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1. INTRODUCAO

A depressdo maior é uma doenca heterogénea e multifatorial caracterizada
pela perda de interesse em atividades cotidianas, prejudicando significativamente
a qualidade de vida dos pacientes. De acordo com os dados da Organizacao
Mundial da Saude (2017), 300 milhdes de pessoas, de diferentes idades, séo
afetadas pela depresséo. A organizacéo projeta ainda esta doengca como a maior
causa de incapacitacdo para o trabalho até 2030, resultando em uma perda
significativa no meio social e econémico.

A patogénese da depressao originou algumas teorias, dentre elas estdo a
reducdo dos neurotransmissores monoaminérgicos, como a serotonina, dopamina
e noradrenalina, a nivel de sistema nervoso central (COPPEN, 1967), e a
desregulagéo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) (MERALI ET AL., 2004).
Diversos estudos indicam também o envolvimento do estresse oxidativo com a
patofisiologia da depresséo (SALIM, 2017; BLACK, 2015; LOPRESTI, 2014), e em
relacdo ao estresse oxidativo, o fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2
(NRF2) € um importante fator de transcricdo que regula a resposta antioxidante
intracelular, e sua ativacdo regulada pode ser um promissor mecanismo ho
tratamento da depressdo (JARAMILLO, 2013). Além disso, a desregulagéo
apoptética também pode colaborar com o desenvolvimento de doencas
neuropsiquiatricas (GALLUZZI et al., 2008). Ademais, receptores glicocorticoides,
local de acdo do cortisol, sdo responsaveis por participar do mecanismo de
resposta ao estresse, e a alta concentracdo deste hormoénio pode resultar em
apoptose neuronal e na diminuigdo neurogénica (VYAS, 2016; ODAKA, 2017).

A reserpina € uma substancia que causa deplecdo de monoaminas,
impedindo o acesso de neurotransmissores a vesicula sinaptica, causando a
auto-oxidacdo da dopamina. Além disso, a reserpina aumenta a producdo de
conjugados que podem causar danos neuronais e ativagdo da microglia, podendo
levar & neuroinflamagéo e, com isso, pode haver o desenvolvimento de sintomas
depressivos. Compostos organicos contendo selénio em sua estrutura tém sido
descritos como antidepressivos (BESCKOW et al., 2020), antioxidantes
(BRUNING et al.,, 2015a) e neuroprotetores (BRUNING et al., 2015b). Nesse
sentido, o disseleneto de m-trifluormetil-fenila (m-CFs-PhSe)2 (Fig. 1), um
composto organico de selénio, demonstrou previamente efeito do tipo
antidepressivo no teste do nado forcado em um modelo de depressao induzido
por reserpina (dados ndo mostrados), e as analises neuroquimicas sao essenciais
para compreender os mecanismos de acdo deste composto. Desta forma, o
objetivo do trabalho foi avaliar o efeito do (m-CF3-PhSe)2 nos niveis de poli (ADP-
ribose) polimerase (PARP) clivada, uma proteina apoptotica, do subproduto do
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estresse oxidativo 4-hidroxinonenal (4-HNE), de receptores glicocorticoides e do
fator de transcricdo NRF2 no hipocampo de camundongos apds a administracéo
de reserpina.

2. METODOLOGIA

A sintese de (m-CFsz-PhSe). foi realizada no Laboratorio de Sintese,
Reatividade e Avaliagdo Farmacoldgica e Toxicolégica de Organocalcogéneos da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), e a reserpina foi comprada da
companhia norte americana Sigma-Aldrich Corporation. A técnica utilizada foi a de
Western Blot. Os animais foram obtidos no Biotério Central da UFSM e foram
utilizados de acordo com as normas do Comité de Etica e Bem-estar Animal
(CEEA 4664250915).
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Figura 1. Estrutura quimica plana do disseleneto de m-trifluormetil fenila [(m-CFs-PhSe)2]

A reserpina foi diluida em solucao salina 0.9% e administrada por trés dias
nos camundongos (uma vez ao dia), na dose de 0,5 mg/kg via intraperitoneal
(i.p.)., e nos dois dias seguintes, os animais foram tratados com (m-CFs-PhSe)2
(uma vez ao dia), diluido em éleo de canola e administrado na dose de 10 mg/kg
via intragastrica (i.g.). 30 minutos apds o ultimo tratamento com (m-CF3-PhSe)2,
0os animais foram eutanasiados com isoflurano e decapitados. Imediatamente,
foram coletadas as amostras do hipocampo e armazenadas a -80 °C para o
posterior procedimento da técnica de Western Blot.

