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Resumo

GALL, Jéssica lara. Acdo do tipo antidepressiva do composto 2-fenil-3-
(fenilselanil)benzofurano em camundongos: evidéncias sobre o envolvimento
de mecanismos serotoninérgicos e de propriedades antioxidantes. 2019. 95f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Programa de Pés-Graduagdo em Bioquimica e
Bioprospeccédo, Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A depressdo é o transtorno psiquiatrico mais grave e debilitante, porém os
antidepressivos atualmente disponiveis apresentam limitagdes clinicas. Desta forma,
0 objetivo deste estudo foi avaliar a agdo do tipo antidepressiva do composto 2-fenil-
3-(fenilselanil)benzofurano (SeBZF) e investigar a contribuicdo do sistema
serotoninérgico e de propriedades antioxidantes nesta acdo em camundongos
machos. Inicialmente, compostos da classe 3-organoselenil benzofuranos foram
testados no ensaio de lipoperoxidacdo em cérebro de camundongos, e o SeBZF foi
selecionado por apresentar o melhor perfil antioxidante. A partir de curvas de tempo e
dose-resposta em camundongos, foi constatado que o SeBZF, administrado por via
intragastrica, apresenta efeitos anti-imobilidade a partir de 50 mg/kg no teste do nado
forcado (TNF; 30 min de pré-tratamento) e a partir de 5 mg/kg no teste de suspensao
pela cauda (TSC; 30 e 60 min). Ademais, 0 SeBZF ndo causou alteragdes da atividade
locomotora dos animais. Posteriormente, foi estudada a contribuicdo de mecanismos
serotoninérgicos na acdo do tipo antidepressiva do SeBZF no TSC através da
administracdo de SeBZF (50 mg/kg) a camundongos pré-tratados com diferentes
antagonistas de receptores deste sistema: WAY100635 (0,1 mg/kg, via subcutanea,;
antagonista do receptor 5-HTia), cetanserina (1 mg/kg, via intraperitoneal, i.p.;
antagonista 5-HT2a2c) e ondansetron (1 mg/kg, i.p.; antagonista 5-HTs). A
administracdo de WAY100635 e cetanserina bloqueou a acdo do tipo antidepressiva
do SeBZF, sugerindo que seu mecanismo de acdo pode estar relacionado a
modulacdo dos receptores 5-HTia e 5-HT2azc. A interagdo com o sistema
serotoninérgico também foi avaliada através da co-administracdo de doses sub-
efetivas de SeBZF (1 mg/kg) e fluoxetina (5 mg/kg), sendo verificado que este
tratamento conjunto produziu um significativo efeito anti-imobilidade no TSC. Além
disso, SeBZF (50 mg/kg) nao afetou a atividade da enzima monoamina oxidase-A em
hipocampo. Uma avaliagdo complementar foi realizada com a administragéo de para-
clorofenilalanina (pCPA; 100 mg/kg, i.p.), um inibidor da enzima triptofano hidroxilase,
gue participa da biossintese de serotonina. Para isso, 0s animais foram tratados com
pCPA durante quatro dias consecutivos, e 24h ap0s o ultimo tratamento receberam
SeBZF (50 mg/kg). O hipocampo foi removido para analises bioquimicas, as quais
incluiram parametros de estresse oxidativo e a atividade das enzimas
acetilcolinesterase (AChE) e Na*/K*-ATPase. A administracdo de pCPA aboliu a acdo
do tipo antidepressiva do SeBZF no TSC, aumentou os niveis de TBARS e a atividade
da catalase bem como reduziu o conteudo tidlico total e a atividade da Na*/K*-ATPase.
O tratamento com SeBZF protegeu contra o estresse oxidativo em hipocampo
induzido por pCPA e demonstrou uma tendéncia em recuperar a atividade da Na*/K*-
ATPase. A atividade da AchE né&o foi alterada pelos tratamentos com pCPA e/ou



SeBZF. A toxicidade do SeBZF foi avaliada através de sua administracdo na dose de
300 mg/kg (i.g.) a camundongos Swiss fémeas. Quatorze dias apos, foi realizada a
coleta de sangue para realizacao de provas de funcao hepética e renal e remoc¢éo do
figado para determinacdo dos niveis de TBARS. N&o houveram alteracdes nos
parametros bioquimicos avaliados, apontando para um baixo potencial de toxicidade
do SeBZF.

Palavas-chave: selénio; benzofurano; transtorno psiquiatrico; serotonina; estresse

oxidativo; hipocampo.



Abstract

GALL, Jéssica lara. Antidepressant-like action of 2-phenyl-3-
(phenylselanyl)benzofuran in mice: evidences on the involvement of
serotonergic mechanisms and antioxidant properties. 2019. 95f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias) - Programa de PoOs-Graduacdo em Bioquimica e
Bioprospecgdo, Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Depression is the most severe and debilitating psychiatric disorder, but currently
available antidepressants have clinical limitations. Thus, the objective of this study was
to evaluate the antidepressant-like action of 2-phenyl-3-(phenylselanyl)benzofuran
(SeBZF) and to investigate the contribution of the serotonergic system and antioxidant
properties on this action in male mice. Initially, compounds of the class 3-organoselenyl
benzofuran were tested in the mice brain lipoperoxidation assay, and SeBZF was
selected for having the best antioxidant profile. From time- and dose-response curves
in mice, it was found that SeBZF, administered intragastrically, has anti-immobility
effects from the dose of 50 mg/kg in the forced swim test (FST; 30 min pre-treatment)
and from the dose of 5 mg/kg in the tail suspension test (TST; 30 and 60 min). In
addition, SeBZF did not cause changes in the locomotor activity of the animals.
Posteriorly, the contribution of serotonergic mechanisms in SeBZF antidepressant
action in the TST was studied by administering SeBZF (50 mg/kg) to mice pretreated
with different receptor antagonists of that system: WAY100635 (0.1 mg/kg,
subcutaneous route; 5-HT1a receptor antagonist), ketanserin (1 mg/kg, intraperitoneal
route, i.p.); 5-HT2a2c antagonist) and ondansetron (1 mg/kg, i.p.; 5-HT3 antagonist).
Administration of WAY100635 and ketanserin blocked the SeBZF antidepressant
action, suggesting that its action mechanism may be related to modulation of 5-HT1a
and 5-HT2anzc receptors. Interaction with the serotonergic system was also assessed
by co-administering sub-effective doses of SeBZF (1 mg/kg) and fluoxetine (5 mg/kg),
this combined treatment had a significant anti-immobility effect on the TST. In addition,
SeBZF (50 mg/kg) did not affect the activity of monoamine oxidase-A enzyme in the
hippocampus. Another evaluation was performed with the administration of para-
chlorophenylalanine (pCPA; 100 mg/kg, i.p.), a tryptophan hydroxylase enzyme
inhibitor, which participates in serotonin biosynthesis. For this, mice were treated with
pCPA for four consecutive days, and 24h after the last treatment received SeBZF (50
mg/kg). The hippocampus was removed for biochemical analyzes, which included
oxidative stress parameters and the activity of acetylcholinesterase (AChE) and
Na*/K*-ATPase enzymes. Administration of pCPA abolished SeBZF antidepressant-
like action in the TST, increased TBARS levels and catalase activity as well as reduced
total thiol content and Na*/K*-ATPase activity. SeBZF treatment protected against
pCPA-induced hippocampal oxidative stress and demonstrated a tendency to recover
Na*/K*-ATPase activity. AChE activity was not altered by pCPA and/or SeBZF
treatments. SeBZF toxicity was assessed by its administration at a dose of 300 mg/kg
(i.g.) to female Swiss mice. Fourteen days later, blood was collected for liver and
kidney function tests and liver removal to determine TBARS levels. There were no
changes in the biochemical parameters evaluated, pointing to a low toxicity potential
of SeBZF.

Keywords: selenium; benzofuran; psychiatric disorder; serotonin; oxidative stress;
hippocampus.
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1 Introducéo

A depressdo é um transtorno psiquiatrico cronico, recorrente, debilitante e com
elevada prevaléncia na populagao (HILLHOUSE e PORTER, 2015), sendo resultante
da interacdo de diversos fatores genéticos e ambientais (SAVEANU e NEMEROFF,
2012). E caracterizada por deficiéncias na cognicéo, regulacéo emocional, memoria e
funcdo motora. Além destes efeitos primarios, também pode causar incapacidade
secundéria, uma vez que individuos depressivos sdo mais propensos a desenvolver
doencas cronicas (DEAN e KESHAVAN, 2017; ZUCKERMAN et al., 2018).

Segundo os dados mais recentes publicados pela Organizacdo Mundial da
Saulde, estima-se que mais de 300 milhdes de pessoas sejam afetadas por este
transtorno em todo o mundo (WHO, 2017). Fatores como o surgimento de efeitos
adversos relevantes, o prazo estimado para o inicio da acdo farmacoldgica e a
significativa parcela de pacientes resistentes as terapias antidepressivas atualmente
disponiveis podem levar ao abandono do tratamento e, em casos mais graves, a
tentativa de suicidio (PERINI et al., 2019; TACIAK et al., 2018).

Sabe-se que a exposicdo prolongada ao estresse e a outros fatores pode
precipitar a depressdo em individuos que estdo predispostos a doencas mentais
(MARATHE et al., 2018; SALIM et al., 2014). No entanto, 0s mecanismos subjacentes
a fisiopatologia da depresséo ainda nao estao totalmente elucidados. Diversos fatores
parecem estar envolvidos, incluindo alteracdes serotoninérgicas, noradrenérgicas e
dopaminérgicas, que sdo descritas pela teoria monoaminérgica, além de alteracdes
glutamatérgicas, neuroinflamacao, estresse oxidativo, aumento na producdo de
citocinas pro-inflamatorias, anormalidades no eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal
(HPA), alteracdes e diminuicdo da neurogénese e neuroplasticidade (HUANG et al.,
2017; JEON e KIM, 2016). Apesar de nao existir uma unica hipotese elucidando esse
transtorno, todas essas vias e mecanismos podem estar relacionados e interligados.

A pesquisa pré-clinica de novos antidepressivos compreende o uso de animais,
especialmente roedores, que sdo ferramentas importantes para estudar diversos
aspectos relacionados a este transtorno (YAN et al., 2010). O propdésito da pesquisa
com animais ndo € reproduzir todas as caracteristicas da depressao, mas investigar
sua etiologia e avaliar novas alternativas de tratamento farmacologico (ABELAIRA et
al., 2013; RAMAKER e DULAWA, 2017). Protocolos usualmente empregados para

avaliar o comportamento do tipo depressivo em animais baseiam-se na avaliagao de
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seu comportamento perante uma situacao estressante ou adversa (WANG et al.,
2017). Sob essas condicdes, os roedores costumam apresentar uma reacgao inicial
direcionada ao comportamento de fuga, seguida de uma postura imovel.
Antidepressivos clinicamente eficazes reduzem o tempo de imobilidade, e este
pardmetro também pode ser utilizado para avaliagdo de novos agentes
farmacoldgicos (SLATTERY e CRYAN, 2014).

Diversas classes de compostos tém sido estudadas como potenciais
antidepressivos, e dentre estas 0s compostos organicos contendo selénio tém
demonstrado um perfil farmacoldgico bastante promissor (NOGUEIRA e ROCHA,
2011). O selénio é um elemento essencial ao organismo que apresenta atividade
antioxidante e também atua como neuromodulador (WANG et al., 2018). Por outro
lado, os benzofuranos tém sido experimentalmente testados como alternativas
terapéuticas em modelos de doencas do sistema nervoso central, tais como
depressao e doenca de Alzheimer (RIZZO et al. 2008). Devido a estas propriedades,
o composto 2-fenil-3-(fenilselanil)benzofurano (SeBZF), um composto hibrido
apresentando em sua estrutura o atomo de selénio e o ndcleo benzofurano, foi

avaliado como um possivel alvo farmacolégico no tratamento da depressao.
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2 Objetivos

Objetivo geral

- Avaliar a acdo do tipo antidepressiva do SeBZF em camundongos machos,
bem como investigar o envolvimento do sistema serotoninérgico e de propriedades

antioxidantes para a sua acao neuroprotetora.

Objetivos especificos

- Estudar a acéo do tipo antidepressiva do SeBZF através de diferentes testes
comportamentais preditivos desta agdo em camundongos;

- Investigar a possivel contribuicdo do sistema serotoninérgico no efeito do tipo
antidepressivo do SeBZF através das seguintes ferramentas farmacoldgicas: 1) uso
de antagonistas dos receptores serotoninérgicos; 2) interacdo com um farmaco de
referéncia com mecanismo de acao serotoninérgico; 3) dosagem da atividade da
enzima MAO-A em hipocampo, e 4) bloqueio da sintese de serotonina por pCPA.

- Avaliar os possiveis efeitos protetores do SeBZF frente a inducéo de estresse
oxidativo e inibicdo da atividade da Na*/K*-ATPase em hipocampo de camundongos
expostos a um agente depletor de serotonina,

- Realizar ensaios bioguimicos para determinacao de toxicidade.
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3 Revisdao da literatura

Depresséo

A depresséo ou transtorno depressivo maior (TDM) é uma doenca cronica e
progressiva caracterizada por sintomas emocionais, cognitivos e fisicos, que incluem
tristeza, sentimento de culpa, lentiddo na fala e raciocinio, falta de energia,
incapacidade de concentragéo e alteracbes no padrao de sono (JESULOLA et al.,
2018; KATZUNG e TREVOR, 2017). De acordo com o Manual Diagndstico e
Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-5), o diagndéstico do TDM é realizado quando
0S pacientes exibem ao menos cinco dos sintomas caracteristicos durante o periodo
de duas semanas, e pelo menos um dos sintomas é humor deprimido ou perda de

interesse/prazer (Tabela 1).

Tabela 1 — Sintomas da depressao.

