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RESUMO

Os héabitos alimentares da sociedade moderna incluem alimentos de preparo répido,
normalmente ricos em agucares e gorduras e pobre em outros nutrientes. Este estilo de dieta
ocidental moderna estd associado ao aumento na incidéncia de obesidade, diabetes mellitus tipo
2, doengas cardiovasculares, e sindromes metabodlicas. Evidéncias recentes apontam para uma
conexdo entre obesidade, sindrome metabdlica e diabetes, com transtornos neuropsiquidtricos
como ansiedade, depressdo, e mesmo com condi¢des neurodegenerativas, como a doenca de
Alzheimer. O desenvolvimento de novos fairmacos, capazes de atenuar os prejuizos metabdlicos
e comportamentais induzido pelo consumo cronico e exacerbado de dietas hipercaléricas e
hiperlipidicas, tem despertado interesse na literatura cientifica, em geral com o
desenvolvimento de moléculas capazes de interagir com diferentes alvos farmacologicos. Neste
sentido, a combinacdo de moléculas com diferentes propriedades farmacodindmicas pode
exercer efeitos tanto nas alteracdes metabdlicas periféricas como também em nivel de sistema
nervoso central. Duas estratégias consideradas no presente estudo: (i) a sintese de compostos
organicos de selénio, devido as suas propriedades farmacoldgicas, e.g., antioxidante, anti-
inflamatdria, e anti-cancer; (ii) o uso da molécula imidazo [1,2-a] piridina, descrita por exercer
diversas atividades bioldgicas, e.g., antitumoral, anti-inflamatéria, antiviral, analgésica, e
agonista do receptor do tipo (GABAA). Considerando as propriedades farmacoldgicas de
ambas, i.e., por¢do imidazo [1,2-a] piridina e selénio, a combinacao destas moléculas poderia
ser estratégia vidvel ao desenvolvimento de medicamentos mais eficientes para o tratamento da
obesidade e suas multiplas comorbidades, como dislipidemia e transtornos psiquidtricos.
Assim, o presente estudo objetivou investigar os efeitos do composto 2-Fenil-3- (fenilselanil)
imidazo [1,2-a] piridina (3-SePh-IP) sobre as alteragdes metabdlicas e comportamentais
induzidas por consumo de dieta rica em gordura e frutose (HFFD) em camundongos Swiss
fémeas. Nossos resultados mostraram que os animais alimentados com dieta HFFD
apresentaram alteracdes metabdlicas significativas como ganho de massa corporal,
hipercolesterolemia, e intolerdncia a glicose. Nos pardmetros comportamentais o0s
camundongos que receberam dieta HFFD apresentaram prejuizos na memodria espacial e
comportamento do tipo depressivo e tipo ansiogénico. O tratamento com 3-SePh-IP (10 mg/kg;
1.p.) atenuou a hipercolesterolemia induzida pela dieta HFFD, além de ter revertido o
comportamento do tipo depressivo e ansiolitico induzido pela dieta. Além disso, a
administracdo aguda de 3-SePh-IP, na dose de 100 mg/kg i.p., reduziu o tempo total de
imobilidade dos camundongos no teste do nado for¢ado, indicando uma atividade do tipo
antidepressiva. Esses efeitos farmacoldgicos metabdlicos e comportamentais fornecem uma
justificativa relevante para estudos adicionais com o 3-SePh-IP, especialmente sobre os
mecanismos subjacentes do potencial efeito do tipo antidepressivo.

Palavras-chave: Obesidade. Dieta rica em gordura/frutose. Selénio. Imidazopiridina.
Comportamento tipo ansiogénico. Comportamento tipo-depressivo.



ABSTRACT

While chronic high-fat/high-sugar feeding has long been associated with the rising incidence
of obesity/type 2 diabetes, recent evidence has established that it is also associated with
depressive and anxious-like behaviours. In this regard, multi-target drugs have raised
considerable interest as potential therapeutic solutions to complex diseases. Considering the
pharmacological properties of the imidazo[l,2-a]pyridine moiety, an imidazopyridine
derivative, as well as the selenium-containing organic molecules, the combination of both
molecules could be a possible strategy for the development of more efficient drugs for the
treatment of obesity and its multiple comorbidities, such as dyslipidemia and psychiatric
disorders. Thus, the present study sought to investigate the metabolic and the antidepressant-
and anxiolytic-like effects of a selanylimidazopyridine compound, 2-Phenyl-3- (phenylselanyl)
imidazo [1,2-a] pyridine (3-SePh-1P), on mice fed a high-fat/high-fructose diet (HFFD).
Overall, our results showed that a short-term HFFD can promote a significant body weight gain,
hypercholesterolemia, glucose intolerance and spatial memory deficits and depressive- and
anxiety-like behaviour in Swiss mice. Concomitant treatment with 3-SePh-IP (10 mg/kg; i.p.)
attenuated the HFFD-induced increase in cholesterol levels, and blunted the depressive- and
anxiety-like behaviour in mice. Moreover, acute administration of 3-SePh-IP, at the dose of 100
mg/kg 1.p., reduced the total immobility time of mice in the forced swim test, indicating a
putative antidepressive-like profile. These multimodal pharmacological effects provide a
rationale for further studies with the 3-SePh-IP, in special the underlying mechanisms related
to its antidepressive-like effects.

Keywords: Obesity. High-fat/high-fructose diet. Selenium. Imidazopyridine. Anxiogenic
behavior. Depressive-like behavior.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Figura esquemdtica da relacdo entre obesidade, inflamacdo e desregulacdo
MEEADOLICA. ...ttt st 15
Figura 2 — Representacio esquematica do efeito da nutri¢do na emocgao e funcio cognitiva.. 20

Figura 3 — A figura mostra a estrutura quimica representativa de alguns compostos contendo

SELEIIIO ..ttt ettt ettt ettt et e e et e e ab e e e eateeeeare 24
Figura 4 — Nudcleo imidazo[1,2-a] PIridina .........ceecueeerieeiiiieenieeeiiee et sieeesieeesieeesree e 26
Figura 5 — Compostos medicamentosos a base de imidazo [1,2-a] piridina ...........cccceeeeeenee 26

Figura 6 — Estrutura quimica de 2-Fenil-3- (fenilselanil) imidazo [1,2-a] piridina (3-SePh-IP)...

Figura 7 — Efeitos da dieta e tratamento no comportamento exploratério e emocionalidade no
teSte dO CAMPO ADEITO .....eveeeiiiiiieeeiiiee ettt et e e ettt e e st e e e st eeessaebeeeesnsbeeeesnssaeeesassneesannns 38
Figura 8 — Efeitos da dieta e tratamento em comportamentos tipo depressivo no teste de
SUSPENSAO PLA CAUAQA ...eeeeeiiiiiieiiie ettt e ettt e e e e et e e st e e ssbaeeesbaeesnseeennseesnnseeennses 39
Figura 9 — Efeitos da dieta e tratamento nas alteracdes nos comportamentos de autocuidado e
motivagdo no teste de borrifagem de sacarose (Splash Test) ......cccueeeueeeiveeeceeeniieeeiieenieeenns 40

Figura 10 — Efeitos da dieta e tratamento nos prejuizos de memoria espacial no teste do labirinto

BIM T ettt h e ettt b e et h e et b et et enhe e e bt e naeeeareas 40
Figura 11 — Efeito da dieta e tratamento na variacdo da massa corporal ..........cccccceevueeenieennn. 41
Figura 12 — Efeito da dieta e tratamento nas concentracdes plasmaticas de colesterol............ 42

Figura 13 — Efeito da dieta e tratamento nas concentragdes de glicose plasmatica no teste de
LOIETANCIA & ZIICOSE ..vveeuiiieeiiieeiiee ettt ettt ettt et et e ettt e et e e s ateeentaeesnbaeesasaeenssaeennseeensseeenns 43
Figura 14 — Efeito da administragcdo aguda de 3-SePh-IP no teste do nado forcado................ 44

Figura 15— O efeito da administracdo aguda de 3-SePh-IP no teste Labirinto em Cruz Elevado.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

HFD — Dieta rica em gordura

SeMet — Selenometionina

Se — Selénio

Sec — Seleniocisteina

EROs — Espécies reativas de oxigénio

GPxs —Glutationa Peroxidases

Trx — Tirodexina

GSH — Glutationa (Forma reduzida)

GABA — Acido y-aminobutirico

SNC — Sistema Nervoso Central

ANOVA — Andlise de variancia

HFFD — Dieta rica em gordura e Frutose

MPI- 3 - [(4-metoxifenil) selanil] -2-fenilimidazo [1,2-a] piridina
BDNEF- Fator neurotréfico derivado do cérebro
LPS —Lipopolisacarideo

HDL — Lipoproteina de alta densidade

IGT — Tolerancia a glicose prejudicada

DA — Doenga de Alzheimer

COX-2 — Ciclo-oxigenase-2

SD — Grupo controle

UCMS - Estresse cronico leve imprevisivel
IL-1 — Interleucina-1

IL-6 — Interleucina-6

TNF-o — Fator de Necrose Tumoral

DSM-V — Manual de Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais 5% edi¢ao
WHO - Organiza¢do Mundial da Satide

HPA —Eixo hipotdlamo-pituitdria-adrenal
NMDA — N -metil D - Aspartato

TDM - Transtorno Depressivo Maior

IMC - Indice de Massa Corporal



SUMARIO

1 INTRODUCAO O.....ccureerererrernenesscsessesnssessessssesees 12
1.1 PADRAO ALIMENTAR E OBESIDADE ........cocoooiuiiitieeeeeeeseeeeeeeeeeeeesesee s, 13
1.2 EFEITOS DE DIETAS ESTILO OCIDENTAL NO COMPORTAMENTO E SISTEMA
NERVOSO CENTRAL.....c.ooooimieieieeeeeeeeeeeeeee oo eeee s ss s 15
1.3 TRATAMENTO PARA OBESIDADE E COMORBIDADES ASSOCIADAS................ 21
1.4. COMPOSTOS CONTENDO SELENIO............coouivivieeieeeeeeseeeeeeeeeeeeeseeees s 23
1.5 IMIDAZO[1,2-A] PIRIDINA ........oovimieeeieee oo 26
2 JUSTIFICATIVA 29
3. OBJETIVOS....uerrererresessssssessssessssssessessssssssssssessesssssssssessassssssssessessssssessessesssessessessasssessens 30
3.1 OBJETIVO GERAL......oooooooeieoeeeeeeeeeeeeeee e 30
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS........omoeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 30
4 MATERIAL E METODOS 31
4.1 ANIMALIS ..o e r e eee e 31
A2 DROGAS ... 31
A3 DIETA ..o e s eneens 31
4.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL .......oooviviiiieeeeeeeeeeeeee e 31

4.4.1 Avaliacdo do tratamento com 3-SePh-IP sobre as alteracdes metabdlicas e
comportamentais induzidas por dieta rica em gorduras e frutose em camundongos Swiss

fémeas 31
4.4.2 Avaliacao dos putativos efeitos antidepressivos e ansioliticos da administraciao aguda
de 3-SePh-1P 32
4.5 TESTES COMPORTAMENTALIS......oootietieiit ettt ettt ee b e seveesae s s 32
4.5.1 Teste da Alternancia Forcada (Labirinto em T) 33
4.5.2 Teste do Campo Aberto.............. 33
4.5.3 Teste de Borrifagem de Sacarose (Splash Test)......ccoueeeccriccsnrccssnrcssnrcssnncssssscsnsecses 33
4.5.4 Teste da Suspensao pela Cauda.........ecceeesvicseinseissninsninssicssnsssisssnssssesssssssssssssssssns 34
4.5.5 Teste do Nado Forcado 35
4.5.6 Labirinto em Cruz Elevado 36
4.6 ANALISE BIOQUIMICA.........coooiiuiiiriiniieeie et 36
4.7 ANALISE ESTATISTICA.........oovverierieneeieiesies s 37
5 RESULTADOS 38

5.1 EFEITO DO TRATAMENTO COM O COMPOSTO 3-SEPH-IP NOS PARAMETROS
COMPORTAMENTAIS EM CAMUNDONGOS SWISS EXPOSTOS A UMA DIETA

HEEFD ...ttt et ettt st a e bt et eb et et b et et ae et et 38
5.1.1 Efeitos da dieta e tratamento no comportamento exploratério e emocionalidade no
teste do campo aberto 38

5.1.2 Efeitos da dieta e tratamento em comportamento do tipo depressivo no teste de
SUSPENSAO Pela CAUAA....uuueierrricrsricssaresssanesssaressssrsssnsssssssssasssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 39




5.1.3 Efeitos da dieta e tratamento no comportamento de autocuidado e motivaciao no teste

de borrifagem de sacarose (Splash Test) 39
5.1.4 Efeitos da dieta e tratamento na memoria espacial no teste do labirinto em T....... 40
5.2 EFEITO DO TRATAMENTO COM O COMPOSTO 3-SEPH-IP NAS ALTERACOES
METABOLICAS INDUZIDAS POR HFEFD............cooviiiiieeeeeeeeseeeeeeeseessssesss s, 41
5.2.1 Efeito da dieta e tratamento na variacio da massa corporal 41
5.2.2 Efeito da dieta e tratamento nas concentracoes plasmaticas de colesterol............... 42
5.2.3 Efeito da dieta e tratamento nas concentracoes de glicose plasmatica no teste de
tolerancia a glicose 42
5.3 EFEITOS PUTATIVOS DO TRATAMENTO AGUDO COM O COMPOSTO 3-SEPH-
Dbt h ettt h et h e e bt et e sh e e bt et e e h e e bt et e eae et ente e 44
5.3.1 Efeito do tratamento agudo com 3-SePh-IP no teste do Nado Forcado.................... 44
5.3.2 Efeito do tratamento agudo com 3-SePh-IP no teste Labirinto em Cruz Elevado.. 44
6 DISCUSSAO....ouuiuncinncnnncnsesinsissssssasssassssssssssssssasess 46
7 CONCLUSAO 55
8 PERSPECTIVAS 56

REFERENCIAS 57




1INTRODUCAO

Os habitos alimentares da sociedade ocidental atual, como o elevado consumo de
alimentos processados, ricos em gorduras e actcares, tém sido associados com problemas de
saude publica, como o crescente aumento da prevaléncia de obesidade e de doengas cronicas,
como diabetes tipo 2, doencas cardiovasculares, cancer (FREESE, 2017; ZOBEL, 2016) e
outros problemas de saude. A prevaléncia da obesidade tem aumentado significativamente em
todo o mundo, sendo a prevaléncia geral de sobrepeso e obesidade mais alta em mulheres do
que em homens (GONZALEZ—MUNIESA, et al., 2017). A obesidade € um fator de risco ao
desenvolvimento da sindrome metabdlica, um estado marcado pelo aparecimento de um
conjunto de fatores de risco metabdlicos a satde (KLOTING; BLUHER, 2014). Os disttirbios
metabdlicos induzidos pela alimentacdo com alto teor de gordura e/ou agicar em roedores
apresentam caracteristicas semelhantes as alteracdes metabolicas em humanos (WOODS et al.,
2003; LOZANO et al., 2016). Nas ultimas décadas, a associacdo entre obesidade e transtornos
neuropsiquidtricos também tem sido reportada. Dados epidemioldgicos sugerem que a
obesidade e a depressio apresentam mecanismos fisiopatoldégicos compartilhados
(MILANESCHI, 2019), sendo essa associagdo mais marcante entre as mulheres (WIT et al.,
2010). Um estudo de meta-andlise evidenciou que os individuos com obesidade e sobrepeso
apresentam mais sintomas de ansiedade em comparagdo com pessoas ndo obesas (AMIRI;
BEHNEZHAD, 2019). Além disso, o consumo excessivo de alimentos ricos em gordura, e
consequente sobrepeso e obesidade, parece estar associado com prejuizos cognitivos e
distirbios emocionais (SPENCER, et al., 2017).

