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AVALIACAO DO POTENCIAL EFEITO ANTIDEPRESSIVO DO 2-BFI, LIGANTE
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CO-ORIENTADOR: JULIANO FERREIRA
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A depressdo é uma doenca psiquiatrica complexa, crénica e incapacitante,
que acarreta um alto custo social. Dentre as diversas classes de antidepressivos
encontram-se os inibidores da monoamina oxidase-A (MAO-A), que reduzem o
metabolismo das monoaminas. Um sitio importante para a regulacdo da MAO-A é o
sitio imidazolinico 1l,. Recentemente, foi demonstrado que derivados 2-
imidazolinicos, como o 2-BFI, mostram boa poténcia e seletividade em inibir a
atividade in vitro da MAO em cérebro de ratos, porém o potencial antidepressivo
deste composto e seu mecanismo de agdo ndo foram bem definidos. Com base
nisso, o objetivo desse trabalho consiste em investigar o efeito tipo-antidepressivo
do 2-BFI em camundongos. Para este propésito, foram avaliados os efeitos do 2-BFI
em dois testes preditivos de atividade antidepressiva em animais, o teste de
suspensédo da cauda (TSC) e o teste do nado for¢cado (TNF). O TSC também foi
empregado apés o uso de antagonistas especificos de diferentes receptores
envolvidos na depressdo. O 2-BFI (100 e 300 pmol/kg, s.c.) reduziu
significativamente o tempo de imobilidade no TSC, sem alterar a atividade
locomotora no teste de campo aberto. A redugédo do tempo de imobilidade de 2-BFlI
(200 pmol/kg, s.c.) foi confirmada com o TNF. O efeito tipo-antidepressivo do 2-BFlI
(100 pmol/kg, s.c.) no TSC foi prevenido pelo pré-tratamento com idazoxan (0,4
pmol/kg, i.p., um antagonista do sitio I;), metisergida (4 pmol/kg, i.p., um antagonista
ndo-seletivo dos receptores serotoninérgicos) e haloperidol (0,1 pmol/kg, i.p., um
antagonista ndo-seletivo dos receptores dopaminérgicos). O efeito ansiolitico do 2-
BFI também foi avaliado, utilizando o teste de labirinto em cruz elevado. O 2-BFI
(300 pmol/kg, s.c.) aumentou significativamente a % do namero de entradas e a %
do tempo gasto nos bracos abertos, indicando que ele possui um efeito ansiolitico
em altas doses. Em conclusdo, estes resultados sugerem que o efeito tipo-
antidepressivo de 2-BFI pode estar envolvido com os sistemas serotoninérgico,
dopaminérgico e imidazolinico, e assim o sitio imidazolinico poderia representar um
novo alvo farmacolégico para o tratamento da depresséo.

Palavras chaves: 2-BFI, Depressao, Sitio imidazolinico |, Monoamina oxidade — A,
teste de suspensao da cauda
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Depression is a complex, chronic and disabling psychiatric disease that carries
a high social cost. Among the various classes of antidepressants are the monoamine
oxidase A (MAO-A) inhibitors that reduce monoamine metabolism. An important site
of MAO-A regulation is the imidazoline-2 binding site (l,). In fact, it was recently
shown that 2-imidazoline derivatives, such as 2-(2-benzofuranyl)-2-imidazoline (2-
BFI), showed good potency and selectivity in inhibiting in vitro the activity of MAO-A,
but the antidepressant potential of this compound and its mechanism of action have
not been well defined. Therefore, in this study we investigated the antidepressant-like
effect of 2-BFI in mice. For this purpose, we evaluated the effects of 2-BFI in two
predictive tests of antidepressant-like activity in animals, the tail suspension test
(TST) and forced swimming test (FST). The TSC was utilized after the use of specific
antagonists of different receptors involved in depression. 2-BFI (100 and 300
pmol/kg, s.c.) significantly reduced the immobility time on the tail suspension test
(TST) without changing locomotion in the open field test. The reduced the immobility
time of 2-BFI (100 pmol/kg, s.c.) was confirmed with the forced swimming test (FST).
The antidepressant-like effect of 2-BFI (100 pmol/kg, s.c.) in the TST was prevented
by pretreatment with idazoxan (0.4 pmol/kg, i.p., a l» site antagonist), methysergide
(4 pmol/kg, i.p., a non-selective serotonergic receptor antagonist) and haloperidol
(0.1 pmol/kg, i.p., a non-selective dopaminergic receptor antagonist). The anxiolytic
effect of 2-BFI was also evaluated, using the elevated plus-maze test. 2-BFI (300
pmol/kg, s.c.) was able to significantly increase the % of number of entries and the %
of time spent in the open arms, indicating that it possesses an anxiolytic effect at high
doses. In conclusion, these results suggest that the antidepressant-like effect of 2-
BFI might involve serotonergic, dopaminergic and imidazoline systems, and then the
imidazoline site could represent a new pharmacological target for the treatment of
depression.

Key words: 2-BFIl, depression, |, imidazoline site, monoamine oxidase - A, tail
suspension test.
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APRESENTACAO

Na introducdo desta dissertacdo estdo brevemente descritos os temas
abordados neste trabalho. A reviséo bibliografica apresenta diferentes visdes para
um maior entendimento do tema desta dissertacdo. Os Materiais e Métodos,
Resultados e Discussao que fazem parte desta dissertagao estéo apresentados sob
a forma de artigo publicado na revista cientifica Progress in Neuro-
Psychopharmacology & Biological Psychiatry. Os itens conclusdes e referéncias

bibliogréficas encontram-se no final desta dissertagéo.

As referéncias bibliograficas referem-se somente as citacées que aparecem

nos itens introdugéo e reviséo de literatura desta dissertacao.
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1. INTRODUCAO
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1. Introducgéo

A depressdo é uma doenca psiquidtrica cronica e recorrente que atinge em
torno de 20% da populagdo mundial (BERTON & NESTLER, 2006), sendo as
mulheres duas vezes mais acometidas do que homens. A incidéncia ao logo da vida
é de 13% para homens e pode chegar até 25% nas mulheres (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2000). E uma neuropatologia heterogénea, que

inclui sintomas psicoldgicos, comportamentais e fisiolégicos (NESTLER et al., 2002).

A principal hipétese postulada para explicar a fisiopatologia da depresséo é a
hip6tese das monoaminas, segundo a qual h4 uma deficiéncia na neurotransmissao
monoaminérgica (serotonina, noradrenalina e dopamina) no cérebro de pacientes
depressivos (BELMAKER & AGAM, 2008). Apesar de a hipdtese monoaminérgica
ser a mais estudada, outras hipéteses tém sido postuladas, as quais envolvem
outros sistemas de neurotransmissores, como 0s sistemas glutamatérgico, opidide,
gabaérgico, colinérgico e dopaminérgico. Além disso, a depressdo pode ser
desencadeada por alteragbes nas vias de sinalizagdo que regulam a
neuroplasticidade e a sobrevivéncia celular (PERERA et al., 2007; PITTENGER &
DUMAN, 2008). Contudo, apesar de haver inimeros farmacos antidepressivos no
mercado, todos exercem seus efeitos farmacoldgicos via modulagdo da
neurotransmissdo monoaminérgica, em particular nos sistemas noradrenérgico e
serotoninérgico (WONG & LICINIO, 2004; BERTON & NESTLER, 2006). Alguns
estudos também sugerem que os receptores dopaminérgicos desempenham um
papel fundamental na resposta biol6gica aos tratamentos antidepressivos (ROGOZ
& DZIEDZICKA-WASYLEVSKA, 1999).

Os niveis destes neurotransmissores monoaminérgicos nos tecidos neuronais
sdo regulados pela monoamina oxidase (MAO; EC 1.4.3.4). A MAO é a enzima
responsavel pela desaminagdo oxidativa de diversas aminas biogénicas, incluindo
0S neurotransmissores serotonina, noradrenalina e dopamina (SHIH et al., 1999).
Segundo Jonhston (1968), a MAO consiste em um sistema binario de enzimas,
designadas MAO-A e MAO-B, que se distinguem pela sua seletividade a substratos
e inibidores, e distribuicdo tecidual. Devido a sua fungdo no metabolismo desses
neurotransmissores, a MAO parece exercer um papel importante na fisiopatologia de

diversas doencas neurolégicas e psiquiatricas. De fato, os inibidores da MAO
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(IMAOs) foram os primeiros farmacos antidepressivos descritos e continuam sendo
utilizados até hoje com grande sucesso (BERTON & NESTLER, 2006). Logo, a
diminuic&o da neurotransmissdo monoamineérgica, relacionada a depresséo, faz dos
inibidores da MAO-A agentes terapéuticos potenciais para serem utilizados no
tratamento deste distarbio afetivo (BERTON & NESTLER, 2006). Além de
relacionados com a depressdo, os IMAOs também podem possuir propriedades
ansioliticas, que foi relatado em estudos com pacientes com ansiedade e em
diferentes modelos animais relacionados a este tipo de transtorno (VERSIANI et al.,
1992; DE ANGELIS, 1996; EROGLU & GUVEN, 1998).

Na década de 90, foi identificado um sitio regulatério da MAO, chamado de
sitio de ligag&o imidazolinico tipo I, (1.BS) (TESSON et al., 1995; RADDATZ et al.,
1995). A maior caracteristica destes sitios é a sua alta afinidade para uma série de
compostos com grupamentos imidazolinicos. Além disso, este sitio € distinto do sitio
catalitico da enzima (TESSON et al., 1995) e independe do grupo prostético FAD, ou
do dominio de ligacdo de inibidores classicos da MAO (RADDATZ et al., 1995;
CARPENE et al., 1995; LIMON-BOULEY et al., 1996). Estudos demonstram que
diversos ligantes imidazolinicos |, s@o capazes de inibir a atividade da MAO
(RAASCH et al., 1999; JONES et al., 2007), como é o caso dos compostos 2-
benzofurano-2-il-4,5-diidro-1H-imidazol (2-BFl) e 2-(4,5-diidro-imidazo-2-il)-quinolina
(BU224) que inibem a enzima de maneira ndo-seletiva. Provavelmente por esta agcéo
inibitéria sobre MAO-A, ligantes seletivos para os sitios |, possam apresentar

propriedades antidepressivas (FINN et al., 2003).

Recentemente, foi demonstrado que derivados 2-imidazolinicos mostram boa
poténcia e seletividade em inibir a atividade in vitro da MAO em cérebro de ratos
(SANT'ANNA et al., 2009). Dentre estes compostos, o 2-BFl exibe uma otima
poténcia em inibir reversivelmente a atividade in vitro da MAO-A (LALIES et al.,
1999; SANT'ANNA et al., 2009) e apresenta um efeito tipo antidepressivo
(TAKSANDE et al., 2009). Porém, este efeito antidepressivo ndo est4d bem
esclarecido, visto que existem resultados contraditérios mostrando que ligantes

imidazolinicos I, ndo apresentam atividade tipo antidepressiva (O’'NEILL et al., 2001).