Sintoma

Humor deprimido

Perda de interesse ou prazer

Perda ou ganho significativo de peso e apetite

Insdnia ou hipersonia

Agitacdo ou retardo psicomotor

Fadiga ou perda de energia

Sentimentos de inutilidade ou culpa excessiva ou inapropriada
Diminui¢c&o na capacidade de concentracdo ou indecisédo

Pensamentos recorrentes de morte ou suicidio

Fonte: DSM-5 (American Psychiatric Association, 2014)

Esses sintomas alteram substancialmente a qualidade de vida dos pacientes
levando a uma perda consideravel de produtividade, o que gera um alto 6nus
econdmico (LAM et al., 2014). Além destes sintomas caracteristicos que podem levar
a incapacidade, a depresséao ainda esta associada a condi¢cdes secundarias, uma vez

gue pacientes deprimidos tém maior dificuldade em seguir o tratamento médico, o que
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pode alterar outras condicfes de saude j& existentes, agravar seu progndstico e/ou
elevar a mortalidade relacionada a essas enfermidades (DEAN e KESHAVAN, 2017).

O TDM também pode elevar o risco para o desenvolvimento de outras doencas
como, por exemplo, diabetes mellitus, doenca cardiaca e acidente vascular cerebral,
e ainda esta associado a um aumento substancial no risco de morte por suicidio
(OTTE et al., 2016).0 risco de suicidio em pacientes com depressao constitui um
importante problema de salude publica, uma vez que esta doenca € a que mais
contribui para estes ébitos, que chegam a cerca de 800.000 por ano em todo 0 mundo
(WHO, 2017). Além disso, a depressdo costuma estar acompanhada de outras
condi¢Bes psiquiatricas, incluindo ansiedade e disturbios alimentares (PUCCIO et al.,
2016; RAPPENEAU e BEROD, 2017).

Atualmente, estima-se que 322 milhdes de pessoas apresentem o TDM em
todo o mundo (WHO, 2017), sendo uma doenca mais comum durante a juventude e
inicio da idade adulta. A depressdo afeta mais mulheres do que homens:
aproximadamente 1 em cada 6 homens e 1 em cada 4 mulheres experimentaréo pelo
menos um episodio depressivo ao longo da vida. Contudo, néo foi identificada uma
relacéo socioecondmica especifica, sendo uma doenca que atinge individuos de todas
as classes sociais (HILLHOUSE e PORTER, 2015).

A contribuicdo genética para o TDM é estimada em cerca de 35%, e o restante
dos casos de desenvolvimento dessa doenca esta fortemente associado a fatores
ambientais, como abuso sexual, fisico ou emocional, especialmente durante a infancia
(OTTE et al.,, 2016; SAVEANU e NEMEROFF, 2012). Fatores imunoldgicos,
deficiéncia de monoaminas e alteracfes na neurogénese e neuroplasticidade foram
identificados como mecanismos que fornecem explicacbes para o surgimento e
progressao desse transtorno (HUANG et al., 2017; MENARD et al., 2016).

Regibes cerebrais relacionadas a regulacdo da memoria, humor, sono,
alimentacao e respostas a estimulos recompensadores e adversos tém apresentado
anormalidades em pacientes deprimidos (KIM, 2016). Essas regides incluem diversas
estruturas do sistema limbico, como hipocampo e amigdala, além do cortex pré-frontal
(KUPFER et al., 2012; PRICE e DREVETS, 2012). Destas, o hipocampo é a mais
amplamente estudada quanto a seu envolvimento em mecanismos de estresse,
depressao e antidepressivos. Como o hipocampo estéa associado ao aprendizado e a

memaria, consequentemente também esta envolvido com o comprometimento
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cognitivo apresentado por pacientes depressivos. Além disso, ja foi estabelecido que
0 estresse cronico, um fator que pode desencadear a depressao, é capaz de induzir
alteracdes atroéficas no hipocampo podendo levar a reducao de seu volume (JEON e
KIM, 2016; OTTE et al., 2016).

Apesar dos diversos estudos avaliando marcadores genéticos, moleculares e
de neuroimagem, atualmente n&o existem marcadores diagnésticos objetivos e
conclusivos disponiveis, tais como bidpsias, biomarcadores e exames de
neuroimagem. Isso acarreta tanto em limitac6es para o diagnéstico, que € baseado
exclusivamente em observacgdes clinicas, quanto para o desenvolvimento de modelos
animais e investigacfes neuropatoldégicas mais abrangentes (KRISHNAN e
NESTLER, 2011; POLLAK et al., 2010).

Teoria monoaminérgica

Apesar dos avancos na compreensao da neurobiologia do TDM, nenhum dos
mecanismos ja descritos na literatura é capaz de explicar todos os aspectos desta
doenca. Dentre as teorias apresentadas para explicar este transtorno, a hipétese
monoaminérgica tem sido reconhecida como um conceito central na patogénese da
depressdo (JEON e KIM, 2016). Sabe-se que a maioria das funcdes cerebrais
depende da presenca e acdo de varios neurotransmissores, e ha evidéncias que
indicam o papel de neurotransmissores especificos no desenvolvimento e
manifestacdo clinica da depresséo. Assim, essa hipétese propde que uma menor
disponibilidade de neurotransmissores monoaminérgicos, como serotonina,
norepinefrina e dopamina, resulta em prejuizos cognitivos que levam a depressao
(MARATHE et al., 2018; OTTE et al., 2016).

O desenvolvimento da hip6tese monoaminérgica ocorreu principalmente a
partir do entendimento acerca do mecanismo de a¢do de dois farmacos: reserpina e
iproiniazida (HILLHOUSE e PORTER, 2015). Nos anos 1950, observou-se que a
reserpina, um farmaco utilizado para o tratamento da hipertensdo arterial, induzia
sintomas depressivos nos pacientes. Nos anos seguintes, estudos farmacologicos
revelaram que o principal mecanismo de acdo da reserpina era a inibicdo do
armazenamento de monoaminas, esgotando as reservas destes neurotransmissores

(PRYOR e SULSER, 1991). Nos anos seguintes, verificou-se que a administracao de
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iproniazida — um farmaco originalmente formulado para tratamento de tuberculose —
causava efeitos semelhantes a euforia em alguns pacientes. O mecanismo de acéo
da iproniazida é a inibicdo da monoamina oxidase (MAQO), uma enzima responsavel
pela degradacdo de monoaminas. Assim, a partir dessas observacoes, inferiu-se que
a depressdo deveria estar associada a uma diminuicdo da transmissao funcional
dependente de monoaminas (ELHWUEGI, 2004).

Baixos niveis de dopamina e norepinefrina tém sido relacionados a diversos
sintomas depressivos, incluindo alteragbes no comportamento motivacional,
concentracdo e agressividade. Alteracdes nos niveis cerebrais de serotonina estao
associadas a mudancas nas funcées comportamentais e somaticas observadas na
depressao, incluindo sono, apetite, libido, resposta a dor, temperatura corporal e ritmo
circadiano (BERGER et al., 2009; JESULOLA et al., 2018). Evidéncias de analises
cerebrais post mortem demonstram alteragdes nos niveis de serotonina e seus
receptores em pacientes deprimidos em comparacdo aqueles ndo deprimidos
(STOCKMEIER, 2003). Além disso, precursores da serotonina, como o L-triptofano,
apresentam efeito antidepressivo leve em humanos (BECKMANN e KASPER, 1983),
e uma reducdo na disponibilidade de triptofano esta associada ao desenvolvimento
da depressao (ANDERSON et al., 1990).

A serotonina também tem sido estudada quanto a sua atividade antioxidante, e
diversos estudos jA demonstraram efeito protetor contra o estresse oxidativo (AZOUZI
et al., 2017; PARK et al., 2002), e acao regulatoria na atividade da enzima Na*/K*-
ATPase (PENA-RANGEL et al., 1999), responsavel por estabelecer o gradiente dos
ions Na* e K* através da membrana (SKOU E ESMANN, 1992). A principal classe de
antidepressivos que atua no metabolismo de serotonina é a dos inibidores seletivos
da recaptacdo de serotonina (ISRSs). Estes farmacos séo considerados tratamentos
de primeira linha para o TDM, e seu mecanismo de acdo compreende o bloqueio do
transportador de serotonina (SERT), uma proteina de membrana que transporta a
serotonina da fenda sinaptica para o neurdnio pré-sinaptico. Com o blogueio do SERT,
ocorre um aumento na concentracao de serotonina extracelular, maximizando sua
acao (DALE et al., 2015; TACIAK et al., 2018).

Além da acdo no SERT, as propriedades excitatorias e inibitérias de diferentes
subtipos de receptores de serotonina também apresentam participacdo complexa nos
efeitos antidepressivos dos ISRSs (ARTIGAS, 2013; TACIAK et al.,, 2018). Dessa
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forma, esses diferentes receptores podem ser vistos como candidatos para uma nova
geracdo de antidepressivos, que podem ser mais benéficos e eficientes do que os
tradicionais. Os receptores de serotonina distribuem-se principalmente em regides
associadas com a regulagcdo emocional e circuitos de processamento cognitivo,
incluindo amigdala, hipotalamo, hipocampo e coértex pré-frontal (AMIDFAR, 2017). A
desregulacéo desses circuitos cerebrais € uma caracteristica marcante da depressao,
conectando assim 0s comportamentos depressivos a alteracdes na transmissao
serotoninérgica (NABESHIMA e KIM, 2013).

Ja foram identificados pelo menos quinze receptores de serotonina, que estao
divididos em sete familias (5-HT1-7) de acordo com seus mecanismos de sinalizagcéo
(AMIDFAR, 2017). Destes, os receptores 5-HT3 sdo 0s Unicos tipos de receptores
ionotrépicos, os demais sdo membros da familia de receptores acoplados a proteina
G (TACIAK et al., 2018). A tabela 2 apresenta caracteristicas referentes aos quatro

subtipos de receptores de serotonina investigados neste trabalho.

Tabela 2 — Caracteristicas basicas dos receptores 5-HT1a, 5-HT2a2c € 5-HTa.

Receptor Estrutura Tipo Localizacao cerebral

5-HT1a Metabotrépico Inibitério Cértex cerebral, hipocampo, septo,
amigdala, nucleo da rafe.

5-HT2a Metabotropico Excitatério Cértex pré-frontal

5-HT2c Metabotropico Excitatério Coértex pré-frontal, sistema limbico, ganglios
basais

5-HT3 lonotrépico Excitatério Areas corticais, amigdala, tronco cerebral,
hipocampo

Fonte: Amidfar et al., 2017.

Contudo, existe certa resisténcia para a plena aceitacdo da hipotese
monoaminérgica, especialmente pelo fato de que os medicamentos antidepressivos
aumentam, de imediato, o nivel de monoaminas na fenda sinaptica, porém o efeito
clinico s6 ocorre algumas semanas depois (AL-HARBI, 2012). Algumas substancias
psicoativas como cocaina e anfetaminas podem elevar os niveis de monoaminas
atraves da interacdo com seus transportadores, como o SERT e o transportador de
dopamina, bloqueando a recaptacao de neurotransmissores sem, contudo, apresentar
efeito antidepressivo (LIN et al., 2011). Além disso, como os pacientes podem divergir

guanto aos sintomas apresentados, a resposta aos antidepressivos € bastante
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variavel. Assim, a hipotese monoaminérgica revisada sugere que a deplecdo de
monoaminas pode desempenhar um papel mais modulatério, de maneira a influenciar
outros sistemas neurologicos (HILLHOUSE e PORTER, 2015).

Outras hipoteses atualmente reconhecidas que visam explicar a fisiopatologia
da depressao incluem a hip6tese da desregulacdo do eixo HPA e o aumento da
secrecdo de citocinas pro-inflamatoérias (JEON e KIM, 2016). A neurotransmissao
glutamatérgica também ja foi associada ao transtorno depressivo, com base na
observacdo de que a cetamina (antagonista do receptor de glutamato N-metil D-
Aspartato (NMDA) apresenta efeitos antidepressivos rapidos e persistentes (ZARATE
et al., 2006). Nesse sentido, 0 maior desafio € a inexisténcia de uma hipotese Unica

gue possa explicar e relacionar todos os aspectos da depressédo (OTTE et al., 2016).

Apesar disso, a hipGtese monoaminérgica ainda é a base para os
antidepressivos atualmente disponiveis (MORGESE e TRABACE, 2019), uma vez que
0S mesmos atuam restaurando 0s baixos hiveis de monoaminas por meio de
diferentes mecanismos de acédo, através dos quais eles podem ser divididos nas
seguintes classes: inibidores da MAO (IMAO), inibidores seletivos da recaptacéao de
serotonina (ISRS), antidepressivos triciclicos (ADT), inibidores seletivos da
recaptacao de serotonina e norepinefrina (ISRSN), inibidores seletivos da recaptacéo
de dopamina (ISRD) e inibidores seletivos da recaptacdo de norepinefrina (ISRN)
(HILLHOUSE e PORTER, 2015). Alguns exemplos de antidepressivos comumente
utilizados e suas respectivas classes incluem: iproniazida e moclobemida (IMAO);
fluoxetina, paroxetina e sertralina (ISRS); amitriptilina, nortriptilina e imipramina (ADT);
duloxetina e venflaxina (ISRSN); bupropiona e amineptina (ISRD); reboxetina e
desipramina (ISRN) (DUBOVSKY, 2018).

Tanto a psicoterapia quanto a psicofarmacologia sdo eficazes no tratamento da
depressao, entretanto, aproximadamente 30% dos pacientes podem apresentar
resisténcia ao tratamento, mesmo apos diversas tentativas (OTTE et al., 2016). Outra
limitacdo referente a estes farmacos € o periodo relativamente longo para que seja
observado o inicio dos efeitos antidepressivos (AL-HARBI, 2012). A remissao
completa dos sintomas € dificil de ser alcancada, e os pacientes podem sofrer de
manifestagcbes depressivas residuais, ndo retornando totalmente ao seu estado
funcional pré-morbido (HUANG et al., 2017; ZUCKERMAN et al., 2018). Somado a
isso, os efeitos adversos desses farmacos séo frequentes e incluem dor de cabeca,
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nausea, disfuncdo sexual, sedacado, diminuicdo da acuidade mental e memaria, ganho
de peso e anormalidades metabdlicas. Efeitos adversos mais graves incluem danos

cardiacos, neurolégicos e hepaticos (DODD et al., 2017).

