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A depressdo € uma doenca grave, recorrente € uma condi¢do psiquidtrica incapacitante
que gera pesados custos sociais. A abordagem farmacoldgica dessa desordem € feita por meio
do emprego de antidepressivos, os quais apresentam efeitos adversos e numerosas limitacoes.
Tendo em vista as promissoras propriedades farmacoldgicas das moléculas contendo selénio,
este estudo avaliou o efeito do 3-(4-fluorofenilselenil)-2,5-difenilselenofeno (DPS) no teste do
nado forcado (TNF) e no teste da suspensao da cauda (TSC) em camundongos, dois modelos
preditivos de comportamento depressivo. Uma vez que a serotonina (5-HT) desempenha um
importante papel na patofisiologia dos transtornos depressivos, o envolvimento do sistema
serotoninérgico e dos receptores de 5-HT na acdo desenvolvida pelo DPS foi estudado. A
acdo do tipo antidepressiva do tratamento combinado com doses subefetivas de DPS e
paroxetina, um inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina (ISRS) foi investigada. Além
disso, o possivel mecanismo responsavel pela acdo do tipo antidepressiva do DPS também foi
verificado. Os resultados mostram que o DPS (50 e 100 mg/kg) reduziu significativamente o
tempo de imobilidade durante os TSC e TNF, sem causar alteracdes na atividade locomotora
no teste do campo aberto (TCA). O efeito anti-imobilidade do DPS (50 mg/kg, i.g.) no TNF
foi prevenido pelo pré-tratamento dos animais com pCPA (p-clorofenilalanina; 100 mg/kg,
1.p., administrado uma vez ao dia durante 4 dias consecutivos, um inibidor da sintese de
serotonina), WAY 100635 (N-[2-[4-(2-metoxifenil)-1-piperazinil Jetil]-N-2-
piridinilciclohexano carboxamida; 0,1 mg/kg, s.c., um antagonista seletivo de receptores 5-
HT;a), ritanserina (1 mg/kg, i.p., um antagonista seletivo de receptores 5-HT,) ou
ondansetrona (1 mg/kg, i.p., um antagonista seletivo de receptores 5-HT3). O tratamento

combinado com paroxetina € DPS reduziu o tempo de imobilidade no TNF. O DPS na dose



de 50 mg/kg ndo produziu nenhuma alteracdo na atividade dos subtipos da monoamino
oxidase (MAO-A e MAO-B) cerebral. O DPS na dose de 50 mg/kg inibiu significantemente a
captacdo de 5-HT em sinaptossoma de cérebro de camundongos. Esses resultados sugerem
que o DPS produziu uma acdo do tipo antidepressiva no TSC e no TNF em camundongos e
esta acdo parece ser mediada por uma interagdo com o sistema serotoninérgico,

particularmente por uma inibi¢do da recaptacao de 5-HT.

Palavras-chave: compostos organicos de selénio, selenofenos, tipo antidepressivo,

sistema serotoninérgico, teste do nado forcado, teste da suspensdo da cauda.
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Depression is a serious, recurrent and incapacitating psychiatric condition with a
heavy social burden. The pharmacological approach to this disorder employs therapy with
antidepressant drugs, which have side effects and numerous limitations. In view of the
promising pharmacological properties of containing-selenium molecules, this study evaluated
the effect of 3-(4-fluorophenylselenyl)-2,5-diphenylselenophene (DPS) in the mouse forced
swim test (FST) and tail suspension test (TST), two models predictive of depressant activity.
Since serotonin (5-HT) plays an important role in the pathophysiology of depressive
disorders, the involvement of serotonergic system and 5-HT receptors in the action caused by
DPS was studied. The antidepressant-like action of combined treatment with subeffective
doses of both DPS plus paroxetine, a selective serotonin reuptake inhibitor (SSRI) was
investigated. Further, we verified the possible mechanism responsible for antidepressant-like
action of DPS. The results showed that DPS (50 and 100 mg/kg, p.o.) significantly reduced
the immobility time during the FST and TST, without accompanying changes in ambulation
when assessed in the open-field test. The anti-immobility effect of DPS (50 mg/kg, i.g.) in the
FST was prevented by pretreatment of mice with pCPA (p-chlorophenylalanine; an inhibitor
of 5-HT synthesis, 100 mg/kg, i.p., once a day for 4 consecutive days,), WAY 100635 (N-[2-
[4-(2-methoxyphenyl)-1-piperazinyl]ethyl]-N-2-pyridinylcyclohexane =~ carboxamide; 0.1
mg/kg, s.c., a selective 5-HT ) receptor antagonist), ritanserin (1 mg/kg, i.p., a 5-HT, receptor
antagonist) or ondansetron (1 mg/kg, i.p., a 5-HT3 receptor antagonist). Combined treatment
with paroxetine and DPS reduced the immobility time in the FST. DPS at the dose of 50
mg/kg did not produce any change in the cerebral activity of monoamine oxidase subtypes
(MAO-A or MAO-B). DPS at the dose of 50 mg/kg inhibited significantly 5-HT uptake in

mouse brain synaptosomes. These results suggest that DPS produced an antidepressant-like



action in the mouse FST and TST and this action seems most likely to be mediated through an

interaction with serotonergic system, particularly by 5-HT reuptake inhibition.

Keywords: organoselenium  compounds, selenophene, antidepressant-like,

serotonergic system, forced swimming test, tail suspension test.
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1 INTRODUCAO

Os sentimentos de tristeza e alegria colorem o fundo afetivo da vida psiquica normal.
A depressdo, no entanto, consiste de uma alteragdo psicolégica em que a pessoa tem um
sentimento de tristeza nunca bem definido e sem causa aparente. O estado depressivo
diferencia-se do comportamento "triste" ou melancélico que afeta a maioria das pessoas por
se tratar de uma condicao duradoura de origem neuroldgica acompanhada de vérios sintomas
especificos. Essa doenca é um dos transtornos comportamentais mais graves e recorrentes,
muitas vezes manifestada com sintomas psicolégicos, comportamentais e fisiolégicos. Pode
resultar em morte prematura por suicidio e prejuizo da vida social, e € também considerada
um fator de risco para o desenvolvimento de outras doengas, por exemplo, cancer, diabetes e
doencas cardiovasculares (Musselman et al., 2003; Lazure et al., 2009; Kendler et al., 2009;
Neu, 2009). Por ser uma doenga que acomete grande parte da populacdo (McKenna et al.,
2005), é crescente o nimero de pesquisas que buscam esclarecer suas causas, bem como
terapias efetivas que possam ser empregadas no seu tratamento (Millan, 2004, 2006).

As principais teorias relacionadas a base bioldgica da depressao situam-se nos estudos
sobre neurotransmissores cerebrais e seus receptores, embora outras dreas também estejam
sob investigacdo. A hip6tese das monoaminas, baseada na defici€énica de monoaminas, como
serotonina (5-HT), noradrenalina (NA) e dopamina (DA), é comumente utilizada para
explicar a génese dos transtornos depressivos (Millan, 2004; Altamura et al., 2008). Em 1965,
o psiquiatra Joseph Schildkraut propds em seu artigo intitulado “The catecholamine
hypothesis of affective disorders: a review of supporting evidence” a hipétese das
catecolaminas, sugerindo um déficit, principalmente de NA, em todas as formas de depressdo
(Schildkraut, 1965). A hipdtese baseava-se em estudos farmacolégicos, mostrando que a a¢ao
dos antidepressivos triciclicos (ADTs) e inibidores da monoamina oxidase (IMAOs) era
mediada pelo aumento de NA na fenda sindptica. Posteriormente, surgiu a hipdtese
serotoninérgica, impulsionada pelo desenvolvimento da classe dos antidepressivos
denominados inibidores seletivos da recaptacdo de 5-HT (ISRSs) (Hyttel, 1978; Gueremy,
1980; Koe, 1983) que, por sua vez, aumentam a disponibilidade de 5-HT na fenda sindptica.
Completando o quadro da hipétese das monoaminas, Rampello et al. (1991), propds a
hipétese dopaminérgica, que se baseia no envolvimento da dopamina (DA) na patofisiologia
da anedonia, sintoma comum das desordens depressivas. No entanto, atualmente sabe-se que a

hipétese das monoaminas € insuficiente para uma explicagdo plausivel da depressao.
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Evidéncias tém sugerido que o estresse, juntamente com a predisposicdo genética do
individuo, tem um papel importante no desencadeamento dessa desordem. Porém a
manipulacdo farmacoldgica envolvendo a neurotransmissao das monoaminas NA, 5-HT e DA
¢ ainda a melhor abordagem terapéutica da depressao.

Desse modo, a sindrome depressiva € tratada, na maioria das vezes, com uma
variedade de medicamentos denominados antidepressivos, os quais exercem efeitos benéficos
sobre os sintomas da depressio. Como mencionado acima, a maioria dessas drogas, dentre
elas os ADTs, os ISRSs e os IMAOs, exerce agdes importantes sobre a neurotransmissao
monoaminérgica (Millan, 2004, 2006), principalmente pelo aumento das concentra¢des das
monoaminas nas fendas sindpticas cerebrais (Abramets, 2008; Stahl, 1998). No entanto,
embora sejam clinicamente efetivas, essas drogas apresentam uma série de efeitos colaterais e
muitos pacientes apresentam-se refratdrios a essas terapias. Além disso, independentemente
da escolha inicial do antidepressivo, cerca de 30% a 50% dos casos de depressdo ndo
respondem suficientemente ao tratamento disponivel atualmente (Thase e Sullivan, 1995),
sendo que a resisténcia a terapia atual € relativamente comum. Nesse sentido, torna-se
importante a pesquisa por novas substincias com efeito antidepressivo, que futuramente
possam ser usadas como agente terapéutico principal, ou ainda em combinagdo com as drogas
atualmente usadas, a fim de tornar a terapia mais efetiva, diminuindo os efeitos indesejdveis.

Diversos estudos demonstraram a importancia do selénio na regulagdo do humor
(Benton e Cook, 1991; Hawkes e Hornbostel, 1996; Sher, 2002; Benton, 2002). Baixos niveis
de selénio na dieta t€ém sido associados com um aumento na incidéncia de depressao,
ansiedade e agressividade. E ainda, altos niveis de selénio na dieta ou a suplementacdo da
mesma com esse elemento melhoram o humor (Rayman et al., 2006). As propriedades
farmacoldgicas de moléculas orgéanicas contendo selénio t€ém sido amplamente estudadas
(Nogueira et al., 2004; Nogueira e Rocha, 2010). Diversos trabalhos do nosso grupo de
pesquisa ja demonstraram que compostos heterociclicos contendo esse elemento apresentam
atividade do tipo antidepressiva em modelos animais (Savegnago et al., 2007a; Acker et al.,
2009; Jesse et al., 2010a,b). Os selenofenos, uma classe especifica de compostos contendo
selénio, também despertam interesse por apresentarem outras atividades bioldgicas. Estudos
prévios ja demonstraram que esses compostos apresentam propriedades antimicrobianas, anti-
apoptéticas e antitumorais (Abdel-Hafez, 2005; Shiah et al., 2007; Juang at al., 2007). Além
disso, estudos recentes do nosso grupo de pesquisa demostraram os efeitos hepatoprotetores,

anticonvulsivantes, antialodinicos, antinociceptivos e antioxidantes do composto 3-
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alquinilselenofeno (Wilhelm et al., 2009a,b,c, 2010). No entanto, pouco se tem estudado sobre

o efeito de compostos selenofenos sobre o comportamento depressivo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Tendo em vista as promissoras propriedades farmacoldgicas dos compostos organicos
de selénio, o objetivo geral do presente trabalho foi investigar se o composto 3-(4-
fluorofenilselenil)-2,5-difenilselenofeno (DPS), uma molécula orgéanica de selénio da classe

dos selenofenos, apresenta efeito do tipo antidepressivo em camundongos.

2.1 Objetivos especificos

Considerando os aspectos ja mencionados, os objetivos especificos deste trabalho

compreendem:

= Avaliar a acdo do DPS no teste da Suspensdo da Cauda (TSC) e no Teste do Nado
Forcado (TNF) em camundongos, dois modelos preditivos de comportamento depressivo;

= Estudar a possivel contribuicdio do sistema serotoninérgico nos efeitos
comportamentais induzidos pelo DPS, incluindo o papel dos receptores de serotonina (5-HT),
bem como a acdo do tratamento combinado de doses sub-efetivas de DPS e paroxetina sobre
comportamento do tipo-depressivo;

= Verificar o efeito do DPS sobre a atividade da enzima monoamino oxidase (MAQO)
cerebral;

= Investigar o efeito do DPS sobre a captacdo de 5-HT em sinaptossoma de
camundongos;

= Verificar o efeito de modificacdes estruturais na molécula do DPS sobre a a¢do do

tipo antidepressiva observada no TNF em camundongos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Transtornos afetivos

Humor, do latim humore, consiste na capacidade humana de apreciar, perceber ou
expressar o que € divertido ou comico (Aurélio, 2009). As origens da palavra "humor"
assentam-se na medicina dos antigos Gregos, que a define como sendo uma mistura de
fluidos, ou humores, controlados pela saide e emog¢ao humanos. O humor de um individuo €
caracterizado pela expressdo verbal de sentimentos, que refletem seu estado emocional
interior. O afeto diz respeito a expressdao ndo verbal destes estados emocionais. As patologias
do humor sdo aquelas que alteram de maneira constante estes estados emocionais.

Atualmente existem basicamente dois manuais mundialmente utilizados para o
diagnéstico dos transtornos mentais, uteis também para classificar as alteracdes do humor: o
Manual para Diagndstico de Doencas Mentais da Associacdo Americana de Psiquiatria
(AAP), o DSM-IV, e o capitulo V de Transtornos Mentais e de Comportamento da décima
Classificacdo Internacional de Doengas (CID-10) da Organizacdo Mundial da Satide (OMS).
Uma das caracteristicas fundamentais destes manuais classificatérios € a utilizacdo de
critérios diagnosticos descritivos, hierarquizados, ateoréticos e de facil observagao.

Conforme o DSM-IV e a CID-10, os transtornos do humor sdo uma categoria
diagndstica que engloba os transtornos do humor bipolar (mania, depressao bipolar, entre
outros) e os transtornos unipolares (depressio maior e distimia). Segundo a CID-10, os
transtornos afetivos ou do humor dizem respeito ao desequilibrio do tonus emocional,
consistindo de desordens psiquidtricas nas quais a perturbacdo fundamental é uma alteracdo
do humor ou do afeto, em geral acompanhados de uma modificagdo no nivel global de
atividade. A maioria destes transtornos tende a ser recorrente e a ocorréncia dos episédios
individuais pode freqiientemente estar relacionada com situagdes ou fatos estressantes. Dentre
os transtornos afetivos encontram-se os episddios maniacos (F30), transtorno afetivo bipolar
(F31), episddios depressivos (F32) e episddios depressivos recorrentes (F33) e persistentes
(F34). A CID-10 inclui ainda cédigos para "outros" transtornos do humor e para "transtornos
ndo identificados".

Diferentemente das disforias encontradas no cotidiano, as quais ocorrem em resposta
aos eventos didrios e ndo apresentam conotacdo psiquidtrica, 0s transtornos afetivos

apresentam um quadro duradouro, com comprometimento das condutas adaptativas.
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Alteragdes do humor com um forte componente de irritagdo, amargura, desgosto ou
agressividade constituem quadros disféricos que podem estar presentes nos transtornos
afetivos (Dalgalarrondo, 2000). Essas desordens se apresentam principalmente como estado
de depressao e/ou comportamento maniaco, onde a depressdo pode ser considerada o oposto
da mania, constituindo, assim, os dois extremos: inércia e atividade em grau anormal,
respectivamente.

Os episédios maniacos (F30) sdo caracterizados pela presenga de uma elevacdo do
humor que pode variar de uma jovialidade descuidada a uma agitacdo praticamente
incontroldvel, acompanhada de um aumento da energia, levando a hiperatividade, um desejo
de falar e uma reducdo da necessidade de sono. O paciente que sofre de mania apresenta
freqiientemente um aumento da auto-estima com idéias de grandeza e superestimativa de suas
capacidades; a perda das inibicdes sociais pode levar a condutas imprudentes, irrazoaveis,
inapropriadas ou deslocadas. Tais episddios podem ou ndo ser acompanhados de sintomas
psicéticos, onde o paciente apresenta idéias delirantes (em geral de grandeza), alucinagdes ou
agitacdo, com atividade motora excessiva e com fuga de idéias de uma gravidade tal que o
sujeito se torna incompreensivel ou inacessivel a toda comunicag¢do normal.

O transtorno bipolar (F31) é caracterizado por dois ou mais episddios nos quais o
humor e o nivel de atividade do paciente estdo profundamente perturbados. Este distirbio
consiste em algumas ocasides de elevacdo do humor e aumento da energia e da atividade
(mania) e outras, de um rebaixamento do humor e de reducdo da energia e da atividade
(depressao).

Por sua vez, os episddios depressivos ou depressdo unipolar (F32) sdo caracterizados
por um rebaixamento do humor, redu¢do da energia e diminuicdo da atividade podendo ser
recorrentes (F33) ou persistentes (F34).

A seguir, a depressdo, um dos principais transtornos afetivos que acometem a
populacdo mundial na atualidade, receberd um enfoque especial. O comportamento
depressivo, alteracdo patofisioldgica bastante importante para o estudo da depressdo, também

sera abordado.

