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RESUMO

PRESA, Marcelo Heinemann. Efeito do tipo antidepressivo de uma 1,2,3-
triazol-acetofenona em camundongos: evidéncias do envolvimento do sistema
serotoninérgico. 2023. 114 f. Dissertacdo (Mestrado em Bioquimica e
Bioprospeccéo) — Programa de Pos-Graduacdo em Bioquimica e
Bioprospeccéo. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2023.

A depressao € um transtorno psiquiatrico que esta presente na vida de milhdes
de pessoas. Apesar de existirem diversas classes de antidepressivos
atualmente, grande parte dos individuos deprimidos néo apresentam alivio dos
sintomas com o tratamento, mostrando a necessidade do desenvolvimento de
novos antidepressivos. Nos ultimos anos, os compostos N-heterociclicos triazois
vém sendo estudados por apresentarem propriedades farmacologicas
interessantes, como anti-inflamatoéria, anticonvulsivante e antidepressiva. Os
1,2,3-triazol tém apresentado mecanismos semelhantes aos encontrados nos
antidepressivos conhecidos e utilizados como primeira linha para o tratamento
da depressédo. A partir disso, foram sintetizadas moléculas hibridas inéditas de
1,2,3-triazoil-acetofenonas e avaliada a atividade de inibicdo da monoamina
oxidase (MAO) in silico e in vitro. Com base nos dados obtidos, selecionamos a
molécula com resultados mais promissores para dar sequéncia na avaliacdo da
atividade antidepressiva em estudos in vivo. Neste sentido, este estudo teve
como objetivo avaliar o efeito do tipo antidepressivo da 1-(2-(4-(4-etilfenil)-1H-
1,2,3-triazolo-1-il)fenil)etan-1-ona (ETAP), um composto hibrido contendo 1,2,3-
triazol e acetofenona, em camundongos, utilizando dois testes comportamentais
para a avaliagdo do comportamento tipo depressivo, o teste do nado forcado e
teste de suspenséo pela cauda. Para avaliar o efeito do tipo antidepressivo da
ETAP (0,5, 1 e 5 mg/kg, via intragastrica (i.g.)) a mesma foi administrada 30
minutos antes dos testes comportamentais para avaliacdo do comportamento
depressivo e apresentou aumento no tempo de laténcia para o primeiro episodio
de imobilidade com reducdo no tempo de imobilidade total, caracterizando o
efeito do tipo antidepressivo. Além deste efeito, o estudo pretendeu avaliar o
envolvimento do sistema serotoninérgico para a acéo do tipo antidepressiva da
ETAP. Para avaliar a contribuicdo deste sistema, avaliamos a necessidade do
sistema de forma integra para a a¢ao do tipo antidepressiva da ETAP com o pré-
tratamento com p-clorofenilalanina, um inibidor da enzima responsavel pela
conversao de triptofano em serotonina. Nossos resultados demonstraram que o
efeito do tipo antidepressivo da ETAP é dependente de serotonina. Além disto,
avaliamos, também, o envolvimento dos receptores deste sistema neste efeito.
Para isto, o0s antagonistas especificos dos receptores serotoninérgicos
WAY100635, Cetanserina, Ondansetrona e GR113808 foram pré-administrados
para avaliar o envolvimento dos receptores 5-HTia, 5-HT2a2c, 5-HT3 e 5-HT4,
respectivamente. Nossas analises mostraram um envolvimento dos receptores
5-HT2a2c € 5-HT4 no efeito do tipo antidepressivo da ETAP. Anterior aos testes
comportamentais que avaliam o comportamento depressivo, foi realizado o teste
do campo aberto a fim de descartar um possivel déficit locomotor nos animais
com o tratamento de ETAP. Os resultados demonstram que a administracéo de
ETAP néo altera as atividades locomotora e exploratéria dos animais. Ademais,
a toxicidade da ETAP foi avaliada e demonstramos que o tratamento com esta
molécula ndo apresentou sinais de toxicidade. Desta forma, este estudo



identificou uma nova droga com potencial efeito antidepressivo para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas para a depressao.

Palavras-chave: 1,2,3-triazol; acetofenona; antidepressivo; depressao; sistema
serotoninérgico.



ABSTRACT

PRESA, Marcelo Heinemann. Antidepressant like effect of a 1,2,3-triazole-
acetophenone in mice: evidence of involvement of the serotonergic system.
2023. 114 f. Dissertation (master's degree in Biochemistry and Bioprospecting) -
Programa de Pos-Graduacao em Bioquimica e Bioprospeccédo. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas, 2022.

Depression is a psychiatric disorder that affects millions of people. Despite the
existence of various classes of antidepressants, a large proportion of depressed
individuals do not experience symptom relief with treatment, highlighting the need
for the development of new antidepressants. In recent years, N-heterocyclic
triazole compounds have been studied for their interesting pharmacological
properties, such as anti-inflammatory, anticonvulsant, and antidepressant effects.
1,2,3-triazoles have been shown to have similar mechanisms to those found in
known antidepressants used as first-line treatments for depression. Based on
this, novel hybrid molecules of 1,2,3-triazole-acetophenones were synthesized
and their inhibition activity of monoamine oxidase (MAO) was evaluated in silico
and in vitro,. Based on the data obtained, we selected the molecule with the most
promising results to proceed with evaluating its antidepressant-like activity in in
vivo studies. The objective of this study was to evaluate the antidepressant-like
effect of 1-(2-(4-(4-ethylphenyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)phenyl)ethanone (ETAP), a
hybrid compound containing 1,2,3-triazole and acetophenone, in mice, using two
behavioral tests for evaluating depressive-like behavior: the forced swim test and
tail suspension test. To evaluate the antidepressant effect of ETAP (0.5, 1, and 5
mg/kg, i.g.), it was administered 30 minutes before the behavioral tests to
evaluate depressive-like behavior, and it showed an increase in the latency time
for the first episode of immobility with a reduction in the total immobility time,
characterizing the antidepressant-like effect. In addition to this effect, the study
aimed to evaluate the involvement of the serotonergic system in the
antidepressant-like action of ETAP. To evaluate the contribution of this system,
we assessed the need for an intact system for the antidepressant-like action of
ETAP by pretreating the mice with p-chlorophenylalanine, an enzyme inhibitor
responsible for converting tryptophan to serotonin. Our results showed that the
antidepressant-like effect of ETAP is serotonin dependent. We also evaluated the
involvement of the receptors of this system in this effect. For this, specific
antagonists of serotonin receptors, WAY100635, ketanserin, ondansetron, and
GR113808, were pre-administered to evaluate the involvement of 5-HTia, 5-
HT2a2c, 5-HT3, and 5-HTa4 receptors, respectively. Our analyses showed
involvement of 5-HT2a2c and 5-HTa4 receptors in the antidepressant-like effect of
ETAP. Prior to the behavioral tests evaluating depressive-like behavior, the open
field test was performed to exclude a possible locomotor deficit in the animals
with ETAP treatment. The results demonstrate that the administration of ETAP
does not alter the locomotor and exploratory activities of the animals. Additionally,
the toxicity of ETAP was evaluated, and we demonstrated that treatment with this
molecule did not show signs of toxicity. Thus, this study identified a new drug with
potential antidepressant effects for the development of therapeutic strategies for
depression.



Keywords: 1,2,3-triazole; acetophenone; antidepressant; depression;
serotonergic system.
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1 Introducéo

A depressdo € um transtorno psiquiatrico comum e de natureza
recorrente, que se faz presente na vida de grande parte da populacdo mundial,
ocasionando em uma reducéo na qualidade de vida dos pacientes deprimidos
(LI etal., 2021). Apesar de ser considerada a doenca do século XXI, a depresséo
ainda é bastante negligenciada, tendo um baixo indice de procura para
diagnodsticos e tratamentos, fazendo com que pacientes desenvolvam sintomas
cada vez mais graves, podendo, até, desenvolver ideacdes suicidas e, de fato,
cometer suicidio (NOGUEIRA et al., 2018). Atualmente, a Organiza¢cdo Mundial
da Saude (OMS) aponta que aproximadamente 280 milhdes de pessoas séo

acometidas pela depressao (OMS, 2021).

Embora incessantemente estudada, a fisiopatologia da depressao é
bastante complexa e ainda n&o totalmente elucidada, tendo diversos
mecanismos biolégicos ja conhecidos envolvidos no desenvolvimento deste
transtorno (MALHI; MANN, 2018; PEREZ-CABALLERO et al., 2019). Durante
décadas, a hipotese monoaminérgica foi a Unica teoria existente para a
explicacédo desta fisiopatologia e, por conta disto, a regulacdo da disfuncéo de
monoaminas biolégicas a nivel cerebral ainda €& o0 mecanismo mais
frequentemente utilizado para a sintese de novos farmacos antidepressivos (DA
CRUZ et al., 2020; GOULD; ZARATE JR; THOMPSON, 2019; MALHI; MANN,
2018). Diversas séo as classes de farmacos antidepressivos comercializados
para o tratamento da depressao (COHEN; DERUBEIS, 2018). Porém, como ja
mencionado, a grande maioria atua na regulacdo dos niveis de monoaminas
biolégicas, uma vez que estas moléculas estdo envolvidas na regulacdo de
humor, principalmente a serotonina (5-hidroxitriptamina — 5-HT) (GOULD;
ZARATE JR; THOMPSON, 2019). Infelizmente, aproximadamente 30% dos
individuos acometidos pela depressdo ndo apresentam resposta as terapias
farmacoldgicas antidepressivas ou apresentam alivio dos sintomas apos 4
semanas de tratamento. Estes fatores demonstram a principal problematica dos
antidepressivos disponiveis atualmente, reforcando a necessidade do

desenvolvimento de novos farmacos antidepressivos (MALHI; MANN, 2018).
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Os modelos animais se tornaram indispenséveis para o estudo de
transtornos psiquiatricos uma vez que permitem a utilizacdo de métodos
invasivos e teste de hipoteses direcionadas, fornecendo informacdes valiosas
com relacdo as alteragcdes neurobiologicas envolvidas com estes transtornos.
Ainda, possibilitam a avaliacéo de atividades biol6gicas de candidatos a novos
farmacos em um organismo semelhante ao organismo humano, permitindo o
conhecimento dos mecanismos de acdo e possiveis reacdes adversas antes de
serem testadas em humanos (KOLAR et al., 2021; ALEKSANDROVA; WANG;
PHILLIPS, 2019).

Nos ultimos anos, os compostos N-heterociclicos triazéis vém sendo
estudados por apresentar propriedades farmacoldgicas interessantes, como
anti-inflamatoria, anticonvulsivante e antidepressiva. Os 1,2,3-triazol vém
apresentando mecanismos semelhantes aos encontrados em antidepressivos
conhecidos e utilizados como primeira linha para o tratamento da depresséao, por
inibicdo da monoamina oxidase (MAQO) e inibicdo da recaptacdo de 5-HT
(COSTA et al.,, 2021; SINGH et al, 2021). Com base nisto, Costa e
colaboradores (2021) sintetizaram moléculas hibridas inéditas de 1,2,3-triazoil-
acetofenonas e avaliaram a atividade de inibicdo da MAO. Os dados in silico
obtidos demonstraram potencial de inibicdo da MAO, o qual foi confirmada por
andlises in vitro (COSTA et al., 2021).

Neste sentido, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito do tipo
antidepressivo de  1-(2-(4-(4-etilfenil)-1H-1,2,3-triazolo-1-il)fenil)etan-1-ona
(ETAP), molécula com resultado mais eficaz na avaliagéo de atividade inibitoria
da MAO avaliada por Costa e colaboradores (2021), em camundongos,
utilizando dois testes comportamentais para a avaliagdo do comportamento
depressivo, o Teste do Nado Forcado (TNF) e Teste de Suspenséo pela Cauda
(TSC). Além da avaliacdo do efeito do tipo antidepressivo, o estudo pretendeu

avaliar o envolvimento do sistema serotoninérgico para a acédo da ETAP.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito do tipo antidepressivo da 1-(2-(4-(4-etilfenil)-1H-1,2,3-
triazolo-1-il)fenil)etan-1-ona (ETAP) em camundongos, bem como identificar o

envolvimento do sistema serotoninérgico no seu mecanismo de acao.
2.2 Objetivos Especificos

e Verificar o efeito do tipo antidepressivo da ETAP no Teste do Nado
Forcado em camundongos;

e Verificar o efeito do tipo antidepressivo da ETAP no Teste de Suspenséao
pela Cauda em camundongos;

e Verificar a necessidade da integridade do sistema serotoninérgico na
acao do tipo antidepressiva da ETAP frente a um depletor de serotonina;

e Verificar a contribuicdo do sistema serotoninérgico no efeito do tipo
antidepressivo da ETAP frente a pré-administracdo de antagonistas
especificos dos receptores serotoninérgicos 5-HT1a, 5-HT2as2c, 5-HT3 € 5-
HT4 no Teste de Suspenséo pela Cauda;

e Verificar as atividades locomotora e exploratéria dos camundongos frente
a administracdo de ETAP e/ou antagonistas especificos dos receptores
serotoninérgicos no Teste do Campo Aberto;

e Avaliar a toxicidade oral aguda da ETAP.
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3 Revisao da Literatura

3.1 Depressao

A depressdo € definida como um transtorno de humor comum,
heterogéneo e multifatorial que afeta negativamente os sentimentos das
pessoas, tendo como principais sintomas a persisténcia de sentimentos de
tristeza e desesperanca (APA, 2022). Estes sintomas reduzem
significativamente a qualidade de vida dos pacientes, tornando a depressdo um
distarbio altamente incapacitante (OPAS/OMS, 2022). O Manual de Diagndstico
e Estatistica de Transtornos Mentais — 52 Edicdo — TR (DSM-5-TR — do inglés,
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders — Fifth Edition — Text
Revision, publicado pela American Psychiatric Association, 2022) descreve que
para que haja o diagnostico de depressdo, € necessario que 0 paciente
apresente ao menos cinco dos sintomas caracteristicos (Tabela 1) e que a
sintomatologia seja observada ao longo de, pelo menos, duas semanas (APA,
2022).

Tabela 1. Critérios para o diagndstico de depressao de acordo com o Manual de Diagnéstico e
Estatistica de Transtornos Mentais — 52 Edigdo — TR (DSM-5-TR).

Sintomas necessarios para diagndstico de depresséo (DSM-5-RT)

Humor deprimido na maior parte do dia
Diminuicdo do interesse ou prazer
Perda ou ganho de peso (>5% de alteragcdo em um més)
InsGnia ou hipersonia
Agitacdo ou retardo psicomotor
Fadiga ou perda de energia
Sentimento de inutilidade ou culpa excessiva
Capacidade diminuida para concentrar-se ou pensar

Pensamento recorrente de morte o suicidio

Fonte: traduzido e adaptado de Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders — Fifth
Edition — Text Revision (2022).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2021) alega que diagndsticos
errbneos aumentam o agravante deste transtorno, uma vez que pacientes
deprimidos muitas vezes nao sao diagnosticados, podendo resultar em sintomas
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cada vez mais graves, enquanto pessoas que ndo apresentam o disturbio
recebem o diagndstico e a prescricdo para o uso de antidepressivos, gerando
alteracdes a nivel de Sistema Nervoso Central (SNC) que nado seriam
necessarios nestes pacientes. O aumento da gravidade dos sintomas em um
individuo deprimido sem diagndstico pode ocasionar em ideacédo suicida ou, de
fato, levar o paciente a cometer suicidio, o que faz da depressdo a segunda
maior causa de morte entre pessoas de 15 a 29 anos, resultando em
aproximadamente 800 mil suicidios por ano (OPAS/OMS, 2022), e, ainda, uma
doenca altamente incapacitante (PEREZ-CABALLERO et al., 2019).

A OMS estima que 3,8% da populacdo mundial é afetada pela depresséo,
totalizando cerca de 280 milhGes de pessoas deprimidas (OMS, 2021). A
prevaléncia de diagndstico é em mulheres, onde se observa um ndmero de 1,5
a 3 vezes do que em homens, e com maior frequéncia na adolescéncia ou no
periodo de menopausa (CHAND; ARIF; KUTLENIOS, 2021). Em contrapartida,
a taxa de suicidio observada é 3 vezes maior no sexo masculino quando

comparado ao sexo feminino (OLIFFE et al., 2019).