Estresse oxidativo

O estresse oxidativo tem sido associado ao desenvolvimento e progressao de
diversas doencas, incluindo diabetes mellitus, céancer, aterosclerose, doenca
cardiovascular, doenca de Alzheimer e transtornos psiquiatricos (MICHEL et al., 2012;
LOWE et al.,, 2014). O termo estresse oxidativo refere-se a efeitos danosos ao
organismo causados por espécies reativas, que podem ser radicais livres contendo
um ou mais elétrons desemparelhados ou compostos néo radicalares. Essas espécies
podem ser geradas a partir de muitos elementos, porém as mais importantes ao
organismo e principais contribuintes para o estresse oxidativo sdo aquelas gerados a
partir do oxigénio, denominadas espécies reativas de oxigénio (EROS)
(BETTERIDGE, 2000; BURTON e JAUNIAUX, 2011). As EROs incluem o radical
anion superoxido (O27), radical hidroxila (OH") peroxido de hidrogénio (H202) e o
oxigénio singleto (*0O2) (APEL e HIRT, 2004).

Em niveis moderados, as EROs sao indispensaveis ao organismo, atuando
como mediadores para a transferéncia de elétrons em diversas rea¢es bioquimicas
e participando de processos que incluem diferenciacdo celular, ativagcdo de genes,
apoptose e defesa contra micro-organismos (MATES et al., 1999). Em condic6es
normais, essas espécies sao controladas pelo sistema de defesa antioxidante
corporal, que pode ser dividido em enzimético e ndo enzimatico. O sistema
antioxidante enzimatico compreende principalmente a atuacdo das enzimas
superoéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). Essas
enzimas atuam de maneira a evitar o acumulo de Oz~ e H20z2, catalisando a conversdo
destas moléculas em agua e oxigénio. O sistema ndo enzimatico &€ composto por
pequenas moléculas que podem receber um elétron de um radical ou doar um elétron
para um radical, levando a formacé&o de subprodutos estaveis. Exemplos desse ultimo
grupo incluem vitamina E, vitamina C, flavonoides e carotenoides (HALLIWELL, 2012;
YOUNG e WOODSIDE, 2001), além de elementos essenciais como selénio e zinco
(BRENNEISEN et al., 2005).



25

Quando h& um desequilibrio entre a producédo de EROs e a atuacao do sistema
de defesa antioxidante tem-se um quadro de estresse oxidativo, ou seja, ha uma
superproducédo de EROs e/ou insuficiéncia de moléculas antioxidantes (SALIM, 2014).
Como consequéncia disso, ocorre a oxidagdo de componentes celulares, como &cido
desoxirribonucleico (DNA), proteinas ou lipidios, o que pode levar a disfuncéo
mitocondrial, apoptose, ativacdo das ceélulas gliais e neuroinflamacdo, que sé&o
condicBes relacionadas a transtornos neuropsiquiatricos, incluindo a depressao
(AZOUZI et al., 2017; YUSUF et al., 2018).

O cérebro humano consome cerca de 20% do total de oxigénio basal para
realizar suas funcdes neuronais que demandam extenso gasto de adenosina trifosfato
(ATP), o que explica porqgue mesmo curtos periodos na auséncia de oxigénio podem
ocasionar dano cerebral (COBLEY et al., 2018). Esse extenso consumo de oxigénio
associado a presenca de acidos graxos poli-insaturados altamente peroxidaveis esta
relacionado a uma maior suscetibilidade ao estresse oxidativo, uma vez que o sistema
de defesa antioxidante cerebral é limitado (MOCKING et al., 2018; SALIM, 2014).

O hipocampo, a amigdala e as células granulares do cerebelo foram relatadas

como as areas cerebrais mais suscetiveis ao estresse oxidativo (WANG E
MICHAELIS, 2010). Cabe ressaltar que os déficits comportamentais e cognitivos
caracteristicos do TDM estdo associados a alteragcbes em regides cerebrais que
incluem hipocampo e amigdala — além do cortex pré-frontal —, o que pode explicar
porque o estresse oxidativo esta tao relacionado a essa doenca (SALIM et al., 2017).

De maneira geral, as reacdes quimicas envolvidas nos danos causados por
radicais livres ocorrem de forma quase imediata, o que dificulta o processo de medicao
direta. Assim, o0 estresse oxidativo pode ser avaliado através de produtos formados
como consequéncia do dano oxidativo, como a peroxidagao lipidica (BETTERIDGE,

2000), que pode ser avaliada pelo método das substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico (TBARS), onde € determinada a formacdo de malondialdeido (MDA) e
outros produtos gerados pelo estresse oxidativo (MATES et al., 1999).

O estresse oxidativo em pacientes com depressao ja foi demonstrado através
do aumento de produtos da peroxidagao lipidica na corrente sanguinea, como € o
caso do MDA (BILICI et al., 2001), onde uma maior concentracdo desse marcador
estd associada com a gravidade dos sintomas (TALAROWSKA et al., 2012). Além

disso, o0 MDA exerce um efeito inibitério nas areas de ligacdo dos receptores de
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serotonina, 0 que estabelece uma relagdo entre o metabolismo da serotonina e o
estresse oxidativo. Uma superproducdo de EROs também pode causar a destruicdo
dos fosfolipidios da membrana neuronal e, com isso, afetar as funcdes de diversos
sistemas de neurotransmissédo, incluindo o serotoninérgico (SCAPAGNINI et al.,
2012). A figura 1 apresenta um esquema demonstrando fatores relacionados ao

estresse oxidativo e seu envolvimento com o TDM.
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Figura 1 — Diagrama esquematico relacionando os efeitos da producdo de EROs sobre o
desenvolvimento da depresséo.

Fonte: Adaptado de Scapagnini et al., 2012.

Diversos antidepressivos ja demonstraram efeitos antioxidantes em testes in
vitro, em modelos animais e em estudos com humanos, incluindo citalopram,
fluoxetina, amitriptilina e reboxetina. Estudos sobre o estresse oxidativo e os efeitos
antioxidantes de antidepressivos sugerem que eles podem remover EROs, suprimindo
assim o estresse oxidativo e protegendo contra danos neuronais, o que pode auxiliar
na remissao e recuperacao funcional dos sintomas depressivos (BEHR et al., 2012).

Apesar dos grandes avancos na neurociéncia, 0 progresso no tratamento da
depressdo ocorreu de forma lenta nos Ultimos anos (SODERLUND E LINSKOG,
2018). Em razéo disso, se faz necessaria a pesquisa por farmacos antidepressivos
gue apresentem maior seguranca e eficacia. Compostos com atividade antioxidante
sédo alvos promissores para o tratamento do TDM, uma vez que a protecao contra
EROs pode diminuir o aparecimento e progressao desta doenca (MICHEL et al.,
2012). Nesse sentido, uma ferramenta importante é o uso de animais para a avaliagdo
de novos alvos farmacoldgicos, especialmente roedores como ratos e camundongos
(CASTAGNE et al., 2011; WANG et al., 2017).
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Uso de roedores

O desenvolvimento de novos antidepressivos requer o uso de testes
comportamentais de triagem em animais em uma etapa anterior a ensaios pré-clinicos
ou clinicos (CASTAGNE et al., 2011). Como a depressio é um distarbio heterogéneo
que apresenta sintomas tanto em nivel fisiolégico quanto psicolégico e
comportamental, € muito provavel gue alguns sintomas como culpa, tendéncia suicida
e humor deprimido sejam caracteristicas especificas de humanos (CRYAN et al.,
2005). Porém, alguns aspectos da depressao podem ser reproduzidos e avaliados em
animais, incluindo alteracdes fisiolégicas, endocrinolégicas e neuroanatdmicas, além

de algumas caracteristicas comportamentais (DEUSSING, 2006).

A utilizacdo de testes comportamentais em roedores visa avaliar
guantitativamente comportamentos de derrota ou desespero caracteristicos do TDM,
gue sao induzidos experimentalmente através de uma situacdo estressante, sendo
assim uma ferramenta importante para investigar a etiologia da depresséo, bem como
no desenvolvimento de compostos eficazes para o seu tratamento (FERNANDO e
ROBBINS, 2011). Os dois testes mais comumente usados para avaliacdo do
comportamento do tipo depressivo em roedores sdo o teste do nado forcado (TNF) e
teste de suspensao pela cauda (TSC) (SLATTERY e CRYAN, 2014). Estes testes
apresentam boa validade preditiva (ou farmacolégica), ou seja, os tratamentos
farmacologicos e nao farmacoldgicos usados atualmente para a depressdo em
humanos sdo capazes de modular as mudancas comportamentais observadas nos
animais, e a resposta de um animal a um determinado tratamento pode prever seu
efeito em humanos (SODERLUND e LINDSKOG, 2018).

Por razbes ainda ndo compreendidas, os camundongos apresentam resposta
ao tratamento com antidepressivos apds uma unica exposicado em ambos os testes, o
gue permite a triagem rapida de novos compostos (CRYAN et al., 2005; ROBINSON,
2018). Assim, o uso desses testes para a deteccdo de substancias com potencial
atividade antidepressiva pode ser feito de forma rapida, com baixo custo, e com
resultados reprodutiveis (CASTAGNE et al., 2011; RAMAKER e DULAWA, 2017).

Ambos protocolos sdo baseados na observacdo de que os roedores, quando

submetidos a estimulos estressantes, apresentam uma reacao inicial direcionada a
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fuga seguida de uma postura imovel (SLATTERY e CRYAN, 2014). No caso do TSC,
0 estimulo estressante envolve a suspenséao pela cauda a cerca de 50 cm de altura
do chéo, o que causa um estresse hemodinamico (CRYAN et al., 2005), enquanto o
agente estressor no TNF € um cilindro contendo agua (figura 2). O comportamento
natatério € mais caracteristico de ratos do que de camundongos, por isso, 0 contato

com a agua pode ser mais aversivo para os camundongos (POLLAK et al., 2010).
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Figura 2 — Representacéo das respostas comportamentais no TNF e TSC (A) e TSC (B).

Fonte: Adaptado de Abelaira et al., 2013.

Nestes testes, um maior periodo de imobilidade é interpretado como uma acao
de desisténcia frente a uma situacdo estressante, sendo caracterizado como um
comportamento do tipo depressivo. Essa postura de imobilidade foi originalmente
descrita como desespero comportamental (PORSOLT et al., 1977), uma vez que esta
associada a uma desisténcia na tentativa de escapar de uma situacdo adversa. Os
antidepressivos clinicamente eficazes aumentam o tempo dispensado ao
comportamento de fuga, ou seja, diminuem o comportamento de imobilidade, além de
aumentar a laténcia para a imobilidade (KRISHNAN e NESTLER, 2011; WANG et al.,
2017). Ja foi constatado que o TSC apresenta maior sensibilidade do que o TNF frente
a antidepressivos da classe dos ISRSs (CASTAGNE et al., 2011). Outra diferenca é
gue no TNF os animais permanecem imoveis por periodos maiores que no TSC.
Assim, 0 uso conjunto destes dois modelos comportamentais classicos pode fornecer

dados mais confiaveis para prever o efeito dos compostos testados (YAN et al., 2010).

Compostos psicoestimulantes e alguns anticolinérgicos e antipsicoticos

atipicos podem produzir resultados falso-positivos nestes testes. Embora ja tenha sido
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comprovado que estas classes podem melhorar alguns sintomas da depresséo a curto
prazo (CASTAGNE et al., 2011), a avaliacdo da atividade locomotora é um parametro
importante para descartar um efeito do tipo antidepressivo associado a
hiperlocomocéo (YAN et al., 2010). Nesse sentido, o teste do campo aberto (TCA) é
utilizado de forma complementar ao TNF e TSC, com o objetivo de avaliar o
comportamento dos roedores quanto a sua locomocgao e exploracdo de um novo
ambiente, sendo contabilizados o numero de cruzamentos nos quadrantes da caixa
de teste (“crossings”) e numero de levantamentos sobre as patas posteriores
(“rearings”) (GOULD et al., 2009; WALSH e CUMMINGS, 1976).

Selénio

O selénio (Se) € um elemento quimico essencial descoberto pelo quimico
sueco Jons Jacob Berzelius no ano de 1817. Em razdo de sua baixa concentracdo na
crosta terrestre, o selénio € considerado um elemento trago, e pode estar presente em
compostos organicos e inorganicos. As espécies inorganicas incluem selénio
elementar, selenetos de metais e selenatos, enquanto as organicas sao aquelas nas
guais o selénio encontra-se ligado ao carbono e ocorrem principalmente sob a forma
de selenometionina e selenocisteina. Compostos organicos contendo selénio
apresentam menor toxicidade e melhor absor¢cdo no organismo em comparacao as
formas inorganicas (FOSTER E SUMAR, 1997; MEHDI et al., 2013).

Durante muito tempo o selénio foi associado a efeitos toxicos em animais e
humanos. Somente em 1957, quando Schwartz e Foltz forneceram evidéncias de
propriedades bioldgicas positivas do selénio em estudos com ratos, passou a existir
um maior interesse pelo papel biolégico deste elemento (BODNAR et al., 2012).
Posteriormente, com a descoberta e identificacdo de selenoenzimas e
selenoproteinas (como a glutationa peroxidase, que atua no combate a radicais livres),
foi evidenciada a importancia do selénio para a saude humana e ele foi incluido na
lista de elementos essenciais (COMBS, 2015; WANG et al., 2018).

