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A depressdo é uma doenca altamente incapacitante que atinge milhdes de pessoas ao
redor do mundo. Os tratamentos disponiveis para este transtorno embora eficazes apresentam
efeitos adversos e altos indices de ndo responsividade ao tratamento. Moléculas organicas que
contem selénio apresentam promissoras propriedades farmacoldgicas. Neste estudo, a a¢cdo do
tipo antidepressiva do fenilseleniometil (CH3SePh) em camundongos fémeas foi investigada
utilizando-se o teste do nado forcado (TNF) e o teste de suspenséo da cauda (TSC), que séo
modelos preditivos de atividade depressiva. Além disso, o envolvimento do sistema
dopaminérgico na acdo do tipo antidepressiva do CHsSePh foi estudado. Os resultados
comportamentais demonstraram que o CHs3SePh (25 e 50 mg/kg, administrado pela via
intragastrica; i.g.) reduziu significativamente o tempo de imobilidade no TNF e no TSC (50
mg/kg, i.g.), sem alterar a locomog¢do quando analisados no teste do campo aberto (TCA). O
efeito anti-imobilidade do CH3;SePh (50 mg/kg, i.g.) no TNF foi prevenido pelo pré-
tratamento dos camundongos com haloperidol (0.2 mg/kg, administrado pela via
intraperitoneal, i.p., antagonista dos receptores dopaminérgicos D;), SCH 23390 (R-(+)-8-
chloro-2,3,4,5-tetrahydro-3-methyl-5-phenyl-1H-3-benzazepine-7-ol)  (0.05 mg/kg, s.c.,
antagonista dos receptores dopaminérgicos D;) e sulpiride (50 mg/kg, i.p antagonista dos
receptores dopaminérgicos D, e D3). Estes resultados sugerem que o CH3SePh produziu uma
acao do tipo antidepressiva no TNF e TSC em camundongos, dois modelos bem aceitos para
triagem de novas drogas com potencial antidepressivo. Portanto, a acéo do tipo antidepressiva
do CHsSePh, uma molécula orgénica de selénio e de sintese simples, parece estar sendo
mediada por uma interacdo com o sistema dopaminérgico.

Palavras-chave: Selénio, composto orgéanico de selénio, antidepressivo, dopamina,
camundongo.
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Depression affects millions of people of different ages, races, religions and income at some
period of their lives. The etiology of most mood disorders, although not fully understood, has
come into sharper focus in the recent past. This might also be of relevance in psychiatry as a
poor treatment response often results from giving every patient the same treatment. Selenium-
containing molecules show promising pharmacological properties. The antidepressant-like
action of methyl phenyl selenide (CH3SePh) in the mouse forced swimming test (FST) and
the tail suspension test (TST), models predictive of depressant activity, were investigated in
this study. Moreover, the involvement of dopaminergic system in the antidepressant-like
action of CH3SePh was studied. The behavioral results showed that CH3;SePh significantly
reduced the immobility time in the FST (25 and 50 mg/kg, intragastrically; i.g.) and the TST
(50 mg/kg, i.g.), without accompanying changes in ambulation when assessed in the open-
field test (OFT). The anti-immobility effect of CH3SePh (50 mg/kg, intragastrically; i.g.) in
the FST was prevented by pretreatment of mice with haloperidol (0.2 mg/kg, i.p., a dopamine
D2 receptor antagonist), SCH 23390 (R-(+)-8-chloro-2,3,4,5-tetrahydro-3-methyl-5-phenyl-
1H-3-benzazepine-7-ol) (0.05 mg/kg, s.c., a dopamine D; receptor antagonist) and sulpiride
(50 mg/kg, i.p., a dopamine D, and D3 antagonist). These results suggest that CH3SePh
produced an antidepressant-like action in the mouse FST and TST. The antidepressant-like
action of CH3SePh, a simple selenium-containing molecule, seems most likely to be mediated
through an interaction with the dopaminergic system.

Keywords: Selenium, organoselenium, antidepressant, dopamine, mice.
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1 INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial da Sadde (World Health Organization — WHO) a
depressdo é descrita como uma doenga mental comum, caracterizada por sintomas como:
tristeza, perda de interesse e prazer, sentimentos de culpa, baixa autoestima, disturbios de
sono e apetite, sensacdo de cansago, bem como dificuldade de concentracdo e em casos graves
pode levar ao suicidio, cerca de um milh&o de casos ao ano. Esta doenga mental tem um inicio
precoce na adolescéncia, e idade adulta, a recorréncia e cronicidade ao logo da vida estéo
associadas a prejuizo significativo nas func@es sociais e ocupacionais, bem como da qualidade
de vida (Kessler, 2009). Estima-se que atualmente 350 milhdes de pessoas no mundo vivem
com depressdo, em 2020 esta sera a segunda maior causa associada a incapacidade (WHO,
2012). Ademais, estudos epidemioldgicos tém fornecido evidéncias para uma marcada
diferenca de sexo no risco de desenvolver depressdo. Estudos de Heim et al. (2001) e Kessler
(2009) tém demonstrado que mulheres sdo muito mais propensas a desenvolver transtornos
depressivos que homens.

Diversas vias neurais estdo relacionadas com a patofisiologia da depressao, sendo que
um grande nimero de neurotransmissores estd envolvido no mecanismo de acdo de
medicamentos usados no tratamento dessa doenca (Altamura et al., 2008). A hipotese das
monoaminas, baseada em uma disfuncdo na neurotrasmissdo monoaminérgica assim como,
uma reducdo de monoaminas, como a serotonina (5-HT), a noradrenalina (NA), a adrenalina
(AD) e a dopamina (DA), na fenda sindptica € comumente utilizada para explicar a génese
dos transtornos depressivos (Coppen, 1967; Hirschfeld, 2000; Altamura, 2008).

Muitos dos farmacos disponiveis para o tratamento da depressdo desempenham seus
efeitos por bloguearem a recaptacdo de neurotransmissores monoaminérgicos ou inibir a
atividade da enzima monoamino oxidase (MAOQ), responsavel pela desaminacdo oxidativa de
aminas bioativas dentre estas, 5-HT, NA e DA (Mann, 2005; Belmaker e Agam, 2008). Em
geral, os inibidores da MAO causam um aumento na concentragdo de monoaminas liberadas
nos terminais nervosos, aumentando assim a atividade monoaminérgica cerebral (Yamada e
Yasuhara, 2004).