O desenvolvimento de novos farmacos capazes de atenuar alteracdes metabdlicos
metabdlicas e comportamentais desencadeadas pelo consumo cronico deste padrdo alimentar
tem despertado interesse na literatura cientifica, em geral com o uso de moléculas capazes de
modular diferentes alvos farmacoldgicos (TALEVI, 2015; ZHOU et al., 2019). Os compostos
organicos contendo a molécula de selénio e os derivados do nicleo imidazo[1,2-a] piridina
apresentam diversas atividades bioldgicas (NOGUEIRA; ROCHA, 2011; VANDA et al.,
2019), sendo que a combinacdo de ambas as moléculas parece ser uma estratégia vidvel ao
desenvolvimento de medicamentos mais eficientes ao tratamento da obesidade e suas multiplas
comorbidades, como dislipidemia e transtornos psiquidtricos. Torna-se importante destacar que

diversos estudos avaliaram os efeitos da dieta rica em gordura (HFD) nos comportamentos
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associados as emocdes em roedores (LLOYD; REYES, 2020), no entanto a maiorias das
pesquisas disponiveis tem avaliado esses efeitos apenas em roedores machos. Considerando a
relevancia do sexo e as diferengas sexuais nos transtornos psiquidtricos, como depressdo, €

imperativa a realizacdo de mais estudos com roedores fémeas (KOKRAS; DALLA, 2014).

1.1 PADRAO ALIMENTAR E OBESIDADE

A obesidade e o sobrepeso! sdo definidos como o acimulo anormal ou
excessivo de gordura representando um risco a saide do individuo (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2020). Dados epidemioldgicos mostram que a obesidade, no mundo, quase
triplicou desde 1975 e, que até 2016, mais de 1,9 bilhdo de adultos, com 18 anos ou mais,
estavam acima do peso e destes, mais de 650 milhdes eram obesos (WHO, 2020). Ainda, a
prevaléncia da obesidade é maior em mulheres quando comparado com homens (GONZALEZ-
MUNIESA, et al., 2017; NCD RISK FACTOR COLLABORATION, 2016). Estudos mostram
que, com a crescente prevaléncia da obesidade em todo o mundo, hda um aumento dréstico na
incidéncia de doencas metabodlicas (BOTCHLETT et al., 2017), sendo a obesidade um fator de
risco reconhecido para o desenvolvimento de sindrome metabdlica (KLOTING; BLUHER,
2014; SRIKANTHAN et al., 2016). Esta é caracterizada como uma condi¢do definida pela
presenga de multiplas comorbidades, incluindo hipertensdo, dislipidemia?, diminuigdo da
sensibilidade a insulina, hiperinsulinemia e hiperglicemia (CORNIER et al., 2008). Embora os
fatores genéticos representam um papel importante na regulacdo da massa corporal, tamanho
corporal, e composicao corporal, o crescente aumento de obesidade em nivel mundial, em um
curto periodo de tempo, ndo pode ser explicado apenas com base em fatores genéticos
(HARIRI; THIBAULT, 2010). A patogénese da obesidade envolve processos complexos, que
vao além do aumento da massa corporal, pois envolve fatores genéticos, bioldgicos,
comportamentais e ambientais (SCHWARTZ, 2017). No entanto, hd um consenso na literatura
cientifica de que a composicdo da dieta constitui um fator relevante ao desenvolvimento da

obesidade (CERCATO; FONSECA, 2019; BOTCHLETT, 2017).

'E considerado sobrepeso quando um individuo apresenta um indice de massa corporal (IMC) acima de 25 e
obeso quando este indice estd acima de 30. O IMC ¢é um indice definido como o peso de uma pessoa em
quilogramas dividido pelo quadrado de sua altura em metros (kg/m ?) (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2020).
ZA dislipidemia € caracterizada por anormalidades lipidicas que pode envolver o aumento do colesterol LDL
(Lipoproteinas de Baixa Densidade); aumento dos niveis de triglicerideos ou diminui¢io do colesterol HDL
(Lipoproteina de Alta Densidade) (KOPIN; LOWENSTEIN et al., 2017).
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Na sociedade ocidental, a ampla disponibilidade de alimentos processados e de preparo
rdpido potencializou o consumo de alimentos ricos em agucares, gorduras saturadas, sal, e
deficientes em fibras e nutrientes. Tais hdbitos alimentares t€ém consequéncias a saide dos
individuos e aos sistemas publicos de saide (MYLES, 2014; FREESE, 2017). Este estilo,
popularmente conhecido como dieta ocidental, estd associado ao aumento da incidéncia de
obesidade, doencgas cronicas, como diabetes tipo 2, doencas cardiovasculares, cancer e
disturbios metabdlicos (ZOBEL, 2016; NOLAN, 2011). Acrescenta-se, ainda, que a qualidade
da dieta € um dos principais fatores associados a hiperglicemia, hipertrigliceridemia,
hipertensdo, diminui¢do do colesterol HDL (lipoproteina de alta densidade) e aumento da
circunferéncia abdominal (RAMALHO et al., 2017; BRONS, et al., 2009).

A obesidade e o sobrepeso sdo resultados de um balanco energético positivo prolongado
(MORGEN; SORENSEN, 2014). O balanco energético envolve ingestdo de energia, gasto de
energia e armazenamento de energia e, quando a ingestdo excede o gasto, ocorre um estado de
balanco energético positivo e, consequentemente, um aumento na massa corporal (HILL;
WYATT; PETERS, 2012). O tecido adiposo € reconhecido como um 6rgdo enddcrino
complexo, dindmico e que desempenha um papel importante na homeostase corporal
(UNAMUNO, et al., 2018). Os mecanismos subjacentes ao desenvolvimento da obesidade, e
suas comorbidades associadas, incluem a hipertrofia e/ou hiperplasia dos adipdcitos,
inflamacdo do tecido adiposo, modificacdo da matriz extracelular, fibrose e secrecdo alterada
de adipocinas (RODRIGUEZ, et al., 2015). As adipocinas sio proteinas secretadas pelo tecido
adiposo e na obesidade hd um aumento das adipocinas pré-inflamatérias como a leptina, TNF-
a, IL-6, e resistina. A regulacdo positiva desses fatores estd associada com o desenvolvimento
de um estado inflamatorio e contribui para a disfuncdo metabdlica (OUCHI, et al., 2011). Na
obesidade, o excesso de nutrientes inicia ou exacerba a inflamacao no intestino, tecido adiposo,
figado e musculo esquelético, sendo que essa alteracdo contribui ao desenvolvimento da
resisténcia a insulina e desregulacdo metabdlica (BOTCHLETT, et al., 2017) (Figura 1).

Os modelos animais de obesidade induzida por dieta sdo uteis para a compreensao dos
mecanismos envolvidos na obesidade, tendo em vista que os distirbios metabdlicos induzidos
pela alimentacdo com alto teor de gordura e/ou aciicar assemelham-se as caracteristicas
humanas em roedores (WOODS et al., 2003; HARIRI; THIBAULT, 2010; SPEAKMAN,
2019). Além disso, evidéncias experimentais t€m demonstrado que o consumo de dietas ricas

em gorduras (HFD, da sigla em inglés High-Fat Diet) desencadeia distirbios metabdlicos
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caracteristicos da sindrome metabdlica em roedores (ESPITIA-BAUTISTA et al., 2017;
PRANPRAWIT, 2013).

Estudos pré-clinicos t€m demonstrado que dietas ricas em gordura e/ou com alto teor
de aguicar induzem alteragdes significativas no metabolismo, como diminui¢do da sensibilidade
a insulina, aumento da concentragdo sanguinea de colesterol, e aumento da massa corporal
(BUETTNER et al., 2007; LOZANO et al., 2016). Ainda, estudos pré-clinicos t¢m evidenciado
que dietas HFD podem levar a alteracdes metabdlicas mesmo em um curto periodo de tempo.
Por exemplo, McLean et al. (2019) demonstraram que camundongos machos C57B1/6J, de 10
semanas de idade, alimentados com HFD (60% de gordura), por apenas trés dias, apresentaram

aumento significativo na adiposidade e intolerancia a glicose.

Figura 1 — Figura esquemadtica demonstrando a relacao entre obesidade, inflamacao, e
desregulacdo metabdlica.
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Durante a obesidade, a sobrecarga de nutrientes inicia ou exacerba a inflamagdo no intestino, tecido adiposo e
figado. Esta inflamagdo impacta negativamente nas fungdes hepdticas, tecido adiposo e musculo esquelético,
contribuindo a o desenvolvimento de resisténcia a insulina e desregulacdo metabdlica. Células epiteliais do
intestino (IEC); linfécitos epiteliais do intestino (IEL); células dendriticas (DC); 4cidos graxos livres (FFA) e
M1/M2, polarizagdo de macrofagos (M®); tecido adiposo branco (WAT). Fonte:(Adaptado de BOTCHLETT et
al., 2017).

1.2 EFEITOS DE DIETAS ESTILO OCIDENTAL NO COMPORTAMENTO E SISTEMA
NERVOSO CENTRAL

O consumo excessivo de alimentos hiperlipidicos/hipercaléricos, e condigdes de saide
associadas, como obesidade, também estdo relacionados a impactos negativos no Sistema

Nervoso Central (SNC). Tal situagao parece desencadear um processo neuroinflamatério, que
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compromete o funcionamento adequado de importantes estruturas do SNC, como hipocampo?
e hipotdlamo*, e que, quando prejudicadas, estdo associadas com comprometimento cognitivo,
depressao e ansiedade (SPENCER, 2017) (Figura 2).

Estudos epidemioldgicos indicam uma correlagdo positiva entre a obesidade e a
depressdo. Por exemplo, um estudo com base em dados epidemiolégicos, que buscaram
investigar a associacdo entre sintomas depressivos e obesidade, sugeriu que ambos podem
apresentar mecanismos fisiopatoldgicos compartilhados (MILANESCHI et al.,, 2019).
Concomitantemente, uma meta-andlise de estudos longitudinais encontrou evidéncias da
associa¢do bidirecional entre obesidade e depressao, de modo que a obesidade aumenta o risco
de depressao e a depressao € preditiva para o desenvolvimento da obesidade (LUPPINO et al.,
2010). Além disso, uma meta-anélise de 17 estudos transversais relatou uma associa¢ao positiva
entre obesidade e depressdo, de forma mais evidenciada no sexo feminino (de WIT et al., 2010).
Dados epidemioldgicos também indicam uma associacdo bidirecional entre a sindrome
metabdlica e a depressdo. Por exemplo, em um estudo de base populacional em adultos jovens,
mulheres com sindrome metabdlica na infancia apresentaram niveis mais altos de sintomas
depressivos na idade adulta, e a gravidade desses sintomas aumentou de acordo com a
exposicao a sindrome metabdlica ao longo da vida (PULKKI-RABACK et al., 2009). Ao tratar
farmacologicamente os pacientes idosos com depressdo, o estudo de MULVAHILL et al.,
(2017) demonstrou que os individuos que também eram afetados pela sindrome metabdlica
estavam associados com maior gravidade dos sintomas e cronicidade da depressdo, além de
obterem um tempo prolongado para a remissdo dos sintomas. De acordo com o0 MANUAL
DIAGNOSTICO E ESTATISTICO DE TRANSTORNOS MENTAIS-V (DSM-V) os
transtornos depressivos sdo caracterizados pela presenca de humor triste, vazio ou irritavel,
acompanhado de alteracdes somdticas e cognitivas que afetam de forma significativa o
funcionamento do individuo. O transtorno depressivo maior (TDM) € a condicao mais cldssica
dentre os transtornos depressivos, caracterizado por alteragdes significativas no afeto, na
cogni¢do e sintomas vegetativos (DSM-V; OTTE et al., 2016). Entre os critérios para o

diagnéstico de TDM, devem se considerar episddios depressivos ha pelo menos duas semanas,

30 hipocampo é uma importante estrutura responsdvel pela formag¢do de memoria e aprendizagem (KNIERIM,
2015; JARRARD, 1993) e parece desempenhar um papel de relevancia na depressao (LIU et al., 2017).
40 hipotdlamo € estrutura cerebral que consiste em muitos nicleos que controlam diversas fungdes enddcrinas,
autondmicas e comportamentais (GAO; SUN, 2016).
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com a presenca de humor deprimido, perda de interesse ou prazer (DSM-V). Dentre os fatores
ambientais que levam a depressdo, incluem-se, perda de emprego, inseguranca financeira,
problemas de satide com risco de vida, violéncia fisica e emocional, entre outras (OTTE et al.,
2016). A neurobiologia do TDM, estd relacionada a diminui¢do do volume hipocampal,
prejuizo na neuroplasticidade, neuroinflamacdo, disfun¢c@o no eixo hipotdlamo-pituitéria-
adrenal (HPA), e alteracdes no sistema monoaminérgico (KUPFER; FRANK; PHILLIPS,
2012; OTTE et al, 2016). Em termos estruturais, o hipocampo, uma das regides do SNC mais
frequentemente estudadas na depressio, faz parte do sistema limbico e se conecta com regides
envolvidas nas emogodes, como amigdala e cortex pré-frontal (LIU et al, 2017). Acrescenta-se
que o desenvolvimento da resisténcia a insulina no cérebro de individuos com diabetes tipo 2
parece compartilhar mecanismos envolvidos na depressdo, como prejuizos na neurogeénese
hipocampal e plasticidade sindptica, além de afetar o eixo HPA e o sistema de recompensa
(LYRA, et al., 2019). Além disso, estudos pré-clinicos t€m demonstrado que o consumo de
dietas HFD e/ou ricas em agtcar induz comportamentos do tipo depressivo. Por exemplo, um
estudo mostrou que a ingestdo de HFD, em camundongos C57B1/6, de 5 e 6 semanas de idade,
por 6 semanas, causou ganho de massa corporal, intolerancia a glicose, € comportamento do
tipo depressivo nos testes do campo aberto, suspensdo pela cauda e nado for¢ado (FST, do
inglés forced swim test) (WU, et al., 2018). Em conformidade, um experimento realizado com
camundongos machos C57Bl1/6, com sete semanas de idade, expostos a uma dieta HFD (45%
de gordura), por até 16 semanas, induziu aumento da massa corporal, hiperglicemia,
intolerancia a glicose, e comportamento do tipo ansiogénico, observado por meio do teste do
campo aberto, e comportamento do tipo depressivo, observado no teste de borrifagem de
sacarose (ZEMDEGS et al., 2016). Ainda neste mesmo estudo, verificou-se que houve uma
diminui¢do da concentracdo de serotonina no hipocampo (ZEMDEGS et al., 2016). Ainda, um
estudo realizado por GANCHEVA et al. (2017), com ratos Wistar machos, de 6 semanas de
idade, alimentados com dieta rica em gordura (banha 20% p/p), adicionada com frutose 10%
na dgua de beber, por 8 semanas, apresentaram um aumento do tempo de imobilidade no teste
do nado forgado, sugerindo que a dieta induziu comportamento do tipo depressivo.