A recomendacao de ingestao diaria de selénio € de aproximadamente 40-60
pg/dia para adultos (RAYMAN et al., 2012) sendo considerado toleravel o consumo
de até 400 pg/dia (WHO, 1998), enquanto uma dose entre 1540 a 1600 pg/dia pode
causar toxicidade (KIELISZEK, 2019). Estima-se que uma em cada sete pessoas
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tenha baixo nivel de ingestao de selénio, o que esta associado a diversas disfuncdes
no organismo, incluindo doencas cardiovasculares, distarbios inflamatérios e aumento
no risco de desenvolvimento de hipertenséo, cancer e depressdo (BODNAR et al.,
2012). A deficiéncia de selénio também afeta o funcionamento da glandula tireoide, o
gue pode resultar em alteragbes no humor, no comportamento e em fungdes
cognitivas (VENTURA et al., 2017; KIELISZEK, 2019).

As principais fontes de selénio na dieta incluem alimentos como cereais,
carnes, leite e outros derivados lacteos, peixes e nozes (RAYMAN, 2012), enquanto
frutas e vegetais sdo caracterizados por um teor relativamente menor de selénio
(FOSTER e SUMAR, 1997). Alimentos ricos em proteinas costumam apresentar
niveis maiores de selénio em sua composi¢ao, porém estes niveis podem variar de

uma regido geogréfica para outra (KIELISZEK, 2019).

Muitos compostos de selénio podem atuar como antioxidantes, convertendo
EROs em compostos estaveis, além de apresentarem acdo neuromoduladora em
varios sistemas de neurotransmissores, como dopaminérgico, serotoninérgico e
noradrenérgico, podendo influenciar na suscetibilidade ao desenvolvimento do TDM
(BRENNEISEN et al., 2005; WANG et al., 2018). Considerando que compostos
organicos contendo selénio apresentam menor toxicidade e melhor absorcdo pelo
organismo (VENTURA et al., 2017), a sintese de compostos com essas caracteristicas
vem sendo realizada e estes compostos tém se mostrado bastante promissores para
o tratamento da depressdo (HECK et al., 2019; CASARIL et al., 2019).

Exemplos de compostos desta classe com acao do tipo antidepressiva incluem
1-metil-3-(fenilselanil)-1H-indol (BAMPI et al., 2019), 3-[(4-metoxifenil) selanil]-2-
fenilimidazo[1,2-a] piridina (DOMINGUES et al., 2019), 3-(4-clorofenilselanil)-1-metil-
1H-indol (BIRMANN et al., 2019), a-(fenilselanil) acetofenona (SOUSA et al., 2018) e
diseleneto de m-trifluorometil-difenil (ROSA et al., 2017).

Benzofurano

Os compostos heterociclicos contendo oxigénio, como é o0 caso dos
benzofuranos, exibem diversas atividades farmacologicas, especialmente devido as
semelhancas com muitas moléculas naturais e sintéticas com acao biologica
conhecida (KHANAM e SHAMSUZZAMAN, 2015) Os benzofuranos (figura 3)
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constituem o nudcleo de varios produtos naturais biologicamente ativos, cujas
aplicacdes inicialmente descobertas foram a acdo antifingica e inseticida. Essas
caracteristicas impulsionaram a pesquisa pelo uso medicinal de derivados sintéticos
desta classe, que ja foram estudados quanto a seus efeitos antioxidantes, anti-
hiperglicémicos, analgésicos, antimicrobianos e antitumorais (CHAND et al., 2017). As
aplicacdes biolégicas também incluem compostos com atividade inibitoria sobre o

virus da hepatite C e o virus da imunodeficiéncia humana (DAWOOD, 2013).

\

@)

Figura 3 — Estrutura quimica do benzofurano.

Diversos farmacos comercializados apresentam o anel benzofurano, incluindo
os de acao analgésica (nalbufina e morfina), para tratamento da tuberculose
(rifampicina e rifabutina) e da doenca de Alzheimer (galantamina) (NEVAGI et al.,
2015). Atualmente, dois antidepressivos da classe dos benzofuranos estédo
disponiveis comercialmente: vilazodona e citalopram. Ambos farmacos atuam na
inibicdo da recaptacdo de serotonina, e constatou-se que a vilazodona também age
como agonista parcial do receptor 5-HT1a (DALE et al., 2015; SAHLI, 2016). Além
destes, varios compostos desta classe vem sendo estudados para o tratamento de
diversas doencas, tais como 4,6-bis(benziloxi)-3-fenilbenzofurano (FAN et al., 2019),
e derivados de 2-arilbenzofuranos (MONTANARI et al., 2019), de benzofurano-
isatinas (GAO et al., 2019) e de 2-fenilbenzofuranos (KUMAR et al., 2018).

Devido as diversas propriedades relacionadas a compostos desta classe,
derivados de benzofuranos tém sido sintetizados e podem representar potenciais
candidatos a farmacos de acao no sistema nervoso central (R1ZZO et al., 2008), o que
torna interessante do ponto de vista farmacologico a avaliacdo dos possiveis efeitos
de compostos apresentando esta estrutura. Assim, o composto 2-fenil-3-
(fenilselanil)benzofurano (SeBZF), que possui em sua estrutura tanto o atomo de
selénio quanto o nucleo benzofurano, pode apresentar caracteristicas importantes do
ponto de vista farmacol6gico e na busca por novos compostos para o tratamento da

depressao.
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4 Manuscrito

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a
forma de um manuscrito cientifico. As se¢des “Materiais e Métodos”, “Resultados”,
“‘Discussao” e “Referéncias” encontram-se no préprio manuscrito, que esti

estruturado de acordo com as normas do periodico cientifico para a qual foi submetido.

O item “Conclusées” encontra-se no final desta dissertacdo e apresenta
comentarios gerais sobre os resultados apresentados neste trabalho, acrescido da
interpretacéo de alguns dados complementares.

As referéncias referem-se as citagdes que aparecem nos itens “Introducao”,

“‘Revisao de literatura” e “Apéndices” desta dissertacao.

O item “Apéndices” apresenta resultados complementares que nao estao

incluidos no manuscrito.
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Abstract

Depression has increased considerably worldwide, but the antidepressants currently
prescribed have notable clinical limitations. The objective of this study was to investigate the
antidepressant-like actions of the compound 2-phenyl-3-(phenylselanyl)benzofuran (SeBZF) in
male Swiss mice focusing on the serotonergic system. Results of time- and dose-response
curves in the forced swim test (FST) and tail suspension test (TST) revealed anti-immobility
effects of SeBZF, with a higher sensitivity of TST. Antidepressant-like action of SeBZF (50
mg/kg, intragastric route, i.g.) was prevented by WAY100635 (selective 5-HT1A receptor
antagonist - 0.1 mg/kg, subcutaneous route), ketanserin (5-HT2A/2C receptor antagonist - 1
mg/kg, intraperitoneal route, i.p.), and chlorophenylalaninemethyl ester (pCPA) (selective
tryptophan hydroxylase inhibitor - 100 mg/Kkg, i.p., by 4 days), but not by ondansetron (selective
5-HT3 receptor antagonist - 1 mg/kg, i.p.) in the TST. The administration of sub-effective doses
of SeBZF (1 mg/kg, i.g.) and fluoxetine (5 mg/kg, i.p.) was effective in producing anti-
immobility effects. SeBZF (50 mg/kg) did not modify hippocampal monoamine oxidase-A
activity. In addition, pCPA induced oxidative stress in the hippocampus, characterized by an
increase of lipoperoxidation, reduction of total thiols and stimulation of catalase activity, which
was reverted by SeBZF treatment (50 mg/kg). However, hippocampal Na+/K+-ATPase activity
inhibited by pCPA was not completely recovered by SeBZF treatment. Together, present
findings reveal that SeBZF elicits antidepressant-like action in mice by modulating serotonergic
system, especially 5-HT1A and 5-HT2A/C receptors, in addition to a synergistic effect with
fluoxetine. Furthermore, SeBZF elicits protective effects against the oxidative stress induced

by pCPA in the mouse hippocampus.

Keywords: depression; selenium; benzofuran; antioxidant; 5-HT; hippocampus.
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1. Introduction

Depression is a polygenic and highly complex psychiatric disorder that remains a major
burden on society (Yohn et al., 2017). This disorder is characterized by affective and
psychomotor symptoms as well as cognitive deficits (Perini et al., 2019). According to more
recent data published by World Health Organization (WHO), the number of people affected by
major depressive disorder (MDD) in the world is estimated at 322 million, and this number
increased by 18.4% between 2005 and 2015. MDD is also the largest contributor to suicide
cases, estimated at 800.000 per year (WHO, 2017).

The pathophysiology of MDD has not yet been fully elucidated. The most accepted theory
is the monoaminergic hypothesis, which relates to the onset of MDD with a decrease in
monoaminergic neurotransmitters (Marathe et al., 2018). This hypothesis is the basis for the
currently available antidepressants, that act by restoring the monoamine levels through different
action mechanisms (Hillhouse and Porter, 2015). However, the use of currently available
antidepressants is limited by the appearance of adverse effects, pharmacological response
delays, and ineffectiveness in some patients (Hillhouse and Porter, 2015). In addition to
mechanisms based on monoamine levels, evidence indicates several roles for serotonin (5-HT)
receptor subtypes in MDD pathogenesis as well as their interactions with antidepressant drugs,
pointing out a way for the development of the new generation of antidepressants (Amidfar et
al., 2018).

Alterations in other neurochemical pathways (e.g glutamate), neuroendocrine system,
neurotrophic factors, neurogenesis, immune system, and epigenetic modifications are also part
of the complex signaling networks underlying MDD disorder (Wang et al., 2017). Particularly,
studies have suggested a link between depression and oxidative stress in humans (Black et al.,
2015; Liu et al., 2015) or rodents (Bouvier et al., 2017). The brain is particularly vulnerable to

oxidative damage due to its capacity to consume large amounts of oxygen and limited
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antioxidant capacity (Cobley et al., 2018). Concerning this, Bouvier et al. (2017) demonstrated
that depression vulnerability in rats exposed to intense stress condition arises from a persistent
state of oxidative stress and can be reversed by antioxidants. Also, treatment with a selective 5-
HT reuptake inhibitor (SSRI) or a 5-HT-norepinephrine reuptake inhibitor (SNRI) elicits
protective effects against the oxidative stress through thioredoxin upregulation (Bharti et al.,
2019).

Selenium-based compounds are promising candidates for depression treatment
(Nogueira and Rocha, 2011). Selenium is an essential trace element and plays important
physiological functions as antioxidant and neuromodulator (Wang et al., 2018). The possible
relationship between depression and selenium deficiency has been investigated. Indeed, a study
conducted by Conner et al. (2015) demonstrated that an optimal range of serum selenium was
associated with a reduced risk of depressive symptomatology. At the same time, compounds
presenting benzofuran nucleus have been experimentally tested in models of diseases of the
central nervous system (CNS) (Khanam and Shamsuzzaman, 2015; Rizzo et al., 2008),
including MDD (Sahli et al., 2016).

Based on the information provided, the aim of the present study was to investigate the
antidepressant-like potential of the hybrid compound 2-phenyl-3-(phenylselanyl)benzofuran
(SeBZF) in mice, focusing on the serotonergic system. Additionally, modulatory effects of

SeBZF on hippocampal oxidative stress induced by a 5-HT-depleting agent were explored.

2. Material and methods
Animals
The experiments were carried out using male Swiss mice (25-35g) obtained from a local
breeding colony. Animals were kept in a separate animal room, in controlled conditions with a

constant temperature (22 + 1°C) and a 12 h light/dark cycle (with the light on at 6:00 a.m.) with
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free access to water and food. The studies were performed in accordance with protocols
approved by the Committee on Care and Use of Experimental Animal Resources at the Federal
University of Pelotas, Brazil (4897-2017), affiliated to the Council for Control of Animal
Experiments (CONCEA), and according to National Institutes of Health Guide for the care and

use of laboratory animals (NIH Publications No. 8023, revised 1978).

Chemicals

The compound 2-phenyl-3-(phenylselanyl)benzofuran (SeBZF) (Fig. 1) was synthesized
and characterized in the Laboratory of Clean Organic Synthesis located at the Federal
University of Pelotas employing the method previously described by Gay et al. (2010). Analysis
of the *H nuclear magnetic resonance (NMR) and *C NMR spectra showed analytical and
spectroscopic data in full agreement with its assigned structure. The chemical purity of SeBZF
(99.9%) was determined by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC/MS).
SeBZF was dissolved in canola oil. Fluoxetine oral solution was acquired from EMS
Pharmaceuticals/Brazil and diluted in saline. All other chemicals were obtained from Sigma
(St. Louis, MO, USA) or from other standard commercial suppliers. For all experiments, the

drugs were administered to mice at a constant volume of 10 ml/kg body weight.

Experimental design
Dose- and time-response curves for SeBZF in the Forced Swim Test (FST)

Initially, behavioral experiments were performed to assess the dose-response curve of the
antidepressant-like action of SeBZF in the FST. For this purpose, animals were separated into
six groups (N=8-9 mice/group). Mice were treated by the intragastric (i.g.) route with SeBZF
(5, 25, 50 and 100 mg/kg) or canola oil (vehicle). Fluoxetine (20 mg/kg, i.p.) was used as a

positive control for antidepressant activity (Shakiba et al., 2019). Thirty min after drug
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treatments, mice were submitted to the FST. The lower effective dose of SeBZF was chosen to
be tested in a time-course of the antidepressant-like action. Therefore, SeBZF (50 mg/kg) was
administered to mice at 15, 30 and 60 min before the FST (time-response curve). To rule out
possible locomotor alterations as a result of possible psychostimulant actions, all animals also

were tested in the open-field test (OFT) immediately before the FST.

Dose- and time-response curves for SeBZF in the Tail Suspension Test (TST)

To assess the dose-response curve for SeBZF in the TST, mice were divided into seven
groups (N=8-9/group). Mice received SeBZF (1, 5, 25, 50 and 100 mg/kg, i.g.) or its vehicle
30 min before the TST. Again, fluoxetine (20 mg/kg, i.p.) was used as a reference antidepressant
drug in this behavioral protocol (Shakiba et al., 2019). The SeBZF dose which presented
antidepressant effectiveness in both behavioral tests (FST and TST) was chosen for time-course
experiments. Accordingly, TST was performed at 15, 30, 60 and 120 min after SeBZF treatment
(50 mg/kg, i.g.). The animals evaluated here also were tested in the open-field test (OFT)

immediately before the TST.