Assim, devido a existéncia de poucos trabalhos relatando os efeitos

antidepressivos do 2-BFlI, torna-se interessante a realizagdo de estudos utilizando
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modelos de depressdo, como também a verificagdo do mecanismo de acdo pelo

qual este composto atua.
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2. Objetivos
2.1. Objetivo Geral

Avaliar o possivel efeito tipo-antidepressivo do derivado 2-imidazolinico, 2-

BFI, bem como seu mecanismo de agdo em camundongos.

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1. Avaliar o potencial efeito tipo-antidepressivo do 2-BFI no teste de suspenséo

da cauda e no teste do nado forgado em camundongos.

2.2.2. Estudar o envolvimento do 2-BFI com o sitio imidazolinico e receptores
serotoninérgicos e dopaminérgicos utilizando o teste de suspensdo da cauda em

camundongos.

2.2.3. Examinar os efeitos do 2-BFI| sobre a ansiedade utilizando-se o labirinto em

cruz elevado.

2.2.4. Verificar os efeitos do 2-BFI| sobre a fungéo locomotora utilizando-se o cilindro

giratério e o campo aberto.
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3. Reviséo Bibliografica

3.1. Depresséao

7

A depressdo é uma doenca heterogénea, que inclui sintomas psicolégicos,
comportamentais e fisiolégicos. Esta € uma neuropatologia que atinge em torno de
20% da populagéo mundial (BERTON & NESTLER, 2006), sendo as mulheres duas
vezes mais acometidas do que os homens. A incidéncia ao logo da vida é de 13%
para homens e pode chegar até 25% para mulheres (AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION, 2000). Estima-se que no Brasil aproximadamente 54 milhdes de
pessoas terdo algum tipo de depressdo em algum momento de suas vidas, sendo
que 7,5 milhdes terdo episddios agudos ou graves, muitas vezes com risco de
suicidio (NARDI, 2000). A depressdo é uma doenca afetiva considerada a segunda
principal causa de incapacidade no mundo, superada apenas pelas doengas
isquémicas do coragdo (NEMEROFF & OWENS, 2002).

A depressao é definida como um distarbio afetivo (disturbio de humor), que
pode variar de uma afeccdo muito leve, beirando a normalidade, a depresséo grave
(psicética), acompanhada por alucinagbes e delirios (RANG & DALE, 2007). A
depressdo € conhecida como uma sindrome clinica ou comportamental,
normalmente chamada de Transtorno Depressivo Maior (TDM). Quando o TDM
ocorre em individuos que também possuem historico de episddios de mania, isso é
chamado de Transtorno Bipolar (anteriormente chamada de doenga maniaco-
depressiva) (FAVA & KENDLER, 2000).

Diferente da depresséo, a tristeza caracteriza-se por um estado de humor
transitorio experimentado por praticamente todos os individuos em algum momento
de sua vida, diante de situagdes adversas como perda, derrota e desapontamentos
(DURA-VILA et al., 2011).

De acordo com o Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders,
quarta edicdo (DSM-1V), o TDM se caracteriza por episodios isolados ou recorrentes
de humor deprimido ou perda do interesse por quase todas as atividades habituais
num periodo superior a duas semanas (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION,
2000). Os individuos também apresentam sintomas adicionais que incluem

alteragcdes neurovegetativas sobre o apetite, peso, sono, libido, diminuicdo da
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energia e mudanca no nivel habitual da atividade psicomotora. Sintomas de ordem
cognitiva sdo expressos através do relato de sentimentos injustificados de culpa,
ideagdo ou plano suicida, pensamentos obsessivos sobre morte, dificuldades de
concentracdo e memoria prejudicada. Na esfera somética podem estar presentes
sintomas dolorosos como cefaleias e dores musculares (AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION, 2000; FAVA & KENDLER, 2000; WISE et al., 2007; GOODWIN,
2006).

O diagnostico do TDM sé é feito quando os sintomas promovem prejuizo
significativo no funcionamento social, profissional ou em outras &reas importantes da
vida do individuo. Em muitos casos, a depressdo ndo tem uma causa clinica
identificavel. Entretanto, existem fatores genéticos, fisioldégicos, bioquimicos,
morfolégicos e ambientais associados ao episodio depressivo (NESTLER et al.,
2002; BERTON & NESTLER, 2006). Estudos epidemioldégicos mostraram que
aproximadamente 40-50% dos riscos de depresséo séo genéticos (SANDERS et al.,
1999; FAVA & KENDLER, 2000). Isso faz da depressdo uma doenca hereditaria,
como diversas patologias complexas comuns (diabetes tipo I, hipertenséo, asma,
certos tipos de céancer, etc...). Ainda assim, a busca por genes especificos que
confere este risco tem sido frustrante, sem anormalidades genéticas identificadas
até o momento (NESTLER et al., 2002; LANNI et al., 2009). Dentre os fatores
ambientais que influenciam na etiologia da depresséo incluem-se, fatores pré-natais,
perdas, estresse, desastres naturais, guerras, nutricdo, efeitos de medicamentos e
doencas (WONG & LICINIO, 2001). Assim, a depressdo ndo deve ser vista como
uma doenga Unica, mas uma sindrome heterogénea composta de inUmeras doengas

de causas e fisiopatologias distintas.

3.1.1. Tratamento da Depresséao

Existem diversos tipos de tratamento para individuos com depressédo. A
maioria das pessoas depressivas apresenta melhora com o uso de farmacos
antidepressivos ou com a terapia eletroconvulsivante (TEC) (NESTLER et al., 2002).
Apesar de muito eficaz, o uso da TEC é na maior parte limitada a pacientes com
TDM que séo altamente resistentes ao tratamento (FAVA & KENDLER, 2000). Além

disso, diversas formas de psicoterapia (terapia cognitiva e comportamental) podem
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ser eficazes para pacientes com depressdo branda a moderada. A psicoterapia
apresenta resultado positivo na forma de tratamento Unico para casos leves ou, em
combinagdo com antidepressivos pode exercer efeito sinérgico, em casos
moderados a graves de depressdo (WONG & LICINIO, 2001; NESTLER et al.,
2002).

O tratamento farmacoterapico da depresséo revolucionou a forma como ela é
atualmente entendida e deu inicio & era moderna da pesquisa neurobioldgica nesta
area. A imipramina (antidepressivo triciclico (ADT)) foi descoberta por seu efeito
antidepressivo em pacientes que a utilizavam como anti-histaminico e a iproniazida
(inibidor da enzima monoamina oxidase (IMAQO)) no tratamento de tuberculosos ha
pouco mais de meio século atrds (NESTLER et al., 2002). O mecanismo de acao
dos ADTs baseia-se na inibicdo da recaptacdo de serotonina (5-HT) e noradrenalina.
Ja os IMAO, tem como fungéo inibir a enzima monoamina oxidade (MAO) (principal
enzima responséavel pelo catabolismo de neurotransmissores monoaminérgicos)
(BERTON & NESTLER, 2006). Assim, a descoberta de que a depresséo poderia ser
tratada com estes medicamentos ajudou na compreensdo sobre neurotrasmissores
e seus receptores. Além disso, forneceu informagdes sobre os tipos de mudancas

quimicas no cérebro que regulam os sintomas depressivos.

Essas descobertas levaram ao desenvolvimento de medicamentos de
segunda geragdo: os inibidores da recaptagédo de serotonina e noradrenalina, como
a venlafaxina e a duloxetina; os inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina,
como a fluxetina e o citalopram e os inibidores da recaptacdo de noradrenalina,
como a atomoxetina e a reboxetina, que sdo amplamente utilizados atualmente
(NESTLER et al., 2002; BERTON & NESTLER, 2006). A nova geragdo de
antidepressivos é claramente superior aos antigos ADTs e IMAO em termos de
tolerancia, a overdose ndo é letal e ndo ocorrem efeitos adversos cardiacos
(NEMEROFF e OWENS, 2002).

Os antidepressivos séo na verdade um grupo heterogéneo de drogas que
agem principalmente aumentando a disponibilidade das monoaminas na fenda
sinptica. Assim, a compreenséo de sua farmacologia forneceu meios para o estudo
da hipétese monoaminérgica da depressdo (WONG & LICINIO, 2004).

Contudo, todos estes medicamentos precisam ser usados durante algumas

semanas pelo paciente para que a sua agao antidepressiva comece a se manifestar.
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E, mais importante, menos de 50% de todos os pacientes com depressao
apresentam completa remissdo com o tratamento (BERTON & NESTLER, 2006).
Desta forma, ainda h&4 uma grande necessidade de estudos para o desenvolvimento

de tratamentos mais eficazes, de ripida ac&o e mais seguros para a depressao.

3.2. Teoria Monoaminérgica da Depresséao

Durante varios anos a depressdo foi considerada como tendo uma origem
neuroquimica e apesar de esta neuropatologia ser tratada ha trés décadas, apenas
recentemente a compreensao sobre os mecanismos de acdo dos antidepressivos
tem registrado maiores avangos (MANJI et al., 2001; TAYLOR et al., 2005).

A principal hipétese postulada para explicar a fisiopatologia da depresséo é a
teoria monoaminérgica, segundo a qual hd uma deficiéncia na transmissdo de
monoaminas (noradrenalina, dopamina (DA) e 5-HT) no sistema nervoso central
(SNC) de pacientes depressivos (BELMAKER & AGAM, 2008). Estas conclusdes
foram baseadas em observacdes de que varios antidepressivos sdo capazes de
aumentar as concentracdes sinapticas de noradrenalina e/ou 5-HT, através do
bloqueio do transportador de monoaminas pré-sinptico, que remove o
neutransmissor liberado do espago extracelular; ou pela inibicdo da enzima MAO,
responsavel pela degradacdo das monoaminas neurotransmissoras; ou ainda,
através da inibicdo ou excitagdo de receptores pré e pos-sindpticos que regulam a
liberacdo das monoaminas (NEMEROFF & OWENS, 2002).

Além da redugédo sinptica das monoaminas, foi descoberto que alteragbes
estruturais ou funcionais dos receptores pré e pos-sinapticos para estas substancias
contribuem para o desenvolvimento do quadro depressivo e suas variantes
(BELMAKER & AGAM, 2008).