Estudos sugerem uma associagdo positiva entre a obesidade e ansiedade. Por exemplo, um
estudo de revisdao sistematica e meta-analise analisou 25 trabalhos, dentre eles 22 estudos
transversais e 3 estudos de coorte prospectiva, e buscou investigar a frequéncia de sintomas de

ansiedade em pessoas com sobrepeso e obesas, indicando que os individuos com obesidade e
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sobrepeso apresentam mais sintomas de ansiedade em comparacdo com pessoas ndo obesas
(AMIRI; BEHNEZHAD, 2019). Os transtornos de ansiedade representam um grupo de
transtornos que tem como fator comum medo e ansiedade, sendo esta tltima associada a tensdao
muscular, vigilancia em preparagdo para o perigo futuro, cautela e esquiva (DSM-V). Estudos
pré-clinicos demonstram uma associagcdo positiva entre consumo de dietas HFD e ricas em
acicar com o desenvolvimento de comportamentos ansiosos (DUTHEIL et al., 2016;
REBOLLEDO-SOLLEIRO et al., 2017). Por exemplo, em um estudo realizado com ratos
Wistar, de 8 semanas de idade, tratados com sacarose 20% na dgua de beber, por 24 semanas,
foi demonstrado que os grupos que receberam dieta rica em sacarose apresentaram um aumento
no comportamento de enterrar no teste de enterramento defensivo em reagcao a sonda de choque,
reducio da exploracdo central no teste campo aberto, € aumento significativo do freezing
(comportamento de congelamento), sugerindo que a dieta induziu um comportamento do tipo
ansiogénico (REBOLLEDO-SOLLEIRO et al., 2017). Ainda, Can et al. (2012), demonstraram
que ratos Sprague-Dawley, alimentados com dieta 65% de gordura, durante o periodo pré e pds-
natal (14 semanas), apresentaram comportamento do tipo ansiogénico, observados pela
diminui¢do no tempo e nimero de entradas nos bracos abertos no teste do labirinto em cruz
elevado. Ademais, um experimento realizado com camundongos C57B1/6J, com 3 a 4 semanas
de idade, alimentados com HFD (60% de gordura), por 6 semanas, mostrou que oOS
camundongos tiveram prejuizos na memoria no teste de reconhecimento de objeto e no teste de
localizag@o de objeto apds trés semanas de dieta (GAINEY, et al., 2016). No mesmo estudo, foi
demonstrado que os camundongos apresentaram comportamento do tipo-ansiogénico,
observado pela diminui¢do no tempo no centro no teste campo aberto, e diminui¢cao no tempo
de exploragdo nos bracos abertos no teste labirinto em cruz elevado (GAINEY, et al., 2016).
Estudos prévios também relatam que a obesidade parece ser um fator de risco ao
desenvolvimento de deméncia, principalmente a doenca de Alzheimer (DA) (PUGAZHENTHI,
QIN; REDDY, 2017). Além disso, estudos relacionam o consumo de dietas ricas em gorduras
e agucares simples com o aumento da incidéncia de DA (BERRINO, 2002; SOLFRIZZI, et al.,
2011). A DA ¢é uma doenca neurodegenerativa progressiva caracterizada principalmente pelo
comprometimento progressivo das fungdes comportamentais e cognitivas, como memdria,
linguagem e raciocinio (KUMAR et al., 2020). A fisiopatologia da doenga € caracterizada,
principalmente, pelo acimulo de proteina beta-amildide (AB) e hiperfosforilacdo da proteina

tau, formando emaranhados neurofibrilares no cérebro e morte neural (POZO et al., 2011;
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KUMAR et al., 2020). Evidéncias epidemioldgicas e clinicas apontam para uma correlagao
positiva entre dislipidemias e o desenvolvimento da DA esporddica (SPARKS et al., 1994;
SOLOMON et al., 2009). Estudos epidemioldgicos longitudinais demonstraram que a
obesidade e diabetes aumentam o risco de desenvolvimento da DA (PROFENNO;
PORSTEINSSON; FARAONE, 2010). Em um experimento feito com camundongos 3xTg-
AD’ (machos/fémeas, oito semanas de idade) foi demonstrado que estes animais, quando
alimentados com HFD (60% de gordura), apresentaram déficits cognitivos e neuroquimicos
mais acentuados quando comparados com camundongos 3xTg-AD alimentados com dieta
padrdao (ROLLINS et al., 2019).

Consistente com os achados clinicos foi demonstrado que animais expostos a dietas
hiperlipidicas apresentaram prejuizos relacionados a aprendizagem e memoria dependentes do
hipocampo (STRANAHAN, et al., 2008; MOREIRA, et al., 2014; FREEMAN, et al., 2014;
CORDNER; TAMASHIRO, 2015). Um estudo realizado por Park et al. (2010) mostrou que
uma dieta rica em gordura induziu aumento da peroxidagdo lipidica, diminuicdo do fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), e comprometeu a neurogénese no hipocampo de
camundongos. Ainda, Acebes et al. (2011), mostraram que camundongos C57BL/6J, com
quatro semanas de idade, tratados com HFD (45 % de gordura), durante oito semanas, tiveram
prejuizo na aprendizagem e memdoria dependentes do hipocampo, observado no teste labirinto
radial de 8 bracos (RAM). Ademais, uma meta andlise de um estudo longitudinal avaliou a
associacdo entre os padrdes alimentares e o volume do hipocampo em humanos e, como
resultado, o estudo mostrou uma associagdo entre o volume do hipocampo diminuido e uma
alimentacao do estilo ocidental, ou seja, rica em carboidratos e gorduras saturadas (JACKA et
al, 2015).

Em geral, estudos com roedores t€m demonstrado que a obesidade, induzida por dieta HFD e
rica em carboidratos simples, estd associada a prejuizos cognitivos, como prejuizo na
plasticidade sindptica (KANOSKI, 2011; KOTHARI, et al., 2017; LIU, et al., 2015),
modificagdo morfolégica neuronal, diminuicdo da sobrevivéncia dos neurdnios e
neuroinflama¢do no hipocampo (WU, et al., 2018). Neste sentido, os estudos acerca dos

mecanismos neuroquimicos pelos quais as dietas hiperlipidicas poderiam levar aos prejuizos de

3 0s camundongos triplos (3gx-DA) sdo modelos animais utilizados para os estudos da doenga de Alzheimer, visto
que desenvolvem alteracdes na producdo da proteina beta-amiléide (Af), proteina TAU, disfungdo sinaptica,
marcadores caracteristicos dessa doenga (ODDO, et al., 2003).
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aprendizagem e memoria e comportamentos do tipo ansioso e depressivo em roedores tém
reportado:  disfungdio  vascular (RAMIREZ et al, 2011), neuroinflamacio
(THIRUMANGALAKUDI et al.,, 2008), estresse oxidativo e disfun¢do mitocondrial (de
OLIVEIRA et al., 2011; SHARMA et al., 2015), perda da integridade dendritica e diminui¢do
de neurogénese (GRANHOLM et al., 2008), aumento da atividade das enzimas cerebrais
acetilcolinesterase (MOREIRA et al., 2014) e monoamina oxidase (ENGEL et al., 2016),
alteracdes nos niveis de neurotransmissores (ULLRICH et al., 2010) e alteracdes na microbiota

intestinal (CANI; DELZENNE, 2009) como possiveis eventos subjacentes.

Figura 2 — Representacdo esquemadtica do efeito da nutri¢do na emocao e fun¢do cognitiva.
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Moléculas pré-inflamatdrias periféricas (citocinas, quimiocinas, sinais de perigo, dcidos graxos) sinalizam as
células imunoldgicas do cérebro (microglia) por via sanguinea, humoral e/ou linfatica. Essa sinalizacdo pode
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sensibilizar ou ativar a microglia levando a producido de moléculas pré-inflamatérias, como interleucina-1beta
(IL1B), IL-6 e fator de necrose tumoral alfa (TNFa) dentro de importantes estruturas do cérebro como hipocampo
e hipotalamo. Fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), potenciacdo de longa duracio (LTP), fator liberador
de corticotrofina (CRF). Fonte:(Adaptado de SPENCER, et al., 2017).

1.3 TRATAMENTO PARA OBESIDADE E COMORBIDADES ASSOCIADAS

As doencas cronicas sdo condicdes de saide de origem multifatorial, desencadeadas por
fatores genéticos e ambientais, como, por exemplo, distirbios de humor, doencas
neurodegenerativas, inflamacgao cronica, diabetes ou cancer (TALEVI, 2015). No entanto, o
tratamento para estas condi¢des de satide apresenta diversas limitagdes. Por exemplo, o manejo
terapéutico da obesidade € complexo e envolve uma série de abordagens que incluem mudanca
no estilo de vida, mudanca nos padrdes alimentares, uso de medicamentos e, em alguns casos,
intervencdo cirdrgica (BRAY et al, 2016). Nos Estados Unidos, existem varios medicamentos
disponiveis ao tratamento da obesidade em curto e longo prazo, como a Fentermina (liberador
de norepinefrina), o Orlistate (inibidor da lipase pancredtica e géstrica), e o Liraglutide
(Agonista do receptor GLP-1, Glucagon-Like Peptide-1) (GADDE, et al, 2018; WILLIAMS;
NAWAZ; EVANS, 2020). No Brasil, os medicamentos aprovados para o tratamento da
obesidade sdo a Sibutramina (inibidor de recaptac@o de noradrenalina e serotonina), o Orlistate,
a Liraglutida, e a Lorcasserina (Agonista do receptor SHT2c) (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria - ANVISA, 2020; Associacdo Brasileira para o Estudo da Obesidade e da Sindrome
Metabdlica - ABESO, 2016). De acordo com as diretrizes da Endocrine Society o tratamento
farmacoldgico da obesidade deve ser recomendado apenas para pacientes com risco moderado
ou alto (IMC > 30 kg/m? ou IMC > 27 kg/m? se houver comorbidades) (APOVIAN, 2015;
GONZALEZ-MUNIESA, 201 7). Além disso, o tratamento deve ser acompanhado de uma dieta
balanceada e exercicio fisico regular (GONZALEZ—MUNIESA, 2017; GADDE, et al., 2018;
WHO, 2020). A cirurgia bariatrica € uma op¢ao de tratamento para obesidade severa e apresenta
diversos beneficios, como perda de peso significativo, melhora da resisténcia a insulina, e
inflamacao (GONZALEZ-MUNIESA, et al., 2017; BIOBAKU et al, 2020). No entanto, para
este procedimento deve ser considerado o seguinte critério: (IMC > 40 kg/m? ou um IMC > 35
kg/m? com comorbidades, como hipertensio ou dislipidemia) (GONZALEZ-MUNIESA, et al.,
2017).
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A ineficécia farmacoldgica para o tratamento da obesidade, e suas comorbidades, como
depressao, pode estar relacionada com a multifatoriedade da doenca. Por exemplo, o desafio
para o tratamento da depressdo € ainda agravado devido a suas comorbidades como ansiedade,
dor, e distarbios do sono (KESSLER et al., 2008). Ressalta-se, ainda, que os farmacos para o
tratamento da depressdo sdo capazes de alcancar remissdo em apenas 30% dos pacientes
(TRIVEDI et al., 2008). Além disso, uma das hipdteses bem estabelecidas para depressao sdo
alteracdes no sistema monoaminérgico, tendo em vista que os antidepressivos convencionais
agem inibindo a recapta¢ao de monoaminas (PEREZ-CABALLERO, et al., 2017). Acrescenta-
se que novos agentes antidepressivos, como a cetamina, demonstram atuar como antagonistas
do receptor glutamatérgico N-metil-D-aspartato (NMDA) (MOLERO et al, 2018). De fato, a
identificacio de novos alvos terapéuticos e o desenvolvimento de novos farmacos
neuropsiquidtricos se mostra uma tarefa especialmente drdua e complexa (NUTT; GOODWIN,
2011). Nesse sentido, para o manejo de doenc¢as multifatoriais, torna-se necessario a modulacao
simultanea de maltiplos alvos (SCOTT et al., 2019).

A combinacido de farmacos com diferentes alvos terapéuticos, que incluam efeitos tanto
nas alteracdes metabdlicas periféricas, como também em nivel de sistema nervoso central, é
uma abordagem farmacoldgica promissora. Por exemplo, os medicamentos multialvos tem
ganhado atencdo como possibilidade de tratamentos para doencas cronicas ou condicdo
associada a resisténcia a medicamentos®. O desenvolvimento de medicamentos que modulam
multiplos alvos vem despertando considerédvel interesse nos ultimos anos como fonte alternativa
ao modelo tradicional de apenas um alvo (TALEVI, 2015). O modelo cldssico chave-fechadura
dedica-se na identificacao de medicamentos seletivos tnicos que t€m como finalidade modular
um unico alvo; ou seja, identificar ligantes (‘chaves') que se encaixam em alvos especificos
(‘fechadura’) (MEDINA-FRANCO, 2013). Embora essa abordagem seja util para diversas
condic¢des de saude, ela apresenta limitagdes para doencas multifatoriais. Para Ramsay et al.
(2018), devido a complexidade das doencas atuais, os farmacos de alvo tinico sdo inadequados
para atingir um efeito terapéutico. Por outro lado, o modelo de farmacos multialvos € projetado
para modular multiplos alvos de relevancia para uma determinada doenca (MORPHY; KAY;

RANKOVIC, 2004). Dentre as vantagens dos farmacos multialvos incluem-se melhor adesdo

6O termo resisténcia a0 medicamento trata-se da redugdo na eficicia do medicamento definido pela capacidade
dos micrébios de suportar ou tolerar a dosagem do medicamento que, de outra forma, inibiria o crescimento ou
mataria o patégeno (HAYES, 1990).