As amostras de hipocampo foram homogeneizadas em tampéo de lise RIPA
contendo um coquetel de inibidor de proteases e fosfatases. A concentracao final
de proteina em cada amostra foi ajustada para 2 pg/pl com um tampao de
amostra contendo Tris HCI 0,5 M, pH 6,8, glicerol, 10% de dodecil sulfato de sédio
(SDS), 2-mercaptoetanol e azul de bromofenol. A concentragdo de proteina foi
medida usando o kit de acido bicinconinico (ensaio BCA). As amostras (30 ug de
proteina) e padrdes de peso molecular pré-corados foram separados em géis de
eletroforese SDS-PAGE a 10%. As proteinas foram transferidas para membrana
de nitrocelulose (0,45 pm, Bio-rad) e bloqueadas com solucdo de leite a 5%. A
carga de proteina foi confirmada por coloragdo Ponceau S. Em seguida, os blots
foram incubados durante a noite a 4°C com o anticorpo primario. Em seguida, as
membranas foram lavadas e incubadas com o respectivo anticorpo secundario,
que continha uma peroxidase conjugada, por 1 h em temperatura ambiente. Para
a deteccdo de proteinas, foi utilizado um kit de quimioluminescéncia e os sinais
foram capturados com Amersham Imager 600. A densidade 6ptica das bandas foi
guantificada usando o software Image J para Windows.

Cada valor obtido foi derivado da razdo entre as unidades arbitrarias obtidas
pela quantificagdo da banda da proteina e o respectivo teor de proteina da banda
de B-Actina. Os dados foram expressos em porcentagem do controle e analisados
por ANOVA de duas vias seguido pelo teste post hoc de Newman-Keuls.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise realizada mostrou que a reserpina aumentou o nivel de PARP
clivada no hipocampo, e o tratamento com (m-CFs-PhSe)2 reverteu a ativacao
dessa proteina nesta regido [Fa, 14) = 7.99, P = 0.013]. Ademais, apos 3 dias de
administracdo via i.p. de reserpina, houve um aumento nos niveis de receptores
glicocorticoides e de 4-HNE no hipocampo, e o tratamento com (m-CFsz-PhSe)2
reverteu estes parametros [F, 13) = 10.33, P = 0.007 e F(, 13 = 6.761, P = 0.022,
respectivamente]. Em relacdo ao NRF2, houve uma tendéncia da reserpina em
reduzir os niveis desta proteina e o (m-CFs-PhSe)2 apresentou uma tendéncia em
normalizar esses niveis.
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Figura 2. Efeito da interacéo entre reserpina e (m—CFs—PhSe)2 (10 mg/kg, i.g.) em hipocampo de
camundongos. 4-HNE modificada (A), nivel de NRF2 (B), PARP clivada (C) e nivel de receptores
glicocorticoides (D). N = 4-5 animais. (*) p<0.05, (**) p<0.01 quando comparado ao grupo veiculo e
(#) p<0.05, (##) p<0.01 quando comparado ao grupo veiculo-reserpina. (ANOVA de duas vias —
Newman-Keuls).

4, CONCLUSOES

De acordo com os dados demonstrados, o (m-CFs-PhSe)2 foi capaz de
reverter os danos resultantes da administracdo da reserpina, sugerindo um efeito
protetor frente as alteracbes das proteinas 4-HNE e PARP clivada, além dos
receptores glicocorticoides. Além disso, os resultados obtidos por meio da analise
do fator de transcricdio NRF2 corroboram com estudos prévios da acao
antioxidante de (m-CFs-PhSe).. Mediante os resultados pré-clinicos obtidos neste
trabalho, além de uma investigacdo mais profunda acerca deste composto, (m-
CF3-PhSe)2 poderia ser utilizado para evitar processos pro-oxidativos e
apoptoticos e demais mecanismos associados a patogénese da depressao.
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