Em particular, o papel da serotonina na depresséo tem sido extensivamente
estudado, em parte devido aos efeitos terapéuticos da maioria dos antidepressivos
tais como os inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina (OWENS &
NEMEROFF, 1994). Estudos post-mortem tém mostrado tanto um aumento na
densidade dos sitios de ligagdo do receptor de serotonina 5-HT,, como uma
diminuicdo do numero de sitios de ligagdo do transportador de 5-HT no tecido

cerebral de pacientes com depresséo e vitimas de suicidio (OWENS & NEMEROFF,
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1994), bem como um aumento dos autoreceptores 5-HTin na rafe dorsal do
mesencéfalo de vitimas de suicidio com TDM (STOCKMEIER et al., 1998). Esta
evidéncia post-mortem da diminui¢cdo da atividade serotoninérgica na depressao é
apoiada por resultados de estudos de imagens que evidenciaram redug&o
generalizada na ligagdo do autoreceptor 5-HT;a por tomografia de emisséo de
pésitrons (SARGENT et al., 2000) e uma reducdo na densidade de sitios de ligacao
do transportador de 5-HT cerebral, em pacientes deprimidos, por tomografia
computadorizada de emissdo de um unico foton (MALISON et al., 1998). Desta
maneira, estes dados reforcam a relagdo entre o sistema serotoninérgico e a

depresséo.

Outros neurotransmissores também tém sido investigados. Estudos post-
mortem mostraram uma diminui¢do da ligagéo de transportadores de noradrenalina
no locus coeruleus de pacientes deprimidos (KLIMEK et al., 1997). Este achado foi
interpretado como um down-regulation compensatorio desta proteina transportadora
em resposta a uma disponibilidade insuficiente de noradrenalina na sinapse
(KLIMEK et al, 1997). Além disso, uma sensibilidade intensificada do a»-
adrenoreceptor, que modula a liberagdo de noradrenalina por feedback inibitério,
tem sido descrita em pacientes com depressdo, o que sugere uma reducdo da

liberac&o de noradrenalina em casos de depressédo (ORDWAY et al., 2003).

Além do envolvimento dos sistemas serotoninérgico e noradrenérgico na
fisiopatologia da depressédo, estudos em humanos e animais sugerem uma relagao
entre a transmissdo de DA no SNC e a depresséao (DAILLY et al., 2004). Em estudos
com pacientes deprimidos, foi observada uma up-regulation compensatoria na
densidade do receptor de dopamina D, nos géanglios da base e cerebelo se
comparado com individuos saudaveis (D'HAENEN & BOSSUYT, 1994).
Surpreendentemente, um aumento da regulagéo do transportador de dopamina, o
que resulta em uma forma mais eficaz de recaptagdo de DA para os neurdnios pré-
sindpticos, foi encontrado em pacientes com depressdo (LAASONEN-BALK et al.,
1999). Porém o esperado seria uma down-regulation do transportador de dopamina
em pacientes com depressdo para compensar a deficiéncia de transmisséo
dopaminérgica. Os autores explicam este resultado inesperado atraves da alteracdo
do transportador dopaminérgico, sendo um mecanismo compensatério primario e

que levaria a baixa concentragdo de DA na fenda sinptica. Além disso, o papel da
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deficiéncia de DA na depresséo é sugerido pela frequéncia de casos de depresséo
em pacientes com doenca de Parkinson, doenca que se caracteriza por uma
deplecéo de DA no SNC (BELMAKER & AGAM, 2008).

Apesar de tais evidéncias corroborarem com o envolvimento do sistema
serotoninérgico, noradrenérgico e dopaminérgico na depressdo, a hipétese
monoaminérgica ndo explica a falta de correlacdo temporal entre os eventos
bioquimicos répidos (efeito agudo dos antidepressivos) que aumentam as
monoaminas na fenda sinaptica e o inicio tardio dos efeitos clinicos do tratamento
com antidepressivos. Contudo, apesar de haver inUmeros farmacos antidepressivos
no mercado, todos exercem seus efeitos farmacolégicos via modulacdo
monoaminérgica, em particular nos sistemas noradrenérgico e serotoninérgico
(WONG & LICINIO, 2004; BERTON & NESTLER, 2006).

Além do sistema monoaminérgico, outros sistemas parecem estar envolvidos
na fisiopatologia da depressdo, como o sistema glutamatérgico (PETRIE et al.,
2000), o sistema opidide (GABILONDO et al.,, 1995), o sistema gabaérgico
(NAKAGAWA et al., 1996), o sistema colinérgico (JANOWSKY & OVERSTREET,
1995), os canais de potassio (GALEOTTI et al.,, 1999) e os canais de calcio
(GALEOTTI et al., 2006). Além disso, a depressdo pode ser desencadeada por
alteracbes nas vias de sinalizagdo que regulam a neuroplasticidade e a
sobrevivéncia celular (calcio calmodulina cinase Il (CaMKIl), proteina cinase C
(PKC), proteina cinase A (PKA), proteina cinase ativada por mitogeno (MAPK)/
cinase regulada por sinal extracelular (ERK), proteina ligante ao elemento
responsivo ao AMPc (CREB), fator neurotrofico derivado do cérebro (FNDC),
proteina antiapoptotica Bcl,, glicogénio sintase cinase 3 (GSK-3) e proteina cinase B
(PKB)) (PERERA et al., 2007; PITTENGER & DUMAN, 2008). Ainda, podem estar
envolvidos o aumento do estresse oxidativo (BILICI et al., 2001; KANARIK et al.,
2008; LUCCA et al., 2009), a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias associadas
com a ativacdo do sistema imune (DUNN et al.,, 2005), o aumento dos niveis
plasméticos dos glicocorticoides e a desregulacdo do eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal (HHA) (PERERA et al., 2007; PITTENGER & DUMAN, 2008), com aumento
tanto da hipdfise como das glandulas adrenais (GOLD et al., 1996; HOLSBOER &
BARDEN, 1996).

No entanto, é evidente que o desenvolvimento da teoria monoaminérgica tem

sido de grande importancia para a compreenséao da fisiopatologia da depresséo e no
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desenvolvimento de farmacos seguros e eficazes para o seu tratamento (LANNI et
al., 2009). Sendo a MAO um dos alvos terapéuticos importantes para o tratamento
deste disturbio afetivo (BERTON & NESTLER, 2006), visto que, em tecidos
neuronais, a MAO participa na regulagdo dos niveis de neurotransmissores

monoaminérgicos e regula os estoques intracelulares de monoaminas.

3.3. Monoamina Oxidase

A MAO (E.C: 1.4.3.4) é uma flavoproteina localizada na membrana externa da
mitocdndria em neur6nios, glia e outras células. Ela € uma enzima que utiliza o
dinucleotideo de flavina-adenina (FAD) como cofator e catalisa a desaminacao
oxidativa de aminas biogénicas, como monoaminas neurotransmissoras (5-HT,
noradrenalina, DA) e neuromoduladoras (B-feniletilamina), assim como monoaminas

bioativas exdgenas (tiramina) (SHIH et al., 1999).

Baseado nas evidéncias de estudos conduzidos com varios inibidores,
Jonhston (1968) conclui que a MAO consiste de um sistema binario de enzimas,
designadas MAO-A e MAO-B (Figura 1). Estas duas isoformas da MAO distinguem-
se pela sua seletividade a substratos e inibidores, e distribuicdo tecidual. A MAO-A é
inibida irreversivelmente por baixas concentragbes de clorgilina e catalisa
preferencialmente a oxidagédo de 5-HT (FOWLER et al., 1982), enquanto MAO-B é
inativada irreversivelmente por baixas concentracbes de selegilina (L-Deprenil) e
preferencialmente oxida a B-feniletilamina e a benzilamina (KNOLL & MAGYAR,
1972). As aminas DA, noradrenalina, adrenalina, triptamina e tiramina s&o oxidadas

por ambas as isoformas da enzima na maioria das espécies (YOUDIM et al., 2006).

Contudo, existem diversas excegdes, pois a especificidade da MAO por seu
substrato depende da concentracdo, da afinidade e da taxa de renovagédo do
substrato e da concentracdo da enzima, assim como da espécie analisada (SHIH et
al., 1999). Por exemplo, apenas a MAO-A esta envolvida no metabolismo da DA em
cérebro de rato, enquanto que ambas MAO-A e MAO-B podem contribuir para o
metabolismo da DA no cérebro humano (YOUDIM et al., 2006). J& no estriado de
camundongo, a DA é metabolizada apenas pela MAO-A em condi¢des basais, mas

por ambas as isoformas quando em altas concentracdes (FORNAI et al., 1999).
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Figura 1 — Estrutura da MAO-A (A; monbémero) e da MAO-B (B; dimero)
humanas. Cter: por¢cdo C-terminal; Nter: por¢do N-terminal; dominio do substrato
(vermelho); dominio flavina (azul); grupamento flavina em amarelo representando o
dominio de ligagdo dos inibidores classicos; dominio de membrana (verde)
(EDMONDSON et al., 2007).

A distribuicdo da MAO no cérebro apresenta pequenas variagbes entre as
espécies. A MAO-A, predominantemente, € encontrada em regibes com alta
densidade de neurdnios catecolaminérgicos como locus coeruleus, substancia nigra
e regides periventriculares do hipotdlamo. Em contraste, a MAO-B &
preferencialmente expressa em neurdnios serotoninérgicos (células do nucleo dorsal
da rafe) e em astrocitos (WESTLUND et al., 1985; SAURA et al., 1996; JAHNG et
al., 1997). Em relag&o a sua distribuicdo em tecidos periféricos, a MAO varia dentro
de um mesmo organismo. Alguns tecidos como plaquetas de humanos ou rim e
figado de bovinos, apresentam maior quantidade de MAO-B (GRIMSBY et al., 1990).
Jé& outros, como o intestino e a placenta humana e a tiredide de bovinos predomina

MAO-A (SIVASUBRAMANIAM et al., 2003; NAGATSU, 2004).

Devido a sua funcdo no metabolismo dos neurotransmissores 5-HT,
noradrenalina e DA, a MAO parece exercer um papel importante na fisiopatologia de
diversas doencas neuroldgicas e psiquiatricas. Logo, a diminuicdo da
neurotransmissdo monoaminérgica relacionada a depresséo, faz dos inibidores da

MAO-A agentes terapéuticos potenciais para serem utilizados no tratamento deste
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disturbio afetivo (BERTON & NESTLER, 2006). Além disso, Meyer e colaboradores
(2006) demonstraram que pacientes com depressao apresentam uma densidade
aumentada de MAO-A em diversas regides do cérebro quando comparados com
individuos saudaveis. Os autores sugerem que esse aumento na quantidade de
MAO-A poderia ser a causa dos baixos niveis de monoaminas encontrados em
pacientes deprimidos. De fato, os IMAOs foram o0s primeiros farmacos
antidepressivos descritos e continuam sendo utilizados até hoje com grande sucesso
(BERTON & NESTLER, 2006).

