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RESUMO
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Modelos experimentais de convulsdo em animais tém representado um papel
importante para a compreensdo das alteragdes fisiologicas e comportamentais
associadas com a epilepsia humana. A inducdo de convulsGes parciais ou
generalizadas é um método eficiente para avaliar tanto a susceptibilidade as
convulsées quanto investigar novos agentes anticonvulsivantes. Neste sentido,
estudos demonstraram que as agdes convulsivantes dos compostos disseleneto de
difenila (PhSe), e 2,3-dimercaptopropanol (BAL) sdo inibidas por diazepam e
fenobarbital, dois moduladores alostéricos classicos do sistema GABAérgico. Logo,
surge o interesse de investigar os efeitos da interagédo dos compostos (PhSe), e BAL
e agentes convulsivantes que ajam através do bloqueio e/ou modulagédo do sistema
GABAérgico. Este é o caso do agente pentilenotetrazol (PTZ), o qual exerce sua
acao convulsiva por meio de um bloqueio do canal de CI" do complexo do receptor
GABAA. Considerando estes fatos, o presente estudo teve como primeiro objetivo
investigar os efeitos da pré-administracao de (PhSe), e BAL no modelo de convulsdo
quimica induzida por PTZ em camundongos (Artigo 1). Para este proposito,
camundongos foram pré-tratados com (PhSe), (150 umol/kg, i.p.) ou BAL (250, 500
ou 1000 pmol/kg, i.p.) 10 minutos antes da administragcdo de PTZ. Os resultados
obtidos demonstraram que o pré-tratamento com (PhSe), reduziu a laténcia para a
convulsédo induzida por PTZ nas doses de 40 e 60 mg/kg, além de causar um
decréscimo na laténcia para a morte induzida por PTZ na dose de 60 mg/kg.
Entretanto, a acao convulsivante e letal induzida por PTZ na dose de 80 mg/kg nao
foi afetada pelo pré-tratamento com (PhSe).. Similarmente, o pré-tratamento dos
animais com BAL reduziu a laténcia para a convulsao induzida por 40 e 50 mg/kg de
PTZ. Além disso, a laténcia para a morte induzida por PTZ na dose de 40 mg/kg foi
significativamente diminuida pelo pré-tratamento com BAL em todas as doses
testadas. Particularmente, na dose de 50 mg/kg de PTZ, decréscimo significativo na
laténcia para a morte ocorreu somente quando os camundongos foram pré-tratados
com 500 e 1000 umol/kg de BAL. Estes resultados demonstram que o (PhSe), e
BAL agem em sinergismo com o PTZ potencializando sua agédo convulsiva,
possivelmente através de uma modulagédo do sistema GABAérgico. Tendo em vista
as similaridades estruturais entre os compostos (PhSe). e ditelureto de difenila
(PhTe)2, nosso proximo objetivo foi investigar o efeito dos compostos (PhSe), e
(PhTe)2 sobre um modelo de convulsdo quimica induzida por 4-aminopiridina (4-AP)
em camundongos (Artigo 2). A agédo convulsiva deste agente ocorre através do
bloqueio de canais de K* e ativagdo de canais de Ca?*, com conseqiiente liberagao
de neurotransmissores, predominantemente o glutamato. Além disso, foram
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investigados os niveis de peroxidagdo lipidica cerebral ap6s o tratamento dos
animais com 4-AP, bem como o efeito do pré-tratamento com os compostos (PhSe),
e (PhTe). sobre esses niveis. Para este fim, camundongos foram pré-tratados com
(PhSe). e (PhTe). (50, 100 ou 150 pmol/kg, s.c.) 30 minutos antes da administracdo
de 4-AP (12 mg/kg, i.p.). Os resultados obtidos demonstraram que o pré-tratamento
com (PhSe), e (PhTe),, nas doses de 50, 100 e 150 pmol/kg, aumentou
significativamente a laténcia para a convulséo clénica e tdnica, bem como inibiu a
morte induzida por 4-AP. Além disso, observamos um significativo aumento nos
niveis de peroxidacao lipidica cerebral apdés o tratamento com 4-AP, o qual foi
significativamente inibido pelo pré-tratamento com os compostos (PhSe). e (PhTe)s..
Portanto, estes resultados demonstram que (PhSe)z e (PhTe). aumentam a laténcia
para as convulsées, bem como inibem a morte induzida por 4-AP. E possivel que
este efeito resulte da modulacdo de sitios redox de receptores NMDA, e/ou
modulacdo na atividade de canais de Ca®* com conseqiiente alteracdo na liberagdo
de neurotransmissores. Além disso, o trabalho forneceu evidéncias para as
propriedades anticonvulsivas e antioxidantes dos compostos (PhSe). e (PhTe),, as
quais apontam para suas propriedades neuroprotetoras neste modelo. De forma
geral, a utilizacdo dos modelos de convulsdo quimica induzida por PTZ e 4-AP em
camundongos foi um método Util na investigacdo das agdes sobre o sistema nervoso
central dos compostos (PhSe),;, (PhTe), e BAL. O emprego destes modelos
convulsivos forneceu evidéncias acerca das agdes convulsivas, bem como possiveis
mecanismos de acdo dos compostos avaliados.