3.1.1 Depressao

A tristeza constitui-se na resposta humana universal as situacdes de perda, derrota,

desapontamento e outras adversidades. Resposta essa que tem valor adaptativo, do ponto de

vista evoluciondrio, uma vez que, através do retraimento, o individuo poupa energia e
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recursos para o futuro. As reagdes de luto, que se estabelecem em resposta a perda de pessoas
queridas, caracterizam-se pelo sentimento de profunda tristeza, exacerbacdo da atividade
simpdtica e inquietude. Essas reacdes sdo normais, podendo estender-se por um ou até dois
anos, devendo ser diferenciadas dos quadros depressivos propriamente ditos. Nessas
situagdes, a pessoa usualmente preserva certos interesses e reage positivamente ao ambiente,
quando devidamente estimulada. Nao se observa, nesses casos, a inibicao psicomotora, que €
caracteristica dos estados melancoélicos.

A depressao € uma doenca heterogénea e multifatorial, que envolve uma complexa
interagdo entre fatores genéticos, desenvolvimentais e ambientais (Millan, 2006). O estado
depressivo € uma alteracdo psicolégica em que a pessoa tem um sentimento de culpa, nunca
bem definido, e se sente fracassada, desesperangosa, pessimista, com baixa auto-estima, triste,
melancélica e anedodnica, isto €, sem interesse nos prazeres da vida. O individuo apresenta
também alteracdes cognitivas, perda de interesse, diminuicao da capacidade de concentragao,
associado em geral a fadiga, mesmo apds um esforco minimo, e lentiddo psicomotora
(Associagao Mundial de Psiquiatria, 1997). A par do humor depressivo, que varia pouco de
dia para dia ou segundo as circunstancias, o paciente pode apresentar sintomas somaticos
como fraqueza muscular, perda do apetite, perda de peso, perda da libido, distirbios do sono,
cefaléia e aumento na sensacio de dor (Demyttenaere et al., 2005).

Muitas fungdes circadianas encontram-se alteradas na depressdo, a exemplo da
regulacdo da temperatura corporal e do ritmo de produgdo do cortisol (Salomon et al., 2006).
Entre as alteracdes mais comuns estdo aquelas relacionadas ao ritmo do sono. Segundo
Akiskal (1995), cerca de dois tercos dos pacientes deprimidos tém diminui¢do da laténcia para
o inicio do sono REM ("Rapid Eyes Movements"). As formas ditas "melancélicas" da
depressdo caracterizam-se, entre outros aspectos, pela piora matinal e pelo despertar precoce
pela manha. Além disso, em alguns casos, os transtornos depressivos podem ocorrer com
padrdes sazonais. Estes se caracterizam por aumento dos episddios em determinadas épocas
do ano, ocorrendo classicamente nos meses de outono e inverno. Podem afetar também
pessoas que passam os dias em ambientes com pouca claridade, devido a doencgas ou
limitagdes fisicas.

Os pacientes deprimidos também podem apresentar distirbios cognitivos, sendo o0s
mais freqiientes as alteracdes subjetivas da memoria, atencdo e velocidade do pensamento e
do raciocinio. E comum que depressdes que se iniciam na terceira idade sejam confundidas
com deméncias organicas (pseudodeméncias). Outro tipo menos freqiiente de alteracdes

cognitivas sdo os delirios e as alucinacdes, presentes nos quadros psicoticos.
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Assim, devido a diversidade de apresentacdes clinicas existentes, citadas a seguir, €
em funcdo dos diferentes sintomas que podem ser apresentados, muitas vezes o diagndstico da
depressdao torna-se complicado. Diferentes pacientes apresentam subconjuntos de sintomas
individuais, que podem mudar no decorrer do curso da doenca e, dessa forma, podem
responder de modo diferente a terapia utilizada.

Dentre as terapias atualmente usadas para o tratamento da depressdao encontram-se o
tratamento farmacoldgico, com o uso de medicamentos antidepressivos, a psicoterapia, a
associacdo entre psico e farmacoterapia, além da eletroconvulsioterapia (ECT). Cada
modalidade de tratamento tem riscos e beneficios que devem ser cuidadosamente avaliados,

na escolha da melhor op¢do para cada paciente.

3.1.1.1 Classificagao dos episddios e transtornos depressivos

A depressao maior, segundo o DSM-IV (1994), abrange uma gama muito heterogénea
de condicdes, que vao desde as fronteiras da normalidade (reagdes de luto ou tristeza normal)
até aquelas formas mais graves de depressdao. Como esse conceito ¢ demasiado abrangente,
outras formas de classificacdo de depressdo sdo comumente utilizadas. Assim, devido a
diversidade de apresentacOes clinicas existentes, € dificil descrever um tipo classico de
depressao, o que necessita a abordagem de varios tipos de depressoes.

Inicialmente, torna-se necessario diferenciar o termo ‘“episdédio” de “‘transtorno
depressivo”. Um individuo que apresenta sintomas depressivos em nimero suficiente para
realizar o diagndstico de depressao € caracterizado como sofrendo de um episédio depressivo
e a ocorréncia de sucessivos episodios se caracteriza como transtorno depressivo.

Segundo a CID-10 (1999), o niimero e a gravidade dos sintomas permitem determinar
trés graus de um episddio depressivo: leve, moderado e grave. Nos episddios leves (F32.0), o
paciente apresenta geralmente um ou dois sintomas depressivos, sendo que usualmente sofre
com a presenca desses sintomas, mas € capaz de desempenhar a maioria de suas atividades
didrias. Nos episédios moderados (F32.1), geralmente estdo presentes quatro ou mais dos
sintomas e o paciente aparentemente tem muita dificuldade para continuar a desempenhar as
atividades de rotina. Finalmente, nos episddios depressivos graves, estdo presentes VArios
sintomas, que sdo marcantes, sendo que tipicamente estdo presentes a perda da auto-estima e
as idéias de desvalia ou culpa; as idéias e os atos suicidas sdo comuns e observa-se em geral
uma série de sintomas somaticos, citados anteriormente. Os episddios depressivos graves

podem ou ndo estar acompanhados de sintomas psicéticos (F32.3 e F32.2, respectivamente).
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Nos quadros psicoéticos, a depressdo grave é acompanhada por alucinagdes, idéias delirantes,
de uma lentiddo psicomotora ou de estupor de uma gravidade tal que todas as atividades
sociais normais tornam-se impossiveis; pode existir o risco de morte por suicidio,
desidratacao ou desnutricao.

Quando os episddios acima descritos se repetem, temos caracterizado o transtorno
depressivo, que pode ser recorrente ou persistente. O transtorno depressivo recorrente (F33)
pode apresentar-se com um episédio atual leve (F33.0), moderado (F33.1), grave sem
sintomas psicoticos (F33.2) ou grave com sintomas psicoticos (F33.3). O transtorno pode
ainda apresentar-se na forma persistente (F34), perdurando por anos ou durante a maior parte
da fase adulta do paciente.

A depressao unipolar (CID-10, 1999) ou depressao maior (DSM-IV, 1994)
caracteriza-se pela ocorréncia de um ou mais episddios depressivos de grau leve, moderado
ou grave, sem a ocorréncia de episddios de mania. A depressdo maior cronica € caracterizada
pela presenca de um episédio depressivo grave de longa duragdo, ou seja, que perdura por
mais de dois anos. A distimia (F 34.1) é uma depressao cronica de humor, com duragdo de
pelo menos alguns anos (dois ou mais), que ndo € suficientemente grave ou cujo(s)
episddio(s) individual(is) ndo é(sdo) suficientemente prolongado(s) para justificar um
diagndstico de transtorno depressivo recorrente leve, moderado ou grave. Em muitos casos de
distimia, o paciente se encontra deprimido ha tantos anos, que pode pensar que sua tristeza e
desanimo fazem parte de seu “temperamento” ou “comportamento normal”. Nao é incomum
que os sintomas tenham se iniciado na infincia ou adolescéncia e o paciente procure ajuda

somente na idade adulta.

3.1.1.2 Epidemiologia da depressao

A depressdo ¢ uma das doengas psiquidtricas mais comuns da atualidade, afetando
mais de 21% da populacdo mundial (McKenna et al., 2005). Essa doenca atinge 121 milhdes
de pessoas ao redor do mundo e estd entre as principais causas que contribuem para a
incapacitacdo de um individuo. A OMS prevé que até o ano de 2030 a depressao passe a ser a
maior causa de incapacidade e perda de qualidade de vida, afetando mais pessoas do que
qualquer outro problema de sadde, incluindo cancer e doengas cardiacas.

Segundo a OMS, a depressdo serd também a doenca que mais gerard custos
econdmicos e sociais para os governos, devido aos gastos com tratamento para a populacio e

as perdas de producdo. Entre a populacdo clinica, ou seja, os pacientes ambulatoriais e
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internados, os quais sdo acometidos por outro tipo de doenca, a prevaléncia de depressdo é
ainda maior, afetando cerca de 25 % dessas pessoas. Dessa forma, os custos médicos com os
servicos primdrios de saide podem ser maiores na comorbidade entre depressdo e outras
doencas clinicas (Katon, 2003).

Estima-se que cerca de 17 milhdes de brasileiros sofram de depressdo e de acordo com
um levantamento feito pelo Instituto Nacional de Seguro Social (INSS), 74.418 trabalhadores
foram afastados de suas atividades em 2008 em decorréncia dessa doenca. Segundo o
Ministério da Previdéncia, s6 em junho de 2008 foram destinados cerca de R$ 12 milhdes no
pagamento de beneficios aos afastados por depressdao. Além disso, na fase aguda dessa
doenca, sdo comuns 0s pensamentos e/ou tentativas de suicidio. Estudos recentes indicam que
0s pacientes com transtornos afetivos apresentam risco de suicidio mais elevado que a
populacio em geral (Rihmer et al., 2010) e estima-se que cerca de 50% dos pacientes
depressivos facam pelo menos uma tentativa de suicidio durante a vida (Angst, 1999).

A depressdo pode ocorrer tanto em homens como em mulheres, de todas as idades e de
qualquer classe social. No entanto, a incidéncia € muito maior entre as mulheres do que entre
os homens, sendo que a proporcdo € de dois casos entre elas para cada caso entre eles
(Weissman et al., 1996; Bebbington, 2004). Essa despropor¢do homem/mulher ocorre no
periodo reprodutivo, sendo as prevaléncias semelhantes antes da puberdade e também apds
alguns anos da transi¢cdo menopausal (Demetrio e Vieira, 2001; Diflorio e Jones, 2010). Ainda
nio existe uma explicacdo cientifica que justifique o fato de a mulher ser mais sensivel a
depressdo, mas embora fatores socioculturais tenham sua contribuicdo, € inegdvel a
importancia dos hormonios femininos (estrégeno e progesterona) na génese desta
vulnerabilidade (Mariko et al., 2010). O papel central do estrégeno nos ritmos biolégicos
femininos (menstruacdo e menopausa) pode desestabilizar ou sensibilizar mecanismos de
neurotransmissao, neuroendocrinolégicos e dos 'relégios bioldgicos', contribuindo para o
desenvolvimento de transtornos ciclicos do humor (Demetrio e Vieira, 2001).

A associacdo de experiéncias precoces na vida e aparecimento posterior de um
transtorno depressivo tem interessado os estudiosos. Os levantamentos epidemioldgicos
demonstram risco aumentado para depressdo e sintomas depressivos em individuos que
relatam acontecimentos negativos na vida (Mitchell et al., 2003; Spinhoven et al., 2010). Os
separados e divorciados estdo mais propensos a sintomas e quadros depressivos do que os
solteiros e casados. A perda parental antes da adolescéncia, assim como um ambiente familiar
disfuncional e com muitas privacdes sdo fatores de risco ja estabelecidos (Mitchell et al.,

2003). Ha um achado consideravel de histéria familiar de transtornos de humor em individuos
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afetados, especialmente em parentes de 1° grau, assim como histéria familiar de suicidio e
alcoolismo (Millan, 2004). No entanto, a transmissdo genética de depressao ainda ndo esta

determinada.

3.1.1.3 Depressao associada a outras doengas humanas

A depressdo pode estar relacionada a progressdo e/ou desenvolvimento de outras
doencas humanas como cancer (Lazure et al, 2009), doencas enddcrinas (Musselman et al.,
2003; Peyrot, 2003) e cardiovasculares (Musselman et al., 1998), e é considerada um
importante fator de risco para o desenvolvimento de doenca arterial coronaria (Kendler et al.,
2009) e isquemia cerebral (Neu, 2009).

Estudos demonstram que ha uma elevada incidéncia de co-morbidade nos estados
depressivos (Kessler et al., 1996), que podem estar acompanhados de outras desordens do
Sistema Nervoso Central (SNC) como ansiedade, sindrome do panico, doengas de Parkinson e
Alzheimer, bem como de doencas somadticas como doencas cardiovasculares, diabetes,
osteoporose, hepatite e dor cronica (Kessler et al., 1996; Millan, 2006). Assim, além de ser
um importante fator de risco para o desenvolvimento de patologias, em muitos casos a
depressdao pode aparecer durante o curso de outras doencas, piorando diversos fatores
relacionados a saide dos pacientes.

E de grande importincia o documentado aumento da mortalidade e morbidade de
pacientes cardiacos deprimidos. A mortalidade destes pacientes pode ser 3,1 vezes maior
comparado a cardiopatas ndo deprimidos, independentemente da gravidade cardioldgica e da
disfuncionalidade clinica. Interessantemente, em alguns estudos o tratamento adequado da
depressao promoveu a melhora da morbimortalidade cardiovascular em pacientes com as
respectivas co-morbidades (Glassman et al., 2002).

Os pacientes acometidos por diabetes mellitus que sdo depressivos apresentam pior
controle glicémico e maior prevaléncia de complicagcdes miultiplas do diabetes, como
retinopatia, nefropatia, neuropatia, disfungcdo sexual e complica¢cdes macrovasculares, em
comparacdo aos pacientes nao deprimidos (De Groot et al., 2001; Peyrot, 2003). Os
mecanismos biolégicos envolvidos nesta associagdo ainda ndo estdo claros, mas algumas
evidéncias sugerem que as alteracdes hormonais, principalmente a hipercortisolemia, além do
aumento da ativacdo imunoinflamatéria poderiam explicar o maior risco de diabetes em

deprimidos, e altera¢des do transporte de glicose em regides especificas do cérebro poderiam
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ocorrer em pacientes diabéticos, favorecendo o desencadeamento da depressao (Musselmann
et al., 2003).

A avaliacdo adequada dos sintomas depressivos em pacientes com condi¢cdes médicas
associadas ¢ dificultada pela superposi¢do dos sintomas da patologia clinica (fadiga,
inapeténcia, dor, insOnia, lentificacdo), bem como de condi¢des associadas a internagdo e a
percep¢do das consequéncias adversas das doencas (desalento e baixa auto-estima). Esses
fatos podem, portanto, induzir a erros, podendo retardar o diagndstico e o tratamento da

depressao, postergando a melhora do paciente e a cura clinica.

3.1.1.4 Causas da depressao

As causas da depressdo ainda permanecem desconhecidas. Estudos sugerem o
envolvimento de vdrias vias neurais no desenvolvimento dessa doenca, sendo que a hipdtese
das monoaminas, baseada na deficiénica de monoaminas, como serotonina (5-HT),
noradrenalina (NA), adrenalina (AD) e dopamina (DA), é comumente utilizada para explicar
a gé€nese dos transtornos depressivos (Millan, 2006). Varias drogas que interferem com esses
sistemas desempenham efeito antidepressivo e sdo atualmente utilizadas na terapia da
depressao. Em contraste, recentemente descobriu-se novas drogas clinicamente efetivas que
desempenham seu efeito antidepressivo por mecanismos nao-monoaminérgicos (Bosker et al.,
2004). Outros neurotransmissores, incluindo o L-glutamato, neuropeptideos como a
colecistocinina € o hormdnio liberador de corticotropina, também parecem estar envolvidos
com os transtornos depressivos (Millan, 2004). No entanto, o fato que culmina com a
alteracdo nesses sistemas, sejam eles monoaminérgicos ou ndo, ainda ndo € bem entendido e é
alvo de vdrios estudos sobre o assunto.

Os eventos desencadeantes da depressdo sdo muito estudados e de fato encontrou-se
relacdo entre certos acontecimentos estressantes na vida dos individuos e o inicio de um
episddio depressivo (Mitchell et al., 2003). O desencadeamento de um transtorno depressivo
€, muitas vezes, conseqiiente a um fator estressante, que sdo denominados estressores sociais.
Eles sdao os acontecimentos vitais, 0s estresses cronicos e os problemas cotidianos. Os
acontecimentos vitais sdo mudancgas claras nos padrdes de vida que alteram o comportamento
habitual e ameacam o bem-estar do individuo. O luto é um exemplo tipico de acontecimento
vital, assim como a aposentadoria. Os estresses cronicos compreendem aquelas situacdes de
longa duragdo que desafiam o individuo, tais como dificuldade financeira, perda do emprego,

conflito interpessoal constante, como problemas matrimoniais, € ameaca persistente a
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integridade, como viver em um ambiente perigoso e o acometimento por doengas graves. Os
problemas cotidianos sdo acontecimentos comuns, porém estressantes, que fazem parte da
vida moderna, como o transito, vizinhos desagraddveis, etc. No entanto, a percep¢do que o
individuo tem de um acontecimento € provavelmente muito mais importante que o proprio
acontecimento.

