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Resumo 
 

CASARIL, Angela Maria. O uso de um selenilindol na busca pela felicidade. 2020. 
276f. Tese (Doutorado) - Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia. 
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas. 
 
A depressão é o transtorno psiquiátrico mais prevalente no mundo, afetando 
aproximadamente 300 milhões de pessoas. A patofisiologia desse transtorno ainda 
não foi completamente elucidada, possivelmente por ser multifatorial e heterogênea.  
No entanto, evidências sugerem que a disfunção na neurotransmissão 
monoaminérgica e glutamatérgica, hiperativação do eixo hipotálamo-pituitária-
adrenal, inflamação e estresse oxidativo estão associados com as alterações 
comportamentais observadas nos pacientes. Apesar da relevância socioeconômica, 
40% dos pacientes depressivos não apresentam melhora sintomatológica com os 
medicamentos disponíveis. Dessa forma, considerando o caráter multifatorial da 
depressão e a necessidade de tratamentos mais eficientes, torna-se clara a 
importância da procura por moléculas multialvo com efeito antidepressivo. Estudos 
iniciais realizados pelo nosso grupo de pesquisa reportaram que o composto 3-[(4-
clorofenil)selenil]-1-metil-1H-indol (CMI) apresentou efeito antioxidante e protegeu 
camundongos contra o comportamento tipo-depressivo induzido pela inflamação. 
Essa molécula de caráter híbrido, combina os efeitos farmacológicos do átomo de 
selênio com o grupo indólico. Assim, a necessidade de fármacos mais eficientes para 
a depressão aliada ao promissor efeito do CMI nos impulsionou a aprofundar o 
conhecimento a respeito da capacidade do CMI em reverter o comportamento tipo-
depressivo em diferentes modelos animais. No capítulo 1 desta tese, descreveu-se o 
potencial do CMI em neutralizar oxidantes derivados da inflamação. No capítulo 2, 
explorou-se a capacidade do CMI em reverter o comportamento tipo-depressivo em 
camundongos submetidos ao estresse agudo de restrição, e sua capacidade de 
reverter a neuroinflamação e o estresse oxidativo nos córtex pré-frontais e 
hipocampos dos camundongos. No capítulo 3, investigou-se a capacidade do CMI em 
reverter o comportamento tipo-depressivo e tipo-ansiogênico induzido pela inflamação 
aguda, através da modulação do sistema serotoninérgico. No capítulo 4, observou-se 
que o CMI reverteu o comportamento tipo-depressivo e o déficit cognitivo em 
camundongos portadores de tumor mamário, através da modulação do estresse nitro-
oxidativo e da neuroinflamação. No capítulo 5, constatou-se que o efeito tipo-
antidepressivo e tipo-ansiolítico do CMI depende da ativação da via do BDNF/mTOR. 
No capítulo 6, descobriu-se que o CMI melhorou o comportamento tipo-depressivo, 
tipo-ansiogênico e o prejuízo cognitivo em camundongos que sobreviveram a sepse, 
através da modulação de parâmetros sanguíneos, estresse oxidativo periférico, 
neuroinflamação e estresse nitro-oxidativo central. Em conjunto, nossos resultados 
descrevem o potencial farmacológico do CMI e reforçam a relevância da 
neuroinflamação e do estresse nitro-oxidativo como alvos para o tratamento da 
depressão. Dessa forma, objetiva-se contribuir com o desenvolvimento de um novo 
adjuvante terapêutico capaz de melhorar a qualidade de vida de pacientes 
depressivos e colaborar com a divulgação cientifica e a quebra do estigma de que a 
depressão é uma doença puramente mental.  
 
Palavras-chave: Depressão, selênio, modelos animais, estresse oxidativo, 
inflamação.  

 



Abstract  
 

CASARIL, Angela Maria. The use of a senalylindole in the pursuit of happiness. 
2020. 276f. Tese (Doutorado) - Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia. 
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas. 
 
Depression is the most prevalent psychiatric disorder in the world, affecting 
approximately 300 million people. The pathophysiology of this disorder has not been 
fully elucidated, possibly because it is highly heterogenic and multifactorial. However, 
evidences suggest that a dysfunction in monoaminergic and glutamatergic 
neurotransmission, hyperactivity of the hypothalamus-pituitary-adrenal axis, 
inflammation, and oxidative stress are associated with behavioral changes observed 
in patients. Despite the socioeconomic relevance, 40% of depressed patients do not 
show symptomatic improvement with the drug treatments available today. Thus, 
considering the multifactorial nature of depression and the need for more efficient 
treatments, the importance of looking for multi-target molecules with antidepressant 
effect becomes clear. Initial studies carried out by our research group reported that the 
compound 3-[(4-chlorophenyl)selenyl]-1-methyl-1H-indole (CMI) has antioxidant effect 
and protects mice against the depressive-like behavior induced by inflammation. This 
hybrid molecule combines the pharmacological effects of the selenium atom with the 
indole group. Thus, the need for more efficient drugs for depression combined with the 
promising effects of CMI prompted us to dive into the CMI's ability to reverse 
depression-like behavior in different animal models. In chapter 1 of this thesis, we 
deepened our knowledge about the potential of CMI to neutralize inflammation-derived 
oxidants. In chapter 2, we observed that the CMI reversed the depressive-like behavior 
in mice subjected to acute restraint stress, while also reversed neuroinflammation and 
oxidative stress. In chapter 3, we faced the ability of CMI to reverse depressive- and 
anxiogenic-like behavior induced by acute inflammation, through the modulation of the 
serotonergic system. In chapter 4, we observed that CMI reversed depressive-like 
behavior and cognitive impairment in mice with breast tumors, through the modulation 
of nitro-oxidative stress and neuroinflammation. In chapter 5, we advanced the 
knowledge about the involvement of the BDNF/mTOR pathway in the antidepressant- 
and anxiolytic-like effect of CMI. In chapter 6, we investigated the ability of CMI to 
improve the depression-like and ansiogenic-like behavior and cognitive impairment in 
mice that survived sepsis, through modulation of blood parameters, peripheral 
oxidative stress, neuroinflammation and central nitro-oxidative stress. Together, our 
results describe the pharmacological potential of CMI and reinforce the relevance of 
neuroinflammation and nitro-oxidative stress as targets for the treatment of depression. 
Thus, we aimed to contribute to the development of a new therapeutic adjuvant 
capable of improving the quality of life of depressed patients and to collaborate with 
the science communication to help breaking the stigmatization that depression is a 
purely mental illness.  
 
Keywords: Depression, selenium, animal models, oxidative stress, inflammation.  
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1 INTRODUÇÃO GERAL 1 

 2 

Perder uma pessoa amada, ser demitido de um emprego, passar pelo divórcio, 3 

ficar doente e outras situações difíceis podem levar uma pessoa a se sentir triste, 4 

sozinha, sem energia e desmotivada. Esses sentimentos são reações normais aos 5 

estressores encontrados durante a vida, sendo que a maioria das pessoas se sente 6 

triste e desmotivada em inúmeros momentos. No entanto, no caso de indivíduos 7 

clinicamente diagnosticados com depressão, esses sentimentos de tristeza, solidão, 8 

culpa, desmotivação e fadiga são muito mais intensos e persistentes, podendo 9 

acompanhar a pessoa por anos.  10 

A palavra depressão tem origem latina, do verbo deprimere, que significa 11 

pressionar. O escritor F. Scott Fitzgerald frequentemente se descobria “...odiando a 12 

noite, quando não podia dormir, e odiando o dia, que levava à noite” (Fitzgerald, 1956). 13 

A escritora J.K. Rowling personificou a depressão na forma dos dementadores da 14 

saga Harry Potter. Para ela, “depressão não é tristeza. Eu conheço tristeza. Tristeza 15 

é chorar e sentir. Mas é essa fria ausência de sentimento - esse sentimento realmente 16 

oco. Isso é o que os dementadores são. Se puder, o dementador se alimentará de 17 

você o tempo suficiente para reduzi-lo a algo como ele mesmo... sem alma e mal. 18 

Você ficará com as piores experiências de sua vida. Eles congelam seu interior” 19 

(Entwistle, 2016).  20 

Apesar de ser abordada em diversos domínios da arte, discussões casuais 21 

sobre depressão frequentemente são curtas, pois, terminam com a frase clássica de 22 

que “depressão é só coisa da sua cabeça”, ou terminam em um silêncio constrangedor 23 

quando ninguém sabe como responder. Isso se chama estigma. A estigmatização 24 

moderna da depressão e outras doenças mentais não é explicita, mas é evidente que 25 

muitas vezes se prefere não falar sobre o assunto (Bullmore, 2018). A depressão é 26 

estigmatizada pelo que não é feito ou dito: é comum que se exerça um tipo de 27 

quarentena, separando as experiências da pessoa deprimida da conversa em questão, 28 

deixando que ele/ela supere a doença, se recomponha, e volte ao grupo quando tenha 29 

se resolvido (Bullmore, 2018). Por ter sido segregada para o domínio mental, a 30 

depressão é vista como um sinal de falha pessoal: se a depressão for puramente 31 

mental, então a pessoa é responsável por ter a doença, do mesmo jeito que ela é 32 

responsável por suas decisões e pensamentos. Isso não poderia estar mais errado.  33 
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Atualmente, sabe-se que a depressão é uma doença multifatorial e 34 

heterogênea, sendo influenciada por fatores que incluem a resposta imune pró-35 

inflamatória, estresse e traumas na infância e adolescência, microbiota intestinal, 36 

vulnerabilidade genética, alterações metabólicas e disfunção do eixo hipotálamo-37 

pituitária-adrenal. Apesar do reconhecimento da influência desses diversos sistemas 38 

na depressão, a patofisiologia dessa doença ainda não foi completamente elucidada, 39 

o que reflete a relativa ineficiência dos antidepressivos disponíveis atualmente. Com 40 

a descoberta acidental de que moléculas com ação antidepressiva aumentavam a 41 

disponibilidade de neurotransmissores monoaminérgicos na fenda sináptica, a 42 

pesquisa e o desenvolvimento de antidepressivos focou em moléculas com esse 43 

mecanismo de ação. Infelizmente, moduladores da neurotransmissão 44 

monoaminérgica não são eficazes para 40% dos pacientes e apresentarem inúmeros 45 

efeitos adversos (Institute for Quality and Efficiency in Health Care, 2017).  46 

De fato, alterações na resposta ao estresse, inflamação e estresse oxidativo 47 

tem sido frequentemente encontradas em alguns subgrupos de pacientes 48 

depressivos. Portanto, a busca por novas moléculas que possuam atividade 49 

antidepressiva se justifica através da necessidade de abordagens multialvo, que 50 

sejam capazes de abranger os casos em que os antidepressivos atuais possuem 51 

baixa eficiência. Dessa forma, torna-se clara a importância da busca por novas 52 

moléculas com ação antidepressiva, que sejam capazes de modular a resposta ao 53 

estresse, inflamação e estresse oxidativo, culminando com a melhora do humor dos 54 

pacientes. 55 

Nesse sentido, os compostos orgânicos de selênio têm recebido bastante 56 

atenção por apresentarem diversas propriedades farmacológicas, como a ação 57 

antioxidante, antidepressiva e neuroprotetora (Nogueira e Rocha, 2011). O interesse 58 

por esses compostos vem do fato de que o selênio se comporta tanto como um agente 59 

antioxidante quanto como um agente anti-inflamatório (Rayman, 2000). Além disso, 60 

demonstrou-se previamente que pacientes depressivos apresentam uma redução nos 61 

níveis plasmáticos de selênio (Mertens et al., 2015) e que a suplementação com 62 

selênio melhora o humor negativo e os sintomas depressivos em pacientes adultos 63 

jovens (Conner et al., 2015). Notavelmente, o composto orgânico de selênio ebselen 64 

está em ensaios clínicos de fase II para o tratamento de desordem bipolar 65 

(Clinicaltrials.gov, ID: NCT03013400).  66 
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Além do selênio, outra característica interessante de moléculas bioativas é a 67 

presença da porção indol. Estudos apontam que essa é a estrutura heterocíclica mais 68 

abundante na natureza que apresenta ação farmacológica, sendo encontrada, por 69 

exemplo, no triptofano, serotonina e melatonina (Kaushik et al., 2013). Dentre os 70 

efeitos biológicos dos indóis, destaca-se a ação antioxidante, neuroprotetora e anti-71 

inflamatória (Guerra et al., 2011).  72 

Nesse sentido, a síntese de compostos contendo selênio e indol em sua 73 

estrutura é uma área de pesquisa bastante interessante, uma vez que a combinação 74 

de duas ou mais porções bioativas em uma única molécula é uma estratégia relevante 75 

para o desenvolvimento de novos compostos com atividade farmacológica promissora 76 

(Martinez et al., 2015). Diante disso, o Grupo de Pesquisa em Neurobiotecnologia em 77 

parceria com o Laboratório de Síntese Orgânica Limpa da Universidade Federal de 78 

Pelotas sintetizaram o 3-[(4-cloforenil)selenil]-1-metil-1H-indol (CMI), um composto 79 

orgânico de selênio contendo um núcleo indólico, pertencente a classe dos 80 

selenilindois (Vieira et al., 2015). 81 

O primeiro estudo investigando o perfil farmacológico do CMI foi realizado em 82 

2017, aonde demostrou-se que essa molécula apresenta atividade antioxidante in vitro 83 

(Vieira et al., 2017). Considerando-se o envolvimento do estresse oxidativo na 84 

depressão e sua relação com o processo inflamatório, avaliou-se então a capacidade 85 

do CMI em proteger contra o comportamento tipo-depressivo induzido por inflamação 86 

em camundongos (Casaril et al., 2017). Esse estudo mostrou que apenas uma 87 

administração de CMI 30 minutos antes do desafio inflamatório protege contra o 88 

comportamento tipo-depressivo e contra o aumento nos níveis de espécies reativas, 89 

peroxidação lipídica e expressão citocinas pro-inflamatórias nos córtex pré-frontais e 90 

hipocampos dos animais, sem apresentar toxicidade aguda (Casaril et al., 2017).  91 

Esses estudos iniciais sobre o CMI nos impulsionaram a avançar na 92 

compreensão do potencial tipo-antidepressivo dessa molécula em diferentes modelos 93 

animais através do uso de ferramentas biotecnológicas aliadas à química medicinal. 94 

Regidos por essa motivação, este trabalho visou contribuir com os ensaios iniciais 95 

para o desenvolvimento de um novo adjuvante terapêutico capaz de melhorar a 96 

qualidade de vida de pacientes depressivos.   97 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 98 

 99 

2.1 Da melancolia ao transtorno de depressão maior: classificação, 100 

diagnóstico e prevalência 101 

Diferentemente de outras doenças psiquiátricas, a descoberta da depressão 102 

não é creditada a um único indivíduo. A primeira descrição do que conhecemos hoje 103 

por depressão é datada do segundo milênio a.C. na Mesopotâmia (Reynolds e Wilson, 104 

2013). Nos textos babilônicos, a depressão que conhecemos hoje era discutida como 105 

uma condição espiritual grave, desencadeada pela raiva de um deus ou deusa 106 

particular ao indivíduo afetado, a qual requeria a realização de rituais e os serviços de 107 

um padre (Reynolds e Wilson, 2013). As descrições babilônicas, notáveis pela 108 

objetividade e ausência de sentimentos e pensamentos subjetivos, relatam que o 109 

indivíduo era afetado por fraqueza, insônia, frustrações pessoais e perda de pessoal, 110 

colheitas e renda (Reynolds e Wilson, 2013). Diversas culturas acreditavam que a 111 

depressão era causada por demônios e espíritos malignos, por isso, métodos de 112 

espancamento, restrição física, isolamento e fome eram usados na tentativa de 113 

expulsar os demônios.  114 

Foi apenas em torno de 400 a.C. que o médico e filósofo grego Hipócrates 115 

atribuiu uma causa fisiológica para os sintomas que eram observados. De acordo com 116 

a teoria humoral de Hipócrates, a vida era mantida pelo equilíbrio entre quatro 117 

humores: sangue, fleuma, bílis amarela e bílis negra. O excesso da bílis negra era 118 

responsável por causar tristeza e medo, as quais eram descritas como sintomas da 119 

melancolia (Telles-Correia e Marques, 2015). O tratamento da melancolia, de acordo 120 

com Hipócrates, era baseado na dieta, exercícios, laxantes e sangria.  121 

Galen (129 – 216 d.C.), seguindo a teoria humoral de Hipócrates, descreveu 122 

quatro tipos de comportamento resultantes do excesso dos humores: melancólico 123 

(bílis negra), otimista (sangue), colérico (bílis amarela) e fleumático (fleuma) (Telles-124 

Correia e Marques, 2015). Para Galen, a etiologia da melancolia não se restringia à 125 

bílis negra, mas incluía bílis amarela, deficiência na dieta, supressão do fluxo 126 

menstrual e alterações emocionais (Ban, 2014). De acordo com Galen, pacientes 127 

melancólicos também apresentavam ideias fixas e excêntricas, como os “pacientes 128 

que pensam ter se tornado uma espécie de caracol para que então eles possam 129 

escapar de todos para evitar ter sua concha esmagada, enquanto outros temem que 130 
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Atlas, que apoia o mundo, possa se cansar e desaparecer, entre outras ideias 131 

imaginarias” (Telles-Correia e Marques, 2015).  132 

Ainda no século XVII a teoria humoral de Hipócrates era aceita. Notavelmente, 133 

o clérigo e melancólico Robert Burton (1577 – 1640) escreveu The Anatomy of 134 

Melancholy (1628), no qual o acumulo de bílis negra responsável pela melancolia era 135 

consequência de uma variedade de fatores externos. Em adição ao desequilíbrio dos 136 

humores, Burton descreveu a melancolia como uma epidemia crescente e alarmante 137 

em resposta aos eventos políticos e religiosos não resolvidos de sua época (Edwards, 138 

2010).  139 

Apenas no século XVIII a teoria humoral começou a ser abandonada. Philippe 140 

Pinel (1745 – 1826) utilizou uma etiologia descritiva mais rigorosa para classificar os 141 

transtornos mentais em quatro grupos principais: melancolia, mania, idiotia e 142 

demência (Telles-Correia e Marques, 2015). Pinel descreveu que na melancolia, os 143 

pacientes eram oprimidos por uma ideia exclusiva, interminável em suas palavras, que 144 

parecia absorver todas as suas outras faculdades. 145 

Por sua vez, o início do século XIX foi caracterizado pelo aumento da 146 

insatisfação com o termo melancolia. Assim, novos termos foram introduzidos para 147 

identificar as “insanidades emocionais”, como, por exemplo tristimania (Benjamin 148 

Rush, 1745 – 1815), lipemania (Jean-Dominique-Etienne Esquirol, 1772 – 1840) e 149 

insanidade afetiva ou patética (Henry Maudsley, 1835 – 1918) (Davison, 2006). No 150 

entanto, essas opções também não foram universalmente aceitas.  151 

Foi a partir do trabalho do psiquiatra alemão Emil Kraepelin (1855 – 1926) que 152 

o termo estado depressivo (depressão) passou a ser usado para incluir vários tipos 153 

de melancolia (Davison, 2006). Através de observações clínicas cuidadosas e 154 

análises longitudinais do curso de doenças mentais, Kraepelin diferenciou as 155 

desordens mentais e a dementia praecox (demência precoce, posteriormente 156 

chamada de esquizofrenia), na chamada “dicotomia kraepeliniana”. Seguindo essa 157 

terminologia, Adolf Meyer (1866 – 1950) argumentou que o termo depressão deveria 158 

ser usado, ao defender que a doença seria uma reação a fatores psicológicos, sociais 159 

e biológicos. Meyer enfatizou a singularidade de pacientes e caracterizou a depressão 160 

como uma reação aos estresses atuais e aos desajustes anteriores (Davison, 2006). 161 

Finalmente, em 1950, Karl Leonhard (1904 – 1988) diferenciou depressão bipolar 162 

(exibida em manifestações multiformes, mudando continuamente dentro e ao longo 163 

dos episódios) e depressão unipolar, a qual exibe uma sintomatologia simples e fixa 164 
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que retorna em um curso periódico inalterado (Ban, 2014). Atualmente, a palavra 165 

melancolia é usada para descrever a característica da depressão associada com o 166 

risco aumentado de suicídio e a completa ausência na capacidade de sentir prazer 167 

(American Psychiatry Association, 2013).  168 

Evidentemente, durante a história, diversos estudiosos vêm contribuindo com 169 

a descrição de sintomas e possíveis causas da depressão, favorecendo assim sua 170 

classificação e diagnóstico. Em 1952 foi criado o Manual Diagnóstico e Estatístico de 171 

Transtornos Mentais (DSM, do inglês Diagnostic and Statistical Manual of Mental 172 

Disorders) pela Associação Americana de Psiquiatria (APA, do inglês American 173 

Psychiatric Association), a fim de que profissionais da saúde tenham uma linguagem 174 

comum ao realizar o diagnóstico de doenças mentais.  175 

Em sua quinta edição lançada em 2013, o DSM classifica as desordens 176 

depressivas (depressão) em (i) distúrbio da desregulação do humor, (ii) transtorno 177 

depressivo (incluindo episódio depressivo maior), (iii) transtorno depressivo 178 

persistente (distimia), (iv) distúrbio disfórico pré-menstrual, (v) depressão induzida por 179 

substância, (vi) transtorno depressivo devido a outra condição médica, (vii) outros 180 

transtornos depressivos especificados e (vii) outros transtornos depressivos não-181 

especificados (American Psychiatric Association, 2013). Comum a todos esses 182 

distúrbios são a presença de tristeza, irritação e sensação de vazio, acompanhado 183 

por mudanças somáticas e cognitivas que afetam significativamente a rotina do 184 

indivíduo. Duração, tempo e etiologia presumida são os fatores que diferenciam esses 185 

subtipos de desordens depressivas.  186 

O transtorno de depressão maior (TDM) representa a condição clássica das 187 

desordens depressivas, sendo caracterizado por episódios depressivos com pelo 188 

menos duas semanas de duração que podem persistir por até um ano, envolvendo 189 

alterações afetivas, cognitivas e neurovegetativas (Figura 1) (American Psychiatric 190 

Association, 2013). O diagnóstico do TDM depende da gravidade do episódio atual, 191 

da presença/ausência de características psicóticas, do estado de remissão e se o 192 

episódio é único ou recorrente (American Psychiatric Association, 2013).  193 

De acordo com o DSM-V, os critérios de diagnóstico do TDM envolvem: (1) 194 

Presença de cinco ou mais dos seguintes sintomas durante pelo menos duas 195 

semanas, sendo que pelo menos um dos sintomas é o humor deprimido ou perda de 196 

interesse, ou prazer: (i) humor deprimido na maior parte do dia, aproximadamente 197 

todos os dias, como indicado por autoavaliação (sentimento de tristeza, vazio, 198 
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desesperança) ou por observações feitas por outros (episódios de choro); (ii) redução 199 

significativa na capacidade de sentir interesse ou prazer em todas (ou quase todas) 200 

as atividades durante a maior parte do dia, aproximadamente todos os dias (como 201 

indicado por autoavaliação ou por observações feitas por outros); (iii) significante 202 

perda de peso quando não fazendo dieta, ou ganho de peso, ou redução, ou aumento 203 

do apetite aproximadamente todos os dias; (iv) insônia ou hipersonia 204 

aproximadamente todos os dias; (v) agitação ou retardo psicomotor aproximadamente 205 

todos os dias (observável por outros); (vi) fadiga ou perda de energia 206 

aproximadamente todos os dias; (vii) sentimentos de inutilidade ou culpa excessiva, 207 

ou inapropriada (as quais podem ser delusões) aproximadamente todos os dias (não 208 

apenas autoavaliação ou culpa por estar doente); (viii) reduzida capacidade de 209 

pensamento ou concentração, ou indecisão aproximadamente todos os dias (como 210 

indicado por autoavaliação ou por observações feitas por outros); (ix) pensamentos 211 

recorrentes de morte (não apenas medo de morrer), recorrentes idealizações suicidas 212 

sem um plano específico, ou tentativa suicida, ou um plano específico para cometer 213 

suicídio. (2) Os sintomas causam sofrimento clinicamente significativo ou prejuízo no 214 

funcionamento social, ocupacional ou em outras áreas importantes do funcionamento. 215 

(3) O episódio não é atribuído ao efeito fisiológico de substâncias ou outras condições 216 

médicas.  217 

 218 

 219 

Figura 1. Representação esquemática dos sintomas do transtorno de depressão maior (TDM) de 220 

acordo com o DSM-V. Os sintomas do TDM podem ser agrupados em emocionais, neurovegetativos e 221 

neurocognitivos. Fonte: adaptado de Malhi e Mann (2018). 222 
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Dados da Organização Mundial da Saúde (OMS) reportam que a prevalência 223 

global do TDM aumentou aproximadamente 13% durante o período de 2007 – 2017, 224 

afetando mais de 300 milhões de pessoas (Figura 2) (James et al., 2018). O TDM 225 

pode aparecer pela primeira vez em qualquer idade, mas é mais prevalente em adultos 226 

(18 – 64 anos) e tem o início marcadamente aumentado com a puberdade (em torno 227 

dos 20 anos), além de apresentar maior prevalência em mulheres do que em homens 228 

(American Psychiatric Association, 2013). De acordo com a OMS, a depressão é a 229 

principal causa de incapacidade ao redor do mundo, sendo responsável por 7,5% de 230 

todos os anos vividos com incapacidade em 2015 (World Health Organization, 2017). 231 

De acordo com o Fórum Econômico Mundial (World Economic Forum), o custo global 232 

de doenças mentais foi de aproximadamente 2,5 trilhões de dólares em 2010, com um 233 

aumento estimado para mais de 6 trilhões de dólares em 2030 (Bloom, et al., 2011; 234 

Insel, 2011). Nos casos mais graves, a depressão pode levar ao suicídio, sendo 235 

responsável por 800,000 casos de suicídio por ano (World Health Organization, 2017).  236 

 237 

 238 

Figura 2. Representação esquemática da prevalência de depressão na população mundial (em 239 

milhões). Dados obtidos da Organização Mundial da Saúde, 2015. Fonte: Angela Maria Casaril.  240 

 241 

Aproximadamente 15% dos casos de depressão no mundo (48,16 milhões de 242 

pessoas) acometem a população residente na região das Américas, sendo que o 243 

Brasil é o segundo país com maior incidência da doença (5,8% da população), ficando 244 

atrás apenas dos Estados Unidos da América (EUA) (5,9% da população) (World 245 

Health Organization, 2017). No Brasil, estudos de base populacional sobre a 246 

prevalência da depressão e transtornos mentais, em geral, são relativamente 247 

escassos. A Pesquisa Nacional de Saúde de 2013, mostrou que a prevalência do TDM 248 
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é maior em mulheres, em indivíduos com idade entre 40 e 59 anos ou 80 anos ou 249 

mais, indivíduos residentes em áreas urbanas, com menor nível educacional, 250 

fumantes e entre indivíduos com hipertensão, diabetes e doenças cardíacas (cor da 251 

pele, estado civil e abuso de álcool não foram associados à depressão) (Munhoz et 252 

al., 2016). Os dados também mostraram que a menor prevalência do TDM foi 253 

observada na região Norte, enquanto a maior prevalência foi encontrada na região Sul 254 

(Figura 3) (Stopa et al., 2015). Entre as unidades federativas, as maiores prevalências 255 

de depressão foram no Rio Grande do Sul (13,2%), em Santa Catarina (12,9%) e no 256 

Paraná (11,7%), e as menores foram observadas no Pará (1,6%), no Amazonas 257 

(2,7%) e no Amapá (3,4%). Em relação às capitais, Florianópolis (11,3%), Natal 258 

(10,7%) e Porto Alegre (10,6%) foram as capitais que apresentaram as maiores 259 

prevalências, e Porto Velho (1,2%), São Luís (2,4%) e Manaus (2,7%) as que 260 

apresentam as menores prevalências (Stopa et al., 2015).  261 

 262 

 263 

Figura 3. Prevalência de auto relato de depressão na população brasileira de adultos (≥ 18 anos), 264 

segundo unidades federativas. Dados obtidos da Pesquisa Nacional de Saúde, 2013. Fonte: adaptado 265 

de Diego Montenegro (2019).  266 
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 Notavelmente, a susceptibilidade à depressão é influenciada por uma 267 

variedade de fatores de risco ambientais, genéticos e endócrinos (Figura 4) (Duman 268 

et al., 2016).  269 

 270 

 271 

Figura 4. Heterogeneidade da depressão e influências na susceptibilidade à doença. A 272 

heterogeneidade da depressão resulta de mais de um determinante patológico. Notavelmente, essas 273 

influências incluem o microbiota, vulnerabilidade genética, resposta imune pro-inflamatória, estresse e 274 

traumas na infância e adolescência, alterações metabólicas e disfunção do eixo HPA. Fonte: Angela 275 

Maria Casaril.  276 

 277 

Por exemplo, eventos estressantes na vida podem desencadear a depressão, 278 

mas é possível que indivíduos geneticamente susceptíveis sejam mais propensos a 279 

desenvolverem depressão ao lidarem com os eventos estressantes da vida, 280 

dificultando a determinação da direção dos efeitos. Por isso, a vulnerabilidade 281 

genética e a influência ambiental provavelmente contribuem em conjunto para a 282 

complexidade e heterogeneidade da depressão (Duman et al., 2016). A disfunção do 283 

eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA, do inglês hypothalamic-pituitary-adrenal), 284 

fatores neurotróficos, microbioma, citocinas inflamatórias, situações estressantes e 285 

alterações metabólicas podem levar a alterações nos neurotransmissores, sinalização 286 

intracelular, transcrição e tradução gênica que contribuem para a manifestação dos 287 

Biorender.com 
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sintomas depressivos (Duman et al., 2016). Consoante a isso, um estudo de 288 

associação em genoma completo (GWAS, do inglês genome-wide association study) 289 

de mais de 60,000 casos encontrou associações significativas entre a depressão e o 290 

sistema imune, sinalização neuronal, densidade sináptica e a função de histonas 291 

(Network and Pathway Analysis Subgroup of Psychiatric Genomics Consortium, 292 

2015). A depressão como uma doença hereditária é observada em apenas 35 – 40% 293 

dos casos, mas provavelmente também é influenciada por fatores ambientais (Sullivan 294 

et al., 2000). 295 

Por outro lado, alguns fatores aumentam a resiliência e aumentam a 296 

capacidade de evitar os efeitos prejudiciais do estresse traumático ou crônico (Russo 297 

et al., 2012). A resiliência à depressão pode ser o resultado da ausência de respostas 298 

negativas observadas em indivíduos suscetíveis ou dos mecanismos adaptativos que 299 

promovem humor e emoções normais (Duman et al., 2016). 300 

Apesar do impacto social e econômico da depressão, a sua ainda não foi 301 

elucidada, e diferentes hipóteses têm sido postuladas na tentativa de se encontrar um 302 

fator causal para essa desordem.  303 

 304 

2.2 Feeling blue: a etiologia da depressão  305 

Ao contrário de outras áreas da medicina, os últimos 35 anos não trouxeram 306 

nenhum avanço concreto para elucidar a etiologia da depressão, possivelmente por 307 

ela ainda ser predominantemente discutida como uma doença de caráter 308 

exclusivamente mental (Bullmore, 2018). De acordo com o DSM-V, o diagnóstico do 309 

TDM seria explicitamente excluído se o paciente fosse diagnosticado com alguma 310 

outra doença. No entanto, a depressão pode se manifestar como uma consequência 311 

das alterações fisiológicas decorrentes de outra doença, como, por exemplo, artrite 312 

reumatoide, câncer e diabetes. Hoje sabemos que, assim como as outras desordens 313 

psiquiátricas, a etiologia da depressão é notavelmente complexa, envolvendo fatores 314 

neuroendócrinos, neuroimunológicos genéticos, epigenéticos e psicossociais 315 

(Bienvenu et al., 2011; Li et al., 2011; Nestler, 2014). Essa complexidade tem um 316 

impacto direto na acurácia do diagnóstico da depressão e seus subtipos, no 317 

entendimento de sua patofisiologia (Krishnan e Nestler, 2008) e na descoberta e 318 

escolha de estratégias terapêuticas eficientes (Alexander e Preskorn, 2014).  319 

 320 

 321 
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2.2.1 Disfunção da neurotransmissão monoaminérgica  322 

As catecolaminas são um grupo de moléculas fisiologicamente ativas, 323 

estruturalmente caracterizadas por possuírem um anel catecol e um grupo amina, 324 

agindo como neurotransmissores e hormônios. As principais catecolaminas são a 325 

dopamina, noradrenalina e adrenalina (Figura 5). Enquanto a dopamina desempenha 326 

papel importante no controle emocional, motivação, formação de memória, modulação 327 

endócrina e controle motor, a adrenalina e noradrenalina estão envolvidas 328 

principalmente com a regulação de funções viscerais (resposta de luta-ou-fuga) 329 

através do sistema nervoso simpático e consolidação de memórias de eventos 330 

emocionais (Bear et al., 2017).  331 

 332 

 333 

Figura 5. Rota de biossíntese das catecolaminas. As catecolaminas são derivadas do aminoácido L-334 

fenilalanina, o qual é convertido em L-tirosina pela enzima fenilalanina 4-hidroxilase. A L-tirosina é 335 

convertida em 3,4-diidroxifenilalanina (L-DOPA) pela enzima tirosina 3-hidroxilase. A L-DOPA é 336 

convertida em dopamina pela enzima L-DOPA descarboxilase. Adicionalmente, a dopamina pode ser 337 

convertida em norepinefrina pela enzima dopamina beta-hidroxilase, enquanto a noradrenalina pode 338 

ser convertida em adrenalina pela enzima feniletanolamina N-metiltransferase. Grupo catecol 339 

representado em verde. Fonte: Angela Maria Casaril 340 

 341 

Similar às catecolaminas, a serotonina (ou 5-hidroxitriptamina) compartilha a 342 

presença de um grupo amina em sua estrutura, sem possuir o grupo catecol. 343 

Sintetizada a partir do aminoácido triptofano, a serotonina é caracterizada 344 

estruturalmente pela presença do anel indólico (Figura 6). Neurônios serotoninérgicos 345 

são relativamente poucos, mas inervam grande parte do sistema nervoso central, 346 
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sendo importantes na regulação do humor, cognição, comportamento emocional, sono 347 

e aprendizado (Bear et al., 2017).  348 

 349 

 350 

Figura 6. Rota de biossíntese da serotonina. O triptofano e o aminoácido precursor da síntese de 351 

serotonina. O triptofano e convertido em 5-hidroxitriptofano (5-HTP) pela enzima triptofano hidroxilase. 352 

O 5-HTP e então convertido em serotonina pela enzima 5-HTP descarboxilase. Vale destacar que o 353 

triptofano pode ser convertido em quinurenina quando metabolizado pela enzima indoleamina 2,3-354 

dioxigenase (IDO). Por sua vez, a quinurenina pode gerar ácido quinolínico ou ácido quinurênico. 355 