22



do paciente e menor risco de interacdes medicamentosas (TALEVI, 2015). Ressalta-se que a
abordagem multialvos tem sido ttil para o tratamento de diversas condicdes de satide como
cancer (PETRELLI; GIORDANO, 2008), doenca de Alzheimer (GONZALEZ et al., 2019), e
esquizofrenia (KONDE]J et al., 2018). Considerando esses aspectos e dada a carga global em
expansdo do consumo de alimentos hiperlipidicos e hipercaldricos e os problemas de saude
relacionados (e.g., obesidade, dislipidemia, resisténcia a insulina, depressdo, ansiedade e

comprometimento cognitivo), o desenvolvimento de estratégias terap€uticas mais eficazes é

imprescindivel.

1.4. COMPOSTOS CONTENDO SELENIO

O selénio (Se) consiste em um elemento essencial e imprescindivel para a satide
humana, sendo identificado pela primeira vez em 1818 pelo quimico sueco Berzelius quando
trabalhou com residuos de acido sulfirico (PAPP et al., 2007; BALTACI et al., 2016).
Inicialmente, o interesse de estudo sobre o selénio estava relacionado a sua toxicidade, mas
somente em meados dos anos 50 surgiram evidéncias de que o selénio poderia ser um elemento
essencial (WHANGER, 2002). Assim, no final da década de 1960, o papel do selénio na saide
humana comecou a atrair atencao e sua importancia tornou-se reconhecida por estar envolvido
em uma variedade de processos metabdlicos, incluindo o metabolismo do hormdnio tireoidiano,
protecdo contra o estresse oxidativo e fungdes imunes (BALTACI et al., 2016). No entanto, o
estado de selénio para o organismo € critico, pois a deficiéncia desse nutriente pode levar a
declinio cognitivo e deficiéncias imunoldgicas, em contrapartida, niveis excedentes podem
aumentar o risco de diabetes tipo 2 (RAYMAN, 2012).

O (Se) entra para a cadeia alimentar por meio das plantas que o convertem de forma
inorganica para organica, como o aminodcido selenometionina (SeMet) e selenocisteina (Sec)
(PAPP et al, 2007). O selénio € adquirido por meio da dieta principalmente como
selenoaminodcidos, nos quais o Se substitui o enxofre, sendo encontrado em graos de cereais,
plantas e proteinas animais, nas quais o conteudo de Se depende da drea de crescimento
(SCHOMBURG, 2004). O Se encontra-se presente como residuo de selenocisteina no sitio

ativo das enzimas antioxidantes glutationa peroxidase (GPx), que atua catalisando a redu¢do de
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uma variedade de hidroperéxidos usando glutationa (GSH)? como redutor, protegendo as
células contra o dano oxidativo (FLOHE et al., 1973; NOGUEIRA, 2004), e tioredoxina
redutase (TRx) (HOLMGREN, 1985), ambas importantes reguladores do sistema redox
intracelular (NOGUEIRA, 2004).

O interesse pela sintese de compostos organicos de selénio aumentou
consideravelmente devido ao fato de muitos destes compostos, como por exemplo o ebselen,
disseleneto de difenila, e selenocisteina, apresentarem propriedades farmacoldgicas em
modelos experimentais, tais como atividade antidepressiva, antioxidante, antifiingica,
antibacteriana, antinociceptiva, anti-inflamatoria, anti-cancer, entre outras (YAMAGUSHI et
al., 1998; MUGESH; MONT; SIES, 2001; NOGUEIRA et al., 2004; GANDIN et al., 2018;
NOGUEIRA; ROCHA, 2011) (Figura 3). Por exemplo, estudos pré-clinicos e clinicos foram
realizados para avaliacdo do perfil farmacoldgico dos compostos contendo selénio com
potencial efeito para o tratamento do cincer (EVANS et al, 2020; ZAKHARIA;
BHATTACHARYA; RUSTUM, 2018). Acrescenta-se que a suplementagdo com selénio
reduziu a resisténcia a insulina e os marcadores de risco cardio-metabdlico em pacientes com

insuficiéncia cardiaca congestiva (RAYGAN, 2018).

Figura 3 — Estrutura quimica representativa de alguns compostos contendo selénio.
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Fonte: (Adaptado de NOGUEIRA; ROCHA, 2011).

O estresse oxidativo € causado por um desequilibrio entre a producdo de espécies

reativas de oxigénio (ERO) e a capacidade do sistema biolégico de desintoxicar esses

7 Glutationa (GSH) é o mais importante tiol celular que participa das reagdes redox celulares e na formagfo de
tioéter (SIES, 1999).
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intermedidrios reativos (BHABAK; MUGESH, 2010). Compostos organicos de selénio sdo
capazes de propagar o ciclo redox do selénio, com a propriedade de mimetizar a quimica
fisiologica redox dos grupos selenol/selenolato, complementando as defesas celulares naturais
contra os agentes oxidantes (NOGUEIRA; ROCHA, 2011). O Ebselen € um composto organico
de selénio descrito na literatura cientifica como um agente que imita a atividade da glutationa
peroxidase, com potencial farmacolégico como propriedades anti-inflamatorias,
antiaterosclerdticas e citoprotetora (SCHEWE, 1995). Este composto multifuncional catalisa
vdrias reagdes essenciais para a protecao de componentes celulares contra danos oxidativos e
de radicais livres, sendo relevante para estudos da compreensdo dos mecanismos redox (AZAD;
TOMAR, 2014; PARNHAM, SIES, 2013; NOGUCHI, 2016). Em paralelo, um estudo de BEM
et al. (2008), demonstrou que o disseleneto de difenila, um simples composto organico de
selénio, reduziu significativamente os niveis de colesterol, bem como a produgdo de espécies
oxidativas no sangue e no cérebro de coelhos hipercolesterolémicos. Ademais, foi mostrado
que o tratamento com difenil disseleneto também atenuou condi¢cdes metabdlicas e de estresse
oxidativo em modelos experimentais de diabetes (BARBOSA et al., 2006; KADE;
NOGUEIRA; ROCHA, 2009).

O Se parece desempenhar um importante papel no sistema nervoso central, como
desempenho motor, coordena¢do, humor, memoria e cognicdo, com um possivel envolvimento
do selénio e selenoproteinas nas vias de sinalizacdo cerebral (BENTON, 2002; SHER, 2007;
SOLOVYEYV, 2015). De fato, estudos com compostos contendo Se t¢ém demonstrado atividade
do tipo antidepressiva e ansiolitica. Por exemplo, POSSER et al. (2009) mostraram o efeito
antidepressivo do Ebselen em camundongos Swiss machos adultos, reduzindo o tempo de
imobilidade no teste do nado forg¢ado, sugerindo um possivel envolvimento do sistema
monoaminérgico, um importante alvo para estudo da fisiopatologia e tratamento para depressao
(MILLAN, 2004; ELHWUEGI, 2004). Por outro lado, um experimento agudo com ratos Wistar
adultos tratados com o composto difenil disseleneto, na dose (50 umol/kg, i.p.), mostrou
diminuic¢do dos bolos fecais no teste do campo aberto e aumento no tempo e nimero de entrada
nos bracos abertos no teste labirinto em cruz elevado, demonstrando efeito do tipo ansiolitico
(GHISLENI et al., 2008). Deste modo, os compostos contendo o selénio sdo relevantes na
funcdo bioldgica, tanto em nivel periférico, quanto central.

Apesar das vantagens demonstradas nos estudos com uso de compostos de selénio ele

apresenta algumas limitacOes. Dentre as restricdes no desenvolvimento de compostos de
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organicos de selénio incluem, sua instabilidade, quando estdo na forma intermedidria de selenol,
sua baixa solubilidade em dgua e o ciclo de tiol oxidase futil que consome o tiol sem decompor

o peroxido (NOGUEIRA; ROCHA, 2011).

1.5 IMIDAZO[1,2-A] PIRIDINA

As imidazopiridinas s@o uma classe de moléculas caracterizadas quimicamente por
conterem um anel imidazol fundido com uma por¢do piridina, sendo reconhecidas por
apresentarem compostos com diferentes atividades biologicas (KRAUSE et al., 2017). Dentre
as atividades farmacolégicas apresentadas pelas imidazopiridinas, pode-se destacar a anti-
inflamatéria, antiparasitdria, antiviral, antibacteriana, anticonvulsivante, analgésica e
antifingica (BARTHOLINI, 1993; CHEN et al., 2012; BIRADAR et al., 2014). Essa classe de
compostos tem sido estudada por serem agonistas do receptor GABA (BARTHOLINI, 1993),
inibidores da ciclooxigenase-2 (COX-2) e por exercerem atividade anti-cAncer (INGERSOLL
et al., 2015). A por¢do IP (Figura 4) representa um importante bloco de constru¢do na sintese
quimica, apresentando importante aplica¢do na industria farmacéutica (MOHANA; ROOPAN
et al., 2016). De fato, diversos farmacos apresentam o nticleo imidazo[1,2-a] piridina (IP) em
sua estrutura central, por exemplo, o alpidem (ansiolitico), zolpidem (hipnético), necopidem e
saripidem (sedativo e ansiolitico), miroprofeno (analgésico), zolimidine (para tratamento tlcera

péptica) (Figura 5) (RAFIQUE et al., 2016).

Figura 4 — Nicleo imidazo[1,2-a] piridina.

Fonte: (MOHANA; ROOPAN et al., 2016).

Figura 5 — Compostos medicamentosos a base de imidazo [1,2-a] piridina.

26



=~ =N
R N R? Z =N R
R o N
Me-n Miroprofen (R = CH(CH3)COzH
NR, D%R Zolimidine (R = SO,Me)

Alpidem (R="Pr, R' = CI) ) [ ; ,
Zolpidem (R, R' = Me) Necopidem (R = 'Bu, R' = Me, R = Et)

Saridipem (R = "Pr, R'=H, RZ=Cl)
Fonte: (RAFIQUE et al., 2016).

No campo das purinas e de seus bioisdsteros, as imidazopiridinas t€m surgido como
um dos farmacos mais promissores. As imidazopiridinas sdo divididas em quatro grupos,
imidazo [1,2-a] piridina, imidazo [1,5] piridina, imidazo [4,5-b] piridina e imidazo [4,5-c]
piridina, todas sdo categorizadas como imidazopiridinas, porém diferem em suas propriedades
fisico-quimicas (VANDA et al., 2019). Dentre esse grupo de imidazopiridinas, a imidazo [1,2-
a] piridina é o tipo mais comum de todas as imidazopiridinas, reconhecidas por interagir
especificamente com diferentes alvos do SNC (VANDA et al., 2019).

No campo dos moduladores do SNC, o interesse pelas imidazopiridinas iniciou por volta
dos anos 80, se destacando principalmente apds a aprovacdo do medicamento zolpidem, um
derivado de imidazo [1,2-a] piridina, em 1992 (VANDA et al., 2019). O zolpidem é um agente
hipnético ndo-benzodiazepinico amplamente utilizado para o tratamento da insOnia, apds a
administracdo oral € rapidamente absorvido, apresentando biodisponibilidade de 70%, com
concentracdes plasmdticas mdximas alcancadas apds 1 hora, e tempo de meia vida de
eliminacdo entre 1,5 a 3,0 horas (SANGER; DEPOORTERE et al., 1998). O Zolpidem aumenta
a transmissdo do neurotransmissor GABA, atuando como agonista seletivo dos receptores do
tipo (GABAA), com interagdo preferencial para subunidade al (DEPOORTERE et al., 1986;
SANGER; DEPOORTERE, 1998; CRESTANI et al., 2000). Destaca-se que os receptores do
tipo (GABAA) sdo importantes alvos de drogas no tratamento de vdrias condic¢des
neuropsiquidtricas (SIEGHART, 2015).

Considerando a relevancia biolégica dos compostos organicos contendo selénio e o
amplo espectro de propriedades terapéuticas dos compostos contendo o nuicleo imidazo[1,2-
a]piridina, conforme supracitado, fora recentemente desenvolvido um protocolo sintético para
a calcogenacdo do carbono 3 (C3) de imidazo[1,5-a]piridinas (RAFIQUE et al., 2018; SABA
et al., 2018). Tal estratégia obteve a molécula 2-Fenil-3- (fenilselanil) imidazo [1,2-a] piridina

(3-SePh-IP) (Figura 6). Diante das propriedades farmacoldgicas dos compostos organicos de
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selénio e das moléculas contendo o niicleo imidazo[1,2-a] piridina, o estudo dessas moléculas
pode ser uma estratégia oportuna para o desenvolvimento de medicamentos mais eficientes ao

tratamento da obesidade e suas miltiplas comorbidades.