Apesar da alta prevaléncia global da depressédo e de se tratar de um
transtorno conhecido ha décadas, nosso entendimento acerca da sua
fisiopatologia ainda € bastante limitado. A depressdo € um transtorno multifatorial
gue apresenta fatores bioldégicos com grande relevancia para sua formacao.
Diversos relatos ao longo dos anos demonstram que individuos com histérico
familiar de depresséo sao mais propensos ao desenvolvimento deste transtorno
(NAMKUNG; LEE; SAWA, 2018; PHAM; GARDIER, 2019). Além disto, fatores
sociais também apresentam um papel importante no que diz respeito ao
desenvolvimento de depressdao (CHAND; ARIF; KUTLENIOS, 2021). Como
exemplo de fator social podemos descrever o quadro de isolamento social
adotado como medida preventiva para a disseminacdo do virus COVID-19
durante o momento pandémico vivido nos anos de 2020 e 2021, onde
observamos um aumento de 25% nos casos de depressao ao redor do mundo
(OPAS/OMS, 2022). Ademais, alguns estudos apontam que a poluicdo
ambiental também € um fator determinante na depressdo uma vez que 0

aumento de gases toxicos favorece o processo de estresse oxidativo e
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degeneracdo de neurbnios dopaminérgicos, os quais também estdo envolvidos
com a fisiopatologia deste transtorno (EZE et al., 2020; NUYTS et al., 2019).

Embora o entendimento da patogénese da depressédo ainda seja um tanto
quanto limitado, o uso de modelos animais nas Ultimas décadas permitiu um
progresso exponencial no que diz respeito ao conhecimento de mecanismos
neurobioldgicos envolvidos no desenvolvimento deste transtorno (MENARD;
HODES; RUSSO, 2016). Atualmente, é de conhecimento mundial que nenhum
mecanismo sozinho é suficiente para explicar todos os aspectos da depressao.
Uma extensa quantidade de pesquisas demonstra diversas evidéncias para o
desenvolvimento de um quadro depressivo, como neuroplasticidade,
neuroinflamacao, neurogénese, alteracdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal
(HPA), estresse, alteracdo em sistemas neurais, como 0 sistema glutamatérgico
e sistema de monoaminas, entre outras (DEAN; KESHAVAN, 2017; MENARD;
HODES; RUSSO, 2016). Entretanto, durante décadas, a hipotese mais
amplamente aceita para a explicacao da fisiopatologia da depresséao foi a teoria
monoaminérgica, tendo um maior destaque no papel da 5-HT na resposta
antidepressiva (PEREZ-CABALLERO et al., 2019).

3.2 Teoria Monoaminérgica

Os primeiros relatos de estudos referentes a neuroquimica e
neurobiologia da depressdo datam da década de 1950 e foram iniciados por
consequéncia de efeitos farmacoldgicos adversos relacionados ao tratamento de
outras doencas que alteraram a biodisponibilidade de catecolaminas (PEREZ-
CABALLERO et al., 2019). A deplecdo monoaminérgica gerada pelo tratamento
com o anti-hipertensivo reserpina gerou sintomas depressivos em pacientes que
nao apresentavam o transtorno depressivo anterior a administracdo deste
farmaco (FERRARI; VILLA, 2017). Estes achados sugeriram que a deplecao de
monoaminas era a alteracdo responsavel pelo desenvolvimento de depressdo
(PACHER; KECSKEMETI, 2004). Posteriormente, contribuindo com os dados
encontrados e dando mais forca para a teoria que viria a surgir, pacientes
tratados com iproiniazida, um farmaco para tratamento de tuberculose,

apresentavam uma melhora de humor e reversao de quadros depressivos, o que
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mais adiante foi relacionado a capacidade do farmaco de inibir a MAO, enzima
responsavel pela degradacdo de monoaminas bioldgicas por meio da sua
desaminacéao oxidativa (BASTOS, 2020).

Com os achados supracitados, pesquisadores comecaram a descrever a
teoria catecolinérgica, que, com a progressao das pesquisas, passou a ser
denominada teoria, ou hip6tese, monoaminérgica (PEREZ-CABALLERO et al.,
2019). Os primeiros relatos desta hipétese datam de 1967 (COPPEN et al.,
1967), onde Coppen e colaboradores definiram a etiologia da depressao como
sendo um déficit na neurotransmissdo de monoaminas biolégicas — dopamina
(DA), noradrenalina (NA) e 5-HT (Figura 1) — destacando o papel da 5-HT uma

vez que este neurotransmissor apresenta relagédo direta com a regulagéo de

humor.
NH,
OH /

HO NH, NH;  Ho

j@/\/ ® \
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Dopamina Moradrenalina Serotonina

Figura 1. Férmulas estruturais das principais monoaminas biogénicas relacionadas a teoria
monoaminérgica. Fonte: imagens retiradas e adaptadas de www.pt.wikipédia.org acessado em
10 de janeiro de 2023.

Com o passar dos anos, mais observacdes foram dando suporte a teoria.
Assim, inferiu-se que a depressao estaria diretamente associada a um déficit na
neurotransmissao de monoaminas (ELHWUEGI, 2004), como demonstrado na
Figura 2. Atualmente sabe-se que 0s niveis de monoaminas no SNC podem ser
modificados por diversos fatores como falha no sistema de armazenamento e
liberacao, sintese prejudicada, ativacao excessiva da MAO, falha nos receptores
ou sistema de segundos mensageiros, entre outros (ARAUJO, 2018).
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Figura 2. Representacdo da fisiopatologia da depressdo de acordo com a teoria

monoaminérgica. A figura A demonstra uma neurotransmissdo monoaminérgica em um individuo
saudavel, onde a sintese, armazenamento, liberacdo, acdo e recaptacdo ocorrem de forma
normal. A figura B demonstra uma transmissdo monoaminérgica em um paciente deprimido,
onde a neurotransmissdo € encontrada de maneira reduzida. A neurotransmissé@o ocorre pela
liberacdo dos neurotransmissores pelo terminal axonal de um neurénio denominado de pré-

sinaptico e a captacao por um neurdnio denominado pds-sinaptico. Imagem autoral.

As monoaminas biolégicas que atuam como neurotransmissores
compreendem 5-HT, NA e DA (DEAN; KESHAVAN, 2017). O SNC contém um
vasto nimero de neurbnios monoaminérgicos, 0S quais Sao responsaveis por
modular diversas funcdes cerebrais. Os neurbnios serotoninérgicos estdo
presentes em todas as areas do cérebro e sdo considerados um dos maiores
sistemas coesivos de neurotransmissores (JESULOLA; MICALOS; BAGULEY,
2018). As alteracbes nos niveis de 5-HT estdo associadas a mudancas nas
funcdes somaticas e comportamentais, como humor, apetite, sono e memaria
(BRIGITTA, 2022), reafirmando seu papel no desenvolvimento da depressao,
uma vez que essas alteracbes sé&o classificadas como comportamentos
depressivos (APA, 2022). Os neurbnios noradrenérgicos se espalham do tronco
cerebral para diversas regides cerebrais (ATZORI et al., 2016; MALETIC et al.,
2017). Diminuicéao da libido, apetite, concentracdo e comportamento agressivo

sdo sintomas relacionados a uma reducgdo nos niveis de NA no SNC, o que
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também reafirma seu papel na patogénese da depressdo (TREADWAY, 2016).
Enquanto isto, os neurbnios dopaminérgicos sao localizados principalmente no
mesencéfalo (GRACE, 2016) e séao responsaveis pela modulacdo do sistema de
recompensa e motivacdo. Assim como para as demais monoaminas, 0s niveis
anormais de dopamina resultam em comportamentos relacionados a depresséo,
como falta de motivacdo, concentragdo e comportamento agressivo (SEO;
PATRICK; KENNEALY, 2008).

Apesar de apresentarem localizagbes e fungdes distintas, a atuagéo das
monoaminas esta inter-relacionada e seus niveis cerebrais sdo dependentes (EL
MANSARI et al., 2010). Estudos demonstram que a DA apresenta efeito inibitorio
na liberacdo de NA no locus ceruleus (GUIARD; EL MANSARI; BLIER, 2008),
enquanto NA apresenta efeito excitatorio e inibitorio na liberacdo de DA na &rea
tegmental ventral (GUIARD et al., 2008; LINNER et al., 2001). Os niveis de 5-HT
no nucleo dorsal da rafe sdo aumentados por receptores de NA e DA. Estes
dados indicam que a neurotransmissdo monoaminérgica € interconectada e que
uma alteracdo nos niveis de uma monoamina, provavelmente altera os niveis
das demais (EL MANSARI et al., 2010).

Embora o sistema de monoaminas compreenda mais de um
neurotransmissor, esta pesquisa teve enfoque no envolvimento do sistema
serotoninérgico na acao do tipo antidepressivo da molécula avaliada. Sendo

assim, a partir de agora direcionaremos nosso foco a este sistema.

3.3 Sistema Serotoninérgico

A 5-HT é uma monoamina amplamente distribuida no organismo sendo
encontrada em diversos Orgaos, tendo maiores concentracdes na parede do
intestino, no sangue e no SNC, onde apresenta fun¢des variadas. Quando
encontrada no sistema periférico, a 5-HT é sintetizada pelas células
enterocromafins intestinais, células que revestem o lumen do trato digestivo e
respiratorio, armazenadas no trato gastrointestinal e atuam como horménio.
Contragdo do intestino, Utero e pancreas, efeito cardiovascular e vasoconstritor
sdo exemplos de efeitos observados na serotonina periférica (COWEN;

BROWNING, 2015). No sangue, € encontrada em altas concentracbes nas
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plaguetas por estas apresentarem um mecanismo de captagéo de 5-HT de alta
afinidade, sendo armazenadas a partir do plasma por transporte ativo para que
possa ser liberada durante a agregacdo plaquetaria em tecidos lesionados
(RANG et al., 2015).

Pesquisas recentes tém avaliado a relacéo bidirecional entre o intestino e
o cérebro, denominada eixo cérebro-intestino, relacionando doencas
gastrointestinais com condicbes psiquiatricas através de moduladores
especificos compartilhados, como serotonina e seu transportador, 0s quais vém
apresentando papeis importantes no desenvolvimento e funcdo de ambos os
orgaos (GENG et al., 2022; MARGOLIS, 2017). Entretanto, apesar de a 5-HT
encontrada em algumas regides da periferia estimular o SNC por diferentes
mecanismos, esta ndo exerce funcdo de neurotransmissdo diretamente neste
sistema, uma vez que ndo €é capaz de atravessar a barreira hematoencefalica
(DAVID; GARDIER, 2016; MARGOLIS; CRYAN; MAYER, 2021). Sendo assim,
para que a serotonina possa exercer seus efeitos como neurotransmissor, é
necessario que ocorra a sintese desta monoamina diretamente no SNC. A
sintese de 5-HT ocorre no tronco encefélico, nos neurdnios serotoninérgicos dos
ndcleos da rafe (dorsal e mediana) (HUANG et al., 2019), cujas projecdes
axonais se distribuem e inervam diversas estruturas no sistema nervoso, como
medula espinal, hipocampo e cortex (Figura 3) (HAASE; BROWN, 2015), e
ocorre a partir do aminoacido essencial triptofano (obtido através da dieta), o
qual apresenta capacidade de atravessar a barreira hematoencefélica
(PARDRIDGE, 1979). As proje¢cBes dos nucleos da rafe para demais regides
cerebrais justificam as alteracdes cognitivas observadas com a desestabilizac&o
dos niveis serotoninérgicos cerebrais (CARHART-HARRIS; NUTT, 2017).
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Nucleos da Rafe

Figura 3. Representacéo do local de sintese e distribuicdo de serotonina. A 5-HT é sintetizada
no tronco encefélico, nos nucleos da rafe, e distribuida para diversas regides do cérebro. A via

de distribuicdo esta sinalizada em roxo. Fonte: obtida e adaptada do site www.biorender.com.

O transporte de L-triptofano do sangue para o SNC ocorre através de um
transportador comum de aminoacidos presente na barreira hematoencefélica
(PARDRIDGE, 1979). Uma vez no SNC, a biossintese de 5-HT inicia pela
conversdo de L-triptofano em 5-hidroxitriptofano (5-HTP) sob ac&o da enzima
triptofano hidroxilase (TPH — do inglés, tryptophane hydroxylase), a qual é
catalisadora da reacao de converséo, hidroxilando o L-triptofano. A enzima TPH
apresenta duas isoformas no organismo: TPH-1 e TPH-2. Enquanto a isoforma
TPH-1 é responsavel pela conversao de L-triptofano em serotonina no sistema
periférico, a TPH-2 converte este aminoacido em 5-HT no SNC (WALTHER et
al., 2003; NORDQUIST; ORELAND, 2010). Apos a formacao do subproduto 5-
HTP, este é rapidamente descarboxilado pela enzima L-aminoacido aromatico
descarboxilase (AADC — do inglés, L-aromatic acid descarboxylase), formando,
por fim, a 5-HT (POURHAMZEH et al., 2022).

Apbs a sintese completa, a 5-HT é absorvida e armazenada em vesiculas
no terminal axonal do neurdnio pré-sinaptico por um transportador vesicular de

monoamina tipo 2 (VMAT2 — do inglés, vesicular monoamine transportes isoform
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2). Ao surgir um potencial de a¢do, a membrana do neurdnio € despolarizada,
fazendo com que a vesicula de armazenamento de 5-HT seja acoplada a
membrana, liberando o neurotransmissor na fenda sinaptica para a execucéao de
suas acdes no SNC (Figura 4) (DAVID; GARDIER, 2016; POURHAMZEH et al.,
2022).

Neurdonio pré-sinaptico

5HTP ‘y ”
P L-Triptofano L-Triptofano
’V
SHT — ’%,«%x‘
] ~ Acoplamento da % 2
vesicula com a ’% N
membrana quando %
VMAT2 ocorre um potencial
deagio
Armazenamento \
—p A

v

Transportador
de 5HT

LI

n

Receptores de 5-HT
Neurdnio pos-sinaptico

Figura 4. Biossintese, armazenamento e libera¢do de 5-HT no SNC. Imagem autoral.

Uma vez liberada na fenda sinaptica, a 5-HT pode desempenhar
diferentes fun¢des biologicas, dependentes das diferentes interacdes possiveis
desta monoamina. Como exemplo de interacdes disponiveis e conhecidas,
existem receptores pré-sinapticos (também conhecidos como autoreceptores) e
pos-sinapticos especificos de 5-HT, transportadores de 5-HT e enzimas de
metabolizacdo de monoaminas (MOHAMMAD-ZADEH; MOSES; GWALTNEY -
BRANT, 2008).

Uma das justificativas para a complexidade funcional da 5-HT é a enorme
quantidade de receptores disponiveis para interacdo no sistema nervoso.

Embora a maior parte dos receptores de 5-HT estejam distribuidos no intestino
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(RANG et al., 2015), direcionaremos o foco deste estudo para o SNC, uma vez

gue este é o tema de pesquisa.

Atualmente ja foram identificados 15 subtipos de receptores
serotoninérgicos, com suas variantes, subdivididos em 7 familias (5-HT1-7). Com
excecdo dos receptores da familia 5-HTs que s&o classificados como
ionotrépicos, as demais familias de receptores serotoninérgicos sao
classificadas como metabotrépicos (RANG et al., 2015; MOHAMMAD-ZADEH;
MOSES; GWALTNEY-BRANT, 2008).