Núcleo indólico representado em azul. Fonte: Angela Maria Casaril. 356 

 357 

Por compartilharem a presença de um grupo amina em sua estrutura, a 358 

serotonina, dopamina e noradrenalina são classificadas como neurotransmissores 359 

monoaminérgicos. Uma vez que não há uma enzima extracelular de degradação 360 

rápida para o sistema monoaminérgico, a ação desses neurotransmissores na fenda 361 

sináptica é terminada pela sua captação seletiva de volta para o terminal axonal 362 

através de transportadores (Bear et al., 2017). Uma vez dentro do terminal axonal, as 363 

monoaminas podem ser transportadas novamente para as vesículas sinápticas para 364 
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serem reutilizadas, ou podem ser degradadas enzimaticamente pela ação das 365 

monoaminas oxidases (MAOs), flavoproteínas localizadas na membrana mitocondrial 366 

externa (Figura 7) (Bear et al., 2017).  367 

 368 

 369 

Figura 7.  Neurotransmissão monoaminérgica. Após sintetizadas, as monoaminas são internalizadas 370 

e armazenadas em vesículas sinápticas. A chegada de um potencial de ação no terminal axonal ativa 371 

os canais de cálcio (Ca2+) dependentes de voltagem, desencadeando a liberação dos 372 

neurotransmissores das vesículas para a fenda sináptica por um processo de exocitose. Quando 373 

liberados, os neurotransmissores monoaminérgicos podem se ligar aos receptores nos neurônios pós-374 

sinápticos para desencadear uma resposta fisiológica, ou podem ser recaptados para o neurônio pré-375 

sináptico através de transportadores. Uma vez recaptados, os neurotransmissores monoaminérgicos 376 

podem novamente ser internalizados nas vesículas sinápticas, ou podem ser degradados pela ação 377 

enzimática das monoaminas oxidases, localizadas na membrana mitocondrial externa. Fonte: Angela 378 

Maria Casaril.  379 

 380 

Em 1965, Joseph Schildkraut propôs a primeira hipótese para explicar a 381 

etiologia da depressão. A hipótese catecolaminérgica de desordens afetivas, como foi 382 

chamada, baseou-se nas observações de que (i) a reserpina induzia depressão em 383 

humanos por causar a depleção de noradrenalina, (ii) as anfetaminas agiam como 384 

estimulantes por aumentar a liberação de noradrenalina, (iii) os medicamentos 385 

inibidores das MAOs (MAOIs, do inglês monoamine oxidases inhibitors) eram 386 

antidepressivos por aumentar as catecolaminas no cérebro, (iv) e de que a imipramina 387 

agia como antidepressivo por aumentar a ação da noradrenalina (Schildkraut et al., 388 

1965). Na mesma época, a hipótese serotoninérgica da depressão começou a ser 389 
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desenvolvida. Em 1963, Alec Coppen demonstrou que a administração de triptofano 390 

em animais com comportamento tipo-depressivo aumentavam os efeitos terapêuticos 391 

dos MAOIs (Coppen et al., 1963). Um ano depois, Herman Praag sugeriu a relação 392 

entre a inibição das MAOs e a ação antidepressiva e entre a disfunção serotoninérgica 393 

e alguns tipos de depressão (López-Muñoz e Alamo, 2009; Van Praag et al., 1964).  394 

Nesse sentido, a hipótese monoaminérgica propõe que pacientes depressivos 395 

apresentam redução na disponibilidade dos neurotransmissores monoaminérgico na 396 

fenda sináptica. De fato, tem sido reportado que pacientes com os tipos mais severos 397 

de depressão apresentam baixos níveis plasmáticos de triptofano (Anderson et al., 398 

1990). Entretanto, estudos recentes têm fornecido evidências de que a depleção de 399 

monoaminas é muito simplista para explicar o surgimento da depressão. Por exemplo, 400 

a depleção de monoaminas em pacientes saudáveis não produz sintomas depressivos 401 

(Salomon et al., 1997), a depleção de triptofano não aumenta os sintomas depressivos 402 

em pacientes depressivos não medicados (Berman et al., 2002) e os MAOIs e os 403 

inibidores seletivos da recaptação de serotonina (SSRIs, do inglês selective 404 

serorotonin reuptake inhibitors) aumentam rapidamente a transmissão 405 

monoaminérgica, mas necessitam de semanas para melhorar o humor dos pacientes 406 

(Krishnan e Nestler, 2008).  407 

Assim, uma revisão da hipótese monoaminérgica sugere que a depleção de 408 

monoaminas está presente no contexto de estressores ou que essa depleção exerce 409 

um papel modulador e influencia outros sistemas neurobiológicos (como a sinalização 410 

intracelular e outros neurotransmissores e neuropeptídios) (Charney, 1998; Heninger 411 

et al., 1996). Atualmente, sabe-se que o uso de antidepressivos acarreta alterações 412 

na neuroplasticidade sináptica, através da influência nos processos de transcrição e 413 

tradução de proteínas envolvidas com a plasticidade celular (Krishnan e Nestler, 2008; 414 

Pittenger e Duman, 2008). Por exemplo, ensaios pré-clínicos e clínicos demonstraram 415 

que antidepressivos administrados cronicamente aumentam a expressão do fator de 416 

transcrição proteína de ligação responsiva ao AMP cíclico (cAMP) (CREB, do inglês 417 

cyclic-AMP-response-element binding protein), o qual faz parte da via de sinalização 418 

de diversos receptores serotoninérgicos e outros receptores acoplados a proteína G 419 

(Krishnan e Nestler, 2008; Pittenger e Duman, 2008). Adicionalmente, tem sido 420 

proposto que o bloqueio simultâneo de autoreceptores serotoninérgicos 5HT1A e dos 421 

transportadores serotoninérgicos (SERT, do inglês serotonin transporter) acelera o 422 

tempo de ação dos efeitos antidepressivos, quando comparado ao uso dos SSRIs 423 
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sozinhos (Artigas et al., 1994; Maes et al., 1999; Starr et al., 2007). O bloqueio dos 424 

receptores 5HT2A e 5HT2C também desencadeia efeitos tipo-antidepressivos (Millan, 425 

2005; Zaniewska et al., 2010), podendo agir de forma sinérgica com os SSRIs (Marek 426 

et al., 2003). Similarmente, o antagonismo dos receptores 5HT3 tem sido associado 427 

com o rápido efeito de ação de moléculas antidepressivas (Alam et al., 2013; Bétry et 428 

al., 2013). 429 

Notavelmente, a prescrição dos antidepressivos moduladores de monoaminas 430 

é realizada sem a confirmação de que os pacientes apresentam níveis reduzidos 431 

desses neurotransmissores. Embora a hipótese monoaminérgica seja a base para a 432 

maioria dos antidepressivos disponíveis atualmente, as observações de que as 433 

monoaminas podem ser coadjuvantes na patofisiologia da depressão impulsionou a 434 

pesquisa de novas hipóteses para estabelecer um fator causal para essa doença.  435 

 436 

2.2.2 Disfunção do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal  437 

Como resultado do trabalho de Board e colaboradores, a década de 50 também 438 

foi marcada pela observação inicial de que pacientes depressivos apresentavam 439 

elevados níveis plasmáticos de cortisol (Board et al., 1956). Subsequentemente, 440 

diversos outros estudos deram suporte a essa observação (Bunney et al., 1965; Butler 441 

e Besser, 1968; Carroll et al., 1976; Gibbons, 1964; Gold et al., 1986; Sachar, 1967, 442 

1970; Sachar et al., 1973), aumentando o interesse sobre a influência do estresse e 443 

do sistema endócrino na fisiopatologia da depressão. 444 

Independente do contexto ambiental, a sobrevivência é a prioridade 445 

fundamental de todos os organismos, dependendo grandemente da capacidade de 446 

adaptação às mais diversas ameaças à homeostase ou ao bem-estar. Essas ameaças 447 

(físicas ou psicológicas e reais ou percebidas) são chamadas de estressores e dão 448 

início a “resposta ao estresse”. A resposta ao estresse evoluiu como um processo 449 

adaptativo que envolve a resposta integrada de diferentes sistemas fisiológicos aos 450 

estressores, caracterizada pelo comportamento de esquiva, aumento da vigilância e 451 

alerta, ativação do sistema nervoso simpático e liberação de cortisol pelas glândulas 452 

adrenais (Bear et al., 2017). Embora o sistema nervoso autonômico também esteja 453 

envolvido, o eixo HPA representa o principal sistema regulatório da resposta ao 454 

estresse (Herman et al., 2016; Selye, 1936).  455 

O eixo HPA consiste em um sistema de retroalimentação (feedback) que inclui 456 

primariamente o hipotálamo, a hipófise e as glândulas adrenais, mas que também é 457 
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fortemente regulado pelo hipocampo e amígdala (Figura 8). A ativação do eixo HPA é 458 

iniciada via neurotransmissão excitatória a nível do núcleo paraventricular (PVN, do 459 

inglês paraventricular nucleus) do hipotálamo (Herman et al., 2016). Estressores 460 

físicos (como hipovolemia, dor, inflamação, desequilíbrio de fluídos e desequilíbrio 461 

metabólico) desencadeiam a resposta ao estresse através de neurônios ascendentes 462 

ou órgãos circunventriculares, os quais enviam projeções diretas ao PVN (Herman, 463 

2003; Herman et al., 2016). Esse tipo de ativação do eixo HPA caracteriza a chamada 464 

“resposta reativa”, uma vez que há um estimulo que sinaliza para uma ameaça direta 465 

à homeostase do organismo (os chamados “estressores sistêmicos”) (Jankord e 466 

Herman, 2008). A ativação do eixo HPA também pode ocorrer na ausência de uma 467 

ameaça clara, servindo para alertar o organismo sobre uma futura ameaça à 468 

homeostase. Essas respostas antecipatórias são iniciadas através da comparação de 469 

um estimulo ambiental com memórias (por exemplo, experiências prévias com um 470 

estimulo doloroso) ou com sistemas inatos (por exemplo, o instinto em sentir medo de 471 

predadores), caracterizando os “estressores psicogênicos” (Jankord e Herman, 2008). 472 

Essas respostas antecipatórias dependem fortemente do sistema límbico 473 

(especialmente amígdala e hipocampo) e suas conexões indiretas com o PVN 474 

(Herman, 2003).  475 

Seguido por um estressor sistêmico ou psicogênico, o PVN do hipotálamo libera 476 

o hormônio liberador de corticotrofina (CRH, do inglês corticotropin releasing 477 

hormone), o qual interage com receptores CRH tipo 1 acoplados à proteína G na 478 

hipófise anterior, para estimular a produção e liberação do hormônio 479 

adrenocorticotrófico (ACTH, do inglês adrenocorticotropin hormone). O ACTH é 480 

transportado pela circulação sanguínea para o córtex da adrenal e interage com 481 

receptores de melanocortina 2 para estimular a biossíntese de colesterol, e 482 

consequentemente, a produção e liberação de glicocorticoides pela zona fasciculada 483 

do córtex da adrenal. Os principais produtos finais da ativação do eixo HPA são o 484 

cortisol em humanos e a corticosterona em roedores. Fisiologicamente, a atividade do 485 

eixo HPA é caracterizada pelo ritmo circadiano e pelo padrão de liberação de 486 

glicocorticoides em picos, com um pico de produção a cada 1-2 horas (Young et al., 487 

2004). 488 

Devido ao seu caráter lipofílico, o cortisol é transportado na corrente sanguínea 489 

ligado às proteínas carreadoras (especialmente a transcortina). O cortisol 490 

desencadeia seus efeitos através da interação com dois tipos principais de receptores 491 
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intracelulares, os receptores mineralocorticoides (MR, do inglês mineralocorticoid 492 

receptors) e os receptores de glicocorticoide (GR, do inglês glucocorticoid receptor), 493 

amplamente distribuídos pelo organismo.  494 

Dentre os inúmeros efeitos do cortisol, vale destacar sua capacidade de 495 

mobilizar reservas energéticas (estimulo da glicólise, lipólise e proteólise) e sua 496 

atividade anti-inflamatória/imunossupressora (Cruz-Topete e Cidlowski, 2015). A 497 

ligação do cortisol aos GR causa alterações conformacionais que permitem a 498 

dissociação de proteínas de choque térmico (HSP, do inglês heat shock proteins) 499 

seguido da translocação do complexo GR-cortisol para o núcleo. Esse complexo 500 

interage com elementos de resposta ao glicocorticoide (GRE, do inglês glucocorticoid-501 

response elements), regulando a expressão de inúmeros genes (Gravanis e Margioris, 502 

2001). O efeito anti-inflamatório do complexo GR-cortisol decorre, principalmente, da 503 

sua capacidade de reduzir a expressão dos fatores de transcrição pró-inflamatórios 504 

proteína ativadora-1 (AP-1, do inglês activator protein-1) e fator nuclear kappa B 505 

(NFκB, do inglês nuclear fator kappa B), os quais são ativados após a exposição do 506 

organismo a um patógeno. O complexo GR-cortisol pode reduzir atividade da AP-1 507 

através da interação física com o c-Jun (uma das subunidades da AP-1), reprimindo 508 

assim a atividade da proteína e a transcrição de genes inflamatórios (Busillo e 509 

Cidlowski, 2013). A redução na atividade do NFκB por parte do complexo GR-cortisol 510 

decorre por inúmeros mecanismos (Cruz-Topete e Cidlowski, 2015): (i) GR-cortisol 511 

interage fisicamente com a subunidade p65 do NFκB; (ii) GR-cortisol recruta a 512 

proteína de interação com GR (GRIP, do inglês GR interacting protein) que bloqueia 513 

a formação do heterodímero de NFκB com o fator de regulação de interferon 3 (IRF3, 514 

do inglês interferon regulatory factor 3); (iii) GR-cortisol previne a fosforilação e 515 

ativação da RNA polimerase II através do bloqueio da interação com o fator positivo b 516 

de alongamento de transcrição (pTEFb, do inglês positive transcription elongation 517 

factor); (iv) GR-cortisol recruta histona deacetilases (HDAC, do inglês histone 518 

deacetylases) que atuam como correpressoras da subunidade p65 do NFκB; (v) GR-519 

cortisol previne a interação do NFκB com a proteína de ligação ao CREB; (vi) GR-520 

cortisol interage com a p53 para alterar a atividade transcricional do NFκB. Em adição, 521 

glicocorticoides podem reduzir a expressão de moléculas de adesão (as quais 522 

previnem o rolamento, adesão e extravasamento de neutrófilos aos sítios de 523 

inflamação) e bloquear a produção e citocinas derivadas de células T (Cruz-Topete e 524 

Cidlowski, 2015). No sistema nervoso central, o cortisol regula a sobrevivência 525 
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neuronal, neurogênese, aquisição de memória e potenciação de longa duração 526 

(Anacker et al., 2011; Pavlides e McEwen, 1999).  527 

 528 

 529 

Figura 8. Representação do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA). Em resposta a estressores 530 

físicos ou psicogênicos, o PVN do hipotálamo produz CRH que age na hipófise para estimular a 531 

liberação de ACTH. Liberado na corrente sanguínea, o ACTH estimula o córtex da adrenal a produzir 532 

cortisol. Através de um mecanismo de feedback negativo, o cortisol reduz a liberação de CRH e ACTH, 533 

consequentemente reduzindo a resposta ao estresse. Na depressão, a disfunção da sinalização e 534 

resistência dos GR impede o feedback negativo, acarretando na hiperativação do eixo HPA e 535 

hipercortisolemia periférica. Enquanto que a amigdala está envolvida com a ativação do eixo HPA frente 536 

a uma ameaça, a sinalização de GR no hipocampo tem papel crucial no feedback negativo do eixo 537 

HPA. Fonte: Angela Maria Casaril.  538 

 539 

Diante do potente efeito catabólico e imunossupressor do cortisol, um 540 

mecanismo de feedback negativo sob a resposta secretória do CRH e ACTH limita a 541 

duração da exposição do organismo ao cortisol. Tanto os MR quanto os GR estão 542 

envolvidos com o feedback do cortisol (de Kloet, 1991), mas há diferenças na 543 

distribuição, ocupação e propriedades de ligação desses dois receptores que afetam 544 

suas funções fisiológicas. No cérebro, os MR são altamente expressos no sistema 545 
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límbico enquanto o GR é encontrado tanto em estruturas corticais quanto subcorticais, 546 

mas com uma distribuição preferencial no córtex pré-frontal (Patel et al., 2000). O 547 

cortisol se liga aos MR com uma afinidade de 6 a 10 vezes maior do que com os GR 548 

(de Kloet et al., 1999). Consequentemente, em níveis basais, 90% dos MR estão 549 

ocupados pelo cortisol, enquanto apenas 10% dos GR são ocupados. Dessa forma, 550 

apenas em condições de alta secreção de cortisol (como durante os picos circadianos 551 

e durante o estresse) os MR se tornam saturados e a ocupação do GR aumenta para 552 

67 – 74% (Reul e Kloet, 1985). Quando os níveis de cortisol estão muito elevados, a 553 

ativação dos GR no hipocampo e hipotálamo promove a inibição da liberação de CRH 554 

(e subsequentemente de ACTH) (Bear et al., 2017). Assim, os GR são imprescindíveis 555 

para a regulação do eixo HPA em situações de excesso de cortisol, e o prejuízo nesse 556 

sistema de auto regulação tem sido reconhecido como um fator causal para a 557 

depressão.  558 

 Os prejuízos na função do eixo HPA em pacientes depressivos se manifestam 559 

pela hipersecreção de CRH e ACTH (Holsboer et al., 1987; Nemeroff et al., 1984; 560 

Rubin et al., 1987) e a presença elevados níveis plasmáticos (Carroll, 1982) e salivares 561 

(Vreeburg et al., 2009) de cortisol. Adicionalmente, a disfunção dos GR tem sido 562 

observada em diferentes níveis em pacientes depressivos. Estruturalmente, 563 

observou-se a redução na expressão do mRNA de GR em amostras de cérebro post-564 

mortem (Webster et al., 2002). Funcionalmente, pacientes depressivos não 565 

respondem à supressão pela dexametasona (Rush et al., 1996). Corroborando com 566 

esses dados, sintomas depressivos são encontrados em 50 – 70% dos pacientes 567 

portadores da doença de Cushing, uma síndrome resultante da produção excessiva 568 

de glicocorticoides pelas glândulas adrenais (Sonino e Fava, 1998). Dessa forma, 569 

embora sejam observados elevados níveis de cortisol em pacientes depressivos, a 570 

sinalização dos GR parece estar prejudicada, acarretando no prejuízo do feedback 571 

negativo para inibir a resposta ao estresse e evitar a hiperativação do eixo HPA, 572 

caracterizando a chamada “resistência aos glicocorticoides” (Anacker et al., 2011).  573 

Um dos principais mecanismos responsáveis pela disfunção dos GR e pela 574 

resistência aos glicocorticoides vistas na depressão é a ativação da resposta imune. 575 

Citocinas pró-inflamatórias podem diminuir a função dos GR por reduzirem a afinidade 576 

dos GR pelo cortisol (Maddock e Pariante, 2001; Pariante et al., 1999). Além disso, 577 

mostrou-se que a interleucina 1 (IL-1) bloqueia diretamente a translocação dos GR do 578 

citoplasma para o núcleo (Pariante et al., 1999) através do estimulo da via de 579 
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sinalização da proteína quinase ativada por mitógeno p38 (MAPK p38, do inglês 580 

mitogen-activated protein kinase p38) e fosforilação dos GR (Wang et al., 2004). 581 

Adicionalmente, a ativação de quinases regulada por sinal extracelular (ERK, do inglês 582 

extracellular signal-regulated kinases) por citocinas pró-inflamatórias acarreta na 583 

fosforilação de cofatores dos GR, inibindo sua função (Rogatsky et al., 1998).  584 

Um segundo possível mecanismo envolvido na resistência dos GR na 585 

depressão é a redução na atividade da proteína quinase A (PKA), a qual está 586 

envolvida na fosforilação e ativação dos GR (Pace et al., 2007). Agonistas da PKA 587 

aumentam os níveis de mRNA, a transcrição e a função dos GR (Penuelas et al., 588 

1998). Inibidores da fosfodiesterase tipo 4 (como o rolipram, conhecidos por aumentar 589 

a atividade da PKA), não só aumentam a função dos GR quando administrados 590 

sozinhos, mas também potencializam a capacidade dos antidepressivos em aumentar 591 

a função dos GR (Miller et al., 2002). Adicionalmente, estudos demonstraram que a 592 

via de sinalização do cAMP/PKA age como mediadora do efeito psicotrópico de 593 

antidepressivos, possivelmente levando ao aumento da neurogênese (Duman et al., 594 

2001; Rasenick et al., 1996). Corroborando com essas observações, um decréscimo 595 

na atividade da PKA foi observado in vitro em fibroblastos de pacientes depressivos 596 

(Manier et al., 2000).  597 

Um terceiro mecanismo que explicaria a função reduzida dos GR na depressão 598 

é pelo decréscimo na entrada de cortisol no cérebro, devido a atividade anormal do 599 

sistema de transporte de esteroides da membrana celular. O cortisol plasmático não 600 

pode entrar no cérebro por difusão passiva pois seu acesso é limitado pelos 601 

transportadores de esteroides, como a glicoproteína P, os quais promovem o efluxo 602 

do cortisol do cérebro (de Kloet et al., 1998). Dessa forma, tem sido sugerido que a 603 

hipercortisolemia periférica é uma resposta compensatória adaptativa a 604 

hipocortisolemia central (Pariante 2003): a baixa concentração de cortisol no cérebro 605 

impede que o feedback negativo ocorra, acarretando na hiperativação do eixo HPA, 606 

que quando ocorre cronicamente, leva à hipercortisolemia central. Consoante a isso, 607 

estudos in vitro demonstraram que os antidepressivos convencionais inibem 608 

diretamente a atividade desses transportadores de esteroides (Weiss et al., 2003).  609 

Notavelmente, um dos principais efeitos da hipercortisolemina central é a 610 

redução da proliferação neuronal na zona subgranular do hipocampo, levando a 611 

atrofia e redução do volume hipocampal vistos na depressão (Krishnan e Nestler, 612 

2008; McEwen, 2007). Evidências sugerem que elevados níveis de cortisol reduzem 613 
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os efeitos do fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF, do inglês brain derived 614 

neurotrophic fator) (Smith et al., 1995), reduzem a arborização dendrítica (Wooley et 615 

al., 1990) e acarretam na morte celular (Sapolsky, 1992) no hipocampo.  616 

Diante da influência do eixo HPA na depressão, novas estratégias terapêuticas 617 

para o tratamento dessa doença estão sendo testadas. O antagonista do receptor 618 

CRH do tipo 1, R121919, mostrou-se promissor no tratamento da depressão (Zobel et 619 

al., 2000), mas foi posteriormente retirado dos ensaios clínicos devido à 620 

hepatotoxicidade. A mifepristona (RU486), um antagonista dos GR, mostrou-se eficaz 621 

no tratamento da depressão psicótica em ensaios clínicos (Flores et al., 2006), uma 622 

vez que o bloqueio dos GR pode “reiniciar” o eixo HPA (Belanoff et al 2002). Apesar 623 

de promissores, os medicamentos moduladores do eixo HPA ainda não se tornaram 624 

antidepressivos aprovados clinicamente (Aubry, 2013; Malhi e Mann, 2018).  625 

 626 

2.2.3 Prejuízo na neuroplasticidade sináptica  627 

Em adição à hiperativação do eixo HPA em pacientes com depressão, a 628 

disfunção da neurotransmissão glutamatérgica e prejuízos na neuroplasticidade 629 

sináptica vem se destacando como possíveis mecanismos envolvidos com a 630 

patofisiologia da depressão. A primeira observação da “hipótese glutamatérgica” é 631 

datada do início dos anos 90, com a demonstração de que antagonistas dos 632 

receptores N-metil-D-aspartato (NMDA-R, do inglês N-methyl-D-aspartate receptor) 633 

possuíam efeito tipo-antidepressivo (Trullas e Skolnick, 1990). Com a aquisição de 634 

mais dados pré-clínicos e clínicos, essa hipótese foi reformulada para integrar 635 

observações de diversas áreas, incluindo a sinalização intracelular e mecanismos de 636 

expressão gênica, mecanismos neurotróficos, neurogênese, plasticidade sináptica e 637 

remodelamento de circuitos neuronais, criando a chamada “hipótese da 638 

neuroplasticidade” (Pittenger e Duman, 2008; Racagni e Popoli, 2008; Sanacora et al., 639 

2008). 640 

A plasticidade sináptica representa uma das principais funções do cérebro, a 641 

habilidade de detectar, avaliar e armazenar informações complexas e realizar 642 

respostas adaptativas subsequentes ao estímulo relacionado (Holtmaat e Svoboda, 643 

2009). A sinaptogênese é regulada por uma complexa interação de cascatas 644 

intracelulares, e a disfunção em uma dessas vias, como por exemplo, a perda do 645 

suporte neurotrófico, tem sido implicada na patofisiologia da depressão (Duman e 646 

Aghajanian, 2012).  647 
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 Vale destacar que a maioria das alterações na neuroplasticidade sináptica tem 648 

sido observadas em neurônios que pertencem ao sistema de neurotransmissão 649 

glutamatérgica (Figura 9), ao invés dos neurônios monoaminérgicos (Sanacora et al., 650 

2008). O glutamato é responsável pela maioria das sinapses excitatórias rápidas no 651 

cérebro, com um papel crucial na plasticidade sináptica, humor, aprendizado e 652 

memória.  653 

 O glutamato é sintetizado de novo a partir da glicose via ciclo de Crebs e alfa-654 

cetoglutarato, ou pode ser reciclado através do ciclo glutamato/glutamina. O glutamato 655 

é então transportado e armazenado no interior de vesículas sinápticas até ser liberado 656 

por exocitose. Quando liberado, o glutamato se liga à diferentes receptores, incluindo 657 

os receptores metabotrópicos acoplados à proteína G e os receptores ionotrópicos 658 

NMDA-R, ácido alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropiónico (AMPA-R, do inglês 659 

alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid receptor) e cainato. Os 660 

AMPA-R e NMDA-R são fundamentais para a plasticidade sináptica dependente de 661 

atividade, principalmente através da potenciação de longa duração (LTP, do inglês 662 

long-term potentiation) (Morris et al., 1986). Nesse processo, os AMPA-R rapidamente 663 

conduzem a corrente de despolarização pela membrana, levando ao influxo de Ca2+ 664 

pelos NMDA-R e subsequente ativação da proteína quinase II dependente de 665 

Ca2+/calmodulina (CAMKII, do inglês Ca2+/calmodulin dependent protein kinase II) e 666 

outros segundo-mensageiros downstream que culminam com a incorporação de 667 

AMPA-R na membrana. 668 

 A sinalização adequada dos NMDA-R promove a sobrevivência celular e 669 

suporte neurotrófico. A ativação moderada dos NMDA-R sinápticos promove o influxo 670 

de Ca2+ e ativa vias de sinalização que favorecem a neuroproteção, incluindo as vias 671 

de sinalização das MAPK Ras-Raf-MEK e do CREB, resultando no aumento da 672 

expressão do BDNF (Murrough et al., 2017). Por outro lado, a ativação dos NMDA-R 673 

extra sinápticos induz vias de sinalização pro-apoptóticas, que, consequentemente, 674 

podem contribuir com a apoptose neuronal (Hardingham e Bading, 2010). A 675 

excitotoxicidade glutamatérgica pode ser consequência da ativação dos NMDA-R 676 

extra sinápticos devido ao prejuízo da remoção do glutamato da fenda simpática. Uma 677 

vez que não há enzimas sinápticas responsáveis pela eliminação do glutamato, sua 678 

remoção depende da entrada nas células glias através dos transportadores de 679 

aminoácidos excitatórios (EAAT, do inglês excitatory amino acid transporters). De fato, 680 

a redução no número e densidade de células gliais (Hamidi et al., 2004) e expressão 681 
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reduzida dos EAAT (Choudary et al., 2005) foram encontradas em pacientes 682 

depressivos. A redução no número e densidade de células gliais em pacientes com 683 

desordens do humor são um dos achados mais consistentes na pesquisa psiquiátrica 684 

(Sanacora et al., 2008).  685 

 De acordo com a observação de que o estresse é um dos principais fatores de 686 

risco para a depressão, o estresse crônico afeta a liberação e recaptação de glutamato 687 

no córtex pré-frontal por reduzir a disponibilidade de AMPA-R e NMDA-R, reduzir a 688 

densidade e o diâmetro sináptico, reduzir o tamanho e arborização dendrítica e 689 

diminuir o fluxo glutamato/glutamina (Popoli et al., 2012). Recentes estudos post-690 

mortem também demonstraram redução no número de sinapses (Kang et al., 2012) e 691 

nos níveis de glutamato (Moriguchi et al., 2018) no córtex pré-frontal de pacientes 692 

depressivos, o que explicaria a reduzida plasticidade sináptica observada nessa 693 

região cerebral. Estudos pré-clínicos deram suporte a essa observação ao confirmar 694 

que a exposição ao estresse crônico causa alterações na densidade de espinhas 695 

dendríticas e arborização dendrítica, remodelamento de sinapses, atrofia neuronal, 696 

perda de células gliais e redução na neurogênese, especialmente no córtex pré-frontal 697 

e no hipocampo (Duman e Aghajanian 2012; Gould et al., 1997; Morrison e Baxter, 698 

2012). Vale destacar que, enquanto a exposição crônica ao cortisol promove a perda 699 

das espinhas dendríticas (Liston e Gan, 2011), a exposição aguda ao cortisol promove 700 

a interação dos GR com o receptor de tropomiosina quinase B (TrkB, do inglês 701 

tropomyosin receptor kinase B) para induzir a adaptação de espinhas dendríticas, 702 

indicando a complexa interação entre a sinalização dos GR e TrkB-BDNF (Jeanneteau 703 

et al., 2008). Enquanto que o estresse agudo aumenta a liberação de glutamato e a 704 

sinalização apropriada, o estresse crônico leva a alterações mal adaptativas na 705 

sinapse glutamatérgica. Essas alterações incluem a redução no fluxo de conversão 706 

de glutamato/glutamina (reduzindo a concentração de glutamato) (Banasr et al., 707 

2010), redução na recaptação de glutamato pelas células gliais e aumento na ativação 708 

dos NMDA-R extra sinápticos, potencialmente contribuindo com a excitotoxicidade, 709 

perda sináptica e ativação de vias intracelulares pró-apoptóticas (Figura 9) (Murrough 710 

et al., 2017). Adicionalmente, estudos têm demonstrado que pacientes depressivos 711 

apresentam redução nos níveis do neurotransmissor ácido gama-aminobutírico 712 

(GABA, do inglês gamma aminobutyric acid) e déficits na função dos receptores de 713 

GABA (GABA-R) (Fee et al., 2017; Godfrey et al., 2018). Consoante a isso, estudos 714 

pré-clínicos demonstraram que o estresse crônico reduz a síntese de GABA no córtex 715 
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pré-frontal e outras regiões corticais (Ghosal et al., 2017; Fee et al., 2017). O GABA é 716 

o principal neurotransmissor inibitório do sistema nervoso central, participando do 717 

controle da neurotransmissão glutamatérgica. Assim, o decréscimo na 718 

neurotransmissão GABAérgica contribui com o aumento da excitotoxicidade 719 

glutamatérgica vista em pacientes depressivos (Duman et al., 2009). Como 720 

consequência, essas alterações explicariam a redução no volume do córtex pré-frontal 721 

e hipocampo (Kemptom et al., 2011), alterações nos níveis de glutamato (Yuksel e 722 

Ongur, 2010) e na conectividade dos circuitos neurais (Kaiser et al., 2015) observadas 723 

na depressão.  724 

Um dos principais fatores neurotróficos envolvidos com a plasticidade sináptica 725 

dependente da neurotransmissão glutamatérgica é o BDNF. O BDNF é expresso em 726 

altas concentrações no cérebro de adultos, especialmente no córtex pré-frontal, 727 

hipocampo, amígdala e hipotálamo, as quais são regiões amplamente envolvidas com 728 

a regulação do humor (Friedman e Greene, 1999). O BDNF é sintetizado como um 729 

precursor pró-BDNF de 32 kDa que sofre processamento proteolítico (via furina, 730 

proconvertases, plasmina e metaloproteinases) para originar a forma madura do 731 

BDNF de 14 kDa (Lessmann e Brigadski, 2009). A forma madura do BDNF sinaliza 732 

via TrkB, recrutando as vias de sinalização das MAPK Ras-Raf-MEK, fosfolipase C 733 

(PLC, do inglês phospholipase C) e fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K, do inglês 734 

phosphatidylinositol 3-kinase) (Chao, 2003) (Figura 9). O pró-BDNF se liga ao receptor 735 

de neurotrofina p75 (p75NTR, do inglês p75 neurtrophin receptor) e modula as vias 736 

de sinalização do NFκB, RhoGTPase e Jun quinase (JNK, do inglês Jun kinase) (Mizui 737 

et al., 2016). O pró-BDNF e o BDNF maduro desencadeiam efeitos biológicos opostos, 738 

o chamado “yin e yang” das neurotrofinas (Lu et al., 2005). Enquanto o pró-BDNF 739 

aumenta a apoptose, induz a depressão de longa duração (LTD, do inglês long-term 740 

depression) e reduz as espinhas dendríticas, o BDNF maduro promove a 741 

sobrevivência neuronal, LTP, neurogênese e formação de espinhas dendríticas (Lu et 742 

al., 2005).  743 

Diversas observações clínicas sugerem o prejuízo do suporte neurotrófico na 744 

depressão. Os níveis de BDNF maduro foram encontrados reduzidos em amostras 745 

post-mortem de pacientes depressivos (Guilloux et al., 2012; Thompson Ray et al., 746 

2011; Tripp et al., 2012) e em vítimas de suicídio que sofriam de depressão severa 747 

(Chen et al., 2001; Dwivedi et al., 2009). Em adição ao BDNF, os níveis do TrkB 748 

também foram encontrados reduzidos em pacientes depressivos (Tripp et al., 2012).  749 
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A sinalização do BDNF envolve a ativação de diversos alvos downstream que 750 

influenciam na função neuronal (Figura 9). Um dos principais alvos é a ativação do 751 

complexo 1 do alvo mamífero da rapamicina (mTORC1, do inglês mammalian target 752 

of rapamycin complex 1) (Watson e Baar, 2014).  753 

 754 

 755 

Figura 9. Neurotransmissão glutamatérgica e suporte neurotrófico no córtex pré-frontal de indivíduos 756 

saudáveis. A neurotransmissão glutamatérgica é controlada rigorosamente com a ajuda de células 757 

gliais e da neurotransmissão GABAérgica. A glutamina é convertida à glutamato, o qual é armazenado 758 

em vesículas sinápticas até ser liberado na fenda sináptica. A remoção do glutamato da fenda sináptica 759 

ocorre pela ação dos EAAT presentes predominantemente em células gliais. O glutamato é convertido 760 

em glutamina, a qual é transportada ao neurônio pré-sináptico para dar origem ao glutamato. A 761 

despolarização da membrana do neurônio pré-sináptico promove a exocitose do glutamato para a fenda 762 

sináptica. Vários receptores de glutamato estão presentes em neurônios pós-sinápticos, incluindo os 763 

AMPA-R e NMDA-R. O efeito do glutamato é determinado pelo subtipo e localização do receptor. A 764 

ativação moderada dos NMDA-R e AMPA-R sinápticos promove o influxo de Ca2+ que estimula a 765 
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liberação de BDNF. Através da sinalização via receptores TrkB/PI3K/Akt, o BDNF induz a atividade do 766 

mTORC1 e CREB, os quais induzem a expressão de proteínas envolvidas com a plasticidade sináptica. 767 