Figura 6 — Estrutura quimica de 2-Fenil-3- (fenilselanil) imidazo [1,2-a] piridina

(3-SePh-IP).
@ 2-Phenyl-3-(phenylselanyl)imidazo[1,2-a]pyridine (3-SePh-IP)
Se
N "‘“N

28



2 JUSTIFICATIVA

Dietas com altos teores de gordura saturada e agucares, popularmente conhecidas como
dietas de estilo ocidental, estdo associados ao desenvolvimento de doencas cronicas (e.g.
obesidade, sindrome metabdlica, diabetes do tipo 2, e doengas psiquidtricas), tornando-se um
problema emergente na sociedade moderna. A prevaléncia geral de sobrepeso e obesidade, que
vem aumentando ao longo dos anos, € maior em mulheres do que em homens em todas as faixas
etdrias (GONZALEZ-MUNIESA et al., 2017; BLUHER, 2019; CHOOI, DING; MAGKOS,
2019). Dados epidemioldgicos demonstraram que o excessivo consumo de dietas com altos
teores de gorduras e aguicar, e o subsequente ganho de peso/obesidade, estd associado com o
desenvolvimento de distirbios de memdria e emocional, como ansiedade ou depressdao (PETRY
et al., 2008; GADALLA, 2009; SPENCER et al., 2017). Cabe ressaltar que a liga¢do cruzada
entre depressdo e obesidade na populacdo em geral parece ser mais acentuada nas mulheres (de
WIT et al., 2010). Ainda, Mulugeta et al. (2018) mostrou que mesmo depois de controlar as
associagdes concorrentes, a obesidade parece afetar o risco, em longo prazo, de sintomas
depressivos entre mulheres, mas ndo em homens, fornecendo um grupo-alvo importante para a
implementacio de estratégias preventivas. E digno de nota que vdrios estudos avaliaram os
efeitos da dieta rica em gordura (HFD) no comportamento relacionado as emog¢des em roedores
(LLOYD; REYES, 2020), embora a maioria dos estudos tenha examinado os efeitos
predominantemente em machos. Embora as informacdes ndo clinicas e clinicas sobre os efeitos
neuroldgicos adversos do consumo de HFD e obesidade induzida por HFD em fémeas/mulheres
estejam disponiveis, elas sdo um tanto limitadas em comparagdo com os dados disponiveis para
machos/homens. Dada a importancia do sexo como uma varidvel bioldgica e as diferencas
sexuais nos transtornos de humor e na resposta ao estresse, a falta de estudos, incluindo roedores
fémeas, € um grande lapso. O uso de fémeas aumenta a validade dos modelos animais e
contribui para a prevenc¢do, diagndstico e tratamento de distirbios metabdlicos e psiquiatricos
orientados para o género (KOKRAS; DALLA, 2014). Portanto, objetivamos avaliar os efeitos
antidepressivos, ansioliticos e metabdlicos de um composto de 2-Fenil-3- (fenilselanil) imidazo
[1,2-a] piridina (3-SePh-IP), em camundongos fémeas alimentados com uma dieta rica em

gordura saturada / rica em frutose (HFFD; do inglés high-fat high-fructose diet).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos do composto 2-Fenil-3- (fenilselanil) imidazo [1,2-a] piridina (3-

SePh-IP) sobre as alteragdes metabdlicas e comportamentais induzidas por consumo de dieta

rica em gordura e frutose (HFFD) em camundongos Swiss fémeas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

Parametros metabdlicos:
Acompanhar diariamente alteracdes da massa corporal;

Avaliagdo dos efeitos da dieta e tratamento na acdo da insulina, por meio do teste de
tolerancia a glicose;

Avaliacdo dos efeitos da dieta e tratamento nos niveis plasmdticos de colesterol
plasmatico.

Parametros comportamentais:

Avaliacdo dos efeitos da dieta e tratamento na memoria espacial no teste do labirinto
emT;

Avaliacdo dos efeitos da dieta e tratamento no comportamento de autocuidado e
motivagado no teste de borrifagem de sacarose;

Avaliacgao dos efeitos da dieta e tratamento nos comportamentos tipo depressivo no teste
de suspensao pela cauda;

Avaliacdo dos efeitos da dieta e tratamento no comportamento exploratério e
emocionalidade no teste do campo aberto;

Avaliacdo dos putativos efeitos do tipo antidepressivo e tipo ansiolitico de
administracdo aguda do composto 3-SePh-IP nos testes do nado forcado e teste do
labirinto em cruz elevado.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss fémeas, com trés meses de idade, ao inicio dos
experimentos, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina. Os
animais foram alojados em gaiolas coletivas (42 x 34 x 17 cm), com 8 animais cada, mantidos
num ambiente de temperatura controlada, entre 22 a 24°C. Todos os animais tiveram livre
acesso a dgua e comida. O ciclo de luminosidade claro/escuro foi de 12h, iniciando o ciclo claro
as 6h da manha. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica

para o uso de Animais (CEUA/UFSC), sob nimero de protocolo de 4642220419.

4.2 DROGAS

O composto 2-Fenil-3- (fenilselanil) imidazo [1,2-a] piridina (3-SePh-IP) (Figura 6) foi
sintetizado pelo Laboratério de Sintese Multicomponente (LaSiMC-UFSC) (RAFIQUE et al.,
2018; SABA etal., 2018), e dissolvido em uma solucao salina contendo 5% de Tween 80. Como
controles farmacoldgicos foram utilizados os farmacos Fluoxetina (EMS Sigma Pharma,
Hortolandia, Brasil) e Diazepam (Dienpax, Sanofi-Winthrop Lab., Brasil), ambos dissolvidos

em solugdo salina. Todas as solu¢des foram preparadas diariamente.

4.3 DIETA
Foram utilizados dois tipos de dieta: (1) Dieta padrdo para roedores (Nuvilab CR1,

Nuvital; Quimtia Nutrientes SA, Colombo, PR, Brasil) com 4gua potavel filtrada pura ou (2)
Dieta hiperlipidica com 61 kJ% de gordura saturada (Rhoster Industria e Aragoiaba da Serra,
SP, Brasil) com agua potavel filtrada contendo 15% de frutose (p/v; LabSynth, Diadema, SP,
Brasil).

4.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

4.4.1 Avaliacao do tratamento com 3-SePh-IP sobre as alteracoes metabélicas e
comportamentais induzidas por dieta rica em gorduras e frutose em camundongos Swiss
fémeas.

Utilizaram-se camundongos Swiss fémeas de trés meses de idade, que foram divididos

aleatoriamente em quatro grupos experimentais, G1 (dieta padrao/dgua), G2 (dieta rica em
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gordura/frutose), G3 (dieta padrdo/dgua + tratamento com 3-SePh-IP) G4 (dieta rica em
gordura/frutose + tratamento com 3-SePh-IP) sendo (n= 8 por grupo), os quais foram
alimentados diariamente com as duas diferentes dietas durante 16 dias. Os animais foram
concomitantemente tratados, diariamente, com solu¢do salina ou 3-SePh-IP (10 mg/kg;
intraperitonealmente, 1.p.). Ap6s 11 dias, os camundongos foram submetidos a uma bateria de
testes comportamentais, incluindo o teste de campo aberto (dia 11), o teste de borrifagem de
sacarose (dia 12), o teste de alternancia forcada (labirinto em T; dia 13) e o teste de suspensao
pela cauda (dia 14). Todos os testes comportamentais foram conduzidos por um experimentador
cego para os grupos experimentais. Um dia apds o final dos testes comportamentais, os
camundongos foram privados de alimento por seis horas e posteriormente submetidos ao teste
de tolerancia a glicose (dia 15). Um dia depois, os animais foram novamente privados de
alimentos por seis horas e anestesiados via i.p através da administracdo de cetamina-xilazina e
a coleta de sangue por puncdo cardiaca foi realizada para determinar os niveis plasmdticos de

colesterol (dia 16) (Figura 7B).

4.4.2 Avaliacao dos putativos efeitos antidepressivos e ansioliticos da administracao
aguda de 3-SePh-IP

No segundo protocolo experimental, objetivou-se a avaliacdo dos putativos efeitos do
tipo antidepressivo e ansiolitico da administracdo aguda de 3-SePh-IP. Os animais foram
tratados com veiculo ou 3-SePh-IP, nas doses de 1, 10 ou 100 mg/kg, por meio da via
intraperitoneal, com volume de 0,1 ml/100 g de peso corporal, 30 minutos antes dos testes do
nado forgado e do labirinto em cruz elevado (grupos independentes de animais em cada teste).
O farmaco ansiolitico diazepam (1 mg/kg; i.p.) e o farmaco antidepressivo fluoxetina (10

mg/kg; 1.p.) foram utilizados como controles positivos.

4.5 TESTES COMPORTAMENTAIS

Todos os testes comportamentais foram conduzidos durante a fase clara (13h — 18h).
Os experimentos foram realizados em uma sala com temperatura controlada (23°C, umidade
entre 40% - 60%), com baixa intensidade de luz (12 lux). Além disso, os videos foram gravados
(webcam Microsoft VX 3000) e analisados visualmente através de crondmetros por dois

observadores distintos. A fim de minimizar as pistas olfativas, todos os aparatos utilizados nos
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experimentos, foram higienizados cuidadosamente com etanol 10%, antes de iniciar o protocolo

experimental e a cada troca de animal.

4.5.1 Teste da alternancia forcada (Labirinto em T)

7z

A memoria espacial é adquirida através do comportamento exploratério, um
comportamento preservado e observado em diversas espécies. Os labirintos sdo frequentemente
usados para o estudo da memoria espacial em roedores e o labirinto em T por exemplo, tornou-
se um dos mais utilizados (PAUL; MAGDA; ABEL, 2009).

Este protocolo de alternancia for¢ada adaptado foi conduzido utilizando-se um labirinto
em T simétrico, feito de madeira pintada de preto. Cada braco do aparato tinha 30 cm de
comprimento, 9 cm de largura e 12 cm de altura, e a parede localizada no final de cada braco
era demarcada com um fundo padrao preto e branco diferente. A fim de minimizar o estresse
dos animais, a luz na area de teste foi reduzida para 30 + 5 lux. O presente protocolo de
alternancia forcada foi baseado em De Souza et al. (2019) e teve como objetivo avaliar a
memoria espacial de curto prazo dos animais.

A aplicacdo desse paradigma comportamental consistiu em expor os animais
individualmente em uma sessdo de treinamento de 5 minutos, seguido por uma sessao teste de
5 minutos, com um intervalo de 30 minutos entre as sessdes para cada animal. Na sessdo de
treinamento, o camundongo foi colocado no final do brago inicial, longe do centro e de frente
para a parede. O camundongo tinha oportunidade para explorar, dois bracos do labirinto em T,
enquanto a entrada no terceiro brago foi bloqueada. Ao término desta sessdo o camundongo foi
devolvido a caixa de habitacdo e 30 minutos apds iniciou-se a segunda sessao (teste). Na sessao
de teste, o braco 3, que estava bloqueado, foi liberado, e o camundongo foi novamente colocado
no brago inicial e, em seguida, permitido o acesso a todos os trés bragcos do labirinto. O nimero
de entradas (definido quando o animal estava com as quatro patas em um brago) e o tempo
gasto em cada brago foram registrados. Tempo no braco novo [%] foi definido como o tempo
gasto no braco novo dividido pelo tempo gasto em todos os bracos durante a sessdo de teste.
Alternancia forcada [%] foi definida como a porcentagem de camundongos entrando primeiro

no brago novo durante a sessdo de teste.

4.5.2 Teste do Campo Aberto
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O teste do Campo Aberto foi proposto originalmente por Hall (1934) como medida de
avaliacdo da emocionalidade em ratos. E desde entdo este paradigma comportamental tornou-
se um modelo cldssico para avaliar possiveis efeitos na locomocdo e padrao exploratério dos
animais. O teste consiste em colocar o camundongo em uma caixa com paredes maiores que
seu ambiente natural, de modo que vivencie uma situa¢cdo de conflito entre explorar a novidade
e esquivar se frente ao estresse provocado pelo ambiente novo. Tratamentos ansiogénicos
tendem a diminuir a exploracdo do animal no centro do aparato enquanto intervengdes
ansioliticas tendem a aumentar a frequéncia de exploracao do centro. Assim, este teste tem sido
amplamente empregado para o estudo do comportamento do tipo ansioso e para o
desenvolvimento de farmacos ansioliticos, sedativos, estimulantes e epileptogénicos (PRUT;
BELZUNG, 2003).

O aparato, feito de madeira, tinha 50 cm de largura x 50 cm de profundidade x 40 cm
de altura. Cada camundongo foi colocado no centro de campo aberto e permitiu-se que
explorassem livremente o aparato por 5 minutos. Foram avaliados os seguintes parametros
comportamentais: % de cruzamentos no centro, nimero total de cruzamentos, tempo no centro

e levantamentos verticais.

4.5.3 Teste de borrifagem de sacarose (Splash Test)

Indicativos de falta de autocuidado e comportamento motivacional sdo considerados
como comportamentos do tipo depressivo (MORETTI et al., 2012). Para investigar o
autocuidado e motivagdo nos camundongos foi utilizado o teste de borrifagem de sacarose.
Neste teste, foi borrifado 1mL de solugdo de 10% de sacarose no dorso do animal, que foram
dispostos, individualmente, em uma caixa acrilico (30 x 30 x 20 cm). Devido a sua viscosidade,
a solucdo de sacarose “suja” o pelo do animal, induzindo um comportamento de autolimpeza
(grooming) do mesmo. Depois de aplicar a solugdo de sacarose, a frequéncia (duragdo) e a
laténcia para o inicio do comportamento de grooming foram observadas por 5 minutos

(ISINGRINT et al., 2010).

4.5.4 Teste da Suspensao pela Cauda

O teste da suspensdo pela cauda avalia a estratégia de enfrentamento a um estresse

agudo inevitdvel (COMMONS et al., 2017). Este teste tem como base a hipdtese de que um
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animal, ao ser submetido a uma situacdo aversiva e inescapdvel, apresenta dois tipos de
comportamentos alternados, a agitacdo caracteristica da movimentacdo para fuga da situacio
aversiva e imobilidade. Este padrdao temporal de movimentacdo também pode ser chamado
comportamento de busca, caracterizado por intensa atividade motora e gasto de energia e
comportamento de espera com imobilidade e menor gasto de energia (STERU et al.,1985). Este
teste comportamental é amplamente utilizado para avaliacao de farmacos antidepressivos, no
qual seu potencial foi relatado por diminuir o tempo de imobilidade e aumentar a tentativa de
escapar da situagdo aversiva. (CRYAN; MOMBEREAU; VASSOUT, 2005).

Neste teste os camundongos foram suspensos individualmente 30 cm acima do chado
por fita adesiva colocada a aproximadamente um centimetro da ponta da cauda ao suporte. A
duracdo do teste por animal foi de 6 minutos e a laténcia e o tempo de imobilidade foram

registrados manualmente por dois observadores experientes.

4.5.5 Teste do Nado Forcado

O teste do nado forcado foi desenvolvido por Porsolt et al. (1977), como um modelo
de "desespero comportamental”. Nesse teste os animais sao colocados para nadar em um
recipiente com dgua onde é impossivel escapar (ALMEIDA, 2006). Inicialmente, hd uma
tentativa desesperada de sair da situacdo quando os animais apresentam vigorosa atividade
seguida por momentos em que permanecem imaéveis, limitando-se aos movimentos necessarios
para manter suas cabecas fora da dgua (ALMEIDA, 2006). O teste do Nado For¢ado tem sido
amplamente utilizado para avaliacdo de farmacos com potencial efeito antidepressivo, de modo
que potencializam estratégias de enfrentamento, diminuindo o tempo de imobilidade
(COMMONS, et al., 2017; CASTAGNE, et al., 2011).