Entretanto, apesar dos sistemas serotoninérgico e noradrenérgico, estarem bem
relacionados com os transtornos depressivos, em 1965 foi postulado que a DA também pode

estar envolvida em transtornos afetivos (Schildkraut, 1965). De fato, estudos tém reiterado
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que as alteracbes no metabolismo e na sinalizagdo da DA estdo associadas a depressdo
(Dunlop e Nemeroff, 2007; Opmeer et al., 2010).

A DA é produzida em neurdnios localizados, predominantemente em ndcleos do
tronco cerebral: regido retro-rubro, substancia negra pars compacta e area tegumental ventral
(ATV). Além disso, diversas sdo as vias dopaminérgicas no sistema nervoso central, de
especial interesse nos transtornos de humor, a via mesolimbica esta relacionada a motivacéo,
experiéncias prazerosas e recompensa. Esta via surge na area tegumental ventral com
projecdes no estriado ventral e terminal (incluindo o nucleo accumbens), hipocampo e

amigdala. (Dunlop e Nemeroff, 2007).

i Thal
Dopamine Pathways halamus

Mesocortical /
Mesolimbic /
Nigrostriatal
Tuberoinfundibular
Thalamic

Anterior Cingulate Cortex

Prefrontal Cortex

Caudate/Putamen
Nucleus Accumbens
" Entorhinal Cortex

Amygdala/Hippocampus

II Hypothalamus
Periaqueductal Grey Area 0 / | Medial Forebrain Bundle
Substantia Nigra

Ventral Tegmental Area

Figura 1 Vias dopaminérgicas no sistema nervoso central. (Fonte: Dunlop, 2007).

A neurotrasmissdo dopaminérgica € um processo complexo que envolve entre outros, a
biossintese de neurotransmissor (DA), a interacdo deste com receptores pos sinapticos e a
remocao por degradacdo enzimatica ou por proteinas transportadoras especializadas, presentes
no terminal pré sinaptico (Opmeer et al., 2010).

A DA é sintetizada no citoplasma dos neur6nios pré sinapticos a partir do aminoacido

tirosina o qual é convertido pela enzima tirosina hidroxilase (TH) (enzima limitante da
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velocidade de sintese da DA) a diidroxifenilalanina e esta é convertida rapidamente a
dopamina pela acdo da enzima dopa descarboxilase. Em neurdnios que utilizam a DA como
neurotransmissor esta é a ultima modificacdo enzimatica, porém em alguns neurénios a DA é
convertida a NE pela dopamina-p-hidroxilase e a NE pode ser transformada em epinefrina
pela acdo da feniletanolamina- N-metiltrasferase (Nagatsu et al., 1964; Lovenberg et al.,1962;
Kopin, 1968) (Figura 2) Estudos demonstraram que a inibi¢ao da TH, por a-metilparatirosina
pode causar sintomas depressivos em individuos saudaveis (McCann et al., 1993; Laruelle et
al., 1997; Fujita et al., 2000; Verhoeff et al., 2001, 2003). Assim como, polimorfismos em
genes da TH foram associados a um aumento no risco de desenvolver depressdo (Yoshida et
al., 2008).

Q

Tirosina
H
HO Az

Tirosina
hidroxilase

HO.
OH

NH;

descarboxilase

He Dopamina
NHy
H

l Dopamina-B-hidroxilase

J Dopa

OH

HO | Norepineirina
HO MNH2

l Feniletanolamina- N-metiltrasferase

OH

H::@/H Epinefrina
H HN"‘CH;

Figura 2 Biossintese de neurotransmissores, dopamina, norepinefrina e epinefrina. (Adaptado de Opmeer, 2010)
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Apos a liberagdo do terminal pré-sinaptico, a DA exerce seus efeitos por ligar-se e
ativar receptores acoplados a proteina G nos terminais pds-sindpticos. Estes receptores
apresentam cinco subtipos os quais podem ser divididos em dois grupos: receptores do tipo D,
(compreendem os subtipos D; e Ds) e receptores do tipo D, (compreendem os subtipos D,, D3
e D4 )(Mansour et al 1998). A ligacdo de um agonista dos receptores D; e Ds ativa a adenilato
ciclase e o sistema de segundos mensageiros elevando as concentragdes intracelulares de
adenosina monofosfato ciclico (AMPc) e este por sua vez aumenta a atividade da proteina
quinase A, resultando em mudancas na atividade de enzimas ou outras proteinas celulares.
Estudos ja demonstraram que alteracfes nos receptores acima descritos, podem afetar a
afinidade destes por ligantes, os niveis de expressdo dos mesmos, assim como a transducao de
sinal e consequentemente, podem estar envolvidos nos transtornos depressivos (Lammers et
al., 2000; Park et al., 2005; Opmeer et al., 2010).

AMPT-% PA N Pargyline
2 PA \. ayl

@
DA LDOPAC "Ej \
; Resernine\ P y-Hydrbxybutyrate
N I,
: & an i ave

‘ €, scH-23390
Nomifensine 7dr
Bupropion (?) e L <

o s "
v i
.4, -Pramipexole (e

Haloperidol /+ .+
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=4 / e &
®*) lon Channels ,
& \-_Z
cAMP
\- Cellular Responses
SODPTHIDIN
Figura 3 Neurotransmissdo dopaminérgica. AMPT, alfa-metilparatirosina; AC adenilato ciclase; cAMP,adenosina
monofosfato ciclico; COMT, catecol-O-metiltrasferase; D1-D5, receptores dopaminérgicos subtipo 1 e 5; DA
dopamina; DAT, transportador de dopamina; DOPA, 3,4 diidroxifenilalanina; DOPAC, acido diidroxifenilacético; Gi,

Go, Gs, subunidades proteicas; HVA, &cido homovanilico; MAO monoamino oxidase; MT, metoxitiramina; TH,
tirosina hidroxilase.
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Nos ganglios da base a DA é eliminada do espaco extracelular principalmente pela
recaptacdo nos terminais nervosos pré-sinapticos, mediada pelo transportador de dopamina
(Varoqui e Erickson 1997) Alteracbes genéticas nesse transportador estdo associadas a um
aumento no risco de desenvolver depressdo (Lopez-Leon et al., 2008), assim como uma
reducdo na atividade do mesmo no estriado esta relacionada com um declinio da motivacéo e
a depressdo (Kapczinski et al; 2011). A degradacdo enzimética pela (MAO) e Catecol-O-
metiltrasferase (COMT) determina o fim dos efeitos da DA (Axelrod, 1957; Axelrod et al.,
1958; Rosengren, 1960).