Fonte: Angela Maria Casaril. 768 

 769 

A via do mTORC1 é regulada pela sinalização de neurotrofinas, demanda 770 

energética, e sistema endócrino e imune, e, portanto, está envolvida com inúmeros 771 

fatores de susceptibilidade à depressão (Watson e Baar, 2014). Nesse sentido, o 772 

mTORC1 serve como um sensor neuronal da demanda pela síntese de novas 773 

proteínas e sinaptogênese (Duman et al., 2016). De fato, a expressão e função do 774 

mTORC1 é reduzida no córtex pré-frontal de pacientes depressivos, contribuindo com 775 

o decréscimo na síntese de proteínas sinápticas nessa estrutura (Jernigan et al., 776 

2011). Estudos post-mortem demonstraram que a expressão do fator regulador do 777 

desenvolvimento e resposta de dano no DNA 1 (REDD1, do inglês regulated in 778 

development and DNA damage responses 1), um regulador negativo do mTORC1, é 779 

aumentada no córtex pré-frontal de pacientes com depressão e estudo pré-clínicos 780 

suportam a observação de que o estresse crônico reduz a sinalização do mTORC1 781 

(Ota et al., 2014). Por outro lado, antidepressivos com um início de ação rápido, como 782 

a cetamina e escetamina, estimulam a sinalização do mTORC1 no córtex pré-frontal 783 

(Li et al., 2010; Maeng et al., 2008).   784 

O envolvimento do glutamato e do BDNF na etiologia da depressão (Figura 10) 785 

ganhou mais força a com a aprovação da escetamina, um antagonista dos NMDA-R, 786 

para o tratamento da depressão resistente aos tratamentos (Food and Drug 787 

Administration, 2019a). O mecanismo pelo qual o antagonismo dos NMDA-R no córtex 788 

pré-frontal leva à indução do mTORC1 e sinaptogênese ocorre através de vias 789 

indiretas. A sinalização do mTORC1 induzida pela escetamina depende da 790 

transmissão glutamatérgica e ativação dos AMPA-R (Li et al., 2010; Maeng et al., 791 

2008). Por ser um antagonista dos NMDA-R, acredita-se que a escetamina bloqueia 792 

os NMDA-R extra sinápticos e os NMDA-R em interneurônios GABAérgicos, 793 

aumentando a liberação de GABA e glutamato (Homayoun e Moghaddam, 2007; 794 

Stone et al., 2012). O bloqueio dos NMDA-R nos interneurônios GABAérgicos é 795 

transitório, resultando no pico de liberação de glutamato que leva à liberação de 796 

BDNF-dependente de atividade e efeitos duradouros nas sinapses glutamatérgica e 797 

GABAérgicas. Nesse sentido, a liberação do BDNF-dependente de atividade, que 798 

aumenta tanto a função sináptica do glutamato e do GABA, pode ser o evento chave 799 
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para mediar os rápidos efeitos da escetamina (Duman, 2018). O aumento na liberação 800 

de glutamato favorece a ligação aos AMPA-R, uma vez que os NMDA-R (sinápticos e 801 

extra sinápticos) estão bloqueados, indicando que o efeito antidepressivo da 802 

escetamina é o aumento da neurotransmissão glutamatérgica dependente dos AMPA-803 

R. A ligação do glutamato aos AMPA-R causa a despolarização da membrana 804 

neuronal e ativação de canais de Ca2+ dependentes de voltagem, liberação do BDNF 805 

e estimulação da via do TrkB-Akt. Como resultado, ocorre a ativação da sinalização 806 

do mTORC1, levando ao aumento na síntese de proteínas necessárias para a 807 

maturação e formação de sinapses, como por exemplo a GluA1 e a proteína de 808 

densidade pós-sináptica 95 (PSD-95, do inglês postsynaptic density protein 95) 809 

(Duman et al., 2016).  810 

 811 

 812 

Figura 10. Neurotransmissão glutamatérgica e suporte neurotrófico no córtex pré-frontal de pacientes 813 

depressivos. O estresse crônico e a depressão acarretam na redução no fluxo de conversão de 814 

glutamato/glutamina (reduzindo a concentração de glutamato), redução na recaptação de glutamato 815 
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pelos EAAT nas células gliais, redução na neurotransmissão inibitória mediada pelo GABA e aumento 816 

na ativação dos NMDA-R extra sinápticos, contribuindo com a excitotoxicidade, perda sináptica (através 817 

da menor sinalização de neurotrofinas) e ativação de vias intracelulares pró-apoptóticas. Essas 818 

alterações culminam com a atrofia celular e redução no volume do córtex pré-frontal e perda da 819 

conectividade dos circuitos neurais. O antidepressivo escetamina, por sua vez, bloqueia os NMDA-R 820 

extra sinápticos e os NMDA-R em interneurônios GABAérgicos (transientemente; 30 a 60 min após a 821 

administração), acarretando na maior liberação de glutamato pré-sináptico na fenda sináptica e 822 

sinalização via AMPA-R para promover a LTP, plasticidade sináptica e homeostase da 823 

neurotransmissão glutamatérgica e GABAérgica (uma vez que os NMDA-R extra-sinápticos também 824 

estão bloqueados pela escetamina).  VDCC: canal de cálcio dependente de voltagem (do inglês, 825 

voltage-gated calcium channel). eEF2: fator de alongamento da tradução (do inglês, eukaryotic 826 

translation elongation factor 2). Fonte: Angela Maria Casaril.  827 

 828 

Vale destacar que, diferentemente dos antagonistas dos NMDA-R, a 829 

administração aguda ou crônica de antidepressivos convencionais (como a fluoxetina) 830 

não aumenta a sinalização do mTORC1 (Li et al., 2010). Evidentemente, a sinalização 831 

do mTORC1 e a sinaptogênese são importantes para o tratamento rápido e eficaz da 832 

depressão, abrindo caminho para o desenvolvimento racional de novos 833 

antidepressivos com mecanismos de ação mais específicos.  834 

Em termos de adaptação, a significância evolutiva das alterações na 835 

plasticidade sináptica em resposta ao estresse não é clara (Duman et al., 2016). Uma 836 

hipótese é que os NMDA-R extra sinápticos funcionam como sensores neurais para 837 

estresse oxidativo ou alterações metabólicas, resultando na regressão de espinhas 838 

dendríticas que protegem a viabilidade neuronal (Popoli et al., 2012). Possivelmente 839 

o estresse crônico, combinado com fatores genéticos, resulta em alterações 840 

adaptativas de curta duração (como mobilização da glicose e ativação do sistema 841 

imune) que podem ter consequências deletérias a longo prazo para as sinapses, para 842 

o cérebro e para a saúde do organismo em geral (Duman et al., 2016).  843 

 844 

2.2.4 Ativação da resposta inflamatória   845 

Por volta dos anos 90, quando as descobertas acidentais sobre os 846 

antidepressivos nos anos 50 renderam a aprovação do Prozac® para o tratamento da 847 

depressão, alguns artigos reportando alterações no sistema imune nos pacientes 848 

depressivos foram publicados sem muita notoriedade (Dantzer e Kelley, 1989; Maes, 849 

1995; Smith, 1991). Dantzer e Kelley (1989) propuseram que a observação antiga de 850 

que o estresse exacerba a progressão de doenças físicas através dos efeitos 851 
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imunossupressores mediados pelo cortisol deveria ser revisada, uma vez que estudos 852 

davam suporte a ideia de que a depressão (Tecoma e Huey, 1985) e diferentes 853 

estressores (Ader, 1981) alteravam a atividade de linfócitos e macrófagos. Começava 854 

a se tornar claro que as conexões recíprocas entre o cérebro e o sistema imune 855 

desempenhavam papéis importantes na resposta coordenada à infecção e 856 

inflamação. Em 1991, Smith propôs a “teoria dos macrófagos na depressão”, a qual 857 

sugeria que a ativação do sistema imune periférico contribuía com os sintomas 858 

depressivos (Smith, 1991). Essa teoria fornecia uma explicação para a associação 859 

significativa da depressão com casos de doença coronária, artrite reumatoide, 860 

acidente vascular encefálico e outras doenças em que ocorria a ativação de 861 

macrófagos (Smith, 1991). 862 

Até recentemente, o cérebro era considerado um órgão imunoprivilegiado que 863 

era protegido do sistema imune periférico pela barreira cérebro-sangue (BBB, do 864 

inglês blood-brain barrier). No entanto, hoje sabe-se que o cérebro é diretamente 865 

influenciado pelas células imunes, citocinas periféricas e glicocorticoides, os quais 866 

acessam o cérebro e influenciam inúmeros circuitos neurais relacionados com a 867 

depressão.   868 

O sistema imune inato, através de diferentes tipos celulares e componentes 869 

solúveis, defende o organismo contra potenciais agentes patogênicos e durante a 870 

carcinogênese. Juntamente com a capacidade de ativar o sistema imune adaptativo, 871 

uma das funções cruciais do sistema imune inato é a sua capacidade de discriminar 872 

entre o “próprio e o não-próprio” através do reconhecimento de padrões moleculares 873 

associados à patógenos (PAMPs, do inglês pathogen-associated molecular paterns) 874 

(Medzhitov, 2009). Em casos de trauma ou dano tecidual, padrões moleculares 875 

associados ao perigo (DAMPs, do inglês damage-associated molecular paterns) 876 

liberados por células mortas ou danificadas também podem ativar a resposta imune 877 

inata. Dentre os principais DAMPs, pode-se citar o ATP, DNA mitocondrial (mtDNA), 878 

HSP e proteínas de alta mobilidade do grupo de caixa 1 (HMGB1, do inglês high-879 

mobility group box 1), enquanto um dos principais PAMPs é o lipopolissacarídeo (LPS) 880 

de bactérias Gram-negativas. PAMPs e DAMPs se ligam à diversos receptores de 881 

reconhecimento padrão (PRRs, do inglês pattern recognition receptors) expressos no 882 

citosol ou nas membranas de células imunes inatas, como os receptores do tipo Toll 883 

(TLRs, do inglês Toll-like receptors), receptores de lectina tipo C (CLRs, do inglês C-884 

type lectin receptors), receptores tipo AIM2 (ALRs, do inglês AIM2-like receptors), 885 
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receptores do tipo RIG-I (RLRs, do inglês RIG-I-like receptors) e receptores do tipo 886 

NOD (NLRs, do inglês NOD-like receptors). Subsequentemente, os PRRs ativados 887 

desencadeiam uma cascata de sinalização, resultando na liberação de citocinas e 888 

outros fatores solúveis pelas células mieloides que orquestram o recrutamento de 889 

leucócitos para sítios de inflamação (Iwasaki e Medzhitov, 2015). Notavelmente, 890 

alterações na contagem de células mieloides, quimiotaxia, fagocitose, produção de 891 

óxido nítrico (NO•), expressão de citocinas e função efetora de células T são 892 

encontradas alteradas em pacientes depressivos e podem desempenhar importantes 893 

papéis patofisiológicos envolvidos com alguns subtipos de depressão (Ahmetspahic 894 

et al., 2018).  895 

O envolvimento do sistema imune na patogênese da depressão é evidenciado 896 

por dados identificando o aumento de citocinas inflamatórias, receptores de citocinas, 897 

quimiocinas e proteínas de fase aguda em alguns pacientes depressivos (Kӧhler et 898 

al., 2017). Uma das principais evidencias para o envolvimento de citocinas no 899 

comportamento depressivo é a observação de que uma porção significativa de 900 

pacientes que recebem interferon alfa (IFN-α) como tratamento para a hepatite C ou 901 

que recebem interleucina (IL)-2 para o tratamento do câncer sofrem de sintomas 902 

depressivos como um efeito adverso (Bonaccorso et al., 2002; Renault et al., 1987; 903 

Walker et al., 1997). Vale destacar que uma meta-analise recente de 82 estudos 904 

encontrou que pacientes com depressão apresentam níveis periféricos mais elevados 905 

de fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), IL-6, IL-10, IL-13, IL-18, IL-12, receptor 906 

solúvel de IL-2, ligante C-C de quimiocina 2 (CCL2) e antagonista do receptor IL-1 907 

quando comparados com controles saudáveis (Kӧhler et al., 2017). Uma análise post-908 

mortem do cérebro de indivíduos depressivos vítimas de suicídio encontrou que esses 909 

pacientes apresentavam aumento nos níveis proteicos e na expressão gênica dos 910 

receptores TLR3 e TLR4, contribuindo com a ideia do envolvimento da 911 

neuroinflamação em alguns casos de depressão (Pandey et al., 2012). Consoante a 912 

isso, a chamada “resposta doentia” (sickness behavior) é desencadeada pela 913 

inflamação causada por infecção ou dano tecidual e leva ao comportamento de 914 

anedonia, fadiga, isolamento social e irritabilidade, os quais são frequentemente 915 

encontrados em alguns subtipos de pacientes com depressão (Dantzer et al., 2008). 916 

No entanto, é fundamental destacar que a depressão não deve ser vista como uma 917 

doença inflamatória per se, mas, que em alguns pacientes, o processo inflamatório 918 

parece contribuir significativamente com o desenvolvimento e manutenção de 919 
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sintomas depressivos (Raison e Miller, 2013). Adicionalmente, vale destacar que a 920 

inflamação é associada principalmente com os sintomas somáticos (fadiga, motivação 921 

reduzida, alterações no sono e apetite) ao invés dos sintomas psicológicos (humor 922 

deprimido e pensamentos suicidas) (Iob et al., 2019; Jokela et al., 2016). Diante disso 923 

torna-se importante a identificação do subgrupo de pacientes depressivos que exibem 924 

um perfil inflamatório aumentado e que podem ser menos responsivos aos 925 

antidepressivos que modulam a neurotransmissão monoaminérgica.  926 

Um princípio central da inflamação associada à depressão é a capacidade de 927 

sinais inflamatórios periféricos serem traduzidos para o cérebro, afetando o 928 

comportamento (Holmes et al., 2018). As citocinas são um grupo heterogêneo de 929 

proteínas de 6 a 70 kDa que são produzidas por células imunocompetentes com a 930 

finalidade de regular as respostas imunes, reparar tecidos danificados e restaurar a 931 

homeostase (Haroon et al., 2012). Devido ao alto peso molecular, as citocinas não 932 

atravessam rapidamente a BBB. Diferentes vias estão envolvidas com a passagem 933 

de citocinas para o cérebro (Figura 11): (i) passagem através de regiões permeáveis 934 

da BBB, como os órgãos circunventriculares (os quais são altamente vascularizados 935 

e possuem capilares fenestrados), ou passagem através da ativação de células 936 

localizadas ao longo da vasculatura cerebral (incluindo células endoteliais e 937 

macrófagos perivasculares, os quais liberam citocinas e outros mediadores 938 

inflamatórios no cérebro) (a chamada “rota humoral”) (Cao et al., 1997; Ericsson et al., 939 

1994) – uma vez que as citocinas ativam as células microgliais nessas regiões, elas 940 

liberam prostaglandina E2 (PGE2) que rapidamente transmite o sinal inflamatório pelo 941 

cérebro (Maier, 2003); (ii) ligação à receptores de citocinas associados à fibras 942 

nervosas periféricas aferentes (como o nervo vago), o qual então transmite os sinais 943 

de citocinas para algumas regiões cerebrais, como o núcleo do trato solitário e o 944 

hipotálamo (a chamada “rota neural”) (Ericsson et al., 1994); (iii) recrutamento de 945 

células ativadas, como monócitos e macrófagos da periferia para o cérebro, as quais 946 

passam a produzir citocinas (a chamada “rota celular”) – esse recrutamento é mediado 947 

pela liberação microglial da proteína quimiotrativa de monócito 1 (MCP-1, do inglês 948 

monocyte chemoattractant protein 1) (D’Mello et al., 2009).  949 

Uma vez no cérebro, uma vasta rede de células gliais são responsáveis pela 950 

propagação da neuroinflamação. As principais células gliais relacionadas com a 951 

depressão induzida pela inflamação são a microglia e astrócitos (De Leo et al., 2006). 952 

Em condições normais, a microglia inspeciona o meio celular do cérebro, respondendo 953 
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à moléculas imunes, como as citocinas, DAMPs e PAMPs. Vale destacar que a 954 

resposta imune no cérebro em condições fisiológicas é extremamente importante para 955 

a neurogênese, LTP e plasticidade sináptica (Yirminia e Goshen, 2011). Em condições 956 

patológicas, no entanto, a microglia adota um estado ativo, altamente pró-inflamatório 957 

liberando mais citocinas. Em adição a essa inspeção imune, a microglia é ativamente 958 

envolvida com a neuroplasticidade, aprendizado e desenvolvimento neuronal (Wu et 959 

al., 2015). Os astrócitos fornecem nutrientes e suporte para células neurais, equilibram 960 

os níveis extracelulares de ferro, liberam gliotransmissores, ATP e glutamato, tendo 961 

influência direta na manutenção, função e plasticidade neuronal (Zhang et al., 2013).  962 

 963 

 964 

Figura 11. Propagação da resposta imune periférica ao sistema nervoso central em situação de 965 

estresse. 1) Estressores físicos ou psicológicos podem levar a liberação de padrões moleculares 966 

associados a patógenos (PAMPs) e ao perigo (DAMPs) que sinalizam via receptor tipo Toll 4 (TLR4) 967 

para ativar o fator de transcrição nuclear kappa B (NFκB). A translocação do NFκB do citosol pra o 968 

núcleo induz a expressão da oxido nítrico sintase induzível (iNOS), ciclooxigenase 2 (COX-2), pró-969 
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interleucina 18 (IL-18) e pró-interleucina 1β (IL-1β) e da subunidade do inflamassoma NLRP3. A cadeia 970 

transportadora de elétrons mitocondrial e a enzima NADPH oxidase (NOX) são responsáveis pela 971 

produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) que, em conjunto com outros DAMPs, induzem a 972 

oligomerização e montagem do inflamassoma NLRP3. 2) O NLRP3 é responsável pela clivagem da 973 

pró-IL18 e pró-IL-1β em suas formas solúveis, as quais são então liberadas da célula. A sinalização 974 

das citocinas chega ao sistema nervoso central através de três mecanismos principais. 3) Pela via 975 

humoral, as citocinas entram no sistema nervoso central através da passagem por regiões permeáveis 976 

da barreira cérebro-sangue (BBB). Adicionalmente, células endoteliais e macrófagos perivasculares 977 

podem secretar citocinas que entram no sistema nervoso central. 4) Pela via neural, as citocinas e 978 

PAMPs podem ativar nervos aferentes, como o nervo vago, uma vez que ele expressa receptores de 979 

citocinas e do tipo Toll. Esses nervos aferentes periféricos transmitem sinais do sistema imune 980 

periférico para diversas regiões cerebrais relacionadas com o humor. 5) Pela via celular, monócitos 981 

periféricos ativados podem infiltrar a BBB e produzir citocinas pró-inflamatórias. 6) Uma vez no sistema 982 

nervoso central, as citocinas agem por inúmeros mecanismos para contribuir com o estabelecimento 983 

do comportamento depressivo. Fonte: Angela Maria Casaril.  984 

 985 

Quando ativadas por um estímulo inflamatório, a microglia produz e libera 986 

citocinas pro-inflamatórias (especialmente IL-1β, IL-6 e TNF-α) através da ativação do 987 

NFκB ou do inflamassoma NLR proteína 3 (NLRP3, do inglês NOD-like receptor 988 

protein 3). A relação entre a produção de citocinas e as alterações comportamentais 989 

e neurofisiológicas encontradas em pacientes depressivos ocorre, principalmente, 990 

através de alterações no metabolismo das monoaminas, evidenciado pela ativação da 991 

enzima IDO, MAPK p38, modulação da tetraidrobiopterina (BH4) e do metabolismo do 992 

glutamato/neurogênese (Haroon et al., 2012). A influência das citocinas no sistema 993 

endócrino também contribui para as alterações comportamentais vistas em pacientes 994 

depressivos (Haroon et al., 2012). Um resumo do mecanismo de ação das citocinas 995 

no cérebro durante a depressão está representado na Figura 12 (Felger e Lotrich, 996 

2013).  997 

A IDO é uma enzima expressa em diferentes tipos células, incluindo 998 

macrófagos, células dendríticas, microglia, astrócitos e neurônios (Huang et al., 2010). 999 

A IDO é ativada por diversas citocinas, como TNF-α, IL-1 e IL-6 através do estimulo 1000 

de vias de sinalização, incluindo a via da MAPK p38 e NFκB (Fujigaki et al., 2006). 1001 

Relevante para o metabolismo da serotonina, a ativação da IDO em células imune 1002 

periféricas (macrófagos e células dendríticas) ou em células do cérebro (microglia, 1003 

astrócitos e neurônios) leva a produção de quinurenina, a qual é convertida à ácido 1004 

quinurênico (KA, do inglês kynurenic acid) nos astrócitos ou ácido quinolínico (QA, do 1005 
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inglês quinolinic acid) na microglia ou macrófagos infiltrados (Haroon et al., 2012). 1006 

Através do bloqueio de receptores de acetilcolina, o KA pode reduzir a liberação de 1007 

glutamato e dopamina, impactando negativamente a cognição (Schwarcz e Pellicciari, 1008 

2002). Por outro lado, o QA age como agonista dos NMDA-R, levando a liberação de 1009 

glutamato (Schwarcz e Pellicciari, 2002). O QA também foi associado com a indução 1010 

da peroxidação lipídica e estresse oxidativo (Schwarcz e Pellicciari, 2002), 1011 

conjuntamente contribuindo com a excitotoxicidade no cérebro.  1012 

 1013 

 1014 

Figura 12. Potenciais mecanismos responsáveis pelos efeitos de citocinas pro-inflamatórias no cérebro 1015 

durante a depressão. Citocinas periféricas podem acessar o sistema nervoso central e aumentar a 1016 

produção de mediadores inflamatórios locais como a ciclooxigenase 2 (COX-2), prostaglandina E2 1017 

(PGE2), óxido nítrico (NO•), citocinas e quimiocinas por células endoteliais, macrófagos perivasculares 1018 

e microglia. A produção da proteína quimioatrativa de monócito (MCP-1) recruta células imunes 1019 

periféricas para o cérebro para produzirem ainda mais citocinas e mediadores inflamatórios. Citocinas 1020 

inflamatórias estão associadas com o aumento do estresse oxidativo e geração de espécies reativas 1021 

de oxigênio e nitrogênio (ERO/N). O aumento de ERO/N contribui com a oxidação da tetraidrobiopterina 1022 

(BH4), um cofator necessário para a síntese das monoaminas. Além disso, evidencias indicam que as 1023 

citocinas e suas vias de sinalização, como a da proteína quinase ativada por mitógeno p38 (MAPK p38) 1024 

podem reduzir a expressão e a função do transportador vesicular de monoaminas 2 (VMAT2) e/ou 1025 
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aumentar a expressão ou função dos transportadores de serotonina e dopamina (5-HTT/DAT). As 1026 

citocinas também reduzem a sinalização do fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) e interferem 1027 

com o seu receptor de tropomiosina quinase (TrkB), influenciando negativamente a neurogênese e 1028 

neuroplasticidade. Por fim, as citocinas inflamatórias podem afetar a sinalização do glutamato (Glu) 1029 

pela ativação da enzima indoleamina-2,3-dioxigenase (IDO), a qual cataboliza o aminoácido triptofano 1030 

(precursor da serotonina) em quinurenina. A quinurenina é então metabolizada em ácido quinurênico e 1031 

ácido quinolínico (QUIN). O ácido quinurênico pode agir como antagonista dos receptores colinérgicos 1032 

e reduzir a liberação de glutamato e dopamina, impactando negativamente a cognição. O QUIN age 1033 

como agonista dos receptores N-metil-D-aspartato (NMDA-R), aumentando a liberação de glutamato e 1034 

inibindo a recaptação de glutamato pelos astrócitos via transportadores de aminoácidos excitatórios 1035 

(EAAT), permitindo o maior acesso do Glu aos NMDA-R extra sinápticos e contribuindo com a 1036 

excitotoxicidade. Fonte: Felger e Lotrich (2013).  1037 

 1038 

 Outra via que pode influenciar o metabolismo de monoaminas é a sinalização 1039 

via MAPK p38, a qual aumenta a expressão e função dos SERT (Zhu et al., 2006). 1040 

Por exemplo, o tratamento de sinaptossomas do estriado e mesencéfalo de 1041 

camundongos com IL-1β e TNF-α leva a um aumento tempo- e dose-dependente na 1042 

recaptação de serotonina, o qual pode ser revertido pelo tratamento com o SB203580, 1043 

um antagonista da MAPK p38 (Zhu et al., 2006).  1044 

As citocinas também podem influenciar o metabolismo monoaminérgico 1045 

através da modulação da BH4. A BH4 é um cofator enzimático essencial para as 1046 

enzimas triptofano hidroxilase e tirosina hidroxilase, as quais são enzimas limitantes 1047 

na síntese de serotonina e dopamina/noradrenalina, respectivamente (Neurauter et 1048 

al., 2008). A BH4 também é um cofator para a enzima NO• sintase, a qual converte 1049 

arginina em NO• (Neurauter et al., 2008). A BH4 é altamente sensível à oxidação não-1050 

enzimática, a qual leva a degradação da BH4 para diidrobiopterina (Neurauter et al., 1051 

2008). De fato, a neuroinflamação é associada com o aumento na produção de NO• 1052 

(Zielasek e Hartung, 1996), sugerindo que as citocinas influenciam a BH4 através do 1053 

NO•. Isso indica que o estresse oxidativo pode ser um mecanismo pelo qual as 1054 

citocinas e a neuroinflamação reduzem a disponibilidade de monoaminas em regiões 1055 

cerebrais (Haroon et al., 2012).  1056 

Além das monoaminas, as citocinas também influenciam no metabolismo do 1057 

glutamato e, consequentemente, a neurogênese. Citocinas inflamatórias podem 1058 

reduzir a expressão de transportadores de glutamato em células gliais e aumentar a 1059 

liberação de glutamato pelos astrócitos (Ida et al, 2008; Tilleux e Hermans, 2007; 1060 

Volterra e Meldolesi, 2005). Vale destacar que o glutamato liberado pelos astrócitos 1061 

https://www.nature.com/articles/npp2011205#ref-CR121
https://www.nature.com/articles/npp2011205#ref-CR266
https://www.nature.com/articles/npp2011205#ref-CR272
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tem acesso preferencial aos NMDA-R extra sinápticos, os quais estão envolvidos com 1062 

a excitotoxicidade e redução na sinalização do BDNF (Hardingham et al, 1063 

2002; Haydon e Carmignoto, 2006). O TNF-α e a IL-1 também podem induzir os 1064 

astrócitos e a microglia a liberarem espécies reativas de oxigênio (ERO) e nitrogênio 1065 

(ERN), as quais podem amplificar o estresse oxidativo, ao mesmo tempo que 1066 

estimulam a liberação de glutamato e contribuem com a excitotoxicidade (Ida et al, 1067 

2008; Matute et al, 2006). Citocinas inflamatórias também influenciam a fosforilação 1068 

do TrkB, interferindo ainda mais com a sinalização do BDNF (Cortese et al., 2011). De 1069 

fato, os efeitos inibitórios da IL-1 na neurogênese são mediados pela ativação do 1070 

NFκB (Koo e Duman, 2008).  1071 

Com relação ao eixo HPA, as citocinas pro-inflamatórias podem reduzir a 1072 

função e a expressão dos GR (Pace et al., 2007), contribuindo com a resistência aos 1073 

glicocorticoides. Por exemplo, demonstrou-se que o INF-α inibe a função do GR por 1074 

romper a interação GR-DNA (Smoak e Cidlowski, 2004). A IL-1, por sua vez, inibe a 1075 

translocação do GR do citoplasma para o núcleo através da ativação da MAPK p38 1076 

(Pariante et al., 1999; Engler et al., 2008). Notavelmente, as alterações na 1077 

translocação do GR que levam a resistência aos glicocorticoides induzidas por 1078 

estresse são mediadas pela IL-1 (Engler et al., 2008). O potente efeito anti-inflamatório 1079 

dos glicocorticoides explica a observação pré-clínica de que a resistência aos 1080 

glicocorticoides em decorrência do estresse é associada com o aumento na letalidade 1081 

em resposta a administração de endotoxina (Quan et al., 2001). No entanto, a 1082 

exposição crônica às citocinas inflamatórias aumenta a expressão do GR-β, uma 1083 

isoforma do GR que não se liga aos glicocorticoides (Kino et al., 2009).  1084 

Diante da noção de que a inflamação periférica pode se propagar para o 1085 

cérebro, a identificação das possíveis fontes de inflamação periférica em pacientes 1086 

depressivos ajudaria no entendimento da patofisiologia da depressão. Uma das 1087 

principais fontes de inflamação intimamente ligada com a depressão é o estresse 1088 

(Haroon et al., 2012). Estressores físicos e psicológicos podem ativar células imunes 1089 

periféricas e no sistema nervoso central para liberar citocinas que influenciam nos 1090 

neurotransmissores e no comportamento (Koo e Duman, 2008; Maier e Watkins, 1091 

1998). A nível celular, acredita-se que o estresse libera DAMPs – através da chamada 1092 

“inflamação estéril” – que são detectados pelo sistema imune (Maslanik et al., 2013; 1093 

Fleshner, 2013). Juntamente com os PAMPs, os DAMPs podem estimular o 1094 

inflamassoma NLRP3, o qual cliva os precursores imaturos da IL-1β e IL-18 formando 1095 

https://www.nature.com/articles/npp2011205#ref-CR109
https://www.nature.com/articles/npp2011205#ref-CR109
https://www.nature.com/articles/npp2011205#ref-CR114
https://www.nature.com/articles/npp2011205#ref-CR121
https://www.nature.com/articles/npp2011205#ref-CR121
https://www.nature.com/articles/npp2011205#ref-CR164
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suas formas solúveis (Iwata et al., 2012; Maslanik et al., 2013). Esse aumento na 1096 

liberação de IL-1β pode induzir a produção de outras citocinas inflamatórias que são 1097 

liberadas durante o estresse. Portanto, os DAMPs e o NLRP3 podem servir como o 1098 

principal link pelo qual o estresse crônico ou psicológico se traduz para a liberação de 1099 

sinais que promovem a atividade inflamatória, contribuindo com o estabelecimento da 1100 

depressão (Figura 11) (Iwata et al., 2012). Apesar de bem estabelecido em estudos 1101 

pré-clínicos (Kauffmann et al., 2017), apenas um ensaio clínico reportou que a 1102 

expressão de caspase-1 e NLRP3 e os níveis proteicos de NLRP3 estão elevados em 1103 

células mononucleares circulantes em pacientes depressivos comparados à 1104 

indivíduos não depressivos (Alcocer-Gómez et al., 2014).  1105 

Outra fonte de citocinas inflamatórias é o intestino, e bastante atenção tem sido 1106 

dada a influência da microbiota sob as respostas imunes de um organismo (Cryan e 1107 

Dinan, 2012; Lee e Mazmanian, 2010; Valles-Colomer et al., 2019). Estima-se que 1108 

nosso corpo contenha aproximadamente 100 trilhões de microrganismos, um número 1109 

dez vezes maior do que o número de células humanas (Lee e Mazmanian, 2010). 1110 

Acredita-se que a composição da microbiota intestinal e sua translocação do intestino 1111 

para o corpo, o chamado “intestino hiper permeável” (ou do inglês, leaky gut) no 1112 

contexto do estresse pode contribuir com a inflamação e o comportamento depressivo 1113 

relacionado (Haroon et al., 2012). Diferentes mecanismos estão envolvidos com a 1114 

interação entre o microbioma intestinal e a sinalização cerebral, incluindo a ativação 1115 

de neurônios sensoriais aferentes, modulação da via da quinurenina, metabolitos de 1116 

microrganismos (como ácidos graxos de cadeia curta) e neurotransmissores 1117 

derivados de microrganismos (Cryan e Dinan, 2012). Portanto, microrganismos e seus 1118 

metabolitos podem entrar na circulação sistêmica e interagir com PRRs 1119 

(especialmente os TLRs) para exacerbar a resposta imune (Lucas e Maes, 2013). 1120 

Além disso, o revestimento intestinal também abriga células imunes, incluindo células 1121 

dendríticas e células T (Coombes e Powrie, 2008; Fagarasan et al., 2010), e pode 1122 

servir como fonte de citocinas circulantes. Dessa forma, a interação entre a microbiota 1123 

e a mucosa intestinal regulam a produção de diversas citocinas pró-inflamatórias e 1124 

quimiocinas, incluindo a IL-8, IL-10 e o fator transformador de crescimento beta (TGF-1125 

β, do inglês transforming growth factor beta) (Cryan e Dinan, 2012). Em camundongos, 1126 

a manipulação da microbiota intestinal altera o comportamento e o conteúdo de BDNF 1127 

no hipocampo, independente de mudanças em citocinas circulantes periféricas e 1128 

hormônios endócrinos, indicando uma possível interação direta entre o intestino e o 1129 
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cérebro que pode alterar o comportamento (Bercik et al., 2011). Vale destacar que, no 1130 

momento, há um ensaio clínico avaliando o comportamento depressivo e a microbiota 1131 

de 40 pessoas depressivas antes e depois de receberem um único transplante fecal 1132 

(através de capsulas pela via oral) (Cinicaltrials.gov, ID: NCT03281044).  1133 

 A descoberta de que a depressão está envolvida com a ativação do sistema 1134 

imune e estresse fornece uma nova perspectiva sobre porque os genes de 1135 

vulnerabilidade para depressão podem ter sido retidos no pool genético humano, 1136 

apesar do impacto negativo da depressão na morbidade e mortalidade. Acredita-se 1137 

que o sickness behavior induzido pela inflamação evoluiu como um mecanismo 1138 

protetor para prevenir que patógenos se espalhassem por diferentes hospedeiros 1139 

(Hart, 1998). No entanto, uma teoria mais recente sugere que a interação constante 1140 

dos nossos ancestrais com patógenos no ambiente e estressores (incluindo estresse 1141 

psicológico) direcionaram a vantagem evolutiva para um fenótipo mais inflamatório, e, 1142 

portanto, os alelos para genes associados com a inflamação e depressão são comuns 1143 

no pool gênico moderno (Raison e Miller, 2013). Apesar de representar um risco de 1144 

depressão, essas variantes alélicas podem ter melhorado simultaneamente a aptidão 1145 

geral, aumentando a resistência ao ataque de patógenos antes do advento do 1146 

saneamento moderno e dos antibióticos (Maier et al., 1998).  1147 

O interesse pelo uso de agentes anti-inflamatórios para o tratamento de uma 1148 

subpopulação de pacientes depressivos tem crescido diante da importância do 1149 

sistema imune para a progressão da doença. Uma meta-analise recente revelou que 1150 

o uso de anti-inflamatórios não-esteroidais, ácidos graxos ômega-3, estatinas e 1151 

minociclina mostraram significante efeito antidepressivo (Bai et al., 2019). 1152 