3.3.1. Inibidores da MAO

O primeiro IMAO introduzido na clinica foi a iproniazida. Ela foi sintetizada em
1951 como um anélogo da isoniazida, uma droga usada no tratamento da
tuberculose (SELIKOFF et al., 1952). Mudangas no humor foram observadas
durante o tratamento crbnico de pacientes com tuberculose que recebiam a
iproniazida. Estes efeitos de elevagdo do humor conduziram a uma triagem clinica
em pacientes depressivos, que mostrou uma utilidade clinica da iproniazida como

um farmaco antidepressivo (CRANE, 1956).

A partir deste achado, durante os anos 1950 passou-se a desenvolver a
primeira geracdo de IMAOs irreversiveis e ndo-seletivos (por exemplo, fenelzina e
tranilcipromina). Apesar de apresentarem atividade antidepressiva, seu uso
acarretava uma série de efeitos colaterais indesejaveis, como crises hipertensivas
agudas. Este efeito colateral, chamado de reacdo do queijo, ocorre quando a
tiramina e outras aminas simpatomiméticas, que s&o encontradas em alimentos
fermentados como queijo (DA PRADA et al.,, 1988), entram na circulagédo, e
potencializam a atividade cardiovascular simpatica pela liberacdo de noradrenalina.
Normalmente, estas aminas s&o metabolizadas pela MAO-A presente no intestino e
no figado. No entanto, com o uso de inibidores irreversiveis, a MAO-A fica
constantemente inibida, inviabilizando o metabolismo destas aminas exégenas
(YOUDIM e WEINSTOCK, 2004).

Essas limitacdes impulsionaram o desenvolvimento dos IMAOs de segunda

geracdo, os quais ainda apresentavam um perfil de atividade irreversivel, porém
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seletivo para MAO-A (clorgilina) ou MAO-B (selegilina). Contudo, as indesejaveis
crises hipertensivas continuavam a limitar o uso dos inibidores seletivos da MAO-A.
Além disso, estes inibidores da MAO tendem a perder a seletividade inicial com
doses maiores ou com administragdes repetidas. Dessa forma, as agdes produzidas
pelo uso destes compostos podem ter limitagdes importantes na terapia, como
efeitos nervosos centrais (insonia, irritabilidade, agitagdo, hipomania, supresséo do
sono REM), disfuncbes -cardiovasculares (hipotensdo ortostatica), reacdes
hipertensivas graves e distdrbios sexuais (CESURA et al.,, 1992; STROLIN-
BENEDETTI et al., 1992).

Durante os anos 80, uma terceira geracdo de inibidores da MAO foi
desenvolvida: os inibidores seletivos reversiveis. A partir de consideracdes teodricas,
esperou-se que estes inibidores possuissem alta seletividade ao longo de uma vasta
faixa de doses e durante o uso cronico, induzindo minimos efeitos adversos. O
desenvolvimento de inibidores seletivos e reversiveis da MAO propiciou a perda de

muitos efeitos colaterais indesejaveis, em nivel central e periférico.

Alguns inibidores seletivos da MAO-A com perfil reversivel (p. ex.
moclobemida) tém sido desenvolvidos na tentativa de fornecer farmacos com um
melhor perfil de seguran¢a, uma vez que a ligacdo reversivel do inibidor com a
enzima pode ser facilmente rompida na presenga de altas concentragbes do
substrato (tiramina) (ROBINSON, 2002; LOPEZ-MUNOZ et al., 2007). No entanto,
estes inibidores ainda desenvolvem outros tipos de reagdes adversas. No caso da
moclobemida, por exemplo, estes efeitos adversos incluem: distlrbios do sono,
agitacao e dor de cabegca (YAMADA & YASUHARA, 2004).

Outra indicacdo clinica para utilizacdo de IMAOs, além do tratamento da
depresséo, € para a ansiedade. A moclobemina e outros inibidores reversiveis da
MAO-A, mostraram-se drogas promissoras para 0 tratamento desta doenca
(YAMADA & YASUHARA, 2004). De fato, um estudo demonstrou que a
moclobemida apresenta uma resposta ansiolitica comparavel a da fenelzina e
superior ao tratamento placebo em pacientes com fobia social, um tipo de ansiedade
(VERSIANI et al.,, 1992). Estudos em differentes modelos animais de ansiedade
também demonstraram que agentes antidepressivos, incluindo os [IMAOs,

apresentam propriedades ansioliticas. De Angelis (1996) relatou que a moclobemida



Revisdo Bibliogréafica 32

reduziu significativamente o comportamento aversivo de camundongos para a area

iluminada no teste de averséao claro/escuro, o que sugere um efeito tipo-ansiolitico.

Dessa forma, os IMAOs demonstraram serem alternativas terapéuticas
importantes para o tratamento de doengas psiquidtricas (como depressédo e
ansiedade) e neurodegenerativas (como doenga de Parkinson). Contudo, estudos
continuam buscando novas moléculas, de diferentes classes quimicas (ATOMARE
et al., 1998; CARRIERI et al., 2002; MANNA et al., 2002; SOUTHAM et al., 2005;
CHIMENTI et al., 2006; BERG et al., 2007) capazes de inibir as isoformas da MAO
de maneira seletiva, potente, reversivel, e ausentes de efeitos adversos. Diante
disso, muitos estudos ressaltam uma classe quimica de compostos que apresenta,
em comum, um nudcleo imidazolinico como tendo um importante papel sobre a
atividade da MAO (CARPENE et al., 1995; HARFENIST et al., 1996; OZAITA et al.,
1997; LALIES et al., 1999; RAASCH et al., 1999; BOUR et al., 2006; GHAZALEH et
al., 2007; PATERSON et al., 2007; SANT'ANNA et al.,, 2009). Embora se acredite
que estes compostos ndo interajam com a enzima da mesma forma que o0s
inibidores classicos, muitos estudos tratam este grupo de compostos como uma

nova ferramenta de inibicdo da MAO.

3.4. Sitios Imidazolinicos

A proposta de pesquisa de sitios imidazolinicos comecou com a descoberta
das propriedades hipotensoras de um derivado imidazolinico, a clonidina. E descrito
que vérios compostos com nucleo imidazolinico ou guanidinicos podem possuir
efeitos farmacoldgicos via interacdo com a-adrenoceptores e sistemas de transporte
de ions (TIMMERMANS & VAN ZWIETEN, 1982; CONTIELLO & LANIER, 1989). No
entanto, tornou-se evidente que o mecanismo de acdo a,-adrenérgico para clonidina
ndo explicava completamente o seu efeito hipotensor, e uma hipotese alternativa foi

criada envolvendo um receptor especifico para a estrutura imidazolinica.

Sugeriu-se entdo a existéncia de um sitio imidazolinico ndo adrenérgico. Uma
das primeiras demonstragfes da funcionalidade de sitios imidazolinicos foi proposta
por Bousquet e colaboradores (1984). Neste estudo, os pesquisadores forneceram

evidéncias de que a acado anti-hipertensiva da clonidina e de outros compostos
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imidazolinicos foi devido a suas interagdes, na medula rostral ventrolateral, com
estruturas imidazolinicas, ao invés de receptores ar-adrenérgicos. Nos anos
subsequentes, a caracterizacdo farmacolodgica, através de ensaios de ligagédo
especifica, veio corroborar com o proposto por Bousquet (BOYAJIAN et al., 1987;
ERNSBERGER et al., 1987; WIKBERG, 1989).

Estes sitios de ligagdo nd&o-adrenérgicos podem ser denominados
genericamente como receptores imidazolinicos (ATLAS, 1991), sitios com
preferéncia a imidazolinas (BRICCA et al., 1989), receptores imidazodis
(ERNSBERGER et al., 1987) ou sitios receptivos a substancias imidazolinicas e
guanidinicas (IGRSs) (COUPRY et al., 1990). Todavia, ndo se deve assumir que
estes sitios representem receptores, mas sim que eles possam representar
proteinas com outras funcdes, que também possuam regides de reconhecimento

para ligantes imidazolinicos.

Um exame cuidadoso destes sitios sugere que eles sao formados por pelo
menos trés populacdes, denominadas sitios imidazolinicos |1, 1> e I3 (MICHEL &
ERSNBERGER, 1992; MORGAN et al., 1995; HEAD & MAYOROV, 2006). Cada
familia difere nas propriedades de reconhecimento de seus ligantes, na distribuicéo
tecidual, e possivelmente na sua localizagdo dentro da célula. Os sitios I; tem uma
alta afinidade pela clonidina, encontram-se localizados no cérebro, em membranas
plasméticas celulares e estdo associados com o controle da pressdo arterial
(BOUSQUET et al.,, 1984); sitios |, sdo caracterizados pelo ligante idazoxan,
encontrados predominantemente no cérebro e figado. Algumas evidéncias suportam
uma associacdo com a MAO, creatina cinase e enzimas amina oxidases sensiveis a
semicarbazida sollveis (TESSON et al., 1995; KIMURA et al., 2003; HOLT et al.,
2004). J& a terceira familia destes sitios, os sitios imidazolinicos I3, estéo localizados
nas celulas beta do pancreas e estudos mostram que estes sitios parecem modular
a secrecao de insulina dependente de glicose (CHAN et al., 1991; EFENDIC et al.,

2002), provavelmente via uma interagcdo com canais de potassio sensiveis a ATP.

Um aspecto interessante na pesquisa de sitios imidazolinicos tem sido a busca
por ligantes enddgenos. Em 1984, Atlas e colaboradores purificaram parcialmente
uma substancia do cérebro de mamiferos, a qual deslocava a clonidina de

receptores a,-adrenérgicos e que eles chamaram de CDS. Esta substancia também
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deslocava ligantes imidazolinicos I; e |,. Esta molécula foi identificada como sendo a
agmatina, uma poliamina encontrada em mamiferos que liga em receptores a,-

adrenérgicos e sitios imidazolinicos (LI et al., 1994).

No entanto, a agmatina é apenas uma das varias moléculas nativas que podem
interagir com sitios imidazolinicos e que s&o tratadas como possiveis ligantes
enddgenos destes sitios. Estudos mostraram que certas substancias chamadas (-
carbolinas, como a harmana e harmalina, apresentam muitas das caracteristicas
funcionais associadas com CDS e exibem alta afinidade para sitios de ligagédo
imidazolinicos 1; e I, (HUDSON et al.,, 1999; HUBBANDS, 2001). Estes achados
aliam-se ao fato de que estas -carbolinas que apresentam alta afinidade também
sdo encontradas endogenamente em tecidos de mamiferos (AIRAKSINEN & KARI,
1981), criando a possibilidade que elas possam representar ligantes endégenos para
estes sitios. Outro ligante enddégeno que tem sido recentemente caracterizado é o
acido acético imidazol-4-ribotide. Este agente também tem sido extraido de SDC, e é

considerado ligante dos sitios imidazolinicos |, e I3 (PRELL et al., 2004).