Os modelos animais para o estudo da depressdo, embora ndo sejam totalmente
fidedignos em mimetizar a depressdo, ainda sdo ferramentas importantes para o0
desenvolvimento de novas moléculas. Ademais, existe a hipdtese de que algumas espécies de
animais possam apresentar comportamento do tipo depressivo (do inglés depressive-like),
como o apresentado pelos humanos. Isso pode ser obtido, avaliando o comportamento do
animal frente a um evento estressante inescapavel (Duman, 2010). Nesse sentido, diversos
modelos tém sido desenvolvidos para avaliar o comportamento do tipo depressivo em animais
de laboratorio (Cryan et al., 2002). Dentre estes, o teste do nado forcado (TNF) e o teste da
suspensdo da cauda (TSC) sdo modelos amplamente aceitos e utilizados para este propésito
Cryan et al; 2002; Stephanie et al 2005; Cryan et al; 2005a, Cryan et al; 2005b). O TNF
descrito originalmente por Porsolt et al; 1977, é utilizado na triagem de novas drogas
antidepressivas por detectar um amplo espectro de agentes antidepressivos, podendo ser
aplicado tanto a ratos como camundongos. Assim como o TNF o TSC inicialmente descrito
por (Steru et al., 1985) é tradicionalmente empregado para o estudo de novos farmacos
antidepressivos, no entanto este teste parece ser mais sensivel, quando comparado ao FST,
quanto a capacidade de detectar inibidores da receptacdo de 5- HT (Porsolt et al.,1977) além
disso, somente pode ser empregado em camundongos.

Apesar dos esfor¢cos consideraveis para melhorar a eficacia do tratamento antidepressivo
50-60 % de todos os pacientes deprimidos permanecem parcialmente ou totalmente nédo
responsivos ao tratamento disponivel (Fava 2003). Além disso, segundo o Instituto Nacional
do Seguro social (INSS) no Brasil, em torno de 74000 trabalhadores foram afastados de suas
atividades gerando um custo de cerca de cerca de R$ 12 milhdes com pagamento de
beneficios aos afastados por depressdo. Segundo dados de um estudo epidemioldgico

divulgado em 2011, entre 18 paises, o Brasil é o que tem maior incidéncia de depressao.
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Nesse sentido, a busca por novos farmacos Uteis nos transtornos de humor tornam-se

necessarias.

1.1 Selénio

O selénio € um ndo-metal, oriundo da familia dos calcogénios (grupo 16 da tabela
periddica) este elemento quimico pode apresentar-se sob quatro estados de oxidacao: selenato
(Se*®), selenito(Se**), selenio elementar (Se°) e seleneto (Se?). Na natureza, o selénio existe
sob a forma organica (selenocisteina, selenocistina e selenometionina) e inorganica (selenito e
selenato) (Nakamuro et al., 2000). As formas organicas sdo menos toxicas e apresentam maior
biodisponibilidade (Narajji et al., 2007). Nos mamiferos, este elemento traco é essencial e
apresenta papéis fisioldgicos importantes, como componente estrutural de sistemas
enzimaticos antioxidantes envolvidas na decomposi¢do de peroxidos, desempenha um papel
importante em diversas via metabolicas, incluindo o metabolismo dos horménios tireoidianos,
a funcdo imunoldgica, o crescimento celular (Ursini e Bindoli, 1987; Rayman et al., 2000,
Stazi e Trinti, 2008). A Junta de Alimentacdo e Nutricdo da Academia de Ciéncias dos
Estados Unidos, recomenda para adultos, a ingestdo diaria de 50-200 ug deste micronutriente
mineral, porém de fato, quando a ingestdo diaria ultrapassa 400 pg, excedendo a capacidade
corporal de eliminagdo, o selénio pode provocar efeitos tdxicos, denominado selenoses. O
selénio pode ser encontrado em alimentos como o alho, castanha-do-pard, cebola, brécolis,
cogumelos, cereais, pescados, ovos e carnes (Dumont et al., 2006). Além disso, varios estudos
demonstraram o importante papel do selénio nos transtornos do humor (Hawkes e Hornbostel,
1996; Sher, 2002). Baixos niveis deste elemento trago na dieta (32-36 pg/dia) tém sido
relacionados com um aumento na incidéncia de depressdo e agressividade (Finley e
Peland,1988). Bem como, altos niveis de selénio na dieta ou a suplementacdo da mesma com

esse elemento (226 pg/dia) melhoram o humor (Rayman et al., 2008).

1.1.1 Compostos organicos de selénio
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Os compostos organicos de selénio tém sido amplamente estudados por nosso grupo de
pesquisa e também por outros grupos de pesquisa, uma vez que estas moléculas apresentaram
uma diversidade de aplicagcdes bioldgicas dentre estas, acdo antioxidante (Bortolatto et al.,
2013), antinociceptiva, (Chagas et al., 2013), anticonvulsivante (Wilhelm et al., 2012),
ansiolitica (Bruning et al., 2008), assim como acdo antidepressiva em modelos animais
(Bortolatto et al., 2012) sendo que a dose minima para esta acdo depende da estrutura
molecular, via de administracdo e espécie animal estudada (Nogueira e Rocha 2011).