Corroborando com esses dados, outra meta-análise recente indicou que anti-1153 

inflamatórios não-esteroidais, inibidores de citocinas, estatinas, glicocorticoides e 1154 

minociclina mostraram efeito antidepressivo (Kӧhler-Forsberg et al., 2019). Esses 1155 

resultados estão de acordo com outra recente meta-análise demonstrando um efeito 1156 

antidepressivo significativo da terapia anti-citocinas (Kappelmann et al., 2016). Outros 1157 

possíveis moduladores da inflamação também foram sugeridos como antidepressivos, 1158 

incluindo a IL-10 (Asadullah et al., 2000), canabinoides (Hill e Gorzalka, 2009) e 1159 

moduladores da microbiota intestinal (Bravo et al., 2011). Apesar disso, até o 1160 

momento, as intervenções terapêuticas anti-inflamatórias estão em ensaios pré-1161 

clínicos ou em fases iniciais de ensaios clínicos.  1162 

 1163 
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2.2.4.1 Estabelecimento do estresse oxidativo   1164 

Além da influência nos sistemas de neurotransmissores, eixo HPA e 1165 

neurogênese, a ativação dos TLRs e a sinalização de citocinas também pode 1166 

aumentar o estresse oxidativo observado no cérebro de pacientes depressivos, 1167 

especialmente através da ativação da via do NFκB (Madrigal et al., 2002).  1168 

O estresse oxidativo é caracterizado como uma condição de desequilíbrio em 1169 

que há a produção excessiva de ERO/N e/ou a redução nas defesas antioxidantes 1170 

enzimáticas e não enzimáticas (Figura 13) (Halliwell e Gutteridge, 1995). Os 1171 

antioxidantes são classificados como moléculas que, quando presentes em baixas 1172 

concentrações, são capazes de prevenir a oxidação de diferentes substratos, como 1173 

proteínas, lipídios e DNA (Halliwell e Gutteridge, 1995). 1174 

A produção de ERO/N ocorre fisiologicamente no organismo, especialmente na 1175 

cadeia transportadora de elétrons (CTE), desempenhando funções importantes na 1176 

sinalização celular, defesa contra infecções, reações de detoxificação e apoptose 1177 

(Ghosh et al., 1997; Johnson et al., 1996; Maes et al., 2011). Na CTE, a formação de 1178 

espécies reativas se inicia com a geração do radical ânion superóxido (O2
.-), o qual 1179 

também pode ser formado por ação do complexo do fosfato de dinucleotídeo de 1180 

nicotinamida e adenina (NADPH) oxidase (NOX). O O2
.- pode reagir com o NO• 1181 

formado pela enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS) e formar peroxinitrito 1182 

(ONOO-). A enzima superóxido dismutase (SOD) é responsável por dismutar o O2
., 1183 

formando peróxido de hidrogênio (H2O2). O H2O2 não é um radical livre, mas sim uma 1184 

espécie reativa capaz de reagir com íons metálicos (Fe2+ e Cu+, na chamada reação 1185 

de Fenton) e formar o radical hidroxil (OH-), o mais danoso às biomoléculas. A 1186 

decomposição do H2O2 ocorre pela ação das enzimas catalase (CAT) e glutationa 1187 

peroxidase (GPx). A enzima GPx possui selênio (Se) no sitio ativo e oxida a glutationa 1188 

reduzida (GSH) à glutationa oxidada (GSSG). A reciclagem da GSSG ocorre pela 1189 

ação da glutationa redutase. Adicionalmente, a enzima mieloperoxidase (MPO) pode 1190 

utilizar o H2O2 para produzir ácido hipocloroso (HOCl, na presença de íons cloro), 1191 

ácido hipobromoso (HOBr, na presença de íons bromo) e ácido hipotiocianoso 1192 

(HOSCN, na presença de íons hipotiocianato), também danosos às biomoléculas. 1193 

Quando em excesso, os oxidantes produzidos podem levar à peroxidação lipídica, 1194 

oxidação de proteínas, danos ao DNA e depleção de antioxidantes. Dentre os 1195 

antioxidantes não-enzimáticos, pode-se citar o tripeptídeo GSH, vitamina E (α-1196 

tocoferol), vitamina C (ácido ascórbico), flavonoides e micronutrientes, como o zinco 1197 
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(Zn) e o Se (Maes et al., 2011; Moylan et al., 2014; Kim et al., 2015). Caso as ERO/N 1198 

não forem mantidas em níveis fisiológicos, elas podem levar a oxidação de proteínas 1199 

(formando proteínas carboniladas), lipídeos (gerando o malondialdeido (MDA) ou o 4-1200 

hidroxinonenal (4-HNE)) e DNA (gerando a 8-hidroxiguanosina).  1201 

 1202 

 1203 

Figura 13. Principais espécies reativas e enzimas antioxidantes intracelulares. A primeira espécie 1204 

reativa formada na cadeia transportadora de elétrons é o radical ânion superóxido (O2
.), o qual também 1205 

pode ser formado por ação das enzimas NADPH oxidases (NOX). O O2
. pode reagir com o óxido nítrico 1206 

(NO•) formado pela enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS) e formar peroxinitrito (ONOO-). A 1207 

enzima superóxido dismutase (SOD) é responsável por dismutar o O2
., formando peróxido de 1208 

hidrogênio (H2O2). O H2O2 pode reagir com íons metálicos (Fe2+ e Cu+, na chamada reação de Fenton) 1209 

e formar o radical hidroxil (OH-), o mais danoso às biomoléculas. A decomposição do H2O2 ocorre pela 1210 

ação das enzimas catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). A enzima GPx possui selênio (Se) no 1211 

sitio ativo e oxida a glutationa reduzida (GSH) à glutationa oxidada (GSSG). A reciclagem da GSSG 1212 

ocorre pela ação da glutationa redutase. Adicionalmente, a enzima mieloperoxidase (MPO) pode utilizar 1213 

o H2O2 para produzir ácido hipocloroso (HOCl), ácido hipobromoso (HOBr) e ácido hipotiocianoso 1214 

(HOSCN), também danosos às biomoléculas. Quando em excesso, os oxidantes produzidos podem 1215 

levar à peroxidação lipídica, oxidação de proteínas, danos ao DNA e depleção de antioxidantes. Fonte: 1216 

Angela Maria Casaril.  1217 

 1218 

A ativação de vias inflamatórias e o estresse oxidativo estão intrinsicamente 1219 

relacionados (Figuras 11 e 12). O reconhecimento de PAMPs e DAMPs pelos TLRs 1220 

Biorender.com 
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resulta na ativação da via do fator de transcrição NFκB, o qual induz a expressão de 1221 

citocinas inflamatórias e do NLRP3. A ativação do NFκB também resulta na expressão 1222 

de enzimas produtoras de espécies reativas e mediadores inflamatórios, como a iNOS 1223 

e a ciclooxigenase 2 (COX-2), respectivamente. O NO• produzido pela iNOS pode 1224 

reagir com o O2
.- para formar o radical livre ONOO- (Beckman e Koppenol, 1996). As 1225 

prostaglandinas formadas pela COX-2 contribuem com a propagação da 1226 

neuroinflamação e reduzem a atividade do BDNF (Hein e O’Banion, 2009; Rage et al., 1227 

2006). Além de contribuir com a neurogênese, o BDNF tem papel importante na 1228 

ativação do fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2, do inglês nuclear 1229 

factor erythroid 2-related factor 2) (Ishii et al., 2018), responsável por induzir a 1230 

expressão de genes antioxidantes, incluindo a SOD e CAT (Kensler et al., 2007). Em 1231 

alguns tipos celulares, como macrófagos, neutrófilos, células epiteliais e microglia, as 1232 

citocinas (IL-1 e TNF) ativam a produção de O2
.- via ativação das NOX. De fato, um 1233 

estudo recente demonstrou que espécies reativas derivadas do NOX1 oxidam e 1234 

reduzem a atividade de NMDA-R, levando a redução na expressão de BDNF 1235 

associada ao desenvolvimento do comportamento tipo-depressivo (Ibi et al., 2017). As 1236 

espécies reativas também podem induzir a ativação da via do NFκB, MAPK p38 e 1237 

servir como segundo sinal para induzir a montagem do complexo NLRP3. Além disso, 1238 

DAMPs derivados da peroxidação lipídica (como o MDA) podem ativar o complexo 1239 

TLR2/TLR4, desencadeando uma resposta imune e oxidativa (Lucas e Maes, 2013). 1240 

Consequentemente, a depressão parece ser acompanhada por um ciclo vicioso entre 1241 

a ativação de TLRs, sinalização de citocinas e atividade de espécies reativas.  1242 

Vale destacar que a sinalização do TLR4 via PAMPs e DAMPs e o aumento de 1243 

cortisol podem resultar na ativação da proteína glicogênio sintase quinase 3-beta 1244 

(GSK-3β, do inglês glycogen synthase kinase 3 beta) (Dobarro et al., 2013; Jope et 1245 

al., 2017). Dentre suas inúmeras funções, a ativação da GSK-3β por fosforilação no 1246 

resíduo de tirosina 216 previne a translocação do Nrf2 do citosol para o núcleo, 1247 

contribuindo com a redução na expressão das defesas antioxidantes (Kensler et al., 1248 

2017). Adicionalmente, a GSK-3β promove a ativação do NFκB, aumentando a 1249 

resposta pro-inflamatória no sistema nervoso central, especialmente na microglia e 1250 

astrócitos (Jope et al., 2017).  1251 

Um desequilíbrio no sistema redox do organismo tem sido observado em 1252 

pacientes depressivos. Estudos clínicos e pré-clínicos têm demonstrado que a 1253 

depressão é associada com o aumento na peroxidação lipídica (evidenciada pelo 1254 
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aumento dos níveis de MDA), dano ao DNA (evidenciada pelo aumento dos níveis de 1255 

8-hidroxiguanosina), peroxidação do ácido araquidônico (evidenciada pelo aumento 1256 

da 8-isso-prostaglandina F2) e encurtamento de telômeros (Dimopoulos et al., 2008; 1257 

Forlenza e Miller, 2006; Shalev et al., 2014; Yager et al., 2010). Esses efeitos podem 1258 

ser decorrência dos níveis reduzidos de vitamina E (Maes et al., 2000) e C (Khanzode 1259 

et al., 2003), níveis reduzidos de triptofano e tirosina (Maes et al., 2000), e níveis 1260 

reduzidos de SOD e GPx (Maes et al., 2011). De fato, o cérebro é particularmente 1261 

vulnerável aos danos causados pelo estresse oxidativo devido à alta concentração de 1262 

lipídios, alta utilização de oxigênio (e consequentemente maior produção de espécies 1263 

reativas) e insuficientes mecanismos de defesa antioxidante (Pandya et al., 2013). 1264 

Dessa forma, as observações de que o estresse oxidativo está envolvido com a 1265 

depressão fornece novos alvos terapêuticos para a doença, além da possibilidade de 1266 

identificação de biomarcadores periféricos que refletem o estado redox de pacientes 1267 

depressivos.  1268 

 1269 

2.3 De agentes tuberculostáticos à anestésicos gerais: tratamentos 1270 

farmacológicos para a depressão  1271 

Durante a história, o tratamento para a depressão (ou melancolia) acompanhou 1272 

a evolução nas hipóteses que descreviam sua etiologia. Quando classificada como 1273 

uma doença espiritual, rituais eram empregados a fim de eliminar os espíritos 1274 

malignos responsáveis pela doença. Quando Hipócrates postulou que a melancolia 1275 

era causada pelo excesso de bílis negra, a cura vinha por meio da sangria e melhoras 1276 

na dieta, na tentativa de equilibrar os humores. Quando a depressão foi descrita como 1277 

uma reação a fatores psicológicos, sociais e biológicos, empregou-se tratamentos 1278 

psicológicos baseados fortemente na psicanálise desenvolvida por Sigmund Freud. 1279 

Enquanto a psicanálise considerava a depressão como uma manifestação 1280 

sintomatológica de certos conflitos pessoais internos e dominava o ramo da 1281 

psiquiatria, uma descoberta inesperada na década de 50 revolucionou o tratamento 1282 

de doenças psiquiátricas.  1283 

Enquanto desenvolviam novos agentes anti-tuberculose derivados da 1284 

isoniazida, Herbert Fox e John Gibas sintetizaram a iproniazida, um inibidor das MAOs 1285 

(Zeller et al., 1952), que apresentou efeitos promissores no tratamento de pacientes 1286 

com tuberculose (López-Muñoz e Álamo, 2016). Entretanto, um estudo clínico 1287 

realizado em 1952 reportou que o tratamento com a iproniazida desencadeava 1288 
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inúmeros “efeitos adversos” em pacientes com tuberculose, incluindo euforia, 1289 

psicoestimulação, aumento do apetite e melhora na qualidade do sono (Selikoff et al., 1290 

1952). Interessado nesses efeitos, o psiquiatra Nathan Kline liderou o primeiro estudo 1291 

clínico para testar a iproniazida em pacientes depressivos sem tuberculose. Em 1957, 1292 

eles reportaram que dos 24 pacientes tratados com iproniazida por cinco semanas, 1293 

18 mostraram melhoras de humor e sociabilidade, propondo assim o termo 1294 

energizador psíquico para se referir ao efeito da iproniazida (Loomer et al., 1957). 1295 

Apesar da falta de um grupo controle e do fato de que a maioria dos pacientes eram 1296 

esquizofrênicos ao invés de depressivos, 400,000 pacientes depressivos foram 1297 

tratados com a iproniazida menos de um ano depois, abrindo caminho para a primeira 1298 

classe de antidepressivos, posteriormente chamada de MAOIs (López-Muñoz e 1299 

Álamo, 2016). As MAOs constituem um sistema enzimático localizado na membrana 1300 

mitocondrial, cuja função é catalisar a desaminação oxidativa de aminas biogênicas 1301 

(como a serotonina e catecolaminas) e aminas simpatomiméticas (como a tiramina). 1302 

Dessa forma, o efeito antidepressivo de MAOIs decorre da redução da oxidação das 1303 

aminas biogênicas. A descoberta do efeito antidepressivo da iproniazida revolucionou 1304 

o campo de substâncias psicoativas nos anos 50 ao demonstrar que sintomas 1305 

psicológicos não necessitariam exclusivamente de tratamento psicológico, podendo 1306 

ser tratados com intervenções medicamentosas.  1307 

Nos anos subsequentes, a iproniazida deu lugar a outros MAOIs mais potentes, 1308 

como a isocarboxiazida, mebanazina e feniprazina. Entretanto, casos de 1309 

hepatotoxicidade, nefrotoxicidade, hipertensão e morte foram reportados após o uso 1310 

de MAOIs, o que impulsionou a retirada desses medicamentos do mercado (López-1311 

Muñoz e Álamo, 2016). Atualmente, os MAOIs são considerados como medicamento 1312 

de segunda escolha, sendo indicados em casos de ineficácia de outros 1313 

antidepressivos (depressão refratária) (Ban, 2001).  1314 

Os anos 50 também foram marcados pela descoberta acidental do efeito 1315 

antidepressivo da imipramina. Como resultado da identificação do efeito antipsicótico 1316 

da cloropromazina, a pesquisa por moléculas mais potentes se intensificou. Em 1956, 1317 

Roland Kuhn observou que o composto G22355 (um derivado da prometazina, 1318 

posteriormente chamado de imipramina) não possuiu efeito antipsicótico em pacientes 1319 

com esquizofrenia, mas melhorou significativamente o humor e sociabilidade de 1320 

pacientes depressivos (López-Muñoz e Álamo, 2016). Kuhn também relatou a 1321 

ausência de efeitos adversos graves nos 500 pacientes tratados com imipramina, o 1322 
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que foi uma melhora considerável quando comparado aos MAOIs (Hillhouse e Porter, 1323 

2015). Em 1959 a imipramina (Tofranil®) foi aprovada para o tratamento do TDM, 1324 

sendo classificada como uma molécula pertencente a classe dos antidepressivos 1325 

tricíclicos (TCAs, do inglês tricyclic antidepressants). A classificação dos TCAs 1326 

baseou-se na estrutura molecular composta por três anéis benzênicos, uma vez que 1327 

o mecanismo de ação era desconhecido no momento da descoberta. O mecanismo 1328 

de ação dos TCAs é bastante heterogêneo, sendo que essas moléculas podem atuar 1329 

na inibição de transportadores pré-sinápticos de recaptação de noradrenalina e 1330 

serotonina, bloqueio de receptores muscarínicos pós-sinápticos e bloqueio de 1331 

receptores de histamina H1 pós-sinápticos. Acredita-se que a inibição da recaptação 1332 

de noradrenalina e serotonina seja responsável pelos efeitos terapêuticos dos TCAs, 1333 

enquanto o antagonismo dos receptores adrenérgicos, muscarínicos e 1334 

histaminérgicos contribui principalmente para os efeitos colaterais de tontura, 1335 

comprometimento da memória e sonolência, respectivamente (Hillhouse e Porter, 1336 

2015).  1337 

Embora o efeito antidepressivo da iproniazida e da imipramina tenha sido 1338 

descoberto acidentalmente através de observações clínicas, acreditava-se que seus 1339 

efeitos dependiam da modulação catecolaminérgica, especialmente da noradrenalina 1340 

e adrenalina. Entretanto, na década de 60, começaram a surgir evidências indicando 1341 

o envolvimento da serotonina na depressão. Por exemplo, o efeito antidepressivo de 1342 

MAOIs aparentava ser potencializado quando esses medicamentos eram combinados 1343 

com triptofano (Coppen et al., 1963). Além disso, um estudo post-mortem revelou que 1344 

pacientes depressivos que cometeram suicídio apresentavam concentrações 1345 

reduzidas de serotonina quando comparado a vítimas de morte repentina (Shaw et al., 1346 

1967). Essas observações sugeriram que a serotonina poderia estar envolvida com a 1347 

depressão tanto quanto a noradrenalina. Como resultado, a empresa farmacêutica Eli 1348 

Lilly começou a desenvolver ligantes seletivos para os transportadores de serotonina 1349 

para inibir a sua receptação e, assim, aumentar as concentrações de serotonina na 1350 

fenda sináptica, resultando no estímulo de seus receptores pós-sinápticos. Em 1974, 1351 

David Wong e colaboradores publicaram o primeiro artigo sobre o composto 1352 

LY110140 (posteriormente chamado de fluoxetina), um dos SSRIs (Wong et al., 1974). 1353 

Finalmente em 1987, mais de 16 anos após a publicação original, a fluoxetina foi 1354 

aprovada pelo Food and Drug Administration (FDA) e lançada ao mercado sob o nome 1355 

comercial Prozac®. Em 2002 (um ano após o término da exclusividade de venda pela 1356 
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Eli Lilly), o Prozac® havia sido prescrito para mais de 40 milhões de pessoas ao redor 1357 

do mundo, com um total de vendas de 22 bilhões de dólares – o que o tornou 1358 

conhecido como um medicamento inovador para o tratamento da depressão (Wong et 1359 

al., 2005). Desde a introdução da fluoxetina no mercado, vários outros SSRIs foram 1360 

aprovados pelo FDA, como por exemplo a sertralina (Zoloft®), citalopram (Celexa®), 1361 

paroxetina (Paxil®) e escitalopram (Lexapro®). 1362 

Até 2018, aproximadamente 30 anos após o lançamento da fluoxetina, diversos 1363 

novos antidepressivos foram desenvolvidos. Entretanto, eles ainda apresentam como 1364 

mecanismo de ação a modulação da neurotransmissão monoaminérgica (Tabela 1). 1365 

De um modo geral, esses antidepressivos possuem eficácia limitada, sendo que 1366 

aproximadamente 40% dos pacientes que fazem uso da medicação não apresentam 1367 

melhoras na sintomatologia, possivelmente devido à complexidade e heterogeneidade 1368 

da depressão (Institute for Quality and Efficiency in Health Care, 2017). 1369 

Adicionalmente, mesmo pacientes com melhoras nos sintomas apresentam alta taxa 1370 

de descontinuação do tratamento, o que pode estar relacionado com a demora para 1371 

o início dos efeitos farmacológicos (que varia entre 4 a 6 semanas), e a presença de 1372 

inúmeros efeitos adversos, como boca seca, sudorese, tontura, náusea e 1373 

sonolência/insônia (Cipriani et al., 2018; Gartlehner et al., 2017).  1374 

 1375 

Tabela 1. Principais classes de antidepressivos que agem modulando a neurotransmissão 1376 

monoaminérgica.  1377 

Classe Mecanismo de ação Exemplos 

Inibidores das 

enzimas 

monoaminas 

oxidases 

Inibem as enzimas monoaminas oxidases 

A e B (MAO-A e MAO-B), evitando a 

degradação das monoaminas1 

Fenelzina 

(Nardil®) 

Antidepressivos 

tricíclicos 

 

Possuem mecanismo de ação bastante 

heterogêneo, modulando a 

neurotransmissão serotoninérgica, 

dopaminérgica, noradrenergica, 

adrenérgica, histaminérgica e colinérgica1 

Imipramina  

(Tofranil®) 
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Inibidores seletivos 

da recaptação de 

serotonina 

Inibem seletivamente a recaptação de 

serotonina através do bloqueio dos 

transportadores2 

Fluoxetina 

(Prozac®) 

Inibidores da 

recaptação de 

dopamina e 

noradrenalina 

Inibem a recaptação de dopamina e 

noradrenalina através do bloqueio dos 

transportadores2 

Bupropiona 

(Wellbutrin®) 

Inibidores seletivos 

da recaptação de 

noradrenalina 

Inibem seletivamente a recaptação de 

noradrenalina através do bloqueio dos 

transportadores1 

Reboxetina 

(Edronax®) 

 

Inibidores da 

recaptação de 

serotonina e 

noradrenalina 

Em baixas doses inibem a recaptação de 

serotonina. Em altas doses inibem a 

recaptação de serotonina e noradrenalina2 

 

Venlafaxina 

(Effexor®) 

Antidepressivos 

multimodais 

Inibem a recaptação de serotonina, 

dopamina e noradrenalina, agem como 

agonista dos receptores 5-HT1A, agonista 

parcial dos receptores 5-HT1B e 

antagonista dos receptores 5-HT3 e 5-HT7
1 

Vortioxetina 

(Brintellix®) 

¹ Fava e Kendler (2000); ² Hillhouse e Porter, 2015.  1378 

 1379 

Apesar das principais classes de antidepressivos utilizadas atualmente 1380 

modularem o sistema de neurotransmissão monoaminérgico, outros efeitos 1381 

farmacológicos secundários também foram reportados, como por exemplo a 1382 

modulação das vias oxidativas, inflamatórias e hipercortisolemia. Diversos estudos 1383 

vêm demonstrando que os antidepressivos reduzem a produção de TNF-α, IL-12 e 1384 

interferon gama (IFNγ), além de reduzirem os níveis de cortisol circulantes em 1385 

pacientes com depressão (Maes et al., 2012; Manthey et al., 2011; Pariante et al., 1386 

2004). Tais observações enfatizam o envolvimento de diferentes vias de sinalização 1387 

celular no efeito farmacológico de antidepressivos, sugerindo ainda o envolvimento do 1388 

sistema imune, endócrino e antioxidante na etiologia da depressão. 1389 

É possível que uma nova revolução no ramo da psiquiatria tenha começado em 1390 

2019, com a liberação da escetamina (Spravato®) contra a depressão resistente aos 1391 
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tratamentos convencionais (Food and Drug Administration, 2019a) e da brexanolona 1392 

(Zulresso®) para o tratamento da depressão pós-parto (Food and Drug Administration, 1393 

2019b).  1394 

A escetamina é o S-enantiômero da cetamina, um anestésico dissociativo com 1395 

propriedades alucinógenas derivado da fenciclidina (PCP, do inglês phencyclidine). 1396 

Desde os anos 70 a mistura racêmica de cetamina (Ketalar®) foi aprovada para a 1397 

indução e manutenção da anestesia através da administração intramuscular ou 1398 

intravenosa (Salvadore e Singh, 2013), atuando como um antagonista dos NMDA-R. 1399 

Nos anos 90, a cetamina se tornou uma droga recreacional popular, passando a ser 1400 

conhecida como Special K. Como resultado do aumento do uso recreacional, a 1401 

cetamina passou a ser classificada como um não-narcótico nível III sob o estatuto de 1402 

controle de substâncias (Controlled Substances Act) dos EUA (Drug Enforcement 1403 

Administration, 2013).  1404 

Diversos estudos clínicos tem demonstrado que uma única dose sub-1405 

psicotomimética de cetamina produz uma rápida resposta antidepressiva em 1406 

pacientes (Berman et al., 2000; Zarate et al., 2006). Entretanto, a principal limitação 1407 

do seu uso como um antidepressivo é a administração pela via endovenosa, reduzindo 1408 

sua aplicabilidade na população. Por sua vez, a escetamina apresenta maior afinidade 1409 

pelos NMDA-R do que a cetamina (Popova et al., 2019) e foi desenvolvida como uma 1410 

formulação intranasal, apresentando efeito antidepressivo de início rápido e 1411 

persistente por mais de dois meses seguindo uma baixa frequência de dosagem (Daly 1412 

et al., 2018). Entretanto, diversos efeitos adversos foram experienciados por pacientes 1413 

tratados com escetamina nos ensaios clínicos, como por exemplo sensação de 1414 

dissociação, tontura, náuseas, sedação, vertigem, ansiedade, letargia e aumento da 1415 

pressão sanguínea (Food and Drug Administration, 2019a).  1416 

A rápida resposta dos pacientes depressivos ao tratamento com cetamina e 1417 

escetamina sugere um mecanismo que resulta em rápidas alterações na função e 1418 

plasticidade sináptica, possivelmente dependente do antagonismo dos NMDA-R, 1419 

aumento da sinalização dos AMPA-R (Duman et al., 2016) via mTORC1, ERKs e Akt 1420 

(Zhou et al., 2014) e aumento de sinapses GABAérgicas no córtex pré-frontal (Ghosal 1421 

et al., 2017). Vale destacar que, diferentemente dos antagonistas dos NMDA-R, a 1422 

administração aguda ou crônica de antidepressivos convencionais (como a fluoxetina) 1423 

não aumenta a sinalização do mTORC1 (Li et al., 2010). 1424 
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Além da escetamina, em 2019 o FDA aprovou pela primeira vez um 1425 

medicamento destinado ao tratamento da depressão pós-parto (Food and Drug 1426 

Administration, 2019b). A brexanolona é uma formulação exógena da alopregnalona, 1427 

um esteroide neuroativo endógeno. A alopregnalona é o principal metabolito da 1428 

progesterona, e seus níveis aumentam rapidamente durante a gravidez, com um pico 1429 

no terceiro semestre (Luisi et al., 2000). A queda nos níveis de alopregnalona após o 1430 

parto tem sido hipotetizada como um dos principais fatores que desencadeiam a 1431 

depressão pós-parto. O mecanismo de ação da brexanolona não está completamente 1432 

elucidado, mas sabe-se que a alopregnalona modula a excitabilidade neuronal através 1433 

da modulação alostérica dos GABA-R do tipo A, aumentando sua função (Paul e 1434 

Purdy, 1992). Quando administrada como uma infusão intravenosa continua durante 1435 

60 horas, a brexanolona reduziu os sintomas depressivos em mulheres com 1436 

depressão pós-parto moderada a severa (Meltzer-Brody et al., 2018). Entretanto, 1437 

pacientes tratados com brexanolona apresentaram diversos efeitos adversos, 1438 

incluindo boca seca, perda de consciência e sonolência, e em alguns casos, 1439 

pensamentos suicidas (Food and Drug Administration, 2019b).  1440 

Vale especular que a liberação da escetamina e da brexanolona pelo FDA inicia 1441 

uma nova revolução na psiquiatria no sentido de que, finalmente, será considerado 1442 

que diferentes tipos de depressão requerem diferentes tipos de tratamento. Além da 1443 

heterogeneidade de sua etiologia, os sintomas depressivos não se manifestam 1444 

igualmente nas pessoas, e por isso, não há um tratamento universal para essa 1445 

doença. Atualmente, recomenda-se que a depressão seja tratada com 1446 

antidepressivos, psicoterapia (principalmente a terapia cognitiva-comportamental, 1447 

terapia de solução de problemas e terapia interpessoal) ou uma combinação de 1448 

ambos (National Institute of Mental Health, 2015). Entretanto, devido a eficácia 1449 

limitada dos antidepressivos disponíveis, a busca por novas moléculas 1450 

antidepressivas mais eficientes, com menos efeitos adversos e com início de ação 1451 

rápido se faz necessária. No entanto, vale destacar que há uma crise no 1452 

desenvolvimento de novos tratamentos para doenças mentais. As indústrias vêm 1453 

abandonando a pesquisa e desenvolvimento de medicamentos para doenças 1454 

psiquiátricas devido à falta de conhecimento sobre a patofisiologia das desordens e à 1455 

falta de alvos validados, deixando a academia com o papel crucial de buscar novas 1456 

estratégias terapêuticas para o tratamento de doenças psiquiátricas (Conn e Roth, 1457 

2008).  1458 
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2.4 Da Deusa da lua à compostos bioativos: atividade farmacológica de 1459 

compostos orgânicos de selênio   1460 

O selênio (Se) foi descoberto em 1817 pelo químico Jöns Jacob Berzelius, o 1461 

qual nomeou o elemento em homenagem a Deusa Grega da lua, Selene (Arner 2010). 1462 

Juntamente com o oxigênio, enxofre, telúrio, polônio e livermório, o Se faz parte do 1463 

grupo dos calcogênios na tabela periódica, pertencentes ao grupo 16. 1464 

Fisiologicamente, o Se é um micronutriente essencial, obtido na dieta, que pode ser 1465 

encontrado em castanhas, salmão, atum, carne e cereais. O Se é incorporado em 25 1466 

selenoproteínas humanas na forma de selenocisteína (Sec), a qual é codificada pelo 1467 

códon UGA (Hatfield e Gladyshev, 2002; Kryukov et al., 2003; Kudva et al., 2015). A 1468 

exata função biológica das selenoproteínas ainda não está completamente elucidada, 1469 

mas sabe-se que essas proteínas são essências para a vida, uma vez que modelos 1470 

animais transgênicos com deleção no gene que codifica o RNA transportador (tRNA) 1471 

necessário para a síntese da Sec resulta em morte embrionária (Bosl et al., 1997; 1472 

Reeves e Hoffmann, 2009). Além disso, não há nenhuma evidência concreta de que 1473 

o Se está envolvido com funções fisiológicas importantes em fungos e plantas, o que 1474 

o torna bastante complexo e intrigante (Nogueira e Rocha, 2011).  1475 

Atualmente é bem estabelecido que o Se é imprescindível para a manutenção 1476 

da homeostase em humanos (Rayman et al., 2000). Isso pode ser exemplificado pela 1477 

doença de Keshan, uma cardiomiopatia endêmica na China que ocorre devido a 1478 

deficiência do Se na alimentação da população, a qual pode ser completamente 1479 

prevenida através suplementação com esse micronutriente (Zhou et al., 2003). 1480 

Embora a deficiência de Se em humanos seja rara, evidências indicam que alterações 1481 

nas concentrações de Se no organismo podem influenciar diversos mecanismos 1482 

biológicos, como a resposta imune, neurodegeneração, câncer e doenças 1483 

cardiovasculares (Gromadzinska et al., 2008; Hoffmann e Berry, 2008; Roman et al., 1484 

2014). Nesse sentido, recomenda-se a ingestão diária de aproximadamente 45 μg de 1485 

Se para adultos, para que as funções biológicas do organismo sejam adequadamente 1486 

desempenhadas, respeitando o limite de ingestão de 400 μg/dia para evitar a selenose 1487 

(Christensen et al., 2015; Instituite of Medicine, 2000).  1488 

O Se se comporta tanto como um agente antioxidante quanto como um agente 1489 

anti-inflamatório (Rayman, 2000). Isso ocorre pois, o Se, atuando via GPx, pode: (i) 1490 

reduzir o H2O2 e hidroperóxidos lipídicos, bloqueando a propagação de radicais livres 1491 

e ERO/N; (ii) reduzir intermediários hidroperóxidos da via das COX e lipoxigenases 1492 



69 

 

para diminuir a formação de prostaglandinas e leucotrienos; e (iii) modular a chamada 1493 

“explosão respiratória” (respiratory burst) através da remoção de H2O2 e redução da 1494 

formação de O2
.- (Spallholz et al., 1990). Dessa forma, acredita-se que condições 1495 

associadas com o aumento do estresse oxidativo e inflamação podem ser 1496 

influenciadas pelos níveis de Se, o que pode ser o caso da depressão.  1497 

Apesar das particularidades, grande parte das selenoproteínas são 1498 

classificadas como agentes antioxidantes, cuja função é atenuar o dano celular 1499 

causado pelo excesso das ERO/N. Dentre essas proteínas, pode-se citar a GPx, a 1500 

tiorredoxina redutase (TrxR) e a selenoproteína P (SelP), as quais tem sido 1501 

amplamente estudadas devido suas funções na regulação do estado redox das 1502 

células (Kudva et al., 2015). Sabe-se que a SelP, por exemplo, é essencial para a 1503 

sobrevivência e função neuronal, seja por agir como um antioxidante direto 1504 

(prevenindo o estresse oxidativo), ou fornecendo Se para a síntese de outras enzimas 1505 

antioxidantes, como a GPx e TrxR (Bellinger et al., 2008).  1506 

Notavelmente, a deficiência de Se é acompanhada pelo prejuízo na 1507 

imunocompetência, tanto na imunidade celular quanto na função de células B 1508 

(Rayman, 2000). Por outro lado, a suplementação com Se tem efeito 1509 

imunoestimulante, incluindo o aumento na proliferação de células T ativadas 1510 

(expansão clonal), o aumento da função citotóxica dos linfócitos e aumento na 1511 

atividade de células natural killer (NK) (Kiremidhian-Schumacer et al., 1994). Acredita-1512 

se que isso ocorra, pois, a suplementação com Se aumenta a expressão dos 1513 

receptores para a IL-2 na superfície de linfócitos ativados e células NK. A sinalização 1514 

da IL-2 é crucial para a expansão clonal e diferenciação em células T citotóxicas 1515 

Kiremidhian-Schumacer et al., 1994). Adicionalmente, células T ativadas apresentam 1516 

aumento na atividade da selenofosfato sintetase, uma enzima envolvida com a síntese 1517 

de Sec (Guimaraes et al., 1996), evidenciando a importância de selenoproteínas para 1518 

o controle da resposta imune. Consoante a isso, um estudo recente identificou que o 1519 

aumento nos níveis plasmáticos de Se está associado com a redução na 1520 

concentração sérica da proteína C reativa (CRP, do inglês C-reactive protein) em 1521 

humanos (Yuan et al., 2020).  1522 

Diversos estudos também apontam para a importância do Se no cérebro. Em 1523 

condições de deficiência de Se, o fornecimento desse micronutriente é destinado 1524 

preferencialmente ao cérebro do que aos outros órgãos, sugerindo que o Se exerce 1525 

funções de grande importância no sistema nervoso central (Finley e Penland, 1998; 1526 
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Benton e Cook, 1991). Além disso, baixas concentrações de CAT são encontradas no 1527 

cérebro, então a remoção de peróxidos depende grandemente da atividade da GPx 1528 