Nesse protocolo experimental, os camundongos foram forcados a nadar
individualmente por um tempo de 6 minutos em um recipiente cilindrico (tubo) de plastico
(diametro 10 cm, altura 25 cm), preenchido com dgua a 25 + 1° C até 19 cm. Os comportamentos
analisados foram laténcia para o inicio da imobilidade e o tempo de imobilidade, definido pela
auséncia da tentativa de escape, quando o animal faz apenas 0os movimentos necessarios para

manter a cabeca fora da dgua.
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4.5.6 Labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado € um teste bem estabelecido para avaliar o comportamento
relacionado a ansiedade. Este teste baseia se na premissa de que o roedor ao ser colocado neste
novo ambiente ird vivenciar um conflito entre tendéncia natural de exploracdo e o medo
evocado pela novidade (RODGERS; DALVI, 1997). Neste paradigma comportamental, o
roedor tem acesso livre a todos os bracos, mas tipicamente entrard com maior frequéncia nos
bracos fechados. Agentes ansioliticos aumentam a preferéncia nos bracos abertos e agentes
ansiogénicos o inverso. O labirinto em cruz elevado representa uma ferramenta ttil para estudos
de comportamentos relacionados a ansiedade, em especial para rastreamento de novos fairmacos
(LISTER, 1987).

O aparato consistiu em quatro bragcos dispostos em forma de sinal da cruz. Feito de
madeira, cada brago possui 18 x 6 cm elevados a 60 cm da base. Dois bragos opostos eram
cercados por paredes de 6 cm de altura (bragos fechados); ao passo que os outros dois bragos
eram desprovidos de paredes (bragos abertos). A drea de jun¢do que conectava os quatro bragos
(plataforma central) tinha 6 x 6 cm. O protocolo experimental consistiu em colocar os
camundongos (individualmente) na plataforma central de frente para o um brago fechado e
foram observados durante um periodo de 5 minutos. Os seguintes parametros foram analisados:
o ndmero de entradas nos bragos abertos e nos bracos fechados, o tempo gasto nos bragos
abertos e nos bragos fechados (foi considerada uma entrada quando as quatro patas do animal
estavam no interior do bragco). O nimero de entradas no braco fechado foi usado como uma

medida de atividade locomotora (RODGERS; DALVI, 1997).

4.6 ANALISE BIOQUIMICA

O teste de tolerancia a glicose foi realizado apds 6 horas de jejum caldrico (jejum
iniciado as 7h:00min e o inicio do teste as 13h:00min). A glicemia em jejum foi medida por
meio da coleta de uma gota de sangue apdés puncdo da cauda dos animais (tempo 0) sendo
medida com glicosimetro (Accu-check, Roche). Apds essa coleta, foi feita a administracdo
intraperitoneal de D-(+) -glicose (Sigma Aldrich, St Louis, MO) na concentracdo de 2g/kg de
massa corporal. A concentracio de glicose no sangue foi aferida nos tempos 15, 30, 60 e 120
minutos apdés a aplicagdo. Os resultados foram expressos em mg/dl. Um dia depois, os

camundongos foram novamente privados de alimentos por seis horas e, posteriormente, fora
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realizada coleta de sangue por pung¢do cardiaca, sendo o sangue centrifugado a 1.000 X g e o
plasma congelado a -80 ° C. O colesterol total (CT) foi medido no plasma usando kit enzimético
de acordo com as instru¢des do fabricante (Gold Analisa Diagndstica Ltda, Minas Gerais,

Brasil).

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos com média + erro padrao da média (EPM). O teste de
alternancia for¢ada (labirinto em T) foi analisado pelo teste t para determinar se a porcentagem
de tempo gasto no brago novo diferia do desempenho casual (33%). As diferencas estatisticas
entre os grupos experimentais foram detectadas com andlise de varidncia (ANOV A) de uma ou
duas vias seguida pelo Teste post hoc de Newman Keuls ou o teste de Dunnett. Os efeitos dos
controles positivos foram comparados separadamente com o grupo controle veiculo usando o
teste t de Student ndo pareado. O nivel de significincia aceito para todos os testes foi P < 0,05.
Todos os testes foram realizados com o pacote de software STATISTICA ® (StatSoft Inc,
Tulsa, OK, EUA).
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S RESULTADOS

5.1 EFEITO DO TRATAMENTO COM O COMPOSTO 3-SEPH-IP NOS PARAMETROS
COMPORTAMENTAIS EM CAMUNDONGOS SWISS EXPOSTOS A UMA DIETA HFFD

5.1.1 Efeitos da dieta e tratamento no comportamento exploratorio e emocionalidade no
teste do campo aberto

A andlise estatistica por meio da ANOVA de duas vias ndo indicou efeitos
significativos no ndmero total de cruzamentos (Figura 7A) e no nimero de levantamento
vertical (Figura 7B). Por outro lado, indicou um efeito significativo do fator dieta em relagao
ao tempo no centro do aparato [F (1, 28) = 9,78, p < 0,05] (Figura 7C). Comparacdes post hoc
posteriores revelaram uma diminui¢do significativa no tempo gasto no centro do aparato no
grupo alimentado com HFFD em comparagdo com o grupo controle (SD) e com o grupo HFFD
tratado com 3-SePh-IP (p < 0,05). Além disso, a ANOVA de duas vias indicou um efeito
significativo da dieta em relagdo a porcentagem de cruzamentos no centro [F (1, 28) = 11,12, p
< 0,05] (Figura 7D). As comparagdes post hoc mostraram uma diminuicdo significativa na
porcentagem de cruzamentos centrais no grupo HFFD em comparagdo com o grupo SD (p <
0,05).

Figura 7 — Efeitos da dieta e tratamento no comportamento exploratério e emocionalidade no
teste do campo aberto.
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(A) Cruzamentos totais, (B) Numero de levantamentos verticais (rearing), (C) Tempo (no centro (s), (D)
Cruzamentos no centro (%). Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média (n = 8 animais por
grupo). * p <0,05 quando comparado com o grupo SD/Controle e # p<0,05 quando comparado com o grupo
HFFD/Controle (ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc de Newman-Keuls). SD (dieta padrdo); HFFD
(dieta rica em gordura /frutose).

5.1.2 Efeitos da dieta e tratamento em comportamento do tipo depressivo no teste de
suspensao pela cauda

A analise estatistica da ANOVA de duas vias mostrou um efeito significativo para o
fator dieta na laténcia para imobilidade [F (1, 28) = 4,87, p < 0,05] (Figura 8A). Além disso, a
ANOVA de duas vias indicou um efeito significativo para o fator tratamento no tempo de
imobilidade [F (1, 28) = 12,75, p < 0,05]. A andlise post hoc subsequente revelou um aumento
significativo no tempo de imobilidade no grupo HFFD em comparacao com o grupo SD e com

o grupo HFFD tratado com 3-SePh-1P (p < 0,05) (Figura 8B).

Figura 8 — Efeitos da dieta e tratamento no comportamento do tipo depressivo no teste de
suspensao pela cauda.
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5.1.3 Efeitos da dieta e tratamento no comportamento de autocuidado e motivacao no
teste de borrifagem de sacarose (Splash Test)

A andlise estatistica da ANOVA de duas vias indicou um efeito significativo para a
interacao entre os fatores dieta e tratamento com relagdo a laténcia para o comportamento de
autolimpeza [F (1, 28) = 5,85, p < 0,05]. A anélise post hoc revelou um aumento significativo

da laténcia para a autolimpeza (s) no grupo HFFD em relacdo ao grupo SD, sendo que o
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tratamento com 3-SePh-IP foi capaz de reverter essa alteragdo comportamental induzida pela
dieta (p < 0,05) (Figura 9A). Em relacdo ao tempo de autolimpeza, os resultados no ANOVA

de duas vias ndo mostraram efeitos significativos para nenhum fator (Figura 9B).

Figura 9 — Efeitos da dieta e tratamento nas alteragdes nos comportamentos de autocuidado e
motivacao no teste de borrifagem de sacarose (Splash Test).
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(A) Laténcia para o inicio do comportamento de autolimpeza (s), (B) Tempo total do comportamento de
autolimpeza (s). Os dados estdo representados como média + erro padrdo da média (n = 8 animais por grupo). * p
<0,05 quando comparado com o grupo SD/ Controle e # p<0,05 quando comparado com o grupo HFFD/ Controle
(ANOVA de duas vias, seguida pelo teste post hoc de Newman-Keuls). SD (dieta padrdo); HFFD (dieta rica em
gordura /frutose).

5.1.4 Efeitos da dieta e tratamento na memdria espacial no teste do labirinto em T

Em relacdo aos cruzamentos totais entre os bracos do aparato ndo foi observado
diferenca entre os grupos na fase de treinamento (dados ndo mostrados) e na fase de teste
conforme mostra a Figura 10B. Por outro lado, como mostrado na Figura 10A, a exploracio do
novo braco nos grupos alimentados com HFFD e tratados com solucdo salina ou SePh-IP foi
significativamente prejudicada, uma vez que nao houve diferenca entre o percentual do tempo
gasto na explorag¢do do novo braco e o nivel de chance (33%) (t=0,070,df=7,p=0,94;t=
0,89, df =7, p = 0,40, respectivamente). Para ambos os grupos de controle (SD- salina e SD-3-
SePh-IP), a porcentagem de tempo gasto na exploracdo do novo brago foi significativamente
aumentada em comparagdo ao percentual de 33% (t=5,82,df=7,p<0,05et=3,49,df =6, p

< 0,05, respectivamente), demonstrando aprendizado da tarefa.

Figura 10 — Efeitos da dieta e tratamento na memdria espacial no teste do labirinto em T.
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A) Tempo que animal permaneceu explorando o novo braco (fase teste) e (B) referente ao nimero de cruzamentos
totais (fase teste). Os dados estao representados como média + erro padrao da média, & P<0,05 quando comparado
com o nivel de chance (33% de tempo gasto explorando o brago novo). SD (dieta padrdo); HFFD (dieta rica em
gordura / rica em frutose).

5.2 EFEITO DO TRATAMENTO COM O COMPOSTO 3-SEPH-IP NAS ALTERACOES
METABOLICAS INDUZIDAS POR HFFD.

5.2.1 Efeito da dieta e tratamento na variacao da massa corporal

A ANOVA de duas vias revelou um efeito significativo do fator dieta [F (1, 28) = 62,58,
p <0,05] com relacdo a variacdo da massa corporal (Figura 11). A andlise post hoc subsequente
revelou um ganho significativo de massa corporal (g) no grupo (i) HFFD quando comparado
com o grupo SD e (i1) o grupo HFFD tratado com 3-SePh-IP quando comparado com o grupo
SD tratado com 3-SePh-IP (p < 0,05).

Figura 11 — Efeito da dieta e tratamento na variacdo da massa corporal.
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Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média. * p <0,05 quando comparado com o grupo
SD/Controle (ANOVA de duas vias, seguida pelo teste post hoc de Newman-Keuls). SD (dieta padrdo); HFFD
(dieta rica em gordura /frutose).

5.2.2 Efeito da dieta e tratamento nas concentracées plasmaticas de colesterol

A ANOVA de duas vias mostrou um efeito significativo do fator dieta [F (1, 28) = 123,68,
p < 0,05], do fator tratamento [F (1, 28) = 8,09, p < 0,05] e da interacdo entre os fatores dieta e
tratamento [F (1, 28) = 8,01, p < 0,05] na concentragao plasmética de colesterol (Figura 12).
Posteriormente, a andlise post hoc revelou um aumento significativo na concentracao
plasmadtica de colesterol no grupo HFFD e no grupo HFFD tratado com 3-SePh-IP quando
comparado com seus respectivos grupos controle (SD) (p < 0,05). Além disso, indicou uma
reducdo significativa na concentragc@o plasmatica de colesterol no grupo HFFD tratado com 3-

SePh-IP quando comparado com o grupo HFFD (p < 0,05).

Figura 12 — Efeito da dieta e tratamento nas concentracdes plasmadticas de colesterol.
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Os valores estdo expressos em média + erro padrao da média. * p <0,05 quando comparado com o grupo SD/
Controle e # p<0,05 quando comparado com o grupo HFFD/ Controle (ANOVA de duas vias, seguida pelo teste
post hoc de Newman-Keuls). SD (dieta padrdo); HFFD (dieta rica em gordura /frutose).

5.2.3 Efeito da dieta e tratamento nas concentracoes de glicose plasmatica no teste de
tolerancia a glicose

A ANOVA de duas vias ndo indicou efeitos significativos na concentra¢do basal de
glicose (Figura 13A). Além disso, a ANOVA de duas vias com medidas repetidas indicou efeito

significativo para o fator dieta [F (1, 28) = 22,28, p < 0,05], repeticao [F (4, 112) = 124,12, p <
42



0,05] e interacdo entre dieta e repeticao [F (4, 112) = 5,23, p < 0,05] com relacdo ao teste de

tolerancia a glicose (mg/dL). A anélise post hoc subsequente revelou um significativo aumento

na concentracao sanguinea de glicose nos grupos HFFD e HFFD tratado com 3-SePh-1P quando

comparado com os respectivos grupos controle (SD) apds 30 e 60 minutos da sobrecarga de
glicose (p < 0,05) (Figura 13B). Finalmente, a ANOVA de duas vias revelou um efeito
significativo do fator dieta [F (1, 28) = 24,13, p < 0,05] na area sob a curva (AUC) (Figura

13C), que foi baseado nos valores de glicose no sangue da Figura 13B. A andlise post hoc

subsequente revelou uma elevacao significativa da AUC no grupo HFFD e no grupo HFFD

tratado com 3-SePh-IP, quando comparados com os respectivos grupos controle (SD) (p <

0,05).

Figura 13 — Efeito da dieta e tratamento nas concentragdes plasmaticas de colesterol.
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Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média. * p <0,05 quando comparado com o grupo SD/
Controle (ANOVA de duas vias, seguida pelo teste post hoc de Newman-Keuls). SD (dieta padrdo); HFFD (dieta
rica em gordura /frutose).

5.3 EFEITOS PUTATIVOS DO TRATAMENTO AGUDO COM O COMPOSTO 3-SEPH-IP.
5.3.1 Efeito do tratamento agudo com 3-SePh-IP no teste do Nado Forcado

A ANOVA de uma via revelou um efeito significativo do tratamento com 3-SePh-1P
no tempo de imobilidade no teste do nado forcado (Figura 14A). O teste de Dunnett indicou
que 3-SePh-IP (na dose de 100 mg/kg; i.p.) reduziu significativamente o tempo total de
imobilidade (p < 0,05) em compara¢do com o grupo controle. Como esperado, o fairmaco
antidepressivo fluoxetina, usado como controle positivo, diminuiu o tempo total de imobilidade
(t=12,78; p < 0,05) em relagdo ao grupo controle. Por outro lado, a ANOVA de uma via nio
indicou efeitos significativos do tratamento com 3-SePh-IP na laténcia para imobilidade, assim
como o teste t ndo indicou diferencas entre o grupo controle e o grupo tratado com o farmaco

fluoxetina (Figura 14B).