De maneira geral, receptores ionotropicos sdo canais idnicos formados
por 4 ou 5 subunidades e estdo envolvidos principalmente em transmissfées
sinapticas rapidas. Esta classe de receptores, quando ativados pela formacéo
de uma ligacdo, aumentam a permeabilidade do receptor para alguns ions
permitindo sua entrada ou saida no neurdnio. J& os receptores metabotrépicos
apresentam 7 a-hélices que atravessam a membrana e interagem com uma
proteina G no meio intracelular, a qual apresenta 3 subunidades distintas: a, B e
y. Estes receptores, quando ativados por uma interacéo, ativam a proteina G que
inicia a uma cascata de reacdes de sinalizacao intracelular. As reagdes iniciadas
sdo dependentes do tipo de proteina G acoplada ao receptor, podendo ser
inibitoria (Gi) ou excitatéria (Gs e Gq) (DAVID; GARDIER, 2016; HENTER; DE
SOUSA; ZARATE JR, 2018; HENTER; PARK; ZARATE JR, 2021; RANG et al.,
2015). A forma Gi atua inibindo a via adenilato ciclase, diminuindo a producéo
de adenosina 3’,5’-monofosfato ciclico (AMPc). J& a Gs apresenta o papel
inverso, estimulando a via adenilato ciclase aumentando a formacgédo de AMPc.
Enquanto isso, a forma Gq nao apresenta acéo relacionada a via adenilato
ciclase, atuando na ativacao da fosfolipase C (PLC), aumentando a formacéo
dos segundos mensageiros derivados de fosfolipidios inositol trifosfato (IP3) e
diacilglicerol (DAG) (RANG et al., 2015). A Figura 5 demonstra o esquema geral

dos receptores de células neurais.
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Figura 5. Esquema geral do funcionamento dos receptores ionotrépicos e metabotrépicos de

células neurais. Imagem autoral.

Os receptores de 5-HT expressos no SNC apresentam funcdes e regides
cerebrais variadas (RANG et al., 2015). Abaixo listamos algumas das principais
caracteristicas dos receptores serotoninérgicos das familias 5-HT1, 5-HT2, 5-
HTs, 5-HT4, 5-HTs, 5-HTe € 5HT7.

% 5-HT1: o0s receptores presentes nesta classificacdo possuem efeitos
predominantemente inibitérios. Através de mecanismos intracelulares,
reduzem a produgdo de AMPc, inibindo a atividade neuronal. Estéo
amplamente distribuidos no sistema limbico, mas também se encontram nos
nacleos da base e cortex. Ainda, sdo denominados autoreceptores uma vez
gue estdo presentes no soma e no terminal axonal pré-sinaptico dos
neurdnios serotoninérgicos e sua funcéo inibitdria modula a 5-HT disponivel
na fenda sinaptica limitando a velocidade de disparo deste neurotransmissor,
atuando em conjunto com o transportador de 5-HT. Esta familia de receptores
é subdividida em 5-HT1a-F que sdo relacionados a comportamentos de sono,
alimentacdo, termorregulacdo e locomocédo, principalmente (DAVID;
GARDIER, 2016; MOHAMMAD-ZADEH; MOSES; GWALTNEY-BRANT,
2008; POURHAMZEH et al., 2022; PYTLIAK et al., 2011; RANG et al., 2015;
TIGER et al., 2018).
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5-HT2: estes podem apresentar efeitos tanto inibitorios, quanto excitatorios,
aumentando a liberacdo de neurotransmissores com estas caracteristicas
(GABA e glutamato, respectivamente). Por serem metabotropicos acoplados
a uma proteina Gg, aumentam a producdo de segundos mensageiros
derivados de fosfolipidios, resultando em uma estimulacdo neuronal. S&o
encontrados em grandes proporcdes no coértex e sistema limbico e sdo
subdivididos em 5-HT2a.c (DAVID; GARDIER, 2016; MOHAMMAD-ZADEH,;
MOSES; GWALTNEY-BRANT, 2008; POURHAMZEH et al., 2022; PYTLIAK
et al., 2011; RANG et al., 2015).

5-HTs: os receptores desta classe apresentam efeitos excitatorios. Esta € a
Gnica familia de receptores serotoninérgicos ionotrépicos e atuam
estimulando a atividade de neurdnios autbnomos e nociceptivos favorecendo
o influxo de céations Na*, K* e Ca?*. Os receptores 5-HT3 s&o encontrados na
regido do bulbo e em outras partes do tronco cerebral, mas também podem
ser encontrados na medula espinal. Apresentam algumas subdivisdes, porém
a literatura apresenta maior extensdo de pesquisas relacionadas as
subunidades 5-HTsa e 5-HTss, e estdo relacionados a comportamento
ansioso (DAVID; GARDIER, 2016; MOHAMMAD-ZADEH; MOSES;
GWALTNEY-BRANT, 2008; POURHAMZEH et al.,2022; RANG et al., 2015).
5-HT4: essa familia de receptores apresenta efeitos excitatorios e, por
estarem acoplados a proteina G do tipo Gs, estimulam a via da adenilato
ciclase, aumentando a producdo de AMPc. Sao expressos em grandes
guantidades no sistema limbico, ganglios basais, hipocampo e substancia
negra de neurdnios pré-sinapticos e pds-sinapticos, e sdo encontrados nas
subunidades 5-HTsa+ (POURHAMZEH et al., 2022; PYTLIAK et al., 2011;
RANG et al., 2015).

5-HTs: por se tratar de receptores metabotrépicos acoplados a uma proteina
G do tipo Gi, também apresentam atividade inibitoria diminuindo a producéo
de AMPc. Pouco ainda se sabe sobre as atividades desta classe de
receptores, mas ha indicios de que, assim como os receptores da familia 5-
HT1, uma classe de autoreceptores. Em humanos, é expresso na forma de 5-
HTsa e suas atividades estdo relacionadas a locomogdo e sono
(POURHAMZEH et al., 2022; PYTLIAK et al., 2011; RANG et al., 2015) .
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5-HTe: também sdo receptores metabotropicos acoplados e proteina Gs.
Sendo assim, também apresentam efeito excitatério ativando a via de
segundos mensageiros adenilato ciclase. Sdo encontrados no hipocampo,
cortex e sistema limbico em duas isoformas, e sao relacionados a modulagéo
de aprendizado e memoria (POURHAMZEH et al., 2022; PYTLIAK et al.,
2011; RANG et al., 2012).

5-HT7: assim como os receptores da familia 5-HT4 e 5-HTs, sao
metabotropicos acoplados a proteina G do tipo Gs. Por esta razédo, também
estimulam a via adenilato ciclase, aumentando a producéo de AMPc. Podem
ser encontrados no hipocampo, coértex, amigdala, talamo, hipotdlamo e no
soma e terminal axonal de neurdnios GABAérgicos e, apesar de
apresentarem as mesmas propriedades farmacoldgicas, sdo encontrados
nas subunidades 5-HT7a-p. Suas agdes incluem termorregulagédo, modulacao
de humor e de sono (MOHAMMAD-ZADEH; MOSES; GWALTNEY-BRANT,
2008; POURHAMZEH et al., 2022; PYTLIAK et al., 2011; RANG et al., 2015).

A Figura 6 ilustra a posicdo dos receptores serotoninérgicos descritos

anteriormente.
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Figura 6. llustracdo da biossintese, armazenamento, liberagéo e interagdo de 5-HT com seus

receptores pré-sinapticos e pos-sinapticos. Imagem autoral.

Além da interacdo com seus receptores especificos, a 5-HT, ao ser
liberada para a fenda sinaptica, pode interagir com um transportador de
serotonina (SERT — do inglés, Serotonin Reuptake Transporters). Os SERT’s
estdo localizados nos terminais axonais e no soma de neurdnios
serotoninérgicos, mais especificamente no hipocampo, cértex, amigdala,
cerebelo e hipotalamo, e agem removendo a 5-HT disponivel no meio
extracelular, controlando os niveis e a duracdo da disponibilidade deste
neurotransmissor na fenda sinaptica para interagdo com seus receptores
(MOHAMMAD-ZADEH; MOSES; GWALTNEY-BRANT, 2008; TIGER et al.,
2018).

Como mencionado, 0s autoreceptores agem em conjunto com o SERT. A
estimulacdo dos autoreceptores fornece um feedback negativo da liberacdo de
5-HT. Neste ponto, a liberacdo € diminuida e, em conjunto, SERT inicia a
remocgdo de 5-HT excedente na fenda sinaptica, transportando-a novamente

para o interior do neurdnio pré-sinaptico podendo ocorrer 0 rearmazenamento
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do neurotransmissor na vesicula de armazenamento ou sua degradacao sob
acao da enzima MAO (POURHAMZEH et al., 2022).

O transporte de 5-HT do meio extracelular para o meio intracelular é
dependente de ions Na* e CI. O mecanismo de transporte se assemelha ao de
canais idnicos com outras funcionalidades, onde o SERT apresenta um sitio
extracelular disponivel para ligagdo de 5-HT. Para o transporte, € necessaria a
ligacdo de ions Na* e ClI-em conjunto com a 5-HT para que ocorra uma alteracéo
conformacional que fecha a abertura extracelular, abrindo uma abertura
intracelular liberando os ligantes para o meio citoplasmatico intracelular. Apos
esta dissociacdo, um ion K* presente no meio intracelular se liga a essa nova
abertura, alterando novamente a conformacdo do SERT, fechando a abertura
intracelular e reabrindo-a no meio extracelular liberando o ion K*. Sendo assim,
o SERT, além de transportar 5-HT, é responsavel pela movimentacdo de
diferentes ions (Figura 7) sendo dependente da manutencdo do gradiente de
concentracdo do ion da membrana plasmatica pelas bombas de Na*/K* ATPase
(GRUNST et al., BORTOLUZZI, 2012; 2021; RUDNICK; SANDTNER, 2019).
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Figura 7. llustracéo do processo de transporte de 5-HT por SERT. Na figura sdo representados
0s processos de rearmazenamento pelo VMAT2, e degradacédo pela enzima MAO. Imagem
autoral.

Além das interacdes mencionadas até o momento, a homeostasia do
sistema serotoninérgico € regulada, também, pela MAO. A MAO é uma
flavoenzima que esta localizada na membrana externa das mitocondrias dos
neurénios, glias e outras células (COATRIEUX et al., 2007). Como também ja
mencionado, a 5-HT ¢é degradada principalmente pela MAO (mais
especificamente pela MAO-A, comentada mais adiante), por desaminagéo
oxidativa (RANG et al., 2015). Em tecidos periféricos, como intestino, figado,
coracdo e outros Orgaos, esta enzima participa protegendo o0 organismo,
oxidando aminas provenientes do sangue ou prevenindo sua entrada na
circulacdo sanguinea (MIALET-PEREZ; SANTIN; PARINI, 2018). Em tecidos
neuronais, a MAO participa da regulagdo dos niveis de neurotransmissores
monoaminérgicos e regula o0s estoques intracelulares de monoaminas
(COATRIEUX et al., 2007).

A reacgdo catalisada pela MAO necessita de um dinucleotideo de flavina

adenina (FAD) e envolve a conversao, por desaminacdo, das monoaminas em
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aldeido e aménio com consequente formagéo de peréxido de hidrogénio (H202).
Os aldeidos produzidos séao toxicos e, por esta razdo, sdo rapidamente
convertidos em metabdlitos menos prejudiciais sob acdo de uma enzima aldeido
desidrogenase (BORTOLATO; SHIH, 2011). Esta converséo resulta na formacéo
de acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA), o qual é excretado na urina e utilizado
como indicador da producdo de 5-HT no organismo (RANG et al.,, 2015). A
formacdo de H202 quando em excesso pode ser convertida em radicais
hidroxilas (OH+) que sdo altamente reativos, o que pode provocar danos
celulares graves e apoptose celular contribuindo para o desenvolvimento de um
quadro depressivo, uma vez que ha evidéncias do envolvimento do estresse
oxidativo na fisiopatologia da depressdo (COATRIEUX et al.,, 2007; BHATT;
NAGAPPA; PATIL, 2020). A Figura 8 demonstra, de maneira geral, a reagdo de
degradacéo de 5-HT sob acdo da MAO.
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Figura 8. Representacao da reacdo de degradacdo de 5-HT sob acdo da enzima MAO. Fonte:
adaptado de RANG (2012) e BORTOLATO (2011).

Duas séo as isoformas da MAO, denominadas MAO-A e MAO-B. Estas
se diferem quanto a preferéncia de substrato, distribuicdo anatdémica,
seletividade de inibidores e papel na regulacdo comportamental. A 5-HT é

catabolizada preferencialmente pela MAO-A, apresentando uma afinidade 120
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vezes maior quando comparada a isoforma B (BORTOLATO; SHIH, 2011). Um
fato interessante é que em roedores € observado uma maior expressado da
isoforma MAO-A do que da MAO-B, enquanto em cérebro humanos a isoforma
B € mais presente. Isto se torna interessante ao ponto de que em neurbnios
serotoninérgicos a expressdo de MAO-B & bem maior do que de MAO-A. Este
dado sugere que a presenca da MAO-B nestes neurbnios é aumentada em
funcdo da 5-HT n&o ser um substrato preferido desta isoforma, fazendo com que
0 acumulo de outros substratos seja dificultada para que n&o haja interferéncia
no armazenamento e liberacdo de 5-HT nestes neurdnio (SIEGEL et al., 1999).

A neurotransmissao serotoninérgica é bastante complexa e, por estar
amplamente distribuida no SNC, esta relacionada a modulacdo de diversas
funcdes e comportamentos (SLIFIRSKI; KROL; TURLO, 2021). De maneira
geral, a sinapse de 5-HT é demonstrada na Figura 9 desde sua sintese, até sua
liberacdo e degradacédo. Além das interacdes e alteracdes citadas ao longo desta
dissertacdo, a 5-HT apresenta uma ampla modulacdo de sinalizacdes
intracelulares que esculpem uma circuitaria bem mais complexa. Fatores
neurotroéficos relacionados a plasticidade neural também sdo modulados pela
neurotransmissao serotoninérgica através das suas interacdes intercelulares
(BORTOLUZZI, 2012), mas, por ndo serem o foco principal desta pesquisa ndo
serdo abordadas.

41



)
i

P LT

L 1 J
° -— °
SHTP .. L-Triptofano L-Triptofano
‘?/
SHT 30 /
e ©
e ; [}
5-HT: /—\b
e® - %0 ¥ o
® K [ \ <
e
S-hidroxiindolacético ©
<Y
o
e
° (5]
a
) 5-HT,Na*, CI ° e e .
) g © o
Na‘, Ca* e K* ® @ 5HTr.
\ 5HT; 5HTaeer
T
0 s T,
[
J a
AC, ‘AMP('
PLC, TIP.?EDAG AC, TAMPL‘

Figura 9. llustragdo geral da neurotransmisséo serotoninérgica. Biossintese, armazenamento,
liberacdo, interacdo com receptores, transporte, rearmazenamento e degradagdo. Imagem

autoral.

Apesar de atualmente existirem diversas evidéncias de alteragbes
neurobiolégicas envolvidas na fisiopatologia da depressdo, a teoria
monoaminérgica foi, durante décadas, responsavel por descrever as alteracdes
ocorridas no SNC que estavam relacionadas ao desenvolvimento do fenétipo
depressivo (DA CRUZ et al., 2020; MALHI; MANN, 2018). Por esta razéo, esta
teoria também foi a base para o desenvolvimento dos principais farmacos
antidepressivos disponiveis atualmente. Devido a complexidade do sistema de
monoaminas, em especial a serotonina, os farmacos antidepressivos disponiveis
atuam na regulacéo do sistema monoaminérgico por diferentes vias, como por
exemplo na modulacgéo de receptores, transportadores ou inibidores da enzima
de degradacgéao (PHILIP BOYCE, 2022).
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3.4 Antidepressivos

Como ja mencionado, a descoberta de farmacos antidepressivos foi feita
por acaso a partir de efeitos colaterais gerados por medicamentos voltados ao
tratamento de outras doencas, proximos a década de 50 (PEREZ-CABALLERO
etal., 2019). Pesquisas realizadas ao longo dos anos acerca dos antidepressivos
possibilitaram um grande progresso no tratamento da depressédo (DRAPIER et
al., 2007). Atualmente, os antidepressivos sao, juntamente com a psicoterapia,
as principais formas de tratamento para a depressdo. Os farmacos
antidepressivos sao utilizados para reverter as desordens causadas pela
depressdao no SNC, regulando os processos neurobiolégicos alterados (DA
CRUZ et al., 2020).

Existem diversas classes de antidepressivos que se diferem por suas
estruturas quimicas e mecanismos de acao. A base farmacoldgica principal dos
antidepressivos € o0 aumento da disponibilidade de neurotransmissores
monoaminérgicos na fenda sinaptica e este processo é regulado por diferentes
processos neurobioldgicos (DAVID; GARDIER, 2016). Dentre as classes de
antidepressivos disponiveis temos os inibidores da MAO (IMAO’s),
antidepressivos triciclicos (ADT), inibidores seletivos da recaptacdo de
serotonina (ISRS’s), inibidores seletivos da recaptacdo de noradrenalina
(ISRN’s), inibidores da recaptacdo de dopamina e noradrenalina (IRDN'’s),
inibidores da recaptacao de serotonina e noradrenalina (IRSN’s), entre outras
(DA CRUZ et al., 2020; GRUNDMANN; KACIROVA; URINOVSKA, 2015).