(Rayman, 2000). Relevante à depressão, a atividade da GPx é menor em pacientes 1529 

depressivos (Maes et al., 2011), baixos níveis de Se foram associados com 1530 

depressão, ansiedade e hostilidade (Haekes e Hornbostel, 1996) e a suplementação 1531 

com Se é capaz de melhorar o humor negativo e os sintomas depressivos em 1532 

pacientes adultos jovens (Conner et al., 2015). Adicionalmente, os níveis de SelP 1533 

foram encontrados reduzidos em condições inflamatórias, como a sepse (Mertens et 1534 

al., 2015). Em conjunto, essas observações sugerem que as funções biológicas do Se 1535 

podem estar intrinsicamente relacionadas com o estresse oxidativo e a inflamação 1536 

observados na depressão (Reeves e Hofmmann, 2009). 1537 

O Se consumido em alimentos e suplementos existe em várias formas 1538 

orgânicas e inorgânicas, incluindo selenometionina (fontes e suplementos vegetais e 1539 

animais), Sec (principalmente fonte animais), selenato e selenito (principalmente 1540 

suplementos), sendo que a biodisponibilidade do Se depende da forma ingerida. Por 1541 

exemplo, a selenometionina é mais eficaz no aumento do status aparente de Se 1542 

porque é incorporada não especificamente às proteínas no lugar da metionina. No 1543 

entanto, a selenometionina não possui atividade catalítica e deve ser catabolizada 1544 

para um precursor inorgânico antes de entrar no pool de Se disponível. Por sua vez, 1545 

o selenito ou o selenato rapidamente fornecem selenofosfato, o precursor da Sec. 1546 

Apesar disso, as formas orgânicas são frequentemente preferidas em intervenções, 1547 

em parte porque apresentam menor toxicidade aguda (Standing Committe on the 1548 

Scientific Evaluation of Dietary Reference Intakes of the Food and Nutrition Board, 1549 

2000). Além disso, o interesse no uso de compostos orgânicos de Se como possíveis 1550 

estratégias terapêuticas também apresenta a vantagem de que essas moléculas 1551 

podem agir como antioxidantes diretos ou miméticos à GPx.  1552 

Embora o primeiro composto orgânico de Se tenha sido sintetizado em 1847 1553 

por Wӧhler e Siemens (Nogueira e Rocha, 2011), apenas no início dos anos 70 os 1554 

compostos orgânicos de Se se tornaram versáteis na química orgânica (Sharpless e 1555 

Lauer, 1973). Para que um composto orgânico de Se atue como um antioxidante, ele 1556 

deve mostrar nucleofilicidade necessária para atividade mimética à GPx, atividade 1557 

neutralizadora de radicais livres e baixa toxicidade (Nogueira e Rocha, 2011).  1558 

Sabendo-se da importância biológica do Se, diversos grupos de pesquisa têm 1559 

desenvolvido compostos orgânicos contendo Se na tentativa de contribuir com o 1560 



71 

 

tratamento de diversas patologias. Dentre os efeitos farmacológicos apresentados por 1561 

compostos orgânicos de Se, vale destacar as atividades antioxidante (Luchese et al., 1562 

2020), anti-inflamatória (Araujo et al., 2020), antidepressiva (Martins et al., 2020), 1563 

mimética à GPx (Ibrahim et al., 2015) e neuroprotetora (Zborowski et al., 2019).  1564 

Dentre os compostos orgânicos de Se melhor caracterizados, é possível citar o 1565 

ebselen (2-fenil-1,2-benziosselenazol-3(2H)-1). As atividades antioxidante, anti-1566 

inflamatória, anticâncer, citoprotetora e estabilizadora de humor foram elucidadas in 1567 

vitro e in vivo (Imai et al., 2001; Nakamura et al., 2002). Devido a esses potenciais 1568 

efeitos farmacológicos, o ebselen encontra-se em ensaios clínicos de fase II para o 1569 

tratamento do transtorno bipolar, como um adicional ao tratamento de estabilização 1570 

de humor, uma vez que apresenta atividade similar ao lítio (Clinicaltrials.gov, ID: 1571 

NCT03013400; Masaki et al., 2016). 1572 

Diante dos promissores efeitos farmacológicos dos compostos orgânicos 1573 

contendo Se, o Grupo de Pesquisa em Neurobiotecnologia da Universidade Federal 1574 

de Pelotas têm reportado consideráveis efeitos in vitro e in vivo de alguns compostos 1575 

orgânicos contendo Se.  1576 

O 3-((4-metoxifenil)selenil)-2-fenilimidazo[1,2-a]piridina (Figura 14) é um 1577 

composto orgânico de Se que possui atividade tipo-antidepressiva, tipo-ansiolítica, 1578 

anti-inflamatória e antioxidante em modelos animais de comportamento tipo-1579 

depressivo e tipo-ansioso induzidos por LPS e estresse (Domingues et al., 2018, 1580 

2019). Por sua vez, o (octilseleno)-xilofuranosideo (Figura 14) possui efeito tipo-1581 

antidepressivo por modular a neurotransmissão monoaminérgica (Brod et al., 2016) e 1582 

vias de sinalização intracelular (Brod et al., 2017). A modulação do sistema 1583 

monoaminérgico também está envolvida com a atividade anti-inflamatória e 1584 

antinociceptiva do 1,2-bis-(4-metoxifeniselenil) estireno (Figura 14) (Anversa et al., 1585 

2018). 1586 
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 1587 

Figura 14. Estrutura de alguns compostos orgânicos de selênio estudados pelo nosso grupo de 1588 

pesquisa. Vale destacar o composto 3-[(4-cloforenil)selenil]-1-metil-1H-indol, alvo deste trabalho.  1589 

 1590 

2.4.1 3-[(4-cloforenil)selenil]-1-metil-1H-indol  1591 

Além dos compostos orgânicos de Se, outra classe de moléculas com 1592 

propriedades biológicas interessantes são os indóis. Acredita-se que essa é a 1593 

estrutura heterocíclica mais abundante na natureza com ação biológica, sendo 1594 

encontradas por exemplo na estrutura do aminoácido triptofano, do hormônio 1595 

melatonina e do neurotransmissor serotonina (Figura 15) (Kaushik et al., 2013).  1596 

 As moléculas contendo a porção indol tem sido empregadas como agentes 1597 

terapêuticos em diversas desordens neurodegenerativas (Klein et al., 2014) e 1598 

inflamatórias (Guerra et al., 2011), além de apresentarem ação antioxidante 1599 

(Karaaslan et al., 2013), antitumoral (Shaveta, 2014) e antiproliferativa (Spallarossa et 1600 

al., 2015). Vale destacar que o anti-inflamatório não esteroidal indometacina (Indocid®) 1601 

e a estatina fluvastatina (Lescol®) são medicamentos disponíveis comercialmente e 1602 

apresentam o núcleo indólico em sua estrutura.  1603 

Estudos recentes reportaram que o indol-3-carbinol (I3C) (Figura 15) possui 1604 

efeito anti-inflamatório por inibir a produção de NO• e TNF-α em macrófagos 1605 

estimulados com LPS (Tsai et al., 2010). Notavelmente, o anti-inflamatório não 1606 
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esteroidal indometacina (Figura 15) também se caracteriza pela presença do núcleo 1607 

indólico em sua estrutura.  1608 

 1609 

Figura 15. Estrutura do núcleo indólico e moléculas relacionadas.  1610 

 1611 

Nesse sentido, a síntese de compostos contendo Se e indóis em sua estrutura 1612 

é uma área de pesquisa bastante interessante, já que a combinação de duas ou mais 1613 

porções bioativas em uma única molécula é uma estratégia relevante para o 1614 

desenvolvimento de novos compostos com atividade farmacológica (Martinez et al., 1615 

2015). Diante disso, o Grupo de Pesquisa em Neurobiotecnologia em parceria com o 1616 

Laboratório de Síntese Orgânica Limpa da UFPel sintetizaram o 3-[(4-1617 

cloforenil)selenil]-1-metil-1H-indol (CMI, Figura 14), um composto orgânico de Se 1618 

contendo um núcleo indólico (Vieira et al., 2015). 1619 

O primeiro estudo investigando o perfil farmacológico do CMI foi realizado em 1620 

2017, aonde mostrou-se que ele apresenta atividade antioxidante in vitro (Vieira et al., 1621 

2017). Considerando o envolvimento do estresse oxidativo na depressão, avaliou-se 1622 

então a capacidade do CMI em proteger contra o comportamento tipo-depressivo 1623 

induzido por LPS em camundongos. Observou-se apenas uma administração de CMI 1624 

30 minutos antes do desafio com LPS preveniu o aumento no tempo de imobilidade 1625 

do teste de suspensão da cauda (TSC) e teste do nado forçado (TNF) e protegeu 1626 

contra o aumento nos níveis de espécies reativas, peroxidação lipídica e expressão 1627 

de IL-6, IL-1β e IL-4 no córtex pré-frontal e hipocampo dos animais (Casaril et al., 1628 
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2017). Adicionalmente, o estudo demonstrou a segurança no uso do composto, uma 1629 

vez que o CMI não alterou os níveis plasmáticos de ureia, creatinina, aspartato 1630 

aminotransferase e alanina aminotransferase e não inibiu a enzima sulfidrílica delta-1631 

aminolevulinato desidratase (sensível a agentes tóxicos) no rim, fígado e cérebro de 1632 

camundongos (Casaril et al., 2017).  1633 

Esses estudos iniciais sobre o CMI nos impulsionaram a seguir investigando o 1634 

potencial terapêutico dessa molécula em diferentes modelos animais de 1635 

comportamento tipo-depressivo, a fim de contribuir com o desenvolvimento de um 1636 

novo adjuvante terapêutico capaz de melhorar a qualidade de vida de pacientes 1637 

depressivos.   1638 
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3 HIPÓTESE E OBJETIVOS 1639 

 1640 

3.1 Hipótese 1641 

Com base no caráter multifatorial da depressão e a capacidade do CMI em 1642 

proteger contra o comportamento tipo-depressivo, hipotetizou-se que o CMI seria 1643 

capaz de reverter o comportamento tipo-depressivo e suas comorbidades que se 1644 

manifestam em animais submetidos ao estresse agudo de restrição (EAR), desafiados 1645 

com LPS, portadores de tumor mamário, suplementados com corticosterona e 1646 

sobreviventes à sepse.  1647 

 1648 

3.2 Objetivo geral 1649 

Investigar os mecanismos moleculares envolvidos com o efeito tipo-1650 

antidepressivo do CMI. 1651 

 1652 

3.3 Objetivos específicos 1653 

• Aprofundar o conhecimento a respeito dos mecanismos responsáveis pelo 1654 

efeito antioxidante do CMI (capítulo 1).  1655 

• Avaliar a capacidade do CMI em reverter o comportamento tipo-depressivo em 1656 

camundongos submetidos ao EAR através da modulação do estresse nitro-1657 

oxidativo e neuroinflamação (capítulo 2).  1658 

• Investigar a capacidade do CMI em reverter o comportamento tipo-depressivo 1659 

e tipo-ansioso em animais desafiados com LPS, através da modulação da via 1660 

serotoninérgica (capítulo 3).  1661 

• Avaliar a capacidade do CMI em reverter o comportamento tipo-depressivo e o 1662 

déficit cognitivo em camundongos portadores de tumor mamário, através da 1663 

modulação da neuroinflamação e estresse oxidativo (capítulo 4). 1664 

• Investigar a capacidade do CMI em reverter o comportamento tipo-depressivo 1665 

e tipo-ansiogênico em camundongos suplementados com corticosterona, 1666 

através da modulação da via do BDNF/mTOR (capítulo 5).  1667 

• Investigar a capacidade do CMI em reverter o comportamento tipo-depressivo, 1668 

tipo-ansiogênico e o déficit cognitivo em camundongos sobreviventes à sepse, 1669 

através da modulação da resposta imune e do estresse oxidativo periférico e 1670 

central (capítulo 6).  1671 
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4 CAPÍTULOS 1672 

 1673 

4.1 Capítulo 1 – Selenium-containing indolyl compounds: kinetics of reaction 1674 

with inflammation-associated oxidants and protective effect against oxidation 1675 

of extracellular matrix proteins 1676 

 1677 

Artigo publicado na revista Free Radical Biology and Medicine  1678 

 1679 

Uma gama de oxidantes é gerada em condições fisiológicas e patológicas in 1680 

vivo, desempenhando importantes funções de sinalização celular, apoptose e controle 1681 

de patógenos. No entanto, sua produção excessiva está relacionada com a inflamação 1682 

aguda e crônica, aterosclerose, câncer, doenças neurodegenerativas e depressão. 1683 

Neste trabalho, queríamos investigar a capacidade do CMI em neutralizar oxidantes 1684 

derivados da inflamação. Através da análise de cinética de reação, nosso estudo 1685 

demonstrou que o CMI interage diretamente com o H2O2, HOCl e ONOO-. O CMI 1686 

reage mais rapidamente com o HOCl do que os antioxidantes Trolox, taurina e β-1687 

caroteno, e reage mais rapidamente com o ONOO- do que a N-acetil metionina e 1688 

cisteína. Similarmente, a velocidade de reação do CMI com o H2O2 é maior do que a 1689 

velocidade de reação da cisteína e metionina com o H2O2. De um modo geral, o CMI 1690 

tem uma alta reatividade com oxidantes-derivados da inflamação, com uma constante 1691 

de velocidade (k) similar ou maior do que aquelas para as cadeias proteicas laterais 1692 

(como a cisteína e metionina). Em conjunto, essas observações indicam que o CMI 1693 

se apresenta como um promissor antioxidante.  Esses resultados nos impulsionaram 1694 

a seguir investigando o potencial farmacológico do CMI in vivo, o qual pode 1695 

representar uma nova estratégia terapêutica para doenças associadas à inflamação e 1696 

ao estresse oxidativo, como a depressão.  1697 
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4.2 Capítulo 2 – The selenium-containing compound 3-((4-chlorophenyl) 1709 

selanyl)-1-methyl-1H-indole reverses depressive-like behavior induced by 1710 

acute restraint stress in mice: modulation of oxido-nitrosative stress and 1711 

inflammatory pathway 1712 

 1713 

Artigo publicado na revista Psychopharmacology 1714 

 1715 

No capítulo anterior, demonstramos o potencial antioxidante in vitro do CMI. 1716 

Neste estudo, queríamos investigar se o efeito antioxidante contribuiria com a melhora 1717 

no comportamento tipo-depressivo de camundongos submetidos ao EAR. O EAR, 1718 

com duração de quatro horas, é um modelo animal que promove a liberação de 1719 

PAMPs e DAMPs que sinalizam via TRL4 para induzir a produção de citocinas 1720 

inflamatórias e ERO/N, as quais contribuem com a resistência dos GR e a 1721 

hiperativação do eixo HPA. Neste trabalho nós demonstramos que o tratamento com 1722 

CMI (i) reduziu os níveis plasmáticos de corticosterona; (ii) regulou a atividade da SOD 1723 

e CAT nos córtex pré-frontais e hipocampos de camundongos estressados; (iii) 1724 

reverteu o aumento nos níveis de ERO/N e peroxidação lipídica nos córtex pré-frontais 1725 

e hipocampos de camundongos estressados; e (iv) normalizou a expressão de GR, 1726 

NFκB, iNOS, TNF-α, IDO, GSK-3β e BDNF nos córtex pré-frontais e hipocampos de 1727 

camundongos submetidos ao EAR. Em conjunto, nossos dados demonstraram que a 1728 

administração do CMI, uma molécula com efeito antioxidante e anti-inflamatório, 1729 

reverteu o comportamento tipo-depressivo induzido por estresse em camundongos. 1730 

Esses estudos reforçam o estresse como um possível fator causal para a depressão, 1731 

e enfatiza a modulação do estresse nitro-oxidativo e vias inflamatórias como possíveis 1732 

estratégias terapêuticas para a depressão.  1733 
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4.3 Capítulo 3 – Depression- and anxiogenic-like behaviors induced by 1747 

lipopolysaccharide in mice are reversed by a selenium-containing indolyl 1748 

compound: Behavioral, neurochemical and computational insights involving 1749 

the serotonergic system 1750 

 1751 
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  1753 

No capítulo anterior, investigamos a capacidade do CMI em reverter o 1754 

comportamento tipo-depressivo induzido por EAR. Neste trabalho, aprofundamos 1755 

nosso conhecimento a respeito do efeito tipo-antidepressivo do CMI em camundongos 1756 

desafiados com LPS. O LPS é uma endotoxina de bactérias Gram-negativas que 1757 

sinaliza via TLR4 para induzir a expressão de citocinas inflamatórias e ERO/N, as 1758 

quais podem influenciar a neurotransmissão serotoninérgica. De fato, a relação entre 1759 

o sistema serotoninérgico e desordens psiquiátricas em decorrência da comunicação 1760 

entre o sistema imune e o cérebro tem sido amplamente investigada. Diante disso, 1761 

nesse trabalho nós investigamos se o CMI seria capaz de melhorar o comportamento 1762 

tipo-depressivo e tipo-ansiogênico induzido por LPS. Através do uso de antagonistas, 1763 

observamos que os efeitos tipo-antidepressivo e tipo-ansiolítico do CMI dependem da 1764 

modulação dos receptores serotoninérgicos 5-HT1A, 5-HT2A/2C e 5HT3. Em adição, o 1765 

tratamento com CMI reverteu o aumento na expressão da IDO e citocinas pro-1766 

inflamatórias nos córtex pré-frontais e hipocampos de camundongos desafiados com 1767 

LPS. Uma análise in sílico contribuiu com a elucidação do mecanismo de ação do 1768 

CMI, indicando sua possível interação com o sitio ativo da IDO e do transportador de 1769 

serotonina, SERT. Assim, propusemos que o perfil multialvo do CMI contribuiu para o 1770 

efeito terapêutico na comorbidade entre depressão e ansiedade.  1771 
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4.4 Capítulo 4 – The antioxidant and immunomodulatory compound 3-[(4-1784 

chlorophenyl)selanyl]-1-methyl-1H-indole attenuates depression-like 1785 

behavior and cognitive impairment developed in a mouse model of breast 1786 

tumor 1787 

 1788 
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 1790 

Nos capítulos anteriores, investigamos a capacidade antioxidante in vitro e o 1791 

efeito tipo-antidepressivo do CMI em modelos agudos de indução do comportamento 1792 

tipo-depressivo. Neste trabalho, impulsionados pela prevalência de sintomas 1793 

depressivos em aproximadamente 20 – 30% das mulheres com câncer da mama, 1794 

investigamos a capacidade do CMI em melhorar o comportamento tipo-depressivo e 1795 

a cognição de camundongos fêmeas portadoras de tumor mamário. Observamos que, 1796 

quando administrado durante 7 dias, o CMI (i) reverteu o comportamento tipo-1797 

depressivo e o prejuízo cognitivo em camundongos portadores de tumor; (ii) modulou 1798 

a atividade da enzima SOD, os níveis de ERO, NO• e peroxidação lipídica nos córtex 1799 

pré-frontais e hipocampos de camundongos portadores de tumor e; (iii) modulou a 1800 

expressão do NFκB, IL-1β, TNF-α, IL-10, IDO, COX-2, iNOS, Nrf2 e BDNF nos córtex 1801 

pré-frontais e hipocampos de camundongos portadores de tumor. Adicionalmente, 1802 

estudos in sílico demonstraram o potencial do CMI em interagir com o sitio ativo das 1803 

enzimas iNOS e COX-2, contribuindo com os efeitos observados. Em conjunto, esses 1804 

dados demonstram o potencial farmacológico do CMI em um modelo de depressão 1805 

que se manifesta em decorrência de uma condição crônica, nesse caso, o câncer de 1806 

mama. Uma vez que o CMI não influenciou o crescimento tumoral, ele não deve ser 1807 

tratado como um agente quimioterápico, mas sim como um adjuvante terapêutico para 1808 

melhorar os sintomas depressivos e cognitivos. O uso de adjuvantes a quimioterapia 1809 

tem sido amplamente reconhecido como um importante componente do tratamento 1810 

multimodal, e a descoberta de novas drogas para tratar a depressão e o declínio 1811 

cognitivo induzidos por câncer seriam um notável avanço para a melhora na qualidade 1812 

de vida de pacientes com câncer.  1813 
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4.5 Capítulo 5 – The modulation of the BDNF-mTOR pathway is involved in the 1828 

antidepressant- and anxiolytic-like effect of a selenium-containing compound 1829 

in corticosterone-treated mice 1830 

 1831 

Manuscrito preparado de acordo com as normas da revista Molecular 1832 

Neurobiology 1833 

 1834 

Nos capítulos anteriores, focamos no envolvimento do estresse nitro-oxidativo, 1835 

neuroinflamação, e sistema serotoninérgico no efeito tipo-antidepressivo do CMI. 1836 

Neste trabalho, investigamos se a via do mTOR/BDNF estaria envolvida com a rápida 1837 

ação farmacológica do CMI em camundongos tratados cronicamente com 1838 

corticosterona. Através do uso do antagonista rapamicina, mostramos que o efeito 1839 

tipo-antidepressivo e tipo-ansiolítico do CMI é dependente da sinalização do mTOR. 1840 

Adicionalmente, observamos que o CMI reverteu o aumento nos níveis de marcadores 1841 

oxidativos no plasma e nos hipocampos de animais tratados com corticosterona. 1842 

Corroborando com esses dados, o CMI restaurou a expressão dos GR, BDNF, 1843 

sinaptofisina, GSK-3β, Nrf2 e IDO no hipocampo de animais estressados. Em 1844 

conjunto, esses dados mostraram que uma única administração de CMI desencadeou 1845 

efeito tipo-antidepressivo e tipo-ansiolítico em animais estressados através da 1846 

modulação da via do mTOR/BDNF, neuroinflamação e estresse oxidativo periférico e 1847 

central.   1848 
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The modulation of BDNF-mTOR pathway is involved in the antidepressant- and 1849 

anxiolytic-like effect of a selenium-containing compound in corticosterone-1850 

treated mice 1851 
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Abstract 1879 

Major depressive disorder is the most prevalent psychiatric disorder and is often 1880 

accompanied by anxiety disorders. Both disorders are heterogenic and multifactorial 1881 

and have been widely investigated intrinsic to chronic stress. However, the current 1882 

treatment still relies mostly on the monoaminergic neurotransmission, which prompts 1883 

the research for new multitarget drugs. In thise sense, we have previously 1884 

demonstrated the antioxidant, anti-inflammatory, antinociceptive, and antidepressant-1885 

like effects of the organoselenium compound 3-[(4-chlorophenyl)selanyl]-1-methyl-1H-1886 

indole (CMI). Considering these properties of CMI, the aim of the present study was to 1887 

deepen into the acknowledgment about the molecular mechanism of action of CMI in 1888 

reversing the depressive- and anxiogenic-like behavior induced by repeated 1889 

corticosterone administration during 14 days in Swiss male mice. A single 1890 

administration of CMI (1 mg/kg, i.g.) reversed the behavioral alterations induced by 1891 

corticosterone in the open field test, splash test, and elevated plus maze. The pre-1892 

treatment with rapamycin (inhibitor of the mammalian target of rapamycin, mTOR) 1893 

prevented the antidepressant- and anxiolytic-like effect elicited by CMI in 1894 

corticosterone-treated mice. Moreover, the administration of CMI restored the 1895 

expression levels of glucocorticoid receptor, brain-derived neurotrophic factor, 1896 

synaptophysin, glycogen synthase kinase 3 beta, nuclear factor erythroid 2-related 1897 

factor 2, and indoleamine 2,3-dioxygenase in the hippocampus of stressed mice. 1898 

Additionally, the antioxidant effect of CMI was evident by its ability to decrease the 1899 

levels of reactive species and lipid peroxidation in the plasma of corticosterone-treated 1900 

mice. These findings indicate the CMI ability to reverse behavioral and biochemical 1901 

alterations in the depression-anxiety comorbidity induced by corticosterone, possibly 1902 

by the modulation of mTOR signaling pathway.  1903 

 1904 

Keywords: Organoselenium, antidepressant, anxiolytic, corticosterone, mTOR.   1905 
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Abbreviations 1906 

AKT  protein kinase B 1907 

AMPA  α-amino-3-hydroxyl-5-methil-4-isoxazolepropionic acid 1908 

BDNF  brain-derived neurotrophic factor 1909 

CNS  central nervous system 1910 

DAMPs danger associated molecular patterns  1911 

DMSO dimethyl sulfoxide 1912 

EPM  elevated plus maze 1913 

GR  glucocorticoid receptor 1914 

GSK3-β  glycogen synthase kinase 3 beta 1915 

HC  hippocampus 1916 

HO-1  heme-oxygenase 1 1917 

HPA  hypothalamic-pituitary-adrenal axis 1918 

ICV  intracerebroventricular 1919 

IDO  indoleamine 2,3-dioxygenase 1920 

IG  intragastrically 1921 

iNOS  inducible nitric oxide synthase 1922 

LPS  lipopolysaccharide  1923 

MDA  malondialdehyde 1924 

MDD  major depressive disorder 1925 

mTOR  mammalian target of rapamycin 1926 

NFκB  factor nuclear kappa B 1927 

NMDA  N-methyl-D-aspartate 1928 

Nrf2   nuclear factor erythroid 2-related factor 2 1929 

OFT  open field test 1930 

PFC  pre-frontal cortex 1931 

PI3K  phosphoinositide 3-kinase 1932 

qRT-PCR  quantitative real-time polymerase chain reaction 1933 

RS  reactive species 1934 

TBARS thiobarbituric acid reactive species 1935 

TNF-α   tumor necrosis factor alpha 1936 

TrkB  tropomyosin receptor kinase B  1937 
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1. Introduction 1938 

Major depressive disorder (MDD) is the most common neuropsychiatric 1939 

disorder, affecting 322 million people worldwide. It is the leading cause of disability and 1940 

the major contributor to deaths by suicide. MDD is often accompanied by other 1941 

disorders, such as anxiety, with affects 59% of depressed patients [1, 2]. MDD and 1942 

anxiety are complex and multifactorial disorders that have chronic stress as a risk 1943 

factor. Chronic exposure to stress leads to several peripheral and central alterations, 1944 

such as inflammation, nitro-oxidative stress, and reduction of neurotrophic factors [3–1945 

6].  1946 

Despite the social and economic relevance of MDD, the symptomatology of 40% 1947 

of the patients does not improve with the current treatments [7], emphasizing the urgent 1948 

need to find better molecules to treat MDD. In this sense, we have recently showed 1949 

that the 3-[(4-chlorophenyl)selanyl]-1-mehtyl-1H-indole (CMI) [8], a synthetic 1950 

organoselenium compound, (i) has in vitro and in vivo antioxidant activity [9, 10], (ii) 1951 

presents antidepressant-like and anxiolytic effects in animal models induced by LPS 1952 

and ARS [11, 12], and (iii) modulates de depression-like behavior and nociception 1953 

induced by chronic pain [13, 14]. However, the exact mechanism of action of CMI is 1954 

not fully elucidated.  1955 

The mTOR complex is ubiquitously expressed in the brain and modulates 1956 

neuronal activity, growth factors, energy, nutrient levels, and synaptic plasticity [15]. 1957 

Changes in mTOR signaling are involved in several disorders, such Alzheimer’s 1958 

disease, Parkinson’s disease, and MDD [16–18]. The PI3K/Akt/GSK-3β/mTOR 1959 

signaling pathway has been implicated in the integration of synaptic neurotransmission 1960 

and in the fast-acting antidepressant effects of novel drugs, such as ketamine and 1961 

creatine [19–21]. The mTOR-mediated antidepressant-like effect is mainly related to 1962 

the activation of TrkB by BDNF and to the modulation of the glutamatergic system by 1963 

the activation of AMPA receptors and the inhibition of extra-synaptic NMDA receptor 1964 

[22]. Furthermore, the activation of mTOR increases the transcription and the 1965 

translation of proteins critically involved in the formation of new synapsis, such as 1966 

synapsin I [23].  1967 

In turn, GSK-3β is involved in the pathogenesis of various psychiatric diseases, 1968 

such Alzheimer’s disease, bipolar disorder, and MDD [24]. This enzyme, which is found 1969 

upregulated in response to neuroinflammation, oxidative stress, and 1970 

hypercortisolemia, phosphorylates the GR leading to glucocorticoid resistance [9, 25, 1971 
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26]. Resistant GR inhibits the negative feedback of the HPA axis, contributing to its 1972 

hyperactivation [27]. However, once the PI3K/Akt pathway is activated, the Akt 1973 

phosphorylates and inhibits the GSK-3β activity, and as a consequence, anxiety and 1974 

depression-like behaviors are attenuated in mice [28, 29].  1975 

Additionally, activated GSK-3β prevents the translocation of Nrf2 to the nucleus 1976 

and, as a consequence, the expression of HO-1 [30]. Dysfunction in Nrf2 expression 1977 

leads to redox imbalance and neuropsychiatric and neurodegenerative disorders [31–1978 

33]. In addition to the inflammation that arises from DAMPs released by stress, 1979 

activation of GSK-3β increases the activation of NFκB and, thereafter, the expression 1980 

of pro-inflammatory cytokines [24]. Pro-inflammatory cytokines, primarily TNF-α, 1981 

activate IDO and iNOS, contributing to the reduction of the serotonergic transmission 1982 

and impaired redox homeostasis [34, 35]. Interestingly, the signalling pathways 1983 

activated by stress result in the excessive production of reactive species (RS) and/or 1984 

decreased antioxidant defences and are similar to the pathways altered in depressive 1985 

patients. 1986 

In light of the above, (i) considering the urgent need to find better molecules to 1987 

treat MDD and anxiety, (ii) the relevance of the PI3K/Akt/GSK-3β/mTOR pathway to 1988 

the antidepressant-like effect of fast-acting drugs, and (iii) the biological properties of 1989 

CMI previously reported, the aim of the present study was to evaluate the 1990 

antidepressant-like and anxiolytic-like effects of CMI in corticosterone-treated mice. 1991 

Furthermore, we wanted to dive into the possible mechanism of action of CMI based 1992 

on the molecular pathways that are activated by fast-acting antidepressant drugs.  1993 

 1994 

2. Materials and methods 1995 

2.1. Animals 1996 

Male Swiss mice (newly weaned), maintained at 22-25ºC with water and food 1997 

ad libitum, under a 12:12h light/dark cycle, were provided by the Animal Facility of the 1998 

Federal University of Pelotas (UFPel) (Pelotas, Brazil). The studies were performed in 1999 

accordance with protocols approved by the Committee on the Care and Use of 2000 

Experimental Animal Resources at UFPel (2208-2018).   2001 

 2002 

2.2. Drugs 2003 

CMI (Figure 1A) was synthetized at the Laboratory of Clean Organic Synthesis 2004 

at Federal University of Pelotas [8], dissolved in canola oil (non-polar substance), and 2005 
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administered intragastrically (i.g.) at a dose of 1 mg/kg body weight (constant volume 2006 

of 10 ml/kg). Corticosterone was purchased from Sigma Aldrich (St Louis, Missouri, 2007 

USA), dissolved in distilled water with 2% Tween 80 and 0.2% DMSO and administered 2008 

i.g. at 20 mg/kg/day [36]. Rapamycin, an inhibitor of mTOR was dissolved in 100% 2009 

DMSO and administered by intracerebroventricular route (i.c.v) at 0.2 nmol/site at a 2010 

volume of 3μL per mouse [36]. I.c.v. injections were performed using the “free hand” 2011 

method under isoflurane anesthesia according to the procedures described by Kaster 2012 

et al. [37]. The RNA extraction reagents were purchased from Ambion (Life 2013 

Technology, USA) and oligonucleotides were synthesized by Exxtend Biotecnologia 2014 

Ltda (Campinas, Brazil). Other chemicals were of analytical grade and obtained from 2015 

standard commercial suppliers. 2016 

 2017 

2.3. Experimental design 2018 

2.3.1. Experiment 1 – Antidepressant- and anxiolytic-like effectss of CMI 2019 

Animals were randomly assigned to four experimental groups (n=8-9 2020 

mice/group). Two groups received corticosterone (20 mg/kg) orally once a day, 2021 

whereas the other two groups received the vehicle. The administration lasted 14 days, 2022 

and in the 15th day, CMI (1 mg/kg) or its vehicle were administrated (Figure 1B). The 2023 

behavioral tests were performed 30 minutes after CMI or vehicle administration, 2024 

aligned with previous data supporting the effect of organoselenium compounds and 2025 

CMI after this time [9, 38, 39]. The depressive-like behavior of mice was assessed in 2026 

the splash test and the locomotor activity was evaluated in the open field test (OFT). 2027 

The anxiogenic-like behavior was assessed with the elevated plus maze (EPM) and 2028 

OFT. All observations were done by observers blinded to the treatments. After the 2029 

behavioral evaluations, mice were anesthetized (inhalation of isoflurane) for blood 2030 

collection by cardiac puncture. Following that, mice were euthanized by overdose of 2031 

isoflurane inhalation following by confirmation by cervical dislocation. Finally, the 2032 

brains were removed and the hippocampi (HC) were isolated for analysis. 2033 

 2034 
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 2035 

Figure 1. Schematic diagram of experimental design. CMI chemical structure (A), experimental design 2036 

for experiment 1 (B) and for experiment 2 (C). CMI: 3-[(4-chlorophenyl)selanyl]-1-methyl-1H-indole; i.g.: 2037 

intragastrically; OFT: open field test; EPM: elevated plus maze; RS: reactive species assay; TBARS: 2038 

thiobarbituric acid reactive species assay; CORT: corticosterone assay; qRT-PCR: quantitative real-2039 

time polymerase chain reaction.  2040 

 2041 

2.3.2. Experiment 2 – Involvement of the mTOR signaling in the 2042 

antidepressant- and anxiolytic-like effects of CMI 2043 

Animals were randomly assigned to eight experimental groups (n=6 2044 

mice/group). Four groups received corticosterone (20 mg/kg) orally once a day, 2045 

whereas the other four groups received vehicle. The administration lasted 14 days. In 2046 

the 15th day, mice were anesthetized with isoflurane and received i.c.v injection of 2047 

rapamycin (0.2 nmol/site) or its vehicle. After 15 min, CMI (1 mg/kg) or its vehicle were 2048 

administrated and after 30 minutes the behavioral tests were performed (Figure 1C). 2049 

After the behavioral analysis, mice were euthanized by overdose of isoflurane following 2050 

by confirmation by cervical dislocation 2051 

 2052 

2.4.  Behavioral tests 2053 

2.4.1. Open field test (OFT) 2054 

The OFT was performed  in order to assess the locomotion of mice [40]. Animals 2055 

were placed individually in the center of a box (30 x 30 x 15 cm) divided into nine 2056 

quadrants with equal areas. During 5 min, the locomotion (number of quadrants 2057 
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crossed with the four paws), the exploratory behavior (the number of rearings), and the 2058 

anxiogenic-like behavior (the number of groomings and entries in the central square) 2059 

were assessed. 2060 

 2061 

2.4.2. Elevated plus maze (EPM) 2062 

The EPM was carried out to assess the anxiolytic-like behavior of mice [41]. The 2063 

apparatus is plus-shaped with two open and two enclosed arms (arm length: 100 cm; 2064 

arm width: 10 cm) elevated 40 cm above the floor. For the test, each animal was placed 2065 

in the center of the apparatus and the number of head dips, number of entries and time 2066 

spent in the open arms were scored manually during 5 min. 2067 

 2068 

2.4.3. Splash test 2069 

The splash test was carried out [42] to assess the depressive-like behavior. 2070 

Briefly, a 10% sucrose solution was squirted on the dorsal coat of each mouse placed 2071 

on a polypropylene box and the grooming time was recorded manually during 5 min 2072 

(nose/face grooming, head washing and body grooming). The grooming behavior is a 2073 

measurement of motivational and self-care activities, which are decreased in mice with 2074 

depression-like behavior.  2075 

 2076 

2.5.  Biochemical evaluation 2077 

2.5.1. Tissue processing 2078 

The HC were separated in two hemispheres in order to perform all biochemical 2079 

determinations. The right hemispheres were immersed in TRIzol and maintained at -2080 