Figura 14 — Efeito da administraciao aguda de 3-SePh-IP no teste do nado forcado.
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(A) Tempo total de imobilidade (s) e (B) Laténcia para imobilidade (s). Nesse teste foi injetado 3-SePh-IP pela via
intraperitoneal (i.p.), as doses de (1, 10 ou 100 mg/kg) em um volume de 0,1 ml/100g de peso corporal, 30 minutos
antes do inicio do experimento e a Fluoxetina 10mg/kg (i.p.) foi utilizado como farmaco controle positivo). Os
valores estdo expressos em média + erro padrdo da média. Diferencas significativas estdo indicadas como *p<0,05
quando comparado com grupo controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Dunnett) e & <p 0,05 quando
comparado com grupo controle (teste T de Student).

5.3.2 Efeito do tratamento agudo com 3-SePh-IP no teste Labirinto em Cruz Elevado
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A ANOVA de uma via ndo indicou efeitos significativos do tratamento com 3-SePh-IP
na porcentagem do tempo de bragos abertos (Figura 15A), porcentagem de entradas de bracos
abertos (Figura 15B) e no nimero total de entradas de nos bragos fechados (Figura 15C). Como
esperado, o farmaco ansiolitico diazepam, usado como controle positivo, aumentou a
porcentagem de tempo e de entradas nos bracos abertos (t = 3,48; p< 0,05; t = 2,55; p< 0,05,
respectivamente), embora tenha aumentado o nimero total de entradas nos bragos fechados (t

=2,52; p< 0,05).

Figura 15 — O efeito da administracao aguda de 3-SePh-IP no teste Labirinto em Cruz
Elevado.
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Foi injetado 3-SePh-IP pela via intraperitoneal nas doses (1, 10 ou 100 mg/kg) num volume de 0,1 ml/100g de
peso corporal, 30 minutos antes do do inicio do experimento e o Diazepam 1 mg/kg, (i.p.) foi utilizado como
farmaco controle positivo. O grafico (A) mostra a porcentagem de tempo que o animal explorou os bragos abertos,
(B) porcentagem de entradas nos bracos abertos e (C) refere se ao nimero total de entradas nos bracos fechados.
Os valores estao expressos em média + erro padrdo da média. & p <0,05 quando comparado com grupo controle.
A estatistica foi realizada por andlise de varidncia (ANOVA de uma via) e Teste T de Student.
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6 DISCUSSAO

O consumo de dietas com alto teor de gorduras saturadas e/ou alto teor de acucares tem
sido associado ao desenvolvimento de obesidade, diabetes e doencas cardiovasculares
(LOVEJOY, 2002; NELSON, 2013). Diversos estudos com roedores demonstram que a
exposicdo a dietas ricas em gorduras ou com altos teores de agucares, como a frutose,
promovem uma série de alteragdes metabolicas e comportamentais (HERBERG et al., 1974;
HILL 2000; WOODS et al., 2004; LE; TAPPY, 2006; TAPPY et al., 2010; MORTERA;
BAINS; GUGLIUCCI, 2019). O crescente interesse cientifico acerca dos efeitos da nutri¢ao na
funcdao cerebral (FREEMAN et al., 2014; JIMENEZ-MALDONADO et al., 2018) é
demonstrado por estudos que relacionam a exposicao a dietas ricas em gordura e frutose com
alteracdes comportamentais, e.g., comportamentos do tipo depressivo e tipo ansiogénico (RIO
etal., 2016; APRYATIN etal., 2017; WU et al., 2018; GANCHEVA, 2017; DE SOUZA et al,.
2020) e prejuizos cognitivos (ACEBES, 2011; VAN DER BORGHT K et al, 2011) em
roedores. Considerando que estudos clinicos também indicam que obesidade e sindrome
metabdlica estdo associadas com o desenvolvimento de transtornos de humor e de ansiedade
(HRYHORCZUK et al., 2013), estudos com roedores sdo uteis ao desenvolvimento de novos
compostos e estratégias terapéuticas para tais condigdes (TEODORO et al., 2014).

Considerando esses aspectos, o presente estudo investigou os efeitos do tratamento com
o composto 2-Fenil-3- (fenilselanil) imidazo [1,2-a] piridina (3-SePh-IP) nas alteracOes
metabdlicas e comportamentais induzidas por dieta rica em gordura e frutose. Como Gancheva
e colegas (2017), utilizamos dietas suplementadas com gordura saturada e frutose, de modo a
mimetizar a chamada dieta ocidental. Estudos apontam que dietas ricas em gordura,
suplementadas com frutose, potencializam os efeitos deletérios no metabolismo, em
comparacdo com dietas ricas apenas em gorduras (WILSON et al., 2007). Particularmente,
nossos resultados mostraram que o tratamento com dieta rica em gordura/frutose, por um curto
periodo de tempo, € capaz de induzir ganho de massa corporal, hipercolesterolemia, intolerancia
a glicose e prejuizos comportamentais, 1.e., déficits de memoria, comportamento do tipo
depressivo e do tipo ansiogénico em camundongos. Demonstramos que o tratamento
concomitante com o 3-SePh-IP atenuou a hipercolesterolemia e reverteu os comportamentos do
tipo depressivo e do tipo ansiogénico induzidos pela HFFD. Em contrapartida, o 3-SePh-IP

falhou em impedir o ganho de massa corporal, a intolerincia a glicose e os déficits de memoria
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induzidos pela HFFD.

Em nossos resultados, observamos que a exposi¢do a dieta HFFD induziu um efeito do
tipo ansiogénico nos camundongos, como observado no teste de campo aberto. De acordo com
Bourin (2017), a redu¢do na propor¢ao do nimero de quadrados visitados no centro em relagao
ao nimero de quadrados visitados na periferia € um indicativo de comportamento do tipo
ansiogénico. Em contrapartida, o aumento do tempo gasto na parte central, bem como da razao
locomocdo central/total, ou diminuic@o da laténcia para entrar na parte central, sdo indicativos
de comportamento do tipo ansiolitico (PRUT; BELZUNG, 2003). Observamos que o grupo que
recebeu a dieta HFFD teve uma diminui¢do significativa na porcentagem de cruzamentos no
centro e o tempo gasto no centro do aparato. Em consonéncia com esta evidéncia, Gancheva e
colegas (2017) mostraram que ratos Wistar tratados com dieta hiperlipidica (banha 20% p/p),
adicionada com frutose 10% na 4dgua de beber, por 8 semanas, apresentaram comportamento do
tipo ansiogénico no teste de campo aberto, observado pela diminui¢do no tempo no centro € no
nimero de entradas no centro do aparato. De fato, diversos estudos t€ém mostrado que uma dieta
rica em alimentos gordurosos e carboidratos estdo relacionados com a diminui¢do do volume
do hipocampo, comprometimento cognitivo, € maior propensdo a depressdo e a ansiedade
(KANOSKI; DAVIDSON; 2011; JACKA et al., 2015).

O grupo imidazopiridinas contém compostos conhecidos por exercerem diferentes
atividades bioldgicas e, em geral, sdo agonistas do receptor GABAA, um importante alvo
terapéutico (FOSTER, 2006; KRAUSE, 2017). Essa modulacio GABAérgica talvez possa
explicar os dados obtidos no paradigma comportamental do campo aberto, em que nossos
resultados demonstraram que o composto 3-SePh-IP atenuou o comportamento do tipo
ansiogénico induzido pela dieta HFFD em camundongos. De acordo com a literatura cientifica,
diversas evidéncias relatam que os derivados da por¢do imidazo [1,2-a] piridina possuem
afinidade seletiva para receptores benzodiazepinicos periféricos e centrais, o que corroborou
para o desenvolvimento de derivados com atividades ansioliticas (SERRA et al., 1999; WU et
al., 2004). Por exemplo, o zolpidem — (N, N-dimetil-2- [6-metil-2- (4-metilfenil) imidazo [1,2-
a] piridin-3-il] acetamida) — € um medicamento comumente prescrito para tratar insOnia e
distarbios relacionados ao sono (NICHOLSON; PASCOE, 1986; VANDA et al., 2019). O
mecanismo de acdo do zolpidem envolve aumento na transmissdo do neurotransmissor GABA,
um dos principais neurotransmissores inibitérios no SNC de mamiferos (SANGER;

DEPOORTERE, 1998). Em paralelo, foi relatado que alguns compostos organicos de selénio
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possuem vdrias atividades bioldgicas, incluindo efeitos do tipo antidepressivos e ansioliticos.
Por exemplo, o difenil disseleneto € um composto organico contendo selénio com propriedades
do tipo antidepressiva e ansiolitica (SAVEGNAGO et al., 2008). Além disso, DOMINGUES
et al. (2019) mostraram que a selanilimidazopiridina 3 - [(4- metoxifenil) selanil] -2-
fenilimidazo [1,2-a] piridina (MPI; 10 mg/kg) foi eficaz na redu¢@o de comportamentos do tipo
ansiogénicos em camundongos submetidos a um modelo experimental de estresse agudo.
ROSA et al. (2016) também evidenciaram que o composto difenil disseleneto apresentou um
efeito do tipo ansiolitico, com uma possivel modulacdo da recaptacdo de serotonina no
hipocampo.

Com base nos resultados obtidos no teste do campo aberto mencionado acima, nosso
objetivo posterior foi avaliar os possiveis efeitos do tipo ansiolitico apds a administragdo aguda
deste composto, usando o teste de labirinto em cruz elevado. Este teste tem sido amplamente
utilizado como uma ferramenta experimental para triagem de drogas com atividade ansiolitica
(BELZUNG, 2001; BOURIN, 2015). Ao contrdrio de outros testes comportamentais, o teste
labirinto em cruz elevado é baseado na aversdo natural dos roedores para espacos abertos e
elevados e sua tendéncia natural a exploracdo, assim o teste propicia um conflito
comportamental espontaneo entre esquiva e exploracdo, sem condicionamento prévio
(BOURIN, 2007). No entanto, o tratamento agudo com 3-SePh-IP nas doses de 1, 10 ou 100
mg/kg ndo influenciou o comportamento dos camundongos no teste do labirinto em cruz
elevado. Por outro lado, o diazepam, usado como controle positivo de referéncia, exerceu um
efeito do tipo ansiolitico, como esperado.

Para modelar a depressdao patoldgica humana em roedores, uma ampla gama de
paradigmas de teste comportamental foi desenvolvida. No entanto, ndo existem modelos
animais ideais de depressdo, e cada teste existente possui idiossincrasias importantes. O teste
de suspensdao pela cauda e o teste de natagdo forcada sdo testes padrdo para avaliar
comportamentos de desespero, que sdo considerados como reflexos de comportamentos de tipo
depressivo (YEHUDA et al., 2006). Embora "tipo depressivo" seja um jargdo, usado para
reconhecer as limitacdes dos sistemas do modelo, essa terminologia simplifica demais a
biologia complexa e deturpa a utilidade e as limitagdes do teste de suspensdo pela cauda e do
teste de natacdo forcada. Por exemplo, o teste de suspensdo pela cauda e o teste de natacio
for¢ada fornecem pouca validade de construcao ou de face para apoiar uma interpretacdo como

N

comportamento "semelhante a depressdo”. Ambos os testes medem a estratégia de
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enfrentamento do estresse agudo inevitdvel (COMMONS et al., 2017). Os testes sdao baseados
na observagdo de que quando os roedores se deparam com uma situacdo aversiva inevitdvel,
eles podem eleger diferentes estratégias de enfrentamento que podem ser pontuadas como ativas
ou passivas. A principal observa¢do que trouxe esses testes para uso generalizado foi a
descoberta de que antidepressivos eficazes na clinica tinham a capacidade de aumentar o
nimero de estratégias ativas adotadas pelo animal no teste de suspensao pela cauda e no teste
de natacdo forcada, ou seja, validade preditiva. No entanto, a observacdo de que o
comportamento no teste de suspensao da cauda e no teste de natacao for¢ada é influenciado nao
apenas por antidepressivos, mas também por manipulacdes potencialmente indutoras de
depressdo, sugere que as redes neurais que controlam as estratégias de enfrentamento em
resposta ao estresse agudo provavelmente se sobrepdem fortemente aquelas afetadas em
depressdo. Essas manipula¢des incluem uma predisposicdo genética (EL YACOUBI et al.,
2003), diabetes experimental (MIYATA et al., 2003) ou ativagdo imunoldgica (YAMANO et
al., 2000).

Nossos resultados mostraram que os grupos que receberam dieta rica em gordura e
frutose tiveram um aumento no tempo de imobilidade no teste de suspensao pela cauda, ou seja,
sugerindo um comportamento passivo de enfrentamento ao estresse promovido por esse
paradigma. De acordo com a literatura cientifica, uma dieta rica em gordura comparada com a
dieta padrdo de laboratdrio, em roedores, leva a alteragcdes comportamentais como por exemplo,
comportamentos do tipo depressivo no teste de suspensdo pela cauda (WU, et al., 2018; WU,
et al, 2019). Por exemplo, Wu e colegas (2018) mostraram que camundongos C57BL/6 machos,
de 5-6 semanas de idade, alimentados com dieta rica em gordura (banha a 10% e colesterol a
2%), por trés semanas, apresentaram um aumento na porcentagem de tempo de imobilidade no
teste de suspensdo da cauda.

Por outro lado, a reducdo da motivacdo, um componente da depressdao, ¢ modelada
medindo os comportamentos de autolimpeza no teste de borrifagem de sacarose, ou seja, a
validade de face (PLANCHEZ et al., 2019). As caracteristicas de palatabilidade e viscosidade
da solucdo de sacarose pulverizada na camada dorsal de camundongos induzem o
comportamento de autolimpeza (DUCOTTET; BELZUNG, 2004). A este respeito, uma
diminui¢do no tempo de autolimpeza neste teste € considerada um comportamento de depressao
semelhante a anedonia. A autolimpeza € um comportamento inato que € representado na

maioria das espécies animais e € uma parte particularmente importante do repertorio
49



comportamental de roedores (KALUEFF; TUOHIMAA, 2004; GREER; CAPECCHI, 2002).
Em nossos resultados demonstramos que o consumo de HFFD induziu anedonia nos
camundongos, como observado no teste de borrifagem de sacarose. Estes dados estdo coerentes
com estudos anteriores que demonstraram que camundongos BALB/c, expostos ao estresse leve
cronico imprevisivel (UCMS), e tratados por um periodo de sete semanas com uma dieta de
(45%) gordura, também demonstraram redu¢do na frequéncia do comportamento de
autocuidado no teste de borrifagem de sacarose (INSIGRINI et al., 2010).