Os IMAQO’s foram a primeira classe de antidepressivos descobertos e
atuam na inibicdo da MAO, impedindo a degradacao de 5-HT, NA e DA no meio
intracelular (Figura 10). A inibicdo desta enzima pode ocorrer de forma seletiva
e reversivel ou de forma ndo-seletiva e irreversivel para as isoformas da MAO,
e possibilita que as monoaminas possam ser liberadas novamente na fenda
sinaptica, aumentando a disponibilidade destes neurotransmissores para
interacdo. O aumento da disponibilidade de monoaminas no SNC é o fator
responsavel pelo efeito antidepressivo desta classe de antidepressivo (DA CRUZ
et al., 2020; HILLHOUSE; PORTER, 2015; RANG et al., 2015).
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Os ADT’s surgiram a partir da imipramina, um farmaco sintetizado para
teste de tratamento de pacientes com transtornos psiquiatricos. Apesar de nao
demonstrar melhora nos transtornos avaliados, foi observado uma reducédo de
sintomas em pacientes deprimidos. Os ADT’s ndo apresentavam um mecanismo
de acéo elucidado quando aprovados, entdo essa classe de antidepressivo foi
nomeada através da sua estrutura quimica, os quais apresentavam 3 anéis de
benzeno. Atualmente sabe-se que os ADT’s apresentam um mecanismo bem
diversificado, estando envolvidos na inibigcdo da recaptagéo de noradrenalina e
serotonina, e bloqueio de receptores noradrenérgicos, muscarinicos e
histaminicos (Figura 10). Assim como nos IMAQO’s, o efeito antidepressivo desta
classe esta relacionada ao aumento na disponibilidade de monoaminas no SNC
através do bloqueio da recaptacado de noradrenalina e serotonina (DA CRUZ et
al., 2020; HILLHOUSE; PORTER, 2015; LOPEZ-MUNOZ; ALAMO, 2009).

Apesar de extremamente importantes para o0 conhecimento da
neurobiologia e tratamento de quadros depressivos, estas classes ainda
apresentavam uma série de efeitos adversos, trazendo sintomas indesejados
aos pacientes em tratamento. Pesquisas realizadas ao longo dos anos acerca
destas classes de farmaco abriram caminho para o desenvolvimento de
antidepressivos com mecanismos de acdo mais especificos (LOPEZ-MUNOZ;
ALAMO, 2009), como os IRSN’s que se assemelham aos ADT'’s inibindo as
proteinas transportadoras de 5-HT e NA, mas sem acado farmacolégica em
receptores pos-sinapticos (HILLHOUSE; PORTER, 2015); os ISRS’s que atuam
na inibicdo apenas do transportador de 5-HT e, atualmente, séao utilizados como
farmacos antidepressivos de primeira linha (TACIAK; LYSENKO; MAZUREK,
2018); ISRN’s que atuam inibindo a recaptacdo de NA pela inibicdo do seu
transportador; e os IRDN’s que atuam no bloqueio do transportador de DA e NA
(BAGHAI; VOLZ; MOLLER, 2006). O mecanismo de acido destas classes de
antidepressivos esta esquematizado na Figura 10. A acéo antidepressiva destas
classes de antidepressivos também €& dada em razdo do aumento da
biodisponibilidade de monoaminas, principalmente 5-HT e NA, na fenda

sinaptica para interacdo com seus receptores (HILLHOUSE; PORTER, 2015).
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Figura 10. llustracdo do mecanismo de acéo das principais classes de antidepressivos. ADT:
antidepressivo triciclico; IMAO: inibidor da monoamina oxidase; IRDN: inibidor da recaptacao de
dopamina e noradrenalina; IRSN: inibidor da recaptacdo de serotonina e noradrenalina; ISRN:
inibidor seletivo da recaptacdo de noradrenalina; ISRS: inibidor seletivo da recaptacdo de

serotonina. Imagem autoral.

Atualmente novas classes de antidepressivos monoaminérgicos vem
sendo pesquisadas. A modulacdo do sistema de monoaminas também é
realizada pela interacdo destes neurotransmissores com Seus receptores
especificos, estando estes envolvidos na regulacdo de funcbes mentais,
cognitivas e motoras (SLIFIRSKI; KROL; TURLO, 2021). O entendimento das
diferentes localiza¢des e vias neurobiolégicas moduladas pelos receptores faz
com que estes se tornem marcadores extremamente interessantes para o
desenvolvimento de novos farmacos, podendo apresentar menores efeitos
adversos quando comparado aos farmacos disponiveis atualmente. Outro dado
que torna a modulag&o da acao destes receptores excelentes candidato a novos
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farmacos € que muitos destes receptores estdo associados a fisiopatologia de
transtornos psiquiatricos (SLIFIRSKI; KROL; TURLO, 2021; PILOWSKY, 2018).

Como mencionado, além das alteracbes observadas no sistema
monoaminérgico em um quadro depressivo, evidéncias tém demonstrado
diversas outras vias envolvidas na fisiopatologia da depressao. Por esta razao,
parte dos individuos acometidos pela depressédo ndo apresentam resposta aos
antidepressivos monoaminérgicos (MALHI; MANN, 2018).

Nas ultimas décadas, diversos estudos investigam acéo antidepressiva
em moléculas com mecanismo de acao envolvendo modulacéo de outras vias,
além do sistema monoaminérgico. A (RS)-2-(2-clorofenil)-2-
(metilamino)ciclohexan-1-ona (cetamina) € um exemplo de farmaco testado para
acao antidepressiva tendo seu mecanismo de acdo na modulacdo do sistema
glutamatérgico, mais especificamente, agindo como antagonista ndo competitivo
dos receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), um receptor especifico de
glutamato. Em estudos pré-clinicos, a cetamina apresenta efeito anestésico em
altas doses, mas, em doses baixas, apresenta efeito antidepressivo de acéo
rapida, diferindo dos farmacos monoaminérgicos. Porém, assim como os demais
antidepressivos ja disponiveis, este efeito vem acompanhado de efeitos
adversos (CORRIGER; PICKERING, 2019; PELTONIEMI et al., 2016).

No ano de 2020 a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
aprovou o primeiro farmaco antidepressivo na forma de spray nasal, a
escetamina. Esta € um enantibmero da cetamina e é utilizada em conjunto com
antidepressivos orais para tratamento de depresséao resistente (BAHR; LOPEZ;
REY, 2019; PINHEIRO, 2020). Entretanto, apesar de apresentar seu mecanismo
de acdo como antagonista de um receptor do sistema glutamatérgico — o NMDA
— este farmaco atua restaurando os baixos niveis de monoamina, fazendo com
que a modulagdo do sistema monoaminérgico ainda seja a base central do
tratamento para a depressdo (MORGESE; TRABACE, 2019).

Apesar das diversas opgdes farmacologicas disponiveis atualmente se
mostrarem efetivas em uma grande parcela da populacao, a presenca de efeitos
colaterais ainda apresenta uma problematica imensuravel aos farmacos

antidepressivos (LI, 2020). O desenvolvimento dos ISRS’s diminui a prescricéo
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de antidepressivos com mecanismos menos seletivos, como os ADT’s e os
IMAQO’s, uma vez que a maior seletividade no mecanismo de acao traz menores
efeitos colaterais. Ainda assim, sintomas como disfuncao sexual, ganho de peso,
nauseas e dores de cabeca sdo efeitos colaterais comumente observados em
pacientes em tratamentos com ISRS (LI, 2020; MALHI; MANN, 2018).

Outro fator que contribui com a problematica atual é a alta laténcia de
antidepressivos monoaminérgicos para a remissdo dos sintomas ou a néo-
resposta por aproximadamente 30% da populagcéo de pessoas acometidas pela
depressao. Alguns fatores podem contribuir com a ndo-resposta ao tratamento,
podendo ser fatores genéticos, fatores ligados ao paciente, como desleixo,
personalidade ou idade, ou a presenca de comorbidades que reduzem a
probabilidade de resposta do farmaco (MALHI; MANN, 2018).

Com base no enunciado, o desenvolvimento de novos antidepressivos,
bem como novas estratégias para tratamento, se mostram de extrema
importancia (LI, 2020). Na Uultima década, pesquisas relacionadas aos
compostos heterociclicos contendo o grupo 1,2,3-triazol com diferentes
hibridizacdes tém demonstrado diversas atividades biolégicas importantes,
tornando esta classe de compostos um grupo de interesse para a quimica

medicinal.

3.51,2,3-Triazol

Os triazdis sdo um grupo de compostos quimicos N-heterociclicos
pertencentes a classe dos azois, ou seja, compostos heterociclicos contendo
nitrogénio (N) na sua estrutura, com formula molecular C2HsNs (Figura 11). Os
azbis tem sido considerados uma classe de compostos promissora por
apresentar vantagens sobre as modificagdes estruturais e interacdes bioldgicas
devido a presenca dos atomos de N em seu anel (BOZOROV; ZHAO; AISA,
2019).
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Figura 11. Férmula estrutural dos triazdéis. Fonte: Traduzido de Singh, 2021.

Em particular, a classe dos 1,2,3-triazois tem sido considerada fascinante
por apresentar um amplo espectro de atividades biolégicas e aplicacdes
farmacéuticas. Esta variedade de atividades esta relacionada a sua capacidade
de formar diversas interacfes covalentes, como ligacdes de hidrogénio e dipolo-
dipolo, for¢cas de van der Walls e intera¢gfes hidrofébicas com diferentes alvos
biolégicos (REZKI et al., 2020).

Na ultima década, os 1,2,3-triaz6is ganharam um grande destaque na
quimica heterociclica moderna, sendo considerado um andaime na quimica
organica, quimica de polimeros e quimica medicinal. Devido a sua diversidade
de atividade nas ciéncias bioldgicas, tém sido frequentemente aplicados na
descoberta e desenvolvimento de novos farmacos (AOUAD et al., 2018; FALLAH
et al., 2022; REZKI et al., 2016). Dentre suas propriedades biolégicas versateis,
pode-se destacar atividade antimicrobiana, antifingica, antituberculose,
antiinflamatdria, anticancerigena, analgésica, anticonvulsivante, antiviral,
antimalérica, anti-HIV, alteracdo no SNC, entre outras (AL-BLEWI et al., 2018;
DESWAL et al., 2022; IHMAID et al., 2021).

Outra atividade interessante dos 1,2,3-triaz6is é sua atuagdo como
surfactante ndo ibnico, ou seja, sua capacidade anfifilica, a qual permite
interacdo em meios tanto polares, quanto apolares, tornando esta classe de
compostos ainda mais utilizada (REZKI et al., 2016). Sua atuagdo como
surfactante facilita a uma conexao entre dois farmacéforos, que sdo moléculas
capazes de formar interacdes a nivel supramolar com alvos biolégicos

especificos, desencadeando ou blogueando sua resposta biologica. Estas
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caracteristicas fazem dos 1,2,3-triazéis moléculas importantissimas na quimica
medicinal para o planejamento e desenvolvimento de drogas sintéticas
bifuncionais a partir da formacéo de moléculas hibridas (AL-BLEWI et al., 2018;
REZKI et al., 2016). A partir desta capacidade, varios compostos hibridos com
diferentes atividades biol6gicas foram sintetizados para tratar mais de uma

doenca e estdo em fase de teste clinico (IHMAID et al., 2021).

Ademais, ha evidéncias de que moléculas contendo esta classe de
composto apresentam atividade antidepressiva semelhante aos IMAO’s e
ISRS’s, 0 que garante aos derivados de 1,2,3-triazol mais uma atividade
biolégica ndo muito mencionada na literatura (SINGH et al., 2021). Alguns
estudos (DONATO et al.,, 2013; FRONZA et al.,, 2022a; 2022b) realmente
demonstram a atividade do tipo antidepressiva de compostos contendo triazol
em analises pré-clincas. Porém, as pesquisas acerca da acdo antidepressiva

ainda sdo bastante limitadas.

3.6 Acetofenona

Acetofenonas (Figura 12) sdo as cetonas aromaticas de estrutura mais
simples que fazem parte da classe dos compostos fendlicos. Seus derivados
atuam como intermediarios sintéticos para a producao de uma diversidade de
produtos, como corantes, produtos agroquimicos e farmacéuticos (KORE;
SRIVASTAVA; SATPATI, 2015). Sdo amplamente utilizadas na quimica organica
para a sintese de compostos heterociclicos auxiliando na formacéao de moléculas
grandes com diferentes componentes (MOHAMMADI ZIARANI; KHEILKORDI;
MOHAJER, 2020).
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CHs;

Figura 12. Férmula estrutural da acetofenona. Disponivel em: Acetofenona — Wikipédia, a

enciclopédia livre (wikipedia.org), acessado em 20 de janeiro de 2023.

As acetofenonas sdo encontradas em inumeros produtos naturais,
presentes em alimentos e sendo o principal constituinte de diversas plantas,
como metabdlitos secundarios necessarios para a adequacao e sobrevivéncia
da espécie (ZUBKOV; KOUZNETSOV, 2023). Por se tratar de uma classe de
compostos que envolve uma grande quantidade de moléculas com diferentes
ligantes, apresentam diferentes atividades biolégicas como analgésica,
antioxidante, anticancerigena, antifingica, antiinflamatoria, antibacteriana,
antiespasmadica, neuroprotetora, entre outras (WANG et al., 2020; ADKI;
KULKARNI, 2020; MOHAMMADI ZIARANI; KHEILKORDI; MOHAJER, 2020;
REBELLO, 2005) .

Esta classe de composto € amplamente utilizada na quimica medicinal por
apresentar caracteristicas estruturais importantes para processos de
reconhecimento biologico. Pode ocorrer uma interacdo da molécula com o sitio
de ligagéo por ligagdes de hidrogénio, onde o oxigénio da carbonila atuara como
aceptor desta interacdo devido a presenca de pares de elétron e da planaridade
do grupo cetona. Ainda, a interagdo com o sitio de ligacdo pode ser realizada por
ligacOes dipolo-dipolo com o grupo cetona devido ao seu momento dipolar
(COSTA et al., 2021).

As acetofenonas também sao utilizadas como “esqueletos” para o
desenvolvimento de diversos farmacos para o tratamento de diferentes doencas,

como por exemplo a Bupropiona, para o tratamento de depresséao, que apresenta
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uma porcao desta classe de composto na sua estrutura (Figura 13) (ZUBKOV;
KOUZNETSOV, 2023).
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Figura 13. Formula estrutural da Bupropiona — farmaco antidepressivo — com a porcao
acetofenona em destaque. Adaptado de: Bupropiona — Wikipédia, a enciclopédia livre

(wikipedia.org), acessado em 20 de janeiro de 2023.

Sendo assim, tendo em vista a diversidade de vantagens e caracteristicas
das acetofenonas, sua utilizagdo para o desenvolvimento de novos farmacos é
considerada promissora quando avaliado sua facil obtencdo, eficacia de
medicamentos tradicionais que tém sua estrutura como base e sua gama de
propriedades farmacoldgicas (ZUBKOV; KOUZNETSOV, 2023).

3.7 1-(2-(4-(4-etilfenil)-1H-1,2,3-triazolo-1-il)fenil)etan-1-ona (ETAP)

Tendo em vista as propriedades mencionadas acerca dos 1,2,3-triazois e
das acetofenonas, e a falta de material na literatura relacionados a atividade
antidepressiva destas classes de compostos, consideramos interessante a
avaliacdo deste efeito em uma molécula hibrida combinando estes grupos

guimicos para o desenvolvimento de um possivel candidato a novo farmaco.