Dentre os compostos organicos de selénio mais estudados por nosso grupo destacam-se
0 prototipo disseleneto de difenila (PhSe), (Figura 4 A), (Nogueira e Rocha, 2004; 2010;
Patai, 2012), o qual apresenta diversas propriedades farmacoldgicos em roedores, dentre estas,
antioxidante (Luchese et al., 2007), anti-inflamatério (Nogueira et al., 2003a; Luchese et al.,
2012) e antinociceptivo (Savegnago et al., 2007a), ansiolitica (Ghisleni et al., 2008) e acéo
antidepressiva, a qual pode estar relacionada a interacdo deste com os receptores de 5 HT, NA
e DA (Savegnago et al; 2007b) Além de, exibir consideravel lipofilicidade sendo capaz de
atravessar a barreira hemato-encefélica (BHE) e alcancar o SNC (Prigol et al., 2010), onde
este composto pode exercer seus efeitos farmacoldgicos ou toxicoldgicos. Ainda, o ebselen
(Figura 4C) e o disseleneto de m-trifluormetil-fenila (m-CFs;—PhSe), (Figura 4 A e B),
também sdo compostos bem estudados, os quais apresentam acdo antidepressiva em roedores,
o0 envolvimento do primeiro com o sistema noraderenérgico e dopaminérgico nesta acao, ja
foi reportado (Posser et al., 2009), o (m—CF3;—PhSe), desempenha sua a¢do antidepressiva por
uma interacdo com os sistemas serotoninérgico e opidde (Bruning et al., 2011) além de, inibir
seletivamente a atividade da MAO A ex vivo, subtipo da enzima MAO, responsavel
principalmente pela degradacdo da 5-HT (Brining et al., 2009).

CF,
O
3 e
o

Figura 4 Estrutura quimica do(A) disseleneto de difenila, (B) disseleneto de m-trifluormetil-fenila, (C)ebselen
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Além desses, o composto CH3SePh (Figura 1), um alquil seleneto, também tem
despertado interesse em novas pesquisas, uma vez que ja foi demonstrado que este composto,
apresenta propriedade antineoplasica em roedores (Ip et al., 1998). Entretanto, pouco sobre as
propriedades farmacoldgicas e toxicoldgicas desta molécula tem aparecido na literatura (Chen
e Ziegler, 1994; Folmer et al., 2004).

SG—CH3

Figura 5 Estrutura quimica do Fenilselenometil

Os medicamentos atualmente disponiveis, apesar de serem clinicamente efetivas no
tratamento da depressdo, apresentam uma série de limitagdes, inicio de acdo relativamente
lento, além de efeitos colaterais a curto e longo prazo, os quais sdo grandes contribuintes para
a descontinuacdo do tratamento (Paez-Pereda, 2005). Diante disso, a pesquisa por novas
drogas com efeito antidepressivo, é de grande importancia para o tratamento da depressao.
Ademais considerando o envolvimento do composto CH3SePh com o sistema dopaminérgico
e a importancia deste na patogénese dos transtornos depressivos, esta molécula contendo

selénio torna-se uma promissora candidata a agente terapéutico da depressao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Identificar a possivel acdo do tipo antidepressiva do composto fenilselenometil
(CH3SePh) em camundongos e o envolvimento dos sistemas dopaminérgico nessa agao.

2.1 Objetivos especificos

Considerando os aspectos mencionados, 0s objetivos especificos deste estudo

compreenderam:
= Auvaliar a possivel acdo do tipo antidepressiva do CH3zSePh em camundongos;

= Verificar se o sistema dopaminérgico (receptores D;, D, e D3) esta envolvido na

acao do tipo antidepressiva do CH3SePh.
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3 Resultados

Os resultados que fazem parte dessa dissertacdo estdo apresentados na forma de um
artigo cientifico. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo e Referéncias
Bibliograficas do artigo estdo dispostos de acordo com a recomendacdo do periddico

cientifico no qual foi publicado.
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Selenium-containing molecules show promising pharmacological properties. The antidepressant-like
action of CH;SePh in the mouse forced swimming test (FST) and the tail suspension test (TST), models
predictive of depressant activity, were investigated in this study. Moreover, the involvement of
dopaminergic system in the antidepressant-like action of CH3SePh was studied. The behavioral results
showed that CHsSePh significantly reduced the immobility time in the FST (25 and 50 mg/kg,
intragastrically; i.g.) and the TST (50 mg/kg, i.g.), without accompanying changes in ambulation when
assessed in the open-field test (OFT). The anti-immobility effect of CH;SePh (50 mg/kg, intragastrically; i.g.)
in the FST was prevented by pretreatment of mice with haloperidol (0.2 mg/kg, i.p., a dopamine D; receptor
antagonist), SCH 23390 (R~(+)-8-chloro-23 4,5-tetrahydro-3-methyl-5-phenyl-1H-3-benzazepine-7-ol)
(0.05 mg/kg, s.c., a dopamine D, receptor antagonist) and sulpiride (50 mg/kg, i.p., a dopamine D, and D5
antagonist). These results suggest that CH;SePh produced an antidepressant-like action in the mouse FST
and TST. The antidepressant-like action of CHsSePh, a simple selenium-containing molecule, seems most
likely to be mediated through an interaction with the dopaminergic system.

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Depression affects millions of people of different ages, races,
religions and income at some period of their lives. These mental
diseases have an early onset in adolescence and young adulthood,
take a recurring or chronic lifetime course and are associated with
significant impairment in social and occupational functioning as
well as reduced quality of life (Kessler and Wang, 2009). The
etiology of most mood disorders, although not fully understood,
has come into sharper focus in the recent past. Despite the large
focus on the serotonin system, already in 1965 it was postulated
that dopamine could be involved in affective disorders
(Schildkraut, 1965). In fact, studies have reiterated that changes
on dopamine metabolism and signaling are associated with
depression (Dunlop and Nemeroff, 2007; Opmeer et al., 2010).

Studies have demonstrated the role of selenium in mood
disorders (Hawkes and Hornbostel, 1996; Sher, 2007). In this
view, the pharmacological properties of organoselenium com-
pounds have been investigated (Nogueira et al., 2004, Nogueira
and Rocha 2010) which include the antidepressant-like action

* Corresponding authors. Tel.: +55 55 3220 8140; fax: +55 55 3220 8978.
E-mail addresses: gzeni@quimica.ufsm.br (G. Zeni),
criswn@quimica.ufsm.br (C.W. Nogueira).