Os eventos estressantes da vida cotidiana provavelmente “disparam” o
desenvolvimento da depressao em pessoas predispostas e/ou vulnerdveis. O fato, no entanto,
responsavel por tornar as pessoas vulnerdveis a esses eventos ainda é objeto de estudos.
Trabalhos recentes mostraram a influéncia genética (Kendler et al., 2001; Smits et al., 2004) e
de fatores ambientais durante a infiancia (Heim e Nemeroff, 2001; Mitchell et al., 2003;
Spinhoven et al., 2010) na génese da depressao. Outros trabalhos demonstraram que alguns
tipos de depressdo sao mais freqlientes em determinadas familias, sugerindo que a
vulnerabilidade bioldgica (isto €, a propensdo ou sensibilidade do organismo a doenga) seja
transmitida geneticamente (Kendler et al., 2001; Caspi et al., 2003). Outra evidéncia que
reforca um fator genético para o desenvolvimento de depressio € que individuos que
apresentam historico familiar de mania, depressdo e alcoolismo tem uma maior probabilidade
em desenvolver essa doenca. Essa propensdo genética também pode ser evidenciada em
animais experimentais. Muitos trabalhos utilizam-se de modelos genéticos em roedores e
primatas, principalmente, com a finalidade de estudar provaveis causas e terapias para essa
doenca (Willner e Mitchell, 2002). Os polimorfismos dos genes que codificam a sintese de 5-
HT e de seus transportadores (5-HTT) sdo os mais estudados atualmente, e fortes evidéncias
sugerem que eles podem estar associados com a vulnerabilidade da depressdo (Lesch et al.,
1996; Caspi et al., 2003; Millan, 2004; Canli and Lesch, 2007).

Outra possivel causa de depressdo sdo anomalias neuroenddcrinas. Elas sdo
encontradas em alguns pacientes deprimidos e incluem aumento da secrecdo de cortisol e
alteracoes da funcdo tireoidiana. Confirmando esta teoria, hd o fato de que mulheres com
tendéncia a depressdo sdo particularmente vulnerdveis ao desenvolvimento de depressdao pds-
parto, provavelmente em razao de alteracdes hormonais (Mariko et al., 2010).

Ainda, evidéncias provenientes de relatos de casos sugerem que determinados
episddios depressivos podem ser secundarios ao uso de determinados medicamentos (Millan,
2004). Ha relatos de desenvolvimento de depressdo apds o uso de drogas que interferem com
o sistema cardiovascular (como alfa-metildopa, reserpina, propranolol, clonidina, diuréticos
tiazidicos e bloqueadores de canais de cdlcio), bem como uso continuo de hormdnios (como

anticoncepcionais orais, esterdides anabolizantes, hormodnios tireoidianos e corticdides),
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psicotropicos (como benzodiazepinicos, neurolépticos, anfetaminas, anticonvulsivantes, L-
Dopa e cocaina), além de antineoplésicos e antibidticos (Botega et al., 2002). No entanto, ndo

ha comprovacao definitiva de tais efeitos por ensaios clinicos ou pré-clinicos.

3.1.1.4.1 A Hipétese das Monoaminas

A Hipétese Monoaminérgica da depress@ao postula que a depressio se deve a
deficiéncia de neurotransmissores em sinapses monoaminérgicas (Schildkraut, 1965). Nos
anos 60, apdés a introdu¢do no mercado dos primeiros medicamentos com efeito
antidepressivo, constatou-se que eles interagiam com sistemas de monoaminas
(principalmente serotonina e noradrenalina), que atuam como neurotransmissores em sinapses
nervosas. A serotonina (5-HT) e a noradrenalina (NA) s@o liberadas em todo o cérebro por
neuronios de regides especificas e interagem com multiplos tipos de receptores cerebrais para
regular a vigilia, alerta, atencdo, processos sensoriais, apetite e também o humor, dentre
outras fun¢des (Murphy et al., 2008).

Esses neurotransmissores sao removidos das sinapses apds sua liberacdo, por um
processo de recaptacdo pelo neurdnio pré-sindptico. Apds a recaptacdo, sdo degradados no
neurdnio pré-sindptico pela acdo da enzima monoaminoxidase (MAO), ou sdo "re-embaladas"
em vesiculas, para serem liberadas na fenda sindptica novamente. Os dois mecanismos
produzem um controle nos niveis de neurotransmissores presentes na fenda sindptica. Esta
constatacdo sugeriu inicialmente que os antidepressivos atuassem por aumento da transmissao
serotoninérgica e noradrenérgica, compensando um possivel estado de deficiéncia de
neurotransmissores (Schildkraut, 1965; Van Praag e Korf, 1971).

O sistema dopaminérgico, embora menos estudado, também parece desempenhar um
importante papel na patofisiologia da depressd@ao. A hipdtese dopaminérgica baseou-se no
aumento da resposta comportamental devido ao uso continuado dos ADTs, que também
atuam na neurotransmissao da dopamina (Muscat et al., 1990).

A partir de 1965, vérias evidéncias reforcaram a hipdtese das monoaminas na génese
da depressao. Por exemplo, drogas que depletam os niveis cerebrais desses
neurotransmissores, como a reserpina, sao capazes de induzir depressdo. Além disso, estudos
relataram anormalidades nos metabdlitos das aminas biogénicas, como o 3-metoxi-4-
hidroxifenilglicol (MHPG), metabdlito da NA, dacido 5-hidroxindol acético (SHIAA),
metabolito da 5-HT e 4acido homovanilico (HVA), metabdlito da DA, no sangue, urina e

liquor de pacientes deprimidos. Trabalhos demonstraram que os precursores da 5-HT, L-
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triptofano e 5-hidroxi-triptofano apresentam efeito antidepressivo leve e que a privagdo aguda
de triptofano causa recidiva em 80% dos pacientes deprimidos (Akiskal., 1995; Gutierrez-
Garcia e Contreras, 2008). Somando-se a isso, ja foi demonstrada a reduc¢do da concentracao
de 5-HT e seu principal metabdlito, o SHIAA, no cérebro de vitimas de suicidio e no liquor de
pacientes deprimidos (Ruhe et al., 2007).

Apesar da relevancia da hipétese das monoaminas na investigacdo da depressdo,
atualmente existe certa resisténcia para sua plena aceitacdo, especialmente devido ao fato de
que todos os medicamentos antidepressivos aumentam, de imediato, o nivel desses
neurotransmissores na fenda sinéptica, porém seu efeito clinico s6 ocorre algumas semanas
depois (Millan, 2004). Outras substancias, como por exemplo, a cocaina, também elevam os
niveis das monoaminas, mas nao apresentam efeito antidepressivo (Stahl, 1998). Desse modo,
o conhecimento atual da complexa inter-relacdo entre os sistemas de neurotransmissao
cerebrais restringiu as hipoteses de déficits de neurotransmissores nas fendas sindpticas a
concepgoes simplistas e uma de suas consequéncias foi que o foco das hipéteses bioldgicas da

depressao também foi abrangido para os receptores dos neurotransmissores.

3.1.1.4.1.1 A Serotonina

A serotonina, quimicamente denominada 5-hidroxitriptamina (5-HT) (Figura 1, pagina
31), modula muitos processos do organismo envolvidos na saide e na doenga (Williams,
1994; Williams et al., 2001). Estudos que iniciaram na década de 40 identificaram a 5-HT
como sendo uma substincia endégena vasoconstritora (Rapport et al., 1948; Erspamer, 1954;
Page, 1976; Rapport, 1997). Em 1948, foi pela primeira vez isolada, identificada e sintetizada
(Rapport et al., 1948). A partir dai, estudos t€ém demonstrado o importante papel da 5-HT
também a nivel de SNC, atuando como um neurotransmissor. Hoje se sabe que como
resultado da liberacdo de 5-HT dos terminais nervosos em praticamente todas as regides do
SNC, o sistema serotoninérgico estd envolvido em muitas funcdes fisiolégicas importantes
como o controle da pressdo arterial, temperatura corporal, apetite, liberagdo de hormdnios,
percep¢cao da dor e comportamento emocional (Williams, 1994; Williams et al., 2001).
Conseqlientemente, esse sistema também tem papel na patogénese de doencas onde hd um
distirbio dessas funcdes, por exemplo, hipertensdo, disfun¢do hormonal, ansiedade e
depressao.

Um grande nimero de estudos experimentais e clinicos indica que o sistema da 5-HT

estd fortemente implicado na regulacdo neural do humor e vérias evidéncias tém relacionado
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as anormalidades da neurotransmissdo serotoninérgica com a fisiopatologia da depressdo
(Wong e Licinio, 2001; Millan, 2006). Trabalhos em humanos sugerem que uma deficiéncia
na funcdo serotoninérgica cerebral pode induzir distirbios emocionais similares aqueles
observados na depressdo, os quais podem ser visiveis mesmo na auséncia de mudangas
evidentes no humor (Harmer, 2008). Além disso, trabalhos recentes afirmam que a serotonina
estd envolvida na vulnerabilidade aos transtornos de humor (Ruhe et al., 2007). Varios
trabalhos indicam que um aumento da neurotransmissao serotoninérgica ocorre em resposta a
determinados tratamentos antidepressivos. Além disso, drogas que afetam a transmissao da 5-
HT, seja inibindo sua recaptacdo ou seu metabolismo, sdo eficazes na depressdao (Nemeroff e
Owens, 2002).

A sintese da 5-HT no cérebro € dependente da disponibilidade do seu aminoécido
precursor, o triptofano, a partir do plasma (Harmer, 2008). Esse neurotransmissor € formado
pela hidroxilacdo e descarboxilacdo do triptofano, um processo que ocorre tanto no SNC
como nas células entéricas do intestino, podendo ser dividido em dois passos: primeiro, o
triptofano sofre uma hidroxilacdo no anel aromético catalizada pela enzima L-triptofano-5-
monooxigenase (TrpOH); segundo, o 5-hidroxi-L-triptofano sofre uma descarboxilacdo, que é
catalizada pela L-aminodcido descarboxilase (Figura 1, pagina 31). No entanto, uma pequena
quantidade de triptofano atravessa a barreira-hematoencefdlica, estando disponivel para a
sintese de 5-HT no cérebro. Dessa forma, a formagdo do 5-hidroxi-L-triptofano é o passo
limitante da reacdo, uma vez que existe uma fraca disponibilidade de L-triptofano nos
neurdnios, devido a dificil transicdo por transporte ativo desse aminoacido pela barreira
hemato-encefilica pela competicdo com outros aminodcidos neutros circulantes no sangue
como leucina, lisina e metionina. Assim, a maioria da 5-HT sintetizada, cerca de 90%, é
encontrada nas células enterocromafins da regido gastrointestinal, sendo que uma menor
concentracdo é encontrada nas plaquetas e no sistema nervoso central.

Embora o triptofano ndo apresente um efeito consistente sobre o humor em individuos
sauddveis, a deplecdo desse precursor da sintese de 5-HT diminui transitoriamente o humor
em individuos depressivos em recuperacao (Ruhe et al., 2007). Dessa forma, recentemente a
deplecao de triptofano tem sido utilizada como ferramenta experimental para estudar o papel
da 5-HT nos processos emocionais em humanos (Booij et al., 2003). Do mesmo modo, em
animais, a inibi¢ao da sintese de 5-HT por determinadas drogas também pode ser usada para o
estudo do envolvimento do sistema serotoninérgico no efeito antidepressivo de drogas

(Nakatomi et al., 2008; Ulak et al., 2010).
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Figura 1. Sintese do neurotransmissor Serotonina (5-HT) a partir do amino4cido triptofano.

Ap6s a sintese, o neurotrasmissor 5-HT € armazenado em vesiculas sindpticas. Com o
potencial de acdo, a 5-HT pode ser liberada do neurdnio pré-sindptico na fenda sindptica,
onde pode ser degradada enzimaticamente, ser recaptada por um transportador especifico ou
ainda desempenhar suas fun¢des pela ligacao a receptores pds ou pré-sinapticos.

Hoje se sabe que a 5-HT pode influenciar a atividade neuronal pela ativacdo de 14
subtipos de receptores de 5-HT que sdo genetica-, farmacologica- e funcionalmente distintos,
sendo, por este motivo, distribuidos em 7 familias diferentes que vao desde a familia 5-HT
até 5-HT; (Langer, 1980; Hoyer et al., 1994; Baumgarten and Gothert, 1997; Barnes e Sharp,
1999; Hoyer et al., 2002; Sari, 2004; Bockaert et al., 2006). A ligacdo da 5-HT a seus
receptores promove efeito através da abertura dos canais de Ca™ relacionados a essas
proteinas. A ativacdo desses receptores resulta em grande parte dos efeitos centrais e
periféricos desempenhados pela 5-HT e também pode estar envolvida no efeito de drogas
antidepressivas (Millan 2006; Harmer, 2008). Além disso, muitos desses receptores podem
ser encontrados em neurdnios pré-sindpticos, modulando a liberacio de outros
neurotransmissores como NA, Acetilcolina (Ach), Dopamina (DA) e GABA (Harmer, 2008).

Apo6s a liberagdo no terminal sindptico, a 5S-HT pode ser recaptada novamente pelo

neurdnio pré-sindptico através de uma proteina transportadora. O transportador de 5-HT esta
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localizado tanto na porcdo terminal do axonio, quanto no corpo do neurdnio, trazendo esse
neurotransmissor de volta para dentro do neur6nio, via um mecanismo de captacdo. Esse
processo, denominado recaptacdo de serotonina, ¢ um mecanismo muito importante que a
célula utiliza para voltar a sua condi¢ao de descanso, se tornando capaz de ser estimulada de
novo, e evitando a super-estimulacdo dos receptores (Kriegebaum et al., 2010). A captacio de
5-HT € um dos principais alvos das terapias envolvendo a depressdo. No entanto, os
mecanismos moleculares pelos quais as drogas antidepressivas inibem o transportador de 5-

HT ainda € objeto de estudos.

3.1.1.4.1.1.1 O Transportador de Serotonina

O transportador de 5-HT € codificado pelo gene SLC6A4, que estd localizado no brago
longo do cromossomo 17 (17q11.1-17q12) e organizado em 14 exons (Figura 3, pagina 33). A
sequéncia transcrita do gene SLC6A4 produz uma proteina composta de 630 aminoacidos
com 12 segmentos transmembrana, um loop extracelular e os dominios amino e carboxi-
terminal situados na por¢ao intracelular (Figura 2, pagina 33) (Murphy, 2008).

O polimorfismo do gene SLC6A4 pode afetar tanto a expressdo como a funcdo do
transportador de 5-HT e tem sido alvo de estudos envolvendo a neurobiologia de muitas
doencas psiquidtricas (Lesch et al., 1996; Canli and Lesch, 2007). Um dos principais
polimorfismos envolvendo este gene estd na sua regido promotora, que € descrito como uma
insercao/delecdo de 44 pares de base (pb), pode se apresentar sob duas formas: a variante
“longa” (L) do gene possui uma atividade basal cerca de trés vezes maior que a variante
“curta” (S), que apresenta a delecdo de uma base do cédigo, alterando a regulacdo deste gene
(Lesch et al., 1996) (Figura 3, pagina 33). Assim, individuos com o genétipo L/L apresentam
uma capacidade de captagcao de 5-HT méaxima maior e, portanto, uma reducao nos niveis de 5-
HT extracelulares, quando comparados aos que apresentam os gendtipos L/S ou S/S (Nobile
et al.,, 1999, Greenberg et al., 1999). A baixa expressdo da variante S estd associada a um
maior fator de risco para o desenvolvimento de doengas afetivas como ansiedade, depressao e

transtorno bipolar (Canli e Lesch, 2007).
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Figura 2. Representacdo esquematica do transportador de 5-HT, mostrando suas 12 por¢des

transmembrana, o loop extracelular e os dominios amino e carboxi-terminal intracelulares.

SERT: Transportador de 5-HT. FONTE: Murphy, 2008.
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Figura 3. Variantes do gene SLC6A4. A variante S (lilas) produz significantemente menor
quantidade de RNAm que codifica para o transportador de 5-HT, em comparagdo a variante L
(vermelho), levando a maiores niveis de 5-HT na fenda sindptica. 5S-HTTLPR: Variante

polimérfica L do transportador de 5-HT. FONTE: Canli e Lesch, 2007.
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3.1.1.5 Tratamento da depressao

Os principais objetivos do tratamento da depressio sdo eliminar os sintomas,
restaurando a atividade psicossocial e ocupacional ao estado pré-sintomético, e reduzir a
probabilidade de recaida e recorréncia. O tratamento antidepressivo eficaz deve eliminar
gradual e completamente os sintomas, melhorar o funcionamento ocupacional e interpessoal,
reduzir o risco potencial de suicidio, racionalizar os recursos e reduzir o uso dos servicos de
saude (Millan, 2006).

Existem vdrias opcdes para o tratamento da depressdo, incluindo terapia cognitiva
comportamental, psicoterapia interpessoal, medicamentos, terapia eletroconvulsiva e a
combinacdo das terapias com os antidepressivos. O tratamento psicoterdpico € de grande
importancia no sentido de promover e auxiliar a reorganizacdo psiquica do individuo, tanto
pela abordagem psicoldgica como psiquidtrica, podendo ser associado com os medicamentos.