3.5. Sitios Imidazolinicos I»

O avancgo na descoberta de novos ligantes seletivos para sitios imidazolinicos
I, proporcionou maior entendimento sobre a fungdo, localizagdo e distribuicdo
destas proteinas. Um destes ligantes tradicionalmente utilizados para caracterizar o
sitio imidazolinico I, é o [*H]-idazoxan, antagonista a,-adrenérgico (MICHEL &
INSEL, 1989). Posteriormente, foram desenvolvidos novos ligantes com alta
afinidade por este sitio, especialmente o 2-benzofurano-2-il-4,5-diidro-1H-imidazol
(2-BFI1) e seus analogos quinolina e isoquinolina, 2-(4,5-diidro-imidazo-2-il)-quinolina
(BU224) e 2-(4,5-diidro-imidazo-2-il)-isoquinolina (BU226) (NUTT et al., 1995; LIONE
et al., 1998).

Os sitios I, podem ser encontrados em uma variedade de espécies animais,
por exemplo, coelho (LIONE et al., 1996), rato (LIONE et al., 1998), camundongo
(ANDERSON et al., 2006), galinha (DANBURY et al., 1999) e humanos (DE VOS et
al., 1994), sendo identificados em diversos 6rgaos, tecidos e tipos celulares. Em

humanos, estes sitios sdo localizados em alta densidade no SNC, plaquetas, figado,
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adipécitos e em menor quantidade no rim. Estudos utilizando autorradiografia com
[*H]-idazoxan revelaram alta densidade de sitios imidazolinicos I, no cértex,
hipocampo, ganglios basais e tronco cerebral no cérebro humano (DE VOS et al.,
1991; DE VOS et al., 1994). Em nivel subcelular, os sitios imidazolinicos |, estao
associados a membrana da mitocondria (TESSON et al., 1991; LIMON-BOULEZ et
al., 1992). Embora muito bem distribuido, tanto no cérebro como em tecidos
periféricos, os sitios I, ndo sdo expressos em todos os tecidos (TESSON et al.,
1992), mesmo aqueles ricos em mitocondrias. Assim, nem todas as mitocondrias
dos tecidos expressam sitios I, indicando a variabilidade de alguns 6rgdos com
respeito & localizagdo subcelular. Além disso, estes sitios de ligacdo possuem
natureza heterogénea e séo divididos em dois subtipos de I: l,a, sensivel a

amilorida; l,g, insensivel a amilorida (OLMOS et al., 1999).

A partir da demonstragdo de que sitios de ligacdo imidazolinicos I, estao
presentes na membrana mitocondrial externa (TESSON et al., 1991), muitos estudos
geraram evidéncias de que estes sitios estdo relacionados com a MAO. Lanier e
colaboradores (1993) revelaram que o peso molecular aparente dos dois subtipos de
sitios I, (60-61e 55 kDa) correspondem aos observados para MAO-A e MAO-B.
Outra pesquisa mostrou que as duas entidades sao co-purificadas usando
diferentes procedimentos cromatogréaficos (TESSON et al., 1991). Além disso, outros
estudos corroboram com esta evidéncia, como o de Tesson e colaboradores (1995),
que demostra que a purificagdo parcial da sequéncia de aminoacidos dos sitios I,
indica homologia com a MAO e também que a expressao da MAO em cultura resulta
na geracado de sitios l,. Ainda, em camundongos knockout para MAO, estes sitios
imidazolinicos |, foram perdidos quando a expressdo da MAO-B, mas ndo da MAO-
A, foi bloqueada (REMAURY et al., 2000). Em contraste com este estudo, Anderson
e colaboradores (2006) mostraram claramente uma redugdo significativa da
afinidade dos radioligantes imidazolinicos I, [°H]-idazoxan e [*H]-2-BFI, no cérebro
de camundongos knockout para MAO-A. Isto, juntamente com evidéncias indicando
que proteinas de ligacdo imidazolinica |, foto-marcadas podem ser
imunoprecipitadas com anticorpo monoclonal para MAO-A e MAO-B (RADDATZ et
al., 1995) e que tratamento crénico com vérios inibidores irreversiveis da MAO

causam uma diminui¢cdo na densidade (down-regulation) de sitios I, em cérebro de
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ratos (OLMOS et al., 1993; ALEMANY et al.,1995), o que sugere uma forte relagcéo

entre os sitios |, e a MAO.

7

Outro fato que mostra a relacdo importante entre sitios I, e MAO, é a
capacidade de ligantes I, inibirem reversivelmente a enzima (CARPENE et al., 1995;
RAASCH et al., 1999; JONES et al.,, 2007). Experimentos in vitro mostraram que
imidazolinicos, incluindo 2-BFI e BU224, inibem reversivelmente a MAO-A com uma
poténcia semelhante a do inibidor reversivel da MAO-A, moclobemida (LALIES et al.,
1999). Provavelmente por esta acao inibitéria sobre MAO-A, ligantes seletivos para

os sitios l,, possam apresentar propriedades antidepressivas (FINN et al., 2003).

Embora esteja estabelecida uma importante associagdo dos sitios |, com
MAO-A e MAO-B, a natureza exata desta interacao ainda ndo esta bem esclarecida
(TESSON & PARINI, 1991; RADDATZ et al.,, 1995; RADDATZ & LANIER, 1997;
HEAD & MAYOROV, 2006). Estudos mostram que os compostos imidazolinicos néo
agem como substratos da enzima e ndo competem com inibidores radio-marcados
pela ligagdo na enzima (SASTRE & GARCIA-SEVILLA, 1993). Por esta razio, os
autores sugerem que o dominio de ligacdo I, na MAO n&o esté localizado no sitio
ativo da enzima, no grupo prostético FAD, ou no dominio de ligacdo de inibidores
classicos da MAO (RADDATZ et al., 1995; LIMON-BOULEZ et al., 1996; RADDATZ
& LANIER, 1997). Acredita-se que os sitios I, na enzima representam sitios
regulatorios ainda desconhecidos capazes de modular a atividade enzimatica
através de mecanismos alostéricos de modulacdo negativa (PARINI et al., 1996;
HALARIS & PILETZ, 2003).

Contudo, a distribuicdo dos sitios I, ndo é contigua com a distribuicdo da
MAO-A e da MAO-B (EGLEN et al., 1998) e discrepancias em relagdo aos niveis de
enzima comparados a quantidade de proteinas de ligac&o I, em um mesmo tecido
(CESURA et al., 1996; RADDATZ et al., 1995; 1997) indicou que deve haver outras
proteinas que contém dominios I, de ligagdo. Corroborando com esta evidencia,
Kimura e colaboradores (2003) revelaram a existéncia de uma proteina ligante |, ndo
relacionada com a MAO, isolada de cérebro de coelho e identificada com uma

proteina do cérebro de 45 kD, a creatina cinase.

Assim, ainda ndo esta claramente estabelecida qual a relacdo entre a MAO e

os sitios imidazolinicos. Contudo, acredita-se que de fato os sitios |, estdo presentes
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em determinadas subpopula¢cdes da enzima (CESURA et al., 1996; RADDATAZ et
al., 1995, 1997). Portanto, sabendo que a localizacdo dos sitios |, parece ser uma
regido critica para a atividade da enzima, a manipulagéo especifica da MAO, através
destes sitios, representa um novo alvo terapéutico, dado o papel da enzima em
vérias doencas neurodegenerativas, do humor e comportamentais (FOLEY et al.,
2000).

3.6. Sitios Imidazolinicos |, e Depresséao

Estando estabelecida uma importante associacdo entre o0s sitios
imidazolinicos I, e a MAO e sabendo que os IMAO sdao utilizados até hoje com
sucesso no tratamento da depresséo, surgiram evidéncias indicando que os sitios I,
poderiam ser usados para modular estados comportamentais como a depressao
(PARINI et al., 1996). Alteracbes na densidade dos sitios I, tém sido relatadas em
pacientes com depressdo, por exemplo, a densidade de sitios I, expressos na
membrana de plaquetas é significativamente reduzida em plaquetas de pacientes
depressivos (PILETZ et al., 1994). Além disso, a expressao destes sitios é alterada
no tecido cerebral. Sitios I, encontram-se reduzidos em 40% no cortex frontal de
vitimas de suicidio (SASTRE et al., 1995).

Estudos em animais parecem estar de acordo com esta possibilidade. Zhu e
colaboradores (1997) relataram que o tratamento cronico com imipramina, um
antidepressivo triciclico, resultou em um aumento na densidade (up-regulation)
(32%) do receptor imidazolinico I, no cérebro de ratos. Em outro estudo, o
tratamento crénico com desipramina, principal metabdlito ativo da imipramina, n&do
alterou a densidade dos sitios I, mas aumentou significativamente (30%) a afinidade
do radioligante ([*H]-idazoxan) pelo sitio (OLMOS et al., 1993).

Além disso, foi relatado que o ligante seletivo I, BU224, com afinidade em
nanomolar para sitios l,, aumentou os niveis de 5-HT no cértex frontal e hipotalamo
de ratos expostos ao teste do nado forgado (TNF), e reduziu o tempo de imobilidade
dos ratos neste teste, sugerindo uma atividade tipo-antidepressiva (FINN et al.,
2003). Outros estudos mostram que a agmatina também reduz o tempo de

imobilidade em outro teste preditivo para avaliacgdo de possiveis agentes
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antidepressivos, o teste de suspenséo da cauda (ZOMKOWSKI et al., 2002; LI et al.,
2003). Ainda, Nutt e colaboradores (1995) revelaram que em ratos, o 2-BFI exibiu
atividade comparavel a desipramina, inibidor da recaptacdo de noradrenalina, no
TNF, o que consiste em uma atividade tipo-antidepressiva. Este efeito tipo-
antidepressivo de agentes |, pode estar relacionado com a inibicdo da MAO (NUTT

et al., 1995), que foi o primeiro mecanismo descoberto de agdo antidepressiva.

Desta forma, estes estudos evidenciam uma relacdo entre o0s sitios
imidazolinicos I, e a depresséo, além de uma possivel atividade antidepressiva de
compostos imidazolinicos, sugerindo que estes sitios |, possam representar um alvo

farmacoldgico para o tratamento da depresséo.