0014-2999/% - see front matter @ 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.ejphar.2012.06.009

(Acker et al., 2009; Posser et al., 2009; Jesse et al., 2010a, 2010b;
Gay et al., 2010; Brining et al., 2011). Furthermore, evidence has
been found to suggest that (CH;SePh), an alkyl selenide, could be
oxidized by flavin monooxygenase isoenzymes generating its
selenoxide in vivo (Chen and Ziegler, 1994). However, little about
its pharmacological and toxicological properties has appeared in
the literature (Ip et al., 1998; Folmer et al., 2004).

Considering the above reported, this study investigated the
antidepressant-like action of CHs;SePh in mice. Moreover, the
involvement of dopaminergic system in the antidepressant-like
action of CH,SePh was studied.

2. Materials and methods
2.1. Animals

The behavioral experiments were conducted using adult
female Swiss mice (25-30 g). In order to avoid additional stress
which may influence the behavior of the animals (Painsipp et al.,
2011), female mice were randomly selected without monitoring
the estrous cycle.

The animals were maintained at 22-25 °C with free access to
water and food, under a 12:12 h light/dark cycle, with lights on at
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7:00 a.m. All manipulations were carried out between 08:00 a.m.
and 04:00 p.m. and the experiments were performed according to
a randomized schedule.

All tests were performed on separate groups of animals and
each animal was used only once in each test. The animals were
used according to the guidelines of the Committee on Care and
Use of Experimental Animal Resources of the Federal University of
Santa Maria, Brazil. The procedures in this study were performed
in accordance with the NIH Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals. All efforts were made to minimize animals
suffering and to reduce the number of animals used in the
experiments.

2.2. Drugs

Methyl phenyl selenide (CHsSePh, Fig. 1) was prepared and
characterized in our laboratory by the method previously
described by Paulmier (1986). Analysis of the 'MNMR and
13CNMR spectra showed analytical and spectroscopic data in
full agreement with its assigned structure. The chemical purity
of studied compound (99.9%) was determined by GC/MS.
SCH23390 (R-(+)-8-chloro-2,3,4,5-tetrahydro-3-methyl-5-phe-
nyl-1H-3-benzazepine-7-o0l) was purchased from Sigma (St Louis,
USA). All other chemicals were obtained of analytical grade or
from standard commercial suppliers.

To behavioral tests, all drugs were dissolved in saline except
CHsSePh which was dissolved in canola oil and administered
intragastrically, (i.g.). Mice received CHsSePh in a constant
volume of 10 ml/kg of body weight. Appropriate vehicle-treated
groups were also simultaneously assessed.

2.3. Behavioral tests

2.3.1. Tail suspension test (TST)

The TST is a frequently used test for predicting antidepressant
activity (Porsolt et al., 1987). The total duration of immobility
induced by tail suspension was measured according to the
method described by Steru et al., (1985). Briefly, animals both
acoustically and visually isolated were suspended 50 cm above
the floor by adhesive tape placed approximately 1 cm from the tip
of the tail. Immobility time was recorded during a 6-min period.
Mice were considered immobile only when they hung passively
and were completely motionless.

2.3.2. Forced swimming test (FST)

The FST, as originally described by Porsolt et al.(1977a, 1977b),
is the most widely used pharmacological assay for assessing
antidepressant activity. In this test, mice were individually forced
to swim in an open cylindrical container (diameter 10 cm, height
25 cm), containing 19 cm of water at 25 + 1 °C. The total duration
of immobility was recorded during the last 4 min of the 6-min
period. Each mouse was judged to be immobile when it ceased
struggling and remained floating motionless in the water, making
only those movements necessary to keep its head above water.
A decrease in the duration of immobility is indicative of an
antidepressant-like action (Porsolt et al., 1977a, 1977b).

©\S=—CH_-,

Fig. 1. Chemical structure of methylphenyl selenide (CH;SePh).

2.3.3. Open-field test (OFT)

The locomotor and exploratory activities of mice were eval-
uated in the open-field test aiming to investigate the effects of
CH3SePh, haloperidol, sulpiride and SCH23390 (dopaminergic
antagonists) and CHs;SePh and dopaminergic antagonists admin-
istration. The open-field was made of plywood and surrounded by
walls 30 cm in height. The floor of the open-field, 40 cm in length
and 40 cm in width, was divided by masking tape markers into
9 squares (3 rows of 3). Mice were placed individually at the
center of the apparatus and observed for 6 min to record the
locomotor (number of segments crossed with the four paws) and
exploratory activities (expressed by the number of time rearing
on the hind limbs) (Walsh and Cummins, 1976).

2.3.4. Experimental procedure

2.3.4.1. Time-course. To assess the time-course of the anti-
depressant-like action of CHsSePh, mice were separated into
three groups (30, 45 and 60 min) with six animals each. Mice
were pretreated with CHsSePh (50 mgfkg, i.g) or canola oil
(10 ml/kg, i.g.) 30, 45 and 60 min before TST. The time point of
maximal antidepressant-like action was chosen to perform
additional experiments.

2.3.4.2. Antidepressant-like action of CHsSePh in the TST and FST.
The antidepressant-like action of CH;SePh was carried out in mice,
which were divided into four groups (control, 10, 25 and 50 mg/kg)
with eight mice each. CH;SePh was administered at doses of 10, 25
and 50 mg/kg, i.g., 30 min before TST or FST. The control group
received canola oil, (10 ml/kg, i.g.), 30 min before TST or FST.

2.3.4.3. Locomotor activity. Since hyperactivity could lead to a
misinterpretation of antidepressant-like data, the possible
effect of CH3SePh on locomotor and exploratory activities of
mice were evaluated in the OFT. After 30 min of CH;SePh (10, 25
and 50 mg/kg, i.g.) or canola oil (10 ml/kg, ig.) administration,
mice (six animals/group) were placed individually at the center of
the apparatus and observed for 6 min to record the locomotor
(number of segments crossed with the four paws) and exploratory
activities.

2.3.4.4. Involvement of the dopaminergic system. To study the
possible contribution of dopaminergic receptors in the antid-
epressant-like action of CHsSePh, separate groups of animals (six
mice/group) were pretreated with haloperidol (0.2 mg/kg, ip.,
a dopamine D, receptor antagonist), SCH23390 (0.05 mg/kg, s.c., a
dopamine D, receptor antagonist), sulpiride (50 mg/kg, ip. a
dopamine D, and D; antagonist) or saline (10 mg/kg, i.p.). After
15 min, they received CH3SePh (50 mg/kg, i.g.) or canola ocil (10 ml/kg,
i.g.) and 30 min later, mice were tested in the FST. In order to
investigate whether the administration of CH;SePh with
haloperidol, SCH23390 or sulpiride impairs motor abilities, mice
(7-8 animals/group) were tested in the OFT.