80ºC for the quantitative real time polymerase chain reaction (qRT-PCR). The blood 2081 

was collected in heparinized tubes, centrifuged for 10 min at 12.000 g and 4 oC and 2082 

the plasma fraction was used for determination of RS and thiobarbituric acid reactive 2083 

species (TBARS) levels. 2084 

 2085 

2.5.2. Determination of the reactive species (RS) formation 2086 

For the quantification of RS levels in the plasma of mice [43], aliquots of plasma 2087 

were incubated with 1 mM dichloro-dihydro-fluorescein diacetate (DCHF-DA) and 10 2088 

mM Tris-HCl pH 7.4. In the presence of RS, DCFH-DA is oxidized to the fluorescent 2089 

form dichlorofluorescein (DCF). The fluorescence intensity emission is measured at 2090 

520 nm (with 480 nm excitation). The RS levels were expressed as fluorescence units. 2091 
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 2092 

2.5.3. Thiobarbituric acid reactive species (TBARS) assay 2093 

Aliquot of plasma were incubated with 8.1% SDS, 0.8% Thiobarbituric acid and 2094 

acetic acid/HCl (pH 3.4) during 2 h at 95ºC [44]. Malondialdehyde (MDA) was used as 2095 

biomarker of lipid peroxidation. Absorbance was measured by spectrophotometry at 2096 

532 nm and the results were expressed as nmol MDA/mL.  2097 

 2098 

2.5.4. Quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR) 2099 

Total mRNA was extracted in the HC right hemispheres using TRIzol 2100 

(Invitrogen™, Carlsbad, USA) followed by DNase treatment with DNA-free® kit 2101 

(Ambion™, USA) and mRNA quantification. The cDNA was synthetized using High 2102 

Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems™, UK) according to the 2103 

manufacturer’s protocol. The amplification was made with UltraSYBR Mix (COWIN 2104 

Bioscience Co., Beijing, China) using the Stratagene Mx3005P and the 2105 

oligonucleotides were obtained from Exxtend Biotecnologia Ltda, Campinas, Brazil. 2106 

Gene expressions were normalized using GAPDH as a reference gene and the 2107 

conditions for the reaction involved 95°C for 15 s, 60 °C for 60 s and 72 °C for 30 s. 2108 

The 2ΔΔCT (Delta-Delta Comparative Threshold) method was used to normalize the 2109 

fold change in gene expressions. The following genes were analyzed: GR (fwd 5′-ACA 2110 

GCA ACG GGA CCA CCT C-3′, rev 5′-ATG GCA TCC CGA AGC TTC -3′), GSK-3β 2111 

(fwd 5′-CGG GAC CCA AAT GTC AAA CT-3′, rev 5′-TCC GAG CAT GTG GAG GGA 2112 

TA-3′), BDNF (fwd 5′-CCA TAA GGA CGC GGA CTT GTA C-3′, rev 5′-AGA CAT GTT 2113 

TGC GGC ATC CAG G-3′), Nrf2 (fwd 5′-GTC TTC ACT GCC CCT CAT C-3′, rev 5′-2114 

TCG GGA ATG GAA AAT AGC TCC-3′), synaptophysin (fwd 5′-TGT GTT TGC CTT 2115 

CCT CTA CTC-3′, rev 5′-TCA GTG GCC ATC TTC ACA TC-3′), and GAPDH (fwd 5′-2116 

AGG TCG GTG TGA ACG GAT TTG-3′, rev 5′-TGT AGA CCA TGT AGT TGA GGT 2117 

CA-3′). 2118 

 2119 

2.6. Statistical analysis 2120 

All data are presented as mean ± standard error of the mean (SEM). 2121 

Comparisons in Experiment 1 between corticosterone and treatment groups were 2122 

analyzed by two-way analysis of variance (ANOVA). The Tukey post-hoc test was 2123 

performed for between-group comparisons when ANOVA revealed significant 2124 

differences. Comparisons in Experiment 2 between corticosterone, rapamycin and 2125 
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treatment groups were analyzed by three-way ANOVA. The Newman-Keuls post-hoc 2126 

test was performed for between-group comparisons when ANOVA revealed significant 2127 

differences. Values equal or less than 0.05 (p ≤ 0.05) were considered statistically 2128 

significant. The statistical analyzes were performed using Graph Pad Prism version 2129 

7.0 for Windows, Graph Pad Software (San Diego, CA, USA). 2130 

 2131 

3. Results 2132 

3.1.  A single administration of CMI reversed corticosterone-induced 2133 

depression- and anxiogenic-like behavior without evoking locomotor 2134 

alteration 2135 

In the present study, neither corticosterone administration nor CMI treatment 2136 

changed the number of crossings and rearings in the OFT (Fig. 2A and 2B). The two-2137 

way ANOVA revealed no significant corticosterone × CMI interaction for the number of 2138 

crossings (F (1,24) = 2.11, p = 0.16) and for the number of rearings (F (1,23) = 0.12, p = 2139 

0.71).  2140 

 2141 

 2142 

Figure 2. Effect of CMI (1 mg/kg, i.g.) on behavioral tasks in the OFT. (A) number of crossings, (B) 2143 

number of rearing, (C) number of groomings, and (D) number of entries in the central square. Data were 2144 

analysed by a two-way ANOVA followed by Tukey post hoc test and are expressed as mean ± SEM of 2145 
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6 – 7 independent animals. (#) p < 0.05 and (##) p < 0.01 when compared to control group. (∗) p < 0.05 2146 

and (∗∗) p < 0.01 when compared to corticosterone group. 2147 

 2148 

The anxiolytic-like effect of CMI treatment is depicted in Fig. 2C and 2D. A two-2149 

way ANOVA revealed statistically significant corticosterone × CMI interaction for the 2150 

number of groomings in the OFT (Fig. 2C; F (1,24) = 5.61, p = 0.03). The post hoc 2151 

analysis showed that CMI decreased the number of groomings in corticosterone-2152 

treated mice (p < 0.01). A single administration of CMI reversed the reduced number 2153 

of entries in the central square induced by corticosterone administration (Fig. 2D), as 2154 

observed in the statistically significant corticosterone × CMI interaction (F (1,20) = 7.50, 2155 

p = 0.01) and in the post hoc analysis (p < 0.05).  2156 

The effect of CMI in the depressive-like behavior induced by corticosterone 2157 

administration in the splash test is depicted in Fig. 3A. The two-way ANOVA showed 2158 

a statistically significant corticosterone × CMI interaction for the grooming time (F (1,20) 2159 

= 7.38, p = 0.01). A post hoc analysis showed that CMI reversed the decreased 2160 

grooming time in corticosterone-treated mice (p < 0.01).  2161 

 2162 

 2163 

Figure 3. Effect of CMI (1 mg/kg, i.g.) in the splash test and elevated plus maze. (A) grooming time in 2164 

the splash test, (B) number of entries in the open arms, (C) time spent in the open arms, and (D) number 2165 
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of head dips in the elevated plus maze apparatus. Data were analysed by a two-way ANOVA followed 2166 

by Tukey post hoc test and are expressed as mean ± SEM of 6 – 7 independent animals (#) p ≤ 0.05, 2167 

(##) p < 0.01 and (###) p < 0.001 when compared to control group. (∗) p < 0.05 and (∗∗) p < 0.01 when 2168 

compared to corticosterone group.  2169 

 2170 

A two-way ANOVA revealed a statistically significant corticosterone × CMI 2171 

interaction for the number of entries in the open arms (Fig. 3B; F (1,20) = 4.25, p ≤ 0.01), 2172 

for the time spent in the open arms (Fig. 3C; F (1,20) = 8.79, p = 0.008) and for the 2173 

number of head dips (Fig. 3D; F (1,20) = 14.13, p = 0.001) in the EPM apparatus. The 2174 

post hoc analysis showed that CMI increased the number of entries in the open arms 2175 

(p ≤ 0.05) and the time spent in the open arms (p < 0.01) while decreased the number 2176 

of head dips (p ≤ 0.05) in corticosterone-treated mice. 2177 

 2178 

3.2. The antidepressant- and anxiolytic-like effects of CMI in 2179 

corticosterone treated mice may be dependent on mTOR signaling  2180 

The antidepressant- and anxiolytic-like effect of CMI may be dependent on 2181 

mTOR signaling (Fig. 4), since a single administration of CMI in corticosterone-treated 2182 

mice, in the presence of rapamycin (mTOR inhibitor), did not elicit the antidepressant- 2183 

and anxiolytic-like effects previously observed. The results regarding the splash test 2184 

are depicted in Fig. 4A. A three-way ANOVA showed a statistically significant 2185 

corticosterone × CMI × rapamycin interaction for the grooming time (F (1,40) = 5.78, p = 2186 

0.02). The post hoc analysis showed that corticosterone-treatment induced 2187 

depressive-like behavior in mice in the absence (p < 0.01) and in the presence (p ≤ 2188 

0.05) of rapamycin. However, CMI did not exert the antidepressant-like effect in the 2189 

presence of rapamycin while this effect was observed in the absence of rapamycin (p 2190 

≤ 0.05).  2191 

The results regarding the anxiogenic-like behavior evaluated in the EPM are 2192 

depicted in Fig. 4B, 4C and 4D. The three-way ANOVA did not reveal a significant 2193 

corticosterone × CMI × rapamycin interaction for the number of entries in the open 2194 

arms (Fig. 4B), though a significant main effect was found for corticosterone (F (1,40) = 2195 

24.7, p = 0.0001), CMI administration (F (1,40) = 6.93, p = 0.0120), and corticosterone × 2196 

CMI interaction (F (1,40) = 8.20, p = 0.0072). The post hoc analysis showed that 2197 

corticosterone administration induced anxiogenic-behavior in mice in the absence (p < 2198 
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0.01) and in the presence (p < 0.01) of rapamycin, but CMI treatment was only effective 2199 

in the absence of rapamycin (p ≤ 0.05).  2200 

The three-way ANOVA revealed no significant interaction for the time spent in 2201 

the open arms of the EPM apparatus (Fig, 4C), however a main effect for 2202 

corticosterone was found (F (1,40) = 6.40, p = 0.0072). The post hoc analysis did not 2203 

show any significant difference. For the number of head dips (Fig. 4D), no significant 2204 

interaction was found, however, main effects were found for the corticosterone 2205 

treatment (F (1,40) = 13.90, p = 0.0006), CMI administration (F (1,40) = 9.76, p = 0.0033), 2206 

rapamycin × CMI interaction (F (1,40) = 6.34, p = 0.0159), and corticosterone × CMI 2207 

interaction (F (1,40) = 7.04, p = 0.0114). The post hoc analysis revealed that 2208 

corticosterone-treatment induced anxiogenic-behavior in mice in the absence (p ≤ 2209 

0.05) and in the presence (p ≤ 0.05) of rapamycin. A single administration of CMI 2210 

elicited anxiolytic-like effect in the absence of rapamycin (p < 0.001), an effect that was 2211 

blocked by rapamycin.  2212 

 2213 

 2214 

Figure 4. Effect of CMI (1 mg/kg, i.g.) and rapamycin (0,2 nmol/site, i.c.v.) on behavioral tasks of splash 2215 

test and EPM test. (A) grooming time in the splash test, (B) number of entries in the open arms, (C) time 2216 

spent in the open arms, and (D) number of head dips in the EPM apparatus. Data were analysed by a 2217 
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three-way ANOVA followed by Newman-Keuls post hoc test and are expressed as mean ± SEM of 6 2218 

independent animals (#) p ≤ 0.05 and (###) p < 0.001 when compared to control group (vehicle of 2219 

corticosterone – vehicle of rapamycin – vehicle of CMI). (∗) p ≤ 0.05 and (***) p < 0.001 when compared 2220 

to corticosterone – rapamycin group. 2221 

 2222 

3.3. CMI ameliorated the increased oxidative stress markers in the 2223 

plasma of corticosterone-treated mice  2224 

The two-way ANOVA revealed that CMI treatment ameliorated the increased 2225 

levels oxidative stress markers induce by corticosterone administration in plasma of 2226 

mice. As depicted in Fig. 5A, RS were increased in corticosterone treated mice while 2227 

a single administration of CMI reversed these levels (corticosterone × CMI interaction, 2228 

F (1,20) = 6.03, p = 0.02). The two-way ANOVA did not reveal a statistically significant 2229 

corticosterone × CMI interaction for TBARS levels, but a main effect was found for the 2230 

CMI administration (F (1,21) = 30.57, p < 0.001) and for the corticosterone-treatment (F 2231 

(1,21) = 52.39, p < 0.001). A post hoc analysis showed that CMI per se exerted 2232 

antioxidant effect in vivo (p < 0.001) and that corticosterone-treatment increased 2233 

TBARS levels (p < 0.01). Additionally, CMI decreased the TBARS levels induced by 2234 

corticosterone (p < 0.001).  2235 

 2236 

 2237 

Figure 5. Effect of CMI (1 mg/kg, i.g.) on the levels of (A) RS and (B) TBARS. Data were analysed by a 2238 

two-way ANOVA followed by Newman-Keuls post hoc test and are expressed as mean ± SEM of 5 – 6 2239 

independent animals (#) p ≤ 0.05, (##) p < 0.01 and (###) p < 0.001 when compared to control group. (***) 2240 

p < 0.001 when compared to corticosterone group.  2241 

 2242 
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3.4.  The modulation of GR, BDNF, synaptophysin, GSK3-β, Nrf2, and 2243 

IDO mRNA expression may be involved in the antidepressant- and 2244 

anxiolytic-like effects of CMI 2245 

The effects of corticosterone and CMI treatment on gene expression are 2246 

depicted in Fig. 6. Corticosterone administration downregulated GR expression in the 2247 

HC when compared to the control group. A two-way ANOVA revealed a statistically 2248 

significant corticosterone × CMI interaction for the GR expression in the HC of mice (F 2249 

(1,20) = 7.18, p = 0.01). Corticosterone treatment decreased GR expression (p < 0.001) 2250 

when compared to the control group and CMI reversed it (p < 0.001).  2251 

 2252 

 2253 

Figure 6. Effect of CMI (1 mg/kg, i.g.) on the expression of selected genes. Data were analysed by a 2254 

two-way ANOVA followed by Newman-Keuls post hoc test and are expressed as mean ± SEM of 5 – 6 2255 

independent animals (#) p ≤ 0.05, (##) p < 0.01 and (###) p < 0.001 when compared to control group. (***) 2256 

p < 0.001 when compared to corticosterone group. Cort: corticosterone; GR: glucocorticoid receptor; 2257 

BDNF: brain derived neurotrophic factor; GSK3-β: glycogen synthase kinase 3 beta; Nrf2: nuclear factor 2258 

erythroid 2-related factor 2; IDO: indoleamine 2,3-dioxygenase. 2259 

 2260 

A two-way ANOVA revealed a significant corticosterone × CMI for the BDNF 2261 

mRNA in HC of mice interaction (F (1,20) = 6.37, p = 0.02). A post hoc analysis showed 2262 
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that CMI administration in non-stressed mice increased BDNF expression (p < 0.001). 2263 

Corticosterone administration decreased BDNF expression (p < 0.01) when compared 2264 

to the control group and CMI reversed this decrease (p < 0.001). 2265 

The two-way ANOVA showed a statistically significant corticosterone × CMI 2266 

interaction for synaptophysin expression (F (1,20) = 24.70, p < 0.001). The post hoc 2267 

analysis revealed that corticosterone treatment downregulated synaptophysin 2268 

expression in the HC of corticosterone-treated mice (p ≤ 0.05) and a single 2269 

administration of CMI reversed it (p < 0.001).  2270 

The two-way ANOVA showed a significant corticosterone × CMI interaction (F 2271 

(1,20) = 6.66, p = 0.02) for the GSK3-β levels in the HC of mice. The post hoc test 2272 

indicated that corticosterone-treated mice showed upregulated GSK3-β (p < 0.01), 2273 

while CMI treatment reversed it (p < 0.01).  2274 

HC from stressed mice presented downregulated Nrf2 expression (p ≤ 0.05) and 2275 

a single administration of CMI (p ≤ 0.05) abolished this effect (corticosterone × CMI; F 2276 

(1,20) = 5.35, p = 0.03).  2277 

Further, a two-way ANOVA revealed a statistically significant corticosterone × 2278 

CMI interaction for IDO expression (F (1,20) = 31.48, p < 0.001). Corticosterone-treated 2279 

mice showed upregulated IDO expression in the HC (p < 0.001) and the single 2280 

administration of CMI reversed this effect (p < 0.001).  2281 

 2282 

4. Discussion 2283 

The present study showed for the first time that a single administration of CMI 2284 

was able to reverse the behavioral response to corticosterone administration in the 2285 

OFT, splash test, and EPM tesy, and that these effects may be dependent on the 2286 

mTOR signaling (Fig. 7). Of note, the antidepressant- and anxiolytic-like effects of CMI 2287 

may also depend on the modulation of peripheral and central oxidative stress and 2288 

neuroinflammation. Here, we reported that pre-treatment of mice with the mTOR 2289 

inhibitor rapamycin blocked the antidepressant- and anxiolytic-like effects of CMI in 2290 

corticosterone-treated mice. Additionally, we observed that CMI reversed the 2291 

increased levels of oxidative stress biomarkers by decreasing RS and TBARS levels 2292 

in the plasma of corticosterone-treated mice. Corroborating with the results, CMI was 2293 

also able to restore the mRNA expression of GR, BDNF, synaptophysin, GSK3-β, Nrf2, 2294 

and IDO in the HC of stressed mice.  2295 
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Administration of corticosterone is a validated preclinical model of depression. 2296 

In addition to inducing behavioral alterations, corticosterone also induces 2297 

neurochemical alterations. Indeed, decreased hippocampal neurogenesis has been 2298 

found in corticosterone-treated mice and in depressive patients [45, 46]. The 2299 

behavioral improvement following CMI administration may depend on the modulation 2300 

of neurogenesis. It has been acknowledged that BDNF is crucial for neuronal integrity 2301 

and survival [47] and for synaptic plasticity through TrkB pathway [48, 49]. BDNF 2302 

expression is dependent on GC-binding to GR [50] and high levels of circulant GC 2303 

leads to GR resistance [27], and, consequently, decreases BDNF expression. BDNF-2304 

binding to TrkB activates the mTOR signaling that results in the translation of several 2305 

proteins involved with the synaptogenesis, including synaptophysin [51]. At the time 2306 

CMI presented antidepressant- and anxiolytic-like effects, is also increased the 2307 

expression of GR, BDNF, and synaptophysin expression in the HC of corticosterone-2308 

treated mice. Therefore, it is possible that the behavioral effects of CMI may be a 2309 

consequence of its ability to improve neurogenesis, synaptogenesis, and synaptic 2310 

plasticity processes. Nonetheless, more studies are warranted to support this 2311 

hypothesis.  2312 

Alongside with the above-mentioned mechanisms, high levels of circulating GC 2313 

induces an inflammatory response through activation of TLR4, which promotes the 2314 

activation of GSK3-β [12, 24]. Once activated, GSK3-β prevents the translocation of 2315 

Nrf2 to the nucleus, thus, reducing the transcription of antioxidant enzymes, such as 2316 

HO-1 [30]. Moreover, GSK3-β also promotes the translocation of NFκB to the nucleus, 2317 

thereby, increasing the inflammatory response by upregulating the expression of pro-2318 

inflammatory cytokines, such as TNF-α and IL-1β [24]. The increased levels of pro-2319 

inflammatory cytokines can induce the activation of iNOS, the production of RS, and 2320 

the activation of IDO, further contributing to oxidative stress, neuroinflammation, and 2321 

impaired neurotransmission [52]. It is known that activated GSK3-β phosphorylates 2322 

GR, high levels of pro-inflammatory cytokines can suppress GR through activation of 2323 

p38 MAPK, and increased concentrations of RS can oxidize GR [26]. Altogether, these 2324 

alterations in the GR function and signaling can contribute to GR resistant and, 2325 

consequently, hyperactivation of HPA axis through inhibition of the negative feedback.  2326 

In this study, we reported that the repeated administration of corticosterone 2327 

upregulated the expression of GSK3-β and IDO, and downregulated the expression of 2328 

Nfr2 in the HC. In addition, it also increased the levels of RS and TBARS in the plasma 2329 
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of mice. Inasmuch, a single administration of CMI restored the expression levels of 2330 

GSK3-β, IDO, and Nfr2, and reduced the levels of RS and TBARS in the plasma of 2331 

corticosterone-treated mice. These observations corroborate with the antioxidant 2332 

activity of this organoselenium compound previously described  [9, 11, 12].  2333 

The mTOR is a serine/threonine kinase classified in two different protein 2334 

complexes – TORC1 and TORC2. Rapamycin allosterically inhibits the TORC1 activity 2335 

by blocking interactions with regulatory proteins and conformational changes [22, 53]. 2336 

The mTOR signaling pathway in the CNS is related to several main physiological 2337 

processes such as neurogenesis, synaptogenesis, and synaptic plasticity [22]. The 2338 

mTOR signaling pathway is found impaired in depressive patients and this pathway 2339 

can be inactivated by GSK3-β [22, 54]. The modulation of mTOR pathway is intrinsic 2340 

to the fast action new antidepressants, such as esketamine [55, 56].  2341 

 2342 

 2343 

Figure 7. Summary of the effects of CMI treatment in corticosterone-treated mice. A single 2344 

administration of CMI after 14 days of corticosterone administration downregulated the mRNA 2345 

expression of GSK3-β and IDO and upregulated the mRNA expression of GR, BDNF, synaptophysin, 2346 

and Nrf2. Furthermore, the pre-treatment of rapamycin prevented the effects of CMI on behavioral 2347 

alterations. Altogether, these results indicate that the mechanism of action of CMI may depend on mTOR 2348 

signaling pathway.  2349 

 2350 
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5. Conclusions 2351 

In this study, we gathered evidence that the antidepressant- and anxiolytic-like 2352 

effects of CMI may be dependent, at least in part, on the mTOR signaling pathway. 2353 

Probably, through the mTOR signaling and consequently modulation of oxidative 2354 

stress and inflammatory pathways, CMI is able to reverse depressive- and anxiogenic-2355 

like behaviors induced by corticosterone treatment in mice. Meantime, CMI 2356 

downregulated GSK3-β and IDO expression and upregulated GR, BDNF, 2357 

synaptophysin, and Nrf2 mRNA in the HC and reduced RS and lipid peroxidation levels 2358 

in the plasma of corticosterone-treated mice. However, more studies are needed to 2359 

delve into the molecular mechanisms responsible for the multitarget effects of CMI.  2360 
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4.6 Capítulo 6 – The selenocompound 3-[(4-chlorophenyl)selanyl]-1-methyl-2573 

1H-indole ameliorates long-lasting affective, cognitive, and biochemical 2574 

alterations in endotoxin-induced sepsis survivor mice  2575 

 2576 

Manuscrito preparado de acordo com as normas da revista Brain, Behavior and 2577 

Immunity 2578 

 2579 

Neste capitulo, investigamos se o CMI seria capaz de melhorar as alterações 2580 

comportamentais presentes em camundongos que sobreviveram à sepse. Sabe-se 2581 

que aproximadamente 60% dos pacientes que sobrevivem à sepse apresentam 2582 

alterações psicológicas de longa duração, e, apesar disso, pouco se tem estudado 2583 

sobre possíveis estratégias terapêuticas para o controle desses sintomas. Na tentativa 2584 

de preencher essa lacuna, nós mostramos neste trabalho que o CMI melhorou o 2585 

comportamento tipo-depressivo, tipo-ansioso e o prejuízo cognitivo presentes 30 dias 2586 

após a indução da sepse (através da administração intraperitoneal de LPS na dose 2587 

de 5 mg/kg). Além disso, o CMI (i) reduziu a permeabilidade da BBB avaliada através 2588 

do extravasamento do corante Evans blue; (ii) diminuiu alterações oxidativas 2589 

periféricas, avaliadas através dos níveis de ERO em neutrófilos, linfócitos e monócitos; 2590 

(iii) normalizou o número de neutrófilos circulantes; (iv) reduziu os níveis plasmáticos 2591 

de AST, ALT, ureia e creatinina; (v) reduziu os níveis de ERO/N e TBARS em córtex 2592 

pré-frontais e hipocampos; e (vi) restaurou a expressão do NFκB, TNF-α, IL-1β, iNOS, 2593 

COX-2 e BDNF em córtex pré-frontais e hipocampos de camundongos que 2594 

sobreviveram a sepse. Com este trabalho abrangente que analisa parâmetros 2595 

comportamentais e bioquímicos, o CMI surge como uma estratégia promissora para 2596 

melhorar as alterações comportamentais duradouras que se manifestam em pacientes 2597 

que sobreviveram a sepse, a fim de melhorar sua qualidade de vida.  2598 
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Abstract 2615 

Only in the last decade the long-term consequences of sepsis started to be studied 2616 

and even less attention has been given to the treatment of psychological symptoms of 2617 

sepsis survivors. It is estimated that 60% of sepsis survivors have psychological 2618 

disturbances, including depression, anxiety, and cognitive impairment. Although the 2619 

causative factors remain largely poorly understood, blood-brain barrier (BBB) 2620 

disturbances, neuroinflammation, and oxidative stress have been investigated. 2621 

Therefore, we sought to explore if the immunomodulatory and antioxidant 2622 

selenocompound 3-[(4-chlorophenyl)selanyl]-1-methyl-1H-indole would be able to 2623 

ameliorate long-term behavioral and biochemical alterations in sepsis survivors male 2624 

Swiss mice. CMI treatment (1 mg/kg, given orally for seven consecutive days) 2625 

attenuated depression- and anxiogenic-like behavior and cognitive impairment present 2626 

one month after the induction of sepsis (lipopolysaccharide, 5 mg/kg intraperitoneally). 2627 

Meantime, CMI treatment modulated the number of neutrophils and levels of reactive 2628 

species in neutrophils, lymphocytes, and monocytes. In addition, peripheral markers 2629 

of liver and kidneys dysfunction (AST, ALT, urea, and creatinine) were reduced after 2630 

CMI treatment. Noteworthy, CMI ameliorated BBB dysfunction induced by sepsis, 2631 

modulating the expression of inflammation-associated genes (NFκB, IL-1β, TNF-α, 2632 

IDO, COX-2, iNOS, and BDNF) and markers of oxidative stress (reactive species, nitric 2633 

oxide, and lipid peroxidation levels) in the prefrontal cortices and hippocampi of mice. 2634 

Through this comprehensive study analyzing behavioral and biochemical parameters, 2635 

CMI arises as a promising strategy aimed to manage the long-lasting behavioral 2636 

alterations of sepsis survivors to improve their quality of life.  2637 

 2638 

Keywords: Selenocompound; sepsis; lipopolysaccharide; behavior; oxidative stress; 2639 

inflammation. 2640 

  2641 
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1. Introduction 2642 

Sepsis is defined as a life-threatening organ dysfunction characterized by a 2643 

systemic inflammatory response (SIRS) to a microbial infection, with SIRS defined by 2644 

the presence of at least two of the following parameters: tachycardia, tachypnoea, 2645 

pyrexia or hypothermia, and leukocytosis, leukopenia, or neutrophilia (Bone et al., 2646 

1992; Levy et al., 2003). It has been acknowledged that sepsis is the quintessential 2647 

medical disorder of the 21st century (Deutschman and Tracey, 2014), with 31.5 million 2648 

cases and 5.3 million deaths being reported annually (Fleischmann et al., 2016). 2649 

Nonetheless, owing to fast recognition and improved therapeutic and supportive care, 2650 

over 1.3 million patients survive sepsis in the United States alone each year 2651 

(Stevenson et al., 2014), but often experience persistent physical, mental, and 2652 

cognitive symptoms, which are described as post-intensive care syndrome (PICS) 2653 

(Needham et al., 2012). It is estimated that 60% of sepsis survivors have psychological 2654 

disturbances (Nelson et al., 2004), including depression, anxiety (Davydow et al., 2655 

2013), and cognitive impairment (Iwashyna et al., 2010).  2656 

Although the causative factors remain largely poorly understood, blood-brain 2657 

barrier (BBB) disturbances (Nwafor et al., 2019), neuroinflammation (Anderson et al., 2658 

2015; Huang et al., 2019), and oxidative stress (Berg et al., 2011; Denstaedt et al., 2659 

2018) have been investigated in the behavioral consequences of sepsis. During 2660 

peripheral inflammation, cytokines and other immunoactive substances released from 2661 

circulating immune cells of peripheral blood, astrocytes, microglia, and leukocytes 2662 

contribute to a dysfunctional BBB (Banks, 2015). This facilitates the trafficking of 2663 

peripheral immune cell and cytokines into the brain, which collectively promote 2664 

neuroinflammation and oxidative stress (Andonegui et al., 2018; Singer et al., 2016). 2665 

Mechanistically, pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), danger-2666 

associated molecular patterns (DAMPs), and cytokines activate Toll-like receptors 2667 

(TLRs) and cytokine receptors in endothelial cells, microglia, and astrocytes to activate 2668 

the nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NFκB) (Madrigal et 2669 

al., 2002). Activated NFκB translocates to the nucleus to promote the expression of 2670 

inflammatory cytokines, inducible nitric oxide (NO•) synthase (iNOS), and 2671 

cyclooxygenase-2 (COX-2). Inflammatory cytokines further induce indoleamine-2,3-2672 

dioxygenase (IDO), contributing to neurotoxicity (Wichers et al., 2005) and 2673 

depression-like behavior (O’Connor et al., 2009). NO• is produced following iNOS 2674 

activation, and together with other RS (e.g. hydrogen peroxide (H2O2) and anion 2675 
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superoxide (O2
.-)), lead to proteins, lipids, and nucleic acids damage (Halliwell, 2007). 2676 

In addition, proinflammatory cytokines and prostaglandins (PG) formed by COX-2 2677 

reduce the activity of brain-derived neurotrophic factor (BDNF), contributing to 2678 

impaired neurogenesis and cognition (Hein and O’Banion, 2009; Tong et al., 2008). 2679 

Indeed, neuroinflammation and oxidative stress have been implicated in the 2680 

pathophysiology of depression (Bakunina et al., 2015), anxiety (Bouayed et al., 2681 

2009), and cognitive decline (Agostinho et al., 2010).  2682 

Only in the last decade the long-term consequences of sepsis started to be 2683 

studied (Hotchkiss et al., 2016), and even less attention has been given to the 2684 

treatment of psychological symptoms of sepsis survivors. We have recently showed 2685 

that the selenocompound 3-[(4-chlorophenyl)selanyl]-1-methyl-1H-indole 2686 

(CMI) presents antioxidant activity in vitro (Vieira et al., 2017) and modulates central 2687 

oxidative stress and inflammation to reverse depression- and anxiolytic-like 2688 

behaviors and cognitive impairment induced by lipopolysaccharide (LPS) (Casaril et 2689 

al., 2017a; Casaril et al., 2019b), acute restraint stress (Casaril et al., 2019a), and 2690 

breast tumor (Casaril et al., 2020) in mice. In addition, CMI potently inhibits 2691 

inflammation-associated oxidants, such as hypochlorous acid (HOCl), peroxynitrite 2692 

(ONOO-), and H2O2, protecting extracellular matrix (ECM) proteins against oxidative 2693 

damage (Casaril et al., 2017b). Consequently, in the present study, we hypothesized 2694 

that the immunomodulatory and antioxidant compound CMI would be able to 2695 

ameliorate long-lasting behavioral and biochemical alterations in post-septic mice. 2696 

Exploring the effects of CMI may shed some light into the development of a novel 2697 

adjuvant therapeutic strategy targeting neuroinflammation and oxidative stress to 2698 

improve the quality of life of sepsis survivors.  2699 

 2700 

2. Materials and Methods 2701 

2.1. Reagents 2702 

LPS from E. coli (L-3129, serotype 0127:B8) was purchased from Sigma 2703 

Chemical Co, USA. CMI (Fig. 1B) was prepared and characterized at the Laboratory 2704 

of Clean Organic Synthesis at the Federal University of Pelotas (Vieira et al., 2015). 2705 

The RNA extraction reagent was obtained from Ambiton (Life Technology, USA). The 2706 

oligonucleotides were synthesized by Exxtend Biotecnologia, Ltda (Campinas-SP, 2707 

Brazil). All other chemicals were of analytical grade and obtained from standard 2708 

commercial suppliers. LPS was diluted in saline and administered intraperitoneally 2709 
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(i.p.) at a dose of 5 mg/kg. CMI was dissolved in canola oil and administered 2710 

intragastrically (i.g.) at 1 mg/kg. Observers blind to the drug treatments recorded all 2711 

behavioral tests and analyzed the results.   2712 

 2713 

2.2. Animals 2714 

Adult male Swiss mice (25-30 g) provided by the Animal Facility of the Federal 2715 

University of Pelotas were used. Only male mice were used because males are more 2716 

susceptible to sepsis than females (Angele et al., 2014). Mice were housed in 2717 

temperature (22 ± 1 °C)- and humidity (45–55%)-controlled environment with a 2718 

12/12-h light/dark cycle (light on at 07:00 a.m.). Food and water were available ad 2719 

libitum. Six animals were randomly allocated into each experimental group and all 2720 

behavioral tests were carried out between 09:00 a.m. and 05:00 p.m. All procedures 2721 

were approved by the Committee on the Care and Use of Experimental Animal 2722 

Resources at the Federal University of Pelotas, Brazil (8331) and comply with The 2723 

Animal Reseach: Reporting in Vivo Experiments (ARRIVE) guidelines, items 5 to 13 2724 

(Kilkenny et al., 2010).  2725 

 2726 

2.3. Experimental design 2727 

Experiment 1: The first cohort of mice was used to confirm LPS-induced sepsis 2728 

in Swiss male mice (Fig. 1A). After the LPS 5 mg/kg (or vehicle) injection, the overall 2729 

health of mice was monitored every two hours, and the observations were used to 2730 

classify the sepsis severity (murine sepsis score). The body temperature was 2731 

assessed 2 and 24 h after the LPS injection. After the last body temperature 2732 

measurement, mice were euthanized for the collection of peripheral blood for cell count 2733 

and for determination of biomarkers of liver and kidney dysfunction. Hence, we 2734 

validated that our protocol induced sepsis in mice by using four independent 2735 

measurements: sepsis score, body temperature, blood cell count, and organ 2736 

dysfunction.  2737 

Experiment 2: The second cohort of mice was used to investigate the effects of 2738 

CMI on LPS-induced sepsis (Fig. 1B). One day prior to the LPS injection, mice were 2739 

exposed to the two-bottle paradigm in order to assess the sucrose preference at 2740 

baseline. The day mice received the LPS (or vehicle) injection was considered as day 2741 