A terapia eletroconvulsiva, introduzida na década de 30, foi o primeiro tratamento
efetivo no combate a depress@ao (UK ECT Review Group, 2003). O choque elétrico provoca
uma convulsao de curto periodo, que induz a liberacao de neurotransmissores, promovendo a
estimulacdo direta de estruturas encefdlicas. Todavia, hoje € utilizada como opg¢do de
tratamento se os medicamentos existentes ndo oferecerem uma resposta satisfatéria. Em
depressdes graves com risco de suicidio, com caracteristicas psicéticas e em gravidas, a
eletroconvulsoterapia ¢ uma excelente opcao desde que seja administrada de forma ética com
anestesia, pessoal treinado e ambiente apropriado (Kho et al., 2003). Outros medicamentos
como, por exemplo, os anticonvulsivantes, ndo apresentam efeitos antidepressivos robustos,
mas podem ser tteis em alguns casos em combina¢do com antidepressivos.

Atualmente, a terapia farmacoldgica € a forma mais utilizada para o tratamento da
depressao (Millan, 2004, 2006). Os antidepressivos produzem, em média, uma melhora dos
sintomas depressivos de 60% a 70% enquanto a taxa de placebo € em torno de 30%. Esta taxa
de melhora dificilmente € encontrada em outras abordagens terapéuticas de depressdao, motivo
que faz com que a terapia medicamentosa seja a mais usada. A escolha do medicamento €
baseada nas caracteristicas da depressao, presenca de efeitos colaterais, risco de suicidio,
terapia concomitante, tolerabilidade, custo, danos cognitivos, etc. O antidepressivo ideal
deveria ser eficaz em todas as formas de depressdo, inclusive as severas, nio ter qualquer
efeito colateral, ter custo baixo, poucas interacdes medicamentosas, poder ser aplicado em
todas as idades, melhorar a qualidade do sono, ter posologia facil e efeito ansiolitico. No

entanto, uma droga com todas essas atribui¢des ainda ndo estd presente no mercado.
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3.1.1.5.1 Drogas antidepressivas

Os antidepressivos sao um grupo heterogéneo de medicamentos com efeitos
terapéuticos em comum, sendo que os mais importantes estdo relacionados a terapia da
depressdo. A maioria desses farmacos também € eficaz no tratamento de outros transtornos
afetivos (Smits, 2010). No entanto, embora nio se conheca o exato mecanismo de a¢cdo desses
medicamentos, sabe-se que a maioria deles interage com sistemas de neurotransmissao
monoaminérgica cerebral, particularmente com a 5-HT e a NA. Assim, a classificacdo mais
usada dos antidepressivos tem sido baseada no neurotransmissor envolvido em seu
mecanismo de acgdo.

O desenvolvimento de drogas especificas para o tratamento da depressao ocorreu no
final da década de 50 do século passado, com a descoberta dos IMAO (Inibidores da
Monoaminoxidase) e os antidepressivos triciclicos (ADT). Ambos 0s mecanismos aumentam
a disponibilidade de NA e 5-HT em certas estruturas do encéfalo, sendo mais potentes e mais
eficazes em formas graves de depressdo. Porém, estas duas classes de drogas antidepressivas,
além de apresentarem muitos efeitos adversos estdo associadas com efeitos secundarios
devido ao risco de interagdo com outros medicamentos e alimentos. Além dos efeitos
colaterais, em superdose, sdo cardiotoxicos, e t€m apresentado risco potencial em pacientes
com tendéncia suicida. Além disso, t€m posologia bastante varidvel, sendo que a dose é
ajustada individualmente, e devem ser introduzidos de forma gradual e lenta. Particularmente
os IMAOs, por causa de sua toxicidade e risco, sdo reservados a pacientes refratarios (Millan,
2006).

O litio, introduzido em 1949, e comumente conhecido como “estabilizador do humor”
¢ utilizado para o tratamento agudo da mania e transtornos bipolares, além de ser utilizado em
regimes combinados, ou quando pessoas com depressdo nao respondem ao tratamento com
antidepressivos (Millan 2006).

A busca de novos medicamentos foi alcancada na década de 80, com os
antidepressivos de segunda geracdo, denominados inibidores seletivos da recaptacdo de
serotonina (ISRSs), sendo atualmente os mais empregados para o tratamento da depressdo. Os
ISRSs e outros recentemente descobertos como bupropiona, mirtazapina, reboxetina e
venlafaxina, t€ém um perfil mais favoravel, com menos (porém ndo ausentes) efeitos colaterais
e maior facilidade de administracdo, ou seja, menor variabilidade de doses (Chavez-Leon et

al.,, 2008). Por isto, sdo preferiveis aos ADT como primeira opg¢do, particularmente em
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pacientes mais sensiveis ou de maior risco, como idosos ou pacientes com doengas fisicas.
Por outro lado, em geral, as drogas recentemente descobertas sdo mais caras.

3.1.1.5.1.1 Inibidores Seletivos da Recaptac¢ao de 5-HT (ISRSs)

Os ISRSs s3o a primeira classe de farmacos psicotrdpicos a serem racionalmente
desenhados, e representam a classe de antidepressivos amplamente prescritos atualmente em
muitos paises (Preskorn, 2004; Chavez-Leon et al., 2008). A fluoxetina (Figura 4A) foi o
primeiro representante desta classe aprovada pela Food and Drug Admininstration - FDA em
1987, sob o nome comercial de Prozac®. A partir dai uma série de outros formacos ganharam
o mercado: Sertralina (Zoloft®), em 1991, citalopram (Ciprami1®, Figura 4C), em 1998,
paroxetina (Aropax®, Figura 4B) em 1992 e escitalopram (Lexapro®), em 2002.

Os ISRSs aumentam a concentragdo extracelular de 5-HT ao inibir a sua recaptacao
pelo neurdnio pré-sindptico, aumentando o nivel de 5-HT disponivel para se ligar ao receptor
pOs-sindptico. Essas drogas ndo interferem ou interferem pouco com os demais
neurotransmissores além da 5-HT (Chavez-Leon et al., 2008). De fato, muitos estudos pré-
clinicos ja demonstraram um aumento na concentracdo cerebral de 5-HT apds o tratamento
cronico ou agudo com fluoxetina, paroxetina e citalopram (Figura 4) (Invernizzi et al., 1997,

Beyer et al., 2002; Koch et al., 2002; Nakayama, 2002).
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Figura 4. Estrutura quimica de drogas que inibem seletivamente a recaptacdo de 5-HT

(ISRSs): fluoxetina (A), paroxetina (B) e citalopram (C).

O exato mecanismo pelo qual essas drogas inibem a recaptacdo de 5-HT ainda é
desconhecido, mas a modulacdo da atividade do transportador de 5-HT tem sido proposta.
Alguns autores sugerem que a inibicdo possa ocorrer por um mecanismo competitivo dos

ISRSs pelo sitio de ligagdo da 5-HT (Apparsundaram et al., , 2008; Chavez-Leon et al., 2008).
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Outros trabalhos tem sugerido que o transportador também possui um sistema redox de
regulacdo, que pode estar envolvido no mecanismo de acdo de muitas drogas (Bosin e
Schaltenbrand, 1991). Evidéncias ja revelaram que o transportador de 5-HT também pode
estar sujeito a uma modulagdo alostérica, capaz de controlar a taxa de associacdo e/ou
dissociagdo dos ligantes a essa proteina (Chen et al., 2005). O citalopram (Figura 3C), a droga
mais seletiva entre os inibidores da recaptacdo de 5-HT (Millan et al., 2001), apresenta pelo
menos dois sitios de ligagdo ao transportador: um sitio primério, de maior afinidade, ¢ um
sitio secunddrio, que controla a ligacdo dos ligantes ao sitio principal (Plenge et al., 1991).
Recentes estudos tem demonstrado que a resposta ao tratamento com ISRSs depende
da variabilidade de genes codificantes de proteinas envolvidas com o papel da serotonina no
cérebro. Como ja mencionado anteriormente, tem sido demonstrado que nao sido apenas os
eventos estressantes que resultam em depressdo, e, recentemente, percebeu-se que a
sensibilidade a esses eventos tem relagdo com a genética individual. Entdo, interacdes entre
diferentes genes podem resultar em uma mudanca dramdtica tanto no risco de desenvolver a
patologia, quanto na resposta farmacoldgica (Kendler et al., 2001; Caspi et al., 2003). Com os
avangos conquistados a partir do Projeto Genoma Humano, foi possivel detectar essas
variagOes, e vdrias delas mostraram ter importancia farmacogenética, sendo que alguns dos
genes relacionados a farmacogenética dos ISRSs ja sdo conhecidos (Lesch e Gutknecht,
2004). Essas modificacdes genéticas tem sido alvo de estudos acerca do desenvolvimento de

novas drogas ISRSs para o tratamento da depressao no futuro (Weele et al., 2000).

3.2 Modelos experimentais para o estudo da depressao

Os sintomas da depressao em humanos, como descritos no DSM-IV, sdao muito dificeis
de reproduzir em animais de laboratério. Considerar que um animal estd deprimido ndo é
tarefa facil. Entretanto, existe a hipétese de que algumas espécies de animais podem exibir
alteracdes de comportamento do tipo depressivo (do inglés, depressive-like), ou seja, parecido
com alguns comportamentos apresentados pelos humanos e descritos nos manuais
anteriormente apresentados.

Até a década de 90, mais de 20 modelos animais de depressdo ja tinham sido
desenvolvidos e vdrios modelos experimentais tém sido validados para o estudo do
comportamento depressivo, principalmente em roedores (Willner e Mitchell, 2002; Duman,
2010). Estes testes possibilitam a triagem de novas drogas com efeito antidepressivo e

permitem o estudo de teorias relacionadas a etiologia de depressdao. Os modelos diferem no
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grau em que eles produzem caracteristicas que se assemelham a um estado do tipo depressivo
e testes que incluem a exposicao ao estresse sdo amplamente utilizados (Duman, 2010). Em
geral, os animais sao expostos a um evento estressante inescapavel e o comportamento deste
animal frente a esse evento € avaliado.

Paradigmas que empregam a exposi¢cdo ao estresse agudo ou subcronico incluem o
desamparo aprendido, o teste do nado forcado (TNF) e o teste da suspensao da cauda (TSC),
que empregam a exposi¢do a curto prazo ao estresse inevitdvel e incontroldvel e podem
predizer a resposta dos animais a uma droga antidepressiva. Modelos a longo prazo incluem o
estresse cronico moderado, estresse na infancia e modelos de conflito social, que podem
simular os processos que levam a depressao (Duman, 2010).

Dentre os modelos a curto prazo amplamente utilizados no estudo da depressao em
roedores, o TSC e o TNF sdo os mais utilizados. Os critérios para validacdo desses modelos
sdo adotados quanto a previsibilidade, semelhanga e homologia. Outros modelos como, por
exemplo, confronto, isolamento e interacao social, que sdo modelos de estresse psicossocial,
também sdo utilizados. Porém muitos destes modelos ndo respondem completamente aos
antidepressivos com efeito comprovado e usados atualmente na clinica, requisito este que €

essencial para a validagdo (Duman, 2010).

3.2.1 Teste do nado forcado (TNF)

O TNF € um dos modelos mais tradicionais para o estudo da depressdo em animais de
laboratério, por apresentar alto valor preditivo devido a resposta aos medicamentos
antidepressivos existentes. Proposto por Porsolt e colaboradores, em 1977, neste teste os
roedores sao expostos a uma situagdo aversiva, nadar em um tanque cilindrico com dgua,
onde eles nao podem tocar o fundo do cilindro ou fugir (escape). Com o tempo os animais
percebem que ndo tem como sair do local e desenvolvem uma postura de imobilidade, que é
observada durante um periodo total de teste de 6 min. Tanto ratos como camundongos podem

ser usados para o estudo do efeito do tipo antidepressivo de drogas através do TNF.

3.2.2 Teste da suspensdo da cauda (TSC)

O TSC apresenta um principio semelhante ao do TNF. Esse teste possui alto valor

preditivo para o efeito antidepressivo e também constitui um teste comum para o estudo de

novas drogas. Neste teste, os roedores sdao pendurados pela cauda e apds um periodo de
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movimentos de tentativas de fuga, estes desenvolvem uma postura de imobilidade, que é
resultado de uma situacio estressante e inescapavel (Steru et al., 1985; Porsolt et al., 1987).
Assim como no TNF, o TSC geralmente tem duracdo de 6 minutos onde se observa o tempo
total de imobilidade apresentado pelos animais. No entanto, diferentemente do TNF, apenas

camundongos podem ser avaliados no TSC.

3.3 Selénio

O selénio (Se; do grego aelnviov, que significa “resplendor da lua”), foi descoberto em
1817 por Jons Jacob Berzelius. Ao visitar uma fébrica de acido sulfdrico, o pesquisador
observou um liquido pardo avermelhado que, ao ser aquecido com magarico, desprendia um
odor fétido que se considerava até entdo caracteristico e exclusivo do elemento quimico
teldrio (Te). O resultado da investigacdo desse material levou ao descobrimento do selénio.
Recebeu esse nome por ser muito parecido com o Telurio (tellus, que significa “terra”). Mais
tarde, o aperfeicoamento de técnicas de andlise permitiu detectar sua presenca em diversos
minerais, porém sempre em quantidades extraordinariamente pequenas. Esse elemento esta
amplamente distribuido na crosta terrestre, fazendo parte de solos e rochas, onde raramente é
encontrado sob a forma nativa e principalmente formando ligas com cobre (Cu), junto com o

Te.

3.3.1 Caracteristicas Quimicas

O Se é um ndo-metal pertencente a familia dos calcogénios, grupo 16 da tabela
periddica, nimero atdmico 34 e massa atdmica igual a 78 u, que pode apresentar-se sob
quatro estados de oxidagao diferentes: selenato (Se+6), selenito (Se+4), selénio elementar (Seo)
e seleneto (Se'z).

Uma vez que o selénio compartilha propriedades fisicas e quimicas com o enxofre (S),
pode substitui-lo em determinadas situa¢des, promovendo importantes interagdes Se-S nos
sistemas bioldgicos. Por outro lado, as diferencas nas propriedades fisico-quimicas entre Se e
S constituem a base de seus papéis bioldgicos especificos (Stadtman, 1980). Os selendis (R-
SeH) sdo as formas correspondentes aos tidis (R-SH), em que ocorre a substitui¢do do d&tomo

de S pelo dtomo de Se (Klayman e Giinther,1973).



40

3.3.2 Biodisponibilidade

Nos mamiferos, o selénio parece ser rapidamente absorvido no duodeno, seguido pelo
jejuno e ileo. Além do trato gastrintestinal, o selénio pode ser absorvido por tecidos cutaneos
e por inalacdo. Estas duas ultimas vias de absorcdo de selénio estdo relacionadas com a
exposicao e intoxicacdo ocupacional por compostos de selénio (Wanger et al.,1976). Apos a
absor¢do, os maiores niveis de selénio estdo localizados nos eritrécitos, figado, bago, coragao,
unhas e esmalte de dentes (Martin e Gerlack, 1972). Em animais intoxicados cronicamente, o
selénio € depositado principalmente nos rins e figado, seguido pelo pancreas, baco e pulmdes
(Wilber, 1980). A primeira evidéncia de que os compostos de selénio sdo metabolizados em
animais foi determinada apds um longo periodo de tratamento com selenito de sédio. Os
animais apresentavam odor gérlico caracteristico, que posteriormente demonstrou ter sido
causado pelo seleneto de dimetila (Klayman e Gunther, 1973). Esse composto pode ser
resultado da detoxificacdo metabdlica de muitos compostos de selénio, a qual envolve uma
série de metilacdes dependentes da S-adenosilmetionina (Mozier, 1988).

A eliminacdo do selénio do organismo pode ocorrer por trés vias excretoras: urina,
fezes e ar expelido. Por ser excretado na urina essa pode ser usada como indicadora em casos
de intoxicacdes ou de exposicao a altos niveis do elemento (Valentine et al., 1978). Quando
presente em niveis normais, ou seja, nao toxicos, a principal forma de selénio encontrada na
urina € o seleno-actcar; entretanto, a presenca de trimetilselenonio na urina é o marcador
bioldgico para os casos de intoxicagdo com esse elemento (Suzuki et al., 2006). A excregdo de
selénio pelo ar expirado ocorre basicamente sob a forma do composto volatil seleneto de
dimetila que tem sido detectado na expira¢dao de individuos expostos acidentalmente a niveis

altos desse elemento (Mozier et al, 1988).

3.3.2 Atividade bioldgica

O selénio é um micronutriente essencial para todas as formas de vida (Schwartz e
Foltz, 1957), cuja concentracdo pode ocasionar deficiéncia ou toxicidade. Esse elemento €
encontrado principalmente em alimentos como a castanha-do-pard, alho, cebola, brocolis,
cogumelos, cereais, pescados, ovos e carnes (Dumont et al., 2006). A ingestdo didria
recomendada pela Junta de Alimentacdo e Nutricdo da Academia de Ciéncias dos Estados

Unidos para adultos € de 50-200 pg; porém, de fato, quando a ingestdo didria ultrapassa 400
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ng, excedendo a capacidade corporal de eliminagdo, o selénio pode provocar efeito toxicos,
denominados selenoses.