Pesquisas envolvendo desenvolvimento de novas opcbes de
farmacoterapia envolvem a necessidade de uma equipe ampla e multidisciplinar
para que seja realizado o acompanhamento desde sua sintese, até as analises
in silico, in vitro e in vivo, para que posteriormente possam ser realizadas as
analises clinicas com maior seguranca (KREUTZER et al., 2022). Nesse sentido,
foram sintetizadas 17 novas moléculas de 1,2,3-triazoil-acetofenonas pelo
Laboratério de Sintese Organica Limpa (LASOL) locado na Universidade Federal

51



de Pelotas (UFPel) e avaliada sua atividade in silico e in vitro na interacdo com
ambas isoformas da MAO. Os resultados in silico encontrados e publicados por
Costa (2021) demonstraram que a ETAP apresentou valores de -9.7 e -8.5 para
interagcdo com as isoformas MAO-A e MAO-B, respectivamente. Posteriormente,
a ETAP demonstrou uma inibigéo in vitro significativa da MAO em ambas as
isoformas, MAO-A e MAO-B, dependente da concentracédo avaliada. Ainda, os
valores de ICso apresentados pela ETAP demonstraram valores menores para
isoforma MAO-A, apresentando valores mais préximos ao encontrado pela
clorgilina (composto utilizado como controle por apresentar atividade inibitoria da
MAO-A ja conhecida) quando comparadas as demais moléculas avaliadas
(COSTA et al.,, 2021). Sendo a MAO-A a isoforma enzimatica com maior
afinidade de degradacédo para 5-HT e sabendo o papel fundamental deste
neurotransmissor na regulagdo de humor, uma maior disponibilidade desta
monoamina é essencial para a acdo antidepressiva, conforme mencionado
anteriormente (BORTOLATO; SHIH, 2011; DA CRUZ et al., 2020; HILLHOUSE;
PORTER, 2015).

Sendo assim, os resultados encontrados aumentaram nosso interesse na
atividade antidepressiva destas moléculas, levando-nos a crer que a molécula 1-
(2-(4-(4-etilfenil)-1H-1,2,3-triazolo-1-il)fenil)etan-1-ona (ETAP — do inglés, 1-(2-
(4-(4-ethylphenyl)-1H-1,2,3-triazoyl)phenyl)ethan-1-one)(Figura 14) seja um
interessante candidato a futuro novo farmaco antidepressivo (COSTA et al.,
2021).

N
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Figura 14. Estrutura quimica da 1-(2-(4-(4-etilfenil)-1H-1,2,3-triazolo-1-il)fenil)etan-1-ona

(ETAP). Imagem autoral.
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Entretanto, para que um novo farmaco possa ser enviado para sua fase
de testes clinicos, ou seja, para que possa ser testado em humanos, uma série
de caracteristicas acerca desta molécula devem ser apresentadas as
autoridades reguladoras, como testes in vitro e in vivo sobre mecanismos de
acao e toxicidade no organismo (BOURIN, 2016). Por se tratar de testes em meio
artificial, as analises in vitro acabam ndo apresentando um carater confiavel de
seguranca para a molécula, sendo estas informac¢des demonstradas com maior
confiabilidade por analises in vivo (LANGHANS, 2018). Analises in vivo
requerem a utilizacdo de modelos animais, especialmente os roedores, que séo,
tradicionalmente, a forma mais antiga e valiosa de fornecer as informacoes
necesséarias, permitindo o reconhecimento e desenvolvimento de novos
farmacos (KOLAR et al., ALEKSANDROVA; WANG; PHILLIPS, 2019; 2021).

3.8 Uso de modelos animais e testes comportamentais para depressao

O uso de modelos animais em pesquisas anatbmicas e fisiologicas
contribui com informacdes valiosas para o conhecimento e avanco da medicina
moderna e da farmacologia para o tratamento de diversas doencas, sendo
utilizado h& séculos. Dentre as principais vantagens do uso de animais na
pesquisa estdo a possiblidade de realizar procedimentos invasivos, testes de
hipéteses direcionadas e identificacdo de mecanismos de acdo de farmacos em
etapa de teste (ALEKSANDROVA; WANG; PHILLIPS, 2019; KOLAR et al., 2021;
ROBINSON et al., 2019).

Entretanto, um modelo animal deve cumprir algumas exigéncias para que
possa ser utilizado. Alguns autores sugerem que uma revisao classica propde 3
critérios para sua validade: validade preditiva, validade de face e validade de
construto. A validade preditiva se relaciona a resposta do organismo ao
tratamento, ou seja, se um determinado medicamento é eficiente em humanos
em determinadas condi¢bes, deve agir igualmente nos animais expostos a
mesma condicdo. A validade de face se refere a sintomatologia, portanto, a
condicdo clinica observada em humanos deve ser analoga e reprodutivel no

animal, tanto comportamental quanto biolégica. J4 a validade de construto se
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refere a fundamentacéo tedrica, ou seja, humanos e animais devem compartilhar
dos mesmos fatores causadores e desencadeadores da doenca, e 0 modelo
deve poder ser reproduzido por outros pesquisadores (BELZUNG; WILLNER;
PHILIPPOT, 2015; HARRO, 2019).

Em relacdo a depressdo, ao longo dos anos o0 uso de animais em
pesquisas foi refinado para se assemelhar cada vez mais ao comportamento
humano permitindo um progresso no que diz respeito ao conhecimento e
entendimento das alteracdes observadas tanto a nivel comportamental, quanto
a nivel neurobiolégico (HARRO, 2019; WANG et al., 2017). Alteracdes em
regioes especificas do cérebro geram um determinado comportamento moldado
por esta regido, conforme mencionado no item 3.3 e, a partir disto, podemos
relacionar alteracdes cognitivas e comportamentais observadas em um quadro
depressivo humano, com parametros observados nos modelos animais e testes
comportamentais. Entretanto, alguns sintomas como culpa excessiva e ideacéo
suicida sao caracteristicos da nossa espécie, nao podendo ser mensurados em
animais e, por esta razao, tendo a condicdo clinica parcialmente reproduzida
(PLANCHEZ; SURGET; BELZUNG, 2019).

Foi a partir do uso de modelos animais que entendemos que a
fisiopatologia da depressédo nao pode ser definida apenas por um mecanismo,
mas sim pelo envolvimento de varios. Por esta razdo, um unico modelo ndo é
suficiente para descrever a etiologia completa da depressdo, sendo
recomendado a combinacdo de diferentes modelos relacionados a diferentes
evidéncias envolvidas na fisiopatologia deste transtorno para que se possa
avaliar diferentes aspectos da depressdo (SODERLUND; LINDSKOG, 2018;
WANG et al., 2017).

O uso de animais no estudo da depressdo ainda permite fazer uma
diferenciacdo entre os termos “modelo” e “teste”. Embora frequentemente
utilizado como sinbnimos, um modelo animal para depressdo gera uma
modulagdo neurobiologica para induzir o transtorno, enquanto os testes
comportamentais sdo utilizados para mensurar parametros relacionados a

depressao de forma rapida e simples (HARRO, 2019).
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Conforme j& referenciado, diferentes fatores estdo relacionados ao
desenvolvimento da depressdo. Sendo assim, se um modelo animal para o
estudo deste transtorno € capaz de moldar uma alteracdo neurobiologica, €
correto afirmar que sdo necessarios diferentes modelos para avaliar estas
etiologias ou um modelo que englobe todas. De fato, diversos modelos sé&o
encontrados na literatura para a avaliacdo de depressao, diferindo, justamente,
nas alteragcbes neurobiolégicas induzidas pela metodologia aplicada
(PLANCHEZ; SURGET; BELZUNG, 2019). Dentre os mais frequentemente
utilizados destacam-se os de indugdo via estresse como separagao materna,
derrota social e estresse leve cronico imprevisivel (UCMS — do inglés,
unpredictable chronic mild stress), e os de alteracdes bioldgicas como injecao de
lipopolissacaridio (LPS) e corticosterona (PLANCHEZ; SURGET; BELZUNG,
2019; WANG et al., 2017).

Ja os testes, sdo utilizados com o objetivo de quantificar parametros
comportamentais a fim de avaliar o comportamento do animal exposto a
diferentes condi¢bes, e sdo comumente utilizados em triagem preditiva de
farmacos em fase de teste pré-clinico (HARRO, 2019). Os parametros avaliados
envolvem comportamentos de desespero e desesperanca, anedonia, apatia,
aversdo social e ansiedade, que sado caracteristicos da depressdo (BECKER;
PINHASOV; ORNOQY, 2021; PLANCHEZ; SURGET; BELZUNG, 2019).

Levando em consideracdo a necessidade do seguimento da validade
preditiva, os farmacos devem apresentar efeitos semelhantes em humanos e
roedores. Os testes comportamentais via desespero, como o TSC e TNF, séo os
mais comumente utilizados para tal finalidade (BECKER; PINHASOV; ORNOY,
2021; HARRO, 2019). Tanto o TSC, quanto o TNF, tem como base a exposi¢éo
dos animais a situagdes estressantes onde a fuga é impossibilitada. No TSC o
animal é suspenso pela cauda em um aparato especifico e avaliado por um
tempo dependente da metodologia aplicada (Figura 15A). Enquanto no TNF o
animal é colocado em um cilindro contendo agua em uma altura suficiente para
gue o animal ndo toque no chdo nem saia do aparato, e observado por tempo
dependente da metodologia (Figura 15B). Em ambos os testes os animais
tendem a apresentar comportamento ativo no inicio tentando escapar da

situacao, mas, ao longo do teste, sdo observados surtos de imobilidade que séao
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relacionados ao comportamento de desespero observado na depressao
(BECKER; PINHASOV; ORNOY, 2021; PLANCHEZ; SURGET; BELZUNG,
2019). Na utilizacdo destes testes, os parametros avaliados normalmente
incluem laténcia para o primeiro episédio de imobilidade e tempo de imobilidade
total apds o tempo de observacao (HAO et al., 2019; HARRO, 2019).

n

Figura 15. Representacéo dos testes comportamentais mais utilizados para triagem preditiva de
novos farmacos. (A) demonstra os movimentos do animal no TSC, onde se apresenta imovel e
em tentativa de fuga, respectivamente. (B) demonstra o0 movimento do animal no TNF, onde se
apresenta em tentativa de fuga e imdvel, respectivamente. TSC: Teste de Suspensédo pela

Cauda; TNF: Teste do Nado Forcado. Imagem autoral.

Além dos testes utilizados para avaliacdo do comportamento depressivo,
a triagem de novos farmacos também envolve a avaliacdo de uma possivel
alteracdo na atividade locomotora dos animais apos aplicagéo (FERREIRA et al.,
2018). Para isto, é utilizado o TCA, que consiste na coloca¢édo do animal em uma
caixa dividida em 9 quadrados iguais (Figura 16) e avaliado o seu
comportamento por um tempo dependente da metodologia. Os parametros
avaliados sao relacionados a atividade locomotora, pelo nimero de cruzamentos
entre os 9 quadrados, e exploratoéria, pela quantidade de vezes que o animal se
apoia sobre as patas posteriores (STURMAN; GERMAIN; BOHACEK, 2018;
WALSH; CUMMINS, 1976).
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Figura 16. Representagéo do teste comportamental para avaliagéo das atividades locomotora e

exploratéria, TCA. TCA: Teste do Campo Aberto. Imagem autoral.

Tendo em vista todo contetdo abordado, nossa pesquisa visou avaliar o
efeito do tipo antidepressivo de uma classe inédita de compostos 1,2,3-triazoil-
acetofenonas nos testes comportamentais mais comumente utilizados para
triagem pré-clinica de novos farmacos. Ainda, avaliamos a contribuicdo do
sistema serotoninérgico nesta acao pelos receptores 5-HT1, 5-HT2a2c, 5-HT3 €
5-HT4, e a necessidade da integridade deste sistema. Ademais, avaliamos o

perfil toxicolégico da molécula avaliada.
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4. Manuscrito

Os resultados referentes a esta dissertacdo estdo apresentados sob a
forma de manuscrito, submetido a um periddico cientifico internacional. O
manuscrito em questdo € dividido em: Resumo, introducdo, resultados e
discussédo, conclusdes, materiais e métodos e referéncias, conforme padréo da
revista.
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Abstract

Major Depressive Disorder (MDD) is a psychiatric disorder characterized by mood
disturbances and a persistent feeling of sadness. The monoamine system, especially the
serotonergic system, is deeply involved in both the pathogenesis of depression and the
mechanism of action found in the majority of know antidepressant drugs. Unfortunately,
current pharmacological therapies do not meet the neurobiological needs of all depressed
patients, with a large proportion of patients showing no response to antidepressants,
requiring the development of new therapy options. In this context, compounds containing
triazole heterocyclic groups have shown interesting biological activities, including
antidepressant activity. In this study, the antidepressant activity of an unprecedented
hybrid containing 1,2,3-triazole and acetophenone in this structure, 1-(2-(4-(4-
ethylphenyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)phenyl)ethan-1-one (ETAP), was evaluated in
different doses (0.5 — 5 mg/kg, intragastrical (i.g.)) in the forced swimming test (FST)
and tail suspension test (TST) in male mice. To investigate the involvement of the
serotonergic system in its antidepressant action, serotonergic depletion and specific
serotonin receptors antagonists were used and evaluated in the TST. ETAP showed
antidepressant-like effect in both FST and TST from the dose of 1 mg/kg, without altering
locomotor and exploratory activities of the animals. In addition, it was demonstrated the
need for the integrity of the serotonergic system and the involvement of 5-HT2a/c and 5-
HT,4 receptors in the antidepressant-like effect of ETAP. Moreover, the ETAP showed
low toxicity potential. In this way, ETAP could be an interesting molecule for the

development of therapeutic strategies for MDD.

Key words: Major depressive disorder; Antidepressant; Triazol; Acetophenone;

Serotonin; Mice.
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1. Introduction

Major Depressive Disorder (MDD) is a serious and recurrent psychiatric disorder
characterized by cognitive symptoms, such as persistent feelings of sadness, and somatic
symptoms, such as fatigue, loss of interest or pleasure. In severe cases, there may be the
emergence of suicidal ideation and the interruption of simple daily activities and
psychosocial functions.! Statistical data shows that approximately 280 million people
suffer from depression and by 2030 it will be the leading cause of disability worldwide.*

MDD is a multifaceted disorder that can be triggered by genetic, social, and
environmental factors.® For this reason, the pathophysiology of depression is not yet fully
understood, with various theories and evidence related to its etiology.>’ For decades, the
monoamine hypothesis was the most widely accepted theory for explaining this disorder.
This theory suggests that depression is the result of a deficit in the biological monoamine
system in the brain, such as serotonin, norepinephrine, and dopamine, as these
neurotransmitters are involved in mood control.® 8 °

Most of the existing antidepressant drugs act on the regulation of the monoamine
system, with the main function of increasing the availability of these neurotransmitters,
allowing them to act for longer in the Central Nervous System (CNS).% 8 10 Despite acting
on the regulation of the same system, they have distinct mechanisms for this purpose and
are classified according to this distinction.® ** Among the classes of antidepressants are
the selective serotonin reuptake inhibitors (SSRIs), selective serotonin and
norepinephrine reuptake inhibitors (SSNRIs), monoamine oxidase inhibitors (MAOISs),
and tricyclic antidepressants (TCAs).1**® However, approximately 30% of depressed
individuals do not respond to pharmacological treatments, and patients who do respond

may show improvement in symptoms up to 4 weeks after the start of treatment.® & 14 15
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These data, combined with the lack of a fully elucidated pathophysiology, demonstrate
the main problems encountered in the research of psychiatric disorders.®

In the past decade, research on compounds containing triazoles has been
conducted to evaluate the biological activities of this class of compounds.¢-*® Among the
various activities found, the class of 1,2,3-triazoles has demonstrated evidence of
antidepressant activity, as it has been shown to be involved in the inhibition of serotonin
reuptake and the inhibition of monoamine oxidase enzyme (MAQ), two mechanisms
observed in known antidepressants.t” 1°

In this study, the antidepressant effect of 1-(2-(4-(4-ethylphenyl)-1H-1,2,3-
triazol-1-yl)phenyl)ethan-1-one (ETAP)(Figure 1), a hybrid compound containing 1,2,3-
triazole and acetophenone, was evaluated in male mice. The contribution of serotonin
receptors 5-HT1a, 5-HT2as2c, 5-HT3, and 5-HT4 was also investigated through the use of
specific pharmacological antagonists of these receptors, as well as the need for the

integrity of the serotonergic system for the effect of ETAP through serotonin depletion.