Uma vez que o 3-SePh-IP atenuou o comportamento do tipo depressivo e efeito
anedonico induzido por HFFD em camundongos, torna-se importante mencionar que 0 grupo
imidazo [1,2-a] piridinas sdo o tipo mais comum de imidazopiridinas relatadas com capacidade
de interagir especificamente com diferentes alvos do sistema nervoso, como canais 10nicos e
receptores de neurotransmissores (VANDA et al., 2019). Domingues et al. (2019) mostraram
que tratamento com selanilimidazopiridina MPI (10 mg/kg), em camundongos Swiss machos,
de 6-8 semanas, submetidos ao estresse agudo de contencdo, impediu o aumento do tempo de
imobilidade no teste do nado for¢ado e aumentou o comportamento de auto-limpeza no teste de
borrifagem de sacarose, sugerindo um efeito do tipo antidepressivo do MPI. Além disso,
Domingues et al. (2018) demonstraram em camundongos Swiss machos o efeito antidepressivo
do MPI no comportamento depressivo induzido por lipopolissacarideo (LPS), sendo que tal
efeito do MPI pode estar relacionado com suas propriedades antioxidantes, uma vez que
impediu o dano oxidativo induzido por LPS, reduzindo a formagdo de espécies reativas de
oxigénio e a peroxidagdo lipidica no cortex pré-frontal e hipocampo. Ressalta-se que estudos
pré-clinicos e clinicos indicaram que moléculas organicas contendo selénio apresentam
atividade bioldgica e moduladora redox (SPENGLER et al., 2019). E digno de nota que a
ligacdo cruzada entre depressdo e obesidade pode ter mecanismos fisiopatolégicos
interconectados (SOCZYNSKA et al., 2011). Por exemplo, a obesidade induzida por dieta esta
associada a neuroinflamacdo em 4reas do cérebro associadas a regulacdo do humor, como o
hipocampo (DUTHEIL et al., 2016). Essa condi¢do pode ser gerada e mantida no tecido adiposo
pelo excesso de nutrientes, espécies reativas de oxigénio e mediadores inflamatérios. Esse ciclo
vicioso de oxidagdo e inflamacd@o pode se espalhar para um nivel sist€émico, contribuindo para
complicacOes relacionadas a dieta rica em gordura (HUNSCHE et al., 2019). Nesse sentido, a
lesdo neural induzida por dieta rica em gordura geralmente estd associada a um aumento nas

citocinas inflamatdrias, incluindo IL-1, IL-6 ¢ TNF-o (DUTHEIL et al., 2016). Assim, com
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base nas atividades antioxidantes e anti-inflamatdrias dos compostos organosselénicos, mais
estudos s@o necessdrios para elucidar o papel da neuroinflamacdo nos efeitos antidepressivos
de 3-SePh-IP em camundongos alimentados com uma dieta rica em gordura / rica em frutose.
Com base nos achados mencionados acima e nos resultados obtidos no teste de
suspensdo da cauda e teste de borrifagem de sacarose, objetivamos, posteriormente, avaliar os
possiveis efeitos antidepressivos do tratamento agudo com o 3-SePh-IP, usando o teste do nado
forcado. Este teste € baseado na observacdo de que quando roedores sdo expostos a dgua, apos
um intenso comportamento inicial direcionado a fuga, como nadar e escalar, eles param de lutar
e mostram um comportamento imovel passivo (PORSOLT et al., 1977). Foi demonstrado que
uma ampla gama de tratamentos antidepressivos reduz o tempo de imobilidade no teste,
aumentando os comportamentos de fuga ativos (CRYAN; MOMBEREAU, 2004). Em nossos
resultados, o tratamento agudo com 3-SePh-IP, na dose de 100 mg/kg, reduziu o total tempo de
imobilidade dos camundongos no teste do nado for¢ado, indicando atividade do tipo
antidepressiva. Os efeitos antidepressivos do 3-SePh-IP aqui observados podem estar
relacionados a sua estrutura contendo um atomo de selénio e um anel de imidazopiridina. De
fato, diversos compostos organicos contendo selénio sdo reconhecidos por sua atividade
antidepressiva. Por exemplo, foi demonstrado que o efeito da administracdo aguda do Ebselen
(dose 10-20 mg/kg) em camundongos Swiss causou uma diminui¢do significativa no tempo de
imobilidade no teste do nado forcado, sugerindo um perfil antidepressivo deste composto de
selénio (POSSER et al., 2009). Ainda, no mesmo estudo demonstrou-se o possivel
envolvimento do sistema monoaminérgico nos efeitos antidepressivos do Ebselen (POSSER et
al., 2009). Além disso, esse composto € reconhecido por mimetizar a atividade de glutationa
peroxidase, uma selenoenzima que desempenha um papel fundamental reduzindo uma grande
variedade de hidroperéxidos, contribuindo com o sistema de defesa que protege as células
contra danos oxidativos (SIES, 1984; FLOHE, 1988). No entanto, as bases moleculares para as
acoes do 3-SePh-IP ndo foram investigadas em nosso estudo. De acordo com Vanda et al.
(2019), o ndcleo imidazo [1,2-a] piridina € reconhecido por interagir com diversos alvos
moleculares localizados no sistema nervoso central, e algumas possibilidades incluem interacao
direta com canais dependentes de voltagem e receptores de neurotransmissores, como
receptores metabotropicos de glutamato (TRABANCO et al, 2012), histamina
(BREITENCUCHER et al., 2001), serotonina (XIONG et al., 2009) e dopamina

(ENGUEHARD-GUEIFLIER et al., 2006).
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Ademais, a literatura cientifica tem evidenciado ao longo dos dltimos anos que o
consumo cronico de dieta HFFD esté relacionado com o desenvolvimento de déficits cognitivos
em modelos clinicos e pré-clinicos (KANOSKI; DAVIDSON 2011; KOTHARI, et al., 2017).
Além disso, alguns estudos mais recentes também associaram a alta ingestdo de gordura
saturada e acucares simples ao aumento da incidéncia de doenca de Alzheimer, assim como
também formas mais leves de comprometimento cognitivo (KANOSKI; DAVIDSON, 2011;
PASINETTI; EBERSTEIN, 2008; BERRINO, 2002). Nesse sentido, objetivamos avaliar a
memoria espacial e os efeitos do tratamento com 3-SePh- IP no teste do labirinto em T. Este
paradigma comportamental € validado para o estudo da memoria espacial dependente do
hipocampo (GERLALI, 1998). Nossos resultados demonstraram que a dieta induziu prejuizos de
memodria, entretanto o 3-SePh-IP ndo foi capaz de impedir o comprometimento da memoria
espacial induzida pela exposi¢do ao HFFD. Neste sentido, STRANAHAN et al. (2008)
demonstraram que o consumo de dieta rica em gordura e frutose prejudicou a aprendizagem
dependente do hipocampo, a plasticidade sindptica e a densidade da coluna dendritica. Esses
efeitos adversos na funcdo cerebral foram associados a niveis reduzidos do Fator Neurotréfico
Derivado do Cérebro (BDNF). Em consonancia, outros trabalhos demonstraram que dieta HFD
pode levar déficits de memoria, inflamagdo cerebral e prejudicar a plasticidade neuronal
(SPENCER et al., 2017; PISTELL et al., 2010; MOLTENI et al., 2002).

Em relacdo aos parametros metabolicos, observamos que a exposi¢cao HFFD ao longo
de 16 dias levou a um aumento significativo da massa corporal e intolerancia a glicose. Esses
resultados vao de encontro com achados da literatura cientifica, em que a dieta hiperlipidica e
hipercaldrica representa uma relacdo direta com alteragdes metabdlicas e obesidade (WOODS
et al., 2003; HARIRI; THIBAULT, 2010). No entanto, o 3-SePh-IP nao impediu o ganho de
massa corporal induzido por HFFD ou intolerancia a glicose. Vale ressaltar que alguns estudos
indicaram comprometimento cognitivo em individuos nao diabéticos com formas leves de
tolerancia a glicose prejudicada (KAPLAN et al., 2000). Além disso, um estudo anterior de
Maesako et al. (2012) demonstrou que o exercicio voluntdrio melhora a intolerancia a glicose
e comprometimento cognitivo induzido por dieta rica em gordura. Assim, pode-se supor uma
conexao entre tais eventos, ou seja, 3-SePh-IP falhou em impedir a intolerancia a glicose e a
déficits de memoria induzidos por HFFD. Nesse sentido, Barbosa et al. (2006) examinaram o
efeito dos compostos organicos de selénio, difenil disseleneto e ebselen, na atenuagdo da

hiperglicemia e outras alteragdes bioquimicas em ratos Wistar diabéticos. Foi demonstrado que
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o difenil disseleneto causou uma diminuicao transitéria nos niveis de glicose plasmatica. Ao
contrdrio, o ebselen ndo teve um efeito anti-hiperglicémico consistente. De acordo com os
autores, o efeito de difenil disseleneto pode estar diretamente relacionado as suas propriedades
de atenuacdo da hiperglicemia (BARBOSA et al., 2006).

Por fim, nossos resultados demonstraram que a dieta rica em gorduras e frutose
aumentou significativamente a concentragao de colesterol plasmatico nos camundongos. Neste
sentido, demonstrou-se que o composto 3-SePh-IP atenuou o aumento da concentragio
plasmdtica de colesterol induzido pela dieta HFFD. Anteriormente, foi mostrada uma
correlacdo positiva entre os niveis de colesterol plasmatico, estresse oxidativo cerebral e
disfun¢@o mitocondrial em um modelo experimental de camundongo de hipercolesterolemia
familiar (de OLIVEIRA et al. 2011). A esse respeito, de Oliveira et al. (2013) demonstraram
ainda que a administracdo de disseleneto de difenila preveniu efetivamente a inibicdo das
atividades mitocondriais do complexo I e II no cortex cerebral de camundongos C57BL/6, com
3 meses de idade, alimentados com dieta rica em gordura/colesterol. Além do mais, salienta-se
que a ingestdo de selénio estd inversamente correlacionada com a incidéncia de aterosclerose e
doenca cardiaca corondria (SUADICANI et al., 1992). De bem e colegas (2009) demonstraram
que a administragio oral de um composto organico de selénio, difenil disseleneto, reduziu o
colesterol total sérico em coelhos hipercolesterolémicos. Além disso, foi demonstrado que este
composto organico de selénio inibiu a formacao de lesdo aterosclerotica (HORT et al., 2011),
associada a uma melhoria nas defesas antioxidantes cardiovasculares (MANCINI et al., 2014).
Assim, sao necessdrias pesquisas adicionais para investigar o (s) mecanismo (s) de acdo, bem
como a eficdcia de 3-SePh-IP como um agente antiaterogénico, além do aprofundamento dos
mecanismos adjacentes aos seus efeitos comportamentais e metabolicos.

No geral, nossos resultados mostraram que uma dieta de curto prazo com alto teor de
gordura/alta frutose pode promover um ganho significativo de peso corporal,
hipercolesterolemia, intolerancia a glicose e comportamento depressivo € ansioso em
camundongos. O tratamento concomitante com 3-SePh-IP atenuou o aumento induzido por
HFFD nos niveis de colesterol e atenuou o comportamento do tipo depressivo e de ansiedade
em camundongos. Os efeitos observados do 3-SePh-IP podem estar relacionados a sua estrutura
quimica, que combina selénio e imidazopiridina. Por outro lado, os compostos de
organosselénio possuem vdérias atividades bioldgicas, incluindo antioxidantes, anti-

inflamatérios e antidepressivos (NOGUEIRA; ROCHA, 2011). Além disso, as
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imidazopiridinas também apresentam vdrias atividades farmacoldgicas, como anti-inflamatéria,
antiviral, analgésica, antidepressiva, hipndticas e ansioliticas (BAGDI et al., 2015). Essas
propriedades multimodais fornecem subsidios para estudos adicionais com o 3-SePh-IP,
especificamente para avaliacdo dos mecanismos subjacentes relacionados aos seus efeitos

hipocolesterolémicos e comportamentais do tipo antidepressivo e ansiolitico.
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7 CONCLUSAO

O consumo de HFFD por 16 dias levou a um aumento significativo da massa corporal,
no entanto o tratamento com 3-SePh-IP ndo foi capaz de impedir esse efeito em
camundongos Swiss fémeas;

O consumo de HFFD resultou em um aumento significativo nas concentragdes
plasmaticas de colesterol. O tratamento com 3-SePh-IP reduziu significativamente esse
aumento induzido por HFFD;

O consumo de uma dieta HFFD levou a intolerancia a glicose. O tratamento com 3-

SePh-IP ndo preveniu a intolerancia a glicose induzida pela dieta HFFD;

A exposicdo a dieta HFFD diminuiu significativamente a laténcia para o
comportamento de autolimpeza no teste de borrifagem de sacarose. O tratamento com
3-SePh-IP foi capaz de reverter essa alteracdo comportamental induzida pela dieta;

A exposicao a dieta HFFD levou a um aumento significativo da laténcia e tempo de
imobilidade no teste suspensao pela cauda, sendo que o tratamento com 3-SePh-IP foi
capaz de reduzir essas alteracdes comportamentais induzida pela dieta e de maneira
significativa em relacdo ao tempo de imobilidade;

A exposicao a dieta HFFD levou a diminui¢ao significativa em relagdo a porcentagem
de cruzamentos e o tempo gasto no centro no teste do campo aberto. O tratamento com
3-SePh-IP aumentou o tempo de exploracdo no centro do aparato;

A exposic¢do a dieta HFFD levou déficits de memoria significativo como observado do
teste labirinto em T, no entanto, o tratamento com 3-SePh-IP nao foi capaz de impedir
esses déficits;

O tratamento agudo de 3-SePh-IP (na dose de 100 mg/kg; 1.p.) reduziu o tempo de
imobilidade no teste nado for¢cado, mas nao apresentou efeito significativo no teste

labirinto em cruz elevado.
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8 PERSPECTIVAS

e Investigar o mecanismo de agdo envolvido no efeito antidepressivo de 3-SePh-IP
conforme verificado nos testes suspensio pela cauda, teste de borrifagem de sacarose e
nado forg¢ado;

e Avaliar o ciclo estral das fémeas durante a realizac@o dos testes comportamentais;

e Investigar o possivel efeito de 3-SePh-IP (na dose de 10 mg/kg; i.p.) antes de iniciar o

tratamento.
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