No ano de 1930, o selénio foi reconhecido como uma substincia téxica quando
cavalos do oeste da China, que se alimentaram de plantas com grande potencial de acumular
este elemento, apresentaram sintomas de envenenamento, como perda de cascos, pélos e
anemia (Spallholz, 1993). No entanto, a partir da descoberta do papel essencial do selénio, o
conceito sobre esse elemento modificou-se, sendo intensificada a pesquisa por suas
propriedades farmacoldgicas.

Os efeitos neuroprotetores do selénio t€m sido amplamente estudados, uma vez que
esse elemento desempenha um importante papel para o cérebro. Trabalhos mostram que
quando ha deplecdo de selénio no organismo, o cérebro recebe uma oferta prioritaria desse
elemento com relagdo aos outros 6rgaos (Behne et al 1988; Buckman et al 1993; Whanger
2001). A deficiéncia de selénio no cérebro altera a taxa de turnover dos neurotransmissores
(Castano et al., 1997). Baixos niveis desse elemento no plasma estdo associados com déficit
cognitivo e pacientes com doengas neurodegenerativas, como Doenca de Alzheimer,
apresentaram menores concentragdes cerebrais de selénio quando comparados a grupos com
niveis normais de selénio (Corrigan et al., 1991). Estudos de Weber et al. (1991) e
Ramaekers (1994) demonstraram que a suplementacdo com selénio pode reduzir as
convulsdes epilépticas na infincia. E ainda, em estudos pré-clinicos de dano cerebral, o

selénio apresentou um efeito neuroprotetor (Crack et al., 2001; Zafar et al., 2003).

3.3.3 O papel do selénio na regulagdo do humor

Virios estudos demonstraram o papel do selénio nas desordens do humor (Benton e
Cook, 1991; Hawkes e Hornbostel, 1996; Benton, 2002; Sher, 2008). Baixos niveis de selénio
na dieta (32-36 pg/dia) tém sido associados com um aumento na incidéncia de depressao,
ansiedade e agressividade (Finley e Penland, 1998). E altos niveis de selénio na dieta ou a
suplementacao da mesma com esse elemento (226 pg/dia) estdo associados com a melhora o
humor e a qualidade de vida (Benton e Cook, 1991; Rayman, 2000; Rayman et al., 2006;
Rayman, 2008).
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3.3.4 Compostos organicos de selénio

Nos ultimos anos, os compostos organicos de selénio tém sido alvo de interesse em
sintese organica em virtude da descoberta de suas aplicacdes sintéticas, de suas propriedades
farmacoldgicas e por apresentar menor toxicidade em relagdo as espécies inorganicas
(Parnham e Graf, 1991; Nogueira et al., 2004). Nosso grupo e também outros grupos de
pesquisa tém investigado as propriedades farmacoldgicas de moléculas contendo selénio, as
quais incluem ac¢do antioxidante (Miorelli et al., 2008), antinociceptiva (Savegnago et al.,
2007b), ansiolitica (Briining et al., 2008) e também antidepressiva (Savegnago et al., 2007a;
Acker et al., 2009; Posser et al., 2009; Jesse et al., 2010a,b).

O disseleneto de difenila, (PhSe),, e o ebselen sao moléculas lipofilicas contendo
selénio muito estudadas pelo nosso grupo de pesquisa. Dentre as intimeras propriedades
farmacoldgicas dessas moléculas (Nogueira et al., 2004; Nogueira e Rocha, 2010), com
grande relevancia destaca-se a atividade do tipo antidepressiva (Savegnago et al., 2007a;
Acker et al., 2009; Posser et al., 2009). Além disso, dados nao publicados do nosso grupo
revelam que compostos dissubstituidos derivados do (PhSe), também apresentam
propriedades semelhantes.

Em modelos experimentais de depressdo, utilizando os TSC e TNF, o efeito do tipo
antidepressivo dos compostos acima citados parece ser mediado por uma interacdo com o

sistema monoaminérgico (Savegnago et al., 2007a; Posser et al., 2009).

3.3.4.3 Selenofenos

Os selenofenos, outra classe de compostos organicos contendo selénio, também vém
sendo amplamente estudados por nosso grupo de pesquisa. S@o compostos heterociclicos
aromaticos cujo anel de cinco membros apresenta um 4tomo de selénio. Sdo ferramentas
sintéticas muito importantes em sintese organica, sendo bastante utilizadas como
intermedidrios para a obtencdo de moléculas biologicamente ativas, principalmente alguns
derivados de produtos naturais (Rhoden e Zeni, 2011). Estudos prévios ja demonstraram que
esses compostos apresentam propriedades antimicrobianas, anti-apoptdticas e antitumorais
(Abdel-Hafez, 2005; Shiah et al., 2007; Juang at al., 2007). Além disso, estudos recentes do
nosso grupo demostraram os efeitos hepatoprotetores, anticonvulsivantes, antinociceptivos,

anti-alodinicos e antioxidantes do composto 3-alquinilselenofeno (Wilhelm et al., 2009a,b,c,
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2010). No entanto, pouco se tem estudado sobre o efeito de compostos selenofenos no

comportamento depressivo.
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4 RESULTADOS

Os resultados que fazem parte dessa dissertacdo estdo apresentados em dois
capitulos. Os resultados do Capitulo 1 estdo apresentados sob a forma de artigo cientifico. Os
itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo e Referéncias Bibliograficas encontram-se
no proprio artigo. O artigo estd disposto da mesma forma que foi publicado na Revista
Neuropharmacology. Os resultados do Capitulo 2 sdao complementares aos resultados do

artigo cientifico e estdo divididos em Materiais e Métodos e Resultados.
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CAPITULO 1
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4.1 Capitulo 1

Perfil Farmacologico do Tipo Antidepressivo do 3-(4-fluorofenilselenil)-2,5-

difenilselenofeno: Envolvimento do Sistema Serotoninérgico

ANTIDEPRESSANT-LIKE PHARMA COLOGICAL PROFILE OF 3-(4-
FLUOROPHENYLSELENYL)-2,5-DIPHENYLSELENOPHENE: INVOLVEMENT
OF SEROTONERGIC SYSTEM

Bibiana M. Gay, Marina Prigol, André L. Stein, Cristina W. Nogueira
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This study evaluated the effect of 3-(4-fluorophenylselenyl)-2,5-diphenylselenophene (DPS) in the
mouse forced swim test (FST) and tail suspension test (TST), two assays predictive of depressant activity.
The involvement of serotonergic system in the effect caused by DPS was studied. The antidepressant-like
effect of combined treatment with subeffetive doses of DPS and paroxetine, a selective serotonin
reuptake inhibitor (SSRI) was investigated. Further, we verified the possible mechanism responsible for
antidepressive-like effect of DPS. The results show that DPS (50 and 100 mg/kg, p.o.) significantly
reduced the immobility time during the FST and TST, without accompanying changes in ambulation
when assessed in the open-field test. The anti-immobility effect of DPS (50 mg/kg, p.o.) in the FST was
prevented by pretreatment of mice with pCPA (100 mg/kg, i.p., once a day for 4 consecutive days, an
inhibitor of 5-HT synthesis), WAY 100635 (0.1 mg/kg, s.c., a selective 5-HT1A receptor antagonist),
ritanserin (1 mg/kg, i.p., a 5-HT2 receptor antagonist) or ondansetron (1 mg/kg, i.p., a 5-HT3 receptor
antagonist). Combined treatment with paroxetine and DPS reduced the immobility time in the FST. DPS
at the doses of 10—100 mg/kg did not produce any change in the cerebral activity of MAO-A or MAO-B.
DPS at the dose of 50 mg/kg inhibited significantly 5-HT uptake in synaptosomes. These results suggest
that DPS produced an antidepressant-like effect in the mouse FST and TST and this effect seems most
likely to be mediated through an interaction with serotonergic system, particularly by 5-HT reuptake
inhibition.
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Antidepressant-like
Serotonergic system
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1. Introduction

Depression, one of the most prevalent psychiatric diseases, has
been estimated to affect up to 21% of the world’s population and
according to WHO’s prediction, it will be the second most common
disease in 2020 (McKenna et al., 2005). Symptoms of depression
include lowered mood and reduced interest and pleasure. This
mental disorder has been implicated in the installation and/or
progression of human diseases such as cancer (Lazure et al., 2009),
cardiovascular (Musselman et al., 1998), and endocrine diseases
(Peyrot, 2003). Further, depression is considered a significant risk
factor for the development of coronary artery disease (Kendler
et al, 2009) and stroke (Neu, 2009). Numerous neural pathways
are involved in the pathophysiology of depression and a great
number of neurotransmitters participate in the wunderlying

* Corresponding author. Tel.: +55 55 3220 8140; fax: +55 55 3220 8978.
E-mail address: criswn@quimica.ufsm.br (CW. Nogueira).

0028-3908/% — see front matter © 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.neuropharm.2010.05.003

mechanisms of drugs (Altamura et al, 2008). The monoamine
hypothesis based on the deficiency of monoamines such as 5-
hydroxytryptamine (5-HT), noradrenaline (NA) and dopamine (DA)
is commonly evoked to explain the pathophysiology of depression.

Up to now, the current antidepressants in use, including tricyclic
antidepressants (TCAs), selective serotonin reuptake inhibitors
(SSRIs), monoamine oxidase inhibitors (MAOIs), all exert their
antidepressant effect by increasing the levels of monoamine
neurotransmitters. However, despite antidepressant drugs being
clinically effective, all of them also present numerous weaknesses
such as slow onset and severe side effects (Paez-Pereda, 2005).
Therefore, it is urgent to explore more promising antidepressant
drugs.

Alteration of monoamine receptors or their functions was
assumed to be involved, at least in part, in neurochemical mecha-
nisms for antidepressant effects and this body of evidence is
growing. All antidepressant treatments and especially SSRIs
increase the efficacy of 5-HT transmission at the post-synaptic
levels and finally induce post-synaptic 5-HT receptors activation.
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Seven families of 5-HT receptors (5-HT1a, 5-HT24a/2c, 5-HT2g, 5-HT3,
5-HT4, 5-HTg, 5-HT7) have been characterized and abundantly
distributed in brain regions (Hochman et al., 2003; Bockaert et al.,
2008). Lines of preclinical data suggest that post-synaptic 5-HTy4
receptors are important to the antidepressant response (Blier and
de Montigny, 1994), and these receptors have been implicated in
affective disorders (Aghajanian et al., 1990). Additionally, 5-HT;
receptors are involved in the antidepressant effect of classical drugs
(Palvimaki et al., 1999). Although 5-HT5 4, 5-HT2p, 5-HTy4, 5-HTg and
5-HT; receptors are also involved in the pathophysiology of
depression (Millan, 2006), a number of studies primarily use 5-
HT1a, 5-HT2a/2c and 5-HT3 to screening new drugs on the seroto-
nergic system (Briining et al., 2008; Savegnago et al, 2007a;
Machado et al., 2007; Posser et al.,, 2009).

Reactive oxygen species play an important role in the patho-
genesis of many diseases, particularly in neurological and psychi-
atric disorders due to the actions of these species on cell function
and the relatively high vulnerability of the central nervous system
to oxidative stress (Eren et al., 2007). In previous studies authors
have reported a positive correlation between oxidative stress and
depression and normalization of oxidative stress markers with
antidepressant treatment has been also demonstrated (Herken
et al., 2007). Thus, drugs with potential antioxidant action could
be an attractive target for treatment of depressive disorders.

Selenium is an essential trace element nutritionally important
to mammals, with physiological roles as a structural component of
several antioxidant enzymes involved in the peroxide decomposi-
tion (Ursini and Bindoli, 1987; Rayman, 2000). Studies have
reported that insufficient selenium intake may affect some
psychological parameters and that selenium supplementation was
found to be associated with an improvement in mood and
depression status (Benton and Cook, 1991, 2001). In this context,
our research group and others have investigated pharmacological
properties of organoselenium compounds, including antioxidant
(Miorelli et al., 2008), antinociceptive (Savegnago et al., 2007b),
anxiolytic (Briining et al., 2008) and antidepressant (Savegnago
et al., 2007a) actions. Accordingly, selenophene is a class of orga-
noselenium heterocycles containing a five-membered ring in the
structure, which has drawn the attention of researchers in view of
its interesting biological activities. Recent studies of our research
group have shown that selenophene compounds have hep-
atoprotective, anticonvulsant and antioxidant effects (Wilhelm
et al, 2009a, 2009b).

In view of the above considerations, in this study we used two
behavioral assays to examine if 3-(4-fluorophenylselenyl)-2,5-
diphenylselenophene (DPS), a selenophene, would exert antide-
pressant-like effect in mice. Moreover, as serotonergic system plays
a major role in the actions of antidepressant drugs (Millan, 2004),
we investigated the possible involvement of the serotonergic
system in the antidepressant-like effect of DPS in mice. The
contribution of the serotonin ( 5-HT) receptor subtypes in the effect
caused by DPS was studied. We also investigated the possible
mechanism responsible by antidepressant-like effect of DPS.

2. Materials and methods
2.1. Animals

The behavioral experiments were conducted using male Swiss mice (25-30 g)
maintained at 22—25 °C with free access to water and food, under a 12:12 h light/
dark cycle, with lights on at 6:00 a.m. All manipulations were carried out between
0800 am. and 04.00 pm 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 behavioral analyses were per-
formed by a blind evaluator to the treatment conditions. 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

3+{4-Fluorophenylselenyl}-2,5-diphenylselenophene (DPS, Fig. 1), was prepared
and characterized in our laboratory by the method previously described by Stein
et al. (2008). Analysis of the "THNMR and '*CNMR 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/HPLC. All other chemicals were
of analytical grade and obtained from standard commercial suppliers. To behavioral
assays, all drugs were dissolved in saline except DPS that was dissolved in canola oil.
DPSwas administered intragastrically (i.g.) via gavage. The mice received all drugsin
a constant volume of 10 ml/kg of body weight Appropriate vehicle-treated groups
were also simultaneously assessed.

2.3. Behavioral analyses

2.3.1. Tail suspension test (TST)

The TST is a frequently used test for antidepressant activity (Porsolt et al., 1987).
The total duration of immobility induced by tail suspension was measured according
to the methods 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. This test is reliable and rapid screening method for
antidepressants including those involving the serotonergic system.

23.2. Forced Swimming Test (FST)

The FST, as originally described by Porsolt et al. (1977ab), 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 c¢m 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 immaobile when it ceased struggling and remained floating motionless
in the water, making only those movements necessary to keep its head above water.
Adecrease in the duration of immobility is indicative of an antidepressant-like effect
(Porsolt et al,, 1977a,b).

2.33. Open-field test (OFT)

To assess the possible effects of DPS on the locomotor and exploratory activities,
mice were evaluated in an open-field. The open-field was made of polywood and
surrounded by walls 30 cm in height. The floor of the open-field, 40 cmin length and
40 cm in width, was divided by masking tape markers into 9 squares (3 rows of 3).
Each animal was 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).

2.4. Experimental procedure

To assess time-course of the antidepressant-like effect of DPS, mice were pre-
treated with DPS (50 mg kg, i.g.) or with canola 0il (10 ml/kg, i.g.) 15, 30 and 60 min
before the TST.

In order to assess the antidepressant-like effect of DPS, compound was
administered (dose range: 1-100 mg/kg, i.g.) 30 min before the TST or FST. Parox-
etine (2—16 mg/kg, intraperitoneal, i.p., route) 45 min before the TST or FST was used
as a positive control. To evaluate locomotor and exploratory activities, mice were
treated with DPS (1-100 mg/kg, i.g.) 30 min before the OFT. Control groups received
canola oil (10 ml/kg, i.g.) before tests.

To test the hypothesis that the antidepressant-like effect of DPS in the FST is
mediated through an interaction with the serotonergic system, mice were pre-
treated with p-chlorophenylalanine (pCPA, Sigma). pCPA is known to reduce the
concentration of brain 5-HT by inhibiting its biosynthesis (Koe and Weissman, 1966).
In the present experiments, mice were injected i.p. either with saline (control group)
or with pCPA. pCPA was administered at the dose of 100 mg/kg once daily for 4
consecutive days (O'Neill and Conway, 2001; Machado et al., 2007; Posser et al.,

Se F

/N
Ph~"~gg ~Ph

Fig. 1. Chemical structure of 3-{4-fluorophenylselenyl)-2,5-diphenylselenophene
(DPS).
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2009). On the fifth day (24 h after the last pCPA administration), mice received
canola oil (10 mi/kg, i.g.) or DPS (50 mg/kg, i.g.) 30 min before the test. To evaluate
locomotor and exploratory activities, mice were tested in the OFT.

To study the possible contribution of the serotonergic receptors on reducing the
immobility time, we investigated the involvement of 5-HT receptor subtypes in the
effect caused by DPS in the FST. To this end, mice were pretreated with ondasentron
(1 mg/kg, i.p., a 5-HT; receptor antagonist), ritanserin (1 mg/kg, i.p., a 5-HTaapc
receptor antagonist) or WAY 100635 (0.1 mg/kg, i.p., a 5-HT;, receptor antagonist)
and after 15 min they received DPS (50 mg kg, i.g.) or vehicle and were tested in the
FST 30 min later. In order to rule out any potential sedative effects, combined
treatment of DPS and 5-HT antagonists were tested in the OFT.