Approaches to mechanistic studies of SeBZF antidepressant activity in mice

To investigate the possible contribution of the serotonergic system in the antidepressant-
like action of SeBZF in the mice TST, different sets of behavioral experiments were initially
performed from the employment of different 5-HT receptor antagonists (N = 8-10 mice/group).
For this aim, mice were pretreated with ketanserin (1 mg/kg, i.p., a 5-HT2an2c receptor
antagonist), WAY100635 (0.1 mg/kg, subcutaneous route, s.c., a selective 5-HT1a receptor
antagonist), or ondansetron (1 mg/kg, i.p., a 5-HTsreceptor antagonist). Fifteen min later, they

received SeBZF (50 mg/kg, i.g.) or its vehicle. After 30 min of SeBZF or vehicle administration,



39

the animals were submitted to the TST. Doses and pre-treatment time for 5-HT receptor
antagonists were based in a previous study (Jesse et al., 2010).

In order to gain further support for the serotonergic hypothesis in the antidepressant-like
action of SeBZF, the interaction between sub-effective doses of SeBZF and fluoxetine was
investigated in the TST (N = 9 mice/group). In the first instance, a fluoxetine dose-response
curve was carried out to find a sub-effective dose. For this, fluoxetine was administered at the
doses of 2.5, 5, 10 and 20 mg/kg (i.p.) 30 min before the TST. To evaluate the interaction
between fluoxetine and SeBZF, animals were pretreated with a sub-effective dose of fluoxetine
(5 mg/kg, i.p.) or its vehicle (saline), and 10 min after received the compound at a dose sub-
effective of 1 mg/kg (i.g.) or its vehicle. Thirty min later, the mice performed the TST.

In addition, the hippocampus of mice treated with vehicle or an effective dose SeBZF (50
mg/kg, i.g.), 30 and 60 min before TST, was dissected and separated for the monoamine
oxidase-A (MAO-A activity) assay, which is described later (N = 8 mice/group).

Lastly, to complement the evaluation of the serotonergic system, animals were pretreated
with p-chlorophenylalanine methyl ester (pCPA; 100 mg/kg, i.p) or its vehicle, once a day, for
4 consecutive days (Jesse et al., 2010). pCPA is known as a tryptophan hydroxylase inhibitor
and 5-HT depleting agent. Twenty-four hours after the last pCPA injection, animals were
treated with an effective dose of SeBZF (50 mg/kg, i.g.) or vehicle, and they were tested in the
TST 30 min later (N =9 mice/group).

Taking into account that 1) 5-HT has modulatory effects on brain oxidative stress
(Munoz-Castaneda et al., 2006) and Na*/K™-ATPase activity (Hernandez, 1979; Pena-Rangel
et al., 1999), 2) Na*/K*-ATPase is a sulfhydryl enzyme sensitive to changes in oxidative status
(including 5-HT depletion by pCPA) (Velasquez et al., 2017), and 3) the hippocampus plays an
important role in emotional processing which is affected in patients with MDD (Dale et al.,

2016), mice hippocampus were used for ex vivo experiments as lipoperoxidation and total thiol
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contents, catalase (CAT) and Na'/K*-ATPase activities. Given that the cholinergic system
dysfunctions also have been studied in mood disorders like depression (Mineur et al., 2013),
the hippocampal acetylcholinesterase (AChE) activity was also assayed. For this, animals were
euthanized by isoflurane overdose after the behavioral assessments (7-8 mice/group), and their
hippocampi were dissected. Hippocampal tissue was homogenized in 10 mM Tris—HCI buffer
solution, pH 7.4. Homogenates were then centrifuged at 2,500 xg at 4°C for 10 min and the

supernatant (S1) was separated for the assays.

Behavioral tests
Forced swim test (FST)

In this protocol originally described by Porsolt et al. (1977), 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 + 1°C. Total immobility time and latency for the first immobility episode were
observed during a 6-min period. Immobility was considered when mice remained 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 activity.

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 (Steru et al., 1985).
The experimental protocol was performed in an acoustically and visually isolated place.
Latency time for the first immobility episode as well as total immobility time was manually

recorded during 6 min. Animals were considered immobile when they ceased to perform
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fugitive characteristics (hung passively) and remained immobile. Antidepressant drugs also act

on this behavior, decreasing the immobility time.

Open-field test (OFT)

The OFT is a common measure of exploratory behavior and general activity in rodents.
OFT was performed immediately before FST or TST according to the protocol of Walsh and
Cummins (1976) with the aim of excluding possible sedative/stimulating activities or motor
abnormalities. For this, mice were placed individually in the center of a box (30 x 30 x 15 cm)
divided into nine quadrants and observed during 4 min. The total number of crossings and

rearings were recorded. All animals tested in the FST or TST were also submitted to OFT.

EX vivo experiments

Monoamine oxidase-A (MAO-A) activity

For hippocampal MAO-A activity assay, a mitochondrial preparation was obtained by
differential centrifugation as described by Soto-Otero et al. (2001). Briefly, hippocampi (both
hemispheres) were homogenized with four volumes of the isolation medium (pH 7.4,
Na2PO4/KH2PO4 isotonized with sucrose). Then, the homogenate was centrifuged at 900 xg at
4 °C for 5 min. The supernatant fraction (S1) was centrifuged at 12,500 xg for 15 min.
Mitochondria pellet (P1) was resuspended with isolation medium and recentrifuged under the
same conditions. The final mitochondrial pellet (P2) was carefully resuspended in a buffer
solution (Na:PO4/ KH2POy4 isotonized with KCI, pH 7.4). The protein content of each sample
was adjusted with buffer solution to 1 mg/ml by the Bradford method (Bradford, 1976). The
samples were stored at -80°C until the assay was performed.

MAO activity was assayed as described by Krajl (1965) with some modifications.

Aliquots of samples were incubated at 37°C for 5 min in a medium containing buffer solution
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(Na2PO4/KH2POy4 isotonized with KCI, pH 7.4) and pargyline (a specific MAO-B inhibitor, 250
nM) at a final volume of 600 pL. Then, kynuramine dihydrobromide was added to the reaction
mixture as a substrate (final concentration: 90 uM). Samples were incubated at 37°C for 30 min.
After incubation, the reaction was stopped by adding 10 % trichloroacetic acid (TCA). After
refrigerated centrifugation at 3000 xg for 15 min, an aliquot of the supernatant was added to 1
M NaOH solution. The fluorescence intensity was detected spectrofluorimetrically with
excitation at 315 nm and emission at 380 nm. The concentration of 4-hydroxyquinoline formed
was estimated from a standard fluorescence curve. MAO-A activity was expressed as nmol 4-

hydroxyquinoline/mg protein/min.

Lipoperoxidation assay

Determination of the thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) in the
hippocampus was used as an index for lipoperoxidation as described by Esterbauer and
Cheeseman (1990). In this methodology, hippocampal S1: were mixed with 15% trichloroacetic
acid (TCA) and 0.67% thiobarbituric acid (TBA), followed by heating at 100°C for 30 min.
Absorbance was measured at 532 nm and the results were expressed as nmol TBARS/mg of

protein. Protein content was determined by the Lowry method (Lowry et al., 1951).

Total thiol content

The total level of thiol groups in hippocampal S; was measured by 5,5'-dithiobis(2-
nitrobenzoic acid) (DTNB) method as described by Aksenov and Markesbery (2001). This
method is based on the reduction of DTNB by thiols, followed by oxidation generating a yellow
derivative (TNB). In this test, tissue homogenates were mixed with PBS-EDTA (1 mM), pH
7.4; and DTNB (10 mM) was added to start the reaction. Samples were incubated for 60 min at

room temperature, and the absorbance was measured at 412 nm. Results were expressed as
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nmol TNB/mg of protein. Protein content was determined by the Lowry method (Lowry et al.,

1951).

Catalase (CAT) activity

The CAT activity was determined spectrophotometrically in hippocampal S; according
to the method previously described by Aebi (1984). This assay is based on the ability of CAT
to decompose hydrogen peroxide (H20>), involving then monitoring the disappearance of H.O>
in the Sz presence. For this assay, a reaction medium containing potassium phosphate buffer 10
mM (pH 7.0) and H202 was used. The absorbance was measured at 240 nm, and results were
expressed as units/mg of protein (one Unit decomposes 1 mol of H2O2 per min at pH 7 at 25°C).

Protein content was determined by the Lowry method (Lowry et al., 1951).

Na*/K*-ATPase activity

Hippocampal Na*/K™-ATPase activity was determined according to the methodology
described by Carvalho et al. (2012). S; was mixed with 6 mM MgCl2, 50 mM NaCl, 5 mM KCl,
0.1 mM EDTA and 30 mM Tris-HCI (pH 7.4). The samples were incubated for 10 min at 37°C,
and the reaction was started with the addition of 3 mM ATP, followed by incubation for 30
min. Control experiments were carried with the addition of 1 mM ouabain. Released inorganic
phosphate (Pi) was measured using the malachite green method, as described by Chan et al.
(1986). Protein content was determined by the Bradford method (Bradford, 1976). Na*/K*-

ATPase activity was expressed as pg Pi/mg protein/min.

Acetylcholinesterase (AChE) activity
AChE activity was determined in hippocampus according to the methodology described

by Ellman et al. (1961). S1 was mixed with 10 mM 5,5'-dithiobis-acid-nitrobenzoic (DTNB)
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and 100 mM phosphate buffer (pH 7.5), followed by incubation for 2 min at 27 °C. After
incubation, 8 mM acetylthiocholine (AcSCh) was added. The absorbance was measured at 412
nm for 2 min at 27°C. Protein content was determined by Bradford method (Bradford, 1976).

AChE activity was expressed as umol AcSCh/h/mg of protein.

2.6 Statistical analysis

Statistical analysis was performed by GraphPad Prism software version 7.04. D'Agostino-
Pearson normality test was used to test if the data are normally distributed. Comparisons among
the experimental groups for parametric data were performed using one-way or two-way analysis
of variance (ANOVA), followed by the Newman-Keuls post hoc test. In two-way ANOVA, the
main effects are presented only when there is no interaction between treatments. For non-
parametric data, Kruskal-Wallis followed by the Dunn’s post hoc test was applied. When only
two groups were statistically compared, an unpaired-t test was chosen. Parametric results are
expressed as the mean £ standard error of the mean (S.E.M.), and non-parametric results as
median with interquartile range. Differences were considered statistically significant when p <

0.05.

3. Results
Antidepressant-like action of SeBZF in mice submitted to FST
Examining the dose-response curve for SeBZF, one-way ANOVA revealed that the
treatment of mice with the compound at the doses of 50 and 100 mg/kg caused antidepressant-
like effects in the FST, as evidenced by an increase in the latency for the first episode of
immobility [Fa37) = 9.35, p < 0.0001] (Fig. 2A) and a reduction in the total immobility time
[Fa37=9.06, p <0.0001] (Fig. 2B). As expected, fluoxetine (20 mg/kg; positive control) also

had anti-immobility properties [unpaired t-test, latency time: t = 5.35, df = 15, p < 0.0001;
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immobility time: t = 5.10, df = 15, p = 0.0001] (Fig. 2A and 2B). In a time-response curve,
Kruskal-Wallis test showed that SeBZF (50 mg/kg) significantly increased the latency to reach
the first immobility episode (Fig. 2C) [H = 11.69; p = 0.0085] and decreased the time spent
immobile (Fig. 2D) [H = 12.38; p = 0.0062] only when administered 30 min prior to the test.
A tendency in increasing the latency time (around 28%) was observed in 15 min of SeBZF pre-
treatment; however, it did not reach statistical significance (Fig. 2C). SeBZF, at all the tested

conditions, did not alter the locomotor activity of mice (p > 0.05; data not shown).

Antidepressant-like action of SeBZF in mice submitted to TST

In a dose-response curve for SeBZF in the TST, one-way ANOVA analyses demonstrated
that SeBZF increased the latency for the first episode immobility [F.46) = 14.36, p < 0.0001]
(Fig. 3A) and reduced the immobility time [Fs.46) = 10.4, p < 0.0001] (Fig. 3B) at doses of 5,
25, 50 and 100 mg/kg. The anti-immobility effects were observed at 30 and 60 min after
treatment with SeBZF at dose of 50 mg/kg, as shown by the latency time [F.44) = 20.47, p <
0.0001] (Fig. 3C) and total immobility time [F,44) = 7.193, p = 0.0002] (Fig. 3D). As foreseen,
fluoxetine (20 mg/kg) caused antidepressant-like actions in the TST [unpaired t-test, latency
time: t = 9.10, df = 16, p < 0.0001; immobility time: t = 6.38, df = 16, p < 0.0001] (Fig. 3A and
3B).

The statistical analyses of OFT data demonstrated that SeBZF did not cause changes in
the number of crossings [Fs46 = 2.96, p= 0.0212] (Fig. 4A) and rearings [Fs46 = 0.80, p =
0.5534] (Fig. 4B) at all the doses tested. In addition, SeBZF did not alter the number of crossings
[F@,44 = 0.14; p = 0.9641] (Fig. 4C) and rearings [Fu44) = 1.04, P = 0.3960] (Fig. 4D) when
evaluating different time intervals of treatment. Fluoxetine did not modify the crossing number
[unpaired t-test, t = 0.31, df = 16, p = 0.7546], but caused a decrease in the number of rearings

[unpaired t-test, t = 2.18, df = 16, p = 0.0442] (Fig. 4A and B, respectively).
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Effects of 5-HT receptor antagonists on the anti-immobility properties of SeBZF inthe
TST

The results of the experiments designed to investigate the involvement of different 5-HT
receptors in the antidepressant-like action of SeBZF can be seen in Fig. 5. Two-way ANOVA
test revealed a significant interaction between WAY100635 and SeBZF treatments when the
latency time for the first episode immobility was analyzed [F1,28) = 13.65, p = 0.0009]. In
addition, main effects of SeBZF [F1,28)= 7.338, p = 0.0114] and WAY 100635 [F1,28) = 12.72;
p = 0.0013] treatments were obtained in the total immobility time analysis. Post-hoc
comparisons demonstrated that the pre-treatment of mice with WAY 100635 (5-HT1a receptor
antagonist) blocked the anti-immobility effects of an effective dose of SeBZF (50 mg/kg) in the
TST (Fig. 5A and 5B). The number of crossings and rearings in the OFT remained unaltered
by the treatments (p > 0.05; Table 1).