Além da depresséo, os sitios imidazolinicos podem estar envolvidos com
outras doencas psiquiatricas, como a ansiedade. Alguns estudos mostraram que a
agmatina, ligante enddgeno dos sitios imidazolinicos I, e I, apresenta atividade
ansiolitica em roedores (ARICIOGLU & ALTUNBAS, 2003; LAVINSKY et al., 2003;
LIU et al., 2008). Posteriormente, Taksande e colaboradores (2009a) evidenciou que
o efeito anxiolitico da agmatina poderia estar relacionado com sitios imidazolinicos I,
e |, Neste estudo, utilizando-se um modelo animal de ansiedade a abstinéncia
alcodlica, a agmatina e outros ligantes imidazolinicos, como o 2-BFI, atenuaram a
ansiedade apresentada pelos ratos. Este efeito foi blogueado com o uso de
antagonistas dos sitios imidazolinicos 11 e I, sugerindo o envolvimento destes sitios.
Porém, ha um numero limitado de estudos demonstrado a relagdo entre os sitios

imidazolinicos e a ansiedade.

3.7. 2-BFI - 2-benzofurano-2-il-4,5-diidro-1H-imidazol

2-BFI é um derivado 2-imidazolinico (Figura 2), desenvolvido a partir de
modifica¢cdes quimicas da estrutura do idazoxan, que possui uma alta afinidade por
sitios imidazolinicos |, e com um melhor perfil seletivo I,/a, (HUDSON et al., 1997).
Concordando com o envolvimento do 2-BFI com sitios I, estudos relataram que o
[®H]2-BFI liga-se com maior afinidade que o [*H]idazoxan a um nimero semelhante
de sitios I, no cérebro (ALEMANY et al., 1997).
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Figura 2. Férmula estrutural do 2-benzofurano-2-il-4,5-diidro-1H-imidazol (2-BFI)
(SANT'ANNA, 2008).

Recentemente, foi demonstrado que derivados 2-imidazolinicos apresentam
alta poténcia e seletividade em inibir a atividade in vitro da MAO em cérebro de ratos
(SANT'ANNA et al., 2009). Dentre estes compostos, o 2-BFI exibiu uma alta poténcia
em inibir reversivelmente a atividade in vitro da MAO-A (LALIES et al., 1999;
SANT'ANNA et al., 2009). Tendo em vista estes estudos e sabendo da associagéo
entre os sitios I, e a MAO (RADDATAZ et al., 1995), pode-se sugerir que este efeito
inibitério da MAO, possa ser devido a alta afinidade do 2-BFI por sitios I, que
possuem interagdo com as isoformas da MAO. Entédo, o 2-BFI estaria agindo sobre
os sitios |, e estes seriam capazes de modular a atividade enzimatica da MAO

através de mecanismos inibitérios alostéricos de modulacdo negativa.

Além disso, o 2-BFI mostrou efeito sobre os niveis de monoaminas. Ugedo e
colaboradores (1999) demostraram que o 2-BFl causa um aumento no nivel
extracelular de 5-HT no nucleo dorsal da rafe. No entanto, em um estudo in vivo, o
2-BFI diminuiu a sintese de dopamina no estriado de ratos através de um
mecanismo de acdo independente do sitio imidazolinico I, ou do receptor az-
adrenérgico (SASTRE-COLL et al., 1999). Este fato foi explicado por um estudo
desenvolvido pelo mesmo grupo através de outro mecanismo de agéo. Sastre-Coll e
colaboradores (2001), em ratos com deplecdo nos niveis de dopamina, revelaram
que o 2-BFI ndo causou inibicdo da sintese de dopamina no estriado, indicando que
este efeito do 2-BFI era indiretamente mediado pela dopamina enddgena através de

ativacao do autoreceptor de dopamina D,.

Além de interagir com sitios imidazolinicos I, o 2-BFIl pode interagir com
receptores de dopamina. Sastre-Coll e colaboradores (2001) demonstraram que 0 2-

BFI apresenta uma baixa afinidade por receptores de dopamina D; in vitro. Porém
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até agora ndo tem nenhum estudo mostrando uma afinidade do 2-BFI por receptores
de 5-HT.

Taksande e colaboradores (2009b), demostraram que o 2-BFI foi efetivo em
reduzir o tempo de imobilidade no TNF e em potencializar o efeito tipo
antidepressivo de um inibidor da recaptacdo de 5-HT em camundongos. Porém, este
efeito tipo antidepressivo apresentado pelo 2-BFI ndo esta bem esclarecido, visto
que em um estudo de O’Neill e colaboradores (2001), ligantes I, imidazolinicos ndo

mostraram atividade tipo antidepressiva no TNF em camundongos.

Assim, devido a existéncia de poucos trabalhos relatando os efeitos
antidepressivos do 2-BFlI, torna-se interessante a realizagdo de estudos utilizando
modelos de depressdo, como também a verificagdo do mecanismo de acdo pelo

qual este composto atua.
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1. Introduction

The existence of non-adrenoceptor binding sites for imidazo-
I(ine)/guanidine drugs has been shown in various tissues of several
species, including the central nervous system (Eglen et al., 1998;
Regunathan and Reis, 1996). Such sites have been separated into at
least three entities: the [; site, which is found in the brainstem and
is associated with blood pressure control (Bousquet et al, 1984);
the I, site that is predominantly found in the brain and liver, where
it regulates monoamine turnover (Alemany et al., 1997); and the I3
site, that is located in pancreatic (3-cells and regulates insulin secre-
tion (Chan et al., 1994).

Abbreviarions: ANOVA, analysis of variance; BU224, 2-(4,5-dihydroimidaz-2-yl)-
quinoline; BU226, 2-(4,5-dihydroimidaz-2-yl)-isoquinoline; DA, dopamine; FST, forced
swimming test; MAO, monoamine oxidase; MAO-A, monoamine oxidase-A;
NUQUIMHE, Niicleo de Quimica de Heterociclos; OFT, open field test; SNK, Student-
Newman-Keuls'; TST, tail suspension test; 2-BFl, 2-(2-benzofuranyl)-2-imidazoline;
5-HT, serotonin.
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Traditionally, imidazoline |, sites have been characterized using
the a,-adrenoceptor antagonist [*H]-idazoxan in the presence of an
oy-adrenoceptor masking substance (Michel and Insel, 1989). How-
ever, idazoxan is also an agonist at 5-HT, 4 receptors which has limit-
ed the characterization of I;-imidazoline sites with this drug (Lladé et
al,, 1996). Then some ligands have been developed with high selectiv-
ity for these sites, notably 2-(2-benzofuranyl)-2-imidazoline (2-BFI)
and its quinoline and isoquinoline analogs, 2-(4,5-dihydroimidaz-2-
yl)-quinoline (BU224) and 2-(4,5-dihydroimidaz-2-yl)-isoquinoline
(BU226) (Lione et al., 1998; Nutt et al., 1995). 2-BFI has been shown
to selectively label imidazoline I, sites in mice (Anderson et al.,
2006), rabbit (Lione et al, 1996) and human brains (Wiest and
Steinberg, 1997).

There is evidence that imidazoline I, binding sites are allosteric
sites located on monoamine oxidase (MAQO) (Eglen et al., 1998;
Raddatz et al., 1997; Tesson et al., 1991), an enzyme responsible for
the oxidative deamination of neurotransmitters, like serotonin (5-hy-
droxy tryptamine, 5-HT), noradrenaline and dopamine (DA), and ex-
ogenous amines. Moreover, the abnormal function of this enzyme is
thought to be involved in several psychiatric disorders, such as de-
pression (Lanni et al.,, 2009; Manji et al., 2003; Millan, 2004).

Several imidazoline I, ligands have been shown to inhibit MAQ ac-
tivity (Carpéné et al., 1995; Jones et al., 2007; Raasch et al., 1999). In
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vitro experiments showed that imidazolines, including 2-BFl and
BU224, reversibly inhibit monoamine oxidase A (MAO-A) with a sim-
ilar potency to that of the reversible MAO-A inhibitor moclobemide
(Lalies et al., 1999). Furthermore, post-mortem studies have shown
that the density of I, sites was altered in suicide/depressive patients
(Garcia-Sevilla et al.,, 1996, 1998). Probably through this inhibitory
action on MAO-A, selective ligands for I, sites may possess
antidepressant-like properties (Finn et al., 2003).

Therefore, the aim of the present study was to assess the possible
antidepressant-like effect of the 2-imidazoline derivative, 2-BFl, and
its mechanism of action in mice.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Male Swiss mice (25-30 g) from our own colony were used in this
study. Mice were maintained in polycarbonate cages with free access
to food and water, on a 12-h alternating light-dark schedule in a
temperature-controlled (2243 °C) room. The procedures in this
study were performed in accordance with the National Institute of
Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals and ap-
proved by the Committee on the Use and Care of Laboratory Animals
of our University (Protocol no. 119/2010). For behavioral tests, drugs
were administered in random order, and the behavioral measure was
carried out by a blinded investigator.

2.2. Drugs

2-BFl synthesis was carried out by the method of condensation in-
volving aldehydes and ethylenediamine in the presence of N-
bromosucinimide, reaching 100% purity according to analysis of 'H
nuclear magnetic resonance and 'C nuclear magnetic resonance
spectra, as previously reported (Sant'Anna et al., 2009). 2-BFI and di-
azepam (Compaz®, Cristalia, Brazil) were dissolved in a vehicle solu-
tion (5% Tween 80, 20% polyethyleneglycol and 75% saline). Idazoxan,
methysergide (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) and haloperidol
(Haldol®, Janssen-Cilag, Brazil) were dissolved in saline. Injections
were performed in a 10 ml/kg volume by the subcutaneous (s.c.) or
intraperitoneal (i.p.) route.

2.3. Tail suspension test (TST)

The antidepressant-like effect of 2-BFI was measured using the tail
suspension test (TST), according to Steru et al. (1985). Briefly, mice
were suspended by their tails using adhesive tape placed approximate-
ly 1 cm from the tip of the tail and hung approximately 30 cm above the
table. The animals were suspended for 6 min, and the duration of im-
mobility was scored manually during the last 4-min interval of the
test. Mice were considered immobile only when they hung passively.

Firstly, a time-course curve was performed. For this, mice were
submitted to the TST at 15, 30 and 60 min after the administration
of 2-BFI (100 umol/kg, s.c.) or the vehicle. For the dose-response
curve, mice were treated with 2-BFI (30, 100 or 300 umol/kg, s.c.;
equivalent to 6, 19 or 56 mg/kg respectively) or vehicle 30 min before
the TST.