0. After the LPS challenge, the overall health of mice was monitored every two hours 2742 

for the murine sepsis score. From day 24 to day 30, mice were treated with CMI (or 2743 
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canola oil). On day 28, mice were submitted to the open field test (OFT), which was 2744 

also used as the habituation period for the novel object recognition test (NORT). Next, 2745 

mice were submitted to the marble burying test, followed by access to the two-bottles 2746 

paradigm for the sucrose preference test. On day 29, mice were placed in the open 2747 

field apparatus for the training phase of the NORT, followed by the TST and FST. On 2748 

day 30, mice were evaluated in the NORT, followed by the Y-maze test and the 2749 

elevated plus-maze (EPM) test. After the behavioral testing, mice were euthanized for 2750 

the removal of peripheral blood, prefrontal cortices, and hippocampi.  2751 

 2752 

 2753 

Figure 1. Experimental design of LPS-induced sepsis model. (A) Experimental timeline used for 2754 

experiment 1 to validate the LPS-induced sepsis. (B) Experimental timeline used for experiment 2 to 2755 

analyse the effects of CMI on the long-lasting effects of LPS-induced sepsis. SPT: sucrose preference 2756 

test. OFT: open field test. NORT: novel object recognition test. MBT: marble burying test. TST: tail 2757 

suspension test. FST: forced swimming test. EPM: elevated plus maze test. CMI: 3-[(4-2758 

chlorophenyl)selanyl]-1-methyl-1H-indole.  2759 

 2760 

It was previously reported that 5 mg/kg of LPS induces long-lasting behavioral 2761 

and neurochemical alterations in mice (Anderson et al., 2015; Qin et al., 2007). Based 2762 

on our previous studies, the behavioral tests were conducted 30 min after the 2763 

administration of CMI and a maximum of three behavioral tests/day were performed 2764 
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(Bampi et al., 2019; Casaril et al., 2017a). CMI was administered for 7 days as this 2765 

schedule of administration was used to test the antidepressant-like, 2766 

immunomodulatory, and antioxidant effects of CMI on tumor bearing mice (Casaril et 2767 

al., 2020). Mortality occurred in approximately 10% of animals up to 7 days following 2768 

induction of sepsis.  2769 

 2770 

2.4. Murine sepsis score 2771 

The murine sepsis score was performed according to (Shrum et al., 2014) and 2772 

it was used to evaluate the clinical condition of mice to validate the experiment. Mice 2773 

were carefully analyzed for seven variables: appearance, level of consciousness, 2774 

activity, response to a stimulus, eyes, respiration rate, and respiration quality. Each of 2775 

these variables received a score between 0 and 4. Mice were euthanized if the murine 2776 

sepsis score at any given time point was greater than 21, or if the points ascribed to 2777 

respiratory rate or quality increased by more than 3. 2778 

 2779 

2.5. Behavioral tests 2780 

2.5.1. Locomotor activity 2781 

The locomotor activity was assessed in the open field test (OFT) (Walsh and 2782 

Cummins 1976). The apparatus consisted of a wooden box (30 × 30 × 15 cm) divided 2783 

into nine quadrants of equal areas. The number of squares crossed with all paws 2784 

(crossings), as well as the number of rearing episodes, were registered during a 5-min 2785 

session.  2786 

 2787 

2.5.2. Depression-like behavior 2788 

2.5.2.1. Tail suspension test (TST)  2789 

Mice that were both acoustically and visually isolated from each other were 2790 

suspended 50 cm above the floor by adhesive tape placed approximately 1 cm from 2791 

the tip of their tail. During the last 4 min of a 6 min session, the immobility time (defined 2792 

as the absence of the escape attempt behavior) was observed. A decrease in 2793 

immobility time is indicative of an antidepressant-like effect (Steru et al., 1985). 2794 

 2795 

2.5.2.2. Forced swimming test (FST) 2796 

Mice were individually forced to swim in an open cylindrical container (diameter: 2797 

10 cm, height: 25 cm) filled with water (depth: 19 cm) maintained at 25 ± 1 °C. The 2798 
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total duration of immobility was recorded during the last 4 min of a 6 min session. Each 2799 

mouse was judged to be immobile when it ceased struggling and remained floating 2800 

motionless in the water, making only those movements necessary to keep its head 2801 

above water. A decrease in immobility time is indicative of an antidepressant-like effect 2802 

(Porsolt et al., 1977). 2803 

 2804 

2.5.2.3. Sucrose preference test 2805 

Sucrose preference was assessed by providing mice access to two identical 2806 

water bottles, one containing normal drinking water and the other containing a 1% 2807 

sucrose solution. Mice rapidly developed a preference for the sweetened solution as 2808 

measured by weighing the bottles (percent sucrose preference = [sucrose 2809 

consumed]/[total sucrose + water consumed] × 100). Preference was established over 2810 

a period of 24 h, one day prior to the LPS injection. The influence of the treatments 2811 

over the sucrose preference was evaluated by giving mice access to the two-bottle 2812 

paradigm again on day 29, and the bottles were weighed on day 30.  2813 

 2814 

2.5.3. Anxiety-like behavior 2815 

2.5.3.1. Elevated plus-maze (EPM) 2816 

The anxiolytic-like behavior of mice was evaluated in the elevated plus-maze 2817 

test. The elevated plus-maze consists of a plus-shaped apparatus with two open and 2818 

two enclosed arms (arm’s length: 100 cm; arm’s width: 10 cm) connected by a central 2819 

platform elevated 40 cm above the floor (Boulle et al., 2014). For the test, each mouse 2820 

was placed in the center of the apparatus, and the number of entries and time spent in 2821 

the open arms were scored manually in a 5 min session.  2822 

 2823 

2.5.3.2. Marble burying 2824 

For the marble burying test, eight glass marbles (ø 1 cm) were evenly spaced 2825 

on regular bedding (Broekkamp et al., 1986). Each mouse was allocated to a marble-2826 

containing cage and allowed 30 min to explore. After returning the animals to their 2827 

home cages, the marbles were counted. A marble was considered buried when 2/3 2828 

or more of its size was covered with the bedding. 2829 

 2830 

2.5.4. Cognition 2831 

2.5.4.1. Novel object recognition test (NORT) 2832 



164 

 

The NORT was performed in the same open field apparatus, as previously 2833 

described (Rosa et al., 2003). Plastic objects with different shapes and composed only 2834 

by primary different colors but with the same size were used. The apparatus and the 2835 

objects were cleaned after each animal testing with a 70% ethanol solution. The task 2836 

consisted of habituation (10 min), training (10 min), and testing sessions (5 min). In the 2837 

first session (day 28), mice were allowed to freely explore the arena without any object, 2838 

and then returned to their home cage. After 24 h, the training session took place, and 2839 

animals were exposed to two equal objects (object A). The exploration time 2840 

corresponding to an animal’s nose touch or getting close the object (a distance of less 2841 

than 2 cm) was recorded with two stopwatches (climbing or sitting on the object was 2842 

not consider exploration). The test session was carried out 24 h after the training 2843 

session (day 30), in order to assess long-term memory. Mice were placed back in the 2844 

behavioral chamber and one of the familiar objects (object A) was replaced by a novel 2845 

object (object B). The time spent exploring the familiar and the novel objects was 2846 

recorded. The discrimination index was calculated following the formula: Object 2847 

recognition (index) = ([(Tnovel/(Tnovel + Tfamiliar)] × 100).  2848 

 2849 

2.5.4.2. Y-maze 2850 

Short-term working memory was assessed by recording spontaneous alteration 2851 

behavior in Y-maze (Sarter et al., 1988). Y-maze is a three-arm horizontal maze (40 2852 

cm long and 3 cm wide with walls 12 cm high) in which the three arms are symmetrically 2853 

separated at 120°. Each mouse was placed at the distal end of one arm and allowed 2854 

to explore the apparatus during an 8 min session. The sequence of arm entries was 2855 

recorded manually. The alteration was defined as successive entries into the three 2856 

arms on overlapping triplet sets. The percentage of spontaneous alternation behavior 2857 

was calculated according to the following equation: (%) alteration = [(number of 2858 

alternations)/(total arm entries - 2)] × 100. 2859 

 2860 

2.6. Biochemical determinations 2861 

Following the behavioral assessment, mice were anesthetized (inhalation of 2862 

isoflurane) before blood collection by cardiac puncture. After that, mice were killed by 2863 

cervical dislocation followed by brain removal. The blood was collected in fetal bovine 2864 

serum (FBS) for the flow cytometer analysis and in heparinized tubes for the 2865 

determination of markers of liver and kidney dysfunction. The prefrontal cortices and 2866 
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hippocampi were separated into two hemispheres in order to submit each sample to 2867 

all biochemical determinations (Casaril et al., 2017a). The right hemispheres were 2868 

immersed in TRIzol, maintained at -80 °C and were submitted to the quantitative real-2869 

time polymerase chain reaction (qRT-PCR). The left hemispheres were homogenized 2870 

in 50 mM Tris–HCl, pH 7.4 (1:10, w/v). The homogenate was centrifuged at 2500 × g 2871 

for 10 min at 4 °C, and the supernatant fraction was used for the determination of the 2872 

levels of reactive oxygen species (RS), nitric oxide metabolites (NOx), and lipid 2873 

peroxidation. A different set of mice was used for the determination of Evans blue dye 2874 

extravasation. 2875 

 2876 

2.6.1. Peripheral measurements 2877 

2.6.1.1. Markers of liver and kidney dysfunction 2878 

 The levels of aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase 2879 

(ALT), urea, and creatinine were determined by commercially available kits according 2880 

to the manufacture’s instruction (LABTEST). 2881 

 2882 

2.6.1.2. Blood cell count 2883 

Blood cell count was performed using ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 2884 

as anticoagulant. Erythrocyte and leukocyte containers were analyzed by the 2885 

electronic counter Sysmex pocH-100iV Diff™. Differential leukocyte and cell 2886 

morphology evaluations were performed on Romanowski dye-stained blood smears. 2887 

 2888 

2.6.1.3. Detection of RS via flow cytometry  2889 

Attune® Acoustic Focusing Flow Cytometer (Applied Biosystems) was used to 2890 

detect the cells population. The removal of cell debris and other cellular types was 2891 

based on the FSC x SSC scatter plots and they were eliminated by staining cells with 2892 

Hoechst 33342 at concentration of 16.2 µM. A total of 20.000 nucleated cells per 2893 

sample with flow of 200 event/s were analyzed. Only viable cells (quantified by 2894 

propidium iodide, PI) were used in the study.  2895 

The levels of RS were determined by using the fluorescent dye 2’,7’-dichloro-2896 

dihydro-fluorescein diacetate (DCFH-DA; at a final concentration of 1 µM), which emits 2897 

green fluorescence when oxidized by intracellular RS. The median intensity of green 2898 

fluorescence for viable cells was used. 2899 

 2900 
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2.6.2. Neurochemical measurements 2901 

2.6.2.1. Assessment of blood brain barrier (BBB) integrity 2902 

The Evans blue extravasation method was used to evaluate BBB integrity. 2903 

Briefly, Evans blue dye 2% (in saline) was given i.p. at 4 ml/kg 3 h before euthanasia. 2904 

Mice were perfused with normal saline to wash residual dye from the blood vessels. 2905 

Brain samples (excluding the cerebellum) were collected and homogenized in 50% 2906 

tricholoacetic acid. Samples were centrifuged at 10000 × g for 10 min and the 2907 

supernatant was diluted 1:3 v/v with 95% ethanol. The infiltrated Evans blue dye was 2908 

quantified at 680 nm (with 620 nm excitation). Data were expressed as μg/mg of tissue. 2909 

 2910 

2.6.2.2. Gene expression 2911 

Total mRNA was extracted from the prefrontal cortices and hippocampi right 2912 

hemispheres using TRIzol (Invitrogen™, Carlsbad, USA) followed by DNase treatment 2913 

with DNA-free® kit (Ambion™, USA) and mRNA quantification. The cDNA synthesis 2914 

was performed using High Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied 2915 

Biosystems™, UK) according to the manufacturer’s protocol. The amplification was 2916 

made with UltraSYBR Mix (COWIN Bioscience Co., Beijing, China) using the 2917 

Stratagene Mx3005P and the oligonucleotides were obtained from Exxtend 2918 

Biotecnologia Ltda, Campinas, Brazil. Gene expressions were normalized using 2919 

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) as a reference gene and the 2920 

conditions for the reaction involved 95°C for 15 s, 60 °C for 60 s and 72 °C for 30 s. 2921 

The 2ΔΔCT (Delta-Delta Comparative Threshold) method was used to normalize the fold 2922 

change in gene expressions. The following genes were analyzed: NF-κB (fwd 5′-GCT 2923 

TTC GCA GGA GCA TTA AC-3′, rev 5′-CCG AAG CAG GAG CTA TCA AC-3′), 2924 

interleukin-1 beta (IL-1β; fwd 5′-GCT GAA AGC TCT CCA CCT CAA TG-3′, rev 5′-2925 

TGT CGT TGC TTG GTT CTC CTT G-3′), tumor necrosis factor alpha (TNF-α; fwd 5′-2926 

CAT CTT CTC AAA ATT CGA GTG ACA A-3′, rev 5′-TGG GAG TAG ACA AGG TAC 2927 

AAC CC-3′), IDO (fwd 5′-AAT CAA AGC AAT CCC CAC TG-3′, rev 5′-AAA AAC GTG 2928 

TCT GGG TCC AC-3′), COX-2 (fwd 5’-CAG ACA TAA ACT GCG CCT T -3’, rev 5’-2929 

GAT ACA CCT CTC CAC CAA TGA CC -3’), iNOS (fwd 5′-GTG GTG ACA AGC ACA 2930 

TTT GG-3′, rev 5′-AAG GCC AAA CAC AGC ATA CC-3′), BDNF (fwd 5′-CCA TAA 2931 

GGA CGC GGA CTT GTA C-3′, rev 5′-AGA CAT GTT TGC GGC ATC CAG G-3′), and 2932 

GAPDH (fwd 5′-AGG TCG GTG TGA ACG GAT TTG-3′, rev 5′-TGT AGA CCA TGT 2933 

AGT TGA GGT CA-3′).  2934 
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2.6.2.3. Reactive oxygen species (RS) levels 2935 

For the determination of RS levels in the prefrontal cortices and hippocampi of 2936 

mice, aliquots of the homogenate supernatant were incubated with 1 mM DCHF-DA 2937 

and 10 mM Tris-HCl pH 7.4. The oxidation of DCFH-DA to fluorescent 2938 

dichlorofluorescein (DCF) is measured for the detection of intracellular RS 2939 

(Loetchutinat et al., 2005). The DCF fluorescence intensity emission was recorded at 2940 

520 nm (with 480 nm excitation) and RS levels were expressed as fluorescence units.  2941 

 2942 

2.6.2.4. Metabolites of nitric oxide (NOx) 2943 

The levels of the nitric oxide (NO) metabolites, NOx, were determined by the 2944 

Griess reaction as an indicator of nitrate/nitrite production (Lima-Junior et al. 2013). 2945 

Briefly, aliquots of the homogenate were incubated with an equal volume of Griess 2946 

reagent for 5 min at 25oC, and the nitrite concentration was determined by measuring 2947 

the optical density at 550 nm in reference to a standard curve of NaNO2 solution. 2948 

Results were expressed as µmol NOx/g tissue.  2949 

 2950 

2.6.2.5. Lipid peroxidation 2951 

The lipid peroxidation in the prefrontal cortices and hippocampi of mice was 2952 

measured by the formation of thiobarbituric acid reactive species (TBARS) during an 2953 

acid-heating reaction (Ohkawa et al., 1979). Aliquots of the homogenate supernatant 2954 

were incubated with 8.1% SDS, 0.8% TBA and acetic acid/HCl (pH 3.4) at 95 ºC for 2 2955 

h. Malondialdehyde (MDA) was used as a biomarker of lipid peroxidation. Absorbance 2956 

was measured at 532 nm, and the results were expressed as nmol MDA/g tissue.  2957 

 2958 

2.7. Statistical analysis 2959 

All experimental data are presented as mean ± standard error of the mean 2960 

(SEM). A two-way ANOVA with time as a repeated measure and Sidak’s post hoc test 2961 

were used to analyze the body temperature in experiment 1. An unpaired t-test was 2962 

used to analyze the levels of AST, ALT, urea, creatinine, total leukocyte count, and 2963 

percentage of cells in experiment 1. A two (± LPS) by two (± treatment) analysis of 2964 

variance (ANOVA) was used for the analysis of experiment 2 analyzing the effects of 2965 

CMI on LPS-induced sepsis. When ANOVA revealed a significant interaction, Tukey’s 2966 

post hoc test was used for between-group comparisons. Probability values less than 2967 

0.05 (p ≤ 0.05) were considered statistically significant. The statistical analysis was 2968 
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accomplished using GraphPad Prism version 7.0 for Windows, GraphPad Software 2969 

(San Diego, CA, USA).   2970 

 2971 

3. Results 2972 

3.1. LPS-treated mice showed increased murine sepsis score, organ 2973 

dysfunction, and altered blood cell count 24 h after the injection 2974 

Initially, we wanted to confirm that 5 mg/kg of LPS would induce sepsis in Swiss 2975 

male mice (experiment 1). First of all, we classified each LPS-treated mouse according 2976 

to the murine sepsis score (Shrum et al., 2014) over a period of 24 h after the injection 2977 

(Figure 2A). The severity of the disease gradually increased during the observed 2978 

period, and at 24 h, all the variables had at least a score of 2. A two-way ANOVA with 2979 

time as a repeated measure indicated a significant interaction for the variation of body 2980 

temperature (F(1,8) = 6.33, p = 0.04; Figure 2B). LPS-treated mice presented 2981 

hypothermia at 2 (p = 0.004) and 24 h (p < 0.001) after the injection.  2982 

 2983 

Figure 2. LPS induced sepsis in Swiss male mice. (A) Sepsis score. (B) Variation of body temperature 2984 

2 and 24 h after LPS injection. Peripheral levels of (C) AST, (D) ALT, (E) urea, and (F) creatinine 24 h 2985 

after LPS injection. (G) Total number of leukocytes and (H) percentage of neutrophils, lymphocytes, and 2986 

monocytes 24 h after LPS injection. Data are expressed as mean ± SEM of six independent 2987 

animals/group. #p< 0.05, ##p< 0.01, and ###p< 0.001 when compared to vehicle-treated mice. 2988 

 2989 

Since sepsis is associated with organ dysfunction (Hotchkiss et al., 2016), we 2990 

examined whether LPS injection would damage liver and kidneys. The levels of AST 2991 
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(p = 0.01; Figure 2C), ALT (p = 0.02; Figure 2D), urea (p = 0.003; Figure 2E), and 2992 

creatinine (p < 0.001; Figure 2F) increased after LPS injection when compared to 2993 

control mice.  2994 

The assessment of leukocyte numbers in the peripheral blood of LPS-treated 2995 

mice was also used to validate LPS-induced sepsis. The number of total leukocytes 2996 

(Figure 2G) was not changed after LPS injection (p = 0.06). On the other hand, LPS 2997 

increased the percentage of neutrophils (p = 0.004) and monocytes (p = 0.009), while 2998 

decreased the percentage of lymphocytes (p = 0.001) (Figure 2H).  2999 

 3000 

3.2. CMI treatment attenuated long-lasting behavioral changes in post-3001 

septic mice 3002 

Next, we examined on a battery of behavioral tests whether CMI would 3003 

ameliorate the long-lasting behavioral changes of animals that had previously 3004 

undergone sepsis. Initially, we used the murine sepsis score to confirm the induction 3005 

of sepsis in this set of mice (Figure 3A). The severity of the disease gradually increased 3006 

during the observed period, and at 24 h, all the variables had at least a score of 2. 3007 

With the OFT, we observed that none of the treatments altered the number of 3008 

crossings (F(1,20) = 0.048, p = 0.83) and rearings (F(1,20) = 0.004, p = 0.95) (data not 3009 

shown). Regarding the depression-like behavior, a two-way ANOVA revealed a 3010 

significant interaction for the immobility time in the TST (F(1,20) = 7.60, p = 0.01; Figure 3011 

3B) and FST (F(1,20) = 11.30, p = 0.003; Figure 3C). Further post-hoc analysis revealed 3012 

a significant increase in the immobility time in the TST (p = 0.001) and FST (p < 0.02) 3013 

in post-septic mice, an effect that was significantly abolished by CMI treatment (TST, 3014 

p = 0.009; FST, p = 0.01). With respect to the sucrose preference test, a two-way 3015 

ANOVA revealed a significant interaction for the percentage of sucrose preference 3016 

(F(1,20) = 4.47, p = 0.05; Figure 3D). A post-hoc analysis revealed that post-septic mice 3017 

had reduced sucrose preference (p < 0.001) when compared to control mice, an effect 3018 

that was ameliorated by CMI treatment (p = 0.002), highlighting the antidepressant-like 3019 

effect of CMI in post-septic mice.  3020 

Regarding the anxiogenic-like behavior, a two-way ANOVA revealed a 3021 

significant interaction for the number of entries (F(1,20) = 7.16, p = 0.01; Figure 3E) and 3022 

the time spent (F(1,20) = 9.89, p = 0.005; Figure 3F) in the open arms of the apparatus. 3023 

Subsequent post-hoc analysis revealed that post-septic mice made significantly fewer 3024 

entries (p = 0.01) and spent less time (p = 0.006) in the open arms. CMI treatment was 3025 
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able to significantly increase the number of entries (p = 0.01) and the time spent (p = 3026 

0.005) in the open arms of the EPM. Moreover, a two-way ANOVA revealed a 3027 

significant interaction for the number of marbles buried (F(1,20) = 38.83, p < 0.001; 3028 

Figure 3G). Post-septic mice buried more marbles than control mice (p < 0.001), an 3029 

effect that was ameliorated by CMI treatment (p < 0.001).  3030 

 3031 

Figure 3. CMI treatment mitigated behavioral alterations in post-septic mice. (A) Sepsis score. (B) 3032 

Immobility time in the tail suspension test (TST). (C) Immobility time in the forced swimming test (FST). 3033 

(D) Percentage of sucrose preference. (E) Number of entries in the open arms of the elevated plus-3034 

maze (EPM). (F) Time spent in the open arms of the elevated plus-maze (EPM). (G) Number of marbles 3035 

buried. (H) Object recognition index in the novel object recognition test (NORT). (I) Percentage of 3036 

spontaneous alternation in the Y-maze. Data are expressed as mean ± SEM of six independent 3037 

animals/group. #p< 0.05, ##p< 0.01, and ###p< 0.001 when compared to vehicle-treated mice. *p< 0.05, 3038 

**p< 0.01, and ***p< 0.001 when compared to LPS-treated mice.  3039 

 3040 
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With respect to cognition, a two-way ANOVA revealed a significant interaction 3041 

for the object recognition index (F(1,20) = 5.76, p = 0.03; Figure 3H). A post-hoc analysis 3042 

revealed that post-septic mice spent less time exploring the new object (p = 0.004), an 3043 

effect that was counteracted by CMI treatment (p = 0.004). Regarding the working 3044 

memory assessed by the Y-maze, none of the treatments altered the percentage of 3045 

spontaneous alterations (F(1,20) = 1.10, p = 0.31; Figure 3I).  3046 

 3047 

3.3. CMI treatment ameliorated long-lasting alterations in the blood of 3048 

post-septic mice 3049 

We next performed experiments in which we examined whether peripheral 3050 

alterations induced by LPS would be maintained for 30 days and if CMI treatment 3051 

would be able to ameliorate them (Figure 4). A two-way ANOVA did not indicate a 3052 

significant interaction for the number of total leukocytes (F(1,20) = 3.75, p = 0.07) of 3053 

mice, but indicated a main effect of CMI treatment (F(1,20) = 6.37, p = 0.02) (Figure 4A). 3054 

Regarding the cell type, a two-way ANOVA revealed a significant interaction for the 3055 

percentage of neutrophils (F(1,20) = 5.36, p = 0.03). The post-hoc analysis indicated that 3056 

post-septic mice had increased percentage of neutrophils (p = 0.006), which was 3057 

decreased by treatment with CMI (p = 0.007). No significant alterations were found for 3058 

the percentage of lymphocytes (F(1,20) = 3.17, p = 0.09) and monocytes (F(1,20) = 0.14, 3059 

p = 0.71) in the blood.  3060 

With respect to oxidative alterations in blood, a two-way ANOVA indicated a 3061 

significant interaction for the levels of RS (Figure 4C) in neutrophils (F(1,20) = 10.37, p 3062 

= 0.004), lymphocytes (F(1,20) = 5.18, p = 0.03), and monocytes (F(1,20) = 6.09, p = 0.02). 3063 

Further post-hoc analysis indicated that neutrophils (p = 0.002), lymphocytes (p = 3064 

0.02), and monocytes (p = 0.01) of post-septic mice had increased levels of RS, which 3065 

were decreased by CMI treatment (neutrophils, p = 0.003; lymphocytes, p = 0.04; 3066 

monocytes, p = 0.01). 3067 

Regarding markers of liver dysfunction, a two-way ANOVA revealed a 3068 

significant interaction for the levels of AST (F(1,20) = 4.48, p = 0.05; Figure 4D) and ALT 3069 

(F(1,20) = 15.60, p < 0.001; Figure 4E) in the blood. A post-hoc analysis indicated that 3070 

post-septic mice presented increased levels of AST (p = 0.03) and ALT (p = 0.007), 3071 

which decreased with CMI treatment (AST, p = 0.005; ALT, p = 0.01).  3072 

As shown in Figure 4F and Figure 4G, a two-way ANOVA revealed a significant 3073 

interaction for the levels of urea (F(1,20) = 5.38, p = 0.03) and creatinine (F(1,20) = 7.42, 3074 
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p = 0.01), respectively, which are markers of kidneys dysfunction. A post-hoc analysis 3075 

indicated that post-septic mice presented increased levels of urea (p = 0.007) and 3076 

creatinine (p < 0.001), which decreased with CMI treatment (urea, p = 0.002; 3077 

creatinine, p = 0.02).  3078 

 3079 

Figure 4. CMI treatment ameliorated peripheral alterations in post-septic mice. (A) Total number of 3080 

leukocytes. (B) Percentage of neutrophils, lymphocytes, and monocytes. (C) ROS levels on leukocytes. 3081 

(D) Lipid peroxidation on leukocytes. Peripheral levels of (E) AST, (F) ALT, (G) urea, and (H) creatinine. 3082 

Data are expressed as mean ± SEM of six independent animals/group. #p< 0.05, ##p< 0.01, and ###p< 3083 

0.001 when compared to vehicle-treated mice. *p< 0.05, **p< 0.01, and ***p< 0.001 when compared to 3084 

LPS-treated mice.  3085 

 3086 

3.4. CMI treatment mitigated long-lasting neuroinflammation associated 3087 

with LPS-induced sepsis and ameliorated BBB integrity 3088 
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Considering that systemic inflammation can alter BBB permeability, we 3089 

investigated the BBB integrity in sepsis survivors (Figure 5A). A two-way ANOVA 3090 

revealed a significant interaction for the concentration of Evans blue dye in the brain 3091 

of mice (F(1,20) = 5.07, p = 0.04). A post-hoc analysis indicated that sepsis induced loss 3092 

of BBB integrity (p = 0.010), which was ameliorated by CMI treatment (p = 0.04).  3093 

To examine the neuroinflammatory processes that occur in post-septic brain, 3094 

we analyzed the relative expression of pro-inflammatory markers in the prefrontal 3095 

cortices and hippocampi of mice. A two-way ANOVA revealed a significant interaction 3096 

for the mRNA expression of NF-κB in the prefrontal cortices (F(1,20) = 5.71, p = 0.03) 3097 

and hippocampi (F(1,20) = 10.20, p = 0.005) of mice (Figure 5B). Further post-hoc 3098 

analysis indicated that post-septic mice had increased NF-κB expression in the 3099 

prefrontal cortices (p = 0.04) and hippocampi (p = 0.01), which was reversed by CMI 3100 

treatment (prefrontal cortices, p < 0.01; hippocampi, p < 0.001).  3101 

As shown in Figure 5C, a two-way ANOVA revealed a significant interaction for 3102 

the mRNA expression of IL-1β in the prefrontal cortices (F(1,20) = 37.40, p < 0.001) and 3103 

hippocampi (F(1,20) = 7.57, p = 0.01) of mice. A post-hoc analysis indicated that the IL-3104 

1β expression was increased in the prefrontal cortices (p < 0.001) and hippocampi (p 3105 

= 0.03) of post-septic mice, whilst treatment with CMI reduced it (prefrontal cortices, p 3106 

< 0.001; hippocampi, p < 0.001).  3107 

A significant interaction was found for the mRNA expression of TNF-α in the 3108 

prefrontal cortices (F(1,20) = 15.40, p < 0.001) and hippocampi (F(1,20) = 5.13, p = 0.03)  3109 

of mice (Figure 5D). Further post-hoc analysis indicated that post-septic mice had 3110 

increased TNF-α expression in the prefrontal cortices (p = 0.001) and hippocampi (p = 3111 

0.009), which was reversed by CMI treatment (prefrontal cortices, p < 0.001; 3112 

hippocampi, p < 0.05).  3113 

A two-way ANOVA revealed a significant interaction for the mRNA expression 3114 

of IDO in the prefrontal cortices (F(1,20) = 5.13, p = 0.03) and hippocampi (F(1,20) = 11.30, 3115 

p = 0.005) of mice (Figure 5E). Further post-hoc analysis indicated that post-septic 3116 

mice had increased IDO expression in the prefrontal cortices (p = 0.05) and 3117 

hippocampi (p = 0.04), which was reversed by CMI treatment (prefrontal cortices, p = 3118 

0.04; hippocampi, p < 0.001).  3119 

A significant interaction was found for the mRNA expression of COX-2 in the 3120 

prefrontal cortices (F(1,20) = 4.75, p = 0.04) and hippocampi (F(1,20) = 10.10, p = 0.005)  3121 

of mice (Figure 5F). Further post-hoc analysis indicated that post-septic mice had 3122 
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increased COX-2 expression in the prefrontal cortices (p = 0.003) and hippocampi (p 3123 

= 0.01), which was reversed by CMI treatment (prefrontal cortices, p = 0.03; 3124 

hippocampi, p = 0.02).  3125 

 3126 

Figure 5. CMI treatment ameliorated BBB disruption and attenuated neuroinflammation in post-septic 3127 

mice. (A) Extravasation of Evans blue in the whole brain of mice. Relative expression of (B) NF-κB, (C) 3128 

IL-1β, (D) TNF-α, (E) IDO, (F) COX-2, (G) iNOS, and (H) BDNF in the prefrontal cortices and hippocampi 3129 
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of mice. Data are expressed as mean ± SEM of six independent animals/group. #p< 0.05, ##p< 0.01, and 3130 

###p< 0.001 when compared to vehicle-treated mice. *p< 0.05, **p< 0.01, and ***p< 0.001 when compared 3131 

to LPS-treated mice.  3132 

 3133 

As shown in Figure 5G, a two-way ANOVA revealed a significant interaction for 3134 

the mRNA expression of iNOS in the prefrontal cortices (F(1,20) = 8.98, p = 0.007) and 3135 

hippocampi (F(1,20) = 21.50, p < 0.001) of mice. A post-hoc analysis indicated that iNOS 3136 

expression was increased in the prefrontal cortices (p = 0.004) and hippocampi (p < 3137 

0.001) of post-septic mice, whilst treatment with CMI reduced it (prefrontal cortices, p 3138 

= 0.007; hippocampi, p < 0.001).  3139 

Due to the influence of inflammation on neurotrophic factors, we also assessed 3140 

the expression of BDNF. As shown in Figure 5H, a two-way ANOVA revealed a 3141 

significant interaction for the mRNA expression of BDNF in the hippocampi of mice 3142 

(F(1,20) = 3.24, p = 0.09). A post-hoc analysis indicated that BDNF expression was 3143 

increased in the hippocampi (p = 0.02) of post-septic mice, whilst treatment with CMI 3144 

reduced it (p = 0.005). The BDNF expression was not altered in the prefrontal cortices 3145 

of mice (F(1,20) = 0.006, p = 0.94).  3146 

 3147 

3.5. CMI treatment attenuated long-lasting oxidative alterations in the 3148 

prefrontal cortices and hippocampi of post-septic mice 3149 

To verify whether the prefrontal cortices and hippocampi of post-septic mice 3150 

would present oxidative alterations that could be reduced by CMI treatment, we 3151 

analyzed the levels of RS, NOx metabolites, and TBARS (Figure 6). A two-way ANOVA 3152 

revealed a significant interaction for the RS levels in the prefrontal cortices (F(1,20) = 3153 

48.40, p < 0.001) and hippocampi (F(1,20) = 15.80, p < 0.001) of mice (Figure 6A). 3154 

Further post-hoc analysis indicated that post-septic mice had increased RS levels in 3155 

the prefrontal cortices (p < 0.001) and hippocampi (p = 0.001), which was reversed by 3156 

CMI treatment (prefrontal cortices, p < 0.001; hippocampi, p < 0.001).  3157 

As shown in Figure 6B, a two-way ANOVA revealed a significant interaction for 3158 

the NOx levels in the prefrontal cortices (F(1,20) = 34.90, p < 0.001) and hippocampi 3159 

(F(1,20) = 13.80, p = 0.001) of mice. A post-hoc analysis indicated that NOx levels were 3160 

increased in the prefrontal cortices (p = 0.003) and hippocampi (p < 0.001) of post-3161 

septic mice, whilst treatment with CMI reduced it (prefrontal cortices, p < 0.001; 3162 

hippocampi, p < 0.001).  3163 
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A significant interaction was found for the TBARS levels in the prefrontal cortices 3164 

(F(1,20) = 55.90, p < 0.001) and hippocampi (F(1,20) = 11.10, p = 0.003)  of mice (Figure 3165 

6C). Further post-hoc analysis indicated that post-septic mice had increased TBARS 3166 

levels in the prefrontal cortices (p < 0.001) and hippocampi (p = 0.001), which was 3167 

reversed by CMI treatment (prefrontal cortices, p < 0.001; hippocampi, p = 0.005).  3168 

 3169 

Figure 6. CMI treatment reduced oxidative stress in post-septic mice. (A) ROS, (B) NOX, and (C) lipid 3170 

peroxidation levels in pre-frontal cortices and hippocampi of mice. Data are expressed as mean ± SEM 3171 

of six independent animals/group. ##p< 0.01 and ###p< 0.001 when compared to vehicle-treated mice. 3172 

*p< 0.05 and ***p< 0.001 when compared to LPS-treated mice.  3173 

 3174 

4. Discussion 3175 

The results presented here provide compelling evidence that CMI treatment for 3176 

7 days was able to improve long-term behavioral and biochemical alterations present 3177 

in mice that survived sepsis. Here, we showed that CMI was effective in reducing 3178 

depression- and anxiogenic-like behavior and cognitive impairment in post-septic mice. 3179 

Meantime, CMI treatment modulated the number of neutrophils, the levels of RS in 3180 

neutrophils, lymphocytes, and monocytes, and reduced the levels of peripheral 3181 

markers of liver and kidneys dysfunction (AST, ALT, urea, and creatinine). Noteworthy, 3182 