In another set of experiments, two-way ANOVA test demonstrated a significant
interaction between ketanserin and SeBZF treatments for the latency time [F(1,35 = 28.37, p <
0.0001] and total immobility time [F 35 = 13.65, p = 0.0009]. Post-hoc comparisons showed
that the increase of the latency time (Fig 5C) and the reduction of total immobility time (Fig.
5D) caused by SeBZF in the TST were avoided by the pre-treatment of animals with ketanserin
(5-HT2asc receptor antagonist). The number of crossings in the OFT did not differ among the
experimental groups (p > 0.05; table 1). A main effect of ketanserin treatment was found for
rearing statistical analysis [Fq.35 = 21.37, p < 0.0001], and post hoc comparisons revealed that
ketanserin group had a decrease of rearing episodes when compared with the control group.

In parallel, two-way ANOVA revealed a main effect of SeBZF treatment when the
latency time [F(1,34 = 83.75, p < 0.0001] and total immobility time [F(,34) = 46.55, p < 0.0001]

were evaluated in a TST experiment using ondansetron as 5-HT3 receptor antagonist. SeBZF



47

elicited anti-immobility effects, but the pre-treatment of mice with ondansetron was ineffective
in blocking these effects (Fig. 5E and F). In the OFT, no significant effects of tested treatments

were found on locomotor activity (P > 0.05; table 1).

Behavioral effects resulting from a combination of sub-effective doses of SeBZF and
fluoxetine in the mice TST

The results depicted in Fig. 6A and B represent a dose-response curve for fluoxetine
(SSRI antidepressant drug) in the TST. As revealed by one-way ANOVA analyses, a longer
latency to first immobility [Fa,40) = 26.47, p < 0.0001] (Fig 6A) and a reduced immobility time
[F4,40 = 6.38, p = 0.0005] (Fig. 6B) were verified in mice that received fluoxetine at the doses
of 10 and 20 mg/kg. In the OFT, the locomotor activity of animals remained unaltered (data not
shown).

The effects of the administration of sub-effective doses of fluoxetine (5 mg/kg) and
SeBZF (1 mg/kg) are demonstrated in Fig. 6C and D. Two-way ANOVA revealed a significant
fluoxetine x SeBZF interaction for the latency time [F@32 = 8.04, P = 0.0079] and total
immobility time [F(132) = 4.55, p = 0.0406]. Post hoc analyses demonstrated that the
combination of sub-effective doses of fluoxetine and SeBZF was effective in increasing the
latency time for the first immobility posture as well as reducing the total immobility time in the
TST. No significant changes were observed in the number of crossings and rearings of

experimental groups (Table 1).

Hippocampal MAO-A activity
Results about MAO-A activity assay in the hippocampus of mice treated with SeBZF (50

mg/kg) are shown in Fig 7. Unpaired t-test revealed no statistical differences between the
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control and SeBZF group for hippocampal MAO-A activity when 30 min [t = 0.65, df =14, p

=0.5213] and 60 min [t = 1.20, df = 14, p = 0.2473] time points were tested.

Behavioral effects resulting from pCPA injections on the anti-immobility propertiesof
SeBZF in the mice TST

Fig. 8 shows the experimental protocol designed to evaluate the impact of the brain 5-HT
depletion by pCPA in mice treated with SeBZF (Fig. 8A) and the behavioral assessments in the
TST (8B and C). Two-way ANOVA demonstrated significant main effects of SeBZF [F(1,32) =
40.04, p < 0.0001] and pCPA [F32 = 10.8, p = 0.0025] treatments on latency time; it also
demonstrated a significant pCPA x SeBZF interaction when the total immobility time was
examined [Fe,32) = 7.19, p = 0.0115]. Post hoc comparisons indicated that pre-treatment with
pCPA during the four-day period blocked the anti-immobility effects of SeBZF in the TST (Fig.

8B and C). In the OFT, none of the treatments altered the locomotor activity (table 1).

Effects of SeBZF treatment on hippocampal oxidative stress induced by pCPA

Fig. 9 illustrates the effects of SeBZF treatment (50 mg/kg) on lipoperoxidation levels,
total thiol content, CAT, Na'/K*-ATPase and AChE activities in the hippocampus of mice
exposed to pCPA. Two-way ANOVA revealed significant pCPA x SeBZF interactions for
hippocampal lipoperoxidation levels [F(,26 = 6.31, p = 0.0185] and total thiol content [F(1,26) =
11.34, p=0.0024]. Post hoc comparisons demonstrated that pCPA exposure caused an increase
of hippocampal TBARS levels (Fig. 9A) accompanied by a reduction of total thiols (Fig 9B).
The treatment with SeBZF was effective in avoiding these changes (p < 0.05 and p < 0.001,
respectively).

In addition, two-way ANOVA analysis demonstrated significant main effects of SeBZF

[F26) = 8.41, p = 0.0075] and pCPA [F,26) = 5.89, p = 0.0224] treatments for hippocampal
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CAT activity (Fig. 9C). As revealed by post hoc tests, animals that received pCPA injections
presented a stimulation of the hippocampal CAT activity, which was reversed by the SeBZF
treatment (p < 0.01).

In hippocampal Na'/K*-ATPase activity analysis, two-way ANOVA indicated a main
effect of pCPA [F,26) = 6.65, p = 0.0159]. The exposure to pCPA resulted in inhibition of the
Na'/K*-ATPase activity, but the SeBZF treatment failed to recover the enzyme activity to the
control levels (p > 0.05). Lastly, neither pCPA nor SeBZF altered AChE activity (Fig. 9E) in

the hippocampus of mice submitted to the present protocol (p > 0.05).

4. Discussion

Depression is a common mental disorder and the leading cause of disability worldwide
affecting individuals of all ages, races and socioeconomic groups (WHO, 2017). Different
medications are available but in addition to adverse effects, a large subset of patients is resistant
to current antidepressant therapies, which drives the search for new drugs. The present study
demonstrated, for the first time, the antidepressant-like action of SeBZF in mice. In addition,

pharmacological tools suggest the involvement of the serotonergic system in the anti-
immobility effects of SeBZF in TST. Equally important, hippocampal oxidative stress resulting
from the exposure of mice to a 5-HT-depleting substance was attenuated by SeBZF treatment.

The development of new antidepressants involves simple behavioral tests as FST and
TST for initial screening before more complex studies (Castagne et al., 2011). The
antidepressant actions of drugs, including conventional antidepressants, are reflected in these
tests by a reduction of the immobility when rodents are exposed to an inescapable situation
(Castagne et al., 2011; Porsolt et al., 1977; Steru et al., 1985). In the present study, oral
administration of SeBZF was effective in producing antidepressant-like actions in mice. Our

results also demonstrated that lower doses of SeBZF (5 and 25 mg/kg) were needed to provoke
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anti-immobility effects in the TST if compared with FST (50 mg/kg). These results are in
accordance with literature findings which point to the higher TST sensitivity (Cryan et al., 2005;
Velasquez et al., 2017), mainly for SSRI activity detection. Based on this information, we opted
for TST and a dose of SeBZF with pronouncing anti-immobility effects for additional
experiments (50 mg/kg — effective in both tests). Fluoxetine (20 mg/kg), an antidepressant of
the SSRI class, evoked antidepressant-like actions, validating our behavioral trials. It is also
important to note that SeBZF did not cause significant changes in overall locomotor activity,
ruling out false-positive findings.

Here, the selenium atom was inserted into a molecule containing the benzofuran nucleus
to obtain a hybrid compound. With respect to this, synthetic and natural compounds which
contain benzofuran moiety elicit potential applications as pharmacological agents, some of
them aiming to modulate brain pathways (Asif, 2016). Due to antioxidant effects, evidence
indicates that introducing selenium in some molecules could enhance their pharmacological
effects. Organoselenium compounds have been highlighted by antioxidant, neuroprotective and
antidepressant activities in preclinical models (Bortolatto et al., 2012; Gai et al., 2014; Nogueira
and Rocha, 2011). Indeed, due to the high lipophilicity of these compounds, the brain is
described as a target tissue for their biological activities (Nogueira and Rocha, 2011; Prigol et
al., 2012).

Depression treatment is based primarily on drugs that act on the monoaminergic system,
especially on the serotonergic route (Morgese and Trabace, 2019; Taciak et al., 2018). Using
5-HT receptor antagonists as a pharmacological tool, our data indicated that the pre-treatment
of mice with WAY 100635 and ketanserin blocked the anti-immobility effects of SeBZF in the
TST, suggesting that its antidepressant-like action may be mediated through an interaction with
the serotonergic system, especially mediated by 5-HT1a and 5-HT2a or 5-HT2c receptors. The

postsynaptic 5-HT1a receptor mediates responses to released 5-HT in several brain areas
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including the hippocampus and has a critical role in the behavioral response to antidepressants
(Yohn et al., 2017). In addition, alterations in 5-HT> receptor densities are likely a part of
adaptive neuronal changes that occur after chronic administration of fluoxetine and may be
related to its antidepressant effect (Hrdina and Vu, 1993). On the other hand, the anti-
immobility effects of SeBZF were not abolished by ondansetron indicating that its
pharmacological action in the TST is independent of 5-HT3 receptor modulation.

Some compounds bearing the benzofuran nucleus also have their actions mediated by
5-HT receptors, as 5-(2-aminopropyl)benzofuran (5-APB) and 6-(2-aminopropyl)benzofuran
(6-APB), that act as 5-HT2c receptor agonists and vilazodone, an antidepressant of the SSRI
class and 5-HT1a receptor partial agonist (Asif, 2016). At the same time, evidence suggests that
antidepressant action of selenium-based compounds can be mediated by interaction with
different 5-HT receptors and inhibition of MAO-A activity or 5-HT uptake (Gai et al., 2014;
Nogueira and Rocha, 2011). Further insights into therapeutic actions of SeBZF via serotonergic
modulation were obtained from an experiment designed to investigate the effects of the
interaction of sub-effective doses of SeBZF (1 mg/kg) and fluoxetine (5 mg/kg). As a result,
we found a synergistic effect of SeBZF and fluoxetine administrations, evidenced by significant
anti-immobility effects in the TST. The action mechanism of fluoxetine involves the
serotonergic system through the presynaptic inhibition of the 5-HT reuptake transporter,
causing an increase in 5-HT concentration in the synaptic cleft (Bharti et al., 2019). It is possible
that SeBZF and fluoxetine may have similar action mechanisms. Besides, SeBZF could be
useful as an antidepressant action enhancer, especially when adverse effects are present.

MAOs are flavoenzymes that catalyze the oxidation of monoamines; their aberrant
expression or activation underlies the pathogenesis of monoamine neurotransmitter disorders,
including neuropsychiatric diseases (Shi et al., 2019). Selective MAO-A inhibition produces

increased levels of NA and 5-HT and a clinical antidepressant action (Velasquez et al., 2017).
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In addition, the hippocampus is a well-studied brain structure implicated in the pathophysiology
and development of depression (Belleau et al., 2019). Here, administration of a dose able to
produce an antidepressant-like effect (50 mg/kg) did not affect hippocampal MAO-A activity,
which leads us to believe that the action mechanisms of SeBZF are not related with inhibitory
effects on enzymatic 5-HT degradation pathway.

The role of the serotonergic system in the antidepressant-like action of SeBZF in mice
was further investigated through a 5-HT-depleting agent. pCPA, a tryptophan hydroxylase
inhibitor, suppresses the 5-HT synthesis disrupting neurotransmitter signaling (Koe and
Weissman, 1966). In this study, pCPA exposure at a dose known to lower 5-HT concentrations
reversed the anti-immobility effects of SeBZF, suggesting that the presence of central 5-HT is
essential for the pharmacological action of the compound. The absence of per se effects of
pCPA suggests that 5-HT depletion does not precipitate depressive symptoms in healthy
animals but blocks the antidepressant effect of serotonergic drugs (O'Leary et al., 2007).

It is noteworthy that 5-HT has powerful antioxidant properties (Azouzi et al., 2017)
whereas the reduction of 5-HT concentration by pCPA induces neurotoxic effects accompanied
by oxidative stress in brain tissue of rodents (Munoz-Castaneda et al., 2006). A link between 5-
HT metabolism and oxidative stress has been reported in animals and humans. ROS may
modulate the levels and activity of monoamines whilst depression is associated with lowered
concentrations of endogenous antioxidants. Beyond that, MDA exerts inhibitory action on the
ligand binding areas of the 5-HT receptor, and ROS may destroy neuronal membrane
phospholipids affecting monoaminergic receptor functions (Scapagnini et al., 2012). Indeed,
oxidative damage negatively impacts CNS functions and is involved in many neurotoxicity
mechanisms (Salim, 2017). Brain structures as hippocampus and amygdala are reported to be
the most susceptible to oxidative stress and are involved in characteristic changes of depression

(Salim, 2017). Our results demonstrated that pCPA triggered hippocampal oxidative stress by
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increasing the lipoperoxidation and altering the antioxidant response as indicated by reduced
thiol content and stimulation of CAT activity.