(o}

Figure 1. Chemical structure of 1-(2-(4-(4-ethylphenyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)phenyl)ethan-1-one
(ETAP).

2. Results and Discussion
2.1 Antidepressant-like effect of ETAP on the forced swim test and tail suspension

test

The evaluation of the antidepressant-like effect of ETAP was carried out by
constructing a dose-response curve through exposure of the animals to the forced
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swimming test (FST) and tail suspension test (TST) after being administered with ETAP
at the doses of 0.5, 1, and 5 mg/kg. Figure 2 shows the result obtained in the FST, where
an increase in the latency to the first episode of immobility caused by ETAP at a dose of
1 mg/kg [Fa,47 = 9.778, p < 0.0001] can be observed. A reduction in the total immobility
time at the same dose [Fu47) = 9.747, p < 0.0001] was also observed when compared to
the control group. The dose of 5 mg/kg also induced a reduction in immobility time when
compared to the control group, demonstrating an antidepressant-like effect of ETAP.
Fluoxetine (a known antidepressant of the SSRI class), used as a positive control for

validation of the methodology, significantly altered both parameters when compared to

the control group.
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Figure 2. Acute antidepressant-like effect of ETAP and fluoxetine treatment on mice in the FST.
Graphs A and B show the latency to the first episode of immobility and total immobility time,
respectively, in the dose-response curve of ETAP (0.5 - 5 mg/kg; i.g., 30 minutes of pre-
treatment). Fluoxetine (20 mg/kg; i.p., 30 minutes of pre-treatment) was used as a positive control
for validation of the methodology used. Values are expressed as mean +* standard error of the
mean of 10-11 animals per group. (*) p < 0.05 and (***) p < 0.001 when compared to the control
group. Data analyses were carried out through One-way ANOVA/Newman-Keuls test (control and

ETAP treatments) and unpaired t test (control and fluoxetine).

Similarly, the dose-response curve in the TST demonstrated the same profile of

ETAP effects observed in the FST. Figure 3 shows an increase in the latency to the first
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episode of immobility at doses of 1 and 5 mg/kg of ETAP [F49 = 11.98, p < 0.0001],
with a reduction in the total immobility time at the same doses [F,49) = 3.957, p = 0.0073]
when compared to the control group, showing once more the antidepressant-like effect of
ETAP. In accordance with the result obtained through exposure of the animals to the FST,
fluoxetine presented statistical alteration in both evaluated parameters, characterizing its

antidepressant effect, and validating the protocol used.

A B
175+ hi = 1259
2 150 - ** =
E 1254 T T E 1007
é 100 é 75 L . o
% 25 2
0- E
cC 05 1 5  FLX c 05 1 5  FLX
ETAP (mg/kg) ETAP (mg/kg)

Figure 3. Acute antidepressant-like effect of ETAP and fluoxetine treatment on mice in the TST.
Graphs A and B show the latency to the first episode of immobility and total immobility time,
respectively, in the dose-response curve of ETAP (0.5 - 5 mg/kg; i.g., 30 minutes of pre-
treatment). Fluoxetine (20 mg/kg; i.p., 30 minutes of pre-treatment) was used as a positive control
for validation of the methodology used. Values are expressed as mean + standard error of the
mean of 10-12 animals per group. (*) p < 0.05, (**) p < 0.01, and (***) p < 0.001 when compared
to the control group. Data analyses were carried out through One-way ANOVA/Newman-Keuls
test (control and ETAP treatments) and unpaired t test (control and fluoxetine).

Behavioral tests for the evaluation of depressive behavior through despair are
largely used in the analysis of the antidepressant-like effect of drugs in preclinical
procedures, with the FST and TST as the most used tests in this research.?’ In these tests,
parameters related to the mobility of the animal, such as the latency to the first episode of
immobility and total immobility time, are evaluated. These parameters reflect the despair
behavior found in human depression, in accordance with face validity, one of the

necessary criteria for the validation of an animal experimental model.*® 2% 22 The start of
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the evaluation in the execution of despair behavioral tests shows that the animal exhibits
a behavior of escape, where it tries to escape the stress situation to which it is exposed.
Over time, the animal adopts an immobile behavior, which is related to depressive
behavior.?? 23 An increase in the latency to the first episode of immobility, combined with
a reduction in the total immobility time over the course of the test, indicates that the
evaluated drug presented an antidepressant-like effect.?3

Therefore, the results obtained in this study suggest an antidepressant-like effect
of ETAP, observed in both FST and TST. The pharmacological action of ETAP was only
evaluated in male mice. The choice of only one sex for the investigation of the
antidepressant-like effect of ETAP was based on literature?*?’ that demonstrates the
evaluation of pharmacological properties of candidates for new drugs being tested more
frequently in male animals, presenting good reproducibility. However, we intend to
expand this research to female animals in future studies.

Table 1 shows that in the open field test (OFT) there is no statistically significant
alterations in the parameters number of crossings [F47) = 0.0541] and rearings [F@.47) =
0.0215] among the groups, with the exception of the number of rearings in the FLX group,
which showed a reduction when compared to the other groups, in accordance with data
found in the literature.?® The obtained data indicate that treatment with ETAP did not alter

the locomotor and exploratory activities of the animals at any of the tested doses.

Table 1. Effects of different doses of ETAP in the OFT.

Group Number of Crossings Number os Rearings
Control 75.27 £ 2.49 33.36 £ 2.51
ETAP 0.5 73.46 £5.25 33.54+3.12
ETAP1 79.30 £ 3.31 34.40 £ 3.70
ETAPS5 76.55 + 3.82 36.00 £ 2.29
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FLX 7410+ 7.72 21.20 £ 3.09**

The results represent the means + S.E.M. of 10-11 mice/group. (**) p<0.01 when compared to the control
group. Data analyses were carried out through One-way ANOVA/Newman-Keuls test (control and ETAP

treatments) and unpaired t test (control and fluoxetine).

The results obtained in the OFT indicate that the behavioral alterations observed
in the FST and TST are not the result of a psychoactive effect, suggesting an
antidepressant-like effect generated by ETAP. To exclude the possibility that the anti-
immobility effect generated by treatment with ETAP was caused by the execution of the
OFT prior to the behavioral test to evaluate depressive behavior, the OFT was not
performed prior to the execution of the TST. As can be seen in the results of Figure 3,
there was an increase in latency to the first episode of immobility, as well as a reduction
in total immobility time at doses that presented antidepressant-like effect when compared
to the control group, indicating that the anti-immobility effect is generated by treatment
with ETAP.

To ensure the effectiveness of the experimental protocol, fluoxetine was used as
a positive control. Fluoxetine is an antidepressant drug already approved for use with
proven antidepressant effect.?® Animals in the FLX group, treated with fluoxetine, were
exposed to the same procedures as the animals in the other groups. The results obtained
in the behavioral tests for the FLX group also showed an anti-immobility effect, as can
be observed in other research®* 228 proving the effectiveness of the protocol. It is worth
noting that, for this research, fluoxetine was also only used as a positive control to
validate the methodology used and not for comparison of effects with ETAP.

Despite ETAP showed antidepressant-like effect in both tests and at doses of 1

and 5 mg/kg, to evaluate the involvement of different serotonergic receptors in its effect,
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TST and the dose of 1 mg/kg were chosen, as ETAP presented better results in the TST

and the dose of 1 mg/kg is the lower dose with antidepressant-like effect.

2.2 Contribution of serotonergic system in the antidepressant-like effect of ETAP

In this study, to assess whether the antidepressant-like effect of ETAP (1 mg/kg)
is dependent on the integrity of the serotonergic system, the animals were treated with p-
chlorophenylalanine (p-CPA, 100 mg/kg, i.p.), a serotonin depletor. Additionally, the
involvement of this system in the antidepressant-like action of ETAP in the TST was
evaluated from the pre-treatment of specific serotonin receptor antagonists WAY 100635
(0.1 mg/kg, s.c.), ketanserin (1 mg/kg, i.p.), ondansetron (1 mg/kg, i.p.) and GR113808
(0.1 mg/kg, i.p.), in order to evaluate the involvement of 5-HT1a, 5-HT2a/2¢, 5-HT3 and
5-HT4 receptors, respectively.

To evaluate the antidepressant-like effect of ETAP in the face of serotonin
depletion, animals were pre-treated with p-CPA. The results obtained can be seen in
Figure 4, which shows that pre-treatment with p-CPA resulted in a blockade of the
antidepressant-like effect of ETAP, since it prevented it from generating an increase in
the latency time [F,30) = 10,65, p = 0.0028] and a reduction in immobility time [F,30) =
4,871, p = 0.0351], previously demonstrated. Pre-treatment with p-CPA did not result in
changes in the locomotor and exploratory activities of the animals in any of the evaluated

groups (p > 0.05), as can be seen in Table 2.
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Figure 4. Effect of 5-HT depletion (p-CPA - 100 mg/Kkg, i.p., an inhibitor of tryptophan hydroxylase)
on the antidepressant-like action of ETAP in mice in the TST (graphs A and B show the latency
for the first episode of immobility and the total immobility time, respectively). p-CPA was
administered for 4 days before behavioral analysis. On the fifth day, animals were treated with
ETAP and exposed to the TST 30 minutes after administration of ETAP. Values are expressed
as mean = standard error of the mean of 9-11 animals per group. (*) p<0.05 and (**) p<0.01 when
compared to the control group. (##) p<0.01 when compared to the ETAP group (two-way ANOVA

followed by Newman-Keuls post-hoc).

Table 2. Effects of ETAP and/or p-CPA in the OFT.

Group Number of Crossings Number of Rearings
Control 63.73 +3.81 25.73 £ 2.52
ETAP 1 72.33 £ 6.47 3245+ 4.74
p-CPA 76.82 £ 3.39 27.91 £ 2.07

ETAP 1 + p-CPA 60.00 £ 5.56 21.36 £ 2.78

The results represent the means + S.E.M. of 9-11 mice/group. Data analyses were carried out through Two-
way ANOVA.

Inhibition of tryptophan hydroxylase by administration of p-CPA reduces brain
serotonin levels in mice by approximately 60%.% This makes it possible to evaluate
whether the antidepressant effect caused by the tested molecule depends on the intact

serotonergic system, as demonstrated in several studies.®*3* According to the results
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obtained, serotonin depletion blocked the anti-immobility effect of ETAP, suggesting
that the presence of serotonin is essential for the pharmacological action of the molecule.
The dose of p-CPA used was able to reduce serotonin levels without causing measurable
depressive symptoms based on the parameters evaluated in the behavioral tests, since it
did not have a per-se effect and maintained parameters similar to those of the control
group, but is effective in blocking the antidepressant effect of serotonergic drugs.®*

The results obtained from pre-treatment with WAY 100635 are shown in Figure
5. These results show that ETAP at the dose of 1 mg/kg demonstrated an antidepressant-
like effect on both evaluated parameters [F,27) = 4.849, p = 0.0364; F27) = 18.99, p =
0.0002; latency for the first episode of immobility and total immobility, respectively],
confirming the results obtained previously by the dose-response curve. The pre-treatment
with WAY 100635 did not alter the antidepressant-like effect of ETAP in TST, since it
did not statistically alter latency to the first episode of immobility [F(27) = 0.5592, p =
0.4610] and total immobility time [F27) = 0.1696, p = 0.6837] parameters, showing that

the 5-HT1a receptor is not involved in the antidepressant-like action of ETAP.
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Figure 5. Effect of pre-treatment with WAY100635 (0.1 mg/kg, s.c., a specific antagonist of the 5-
HTa1a receptor) on the antidepressant-like action of ETAP (1 mg/kg, i.g.) in mice in TST (graphs A
and B show the latency for the first episode of immobility and total immobility time, respectively).
WAY100635 was administered 15 minutes before ETAP and TST was performed 30 minutes after
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ETAP administration. Values are expressed as mean + standard error of the mean of 7-9 animals

per group (two-way ANOVA).

To evaluate whether the WAY 100635 — ETAP interaction would not result in a
locomotor deficit in the animals, the OFT was used. The results obtained are expressed
in Table 3 and show that there was no statistical difference in the comparison among the
treated groups (p > 0.05), demonstrating that the interaction of a pre-treatment with
WAY100635 and ETAP does not alter the locomotor and exploratory activities of treated

animals.

Table 3. Effects of ETAP and/or WAY 100635 in the OFT.

Group Number of Crossings Number os Rearings
Control 73.18 £4.75 37.55 £ 3.53
ETAP1 82.80 £5.75 46.11 £ 4.63
WAY 100635 75.42+4.18 35.08 £ 2.91
ETAP 1+ WAY100635 69.27 £ 6.57 49.09 £5.13

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

The pre-treatment with ketanserin blocked the antidepressant-like effect of ETAP
demonstrated previously. The results presented in Figure 6 show that the blockade of the
5-HT2asc receptor by the pre-treatment with ketanserin prevented ETAP from generating
its anti-immobility effect based on the observation of latency [F1,28) = 5.236, p = 0.0299]
and immobility [F,28) = 4.335, p = 0.0466] parameters, suggesting that this receptor is

involved in its antidepressant action.
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Figure 6. Effect of the pre-treatment with ketanserin (1 mg/kg, i.p., an antagonist of the 5-HT2asc receptor)
on the antidepressant-like action of ETAP (1 mg/kg, i.g.) in TST (graphs A and B show the latency for the
first episode of immobility and the total immobility time, respectively). Ketanserin was administered 15
minutes before ETAP and TST was performed 30 minutes after ETAP administration. Values are expressed
as mean * standard error of the mean of 11-12 animals per group. (*) p<0.05 and (**) p<0.01 when
compared to the control group. (#) p<0.05 and (##) p<0.01 when compared to the ETAP group (two-way
ANOVA followed by Newman-Keuls post-hoc).

The interaction between ketanserin and ETAP did not alter the locomotor and
exploratory activities of the animals since there was no statistical difference in the
number of crossings and rearings among the evaluated groups (p > 0.05), as observed by

the exposure of the animals to OFT. The results can be observed in Table 4.

Table 4. Effects of ETAP and/or ketanserin in the OFT.

Group Number of Crossings Number of Rearings
Control 62.27 £ 3.43 31.00+3.91
ETAP1 53.27 £ 3.52 25.18 +£2.87

Ketanserin 51.25+3.10 30.09 + 2.58
ETAP 1 + Ketanserin 51.91+2.84 25.55+2.32

The results represent the means + S.E.M. of 11-12 mice/group. Data analyses were carried out through

Two-way ANOVA.
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Some studies®® suggest that agonists of 5-HT.a receptors have rapid-acting
antidepressant effects in clinical and preclinical studies, indicating that mechanisms
involving this receptor may be an alternative pathway for rapid antidepressant action.
This rapid action may be related to an increase in synaptic plasticity in cortical neurons,
therefore increasing brain-derived neurotrophic factor (BDNF) expression, generated by
activation of 5-HT2a receptors. This modulation is observed in the frontal cortex, but is
not observed in the hippocampus region.® Additionally, genetic dysfunction of 5-HT2a
receptors hinders the antidepressant action of SSRIs.%°

Furthermore, 5-HT2c receptors are frequently evaluated as therapeutic targets for
depression, presenting a contradiction between agonists and antagonists in preclinical
evaluations.*" 4> Rosenzweig*? shows that agonists of this receptor have effects like
SSRIs, leading to a reduction in immobility time in animals submitted to FST. On the
other hand, some studies****> demonstrate the same effect with 5-HT,c antagonists and
potentiate the effect of SSRI drugs, making the association of this class of drugs with
antagonists of this receptor more effective than the isolated use of antidepressants.** %

For the evaluation of the involvement of the 5-HTs receptor with the
antidepressant-like effect of ETAP, the tested animals were pre-treated with ondansetron.
The results obtained did not show any interaction between ondansetron pre-treatment and
ETAP. The blockade of the 5-HT3 receptor did not block the antidepressant-like behavior
of ETAP, suggesting that this receptor is not involved in its action. This information can
be affirmed by the statistical unchanged of the latency and total immobility parameters
[Fa32 =1,251, p=0.2716; [F1,32) = 0.1341, p = 0.7166; respectively] observed in Figure

7.
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Figure 7. Effect of ondansetron pre-treatment (1 mg/kg, i.p., a 5-HTs receptor antagonist) on the
antidepressant-like action of ETAP (1 mg/kg, i.g.) in TST (graphs A and B show latency to the
first episode of immobility and total immobility time, respectively). Ondansetron was administered
15 minutes before ETAP and TST was performed 30 minutes after ETAP administration. Values

are expressed as mean * standard error of the mean of 11 animals per group (two-way ANOVA).