The doses and administration schedule of dopaminergic recep-
tor antagonist drugs were chosen based on previous studies
(Capra et al, 2010; Jesse et al, 2010a), which confirm the
selectivity and efficacy of above-mentioned treatments at
doses used.

2.4. Statistical analysis

The results are presented as the mean(s)+ S.E.M. Statistical
analysis was performed by the D'Agostino & Pearson omnibus
normality test and the statistically significant difference between
groups was calculated by means of one-way (all behavioral tests

26
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Table 1
Effect of CH3SePh administration on the behavioral parameters in the mouse
open-field test (OFT).

Experimental groups Number of crossings Number of rearings

100 A

Immobility time (s)

g

CH,SePh
60 min

CHySePh ¢
45 min

C  CHsSePh ¢
30 min

2

Immobility time (s)
g

0- T T T
C 10 25 50

CH;3SePh (mg/kg, p.o)

g

g

Immobility time (s)
g B

0 = T T T
c 10 25 50

CH;SePh (mg/kg, p.o.)

Fig. 2. Effect of an acute administration of CH;SePh in the mouse tail suspen-
sion test (TST) and forced swimming test (FST). CH;SePh (50 mg/kg)
‘was administered 30, 45 and 60 min before the TST (panel A). CH;SePh
(10-50 mg/kg) was intragastrically administered 30 min before the TST (panel
B) and FST (panel C). Values are expressed as the mean(s)+S.EM. of six
animalsfgroup (panel A) or eight animals/group (panel B and panel C). Animals
in the control group (C) received canola oil (vehicle). P = 0.05 when compared
to the control group (one-way ANOVA followed by the Duncan's pairwise
multiple comparison’s test).

except involvement of the dopaminergic system) or two-way
(CH3SePh x dopaminergic antagonists) analysis of variance
(ANOVA) followed by the Duncan’s pairwise multiple compar-
ison’s test when appropriate. Probability values less than 0.05
(P <0.05) were considered as statistically significant.

Control 58.50+16.13 37.25+5.79
CHsSePh (mg/kg)
10 65.00 +6.05 53.00+ 1192
25 61.00+20.16 43.00+17.90
50 63.50 +21.62 40.50+ 7.86

CH3SePh (10, 25 and 50 mg/kg) was administered, i.g., 30 min before the test.
Values are expressed as the mean(s)+S.E.M. of six mice/group. Animals in the
control group received canola oil (vehicle) Statistical analysis was performed by
D’Agostino & Pearson omnibus normality test and one-way ANOVA.

3. Results
3.1. Effect of CH3SePh in the mouse TST

A time-course analysis of the antidepressant-like profile of
CH3SePh in the TST was accomplished. The antidepressant-like
action of CH3SePh reached its peak at 30 min after, i.g., adminis-
tration (P< 0.05, Fig. 2A). CH3SePh at 60 min after, i.g., admin-
istration did not alter the total immobility time when compared
to the control group (P > 0.05). Thus, the time point (30 min) of
the maximum effect of CH;SePh was chosen for all further studies
(Fig. 2A).

Fig. 2B shows the immobility time of CH3SePh treated animals
in the TST. Post-hoc analysis showed that CH;SePh at the dose of
50 mg/kg, given 30 min earlier by, ig. route, significantly
decreased the immobility time by 26.9% in the TST when
compared to the control group (P <0.05).

3.2. Effect of CHsSePh in the mouse FST

The effect of CH3SePh on the immobility time of mice in the
FST is shown in Fig. 2C. Post-hoc analysis revealed that CHsSePh
at doses of 25 and 50 mg/kg (via i.g., 30 min earlier) decreased the
immobility time by 31% in the FST (P < 0.05).

3.3. Effect of CH;SePh in the mouse OFT

Table 1 shows the effect of CH;SePh treatment on the sponta-
neous locomotor activity of mice in the OFT. CH3SePh given by,
i.g., route, at all doses tested, did not produce any significant
change in the number of crossings and rearings when compared
to the control group (P> 0.05).

3.4. The involvement of dopaminergic receptors on the
antidepressant-like action of CH;SePh

Fig. 3 shows the effect of pretreatment of mice with dopami-
nergic receptor antagonists on the antidepressant-like action of
CHs3SePh. Post-hoc analysis revealed that the antidepressant-like
action of CHsSePh in the FST was significantly blocked by
haloperidol (P=0.0051; Fig. 3A), SCH 23390 (P=0.0047; Fig. 3B)
and sulpiride pretreatments (P=0.0486; Fig. 3C). The administra-
tion of CH3SePh and dopaminergic receptor antagonists to mice
did not alter the number of crossings and rearings in the OFT
(Table 2).

4. Discussion

In this study, we provided behavioral evidence for the
antidepressant-like action produced by CH;SePh in mice. Further,

27
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Fig. 3. Effect of pretreatment with haloperidol (“Hal"; 0.2 mg/kg, ip.), SCH 23390
(“SCH"; 0.05 mg/kg, s.c.) or sulpiride (“Sul”; 50 mg/kg, i.p.) on CH;SePh (50 mg/kg, i.g.)
-induced reduction in the immobility time in the mouse FST. CH3SePh was
administered 15 min after antagonists and 30 min before the test. Values are
expressed as the mean(s) + S.EM. of six mice/group. Data were analyzed by two-
way analysis of variance (ANOVA) followed by the Duncan’s pairwise multiple
comparison’s test. *P< 0001 when compared to the control (C) group;
*P = 0.0001 as compared to the CH,SePh group pretreated with vehicle. Animals
in the control group received, i.g., administration of canola oil and, i.p., injection of
saline.

the behavioral tests demonstrated that CHsSePh administered by,
i.g., route produced a significant antidepressant-like action in the
two most widely accepted animal models for screening the
antidepressant activity of several classes of drugs (Cryan et al.,
2002). Moreover, CHsSePh elicited its behavioral effects without
modifying locomotor and exploratory activities.