CNS is especially susceptible to lipoperoxidation due to the large amounts of highly
peroxidable fatty acids (Cobley et al., 2018). On the other hand, thiols present in peptides and
proteins are vulnerable to oxidation, which can cause changes in protein structure and function
(Ying et al., 2007). Here, stimulation of CAT activity by pCPA could represent a way to
compensate the higher RS levels through a regulatory mechanism. Corroborating our data,
Munoz-Castaneda et al. (2006) showed that rats injected with pCPA display raised brain MDA
levels, reduced GSH content, and perturbations of antioxidant enzyme activities. Furthermore,
a previous study demonstrated that 5-HT deficiency by pCPA or Tph2 knockout (Tph2-/-)
animals resulted in increased oxidative markers as well as antioxidant defense changes by
analyzing serum and brain of mice (Weng et al., 2015). Interestingly, SeBZF administration
was effective in protecting against hippocampal oxidative stress in mice exposed to pCPA. The
protection against the oxidative damage could represent an additional mechanism related with
antidepressant-like actions of SeBZF.

5-HT has also been linked to the regulation of Na*/K*-ATPase activity (Pena-Rangel et
al., 1999), an enzyme responsible for maintaining the Na" and K* gradients containing
oxidizable sulfhydryl groups. Additionally, 5-HT precursors are able to increase Na'/K*-
ATPase activity in rats (Hernandez, 1979). In this study, pCPA exposure inhibited hippocampal
Na*/K*-ATPase activity, which can be explained by an oxidative status in the presence of low
5-HT concentrations. Although no statistical differences had been detected, it is possible to see
a tendency of SeBZF in normalizing the Na*/K*-ATPase activity in those animals exposed to
pCPA. Given that the cholinergic system dysfunctions also are studied in mood disorders like

depression (Mineur et al., 2013), AChE activity assessed here. However, pCPA did not cause



54

changes in AChE activity, suggesting that the neurotoxic effects of pCPA did not affect the

cholinergic system.

5. Conclusion

In conclusion, SeBZF exerts antidepressant-like actions in mice by modulating
serotonergic system, especially 5-HT1a and 5-HT2a/c receptors, and produces synergistic effects
with fluoxetine. Furthermore, SeBZF elicits protective effects against hippocampal oxidative
stress induced by pCPA, a 5-HT-depleting agent. Thus, studies focusing on SeBZF actions
could contribute to the development of new effective and safe treatments for MDD, but more
studies are necessary to better explain the mechanisms implicated in the antidepressant-like

actions of this compound.
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Figure Captions

Fig 1. Chemical structure of 2-phenyl-3-(phenylselanyl)benzofuran (SeBZF).

Fig 2. Effects of acute treatment with SeBZF and fluoxetine on despair behavior in the mice
FST. (A) Latency time for the first episode of immobility and (B) Total immobility time in a
SeBZF dose-response curve (5-100 mg/kg; i.g., 30 min of pre-treatment). Fluoxetine (20
mg/kg; i.p., 30 min) was used as a reference antidepressant drug. (C) Latency time for the first
episode of immobility and (D) Total immobility time in a SeBZF time-response curve (15-60
min; 50 mg/kg; i.9.). Values are expressed as the mean + S.E.M. (Fig. 2A and B) or median
with interquartile range (Fig. 2C and D) (n = 8-9 mice/group). (*) p < 0.05, (**) p <0.01 and
(***) p <0.001 in comparison with the control group (One-way Analysis of Variance/Newman-
Keuls test); **# denotes p < 0.001 as compared with the control group (unpaired t-test); (1) p <

0.01 and (1) p <0.001 as compared with the control group (Kruskal Wallis/Dunn’s test).

Fig 3. Effects of acute treatment with SeBZF and fluoxetine on despair behavior in the mice
TST. (A) Latency time for the first episode of immobility and (B) Total immobility time in a
SeBZF dose-response curve (1-100 mg/kg; i.g., 30 min of pre-treatment). Fluoxetine (20
mg/kg; i.p., 30 min) was used as a reference antidepressant drug. (C) Latency time for the first
episode of immobility and (D) total immobility time in a SeBZF time-response curve (15-120
min; 50 mg/kg; i.g.). Values are expressed as the mean + S.E.M. (n = 8-9 mice/group). (*) p <
0.05, (**) p<0.01 and (***) p <0.001 in comparison with the control group (One-way Analysis
of Variance/Newman-Keuls test); #* denotes p < 0.001 as compared with the control group

(unpaired t-test).

Fig 4. Effects of acute treatment with SeBZF and fluoxetine on locomotor activity in the mice
OFT. (A) Number of crossings and (B) Number of rearings in a SeBZF dose-response curve

(1-100 mg/kg; i.g., 30 min of pre-treatment). (C) Number of crossings and (B) Number of
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rearings in a SeBZF time-response curve (15-120 min; 50 mg/kg; i.g.). OFT was performed
immediately before TST. Values are expressed as the mean + S.E.M. (n = 8-9 mice/group).
Control versus SeBZF: not significant (n.s.; One-way Analysis of Variance). Control versus

fluoxetine: *# denotes p < 0.001 as compared with the control group (unpaired t-test).

Fig 5. Effects of pre-treatments with WAY 100635 (0.1 mg/kg, s.c., a selective 5-HT1a receptor
antagonist) (A and B), ketanserin (1 mg/kg, i.p., a 5-HT2asc receptor antagonist) (C and D) and
ondansetron (1 mg/kg, i.p., a 5-HT3 receptor antagonist) (E and F) on antidepressant-like action
of SeBZF (50 mg/kg, i.g.) in the mice TST. The left panel represents the latency time for the
first episode of immobility and the right panel shows total immobility time. Data are reported
as the mean = S.E.M. (n = 8-10 mice/group). (¥) p < 0.05 and (***) p < 0.001 in comparison
with the control group (saline plus canola oil); # p < 0.05 as compared with SeBZF group (saline

plus SeBZF) (Two-way Analysis of Variance/Newman-Keuls test).

Fig 6. Effects of co-administration of sub-effective doses of SeBZF and fluoxetine on despair
behavior of mice in the TST. (A) Latency time for the first episode of immobility, and (B) Total
immobility time in a dose-response curve of fluoxetine (2.5-20 mg/kg, i.p.) aiming to found a
fluoxetine sub-effective dose. (C) Latency time for the first episode of immobility, and (D)
Total immobility time obtained from a TST experiment using the sub-effective dose
combination of SeBZF (1 mg/kg, i.g.) and fluoxetine (5 mg/kg; i.p.). Data are reported as the
mean = S.E.M. (n = 9 mice/group). (*) p <0.05, (**) p<0.01 and (***) p <0.001 as compared

with the control group. One-way or Two-way Analysis of VVariance/Newman-Keuls test.

Fig 7. Hippocampal MAO-A activity of mice treated with an effective dose of SeBZF (50
mg/kg; i.9.). SeBZF was administered 30 and 60 min before the tissue extraction. Data are

reported as the mean = S.E.M. (n = 8 mice/group); n.s., unpaired t-test.
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Fig 8. Effects of 5-HT depletion on antidepressant-like action of SeBZF in the mice TST. (A)
Experimental design, (B) Latency time for the first episode of immobility and (C) Total
immobility time. pCPA (a tryptophan hydroxylase inhibitor) was used to induce brain 5-HT
depletion. Values are expressed as the mean £ S.E.M. (n = 9 mice/group). (***) p < 0.001 as
compared with the control group (saline plus canola oil); *p < 0.001 as compared with the

pCPA group (pCPA plus canola oil); Two-way ANOVA/Newman-Keuls.

Fig 9. Effects of SeBZF treatment on hippocampal biochemical changes induced by 5-HT
depletion in mice. (A) Lipoperoxidation levels (TBARS), (B) Sulfhydryl content (total -SH);
(C) CAT, (D) Na'/K*-ATPase and (E) AChE activities. Values are expressed as the mean +
S.E.M. (n = 7-8 mice/group). (¥*) p < 0.05 and (**) p < 0.001 as compared with the control
group (saline plus canola oil); *p < 0.05 and *p < 0.001 as compared with the pCPA group

(pCPA plus canola oil); Two-way ANOVA/Newman-Keuls.
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Table 1. Effects of different treatments in the OFT.

71

Treatment protocol Groups Number of crossings Number of rearings
Ondansetron Control 68.89 £5.41 22.11+3.84
Ondansetron 63.70 £ 6.70 18.00+ 1.85
SeBZF 73.50 £ 4.03 29.30+2.10
Ondansetron x SeBZF  71.56 + 2.65 23.56 + 1.86
Ketanserin Control 64.33 + 3.69 29.22 +2.39
Ketanserin 57.60 + 3.30 14.88 +2.69™
SeBZF 62.40 + 4.53 25.70 £ 2.69
Ketanserin x SeBZF ~ 51.20 + 2.68 15.60 + 2.74™
WAY 100635 Control 63.75 + 3.22 26.75 £ 2.67
WAY 100635 72.5 % 3.66 30.88 £ 3.11
SeBZF 69.00 + 4.50 30.88 £ 2.01
WAY100635 x SeBZF 72.88 + 3.74 35.25+2.38
pCPA Control 71.22 + 3.06 21.44 +2.48
pCPA 63.89 + 8.04 21.89 + 3.94
SeBZF 68.78 £5.72 28.33 +£5.20
pCPA x SeBZF 66.11 + 7.60 24.44 + 4.67
Fluoxetine Control 61.11+4.12 30.22 + 3.26
(sub-effective) Fluoxetine 78.89 £ 7.39 30.78 £4.70
SeBZF 72.44 + 6.62 28.33+1.92
Fluoxetine x SeBZF 73.22 +6.28 33.00 £5.02

The results represent the means + S.E.M. of 8-10 mice/group. Data analyses were
carried out through Two-way ANOVA/Newman-Keuls test. ** p < 0.01 as compared

with the control group.
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Highlights

v SeBZF elicits antidepressant-like action in mice.
v Serotonergic system mediates the anti-immobility effects of SeBZF in the TST.

v" Hippocampal oxidative stress induced by a 5-HT-depleting agent is attenuated by
SeBZF treatment.

Graphical abstract
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5 Conclusdes

Com base nos testes realizados, foi possivel verificar que o composto SeBZF
apresentou acao antioxidante in vitro e agéo do tipo antidepressiva no TSC e TNF em
camundongos. O bloqueio deste efeito pela da administracdo de pCPA (inibidor da
sintese de serotonina), cetanserina e WAY 100635 (antagonistas dos receptores 5-
HT2a2c € HTia, respectivamente), sugerem um possivel envolvimento do sistema
serotoninérgico no mecanismo de acdo do SeBZF. Outro indicativo disto foi o efeito
observado com a administragdo conjunta de doses sub-efetivas de SeBZF e
fluoxetina. Por outro lado, os efeitos anti-imobilidade observados no TSC parecem nao
depender de modulacdes do SeBZF sobre a atividade da enzima MAO-A, ao menos,

em hipocampo.

O modelo de deplecédo serotoninérgica induzida por pCPA foi capaz de causar
alteracdes em parametros relacionados ao estresse oxidativo, como aumento dos
niveis de lipoperoxidacéo, reducdo no conteudo de tidis totais e aumento da atividade
da catalase em hipocampo, assim como inibicdo da Na*/K*-ATAPase, demonstrando
a relacdo entre a reducdo dos niveis de serotonina e alteracbes bioquimicas
caracteristicas do TDM. A administracdo de SeBZF foi eficiente na protecéo contra a
inducdo de dano oxidativo e demonstrou tendéncia em recuperar a atividade da
enzima Na'/K*-ATPase, a qual foi inibida pela pCPA. A modulacédo da enzima AChE
em hipocampo parece ndo estar envolvida na acdo do tipo-antidepressiva do

composto.

O tratamento com uma dose elevada de SeBZF (300 mg/kg) ndo produziu
indicios de toxicidade sistémica, sugerindo que este composto é seguro dentro das
condi¢cBes avaliadas. A partir disso, mais avaliacdes deverédo ser realizadas com o
intuito de determinar outros possiveis mecanismos envolvidos na acao do tipo

depressiva do SeBZF e elucidar seu potencial terapéutico.
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Apéndice A - Avaliacao da atividade antioxidante in vitro dos compostos 3-

organoselenil benzofuranos

Inicialmente, foram avaliados cinco compostos da classe 3-organoselenil
benzofuranos: 2-fenil-3-(fenilselanil)benzofurano (1), 3-(4-fluorofenil)selanil)-2-
fenilbenzofurano (2), 3-((4-metoxifenil)selanil)-2-fenilbenzofurano (3), 3-(4-
clorofenil)selanil)-2-fenilbenzofurano  (4), 2-fenil-3-(p-tolilselanil)benzofurano (5)
(figura 4). Os compostos foram testados quanto a suas atividades antioxidantes in
vitro através do ensaio de TBARS, utilizado para quantificacdo das substancias
reativas ao 4&cido tiobarbitirico que s&o formadas durante o processo de

lipoperoxidacao.
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Figura 4 — Estrutura quimica dos compostos da classe 3-organoselenil benzofuranos.

Nestes testes, os niveis de TBARS foram determinados em cérebro de
camundongos conforme o protocolo descrito por OHKAWA et al. (1979) utilizando
nitroprussiato de sodio (NPS) como indutor da peroxidacao lipidica. O tecido foi

homogeneizado em Tris-HCI 50 mM (pH 7,4) e centrifugado para a obtencdo do
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sobrenadante (S1). Uma aliquota das fragdes sobrenadantes (S1) foi separada para o
teste e incubada com NPS e 0os compostos testados ou vitamina E (controle positivo)
a 37°C por 1 hora. A seguir, a mistura reacional foi incubada com acido tiobarbiturico
(TBA) 0,8%, tampéo de &cido acético (pH 3,4) e dodecil sulfato de sédio (SDS) 8,1%
a 95°C por 1 hora. A absorbancia foi medida a 532 nm e os resultados foram expressos

como nmol TBARS/g de tecido.