To assess the involvement of imidazoline sites, and serotonergic,
and dopaminergic receptors in the antidepressant-like effect of 2-
BFI, mice received a single injection of idazoxan (0.4 pumol/kg, i.p.;
equivalent to 0.1 mg/kg, a [, site antagonist), methysergide (4 pmol/
kg, i.p.; equivalent to 2 mg/kg, a non-selective serotonergic receptor
antagonist), haloperidol (0.1 umol/kg, i.p.; equivalent to 0.05 mg/kg,
a non-selective dopaminergic receptor antagonist) or saline 15 min
(idazoxan) or 30 min (methysergide and haloperidol) before the ad-
ministration of 2-BFI (100 pmol/kg, s.c.) or vehicle. Thirty minutes
after the treatment with 2-BFI or vehicle solution, the animals were

submitted to the TST. All doses of antagonists used in this work
were chosen according to previous literature data (Duarte et al.,
2008; Machado et al., 2007; Rénéric et al.; 2001).

2.4. Forced swimming test (FST)

To confirm the antidepressant-like effect of 2-BFI the forced swim-
ming test (FST) was used. Mice were individually forced to swim in an
open cylindrical container (diameter 10 cm, height 25 cm), contain-
ing 19 cm of water maintained at 25 4+ 1 °C; the total duration of im-
mobility during the 6-min test was scored as described previously
(Zomkowski et al, 2004). Each mouse was judged to be immabile
when it ceased struggling and remained floating motionless in the
water, making only those movements necessary to keep its head
above water. Mice were submitted to the FST 30 min after the admin-
istration of 2-BFI (100 umol/kg, s.c.) or the vehicle.

2.5. Open-field test (OFT)

To assess the possible effects of 2-BFI on locomotor activity, mice
were evaluated in the open-field test (OFT), as described previously
(Archer, 1973). The number of crossings was counted in a 5-min ses-
sion. Mice were injected with 2-BFI (100 or 300 umol/kg, s.c.) or vehi-
cle 30 min before testing. Another groups of mice were pretreated
with idazoxan (0.4 umol/kg, i.p.), methysergide (4 umol/kg, i.p.) or
haloperidol (0.1 pmol/kg, i.p.) 15 min (idazoxan) or 30 min (methy-
sergide and haloperidol) before the administration of vehicle or 2-
BFI (100 umol/kg, s.c.). Thirty minutes after this treatment, the ani-
mals were submitted to the OFT.

2.6. Rota-rod test

To evaluate the effect of 2-BFI on motor coordination, the rota-rod
test was carried out (Godoy et al., 2004). The apparatus consisted of a
rotatory bar (3.7 cm in diameter) divided into 3 separate compart-
ments that was placed at a height of 25 cm and rotate at a fixed veloc-
ity of 8 rpm. The animals were submitted to a training session 24 h
before testing. On the test day, mice were injected with 2-BFI (100
or 300 umol/kg, s.c.) or vehicle 30 min before testing. Another groups
of mice were pretreated with idazoxan (0.4 pmol/kg, i.p.), methyser-
gide (4 umol/kg, i.p.) or haloperidol (0.1 pmol/kg, i.p.) 15 min (ida-
zoxan) or 30 min (methysergide and haloperidol) before the
administration of vehicle or 2-BFI (100 pmol/kg, s.c.). Thirty minutes
after this treatment, the animals were submitted to the rota-rod
test. In the test session, the latency for the first fall and the total num-
ber of falls were evaluated during a 4-min period.

2.7. Elevated plus maze test

The anxiety-related behaviors were assessed using the mouse ele-
vated plus maze test (Lister, 1987). The apparatus consists of two
open arms (30x5 cm) and two enclosed arms (30x5x 15 cm) posi-
tioned 40 cm above the floor. The junction of four arms forms a cen-
tral square platform (5x5cm). Mice received a single
administration of 2-BFI (100 or 300 pmol/kg, s.c.) or vehicle 30 min
before testing. As a positive control, diazepam (7 pumnol/kg, s.c.; equiv-
alent to 2 mg/kg) was administered to mice 30 min before testing
(Naderi et al., 2008). Each animal was placed on the central platform
facing one of the open arms and was allowed to explore freely for 5-
min. The behavior parameters recorded were the % of number of en-
tries and the % of time spent in the open and closed arms.

2.8. Statistical analyses

The results are expressed as the mean = SEM. Student's t-test and
a one-way or two-way analysis of variance (ANOVA) were used to
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analyze the statistical significance between groups, followed by Bon-
ferroni's or Student-Newman-Keuls' (SNK) post-hoc tests using
GraphPad Prism 5.0 software. The level of significance was set at
p<0.05, and only significant results are shown. To meet ANOVA as-
sumptions, haloperidol or vehicle x 2-BFI or vehicle interaction data
were subjected to log transformation before statistical analysis.

3. Results

Fig. 1A shows the time-course curve of 2-BFI (100 umol/kg, s.c.)
on immobility time in the TST. Statistical analysis (two-way
ANOVA) showed a significant 2-BFl or vehicle x time interaction
[F(1,33) =3.52; p<0.01]. Post hoc analysis revealed a 47 4+ 7% reduc-
tion in immobility time 30 min after 2-BFl administration. Then, a 30-
min pretreatment was chosen to carry out the dose-response curve
and subsequent experiments. Fig. 1B shows the dose-response
curve of 2-BFl (30-300 umol/kg) on immobility time in the TST. Sta-
tistical analysis (one-way ANOVA) revealed that 2-BFl decreased im-
mobility time [F(3,26)=8.43; p<0.01]. Post hoc analysis (SNK)
showed that 100 and 300 umol/kg of 2-BFI reduced the immobility
time by 41+8% and 53 + 8% respectively. Fig. 1C shows that 2-BFI
(100 umol/kg, s.c.) produced a 19+ 3% reduction on the immobility
time in the FST [T=4.46; p<0.01, Student's t-test].

With the purpose of investigating the mechanisms underlying the
antidepressant-like effect of 2-BFI in the TST, mice were pre-treated
with idazoxan, methysergide or haloperidol. Fig. 2A shows the effect
of pretreatment with the [, site antagonist idazoxan (0.4 umol/kg,
i.p.) on the reduction in the immobility time induced by 2-BFI
(100 umol/kg). Statistical analysis (two-way ANOVA) showed a sig-
nificant idazoxan or vehicle x 2-BFl or vehicle interaction [(F(1,40)
=4.14; p<0.05)]. Post hoc analysis (Bonferroni's) indicated that pre-
treatment with idazoxan significantly blocked the decrease in immo-
bility time induced by 2-BFL

Fig. 2B shows the effect of pretreatment with the non-selective 5-
HT receptor antagonist methysergide (4 umol/kg, i.p.) on the reduc-
tion in the immobility time induced by 2-BFI (100 umol/kg). Statisti-
cal analysis (two-way ANOVA) showed a significant methysergide
or vehicle x 2-BFl or vehicle interaction [(F(1,31)=4.16; p<0.05)].
Post hoc analysis (Bonferroni's) indicated that pretreatment with
methysergide significantly blocked the decrease in immobility time
induced by 2-BFI.

Fig. 2C shows the effect of the pretreatment with the non-selective
dopaminergic antagonist haloperidol (0.1 umol/kg, i.p.) on the reduc-
tion in the immobility time induced by 2-BFI (100 umol/kg). Statisti-
cal analysis (two-way ANOVA) revealed a significant haloperidol or
vehicle x 2-BFI or vehicle interaction [(F(1,30) =4.70; p<0.05]. Post
hoc analysis (Bonferroni's) indicated that pretreatment with haloper-
idol significantly blocked the decrease in immobility time induced by
2-BFL.

Fig. 3 shows the effect of the classic anxiolytic benzodiazepine, diaz-
epam (7 umol/kg, s.c.) and the effect of 2-BFI (100 and 300 umol/kg, s.c.)
on the % of number of entries (A) and the % of time spent (B) in the open
arms of the plus-maze. Statistical analysis (one-way ANOVA) revealed
that diazepam and 2-BFI (300 umol/kg) significantly increased the %
of number of entries [F(3,36) =6.34; p<0.05, Fig. 3A] and the % of
time spent in the open arms [F(3,36) = 10.53; p<0.01, Fig. 3B}, confirm-
ing the suitability of the method used to evaluate anxiety in the present
study and suggesting an anxiolytic role for this compound. Diazepam
and 2-BFI had no effect on the % of number of entries and the % of
time spent in the closed arms (data not shown).

It has been found that compounds that induce changes in locomo-
tor activity can alter the behavioral responses of mice in the TST.
Therefore, we investigated the effects of 2-BFI alone and in combina-
tion with idazoxan, methysergide or haloperidol on locomotor activ-
ity and motor coordination function. The results are shown in Table 1.
The treatment with 2-BFl (100 and 300 umol/kg, s.c.) did not cause
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Fig. 1. Effect of 2-BFl administration on immobility time in the TST and in the FST in
mice. (A) Time-course curve of 2-BFI (100 umol/kg, s.c.) in the TST. (B) Dose-response
curve of 2-BFI {30-300 umol/kg, s.c.) in the TST. (C) 2-BFI (100 umol/kg, s.c.) on immo-
bility time in the FST. The values are means+ SEM (n=6-8 animals in each group).
*n<0.01 compared with the respective vehicle group; rwo-way ANOVA followed by
Bonferroni test (A), one-way ANOVA followed by SNK (B) or Student's t-test (C).

significant alterations in the locomotor ability of the animals, as
assessed by the similar number of crossings in the OFT when com-
pared to vehicle. The co-treatment of mice with 2-BFI and idazoxan
(0.4 umol/kg, ip.), methysergide (4 pmol/kg, ip.) or haloperidol
(0.1 umol/kg, i.p.) causes no changes on locomotor activity, when
compared to saline plus vehicle treated animals. In addition, 2-BFI
alone or in combination with antagonists did not significantly affect
motor coordination, as assessed by similar fall latencies and total
number of falls in the rota-rod when compared to control groups.