In this context, CH;SePh elicited an antidepressant-like action
in the mouse TST and FST, demonstrated by a decrease in the total
immobility time in both tests. Immobility is thought to reflect
either a failure to persist in escape directed behavior after
persistent stress or the development of passive behavior that
disengages the animal from active forms of coping with stressful
stimuli (Porsolt et al,, 1977a, 1977b). In addition, CH3SePh at
doses that produced antidepressant-like action did not alter
locomotor activity in the OFT. This result indicates that a

Table 2
Effect of CHs;SePh and dopaminergic receptor antagonists on the behavioral
parameters in the mouse open-field test (OFT).

Experimental groups MNumber of crossings Number of rearings

Control

CH3SePh

Haloperidol
Haloperidol +CH3SePh
SCH23390
SCH23390+CH5SePh
Sulpiride
Sulpiride+CH3SePh

85.00 +2.27
8343 +9.46
6807 +10.18
67.85+7.77
91.16 + 8.82
7248 +17.54
8569 +5.94
64.56 + 10.60

40.88 +2.56
31.13+354
31.14+255
2550+5.14
35.00+3.97
28.25+5.28
34.43 +3.51
23.43 +6.00

The animals were pretreated with haloperidol (0.2 mg/kg, ip.), SCH23390
(005 mglkg, s.c.), sulpiride (50 mg/kg, ip.) or saline (10mg/kg, ip.). After
15 min, they received CH;SePh (50 mg/kg, i.g) or canola oil (10 ml/kg, ig.) and
30min later mice were tested in the OFT. Values are expressed as the mean(s)
+SEM. of seven-eight mice/group. Statistical analysis was performed by
D'Agostino & Pearson omnibus normality test and two-way ANOVA. Animals in
the control group received canola oil (vehicle).

psychostimulant action is not responsible for the decrease in
the immobility elicited by CH3SePh in both the FST and TST. The
behavioral changes induced by CHs;SePh are in agreement with
previous studies of our research group which have shown the
antidepressant-like action of other organoselenium compounds
(Acker et al., 2009; Posser et al., 2009; Jesse et al., 2010a, 2010b;
Gay et al., 2010; Briming et al., 2011).

Recent studies have reported the important role of dopamine
in the pathophysiology of depression (Pittenger and Duman,
2008; Opmeer et al., 2010). Thus, in order to investigate a possible
contribution of the dopamine transmission in the antidepressant-
like action of CH;SePh in the FST, animals were pretreated with
dopaminergic receptor antagonists: haloperidol, SCH 23390 and
sulpiride. It is interesting to notice that all dopaminergic receptor
antagonists blocked the antidepressant-like action elicited by
CHsSePh in the FST, suggesting the involvement of Dy, D> and
D5 receptors in the CH3SePh action. It is also important to
emphasize that the administration of CH;SePh and dopaminergic
receptor antagonists to mice did not alter locomotor activity in
the OFT. Indeed, Dy, D> and D5 receptors have been suggested to
play a role in the action mechanism of drugs such as bupropion,
nomifensine (Renard et al., 2001) and tramadol (Jesse et al.,
2010a) in the FST. Thus we assume that could CH;SePh facilitate
the dopaminergic neurotransmission, leading to the indiscrimi-
nate activation of all dopaminergic receptors in brains of mice.
Accordingly, the dopamine reuptake inhibitor, bupropion, has
clinically been proven to improve depression in humans by
increasing concentrations of dopamine in the synaptic cleft
Bupropion treatment leads to an increase in the transmission of
dopaminergic signals which is responsible at least in part for its
antidepressant actions (Piacentini et al., 2003).

While it appears that the antidepressant-like effect of CH;SePh
acts through the dopamine system, this effect could also be
produced by dopamine reuptake inhibition or dopamine release,
which was not investigated in this study. Moreover, we cannot
rule out the involvement of other neurotransmitter systems in
CHsSePh antidepressant-like action.

5. Conclusion

In conclusion, the results of this study showed that CH3SePh,
a simple selenium-containing molecule, produced an antidepres-
sant-like action in the mouse FST and TST. The antidepressant-like
action of CH3SePh seems most likely to be mediated through an
interaction with the dopaminergic system. The findings reported

28
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in this study have clinical relevance of drug discovery research,
since CHs;SePh is a drug that interacts with dopaminergic
neurotransmission.
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4 CONCLUSAO

Os resultados apresentados nesta dissertacdo permitem concluir que o composto
fenilselenometil (CH3;SePh) apresentou agédo do tipo antidepressiva em camundongos no teste
do nado forcado e no teste de suspensdo da cauda e esta acdo € possivelmente mediada pelo
sistema dopaminérgico. Desta forma, esta molécula simples de selénio torna-se uma
promissora candidata a possivel agente terapéutico para o tratamento dos transtornos

depressivos, mediante estudos mais aprofundados em torno desta molécula.
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5 Perspectivas

Tendo em vista os resultados obtidos com esse trabalho, as perspectivas para
trabalhos posteriores séo:
= Determinar os niveis de neurotransmissores e seus metabdlitos nas estruturas
cerebrais (cortex e hipocampo).
= Avaliar o envolvimento de outros sistemas como o0 serotoninérgico e
noradrenérgico na acdo antidepressiva do CH3SePh.
= Auvaliar o efeito do CH3SePh em modelos cronicos de depressao
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7. ANEXO

7.1 Anexo A: Resultados complementares

7.1.1. Objetivo:

= Estudar o efeito do (CH3PhSe) sobre a atividade da enzima monoamino oxidase

(MAO) cerebral in vitro. Assim como, a natureza desta ligacdo quanto a reversibilidade.

7.1.2. Materiais e Métodos:

7.1.2.1. Substancias quimicas:
Fenilselenometil (CH3PhSe), foi preparado e caracterizado em nosso laboratério de acordo

com Paulmier (1986). O composto foi diluido em dimetil sulféxido (DMSO). Os demais

materiais que foram utilizados fazem parte da grade de bancada do laboratorio.

7.1.2.2 Atividade da Monoamino Oxidase (MAOQ) in vitro

Para testar a hipotese de que o (CHsPhSe), altera a atividade da enzima
monoaminooxidase (MAO) enzima importante na degradacdo de neurotransmissores, a
atividade da MAO foi determinada.