Locomotor and exploratory activities were also not altered by the ondansetron —
ETAP interaction, as there was no difference between the groups in the evaluated

parameters (p > 0.05) with exposure of the animals to OFT, as demonstrated in Table 5.

Table 5. Effects of ETAP and/or ondansetron in the OFT.

Group Number of Crossings Number of Rearings
Control 65.09 + 4.66 33.09 £ 2.97
ETAP1 69.36 + 2.29 38.36 £ 2.32
Ondansetron 58.09 +4.53 29.36 + 2.57
ETAP 1 + Ondansetron 65.64 + 4.01 33.36 +2.80

The results represent the means + S.E.M. of 11 mice/group. Data analyses were carried out through Two-
way ANOVA.

The pre-treatment with GR113808 was able to block the antidepressant-like effect

of ETAP. As GR113808 is an antagonist of 5-HTs receptors, the loss of the
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antidepressant-like effect of ETAP in the face of pre-treatment with this antagonist
suggests that this receptor is involved in the effect generated by this molecule. The results
shown in Figure 8 show a block in the ability of ETAP to generate an increase in the
latency time [F,39) = 5,652, p = 0.0224] with a reduction in the immobility time [F(1,39)

= 5,544, p = 0.0237], when compared to the control group, through pre-treatment with

GR113808.
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Figure 8. Effect of pre-treatment with GR113808 (0.1 mg/kg, i.p., an antagonist of the 5-HTa4
receptor) on the antidepressant-like action of ETAP (1 mg/kg, i.g.) in the TST (graphs A and B
show the latency for the first episode of immobility and the total immobility time, respectively).
GR113808 was administered 15 minutes before ETAP and the TST was performed 45 minutes
after administration of ETAP. Values are expressed as mean + standard error of the mean of 9-
11 animals per group. (**) p<0.01 when compared to the control group. (#) p<0.05 and (##) p<0.01
when compared to the ETAP group (two-way ANOVA followed by Newman-Keuls post-hoc).

The GR113808 — ETAP interaction did not alter crossing and rearing parameters,
suggesting that there is no change in the locomotor and exploratory activities of the
animals when compared among the evaluated groups (p > 0.05), as shown in Table 6.

Table 6. Effects of ETAP and/or GR113808 in the OFT.

Group Number of Crossings Number of Rearings
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Control 70.90+7.18 31.20 + 3.69

ETAP 1 64.22 +7.90 32.11 + 4.56
GR113808 84.56 + 8.86 38.22 + 3.57
ETAP 1+ GR113808 76.22 +9.12 33.33+4.52

The results represent the means + S.E.M. of 9-11 mice/group. Data analyses were carried out through Two-

way ANOVA.

Some studies*® show that the activation of 5-HT4 receptors is responsible for the
production of antidepressant activity, while the blockade of this receptor makes it
difficult for SSRIs to work.*” This action is related to the involvement of the activation
of the 5-HT. receptor with the neurogenic effect of this class of drugs.*6*® Like for 5-
HT2azc receptors, several preclinical studies®® 4% %0 suggest that agonists of 5-HT4
receptors have rapid-acting antidepressant effects, as they are able to reduce the total
immobility time of animals in the FST and TST>!, and increase the preference for sucrose
in the sucrose preference test, which is a test for evaluating depressive behavior through
anhedonia.’®

Some biological evidence also suggests that partial agonists of the 5-HT4 receptor
have a rapid antidepressant effect by increasing neuroplasticity through increased
expression of CcAMP response element-binding protein (CREB), BDNF, and
neurogenesis proteins*® 4% %2 resulting in an increase in the complexity of dendritic
arborization and maturation of hippocampal dendritic spines.>® % Unlike what is
observed for the 5-HT.a receptor, the biological changes observed with activation of the
5-HT4 receptor by partial agonists are seen in the hippocampus, but not in the frontal
cortex.%

Furthermore, a previous study® shown that ETAP has the ability to inhibit MAO, an
enzyme responsible for the degradation of the biological monoamines serotonin,
norepinephrine, and dopamine. MAO is found in two isoforms in the organism, MAO-A
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and MAO-B, with MAO-A being the isoform that has the highest affinity for degrading
serotonin and MAO-B has higher affinity to dopamine.>® Inhibition of the activity of this
enzyme implies a greater availability of biological monoamines to carry out their
activities in the CNS, reducing the depressive phenotype, as suggested by the
monoaminergic hypothesis.” MAOIs have been used as antidepressants, more frequently
in refractory depressed patients, i.e., patients who do not respond to other antidepressant
pharmacotherapies.®® The results obtained by Costa'® suggest that this inhibition is non-
selective, as it was able to inhibit both isoforms of MAO. However, the data obtained for
the average inhibitory concentration (ICso) regarding isoform A were lower when
compared to MAO-B, suggesting a concentration-dependent selectivity. The inhibition
of this enzyme may be related to the anti-immobility effect observed with the
administration of ETAP. However, whether ETAP inhibited MAQO activity after the
administration to mice remains to be determined. The results presented by Costa'® are in
line with the data published by Singh'’, which suggest that compounds from the 1,2,3-
triazole class are involved in the inhibition of MAO.

Depression is more commonly reported in females®’. Therefore, we will follow
up on research on ETAP by expanding the evaluation of the mechanism of action to other
neural systems, as well as evaluating the antidepressant effect in female mice. ETAP
effect will also be evaluated in other animal models of induction to investigate the
behavior of this molecule in relation to other evidence related to depression, and to

evaluate other possible biological activities.
2.3 ETAP has low potential to cause acute toxicity to mice

As a novel molecule that showed an antidepressant-like effect in a preclinical
model, we followed up on research on the possible toxic effects of ETAP. The results

obtained through the experimental protocol for acute oral toxicity can be seen in Figure
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9. Administration of ETAP (50 mg/kg, i.g.) did not cause mortality or general signs of
toxicity in female mice during the 14 days of observation. Necropsy, carried out after
euthanasia, allowed for the observation of normal tissues in animals treated with ETAP.
It was possible to observe no statistical changes in water consumption (t = 1.527, df = 2,
p =0.2663), food intake (t = 1.200, df = 2, p = 0.3529), body weight (t = 0.8329, df = 10,
p = 0.9353), crossings (t = 1.349, df = 10, p = 0.2072) and rearings (t = 1.854, df = 10, p
= 0.0934) when compared to animals treated with ETAP with the control animals.
Biochemical analyses showed that ETAP did not cause plasma changes in aspartate
aminotransferase (AST) activity (t = 0.6281, df = 10, p = 0.5440), urea (t = 0.9043, df =
10, p = 0.3871), but caused a reduction in alanine aminotransferase (ALT) activity in the
ETAP-treated group (t = 2.742, df = 10, p = 0.0208) when compared to the control group.
These results demonstrated that ETAP has low potential to cause toxic effects after acute

exposure.
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Figure 9. General toxicity parameters in female mice exposed to a single dose of ETAP (50 mg/kg,
i.g.). Water and food consumption represent data obtained from 2 cages/groups containing 3
animals per cage. Statistical analyses were performed using an unpaired t-test. Values are
expressed as mean + standard error of the mean of 6 animals per group. (*) p>0.05 when

compared to the control group.

Unlike the behavioral analyses, the acute oral toxicity test was performed on
female mice. This choice was made based on the recommendation of the Organization
for Economic Cooperation and Development (OECD), which we used as the
methodology to be followed. The organization states that the use of only one sex is
sufficient for toxicity testing, but recommends the use of female animals because they
are more sensitive to this experimental protocol compared to male animals.*®

Based on the data presented in this study, we consider ETAP to be of great interest

as a candidate for future new antidepressant drugs, as it is a novel hybrid molecule
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containing 1,2,3-triazole and acetophenone that showed antidepressant-like effects and

low toxicity in preclinical analyses.

3. Conclusions

The data presented in this study provide the first evidence of antidepressant-like
action by administration of ETAP in mice. Investigation of serotonergic system
involvement showed that ETAP antidepressant-like action depends on the integrity of the
system and may be related to modulation of 5-HT2ac and 5-HTas receptors.
Administration of ETAP did not alter the animals locomotor and exploratory activities,
indicating that the anti-immobility effect shown is not the result of psychomotor
alteration. In addition, ETAP showed low potential for generating adverse effects. In this
way, ETAP could be an interesting molecule for the development of new therapeutic

strategies for MDD.

4. Materials and Methods

4.1 Animals

The experiments were carried out on male Swiss mice (25-30g; N=8-12 animals
per group), except for the acute oral toxicity analysis, which was carried out on female
mice. The animals were provided by the Central Bioterium of Federal University of
Pelotas (UFPEL). Each animal was used only once and were kept in a room at 22 + 1 °C,
with free access to water and food, a 12h light/dark cycle and lights on at 7:00. One hour
before each behavioral experiment, the animals were relocated to the room where the
behavioral tests were performed to acclimate to the location. Before the behavioral tests,
the animals were handled only for weighing, identification by marking on the tails, and

administration of drugs. The experiments were carried out following the guidelines of
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the Ethics Committee on the Use of Animals (CEUA 50890-2019) of UFPEL and the

national institute of health guidelines for the use of laboratory animals.
4.2 Drugs

ETAP was synthesized in the Laboratory of Clean Organic Synthesis (LASOL),
located at UFPEL, and analysis by Nuclear Magnetic Resonance (**C and *H-NMR)
showed analytical and spectroscopic spectra in agreement with the assigned structure.
Fluoxetine was purchased from EMS Pharmaceuticals/Brazil and dissolved in saline
(0.9%). All other chemicals were obtained from Sigma (St. Louis, MO, USA) or other
standard commercial suppliers. ETAP was dissolved in canola oil and administered via
intragastric (i.g.) route. WAY100635, ketanserin, and ondansetron were dissolved in
saline solution (0.9%). GR113808 and p-chlorophenylalanine (p-CPA) were dissolved in
a suspension solution (carboxymethyl cellulose (CMC) 0.5 + Tween 80 0.1%). For all

experiments, drugs were administered in a constant volume of 10 ml/kg of body weight.

4.3 Experimental Design

4.3.1 Response-Dose Curve

The antidepressant-like effect of different doses of ETAP was evaluated by the
FST and TST to construct a dose-response curve. For this analysis, mice were divided
into five groups: (1) Control (canola oil, i.g.); ETAP 0.5 (ETAP, 0.5 mg/kg, i.g.); ETAP
1 (ETAP, 1 mg/kg, i.g.); ETAP 5 (ETAP, 5 mg/kg, i.g.); and FLX (Fluoxetine, 20 mg/kg,
I.p.). ETAP, canola oil, or fluoxetine were administered 30 minutes before the FST and
TST were performed. The animal’s locomotor and exploratory activities were evaluated
in the OFT, 4 minutes before the FST, to exclude any interference from a possible
alteration of locomotion on the antidepressant-like effect of ETAP. The experimental

design for constructing the dose-response curve can be seen in Figure 10. The pre-treatment
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time of 30 minutes with ETAP was based on previous.?* 2> 28 Each animal was used only once in each
test. The tests were observed by a blinded investigator. Each experiment was run 3-4

times to achieve the total number of animals per group.
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Figure 10. Illustration of the experimental design for constructing the dose-response curve in the
FST and TST. The figure shows the time of drug administration and behavioral testing in mice.
ETAP: 1-(2-(4-(4-ethylphenyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)phenyl)ethan-1-one; i.g.: intragastric; i.p.:

intraperitoneal; FST: forced swimming test; TST: tail suspension test; OFT: open field test.

4.3.2 Involvement of the serotonergic system in the antidepressant-like effect of

ETAP

To investigate the possible contribution of the serotonergic system in the
antidepressant-like effect of ETAP, the TSC was used. For this analysis, different sets of
behavioral experiments were performed with an enzyme inhibitor and different serotonin
receptor antagonists: p-CPA (100 mg/kg, i.p., an inhibitor of the enzyme tryptophan
hydroxylase), WAY100635 (0.1 mg/kg, s.c., a specific antagonist of the 5-HTia
receptor), ketanserin (1 mg/kg, i.p., an antagonist of the 5-HT.anc receptors),
ondansetron (1 mg/kg, i.p., an antagonist of the 5-HT3 receptor) and GR113808 (0.1
mg/kg, i.p., an antagonist of the 5-HT4 receptor). To evaluate the involvement of the
serotoninergic system in the antidepressant-like effect of ETAP, p-CPA was
administered for 4 days, always at the same time, and on the fifth day, 24 hours after the

last treatment with p-CPA, ETAP was administered. The TST was performed 30 minutes

81



after ETAP administration, as shown in Figure 11A. In the analysis with WAY 100635,
ketanserin, and ondansetron, ETAP was administered 15 minutes after pre-treatment with
antagonists and, 30 minutes after ETAP administration, the TST was performed, as
shown in Figure 11B. For the analysis with GR113808, ETAP was administered 30
minutes after pre-treatment with the antagonist. The TST was performed 30 minutes after
treatment with ETAP, as shown in Figure 11C. For all experiments, ETAP was
administered at a dose of 1 mg/kg, intragastrically, and the OFT was performed 4 minutes

before each TST. The doses and treatment time of each serotonin receptor antagonist

used were based on previous studies.?* %> 28
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Figure 11. lllustration of the experimental design for the evaluation of the involvement of the
serotonergic system in the antidepressant action of ETAP. (A) demonstrates the protocol used to
evaluate the effect of ETAP against serotonin depletion using the enzymatic inhibitor; (B)
demonstrates the protocol used to evaluate the effect of ETAP on 5-HT1, 5-HT2a2c and 5-HTs
receptors using its antagonists; (C) demonstrates the protocol used to evaluate the effect of ETAP
on the 5-HT4 receptor using its antagonist. The figure shows the time of drug administration and
behavioral tests in mice. ETAP: 1-(2-(4-(4-ethylphenyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)phenyl)ethan-1-one;
i.g.: intragastric; i.p.: intraperitoneal; TST: tail suspension test; OFT: open field test.
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4.4 Behavioral testing

4.4.1 Forced swimming test (FST)

The FST consists of placing the animals, individually, in a cylindrical container
(d=10cm, h =25 cm, containing 1.5 L of water) at a controlled temperature of 25 + 1°C,
for 6 minutes. Because it is a test to evaluate depressive behavior through despair, the
evaluated parameters are related to the animal's mobility and immobility during the test
time. The latency for the first episode of immobility and the total immobility time during
the 6 minutes were evaluated, according to the methodology described by Porsolt.>® The
animal is considered immobile when it only performs movements sufficient to remain
with its head out of the water, without attempting to escape. The water was changed at

the end of each test so as not to interfere with the other tested animals.
4.4.2 Tail suspension test (TST)

The TST consists in suspending the animals individually by their tails on an
apparatus 50 cm from the ground, using a piece of adhesive tape. Like the FST, this is a
test for evaluating depression-like behavior through despair. Therefore, the parameters
evaluated were also the latency for the first episode of immobility and the total time of

immobility. The test was conducted for 6 minutes, according to Steru.®
4.4.3 Open field test (OFT)

The OFT consists of placing the animals, individually, in the center of a wooden
apparatus (30 cm x 40 cm x 40 cm) divided into 9 equal squares, which were observed
for 4 minutes according to the Walsh methodology.®* The evaluated parameters were
number of crossings, related to locomotor activity, and number of rearing, related to
exploratory activity. At the end of each OFT, the apparatus was cleaned with 20% alcohol

to eliminate potential interferents for the other animals.
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4.5 Oral acute toxicity

Acute oral toxicity was evaluated as described in OECD guideline number 423
(2001) using female Swiss mice. The animals were housed in an experimental handling
room for acclimation. After 7 days, the animals received ETAP (50 mg/kg, i.g.) or its
vehicle (N = 6 animals per group, divided into 2 sets) and were observed individually
every 30 minutes for 4 hours after administration. During the following 14 days, the
animals were observed once a day at the same time as the first day of treatment to evaluate
general signs of toxicity, body weight gain, and water and food intake. At the end of the
14 days of observation, the animals were subjected to the OFT to evaluate locomotor and
exploratory activity. The animals were then sedated with excess isoflurane and had their
blood collected by cardiac puncture to analyze plasma AST and ALT enzyme activities
and measure urea levels. Plasma checks were performed by colorimetric enzyme methods

following the procedures described in commercial Kits (Labtest Diagnostica, MG, Brazil).