In a separate series of experiments, we investigated the possible interaction
between subeffective doses of DPS and paroxetine, a selective serotonin reuptake
inhibitor (SSRI), in the FST. To this end, mice were pretreated with paroxetine (4 mg/
kg, i.p.) or vehicle and after 10 min they received DFS (10 mg/kg, i.g.) or canola oil.
After 30 min mice were tested in the FST. The control group received canola oil
(10 ml/kg, i.g.) and saline (10 ml/kg, i.p.).

Doses and administration schedule used to conduct these experiments were
chosen on the basis of experiments previously performed (Savegnago et al., 2007a;
Briining et al., 2008) and the literature data confirm the selectivity and efficacy of
the above-mentioned treatments at the doses used (O'Neill and Conway, 2001;
Bourin et al., 2009; Taksande et al., 2009; Machado et al., 2007; Posseret al., 2009).

2.5. Ex vivo assays

2.5.1. Monoamine oxidase (MAO) activity

To test the hypothesis that the antidepressant effects of DPS is mediated through
an inhibition of MAO-A or MAO-B activity, mice were pretreated with DPS (10, 50
and 100 mg/kg, i.g.) or vehicle (canola oil, i.g.), after 30 min, animals were killed by
decapitation and the whole brains were removed.

2.5.1.1. Mitochondria preparation. A preparation of cortex mitochondria was used
for MAO assay as previously described by Soto-Otero et al. (2001). Cerebral cortices
were immediately removed and washed in ice-cold isolation medium (pH 7.4,
NazPO4/KHzPO4 isotonized with sucrose). Mitochondria from cortex were then
obtained by differential centrifugation. Briefly, after removing blood vessels and pial
membranes, cerebral cortices were manually homogenized with four volumes (wjv)
of the isolation medium. Then, the homogenate was centrifuged at 900x g at 4° C for
5 min. The supernatant was centrifuged at 12,500 =g for 15 min. The mitochondna
pellet was then washed once with isolation medium and recentrifuged under the
same conditions. Finally, the mitochondrial pellet was reconstituted in a buffer
solution (Na;PO4/KH;PO, isotonized with KCI, pH 7.4) and stored in aliquots.

2.51.2. Enzyme assay. MAO activity was determined as described by Krajl (1965)
with some modifications of Matsumoto et al. (1984). Aliquots of samples were
incubated at 37 °C for 5 min in a medium containing buffer solution (NazPO4/
KHzPOy4 isotonized with KCL, pH 7.4) and specific inhibitors, selegiline (a MAO-B
inhibitor, 250 nM) or clorgiline (a MAO-A inhibitor, 250 nM), at a final volume of
600 pl. Then kynuramine dihydrobromide (final concentration 90 mM to MAO-A
assay and 60 mM to MAO-B assay) was added to the reaction mixture as
substrate. Samples were then incubated at 37 °C for 30 min. After incubation, the
reaction was terminated by adding of 10% TCA. After cooling and centrifugation at
3000=g for 15 min, an aliquot of supematant was added to 1M NaOH. The
fluorescence intensity was detected spectrofluorimetrically with excitation at
315 nm and emission at 380 nm. The concentration of 4-hydroxyquinoline was
estimated from a corresponding standard fluorescence curve of 4-hydroxy-
quinoline. MAO-A and MAO-B activities were expressed as nmol of 4-hydroxy-
quinoline formed/mg protein.

2.5.2. Synaptosomal [*H] 5-HT uptake

To test the hypothesis that the antidepressant-like effect of DPS is mediated
throughan inhibition of 5-HT uptake, mice were pretreated with DPS(50 mg/kg, i.g.)
or vehicle (canola oil, i.g.), after 30 min, animals were killed by decapitation and the
whole brains were removed.

2.52.1. Preparation of crude synaptosomes. Crude synaptosomes were obtained as
described by Gray and Whittaker (1962 ) with some modifications. The brain (minus
the cerebellum) was placed into ice-cold sucrose solution (0.32 M, pH 7.4), cut into
small pieces and homogenized using a glass Potter—Elvehjem tube with a teflon
pestle (10 up and down strokes). The homogenate solution was centrifuged at
1000xg at 4 °C for 10 min in a refrigerated centrifuge. The pellet was discarded and
the supematant was subsequently centrifuged at 12000xg at 4 °C for 20 min. The
final pellet of this centrifugation was suspended in ten volumes of ice-cold sucrose
solution (0.32 M, pH 7.4) and then used as a crude synaptosome preparation in the
[*H] 5-HT uptake assay.

2522, fBHf 5-HT uptake assay. [3H] 5-HT uptake into synaptosomes was carried
out as described by Yura et al. (1996) with some modifications. The synaptosomal
suspension (100 pg of protein) was pre-incubated at 37 °C for 10 min in physiological

salt solution (pH 7.4, adjusted with Fosforic Acid 1%) of the following composition:
108 mM NaCl, 1 mM KCl, 27 mM NaHCO3, 1.1 mM NaH»PO4, 0.1 mM Pargyline,
0.1 mM Ascorbic Acid, 0.1 mM EDTA, 10 mM Glucose, and, 5 mM CaCl,. After pre-
incubation, [*H] 5-HT uptake was initiated by the addition of 7 nM [*H] 5-HT
(specific activity: 23 Cijmmol) and 43 nM non-radioactive 5-HT (total 5-HT: 50 nM,
final concentration). Synaptosomes were incubated for a further 2 min at 37 °C. 5-HT
uptake was stopped by the immediate placement of assay tubes into ice, followed by
centrifugation at 2000xg at 4 °C for 5 min. Final pellets were washed with cold
incubation buffer. Radioactivity present in pellet was measured in a scintillation
counter. The non-specific activity was obtained in the presence of 100 pM parox-
etine at 4 “C. Specific [3H] 5-HT uptake was indirectly estimated by subtracting the
non-specific uptake from the total uptake determined at 37 °C. Results were
expressed as f mol of 5-HT uptake/mg of protein min ",

2.6. Protein determination

The protein concentration was measured by the method of Bradford (1976),
using bovine serum albumin as the standard.

2.7. Statistical analysis

All experimental results are given as the mean + S.E.M. Comparisons between
experimental and control groups were performed by one-way or two-way analysis
of variance (ANOVA) followed by Newman—Keuls test for post-hoc comparison
when appropriate. Probability values less than 0.05 (P < 0.05) were considered as
statistically significant.

3. Results
3.1. Behavioral experiments

3.1.1. Effect of DPS in the mouse TST

Atime-course analysis of the antidepressant profile of DPS in the
TST was accomplished. The antidepressant effect of DPS reached its
peak at 30 min after i.g. administration [F (1,10) = 35.9597,
P=0.0001] (Fig. 2A). Thus, the time point (30 min) of the maximum
effect of DPS was chosen for all further studies.

The immobility time in the TST of animals treated with DPS is
shown in Fig. 2B. DPS at the doses of 50 and 100 mg/kg, given
30 min earlier by i.g. route, decreased the immobility time in the
TST [F(5,36) = 45.8762, P < 0.00001]. The effect of DPS on the TST
has lack of dose-dependency. The positive control, paroxetine, at
doses of 8 and 16 mg/kg, given 45 min earlier by i.p. route,
decreased the immobility time in the TST [F (4,25) = 203,1555,
P < 0.00001] (Fig. 3A)

3.12. Effect of DPS in the mouse FST

The immobility time in the FST of animals treated with DPS is
shown in Fig. 2C. DPS at the doses of 50 and 100 mg/kg, given (30 min
earlier) by ig. route, decreased the immobility time in the FST
[F (5,24) = 1109362, P < 0.00001]. The effect of DPS on the FST has
lack of dose-dependency. The dose of 50 mg/kg of DPS was chosen for
all further studies. The positive control, paroxetine, at doses of 8 and
16 mg/kg, given 45 min earlier by i.p. route, decreased the immobility
time in the FST [F(4,25) = 64,2712, P < 0.00001] (Fig. 3B)

3.1.2.1. Involvement of serotonergic system

3.1.2.1.1. Effect of pretreatment with pCPA on the antidepressant-
like activity of DPS. Results depicted in Fig. 4 show that pretreat-
ment of mice with an inhibitor of 5-HT synthesis, pCPA (100 mg/kg
i.p. once a day for 4 consecutive days), was effective in reversing the
antidepressant-like effect of DPS (50 mg/kg, i.g.) in the mouse FST[F
(1,20) = 59.7815, P < 0.0001].

3.1.2.12. Role of the serotonergic receptors in the antidepressant-
like effect of DPS. Fig. 5 shows that the pretreatment of mice with
ondasentron (1 mg/kg, i.p., a 5-HT3 receptor antagonist) blocked
the effect of DPS (50 mg/kg, i.g.) in the FST [F (1,20) = 27.8961,
P < 0.0001]. Pretreatment of mice with ritanserin (1 mg/kg, i.p.,a 5-
HT; receptor antagonist) prevented the antidepressant-like effect
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Fig. 2. Time-course of the antidepressant-like effect caused by DPS (50 mg/kg, ig.) in
the mouse TST; DPS was administered 15, 30 and 60 min before the TST (6 mice/group)
(Panel A). Effect of an acute administration of DPS in the mouse TST (Panel B) e FST
(Panel C); DPS (1-100 mg/kg) was intragastrically administered 30 min before the test
(7 and 5 mice/group, respectively). Control values indicate the animal administered
with canola oil. Values are expressed as mean + S.EM and the asterisks denote the
significance levels when compared to control group (one-way ANOVA followed by
Newman—Keuls) ***P < 0.0001.

caused by DPS (50 mg/kg, i.g.) in the FST [F (1,20) = 42.9864,
P < 0.0001](Fig.5). Pretreatment with WAY 100635 (0.1 mg/kg, s.c.,
a 5-HT4 receptor antagonist) reversed the antidepressant-like
effect of DPS (50 mg/kg, i.g.) in the FST [F (1,20) = 37.0049,
P < 0.0001] (Fig. 5).

3.1.2.1.3. Effect of DPS and paroxetine combination on immobility
time in the FST. The results depicted in Fig. 6 show the effect of
paroxetine (4 mg/kg, i.p., a subeffective dose) and DPS (10 mg/kg,
i.g., a subeffective dose) on the mice immobility time in the FST.
Two-way ANOVA showed a significant effect of drug treatment on
immobility time in the FST for groups of animals given subeffective

time in the SFT compared to the vehicle-treated group.
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Fig. 4. Effect of pretreatment with pCPA (100 mg/kg; ip. once a day per 4 consecutive
days) on DPS-induced reduction in the immobility time in the mouse FST. DPS (50 mg/
kg) was intragastrically administered 24 h after the last pCPA administration and
30 min before the test. Values are expressed as mean = S.EM. of 7 animals.
***P < 0.0001 when compared to the vehicle-treated control; *P < 0.0001 as compared
to the DPS group pretreated with wehicle (two-way ANOVA followed by
Newman—Keuls).
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Fig. 5. Effect of pretreatment with ondasentron (“Ond”; 1 mg/kg, ip.), ritanserin (“Rit"; 1 mg/kg, i.p.) or WAY 100635 (“WAY"; 0.1 mg/kg, i.p.) on DPS {50 mg/kg, i.g.}-induced
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Data were analyzed by two-way analysis of variance (ANOVA) followed by Newman—Keuls test ***P < 0.001 when compared to the vehicle-treated control; *P < 0.0001 as

compared to the DPS group pretreated with vehicle.

3.1.3. Effect of DPS in the mouse OFT

Table 1 shows that DPS 1-100 mg/kg, given by i.g. route, did not
produce any change in the number of crossings [F (5,30) = 0.7996,
P = 0.5587] and rearings [F (5,30) = 1.2942, P = 0.2926] in the OFT.

pCPA 100 mg/kg ip. [F(1,20) = 1.6649, P = 0.2116], ritanserin
1 mg/kg ip. [F(1,20) = 0.1080, P = 0.7458], WAY 100635 0.1 mg/kg
s.c. |F (1,20) = 0.5058, P = 0.4851] or ondasentron 1 mg/kg i.p.
[F(1,20) = 11627, P =0.2937] did not alter the locomotor activity of
mice when compared to the vehicle-treated group. The number of
rearings were not changed: F (1,20) = 1.1815, P = 0.2899 to pCPA,
F (1,20) = 0.1179, P — 0.7349 to ritanserin, F (1,20) — 0.0448,
P = 0.8343 to WAY 100635 and F (1,20) = 0.5585, P = 0.4635 to
ondasentron.

Pretreatment with 50 mg/kg DPS and 5-HT antagonists did not
produce any change in the locomotor activity: F (1,20) = 0.0112,
P = 0.9116 to pCPA, F(1,20) = 0.6813, P = 0.4188 to ritanserin, F
(1,20) = 1.2720, P = 0.2727 to WAY 100635 and F (1,20) = 1.8186,
P = 0.1925 to ondasentron. Exploratory activity was not changed: F
(1,20) = 3.9463, P= 0.0608 to pCPA, F(1,20) = 0.1179, P = 0.7349 to
ritanserin, F (1,20) = 1.1216, P = 0.3021 to WAY 100635 and F
(1,20) = 0.2338, P = 0.6339 to ondasentron.

3.2. Ex vivo assays

3.2.1. Effect of DPS on MAO-A and MAO-B activities
Table 2 shows the effect of DPS on the cerebral activity of MAO-A
and MAO-B. DPS at the doses of 10, 50 or 100 mg/kg, given by i.g.
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Fig. 6. Effect of subeffective doses of DPS (10 mg/kg, i.g.) and paroxetine (Prx; 4 mk/kg,
i.p.) on the immobility time in the mouse FST. DPS was administered 10 min after
paroxetine and 30 min before the test. Values are expressed as mean = SEM. of 6
animals. ***P < 0.0001 as compared to the DPS group pretreated with vehicle (two-
way ANOVA followed by Newman-—Keuls).

route, did not alter the cerebral activity of MAO-A [F(2,30) = 0.2511,
P = 0.8595] or MAO-B [F(2,30) = 0.1229, P = 0.9454] in mice.

3.2.2. Effect of DPS on [*H] 5-HT uptake

Fig. 7 shows the effect of DPS on the synaptosomal 5-HT uptake.
A single dose of 50 mg/kg DPS, given by i.g. route, inhibited
significantly [F (1,4) = 11.7719, P = 0.0223] the synaptosomal 5-HT
uptake around of 55.6%.

4. Discussion

The TST and FST are well-established screening paradigms for
antidepressants. In these tests, mice are induced to a characteristic
behavior of immobility which has been proposed to reflect a state of
despair which is reduced by several agents therapeutically effective
in human depression. This immobility, referred to as behavioral
despair in animals, is claimed to reproduce a condition similar to
human depression (Steru et al., 1985).

The results presented here show that DPS, an organoselenium
compound of the selenophene class, is effective in producing
significant antidepressant-like effects, which were not dose-
dependent, when assessed in the FST and in TST. Similarly, other
organoselenium compounds are also effective in reducing immo-
bility time in the FSTand TST (Savegnago et al., 2007a). The present
study showed that DPS, at doses that produced an antidepressant-

Table 1
Effect of acute administration of DPS and its combined treatment with 5-HT
antagonists on the mouse open-field test (OFT).

Group Crossing number Rearing number
Control 66.52 + 2.83 38.16 +2.19
DPS 1 mg/kg 72.16 + 4.81 35.00 +2.52
DPS 5 mg/kg 71.66 + 1.02 34.67 + 1.68
DPS 10 mg/kg 64.33 + 3.85 31.50 +2.98
DPS 50 mg/kg 71.66 + 3.93 3250 +1.22
DPS 100 mg/kg 69.33 + 3.91 3533 + 095
pCPA 100 mg/kg 70.33 +2.16 3133 +6.28
pCPA 100 mg/kg + DPS 50 mg/kg 76.16 + 10.16 34.50 + 6.41
Rit 1 mg/kg 68.16 + 8.13 34.33 +7.32
Rit 1 mg/kg + DPS 50 mg/kg 67.83 + 7.57 34.83 + 4.62
WAY 100635 0.1 mg/kg 71.66 + 4.59 35.16 + 8.52
WAY 100635 0.1 mg/kg + DPS 50 mg/kg 70.50 + 5.09 34.50 + 4.80
Ond 1 mg/kg 74,00 + 8.29 35.83 £ 5.63
Ond 1 mg/kg + DPS 50 mg kg 70.83 + 426 32.00 + 4.04

DFS (dose range 1-100 mg/kg) was administered orally 30 min before the test. To
interaction studies DPS 50 mg/kg was administered 15 min after antagonists and
30 min before the test. Values are expressed as mean + S.E.M of 6 animals/group.
The significance level was determined by one-way ANOVA followed by New-
man—Keuls test.
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Table 2
Effect of DPS on the mouse cerebral activity of MAO-A and MAO-B (nmol of 4-
hydroxyquinoline/mg protein).

Group MAO-A MAO-B

Control 2962 + 257 139.04 + 8.00
DPS 10 mg kg 2846 + 1.49 133.65 + 8.66
DPS 50 mg kg 2845+ 1.27 139.65 + 3.46
DPS 100 mg/kg 27.59 + 0.81 137.52 £ 922

DFS (dose range 10-100 mg/kg) was intragastrically administered 30 min before ex
vivo assay. Values are expressed as mean + S.E.M of 6 animals/group. The signifi-
cance level was determined by one-way ANOVA followed by Newman—Keuls test.

like effect, did not significantly change the behavioral performance
of animals when evaluated in the OFT. This indicates that a psy-
chostimulant effect is not responsible for the decrease in the
immobility elicited by DPS in both tests, the FST and TST.