A analise estatistica foi realizada pelo software GraphPad Prism 8.2.0. A
distribuicdo dos dados foi avaliada com o teste D'Agostino-Pearson Omnibus, e as
comparacdes entre os grupos foram realizadas através da analise de variancia
ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Newman-Keuls. Os resultados
podem ser visualizados na figura 5. Em comparac¢ao com o grupo veiculo, o composto
1 (SeBZF) demonstrou efeito significativo na reducdo da peroxidacéo lipidica nas
concentragdes de 25, 50, 100 e 200 uM [F7,16)=46,83; p<0,0001], o composto 2 nas
concentragbes de 50, 100 e 200 pM [F(7.16=56,35; p<0,0001], o composto 3 nas
concentracbes de 100 e 200 uM [F@z,16=11,09; p<0,0001], o composto 4 na
concentragéo de 200 puM [F(7,16=9,053; p=0,0001], e o composto 5 nas concentragdes
de 100 e 200 uM [F7,16)=38,29; p<0,0001]. A Vitamina E demonstrou efeito significativo

nas concentracdes de 100 e 200 pM [F7,16/=32,38; p<0,0001].
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Figura 5 — Efeito dos compostos 3-organoselenil benzofuranos (1-5) e vitamina E sobre os niveis de
lipoperoxidacdo induzida por NPS em homogenato de cérebro de camundongos. Cada coluna
representa a média + E.P.M. de 3 experimentos independentes. # p<0,05 em comparagdo ao grupo

controle. * p<0,05 em comparacgéo ao grupo veiculo. ANOVA de uma via/Newman-Keuls.

A partir dos resultados obtidos com o ensaio de TBARS, foi calculada a
concentracao que inibe 50% da lipoperoxidacédo (Clso) atraves do software GraphPad
Prism 8.2.0. Foi realizada regressao néo linear a partir de experimentos individuais, e

os resultados foram expressos como média acompanhada dos limites de confianca
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de 95%. A inibicdo maxima (Imax) foi calculada para todos os compostos na
concentracdo mais efetiva utilizada no ensaio (200 pM). Os resultados da Clso € Imax

estao apresentados na tabela 3.

Tabela 3 — Valores de Clso e Imax para 0os compostos 3-organoselenil benzofuranos (1-5) e Vitamina E
no ensaio de TBARS em homogenato de cérebro de camundongos.

Clso (M) Imax (%)
1 (SeBzF) 121,7 (97,09 - 162) 57+4
2 264,8 (202,5 - 364,8) 43+1
3 424 (236,4 - 2860) 31+8
4 702 (275,7 - 922,36) 291
5 510,4 (309,8 - 1708) 24+3

Com base nos resultados obtidos, o composto 1 (SeBZF) foi escolhido para os
ensaios in vivo e ex vivo realizados posteriormente em funcdo de apresentar maior
potencial antioxidante. Isto foi evidenciado no ensaio de TBARS, onde o SeBZF foi
capaz de reduzir a lipoperoxidacdo em cérebro de camundongos em concentracdes
menores em relacdo aos demais compostos, e também pode ser visualizado nos
valores de Clso e Imax. Nestes Ultimos, observa-se que este composto apresentou o
menor valor de Clso, ou seja, a concentracdo necessaria para inibir 50% da
lipoperoxidacéo é a menor dentre os compostos avaliados, além de apresentar maior

valor para a Imax (57%).
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Apéndice B — Avaliacao da toxicidade do SeBZF

No presente estudo ainda foi realizada a avaliacdo de toxicidade do composto
SeBZF em camundongos Swiss fémeas, de acordo com o protocolo 422 da OECD
(2015). Nesse procedimento, foi administrado SeBZF na dose de 300 mg/kg (i. g.)
(uma dose seis vezes maior que a dose capaz de produzir efeito do tipo
antidepressivo) ou veiculo (6leo de canola). Os animais foram acompanhados durante
o periodo de 14 dias, onde foram periodicamente pesados e avaliados quanto a
alteracdes comportamentais, tais como piloerecéo, lacrimejamento, diarreia e letargia,
de forma a determinar se a administracdo de uma dose elevada de SeBZF seria capaz
de alterar esses parametros. Ap6s 14 dias, os animais foram eutanasiados com
isoflurano, sendo realizada coleta de sangue por puncdo cardiaca e remocao do

figado.

Visando ampliar a avaliacdo de uma possivel toxicidade sobre o figado, o
principal 6rgao envolvido na detoxificacdo de xenobioticos, os niveis de TBARS foram
dosados em homogenato de figado conforme procedimento descrito por OHKAWA et
al. (1979). As amostras de sangue foram centrifugadas por 10 minutos a 2500 rpm e
o plasma obtido foi utilizado para determinacdo dos niveis de alanina

aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), ureia e creatinina.

As enzimas ALT e AST estdo presentes principalmente no figado e sao
liberadas em consequéncia de lesdo hepatica, ou seja, niveis elevados dessas
enzimas podem ser utilizados como marcadores de toxicidade hepatica (GIANNINI et
al., 2005). Ja a ureia e a creatinina sao consideradas marcadores de funcgéo renal.
Quando h&a um funcionamento inadequado dos rins e sua capacidade de filtrar sangue
€ comprometida, os niveis destas substancias encontram-se elevados na corrente

sanguinea (FERGUSON e WAIKAR, 2012). As dosagens de ALT e AST foram



91

realizadas através de kit cinético Labtest. Os niveis de ureia foram mensurados com
uso de kit enzimatico Bioclin, e para dosagem de creatinina foi utilizado o kit Labtest

K VET.

Os resultados de todos os parametros avaliados para determinacdo de
toxicidade foram analisados estatisticamente com o software GraphPad Prism 8.2.0,
e as comparagOes entre os grupos foram realizadas utilizando teste t ndo pareado.

Estes resultados estédo apresentados na figura 4.

N&do foram verificadas diferencas estatisticamente significativas para o
tratamento com SeBZF em relagc&o ao grupo controle em nenhum dos seis parametros
avaliados: variacdo de peso (p=0,3624), niveis de TBARS (p=0,3642), ALT
(p=0,4354), AST (p=0,6244), ureia (p=0,2555) e creatinina (p=0,3590). Visualmente,
também ndo foram observadas alteracdes indicativas de toxicidade apds o tratamento

com SeBZF.
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Figura 6 — Efeito do tratamento com SeBZF (300 mg/kg, i. g.) em paradmetros de toxicidade sistémica
em camundongos: variacdo de peso (A), TBARS (B), ALT (C), AST (D), ureia (E) e creatinina (F). Cada

coluna representa a média + E.P.M de 6 animais/grupo. Teste t ndo pareado.

A auséncia de alteracbes nestes parametros sugere que o SeBZF apresenta
baixa toxicidade sistémica na dose avaliada de acordo com as condic¢des utilizadas

neste estudo.
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Anexo A - Carta de aprovacgdo no Comité de Etica em Experimentagdo Animal

(CEEA)

Pelotas, 05 de outubro de 2017

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

Experimentagdo Animal, em reunio de 02/10/2017.

Finalidade (X) Pesquisa () Ensino B
Vigéncia da autorizagdo | 05/10/2017 a 15/09/2020 i
Espécie/linhagem/raca Mus muscullus/Swiss H
N° de animais 456 -
Idade 60 dias
Sexo 450 machos e 6 fémeas
Origem Biotério Central - UFPel

Solicitamos, apos tomar ciéncia do parecer, reenviar o processo a CEEA.
Salientamos também a necessidade deste projeto ser cadastrado junto a0 COBALTO
para posterior registro no COCEPE (cédigo para cadastro n° CEEA 4897-2017).

?éa@b

M.V. Dr elize de Oliveira Campello Felix
Presidente da CEEA

Ciente em: <&@ /40 /2017

Assinatura do Professor Responsavel: M%@M



4/21/2019 SEI/UFPel - 0454778 - CEEA: modelo de adendo

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS

Comissdo de Etica em Experimenta¢ao Animal

FORMULARIO PARA SOLICITACAO DE ADENDO E/OU MUDANCA EM PROJETO

Titulo do Projeto: Estudo do potencial antioxidante, ansiolitico e antidepressivo de 3-organoselenil-benzofuranos em dongo:
N° de registro na CEEA: 4897

Pesquisador responsavel: Cristiani Folharini Bortolatto

Adendo ou modificagio a ser executada na metodologia original (UTILIZE O ESPACO QUE FOR NECESSARIO):
Venho através deste, solicitar adendo ao projeto acima mencionado.

*Avaliagao da toxicidade sistémica (oral aguda) do 3-organoselenil-benzofurano em camundongos: Solicitamos a adi¢do de 12 camundongos
fémeas swiss adultas (30-35g) para o prosseguimento dos testes de toxicidade. Dentre estas, metade refere-se a repeti¢do do tratamento
conforme preconiza a OECD e metade para adi¢ao de algumas anélises toxicologicas abaixo mencionadas.

Justificativa do pesquisador responsavel para solicitagao de adendo e/ou modificagao no projeto (UTILIZE O ESPACO QUE FOR
NECESSARIO):

A justificativa se da para o prosseguimento da avaliagdo da toxicidade aguda do composto e adi¢ao de analises bioquimicas e
comportamentais. Como preconizado, 0s animais novamente receberao uma tinica dose oral do composto selecionado na dose de 300 mg/kg
(dose sugerida pela OECD) ou veiculo em um volume de 1 ml/100g. Serao utilizadas fémeas com jejum de 3-4h antes da administracao e
com variagdo de no maximo 20% do peso corporal, conforme preconizado pela OECD. Os animais serdo observados a cada 30 min durante
as primeiras 24h e depois diariamente por 14 dias (OECD) para determinar o potencial letal dos compostos. Apos este tempo de exposigdo,
os dongos serdo iados com isoflurano para o procedi de pungdo cardiaca e o sangue sera coletado em tubos contendo

heparina. O plasma sera obtido apos centrifugagio e usado para ensaios bloquumcos atraves de kits comerciais. Além de AST, ALT e ureia,
incluiremos as andlises de creatinina, lactato desidrc creatina qui i Ii Ibumina sérica, acido trico, colesterol,
glicose e triglicerideos e ions (Na+, K+, Cl-) para averiguar se o composto nao afeta com outras rotas bioquimicas. Gostariamos também de
incluir a avaliagdo da atividade locomotora dos animais tratados com altas doses do composto atraveés do teste do campo aberto e a dosagem
da enzima d-aminolevulinico desidratase (ALA-D) em figado, um marcador de toxicidade a metals pesados e compostos de selénio (Ecker et

al., 2018). Devido ao baixo rendimento das amostras de sangue, soli para tanto, 6 controles e 6 animais para o tratamento.
OECD/OCDE 423.Adopted: 17th December 2001. OECD GUIDELINE FOR TESTING OF CHEMICALS. Acute Oral Toxicity — Acute Toxic
Class Method
MODELO ANIMAL

- Procedéncia = ( X ) Biotério ( )Fazenda ( ) Avidrio ( ) Outra = qual =
- Tipo e caracteristica

Espécie Linhagem Idade Peso

Mus musculus Swiss 60 dias 20-35g X 12

Documento assinado eletronicamente por CRISTIANI FOLHARINI BORTOLATTO, Professor do Magistério Superior/Auxiliar, em 08/03/2019, &s 12:15,
conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n® 8.539, de 8 de outubro de 2015.

—
seil o
eletrénica

Referéncia: Processo n? 23110.007487/2019-28 SEI n? 0454778

https://sei ufpel.edu. i )_imprimir_\ )_origer »_visuali; 1 ¢ 30613&infra_sistema=100000100&infra_unidade_atual=110000281&infra_hash=08c531 22



Anexo B — Carta de submisséo do artigo

16/09/2019 Email — Jéssica Gall — Outlook

Fwd: Submission Confirmation

Cristiani Bortolatto <cbortolatto@gmail.com>
Seg, 16/09/2019 14:48

Para: Jéssica ® <je.gall@hotmail.com>; César Augusto Bruning <cabruning@yahoo.com.br>; Tais Teixeira
<taisteixeira.r@gmail.com>; Luiz Roberto Carraro Junior <luizrobertocarraro@hotmail.com>; Amalia Alves
<amaliaalvs@gmail.com>; Roselia Spanevello <rspanevello@gmail.com>; Luiza Spohr <luizaspohr@hotmail.com>; Diego
da Silva Alves <dsalves@gmail.com>; - Zé Neto <zeneto.gqmc@gmail.com>; Mayara Sandrielly Pereira Soares
<mspereirasoares@gmail.com>

Prof2 Dr2 Cristiani Folharini Bortolatto
Programa de Pés-Graduagao em Bioquimica e Bioprospeccao
Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos (CCQFA)

Universidade Federal de Pelotas (UFPel)

---------- Forwarded message ---------

De: Neuropharmacology <eesserver@eesmail.elsevier.com>
Date: seg, 16 de set de 2019 as 14:43

Subject: Submission Confirmation

To: <cbortolatto@gmail.com>, <cristiani.bortolatto@ufpel.edu.br>

*** Automated email sent by the system ***

Neuropharmacology

Title: 2-Phenyl-3-(phenylselanyl)benzofuran elicits antidepressant-like action by modulating
serotonergic system and attenuates behavioral changes and hippocampal oxidative stress induced
by serotonin depletion in mice

Authors: Jéssica lara Gall; Amalia G Alves; Luiz Roberto C Junior; Tais T Rech; José Sebastiao S Neto;
Diego Alves; Mayara Sandrielly P Soares; Luiza Spohr; Rosélia Maria Spanevello; César A Brining;
Cristiani F Bortolatto

Article Type: Research Paper

Dear Dr. Cristiani Folharini Bortolatto,
Your submission entitled "2-Phenyl-3-(phenylselanyl)benzofuran elicits antidepressant-like action
by modulating serotonergic system and attenuates behavioral changes and hippocampal oxidative

stress induced by serotonin depletion in mice" has been received by Neuropharmacology.

You may check on the progress of your paper by logging on to the Elsevier Editorial System as an
author. The URL is https://ees.elsevier.com/neuropharm/.

Your manuscript will be given a reference number once an Editor has been assigned.

Thank you for submitting your work to this journal. Please do not hesitate to contact me if you
have any queries.

Kind regards,

Neuropharmacology
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