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizados camundongos Swiss albinos fémeas
(n=4), pesando entre 20 e 25 gramas. Os animais foram mortos por deslocamento cervical, o

cérebro foi imediatamente removido, lavado com meio de homogeinizacdo gelado
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(Na,PO4/KH,PQO, isotonizado com sacarose, pH 7,4) e utilizado para a obtencdo do preparado

de mitocOndria.

7.1.2.3 Preparado de mitocéndria cerebral (Py)

O preparado de mitocondria cerebral foi obtido por centrifugacdo diferencial como
descrito por Soto-Otero et al. (2001). Apo6s a remocao de vasos sanguineos, membrana pial e
cerebelo, o cérebro foi homogeneizado manualmente com quatro volumes (peso/volume) do
meio de homogeinizagdo. Em seguida, o homogeneizado foi centrifugado a 900 x ga 4 ° C
por 5 min. O sobrenadante (1mL) foi centrifugado a 12.500 x g por 15 min. O pellet de
mitocondrias foi ressuspendido com 1 ml do meio de homogeinizacéo e foi recentrifugado nas
mesmas condicBes. Por fim, o pellet mitocondrial foi reconstituido em tampdo de ensaio
(Na2PO4/KH,PQ, isotonizado com KCI, pH 7,4). A concentracdo de proteina foi determinada

pelo método de Bradford (1976), usando albumina de soro bovino como padréo.

7.1.2.4 Determinacéo da atividade da MAO in vitro

A atividade da MAO foi realizada imediatamente apds o isolamento das mitocondrias,
conforme descrito por Krajl (1965), com algumas modificaces de Matsumoto et al (1984).
Uma aliquota de 200 pL de amostra da porcdo rica em mitocdndrias (100 pg de proteina) foi
pré-incubada a 37 °C por 10 min em presenga de 460 pL de tampédo de ensaio, 20 pL de
clorgilina (250 nM), um inibidor especifico da MAO-A e selergilina (250 nM) um inibidor
especifico da MAO-B) e 10 puL de CH3SePh (1-100uM), totalizando um volume final de 690
mL. Apds a pré-incubacdo por 10 minutos, 20 pL quinuramina (utilizada como substrato da
MAO nesta reacdo, concentragdo final 60 mM), foi adicionado & mistura reacional. As
amostras foram entéo incubadas a 37°C por 30 min. Apos a incubacao, a reacdo foi finalizada
pela adicdo de 300 pL de é&cido tricloroacetico (TCA) 10%. Apds o resfriamento e
centrifugacdo a 16.000 x g por 5 min, uma aliquota de 800 pL do sobrenadante foi adicionada
a1 mL de NaOH 1 M. A intensidade de fluorescéncia foi detectada com excitacdo a 315 nm e

emissdo a 380 nm. A concentracdo de 4-hidroxiquinolina foi estimada a partir de uma curva
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padrdo de fluorescéncia correspondente de 4-hidroxiquinolina. A atividade da MAO-A e
MAO-B foi expressa como nmol de 4-hidroxiquinolina formada/ mg de proteina/ hora.

7.1.2.5 Reversibilidada inibicdo da MAO-B com compostos tidlicos

Para este fim procedeu-se como no item anterior, porém o composto foi incubado na
concentracdo do composto que inibe a atividade da enzima 50% (CH3;PhSe 1C50= 67uM) e
apos a pré-incubacdo, 10 ul de GSH ou cisteina (concentragdo final: 60-240 uM) foram

adicionados a mistura reacional. E em seguida procedeu-se como descrito anteriormente.

7.1.2.6 Analise estatistica

Todos os resultados experimentais foram expressos como média + EP. Os dados foram
comparados usando analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida por teste de Newman-

Keuls quando apropriado. Os valores de P < 0,05 foram considerados significativos.

7.2 RESULTADOS

Neste trabalho foi possivel verificar que o CH3SePh inibiu seletivamente a MAO-B a
partir de 1 UM enquanto sé apresentou inibicdo da MAO-A a partir da concentracdo de 100
MM, assim, determinou-se a concentracdo que este composto inibe a atividade da enzima 50%
(IC50) que ficou em torno de 67 uM.Tambem foi possivel verificar que a GSH, em todas as
concentragdes testadas (60 a 240 pM), foi efetiva em reverter a inibicdo da MAO-B pelo
composto CH3SePh in vitro.

Por outro lado, a adicéo de cisteina (60 a 240 uM) néo reverteu o efeito inibitério do
CH3SePh sobre a atividade da MAO-B cerebral in vitro.(Figural)
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Figura 1 Atividade da MAO-A in vitro
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Figura 2 Atividade da MAO-B in vitro
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Figura 3 Efeito da glutationa (GSH) na inibicdo da atividade da MAO-B cerebral por PhSeMe in vitro. GSH (60
a 240uM), DMSO (veiculo), PhSeMe IC5o= 67 UM . * p< 0,05 quando comparado ao grupo controle.
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Figura 4 Efeito da cisteina na inibi¢do da atividade da MAO-B cerebral por PhSeMe in vitro em camundongos.
Cisteina (60 a 240 uM), DMSO (veiculo), PhSeMe ICs,= 67 UM . * p< 0,05 quando comparado ao grupo
controle.

7.3 CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho demonstram que o CH3SePh inibe seletivamente a MAO-
B in vitro em baixas concentracdes e esta inibicdo foi revertida pelo composto monotiélico
GSH, embora nédo o tenha sido pela cisteina. Assim, visto que ambos compostos possuem um
grupo SH, a reversdo da inibicdo da atividade da MAO-B in vitro, possivelmente, esta
relacionada com a estrutura quimica da GSH, consideravelmente maior que a estrutura da
cisteina.

Esses resultados suportam a possibilidade de que o composto CHsSePh inibe a
atividade desta enzima por uma interacdo com os grupamentos sulfidrilicos presentes em sua
estrutura.

Mais estudos sdo necessarios a fim de confirmar o exato envolvimento da oxidacao
dos grupos SH no efeito inibitério desempenhado pelo CH3SePh sobre a atividade da MAO-B
cerebral.
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