4. Discussion

In the present study, subcutaneous injection of 2-BFl, a 2-
imidazoline derivative, decreased the immobility time in the TST,
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Fig. 2. Effect of pretreatment of mice with idazoxan (0.4 umol/kg, i.p.; A), methysergide
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showing an antidepressant-like effect. Previous studies were con-
flicting on the antidepressant-like potential of imidazoline com-
pounds. O'Neill et al. (2001) demonstrated that selective [
receptor ligands (such as BU224) do not show antidepressant-like
effects in the FST in BKTO mice. However, Taksande et al. (2009)
showed that 1, receptor ligands (including 2-BFI) were effective in
reducing the immobility time in the FST and in potentiating
antidepressant-like effects on selective 5-HT reuptake inhibitors in
Swiss mice. The differences between these studies may be explained
by the differences among |, receptor ligands, the test used to detect
the antidepressant-like effects and the strain of mice used. 2-BFI, but
not BU224, binds with low affinity to as-adrenoceptors (Eglen et al.,
1998). Accordingly, the nature the interaction between the 2-BFI to
a,-adrenoceptors is still uncertain. Of note, a,-adrenoceptors an-
tagonists have antidepressant-like effects (Haddjeri et al., 1995). In-
deed, mirtazapine, a highly potent «;-adrenoceptor antagonist, is
effect in the treatment of patients with depression (De Boer,
1996). In addition, an increased level of o-adrenoceptors (31—

Regarding the test, the TST is the most common animal test specif-
ically used for the screening of new antidepressant drugs because it is
easy to execute and highly reliable (Bourin et al., 2005; Cryan et al.,
2002). In this test, mice are exposed to an aversive situation, from
which there is no escape, and will, after periods of agitation, cease

Table 1

Effects of vehicle or 2-BFI (100 or 300 umol/kg, s.c.) treatment and 2-BFI (100 umol/kg,
s.c.) plus idazoxan (0.4 umol/kg, i.p.), methysergide (4 umol/kg, ip.) or haloperidol
(0.1 umol/kg, i.p.) co-treatment on the number of crossing in open-field test and fall la-
tency and number of falls in rota-rod test in mice.

Treatment {umol/kg) Number of Fall latency (s) Number
crossing of falls
Vehicle 284439 190.8 +26.3 05403
2-BF1 (100) 33.04+6.0 1425+ 289 1.4+0.6
2-BFI (300) 245432 221.64+-184 0.1+0.1
Saline 4 vehicle 440489 22254175 02402
Idazoxan + vehicle 348446 193.8+30.7 03402
Methysergide + vehicle 50.34+6.0 210.2427.7 0.8+06
Haloperidol + vehicle 408468 207.84+322 03+03
Idazoxan + 2-BFI (100) 373145 166.8 £34.5 0.8+0.5
Methysergide + 2-BFI (100) 30.2453 188.2 4+ 34.0 05403
Haloperidol 4+ 2-BFI (100) 200448 201.24+286 1.0+£0.7

The values are mean 4+ SEM of 6-10 animals in each group (rota-rod test) and 6-7
animals in each group (open-field test).
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attempts to escape and become immobile, similar to the immobility
observed in the FST (Porsolt et al., 1977, Steru et al., 1985). Perhaps
one of the most important differences between these tests is the ap-
parent higher sensitivity of the TST in detecting the response to
drugs (Cryan et al., 2005). Thus, the better sensitivity of the TST
may facilitate the detection of the antidepressant-like effects of I, re-
ceptor ligands. Finally, there is an important difference in the re-
sponse to antidepressants between mouse strains, but Swiss mice
are most commonly used because they exhibit increased responses
to these drugs (Bourin et al., 2005). As Taksande et al. (2009), the pre-
sent study used Swiss mice, which may improve the assessment of
the antidepressant-like effects of 2-BFL.

Confirming the results found in TST, 2-BFI decreased the immobil-
ity time in the FST. In accordance with Taksande et al. (2009), that
showed that 2-BFl and others 1, receptor ligands were effective in re-
ducing the immobility time in the FST. Similar to 2-BFI, agmatine, an
endogenous ligand at [; and [, receptors, presented antidepressant
and anxiolytic activity in rodents (Aricioglu and Altunbas, 2003;
Zomkowski et al., 2002). Of note, agmatine displaced the binding of
[®H]2-BF! to L-imidazoline receptors (Alemany et al., 1997). In addi-
tion, the catabolism of agmatine by agmatinase has recently been
found to be increased in post-mortem brains of patients with uni-
and bipolar disorder (Bernstein et al., 2012). Thus, with the putative
reduction of the endogenous ligand, the use of synthetic [, receptor li-
gands, such as 2-BFI, could be useful in this illness.

Clinical depression in humans is associated with dysregulation or
overexpression of imidazoline sites in platelets and brain tissues of
depressed patients (Garcia-Sevilla et al., 1999; Holt, 2003; Piletz et
al., 2008). Considering that these sites have a role in mood disorders,
the involvement of the imidazoline sites in the antidepressant-like ef-
fect of 2-BFI in the TST was studied by using an I, antagonist to exam-
ine the behavioral responses to 2-BFl (Garcia-Sevilla et al., 1999;
Piletz et al., 1996). Our study showed that the reduction in the immo-
bility time elicited by 2-BFI in the TST was blocked by pretreatment of
mice with idazoxan, a preferential imidazoline I, receptor antagonist,
suggesting the involvement of imidazoline I, receptors in the
antidepressant-like effect of 2-BFl. Some studies have shown that ida-
zoxan prevented the antidepressant-like effect of desipramine, a nor-
adrenaline reuptake inhibitor, in the FST (Cervo et al., 1990; Rénéric
etal., 2001). Agreeing with the involvement of 2-BFI with imidazoline
I, receptors, previous studies reporting that [*H]2-BFI bound with
higher affinity than [*H]idazoxan, an o,-adrenoceptors antagonist
traditionally used to characterize l,-imidazoline receptors, to a simi-
lar number of brain ls-imidazoline receptors (Alemany et al., 1997).

An enzyme that causes oxidative deamination of neurotransmit-
ters like 5-HT, noradrenaline, DA and exogenous amines is the MAO.
For decades, the notion that perturbed monoaminergic transmission
is causally implicated in depressive states has been enshrined in the
literature (Manji et al., 2003). There is evidence that imidazoline [,
binding sites are located in MAO (Eglen et al., 1998; Raddatz et al.,
1997; Tesson et al.,, 1991), and that 2-BFI can inhibit MAO activity in
a non-competitive manner (Carpéné et al, 1995). It was recently
shown that 2-imidazoline derivatives showed good potency and se-
lectivity in inhibiting the in vitro activity of MAO in the rat brain
(Sant'Anna et al., 2009). Among these compounds, 2-BFI showed a
great potency to reversibly inhibit the in vitro activity of MAO-A
(Lalies et al., 1999; Sant'Anna et al., 2009). Thus, the antidepressant-
like action of 2-BFI could be related to the monoaminergic system
owing to its inhibitory effect on MAQ activity.

Besides the interaction with imidazoline I, site, imidazol(ine) li-
gands can interact with DA receptors. Sastre-Colla et al. (2001) dem-
onstrated that 2-BFl presents very low affinity for D,-dopamine
receptors in vitro. However until now, do not have any study showing
the affinity of 2-BFI to 5-HT receptors.

It is well known that the 5-HT system plays an important role in
the neural regulation of mood (Duman et al, 1997). The

antidepressant drugs used clinically promote an increase in 5-HT
and noradrenaline availability at the synaptic cleft (Elhwuegi,
2004). Some studies have shown the involvement of 5-HT receptors
in depression (Pitchot et al., 2005; Svenningsson et al., 2006). In the
present study, we also investigated the involvement of the serotoner-
gic and dopaminergic systems on the antidepressant-like effect of 2-
BFl in the TST. The decrease in the immobility time elicited by 2-BFI
was reversed by pretreatment of mice with methysergide, a non-
selective serotonin receptor antagonist. In the same way, the results
demonstrated that haloperidol, a non-selective DA receptor antago-
nist, significantly antagonized the anti-immobility effect of 2-BFI in
mice. These results indicate that the antidepressant-like effect pro-
duced by 2-BFl may also involve the serotonergic and dopaminergic
systems.

It has been shown that the effects of some antidepressants are
prevented by the concurrent administration of a 5-HT; 4 receptor an-
tagonist (Detke et al., 1995). Also, there was a significant hypersensi-
tivity of 5-HT, receptors in the brains of depressed suicide victims
(Rosel et al., 2000).

Depressed patients have been reported to have increased DA D,/
D5 receptor binding (Shah et al., 1997) and reduced DA transporter
activity (Neumeister et al., 2001). Pharmacological experiments sug-
gest that the DA-like receptors play a key role in the response to bio-
logical antidepressant treatments (Lammers et al., 2000; Maj et al.,
1996; Rogoz and Dziedzicka-Wasylevska, 1999).

Some studies have demonstrated that antidepressant agents, in-
cluding the MAQIs, can also possess anxiolytic properties in different
anxiety animal models (De Angelis, 1996; Eroglu and Giiven, 1998).
Thus, to investigate if 2-BFI exerts anxiolytic activity, mice were sub-
mitted to the plus maze test, and the results showed that 2-BFI
(300 umol/kg) was able to significantly increase the % of number of
entries and the % of time spent in the open arms. These data suggest
that 2-BFI, besides producing antidepressant-like effects, may present
anxiolytic properties in high doses.

The anti-immobility effect of 2-BFI seems unassociated with alter-
ations on locomotor activity, since mice treated with 2-BFl at doses
that were effective in the TST (100 and 300 pmol/kg) did not exhibit
increased ambulation when tested in the OFT. The effect of 2-BFl on
coordination function was also evaluated using the rota-rod test. No
changes in motor coordination activity 30 min after 2-BFI treatment
were observed in both 100 and 300 pmol/kg doses. This indicates
that a psychostimulant effect is not responsible for the decrease in
the immobility elicited by 2-BFl in the TST.

5. Conclusion

In conclusion, the present results show that 2-BFI presents antide-
pressant-like effects in mice in both TST and FST. The 2-BFI
anridepressant-like effect is reversed by pretreatment with idazoxan,
methysergide and haloperidol, suggesting a relationship to the sero-
tonergic, dopaminergic and imidazoline (I, receptors) systems. Fur-
ther studies using other selective or highly specific analytical and
pharmacological tools are needed to more reasonably define the
role of serotonergic, dopaminergic and imidazoline systems in the
antidepressant-like effects of 2-BFIL.
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5. Conclusodes

Tendo em vista os resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir

que:

1- O 2-BFI apresentou um efeito tipo-antidepressivo em camundongos no
teste de suspensao da cauda e no teste do nado forgado.

2- Este efeito tipo-antidepressivo do 2-BFl esti relacionado com os
sistemas serotoninérgico, dopaminérgico e imidazolinico, visto que
antagonistas destes sistemas preveniram o efeito tipo-antidepressivo
apresentado pelo 2-BFI.

3- O 2-BFIl, além de produzir efeitos tipo antidepressivos, apresentou
propriedade ansiolitica na maior dose testada.

4- O efeito tipo antidepressivo do 2-BFI ndo esté associado a nenhum efeito
motor, ja que as doses administradas ndo afetaram a atividade locomotora

e a coordenagao motora dos animais.
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