4.6 Data presentation and statistical analyses

The experimental results were analyzed using GraphPad Prism software version
8.0.1 and expressed as mean + standard error of the mean (SEM). Normal distribution of
the data was evaluated using the D'Agostino & Pearson test. Comparison between the
experimental groups was performed using one-way ANOVA (for construction of the
dose-response curve) or two-way ANOVA (to evaluate the effect of antagonist pre-
treatment and/or ETAP), as appropriate, followed by the Newman Keuls post-hoc test.
The positive control fluoxetine was compared with control group through t-test. For
toxicity data analysis, the t-test was also applied. p < 0.05 was considered statistically

significant.

84



5. Abbreviations

ALT: Alanine Aminotransferase

ANOVA: Analysis of Variance

AST: Aspartate Aminotransferase

CNS: Central Nervous System

ETAP: 1-(2-(4-(4-ethylphenyl)-1h-1,2,3-triazol-1-yl)phenyl)ethan-1-one
FST: Forced Swimming Test

MAOQO: Monoamine Oxidase

MAOI: Monoamine Oxidase Inhibitors

OFT: Open Field Test

p-CPA: p-chlorophenylalanine

SSRI: Selective Serotonin Reuptake Inhibitors

TST: Tail Suspension Test
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5. Discussao

Os resultados obtidos nesta pesquisa demonstraram que a ETAP
apresentou efeito do tipo antidepressivo sem alterar as atividades locomotora e
exploratdria dos animais testados. Nossos dados ainda sugerem que o efeito
apresentado € dependente do sistema serotoninérgico na sua integridade e esta
relacionado a modulacdo dos receptores 5-HT2azc e 5-HT4. Ademais, a ETAP

nao apresentou sinais de toxicidade.

A utilizacao de testes comportamentais para avaliagdo de comportamento
depressivo via desespero é rotineira em avaliagfes de efeitos antidepressivos
de novos farmacos em analises pré-clinicas, tendo como testes mais utilizados
para esta triagem os TNF e TSC, conforme ja mencionado (BECKER;
PINHASOV; ORNOY, 2021). Os testes para avaliagdo de comportamento
depressivo via desespero visam avaliar parametros relacionados a mobilidade
do animal, avaliando a laténcia para o primeiro episédio de imobilidade e a
imobilidade total. Um aumento no tempo de laténcia para o primeiro episédio de
imobilidade, combinado a uma reducdo no tempo total de imobilidade em
andlises pré-clinicas conferem ao farmaco avaliado um efeito do tipo
antidepressivo (PLANCHEZ; SURGET; BELZUNG, 2019; WANG et al., 2017).

Como pode ser observado nos resultados obtidos no TNF, as doses de 1
e 5 mg/kg reduziram o tempo de imobilidade total quando comparados ao grupo
controle. Entretanto, apenas na dose de 1 mg/kg foi possivel observar uma
alteracdo significativa na laténcia para o primeiro episodio de imobilidade. Estas
alteracOes observadas na dose de 1 mg/kg conferem a ETAP um efeito do tipo
antidepressivo, conforme descrito por Wang e colaboradores (2017). Quando
avaliados os resultados obtidos na execugéo do TSC, as doses de 1 e 5 mg/kg
apresentaram alteracfes em ambas os parametros avaliados, estando de acordo

e refor¢cando o efeito do tipo antidepressivo encontrado no TNF.

Esta maior sensibilidade apresentada pela ETAP ao expor 0s animais ao
TSC observada em nossos resultados pode ser justificada pelos dados descritos
por Singh e colaboradores (2021), o qual relata que compostos contendo grupos
triazois apresentam efeito antidepressivo semelhantes aos ISRS’s. Evidéncias

apontam que o TSC é um teste com maior sensibilidade para esta classe de
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farmacos (CRYAN; MOMBEREAU; VASSOUT, 2005). Nossos achados
corroboram com as afirmativas de que triaz0is apresentam efeitos
antidepressivos semelhantes aos ISRS’s levando em consideracdo uma maior
sensibilidade destes farmacos para o TSC. Com base nisto, o efeito do tipo
antidepressivo da ETAP pode estar relacionado a uma maior disponibilidade de
5-HT no meio extracelular, uma vez que pode estar inibindo o SERT,

transportador deste neurotransmissor.

Além do efeito antidepressivo semelhante aos ISRS’s, Singh e
colaboradores (2021) sugerem que os triaz6is também apresentam relagdo com
os IMAQO’s. Os dados referentes a ETAP obtidos por Costa e colaboradores
(2021) demonstram que, de fato, a ETAP demonstrou atividade de inibicdo da
MAO em andlises in vitro, predita por analise in silico de docagem molecular.
Estas informacfes sugerem que a acao do tipo antidepressiva desta molécula
pode ser, também, por inibicio da MAO, resultando em um aumento de
biodisponibilidade de monoaminas no meio extracelular e intracelular,
sinalizando uma vantagem do uso desta classe de farmaco quando comparada
as demais (VAN DEN EYNDE et al., 2022). A descoberta de antidepressivos com
mecanismos de acdo mais seletivos diminuiu a prescricdo de IMAO’S, que,
antigamente, eram nao-seletivos para as diferentes isoformas da MAO.
Entretanto, os resultados obtidos por Costa e colaboradores (2021) mostraram
uma inibicdo da MAO dependente de concentracéo, apresentando valor de ICso
muito menor para a isoforma A, indicando uma preferéncia para inibicdo desta

isoforma.

Em nossa pesquisa, a fluoxetina foi utilizada como controle positivo por
se tratar de um farmaco com efeito ja conhecido e aprovado para comércio e
prescricdo, apenas para garantir a eficacia do protocolo experimental utilizado
(MICHELI et al., 2018). A utilizag&o da fluoxetina para esta finalidade pode ser
observada em diversas pesquisas (BESCKOW et al., 2020; DA ROCHA et al.,
2023; GALL et al., 2020; GARCIA et al., 2022). Nossos dados demonstram que
a fluoxetina reduziu ambos os parametros em ambos os testes avaliados,

estando de acordo com a validade preditiva, validando o protocolo utilizado.

Algumas drogas com atividade psicoestimulante podem apresentar falso
positivo nos testes comportamentais para depressédo (ABREU et al., 2018). Por
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esta razdo, para descartar a possibilidade de o efeito anti-imobilidade
apresentado pela ETAP estar relacionado a um aumento na atividade
locomotora, o TCA foi executado anteriormente a cada teste comportamental.
N&o foram observadas alteracdes nas atividades locomotora e exploratéria dos
animais, descartando qualquer déficit ou aumento na locomoc¢do uma vez que
nao houve alteracdes nos parametros crossing e rearing em nenhum grupo
avaliado. Estes dados indicam que o efeito apresentado pela ETAP nédo se
relaciona a efeitos psicoestimulante, confirmando que as alteracbes dos
paradmetros observadas no TNF e TSC estdo relacionadas ao efeito do tipo

antidepressivo desta molécula.

Ainda, nossa pesquisa avaliou a contribuicdo do sistema serotoninérgico
para o efeito do tipo antidepressivo da ETAP a partir do pré-tratamento de um
depletor de serotonina e de antagonistas especificos dos receptores
serotoninérgicos 5-HT1, 5-HT2azc, 5-HT3 e 5-HT4. Para esta etapa da anélise,
selecionamos a dose de 1 mg/kg por se tratar da menor dose efetiva e o TSC
por ter apresentado maior sensibilidade ao tratamento com ETAP.

O p-CPA é um inibidor da TPH — enzima responsavel pela conversao de
triptofano em 5-HT, conforme j& mencionado — gerando uma reducdo de
aproximadamente 60% dos niveis de 5-HT cerebral em camundongos
(REDROBE et al., 1998). Diversas pesquisas dispostas na literatura utilizam este
inibidor para avaliar se candidatos a novos farmacos antidepressivos em fase de
testes pré-clinicos necessitam da integridade do sistema serotoninérgico para
exercer suas acdes (CAN et al., 2017; GALDINO et al., 2015; PAN et al., 2021).
Entretanto, para que a reducdo dos niveis serotoninérgicos ndo resulte em
sintomas depressivos e interferentes na analise, deve-se atentar a dose utilizada
(O'LEARY et al.,, 2007). Baseando-nos em pesquisas prévias realizadas em
nosso laboratorio de pesquisa (DA ROCHA et al., 2023; GALL et al., 2020),
utilizamos p-CPA na dose de 100 mg/kg devido a capacidade desta dose de
reduzir os niveis de serotonina sem causar sintomas depressivos mensuraveis
pelos parametros avaliados. Nossos achados demonstraram que o efeito da
ETAP é dependente da presenca de serotonina uma vez que o pré-tratamento
com p-CPA impediu o efeito anti-imobilidade apresentado por esta molécula,

demonstrado pela inalteracdo estatistica do tempo de laténcia para o primeiro
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episodio de imobilidade, bem como a imobilidade total do grupo interagdo p-CPA
— ETAP quando comparados ao grupo controle. Ademais, o grupo de animais
tratados apenas com p-CPA também n&o apresentou alteracdo estatistica
guando comparado ao grupo controle, comprovando que a dose utilizada néo

gerou comportamento depressivo.

Para a avaliagdo do envolvimento dos receptores 5-HT1 e 5-HT3 no efeito
do tipo antidepressivo da ETAP, foram utilizados os antagonistas especificos
destes receptores WAY100635 e Ondansetrona, respectivamente. N&o
observamos alteracbes no efeito anti-imobilidade da ETAP em nenhum
parametro avaliado para comportamento depressivo na interacdo com estes
antagonistas, indicando que a acao do tipo antidepressiva desta molécula nao
esta relacionada a modulacao dos receptores 5-HT1 e 5-HTs.

Na avaliagdo do envolvimento dos receptores 5-HTz2arzc utilizamos o
antagonista Cetanserina. O bloqueio destes receptores impediu a ETAP de gerar
seu efeito tipo antidepressivo, observado pela alteracdo dos parametros
previamente avaliados, como reducdo do tempo de laténcia para o primeiro
episédio de imobilidade e aumento no tempo total de imobilidade do grupo
interacéo Cetanserina — ETAP quando comparado ao grupo tratado apenas com
ETAP. Os receptores 5-HT2azc estdo amplamente distribuidos pelo SNC e sao
considerados de extrema importancia no tratamento de transtornos de humor,
sendo constantemente estudados como alvos terapéuticos por estarem
envolvidos na modulacao de diversos processos cognitivos pela interacdo com
outros receptores (BARROTO-ESCUELA et al., 2021). H& evidéncias de que
agonistas dos receptores 5-HT2a apresentam efeito antidepressivo de acédo
rapida em estudos clinicos e pré-clinicos, e que esta rapida acdo pode estar
relacionada a um aumento da plasticidade sinaptica em neurénios corticais por
consequente aumento da expressdo de BDNF gerado pela ativacdo deste
receptor (CARHART-HARRIS et al., 2018; HIBICKE et al., 2020; PEHRSON et
al., 2022; SANCHES et al., 2016).

Em relac&o ao receptor 5-HT4, utilizamos o antagonista GR113808 para
avaliar se a acgao do tipo antidepressiva da ETAP estava envolvida na sua
modulacdo. De fato, o antagonismo desde receptor bloqueou o efeito
previamente observado pelo tratamento com ETAP, impedindo seu efeito anti-
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imobilidade. Mendez-David e colaboradores (2014) demonstraram que a
ativacdo dos receptores 5-HT4 apresenta atividade antidepressiva, enquanto o
blogueio dificulta a acdo dos ISRS’s. Considerando a inibicdo da recaptacao de
5-HT um provavel mecanismo para a a¢ado antidepressiva da ETAP, os dados
mencionados por Mendez-David e colaboradores corroboram com nossos
achados e com os dados mencionados por Singh e colaboradores (2021), de
gque o0s compostos contendo triazbis apresentam efeito antidepressivo
semelhante aos ISRS’s. Além disto, pesquisas sugerem que agonistas dos
receptores 5-HT4 apresentam efeito do tipo antidepressivo em andlises pré-
clinicas por reduzirem o tempo de imobilidade nos TSC e TNF, e aumentar a
preferéncia pela sacarose no Teste de Preferéncia a Sacarose (LUCAS et al.,
2010; 2007). Além de evidéncias comportamentais, evidéncias bioldgicas
também sugerem um efeito antidepressivo para agonistas deste receptor, como
aumento da neuroplasticidade e neurogénese com consequente aumento da
complexidade da arborizacdo dendritica e maturacdo dos espinhos dendriticos
hipocampais (KOZONO; OHTANI; SHIGA, 2017; MENDEZ-DAVID et al., 2014;
SCHILL et al., 2020; TAMBURELLA et al., 2009).

Ainda, avaliamos a toxicidade da ETAP na dose de 50 mg/kg em
camundongos fémeas, conforme recomendado pela Organizacdo para a
Cooperacéo e Desenvolvimento Econdmico. Em suma, a ETAP nao apresentou
sinais gerais de toxicidade e, apdés eutanasia dos animais, os tecidos foram
encontrados visualmente inalterados. Curiosamente, as analises bioquimicas
demonstraram uma reduc¢&o nos niveis plasmaticos de alanina aminotransferase
quando comparado ao grupo controle, sendo necessario novos estudos para

analisar este efeito.

Ademais, os tratamentos avaliados durante esta pesquisa néo resultaram
em alteracbes exploratorias e locomotoras em nenhum grupo avaliado,
reforcando o efeito anti-imobilidade da ETAP como resultado de uma acao do

tipo antidepressiva.
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6. Conclusao

Os dados apresentados nesta dissertacdo séo a primeira evidéncia de
uma acdo do tipo antidepressiva gerada pelo tratamento de ETAP em
camundongos. Nossos achados sugerem que a ETAP apresenta efeito do tipo
antidepressivo, em baixas doses, dependente do sistema de serotonina pela
modulagéo dos receptores 5-HTza2c e 5-HTa. O efeito do anti-imobilidade
apresentado nédo foi decorrente de uma acgao psicoestimulante, uma vez que néo
apresentou alteracdo nas atividades locomotora e exploratoria. Ainda, a ETAP

apresentou baixo potencial de efeitos adversos por toxicidade.
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7. Perspectivas
Como perspectiva, pretendemos:

= avaliar o efeito do tipo antidepressivo apresentado pela ETAP em
camundongos fémeas;

= avaliar a contribuicdo de outros sistemas neurais na acao tipo antidepressiva
da ETAP;

= expandir a avaliacdo da atividade antidepressiva para modelos de inducdo
de depressao por diferentes vias;

» expandir a avaliacao do efeito da ETAP para outros transtornos psiquiatricos.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS

PARECER N* 122020/ CEEA/REITORIA
PROCESSO N° 23110.050890/2019-77
Certificado

Certificamos que a proposta intitulada “Avaliacdo do efeito do tipo antidepressivo de 1,2,3-
triazoil-acetofenonas em camundongos”, regisirada com o n® 23110.050890/2019-77, sob a
responsabilidade de César Augusto Bruning - que envolve a produgéo, manutengio ou
utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para
fins de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n?
11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e recebeu
parecer FAVORAVEL a sua execugao pela Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal, em
reunido de 17 de dezembro de 2019.

Finalidade ( x ) Pesquisa ( ) Ensino
Vigéncia da autorizacéo 02/03/2020 a 02/03/2023
Espécie/linhagem/raca Mus musculus/Swiss
N° de animais 505
Idade 60 dias
Sexo 493 machos e 12 fémeas
Origem Biotério Central - UFPel
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Presidente da CEEA

+1 ) Documento assinado eletronicamente por ANELIZE DE OLIVEIRA
SE'! l‘i'l CAMPELLO FELIX, Médico Veterinario, em 17/01/2020, as 10:13,
conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do

Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

assinatura
eletrdnica

. A autenticidade deste documento pode ser conferida no site
http://sei. |.edu.br/sei/controlador_externo.php?

* acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0, informando o cédigo
verificador 0848746 e o codigo CRC BESEAL12F.
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