Depressive disorder has been associated with disturbances of
brain 5-HT activity and data concerning 5-HT variations in
depression have probably been the most widely studied. The
serotonergic hypothesis of depression connected depressive
symptoms with a reduced 5-HT concentration in the brain synapse
and, on the other hand, the mechanism of antidepressant action
with the enhancement of concentration of this neurotransmitter
(Schildkraut, 1965). Drugs affecting 5-HT neurotransmission, such
as those that inhibit 5-HT reuptake at nerve terminals or its
catabolism (MAOIs), are effective in depression treatment (Millan,
2004). Further, it has been reported the involvement of 5-HT
receptors in the mechanism of action of drugs with antidepressant-
like effect in different behavior assays (Savegnago et al, 2007a).
Thus, in this study the pharmacological involvement of seroto-
nergic system in the anti-immobility effect caused by DPS in the FST
was evaluated.

In order to investigate a possible contribution of the 5-HT
transmission in the antidepressant-like effect of DPS in the FST, the
animals were pretreated with pCPA, a tryptophan hydroxylase
inhibitor, at a dose known to decrease the cortical content of 5-HT.
The depletion of 5-HT by pCPA did not alter the baseline activity in
the FST but completely antagonized the antidepressant-like action
caused by DPS. The ability to eliminate the antidepressant-like
effect of DPS by 5-HT depletion supports the hypothesis that the
behavioral effects of DPS require the 5-HT system to be intact
Additionally, we also demonstrated that 5-HT1a, 5-HTza2¢ and 5-
HT3 receptors are involved in the antidepressant-like effect of DPS
in the FST. An evidence of the involvement of 5-HT 4 receptors in
the antidepressant-like effect of DPS was given by the finding that
the selective 5-HT14 receptor antagonist, WAY 100635, was able to
prevent its anti-immobility effect in the FST. It has been suggested
an involvement of the 5-HTj 4 receptors in the mechanism of action
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Fig. 7. Effect of DPS (50 mg/kg, i.g.) on synaptosomal E3H] 5-HT uptake. Values are
expressed as mean £+ SEM. of 3 animals. *P < 0.05 when compared to the vehicle-
treated control (one-way ANOVA followed by Newman—Keuls).

of several classes of antidepressant drugs, including TCAs, SSRIs and
IMAOs (Hirvonen et al., 2008). Recent researches about novel drugs
with antidepressant-like effect have shown that this can involve
the 5-HTy 4 receptors (Ago et al., 2003 ). Another interesting result of
the present study was the fact that the antidepressant-like effect of
DPS in the FST was prevented by pretreatment with ritanserin, a 5-
HT2a/2c receptor antagonist. Studies also showed that 5-HT2a/2c
receptor is involved in the antidepressant-like effect of different
drugs in behavioral assays (Palvimaki et al., 1999; Savegnago et al.,
2007a). In this study we demonstrated that the antidepressant-like
effect of DPS in the FST was blocked by the pretreatment of mice
with ondansetron, a 5-HT3 receptor antagonist. These results are
consistent with previous studies of our research group that showed
the blockade of antidepressant-like effect of diphenyl diselenide, an
organoselenium compound, by ondansetron (Savegnago et al.,
2007a). Thus, the results demonstrated that selective antagonists
of 5-HT1a (WAY 100635), 5-HT: (ritanserin) and 5-HT3 (ondanse-
tron) receptors, consistently reversed the antidepressant-like effect
caused by DPS when analyzed in the mouse FST. Therefore, the
involvement of 5-HTqp, 5-HT2ap2c and 5-HTs, serotonergic recep-
tors, in the antidepressant-like effect of DPS was evidenced.

In the present study, concomitant administration of DPS (10 mg/
kg, i.g.) and paroxetine (4 mg/kg, i.p.), both given at subeffective
doses, reduced the immobility time in the FST. SSRIs have been
approved for the treatment of depression and several studies have
shown that a single intraperitoneal injection of SSRIs increased the
extracellular concentration of 5-HT in brain (Felton et al., 2003).
The SSRIs drugs are believed to elicit their clinical antidepressant
effects by blocking 5-HT reuptake at the synapse, resulting in an
elevation of extracellular 5-HT concentrations in the limbic regions
of brain which can act upon various post-synaptic 5-HT receptors
(Bundgaard et al., 2006). Studies demonstrated that SSRIs causes
marked and persistent occupancy of 5-HT receptors in the brain,
which may be involved, in part, in the mechanism of action of this
class of antidepressant drugs (Palvimaki et al., 1999).

In this study, we investigated the possible neurochemical
mechanism responsible for the antidepressant-like effect of DPS in
mice. To test the hypothesis that DPS acts by inhibiting the
monoamine degradation, the effect of DPS (50 mg/kg, i.g.) on the
cerebral MAO activity in mice was carried out. The mitochondrial
protein MAOQ exists as two isoforms, MAO-A and MAO-B, that differ
in tissue distribution, substrate specificity and drug sensitivity
(Shih et al.,, 1999). MAO-A is responsible for the metabolization of
both 5-HT and NA. DA is a common substrate for both subtypes
(Krishnan, 2007). In general, inhibitors of MAO cause an increase in
the amount of monoamines released from the nerve terminals, thus
increasing monoaminergic activity. Previous studies showed that
the pharmacological inhibition of MAO-A by antidepressant drugs,
or its constitutive deletion, induces an increase in tissue and
extracellular levels of both 5-HT and NA in various brain areas
(Evrard et al., 2002; Finberg et al., 1993). An interesting finding of
our study was that a single dose of DPS did not alter MAO-A or
MAO-B activity in whole brain preparations. Thus the inhibition of
MAO activity is not responsible by the anti-immobility effect eli-
cited by DPS in the mouse SFT, supporting the fact that another
mechanism of action is related to the antidepressant-like effect of
the studied compound.

Increasing synaptic availability of monoamines is a well-estab-
lished mechanism of action of many antidepressants. Drugs that
block 5-HT post-synaptic transporters are widely used in the
depression treatment, since increase the 5-HT cerebral levels
(Altamura et al.,, 2008). In order to evaluate whether action of DPS
could be involved in a selective effect on 5-HT neurotransmission,
inhibiting 5-HT reuptake at nerve terminals, we investigated the
effect of a single dose of DPS (50 mg/kg, i.g.) on the synaptosomal
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[H] 5-HT uptake. Our present result shows that a single adminis-
tration of DPS, 30 min before assay, produced a significant inhibi-
tion (around of 55.6%) of the synaptosomal [H] 5-HT uptake. It
suggests that a single dose of DPS elicited an antidepressant-like
effect by interaction with 5-HT transporters, thereby increasing the
levels of 5-HT and leading to the indiscriminate activation of all 5-
HT receptors in the brains of mice. Further, this result could explain
the additive effect produced by co-administration of DPS and
paroxetine at subeffective doses.

The exact underlying mechanisms by which DPS elicits its anti-
depressant-like effect are not completely understood and require
additional research using different animal and clinical models of
depression. However, the results support that DPS induced an anti-
depressant-like action in both the mouse FST and TST, which is not
due to any psychostimulant effect. The in vivo findings suggest that
this effect is mediated through an interaction with central seroto-
nergic system, most strongly associated with 5-HT reuptake.
According to ex vivo results presented here, the antidepressant-like
mechanism of DPS might be related to the increase in mono-
aminergic activity via inhibition of 5-HT uptake leading to an
enhanced serotonergic transmission and an interaction with 5-HT
receptor subtypes in the brain. Additional studies performing a full
receptor binding screen across a variety of receptors are required to
demonstrate if the effects of DPS seen on the 5-HT receptors are direct
or indirect. Thus, DPS may have potential therapeutic value for the
treatment of depressive disorders.
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4.2 Capitulo 2

4.2.1 Materiais e Métodos
4.2.1.1 Drogas

Os compostos selenofenos, cujas formulas estruturais estdo representadas na Figura 1,
foram preparados e caracterizados em nosso laboratério pelo método previamente descrito por
Stein et al. (2008). O composto DPS, estudado no Capitulo 1, por motivos didaticos, foi
denominado selenofeno d. Os compostos foram diluidos em 6leo de canola e administrados
pela via intragastrica (i.g.) em volume fixo de 10 mL/kg de peso corporal. A paroxetina foi
diluida em salina e administrada pela via intraperitoneal (i.p.). As doses, as vias de
administracio e os tempos de tratamento das drogas foram baseados no estudo apresentado no

Capitulo 1.

— R
Se—\ / R; = CgHs,CH; (CH,);
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Figura 1. Estrutura quimica dos selenofenos (a-f) estudados.
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4.2.1.2 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos, pesando entre 25 e 30g, provenientes
do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). Os animais foram
acondicionados sob condi¢des de temperatura de 22 + 2°C e mantidos em um ciclo de 12h
luz/12h escuro. A dieta foi constituida de racdo comercial (GUABI, RS, Brasil) e dgua fresca
ad libitum.

Todos os testes foram realizados com grupos separados de animais (n = 6) e cada
animal foi usado apenas uma vez em cada teste. Todos os procedimentos foram realizados
para minimizar o sofrimento e reduzir o nimero de animais usados nos experimentos. Apds a
realizacdo dos testes comportamentais, os animais foram submetidos a eutandsia por

deslocamento cervical.

4.2.1.3 Teste do Nado Forcado (TNF)

O TNF, originalmente descrito por Porsolt et al. (1977a,b), é um modelo
farmacol6gico comumente usado para verificar o efeito antidepressivo de novas drogas. Neste
teste, os camundongos foram for¢ados a nadar individualmente em recipientes cilindricos, de
10 cm de didmetro e 25 cm de altura, contendo 19 cm de dgua a 25+1°C. Os animais
receberam os selenofenos (a-f) na dose de 50 mg/kg, via i.g., 30 minutos antes do teste. Esta
dose e tempo de administracdo foram baseados nos resultados do Capitulo 1, onde o
composto DPS (selenofeno d) apresentou efeito do tipo antidepressivo maximo. A paroxetina,
na dose de 16 mg/kg, via i.p., foi administrada 45 minutos antes do teste e usada como
controle positivo. O tempo de imobilidade foi observado durante os 4 dltimos minutos de um
periodo total de 6 minutos. Os animais do grupo controle receberam 6leo de canola, i.g., e
salina (i.p.), 30 e 45 minutos antes do teste, respectivamente. Neste teste, um decréscimo no
tempo de imobilidade € um indicativo de efeito do tipo antidepressivo (Porsolt et al.,

1977a,b).

4.2.1.4 Analise Estatistica

Todos os resultados foram expressos como média + erro padrao (EP). Os dados foram

analisados pelo teste de normalidade de D'Agostino seguido pela comparagdo dos grupos
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experimentais usando o teste t para amostras independentes. Os valores de P < 0,05 foram

considerados significativos.
4.2.2 Resultados
4.2.2.1 Efeito dos selenofenos a-f no TNF

O tratamento dos animais com paroxetina 16 mg/kg, administrada pela via i.p., causou
uma significante reducdo no tempo de imobilidade dos animais no TNF (68 %), quando
comparado com os animais do grupo controle (Figura 2).

O teste ¢ para amostras independentes revelou diferenca significativa entre os grupos
tratados com os difenilselenofenos ¢ (P < 0.01), d (P < 0.001) e e (P < 0.05), quando
comparados aos animais do grupo controle (Figura 2). Tais compostos, substituidos com
cloro, fldor e trifldor, administrados pela via i.g. na dose de 50 mg/kg, 30 minutos antes do

teste, reduziram significativamente o tempo de imobilidade dos camundongos no TNF cerca
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Figura 2. Efeito dos selenofenos (a-f) sobre o tempo de imobilidade observado no TNF em
camundongos. Os compostos a-f foram administrados na dose de 50 mg/kg, pela via i.g., 30
minutos antes do teste. A paroxetina, na dose de 16 mg/kg, administrada pela via i.p. 45
minutos antes do teste, foi usada como controle positivo. Os animais do grupo controle
receberam apenas 6leo de canola. Os resultados foram expressos como média = EP (n = 7
animais por grupo). Os asteriscos denotam o nivel de significincia em comparacdo ao grupo
controle *** P < 0.001, ** P < 0.01 e * P < 0.05 (teste t). @ denota P < 0.05 quando

comparado ao grupo tratado com o difenilselenofeno d (teste t).
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de 24 %, 57 % e 17 %, respectivamente. A andlise estatistica demonstrou uma diferenca
significativa entre os efeitos anti-imobilidade dos compostos ¢ € € no TNF em comparacao
aos animais tratados com o difenilselenofeno d.

O tratamento dos camundongos com os difenilselenofenos a e b, e o dibutilselenofeno
f ndo alterou o tempo de imobilidade dos animais no TNF em comparacdo ao grupo de

animais tratado com veiculo (Figura 2).
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5 DISCUSSAO

Os selenofenos sdao uma importante classe de compostos heterociclicos contendo
selénio. Sdo intermedidrios sintéticos muito utilizados em quimica orgéanica, consistindo numa
ferramenta sintética bastante ttil (Rhoden e Zeni, 2011). Muitos trabalhos tém demonstrado o
efeito bioldgico e o potencial farmacolégico de diferentes moléculas pertencentes a essa
classe (Abdel-Hafez, 2005; Xiao e Parkin, 2006; Juang et al., 2007; Shiah et al., 2007;
Wilhelm et al., 2009a,b,c, 2010). Este trabalho demonstrou, pela primeira vez, que o
composto 3-(4-fluorofenilselenil)-2,5-difenilselenofeno, que foi genericamente denominado
DPS (Capitulo 1) ou selenofeno d (Capitulo 2), apresentou efeito do tipo antidepressivo em
camundongos, provavelmente por interagir com o sistema serotoninérgico (Capitulo 1). Além
disso, os resultados complementares aqui mostrados sugerem que modificagdes na estrutura
quimica dessa molécula parecem afetar de modo significativo o efeito comportamental
observado.

Na primeira parte desse trabalho (Capitulo 1), avaliou-se o efeito do tipo
antidepressivo do DPS wusando dois modelos comportamentais de depressdo em
camundongos: TSC e TNF. Os resultados deste trabalho mostraram que o DPS produziu
significante efeito do tipo antidepressivo. O selenofeno, administrado pela via i.g. nas doses
de 50 e 100 mg/kg, 30 minutos antes do teste, reduziu significativamente o tempo de
imobilidade dos animais tanto no TSC como no TNF. Esses modelos sio comumente usados
para o screening pré-clinico de drogas com propriedades antidepressivas e respondem
adequadamente aos antidepressivos com efeito comprovado e usados atualmente na clinica.
De fato, o controle positivo usado neste trabalho, em ambos os testes, paroxetina (Figura 4,
pagina 36 e Figura 2, pdgina 65), antidepressivo pertencente a classe dos ISRSs, também
reduziu significativamente o tempo de imobilidade dos animais, o que reforca que estes testes
sao preditivos de drogas com efeito antidepressivo.

O efeito observado nos testes comportamentais utilizados nesse trabalho poderia ser
erroneamente interpretado caso o composto estudado apresentasse algum efeito
psicoestimulante. No entanto, como a administracdo de DPS, nas doses em que apresentou
efeito do tipo antidepressivo em camundongos, ndo alterou a atividade locomotora e/ou
exploratéria dos animais, pode-se afirmar que a reducdo no tempo de imobilidade observada

no TSC e no TNF é um parametro vélido que pode ser usado para demonstrar o efeito
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comportamental do tipo antidepressivo do DPS, que ndo €é devido a um efeito
psicoestimulante do mesmo.

Sabendo-se que o composto estudado apresentou efeito do tipo antidepressivo em
camundongos, escolheu-se o TNF para verificar o mecanismo pelo qual o DPS desempenha
tal efeito. Um considerdvel nimero de trabalhos tem se dedicado ao estudo do mecanismo de
acdo dos antidepressivos e atualmente € amplamente aceito que um aumento na
neurotransmissao serotoninérgica central constitui um fator terapéutico importante para o
efeito farmacoldgico de tais drogas (Millan, 2004, 2006; Kriegebaum et al., 2010). Assim, a
fim de testar a hipdtese de que o sistema serotoninérgico estd envolvido no mecanismo de
acdo do DPS, os animais foram tratados com pCPA. Esta droga é um inibidor da enzima
TrpOH e, administrada na dose de 100 mg/kg durante 4 dias, € capaz de reduzir os niveis
cerebrais de 5-HT (Koe e Weissman, 1966). Interessantemente, a administracio de pCPA
antagonizou completamente o efeito comportamental promovido pelo DPS no TNF. Esses
resultados sugerem que, para desempenhar seu efeito do tipo antidepressivo, o DPS necessita
que a transmissdo serotoninérgica esteja intacta. Isto estd de acordo com outros trabalhos que
mostraram que o pCPA bloqueia o efeito do tipo antidepressivo de drogas comumente usadas
na terapia da depressdo, como a fluoxetina, por exemplo, e também de novas drogas com agdo
do tipo antidepressiva (Duarte et al., 2007; An et al., 2008), mostrando a importincia da
serotonina para o mecanismo de a¢do das mesmas.