CMI ameliorated BBB dysfunction induced by sepsis and modulated the expression of 3183 
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inflammation-associated genes (NFκB, IL-1β, TNF-α, IDO, COX-2, iNOS, and BDNF) 3184 

and markers of oxidative stress (RS, NOx, and MDA levels) in the prefrontal cortices 3185 

and hippocampi of mice. Additionally, our study strengths the use of LPS to induce 3186 

sepsis and highlights the presence of long-term alterations in sepsis survivor mice. A 3187 

summary of the findings is presented in Figure 7.  3188 

Since most laboratory animals are relatively resistant to endotoxin, we 3189 

conducted a preliminary investigation to see if the endotoxin injection would induce 3190 

sepsis under our experimental conditions in Swiss male mice. Overall, LPS 5 mg/kg 3191 

increased the murine sepsis score over 24 h, caused hypothermia 2 and 24 h after the 3192 

injection, increased the circulating levels of AST, ALT, urea, and creatinine, increased 3193 

the percentage of neutrophils and monocytes, and decreased the percentage of 3194 

lymphocytes. Together, these observations characterized the septic condition (Bone 3195 

et al., 1992; Hotchkiss et al., 2016; Levy et al., 2003; Shrum et al., 2014) and allowed 3196 

us to explore the ability of CMI to modulate long-lasting alterations in mice that survived 3197 

sepsis. It is important to highlight that the aim of this study was not to find a therapeutic 3198 

strategy to improve sepsis survival, but to find an approach that would improve the 3199 

long-term psychological impairment post-sepsis.  3200 

The long-term consequences of sepsis only recently started to be studied 3201 

(Hotchkiss et al., 2016) and not enough attention has been given to the investigation 3202 

of therapeutic approaches for the management of psychological symptoms post-3203 

sepsis. Whilst several studies have focused on strategies to treat cognitive deficits in 3204 

post-septic mice (Michels et al., 2014; Huang et al., 2019; Xu et al., 2019), our study 3205 

provides a comprehensive examination of the effects of CMI on cognitive impairment 3206 

and affective disorders in sepsis survivors mice. Repeated administration of CMI at 1 3207 

mg/kg (orally) once a day for one-week ameliorated behavioral alterations found in the 3208 

TST, FST, sucrose preference test, EPM test, marble burying test, and NORT that 3209 

were present one month after the induction of sepsis. The assessment of the 3210 

behavioral response of mice one month after LPS injection presents as an advantage 3211 

over the investigations conducted up to 10 days after sepsis, such as in the case of 3212 

cecal ligation and puncture (CLP) method. Indeed, a single injection of LPS (0.5 mg/kg 3213 

– 5 mg/kg) induced cognitive deficits and microglial alterations up to two months later 3214 

(Kondo et al., 2011; Weberpals et al., 2009). 3215 
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 3216 

Figure 7. Overview of the alterations found in post-septic mice treated with CMI. Administration of CMI 3217 

in mice that survived sepsis ameliorated the depressive- and anxiogenic-like behavior and cognitive 3218 

impairment. CMI treatment modulated the number of neutrophils, the levels of RS in neutrophils, 3219 

lymphocytes, and monocytes, and reduced the plasma levels of AST, ALT, urea, and creatinine. CMI 3220 

also reduced BBB permeability and modulated the expression of NFκB, IL-1β, TNF-α, IDO, COX-2, 3221 

iNOS, and BDNF and reduced the levels of RS, NOx, and lipid peroxidation in the prefrontal cortices and 3222 

hippocampi of mice. 3223 

 3224 

Although infection is the triggering event in sepsis, the abnormal immune 3225 

response often remains after successful treatment of the infection (van der Poll et al., 3226 

2017). Here, CMI treatment reduced the elevated percentage of circulating neutrophils 3227 

that were identified one month after the induction of sepsis. Neutrophils are the key 3228 

cell subpopulation against invading pathogens, responsible for the release of cytokines 3229 
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and RS at sites distal to the infection, leading to multiorgan failure (Brown et al., 2006). 3230 

In agreement, post-septic mice presented increased circulating levels of AST, ALT, 3231 

urea, and creatinine, which decreased after CMI treatment, suggesting that the 3232 

selenocompound may alleviate liver and kidneys damage induced by sepsis. This 3233 

outcome may be mediated by the antioxidant and immunomodulatory effects of CMI, 3234 

since inflammation and oxidative stress are present in peripheral organs after sepsis 3235 

(Zheng and Zhu, 2016); however, histopathological studies would help to confirm the 3236 

ability of CMI to improve organ function. Additionally, circulating neutrophils, 3237 

lymphocytes, and monocytes of post-septic mice showed increased levels of RS, 3238 

which were reduced by CMI treatment. RS generated by neutrophils, especially O2
., 3239 

H2O2 and NO• are part of their microbicidal activity (Winterbourn et al., 2016). However, 3240 

these data should be interpreted with caution as RS are important signaling molecules 3241 

for cell activation, proliferation, and cytokine production (Winterbourn et al., 2016). 3242 

Even though the results are interesting as they show long-lasting peripheral alterations 3243 

in mice that survived sepsis, a more detailed analysis of the immune cell functions 3244 

should be conducted.  3245 

Brain function in humans is significantly impaired in both early and late sepsis 3246 

(Gofton and Young, 2012). Systemic infection initiates a hyperinflammatory response 3247 

that stimulates the production of immune cells, cytokines, and inflammatory mediators. 3248 

These inflammatory molecules initiate a cascade of events that lead to disruptive and 3249 

non-disruptive BBB changes, including immune cell infiltration, increased BBB 3250 

permeability, activation of cerebral cytokines, and enhanced neuroinflammation 3251 

(Nwafor et al., 2019; Varatharaj and Galea, 2017). Here, we observed that CMI 3252 

treatment for one-week reduced BBB permeability to Evans blue dye, suggesting that 3253 

the selenocompound may alleviate long-lasting BBB changes observed in post-septic 3254 

mice.  3255 

Improvement in BBB function may decrease the entry of cytokines and other 3256 

inflammatory mediators from periphery into the brain, consequently, reducing 3257 

neuroinflammation. Here, we observed that at the time CMI improved BBB 3258 

permeability, it also downregulated the expression of inflammatory mediators (e.g. 3259 

NFκB, IL-1β, TNF-α, iNOS, COX-2, and IDO) in the prefrontal cortices and hippocampi 3260 

of mice one month after the induction of sepsis. Indeed, NFκB-induced IL-1β and TNF-3261 

α signaling is involved in inflammation-induced depression, anxiety, and impaired 3262 

cognition. Noteworthy, pro-inflammatory cytokines can activate IDO and increase the 3263 
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expression of the serotonin transporter (SERT), thus impairing the serotonergic 3264 

neurotransmission and playing a part in the establishment of depressive behavior 3265 

(Felger and Lotrich, 2013). Through an in silico approach, we previously showed that 3266 

CMI may interact with the active site of IDO and SERT (Casaril et al., 2019b), and 3267 

therefore, we can speculate that this could also be involved in the pro-cognitive, 3268 

antidepressant- and anxiolytic-like effect of CMI. Moreover, in the periphery, it has 3269 

been reported that IDO-mediated tryptophan catabolism is increased in septic patients 3270 

and is associated with dysregulated immune responses, increased lymphocyte 3271 

apoptosis and increased IL-6 levels (Darcy et al., 2011). Further studies should be 3272 

conducted to investigate whether CMI modulates peripheral IDO to restore the immune 3273 

function.   3274 

 Secondary to neuroinflammation during sepsis, increased metabolism and 3275 

energy demand by brain cells can induce oxidative stress (van Gool et al., 2010). 3276 

Indeed, persistent endothelial and glial cell activation enhances the generation of RS, 3277 

and together with inflammatory cytokines, feed a vicious cycle of BBB changes, 3278 

neuroinflammation, and oxidative stress. This vicious cycle causes an impaired 3279 

oxidative metabolism and lipid peroxidation of cerebrovasculature and brain 3280 

parenchyma, which likely continues after sepsis recovery (Berg et al., 2011). Since 3281 

sustained production of RS after recovery may be another mechanism that contributes 3282 

to long-term psychological impairment post sepsis (Nwafor et al., 2019), decrease RS, 3283 

NOx, and TBARS levels in the prefrontal cortices and hippocampi may help to explain 3284 

the ability of CMI to ameliorate depression- and anxiogenic-like behaviour and 3285 

cognitive impairment in post-septic mice.    3286 

Current literature indicates that COX-2-derived PG and NO• synthesized by 3287 

cerebrovascular endothelium, microglia, and astrocytes are central for the effects of 3288 

LPS on BBB integrity (Iwase et al., 2000). Moreover, PG signaling was shown to 3289 

reduce the activity-dependent BDNF transcription necessary for long-term memory 3290 

formation (Hein and O’Banion, 2009). Here, we observed that CMI downregulated the 3291 

expression of COX-2 and iNOS and decreased the levels of NOx in the prefrontal 3292 

cortices and hippocampi while upregulated the expression of BDNF in the hippocampi. 3293 

In agreement, we previously showed that CMI may modulate the activity of COX-2 and 3294 

iNOS by interacting with the active site of these enzymes (Casaril et al., 2020). 3295 

Together, the ability of CMI to modulate the expression and function of these enzymes, 3296 
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aligned with the effects of CMI on the BDNF expression may contribute to the 3297 

improvement of the BBB permeability and the behavior of post-septic mice. 3298 

Nonetheless, this study has some limitations. Here, we used the toxemia model 3299 

characterized by systemic injection of a high dose of LPS to mimic inflammation 3300 

induced by a bacterial infection without the intricacy related to pathogen replication 3301 

(Anderson et al., 2015; Quatrini et al., 2017). Another advantage is that LPS-treated 3302 

mice did not need to be treated with antibiotics, so the behavioral and biochemical 3303 

improvements were a consequence of CMI treatment. However, we are aware that the 3304 

gold standard to study sepsis is the CLP method and, therefore, the effects of CMI 3305 

should be confirmed in mice with CLP-induced sepsis. Moreover, more studies should 3306 

be conducted to analyse microglia and astrocytes activation and cell energy 3307 

metabolism in post-septic mice.  3308 

Taken together, our results provide compelling evidence that CMI ameliorated 3309 

depression- and anxiogenic-like behavior, cognitive impairment, BBB permeability, 3310 

peripheral oxidative alterations, organ dysfunction, neuroinflammation and central 3311 

oxido-nitrosative stress in endotoxin-induced sepsis survivor mice. These results 3312 

further emphasize the importance of the anti-inflammatory and antioxidant systems in 3313 

the brain and acquaint that multiple targets are required for adequate therapeutic 3314 

efficacy of treatments against psychological symptoms in sepsis survivors. Therefore, 3315 

through this comprehensive study analyzing behavioral and biochemical parameters, 3316 

CMI arises as a promising strategy aimed to manage the long-lasting behavioral 3317 

alterations of sepsis survivors to improve their quality of life. 3318 
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5 DISCUSSÃO GERAL E PERSPECTIVAS 3572 

 3573 

 A presente tese foi planejada e executada para caracterizar o efeito tipo-3574 

antidepressivo de um novo composto orgânico de selênio, o CMI (Figura 16). A 3575 

proposta não teria sido cumprida com êxito sem a integração do conhecimento de 3576 

diversas áreas, notavelmente a biotecnologia, bioquímica, imunologia, neurociências, 3577 

farmacologia, química e psicologia, enfatizando a importância de abordagens 3578 

multialvo para o avanço científico. Pontualmente, nesta tese investigamos (i) o 3579 

mecanismo antioxidante do CMI; (ii) o efeito tipo-antidepressivo, antioxidante e 3580 

imunomodulador do CMI em animais submetidos ao EAR; (iii) o envolvimento do 3581 

sistema serotoninérgico no efeito tipo-antidepressivo e tipo-ansiolítico do CMI; (iv)  o 3582 

efeito tipo-antidepressivo, antioxidante e imunomodulador do CMI em animais 3583 

portadores de tumor mamário; (v) o envolvimento da via do BDNF-mTOR no efeito 3584 

tipo-antidepressivo e tipo-ansiolítico do CMI; e (vi) a capacidade do CMI em reverter 3585 

alterações afetivas e cognitivas, estresse oxidativo e neuroinflamação em animais que 3586 

sobreviveram a sepse. Além da contribuição cientifica, esperamos que esta tese 3587 

contribua com a divulgação da ciência e com a quebra do estigma de que a depressão 3588 

é uma doença puramente mental. 3589 

A depressão é uma doença multifatorial e heterogênea, sendo influenciada por 3590 

fatores que incluem a resposta imune pró-inflamatória, estresse e traumas na infância 3591 

e adolescência, microbiota intestinal, vulnerabilidade genética, alterações metabólicas 3592 

e disfunção do eixo HPA. Nesse sentido, a capacidade tipo-antidepressiva do CMI foi 3593 

avaliada em cinco modelos animais a fim de termos uma compreensão abrangente 3594 

sobre seus efeitos em diferentes condições patológicas em que a depressão é 3595 

presente. O primeiro estudo investigando o perfil farmacológico do CMI foi realizado 3596 

em 2017, aonde mostrou-se que ele apresenta atividade antioxidante in vitro (Vieira 3597 

et al., 2017). Considerando o envolvimento do estresse oxidativo na depressão e sua 3598 

relação com o processo inflamatório, avaliou-se então a capacidade do CMI em 3599 

proteger contra o comportamento tipo-depressivo induzido por inflamação em 3600 

camundongos (Casaril et al., 2017). Esse estudo mostrou que apenas uma 3601 

administração de CMI 30 minutos antes do desafio inflamatório protege contra o 3602 

comportamento tipo-depressivo e contra o aumento nos níveis de ERO, peroxidação 3603 

lipídica e expressão citocinas pró-inflamatórias nos córtex pré-frontais e hipocampos 3604 

dos animais, sem apresentar toxicidade aguda na dose de 300 mg/kg (Casaril et al., 3605 
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2017). Esses estudos iniciais sobre o CMI nos impulsionaram a avançar na 3606 

compreensão do potencial tipo-antidepressivo dessa molécula em diferentes modelos 3607 

animais através do uso de ferramentas biotecnológicas aliada a química medicinal. 3608 

 3609 

 3610 

Figura 16. Resumo do mecanismo de ação responsável pelo efeito tipo-antidepressivo do CMI avaliado 3611 

nesta tese. 5HT: receptores serotoninérgicos. ACTH: hormônio adrenocorticotrófico 3612 

(adrenocorticotropin hormone). ALT: alanima aminotransferase. AST: aspartato aminotransferase. 3613 

BBB: barreira hematoencefálica (blood brain barrier). BDNF: fator neurotrófico derivado do cérebro 3614 

(brain derived neurotrophic factor). CAT: catalase. CMI: 3-[(4-cloforenil)selenil]-1-metil-1H-indol. COX-3615 

2: ciclooxigenase 2. CRH: hormônio liberador de corticotrofina (corticotropin releasing hormone). 3616 

DAMPs: padrões moleculares associados ao perigo. EAR: estresse agudo de restrição. ERO/N: 3617 
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espécies reativas de oxigênio/nitrogênio. GPx: glutationa peroxidase. GR: receptor de glicocorticoide 3618 

(glucocorticoid receptor). GSK-3β: glicogênio sintase quinase 3 beta (glycogen synthase kinase 3 beta). 3619 

IDO: indoleamina 2,3-dioxigenase. IL-1β: interleucina 1 beta. iNOS: oxido nítrico sintase induzível. LPS: 3620 

lipopolissacarídeo. MPO: mieloperoxidase. mTOR: alvo mamífero da rapamicina (mammalian target of 3621 

rapamycin). NFκB: fator nucelar kappa B (nuclear factor kappa B). NMDA-R: receptores N-metil-D-3622 

aspartato (N-methyl-D-aspartate). Nrf2: fator nuclear eritroide relacionado ao fator 2 (nuclear factor 3623 

erythroid 2-related factor 2). PAMPs: padrões moleculares associados a patógenos. SERT: 3624 

transportador de serotonina (serotonin transporter). SOD: superóxido dismutase. TNF-α: fator de 3625 

necrose tumoral alfa (tumor factor necrosis alpha). TLR4: receptores do tipo Toll 4 (toll-like receptors 3626 

4). Fonte: Angela Maria Casaril.  3627 

 3628 

A exposição de um organismo a diferentes estressores, físicos ou psicológicos, 3629 

como o estresse, inflamação, ou tumor, acarreta na liberação de PAMPs e DAMPs na 3630 

corrente sanguínea. Essas moléculas, através da interação com os TLRs presentes 3631 

em células imunes, induzem a produção de quimiocinas, citocinas e ERO/N, as quais 3632 

podem levar a peroxidação lipídica e a danos em órgãos longe do sitio de infecção. 3633 

Nesta tese, demonstramos a capacidade do CMI em modular o número de neutrófilos 3634 

circulantes e os níveis plasmáticos de ERO/N, peroxidação lipídica, AST, ALT, ureia 3635 

e creatinina. Esses dados sugerem que o CMI pode apresentar um efeito sistêmico 3636 

que contribui com a melhora comportamental observada nos camundongos.  3637 

 Citocinas e ERO/N também podem aumentar a permeabilidade da BBB, 3638 

culminando com a entrada de citocinas e mediadores inflamatórios para o sistema 3639 

nervoso central (Banks, 2015). Adicionalmente, PAMPs e DAMPs podem sinalizar via 3640 

TLR4 localizados na membrana de células endoteliais da BBB para ativar as vias de 3641 

sinalização do NFκB e GSK-3β. A ativação do NFκB via TLR4 ou citocinas induz a 3642 

expressão de genes envolvidos com a resposta neuroinflamatória, como por exemplo 3643 

iNOS, COX-2 e mais citocinas inflamatórias. A IL-1β e o TNF-α, por sua vez, podem 3644 

diminuir a função dos GR por reduzirem a afinidade dos GR pelo cortisol (Pariante et 3645 

al., 1999; Maddock e Pariante, 2001) ou por bloquearem a translocação dos GR do 3646 

citoplasma para o núcleo (Pariante et al., 1999). Esse prejuízo na sinalização dos GR 3647 

resulta na redução do feedback negativo do eixo HPA, resultando no aumento dos 3648 

níveis circulantes de corticosterona. Na presente tese, demonstramos que o CMI 3649 

reduziu a expressão do NFκB, IL-1β e TNF-α e aumentou a expressão de GR nos 3650 

córtex pré-frontais e hipocampos de camundongos, além de reduzir os níveis 3651 

plasmáticos de corticosterona.  3652 
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 No sistema nervoso central, as citocinas inflamatórias influenciam a 3653 

neurotransmissão serotoninérgica em diferentes níveis. Por exemplo, as citocinas 3654 

podem aumentar a expressão e função dos SERT e ativar a enzima IDO, que em 3655 

conjunto, contribuem com a menor disponibilidade de serotonina (Felger e Lotrich, 3656 

2013). Nesta tese, observamos que o CMI reduziu a expressão da IDO e agiu através 3657 

da interação com os receptores 5HT1A, 5HT2A/2C e 5HT3. Adicionalmente, 3658 

demonstramos que o CMI possivelmente atua como um antagonista dos SERT e da 3659 

IDO, uma vez que interage com o sitio ativo dessas proteínas de uma maneira similar 3660 

aos inibidores paroxetina e epacadostat, respectivamente. Uma vez que a estrutura 3661 

do CMI, do triptofano e da serotonina compartilham a presença do núcleo indólico, é 3662 

possível que esses efeitos do CMI sejam consequência dessa semelhança estrutural. 3663 

A inibição da IDO também é importante pois sua ativação está relacionada com o 3664 

aumento dos níveis de quinurenina, um metabólito tóxico que, através da interação 3665 

com os NMDA-R, pode aumentar a excitotoxicidade glutamatérgica. 3666 

 Além do aumento na sinalização de citocinas inflamatórias, a ativação do NFκB 3667 

induz a expressão da enzima iNOS, responsável pela produção de NO•, que ao 3668 

interagir com o O2
.- leva a formação de ONOO-. Nesta tese, demonstramos que o CMI 3669 

reduziu a expressão da iNOS e os níveis de metabolitos de NO• nos córtex pré-frontais 3670 

e hipocampos de camundongos, além de atuar como um antioxidante por interagir 3671 

diretamente com o ONOO- in vitro. Adicionalmente, é possível que o CMI module a 3672 

atividade da iNOS por se ligar ao seu sitio ativo, de uma maneira similar ao inibidor 3673 

AR-C95791.  3674 

A expressão da COX-2 também pode ser aumentada pela ativação do NFκB. 3675 

As prostaglandinas formadas pela COX-2 contribuem com a propagação da 3676 

neuroinflamação e reduzem a atividade do BDNF (Hein e O’Banion, 2009; Rage et al., 3677 

2006). Os dados obtidos nesta tese indicam que o CMI reduziu a expressão de COX-3678 

2 nos córtex pré-frontais e hipocampos de camundongos, além de possivelmente 3679 

modular a atividade da COX-2 por interagir com o seu sitio ativo de uma maneira 3680 

similar ao inibidor rofecoxibe.  3681 

A atividade do BDNF também pode ser reduzida pela ativação da GSK-3β, e 3682 

vice-versa (Mai et al., 2002). A sinalização do BDNF envolve a ativação do mTOR 3683 

para influenciar a sobrevivência neuronal (Watson e Baar, 2014). O mTOR serve como 3684 

um sensor neuronal da demanda pela síntese de novas proteínas e sinaptogênese 3685 

(Duman et al., 2016), induzindo a expressão de proteínas como a sinaptofisina e PSD-3686 
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95 que contribuem com o aumento da neurogênese e sinaptogênese. Nesta tese, 3687 

demonstramos que o CMI aumentou a expressão do BDNF e da sinaptofisina nos 3688 

córtex pré-frontais e hipocampos de camundongos. Adicionalmente, a melhora 3689 

comportamental causada pelo tratamento com CMI depende da ativação da via do 3690 

mTOR, uma vez que a inibição dessa via pela rapamicina bloqueou os efeitos do CMI. 3691 

Vale destacar que, diferentemente dos antagonistas dos NMDA-R, a administração 3692 

aguda ou crônica de antidepressivos convencionais (como a fluoxetina) não aumenta 3693 

a sinalização do mTORC1 (Li et al., 2010). 3694 

Cabe ressaltar que a ativação da GSK-3β também previne a translocação do 3695 

Nrf2 do citosol para o núcleo (Kensler et al., 2017), enquanto que o BDNF tem papel 3696 

importante na ativação Nrf2 (Ishii et al., 2018). A ativação do Nrf2 induz a expressão 3697 

de enzimas antioxidantes, como a SOD e CAT, contribuindo com o equilíbrio redox e 3698 

evitando o estresse oxidativo. Nesta tese, demonstramos que o CMI aumentou a 3699 

expressão do Nrf2 e modulou a atividade da SOD e CAT nos córtex pré-frontais e 3700 

hipocampos de camundongos, contribuindo com a redução na peroxidação lipídica. 3701 

Adicionalmente, o CMI agiu como um antioxidante por neutralizar diretamente o H2O2 3702 

e o HOCl in vitro.  3703 

De fato, a patofisiologia da depressão não foi completamente elucidada, e as 3704 

alterações bioquímicas e comportamentais encontradas em pacientes depressivos 3705 

são altamente heterogêneas. Adicionalmente, o TDM frequentemente apresenta-se 3706 

em pacientes acometidos por outras doenças, como o câncer, doenças 3707 

neurodegenerativas, ansiedade, doença de Cushing, sepse e doenças inflamatórias. 3708 

Em conjunto, essa complexidade dificulta os estudos pré-clínicos para a descoberta 3709 

de novas moléculas antidepressivas. Para transpor essas dificuldades, utilizamos 3710 

nesta tese diferentes modelos animais a fim de obtermos uma visão mais abrangente 3711 

sobre o efeito tipo-antidepressivo do CMI. Através da indução do comportamento tipo-3712 

depressivo por modelos agudos e crônicos, observamos que diferentes regimes de 3713 

tratamento com CMI apresentaram efeito tipo-antidepressivo, tipo-ansiogênico, e pró-3714 

cognitivo através da modulação, principalmente, de vias nitro-oxidativas e 3715 

inflamatórias.  3716 

Através do uso de ferramentas de biotecnologia, os últimos anos tem sido palco 3717 

de avanços consideráveis no tratamento de diversas doenças. Infelizmente, 3718 

estratégias biotecnológicas ainda não renderam resultados concretos para o 3719 

tratamento da depressão, possivelmente pois a etiologia da doença não está 3720 
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completamente elucidada e ainda não há um biomarcador confiável que auxilie no 3721 

diagnóstico/tratamento da depressão. No entanto, tem-se observado que inibidores 3722 

do TNF-α melhoram o humor depressivo em pacientes com outras doenças. Por 3723 

exemplo, pacientes com artrite reumatóide e psoríase que recebem etanercept, uma 3724 

proteína quimérica antagonista do TNF-α, reportaram redução nos sintomas 3725 

depressivos (Gelfand et al., 2008; Kekow et al., 2011). Similarmente, pacientes com a 3726 

doença de Crohn que receberam infusões de infliximab, um anticorpo monoclonal 3727 

quimérico inibidor do TNF-α, experienciaram redução nos sintomas depressivos, o 3728 

qual foi associado com a redução em citocinas pró-inflamatórias (Guloksuz et al., 3729 

2013). Esses resultados são de grande importância para reforçar a relevância do 3730 

sistema imune na patofisiologia da depressão. Entretanto, ainda não há nenhum 3731 

biomedicamento modulador da inflamação aprovado para o tratamento da depressão. 3732 

Diante disso, esta tese combina o uso de ferramentas biotecnológicas aliada a 3733 

química medicinal para contribuir com o desenvolvimento de uma nova molécula com 3734 

atividade biológica. A capacidade do CMI em modular a expressão de fatores de 3735 

transcrição, citocinas inflamatórias, enzimas envolvidas com a inflamação, 3736 

neurotrofinas, oxidantes derivados da inflamação e a atividade de enzimas 3737 

antioxidantes dão suporte ao potencial terapêutico dessa molécula. Esperamos que 3738 

esta tese sirva como base para estudos mais aprofundados a respeito do mecanismo 3739 

de ação do CMI e, que a longo prazo, esses resultados contribuam para o surgimento 3740 

de um novo produto terapêutico capaz de melhorar a qualidade de vida dos pacientes 3741 

depressivos. 3742 

Nos últimos anos, diversos estudos tem reportado a relação do estresse nitro-3743 

oxidativo e da inflamação com os sintomas depressivos, e ainda assim, os 3744 

antidepressivos disponíveis atualmente atuam através da modulação dos sistemas de 3745 

neurotransmissores. Além disso, a crise no investimento de novos tratamentos para 3746 

desordens psiquiátricas (com as industrias abandonando a pesquisa e o 3747 

desenvolvimento de medicamentos contra esses distúrbios) deixa a academia com o 3748 

papel crucial de buscar novas estratégias para o tratamento de desordens 3749 

psiquiátricas (Conn e Roth, 2008). Nesse sentido, torna-se importante que estudos 3750 

pré-clínicos considerem o envolvimento de outras vias bioquímicas ao investir na 3751 

pesquisa e no desenvolvimento de novos agentes antidepressivos mais eficazes e 3752 

com menos efeitos adversos. A presente tese veio de encontro à essa proposta.   3753 
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6 CONCLUSÃO GERAL 3754 

 3755 

Na presente tese, validamos a nossa hipótese inicial de que o CMI seria capaz 3756 

de reverter o comportamento tipo-depressivo (e suas comorbidades) que se 3757 

manifestam em animais submetidos ao EAR, desafiados com LPS, portadores de 3758 

tumor mamário, suplementados com corticosterona e sobreviventes à sepse. 3759 

Adicionalmente, alancamos os objetivos propostos, ao elucidarmos o envolvimento do 3760 

estresse nitro-oxidativo, inflamação, neurotransmissão serotoninérgica e via do 3761 

mTOR/BDNF no efeito tipo-antidepressivo do CMI. Os efeitos farmacológicos 3762 

promissores do CMI enfatizam a importância de abordagens multialvo para o 3763 

tratamento de desordens heterogêneas e multifatoriais, como a depressão.  3764 

Por fim, esperamos que a presente tese contribua com a divulgação científica, 3765 

tanto para aproximar a sociedade das pesquisas realizadas na academia, quanto para 3766 

ressaltar que a depressão é uma desordem grave e altamente incapacitante, e por 3767 

isso, deve ser abordada com respeito e investimento científico.    3768 
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 4609 

Abstract  4610 

The development of new bioactive molecules based on the molecular hybridization has 4611 

been widely explored. In line with this, reliable tests should be employed to give 4612 

information about the toxicology of these new molecules. In this sense, the use of in 4613 

vitro tests is a valuable tool, especially the in vitro maturation of oocytes (IVM), which 4614 

is an efficient resource to discover the potential toxicity of synthetic molecules. Thus, 4615 

the aim of the present study was to evaluate the toxicological effects of the selenium-4616 

containing indolyl compound 3-(4-Chlorophenylselanyl)-1-methyl-1H-indole (CMI), on 4617 

different quality parameters of bovine oocytes through the IVM. Different 4618 

concentrations of the CMI compound (0, 25, 50, 100, 200 μM) were supplemented 4619 

during the in vitro maturation process. After, the oocyte maturation rate, glutathione 4620 

(GSH) levels, reactive oxygen species (ROS) levels, membrane, and mitochondrial 4621 

integrity were evaluated. The results showed that the lowest concentration of CMI 4622 

induced the highest GSH production (P < 0.05), an important marker of cytoplasmic 4623 

quality and maturation. All treatments increased ROS production in relation to non-4624 

supplementation (P < 0.05). In addition, oocyte maturation was reduced only with the 4625 

highest concentration of CMI (P < 0.05). Supplementation with CMI did not impact 4626 

mitochondrial activity, integrity and cell membrane. To our knowledge, this is the first 4627 

study that evaluates CMI on the oocyte in vitro maturation process. Importantly, our 4628 

results did not find any toxic effect of CMI on bovine oocytes. CMI was efficient for 4629 

cytoplasmic maturation by promoting an increase in the intracellular levels of 4630 

glutathione. 4631 
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 4638 

Abstract 4639 

Background: Trichomonas vaginalis is the causative agent of trichomoniasis, which is 4640 

one of the most common sexually transmitted diseases worldwide. Trichomoniasis has 4641 

a high incidence and prevalence and is associated with serious complications such as 4642 

HIV transmission and acquisition, pelvic inflammatory disease and preterm birth. 4643 

Although trichomoniasis is treated with oral metronidazole (MTZ), the number of strains 4644 

resistant to this drug is increasing (2.5–9.6%), leading to treatment failure. Therefore, 4645 

there is an urgent need to find alternative drugs to combat this disease. Methods: 4646 

Herein, we report the in vitro and in silico analysis of 12 furanyl N-acylhydrazone 4647 

derivatives (PFUR 4, a-k) against Trichomonas vaginalis. Trichomonas vaginalis 4648 

ATCC 30236 isolate was treated with seven concentrations of these compounds to 4649 

determine the minimum inhibitory concentration (MIC) and 50% inhibitory 4650 

concentration (IC50). In addition, compounds that displayed anti-T. vaginalis activity 4651 

were analyzed using thiobarbituric acid reactive sub- stances (TBARS) assay and 4652 

molecular docking. Cytotoxicity analysis was also performed in CHO-K1 cells. Results: 4653 

The compounds PFUR 4a and 4b, at 6.25 µM, induced complete parasite death after 4654 

24 h of exposure with IC50 of 1.69 µM and 1.98 µM, respectively. The results showed 4655 

that lipid peroxidation is not involved in parasite death. Molecular docking studies 4656 

predicted strong interactions of PFUR 4a and 4b with T. vaginalis enzymes, purine 4657 

nucleoside phosphorylase, and lactate dehydrogenase, while only PFUR 4b interacted 4658 

in silico with thioredoxin reductase and methionine gamma-lyase. PFUR 4a and 4b led 4659 

to a growth inhibition (7.4). Conclusions: Our results showed that PFUR 4a and 4b are 4660 

promising molecules that can be used for the development of new trichomonacidal 4661 

agents for T. vaginalis. 4662 
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 4668 

Abstract 4669 

Increased prevalence of metronidazole-resistant infections has resulted in a search for 4670 

alternative drugs for the treatment of trichomoniasis. In the present study, we report 4671 

the evaluation of in vitro activity of three quinolines-1,2,3-triazolylcarboxamides 4672 

(QTCA-1, QTCA-2 and QTCA-3) against Trichomonas vaginalis, evaluation of 4673 

cytotoxicity in CHO cells and expression of genes related to hydrogenosome by real 4674 

time PCR. Nine concentrations of these compounds were analyzed for in vitro activity 4675 

against ATCC 30236 isolate of T. vaginalis. QTCA-2 reported a cytotoxic effect against 4676 

100% of T. vaginalis trophozoites at a final concentration of 80 μM with an IC50 of 4677 

50 μM. The kinetic growth curve of trophozoites indicated that QTCA-2 reduced the 4678 

growth by 70% at a concentration of 80 μM after an exposure of 12 h, and induced 4679 

complete parasite death at 24 h. QTCA-2 induced less than 30% of cytotoxicity in 4680 

CHO-K1 cells at 80 μM and data showed this concentration and lower ones had no 4681 

significant cytotoxic effect when compared to the control. There was no significant 4682 

difference in gene expression (pyruvate-ferredoxin oxidoreductase A and B; Malic 4683 

enzyme D; Hydrogenase; β-tubulin) when compared to control and MTZ. Further in 4684 

silico analysis showed that QTCA-2 had significant binding free energy with T. 4685 

vaginalis lactate dehydrogenase (−9.3 kcal/mol), purine nucleoside phosphorylase 4686 

(−9.1 kcal/mol) and triosephosphate isomerase (−7.3 kcal/mol). The present study 4687 

offers new perspectives for exploring the potential of this class of molecules as an 4688 

additional option for the treatment of trichomoniasis. 4689 
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 4695 

Abstract 4696 

The treatment for trichomoniasis, based on 5'-nitroimidazol agents, has been 4697 

presenting failures related to allergic reactions, side effects, and the emergence of 4698 

resistant isolates. There are no alternative drugs approved for the treatment of these 4699 

cases; thus, the search for new active molecules is necessary. In this scenario, 4700 

chalcones have been extensively studied for their promising biological activities. Here, 4701 

we presented the synthesis of three hydroxychalcones (3a, b, and c), in vitro and in 4702 

silico analyses against Trichomonas vaginalis. The in vitro biological evaluation 4703 

showed that hydroxychalcone 3c presented anti-T. vaginalis activity, with complete 4704 

death in 12 h of incubation at minimum inhibitory concentration (MIC) of 100 μM. 3c 4705 

showed a dose-dependent cytotoxicity against mammalian VERO cell line, but the 4706 

association of 3c at 12.5 μM and metronidazole (MTZ) at 40 μM showed 95.31% 4707 

activity against T. vaginalis trophozoites after 24 h of exposure and did not affect the 4708 

VERO cell growth, appearing to be a good alternative. In silico analysis by molecular 4709 

docking showed that 3c could inhibit the activity of TvMGL (methionine gamma-lyase), 4710 

TvLDH (lactate dehydrogenase), and TvPNP (purine nucleoside phosphorylase) 4711 

affecting the T. vaginalis survival and also suggesting a different mechanism of action 4712 

from MTZ. Therefore, these results propose that hydroxychalcones are promising anti-4713 

T. vaginalis agents and must be considered for further investigations regarding 4714 

trichomoniasis treatment. 4715 
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Bioprospecting (co-autoria), UFPel.  4786 
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Graduação, Universidade Federal de Pelotas.  4792 

2016: Internacionalização (estágio, 4 meses). University of Copenhagen. Supervisor: 4793 

Michael J. Davies. 4794 

  4795 



268 

 

Anexo F – Autorizações para o reuso dos artigos científicos 4796 

 4797 

 4798 



269 

 

4799 



270 

 

 4800 



271 

 

 4801 



272 

 

 4802 



273 

 

4803 



274 

 

4804 



275 

 

  4805 



276 

 

 4806 

 4807 