Além disso, os resultados deste trabalho demonstraram que o0s receptores
serotoninérgicos também estdao envolvidos nos efeitos comportamentais promovidos pelo
DPS em camundongos. O efeito do tipo antidepressivo do DPS no TNF foi completamente
bloqueado pela pré-administracdo de antagonistas dos subtipos 5-HT;a, 5-HT2a2c € S-HTs.
De acordo com esses resultados, diversos trabalhos tem mostrado o envolvimento dos
receptores serotoninérgicos no efeito do tipo antidepressivo de diferentes drogas (Savegnago
et al., 2007a; Sugimoto et al., 2010; Ulak et al., 2010; Jesse et al., 2010a,b). De fato, a maioria
dos medicamentos antidepressivos pode interagir direta ou indiretamente com multiplos
receptores, resultando nos seus efeitos farmacolégicos (Kent et al., 2000; Millan, 2004).
Similarmente, drogas que interagem com o sistema serotoninérgico, aumentando os niveis
cerebrais de 5-HT (Bundgaard et al., 2006), podem levar a ativagdo dos receptores de 5-HT,
que estdo associados, pelo menos em parte, aos efeitos terapéuticos dessas drogas (Stahl,
1998; Palvimaki et al., 1999). Os ISRSs, por exemplo, sdo as drogas mais utilizadas para o
tratamento da depressdo atualmente e sabe-se que, em animais, uma unica administracdo €

capaz de aumentar significativamente os niveis extracelulares de 5-HT (Felton et al., 2003).
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Desse modo, uma vez que os resultados até aqui descritos levaram a hipétese de que a
acdo anti-imobilidade do DPS no TNF provavelmente estd relacionado ao sistema
serotoninérgico, o efeito comportamental da interacdo de doses subefetivas de DPS e
paroxetina, o ISRS mais potente conhecido atualmente (Chavez-Leon et al., 2008), foi
avaliado. Observou-se que a administracdo conjunta de DPS e paroxetina, em doses em que
antes ndo desempenhavam nenhum efeito comportamental nos camundongos, foi capaz de
reduzir o tempo total de imobilidade no TNF. Com base nos resultados desse experimento,
pode-se supor que o composto estudado influencie de alguma forma as alteracdes
neuroquimicas produzidas pela paroxetina, agindo sinergicamente com a mesma e resultando
numa potencializacao do seu efeito comportamental no TNF.

Partindo do pressuposto de que o DPS atuaria aumentando os niveis cerebrais de 5-
HT, o possivel mecanismo neuroquimico envolvido no efeito do tipo antidepressivo do DPS
foi investigado. As drogas antidepressivas atualmente conhecidas, que afetam a transmissao
serotoninérgica, aumentando os niveis cerebrais de 5-HT, podem agir por dois mecanismos:
a) inibir o catabolismo da 5-HT, como no caso dos IMAOQOs, ou b) inibir a captacdo de 5-HT a
nivel de neurdnio pré-sindptico, como os ISRSs. Os resultados deste trabalho mostraram que
o DPS, em uma dose em que apresentou efeito do tipo antidepressivo em camundongos, ndo
inibiu a atividade cerebral de nenhum dos subtipos da enzima MAO. A inibi¢cdo do
catabolismo da 5-HT ndo estd relacionada, portanto, com o mecanismo de a¢do antidepressiva
do DPS em camundongos, o que suporta o fato de que outro mecanismo estd envolvido no
efeito comportamental deste selenofeno.

Assim, testou-se a hipétese de que o DPS poderia interagir com o mecanismo de
recaptacdo de 5-HT pelo neurdnio pré-sindptico. Interessantemente, a administragcdo de DPS
foi capaz de reduzir cerca de 55,6% a captagcao de 5-HT pelos sinaptossomas de cérebro dos
camundongos tratados com uma dose em que o composto produz efeito do tipo
antidepressivo. Estes resultados sugerem que o DPS pode interagir com o transportador de 5-
HT pré-sinaptico e aumentar os niveis centrais de 5-HT, levando a ativagdo dos receptores
serotoninérgicos e podendo ser o principal responsavel pelo seu efeito do tipo antidepressivo.
Este fato também pode ajudar a explicar o efeito sinérgico produzido pela co-administragao
de DPS e paroxetina, em doses subefetivas.

A Figura 1 (pagina 63) apresenta um esbo¢o do possivel mecanismo de acdo proposto
para o efeito do tipo antidepressivo promovido pelo DPS em camundongos. Provavelmente
essa droga atua inibindo a recaptacdo de 5-HT pelo transportador pré-sindptico, promovendo

um aumento dos niveis dessa monoamina na fenda sindptica. A elevacdo nas concentracdes de
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5-HT no espago extracelular pode ativar indiscriminadamente todos os subtipos de receptores
serotoninérgicos, transmitindo o sinal neuronal e sendo responsdvel por seu efeito
farmacolégico (Figura 1B). Nao se pode descartar, no entanto, que o DPS também possa

ativar os receptores serotoninérgicos pos-sindpticos ligando-se diretamente a eles (Figura 1C).

Neurdnio
pré-sindptico

Neurdnio
poés-sinaptico

</ Seratonina (5-HT) v Receptor 5-HT

§§§ Seratonina apos agdo da MAO v Receptor 5-HT L/
0 DPS u Receptor 5-HT 5

Figura 1. Mecanismo de acdo proposto para o DPS (B e C). A representa uma sinapse

neuronal em auséncia de DPS.

A inibi¢do da recaptacdo de 5-HT € o mecanismo que melhor explica os efeitos
comportamentais promovidos pelo DPS, principalmente se levarmos em conta sua estrutura
quimica. Além de o selénio estar presente como heterodtomo no anel de cinco membros do
DPS, ele também esta presente ligado ao carbono 3 desse anel. Nos organismos vivos, o
selénio e também as moléculas organicas contendo esse elemento podem interagir com grupos

funcionais das biomoléculas, modificando sua estrutura e/ou propriedades bioldgicas. Eles
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ligam-se principalmente aos grupos tidis (SH), o que pode estar fortemente envolvido com as
propriedades farmacoldgicas desses compostos (Nogueira et al., 2004; Nogueira e Rocha,
2010). Assim, a presenca de dois d&tomos de selénio em sua estrutura pode levantar a hipdtese
de que o DPS inibe a atividade do transportador de 5-HT através de uma possivel ligacdo aos
sitios redox dessa proteina. AlteracOes estruturais na molécula de DPS poderiam prejudicar
e/ou atrapalhar a interacdo do DPS com o transportador de 5-HT mediada pelo selénio.

Além disso, a formula estrutural do DPS possui uma por¢ao “fluorofenil” que é
comum a outras drogas que também inibem a captacdo de 5-HT. Essa por¢ao também esta
presente na molécula da paroxetina e do citalopram, os ISRSs mais potente e seletivo,
respectivamente (Figura 2, pdgina 65) (Chavez-Leon et al., 2008). A por¢do “trifluorofenil”,
com trés atomos de fldor ligados a fenila, presente na molécula da fluoxetina (Figura 4,
pagina 36), a primeira droga dessa classe descoberta, também lhe confere certa similaridade
estrutural. A presenca das porcdes “fluorofenil” ou “trifluorofenil” na estrutura quimica destes
ISRSs esté intimamente relacionada a seletividade destas drogas pelo transportador de 5-HT e
a poténcia com que as mesmas o inibem (Silverman, 1992). Sabe-se que a presenca de flior
em determinadas posi¢des de uma molécula pode aumentar sua meia vida no organismo, ou
modular suas propriedades fisico-quimicas, como acidez, basicidade e lipofilicidade, além de
poder gerar mudangas conformacionais e aumentar a afinidade do farmaco por uma proteina-
alvo, o que estd diretamente ligado, portanto, aos seus efeitos farmacoldgicos (Silverman,
1992; Dolbier, 2005). No entanto, a existéncia de uma relagdo direta entre a estrutura quimica
dos antidepressivos e a capacidade de ligacdo ao transportador de 5-HT, levando a sua
inibicdo, ainda ndo estd bem definida (Apparsundaram et al., 2008; Chavez-Leon et al., 2008).
Desse modo, também a relacdo entre a por¢do “fluorofenil” e a inibicdo do transportador de 5-
HT pelo DPS € ainda mera suposi¢do. A coincidéncia estrutural pode, porém, constituir-se de
um grande indicio de que essa porcdo pode estar, pelo menos em parte, envolvida no
mecanismo de acdo dessas drogas. Para o DPS, o radical “fluorofenil” poderia comportar-se
como uma por¢ao que facilita a aproximacio e/ou ligacdo da molécula ao transportador (ao
sitio redox do transportador, por exemplo), principalmente devido a propriedades particulares
do atomo de fldor como sua alta eletronegatividade e pequeno raio atdmico (Silverman,
1992).

Somente a semelhanga estrutural do DPS com os ISRSs e sua porcao “fluorofenil” sio
responsaveis pelo seu efeito do tipo antidepressivo em camundongos? Os resultados

apresentados no Capitulo 2 nos ajudaram a responder esta questao.
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Na segunda parte deste trabalho foram testados diferentes compostos selenofenos,
todos eles muito similares ao DPS (chamado aqui de selenofeno d), com pequenas
modificagdes estruturais. O dtomo de flior na por¢do “fluorofenil” foi substituido por
hidrogénio (H; selenofeno a), metila (CHs; selenofeno b), cloro (Cl; selenofeno ¢) ou trifldor
(CF;; selenofeno e). A estrutura quimica do selenofeno f manteve o radical “fluorofenil” e
substituiu as duas fenilas ligadas ao anel selenofeno por dois radicais alquilicos derivados do

butil (Figura 1, pagina 56).
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Figura 2. Semelhanca estrutural entre o DPS (A) e outras drogas que inibem a recaptagdo de

z

5-HT: paroxetina (B) e citalopram (C). A por¢ao “fluorofenil” é comum as trés estruturas.

Os compostos derivados do DPS foram testados no TNF em camundongos. A dose € o
tempo de pré-tratamento escolhidos foram baseados nos resultados do Capitulo 1 obtidos para
o DPS. O DPS (ou selenofeno d), na dose de 50 mg/kg, administrado pela via i.g., 30 min
antes do teste, apresentou efeito do tipo antidepressivo, reduzindo cerca de 57% o tempo total
de imobilidade dos animais no TNF. Esse resultado estd de acordo com os resultados
apresentados no artigo cientifico, que revelaram o mesmo perfil. A substituicdo do dtomo de
fldor, no entanto, por hidrogénio (selenofeno a) ou por um grupo doador de elétrons, como a
metila (selenofeno b), acarretou na total perda de efeito do tipo antidepressivo. Esse fato
sugere que esse efeito comportamental do DPS parece ser dependente da presenca de um
grupo retirador de elétrons ligado a fenila, que por sua vez é ligada na posicdo 3 do anel
selenofeno.

Os selenofenos ¢ e e apresentam, respectivamente, um atomo de cloro e um grupo

triflior em substituicao ao flior do DPS. Esses compostos também reduziram o tempo total
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de imobilidade dos animais no TNF, demonstrando certo efeito do tipo antidepressivo que,
embora significativo, foi consideravelmente menor que o efeito do DPS (24% de efeito para
selenofeno ¢ e 17% para o e). O dtomo de cloro € menos eletronegativo e possui um maior
raio atdbmico que o fldor sendo, portanto, uma estrutura mais volumosa, com um maior
impedimento espacial. Supondo-se que a por¢do “fluorofenila” seja a unidade da molécula de
DPS que esteja envolvida na inibicdo do transportador de 5-HT, pode-se especular que a
presenca de uma por¢do mais volumosa poderia interferir de alguma forma com a liga¢ao da
molécula de selenofeno ¢ ao sitio de ligacdo da proteina, reduzindo seus efeitos
farmacoldgicos. De modo semelhante pode também ser explicada a menor eficiéncia do
selenofeno e. Por apresentar trés dtomos de fldor, a principio, poderiamos esperar que a
molécula apresentasse um efeito farmacol6gico mais intenso, uma vez que esse grupo
apresenta um poder retirador de elétrons bem maior. No entanto, com base na hipdtese de que
uma por¢ao mais volumosa poderia prejudicar a ligacdo da molécula ao sitio do transportador,
o efeito estérico desempenhado pelo radical “trifldor” também pode ser usado para explicar
sua menor eficiéncia.

Assim, o impedimento espacial parece ser uma explicacdo plausivel para o efeito
farmacoldgico desempenhado pelo DPS. Nao se pode descartar, porém, a hipétese de que as
modificagdes em sua estrutura alterem também suas propriedades farmacocinéticas. Essas
modificagdes estruturais poderiam alterar a absor¢do e distribuicdo da droga, reduzindo,
portanto, a quantidade disponivel para chegar ao local de acdo e desempenhar seu efeito
farmacolégico. A halogenacdo de moléculas é uma alternativa bastante usada no
desenvolvimento de drogas com caracteristicas farmacocinéticas previamente desfavoraveis; a
presenca de um atomo de halogénio em posi¢des especificas da molécula pode, por exemplo,
alterar suas propriedades fisico-quimicas bem como reduzir seu metabolismo, aumentando
sua meia vida no organismo. No entanto, a semelhanca estrutural do DPS com os
antidepressivos ISRS (Figura 2, pagina 65) fornece mais indicios de que as modificacdes
estruturais alterem suas propriedades farmacodinamicas em detrimento das farmacocinéticas.

Os resultados acima descritos nos fazem supor, portanto, que a por¢ao “fluorofenila” é
um grupo essencial para o efeito do tipo antidepressivo desempenhado pelo DPS (por alterar a
interacdo da droga com transportador de 5-HT e/ou melhorar suas propriedades
farmacocinéticas). Os resultados obtidos para o selenofeno f, no entanto, sugerem que os
grupos ligados as posi¢des 2 e 5 do anel selenofeno também desempenham um importante
papel nas propriedades farmacoldgicas e/ou farmacocinéticas dessa molécula. A substitui¢ao

das duas fenilas por dois radicais butila abole completamente o efeito comportamental antes
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observado, embora a por¢cdo “fluorofenila” seja mantida. Os grupos fenila constituem uma
por¢do bastante apolar de qualquer molécula. Estes grupos podem formar interacdes
hidrofébicas com outras por¢des apolares presentes na mesma molécula ou em uma proteina-
alvo, que pode ser um receptor, enzima ou transportador. Essa interac@o apresenta alta energia
de ligagdo, resultando numa diminui¢do da energia livre, que estabiliza o complexo formado
entre a droga e a proteina-alvo (Silverman, 1992). Os radicais butila, presentes na molécula do
selenofeno f, também apresentam caracteristicas apolares, mas provavelmente interagem com
a proteina-alvo por forcas de Van der Waals. As for¢as de Van der Waals resultam da
distribuicdo assimétrica da densidade eletronica em moléculas apolares, principalmente
alquilicas, resultando na geracdo de um dipolo temporario. No entanto, estas interagdes sao
mais fracas que as forcas hidrofébicas e s6 s@o significativas quando as superficies das duas
moléculas estdo muito préximas (Silverman, 1992). A presenca desse tipo de ligacdo,
portanto, poderia dificultar a interacdo da molécula f com o transportador de 5-HT, motivo
pelo qual ela pode ndo ter apresentado efeito do tipo antidepressivo.

Assim, embora a relacdo entre os efeitos farmacoldgicos e a estrutura dos compostos
selenofenos aqui estudados seja apenas preliminar, a presenca tanto da por¢ao “fluorofenil”
como das fenilas ligadas ao anel selenofeno do DPS parecem contribuir de maneira
importante para o efeito do tipo antidepressivo apresentado por este composto em

camundongos.
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6 CONCLUSAO

De acordo com os resultados apresentados nesta dissertacdo, podemos concluir e/ou

inferir o seguinte:

- O composto 3-(4-fluorofenilselenil)-2,5-difenilselenofeno (DPS, selenofeno d)

apresentou efeito do tipo antidepressivo em camundongos quando avaliado no TSC e no TNF.

- O efeito comportamental promovido por este composto parece ser mediado por uma
interacdo com o sistema serotoninérgico, envolvendo os receptores 5-HTa, 5-HT2ac € 5-

HT;.

- A investigacdo do possivel mecanismo envolvido no mecanismo de acdo do tipo
antidepressiva do DPS revelou que o composto nao interfere no catabolismo das monoaminas,

através de uma inibi¢do da atividade da MAO.

- O mecanismo de efeito do tipo antidepressivo do DPS parece estar fortemente

N e eq e

serotoninérgica.

- Modificagdes estruturais na molécula de DPS causam reducdo significativa no efeito
do tipo antidepressivo observado no TNF em camundongos, sendo essencial a presenca da

porc¢ao fluorofenil e das fenilas ligadas ao anel selenofeno.
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7 PERSPECTIVAS

Tendo em vista os resultados obtidos neste trabalho, as perspectivas para trabalhos

posteriores sdo:

- Verificar o envolvimento de outros sistemas de neurotransmissdo no efeito do tipo
antidepressivo causado pelo DPS, incluindo sua interacio com os sistemas Noradrenérgico,

Dopaminérgico, Glutamatérgico e Gabaérgico.

- Avaliar o efeito do tipo antidepressivo dos tratamentos cronico e agudo com DPS em um

modelo de depressdo induzida pelo Estresse Cronico Imprevisivel Leve em camundongos.

- Avaliar o efeito dos tratamentos cronico e agudo com DPS em um modelo de
comportamento do tipo depressivo induzido pela dor cronica usando o protocolo de Constricao do

Nervo Cidtico em camundongos.

- Verificar a possivel toxicidade causada pela administracdo aguda e cronica de DPS em

camundongos.
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