Palavras-chave: convulsdo; disseleneto de difenila; ditelureto de difenila; 2,3-
dimercaptopropanol; pentilenotetrazol; 4-aminopiridina; peroxidacao lipidica; sistema
GABAEérgico; sistema glutamatérgico.
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The Effects of Organochalcogens and 2,3-Dimercaptopropanol on Chemical
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AUTHOR: Ver6nica Bidinotto Brito
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Experimental models of seizure in animals have represented an important role
for the understanding of the physiological and behavioural alterations associated with
the human epilepsy. The induction of partial or generalized seizures is an efficient
method for evaluating both the susceptibility to seizures and to investigate new
anticonvulsant agents. In this sense, studies showed that the convulsive actions of
the diphenyl diselenide (PhSe), and 2,3-dimercaptopropanol (BAL) compounds are
inhibited by diazepam and phenobarbital, two classic allosteric modulators of the
GABAergic system. Therefore, arises the interest of to investigate the interaction of
the (PhSe), and BAL compounds with convulsive agents that act via blockade and/or
modulation of the GABAergic system. This is the case of the pentylenetetrazol (PTZ),
which exerts its convulsive action by blocking of CI" channel of the GABAa receptor
complex. Taking into account these facts, the present study had as first objective to
investigate the effects of the pre-administration of (PhSe), and BAL in the model of
chemical seizure PTZ-induced in mice (Article 1). For this purpose, mice were
pretreated with (PhSe), (150 pumol/kg, i.p.) or BAL (250, 500, or 1000 umol/kg, i.p.)
10 minutes prior to administration of PTZ. The obtained results showed that the
pretreatment with (PhSe), reduced the latency for seizure PTZ-induced at doses of
40 and 60 mg/kg, beyond to cause a decrease in the latency for death PTZ-induced
at dose of 60 mg/kg. However, the convulsive and lethal action PTZ-induced at dose
of 80mg/kg was not affected by the pretreatment with (PhSe).. Similarly, the
pretreatment of the animals with BAL reduced the latency for seizure induced by 40
and 50 mg/kg PTZ. In addition, the latency for death PTZ-induced at dose of 40
mg/kg was significantly decreased by the pretreatment with BAL in all doses tested.
Particularly, in the dose of 50 mg/kg of PTZ, a significant decrease in the latency for
death occurred only when the mice were pretreated with 500 and 1000 umol/kg of
BAL. These results show that (PhSe), and BAL act in synergysm with PTZ
potentializing its convulsive action, possibly through a modulation of the GABAergic
system. Tacking into account the structural similarities between (PhSe). and diphenyl
ditelluride (PhTe)> compounds, our further objective was to investigate the effects of
the (PhSe). and (PhTe). compounds on a model of chemical seizure 4-aminopyridine
(4-AP)-induced in mice (Article 2). The convulsive action of this agent occurs
through a blockade of K* channels and activation of Ca®* channels, with consequent
release of neurotransmitters, predominantly the glutamate. Moreover, it was
investigated the brain lipid peroxidation level after treatment of the animals with 4-AP,
as well the effect of the pretretament with the (PhSe), and (PhTe), compounds on
this level. For this purpose, mice were pretreated with (PhSe), and (PhTe), (50, 100,
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or 150 pmol/kg, s.c.) 30 minutes before administration of 4-AP (12 mg/kg, i.p.). The
obtained results showed that the pretreatment with (PhSe), and (PhTe), (50, 100,
and 150 pmol/kg) significantly increased the latency for clonic and tonic seizure, as
well as inhibited the death 4-AP-induced. In addition, it was observed a significant
increase in the brain lipid peroxidation levels after treatment with 4-AP, which was
significantly inhibited by pretreatment with the (PhSe). and (PhTe). compounds.
Therefore, these results show that (PhSe). and (PhTe). increase the latency for
seizures, as well as inhibit the death 4-AP-induced. It is possible that this effect result
of the modulation of redox sites of NMDA receptors, and/or modulation in the Ca®*
channels activity with consequent alteration in the neurotransmitters release.
Moreover, the work provided evidences for the anticonvulsant and antioxidant
properties of the (PhSe). and (PhTe), compounds, which point out for its
neuroprotective properties in this model. Of general model, the utilization of the
models of chemical seizure PTZ- or 4-AP-induced in mice was a useful method in the
investigation of the actions on central nervous system of the (PhSe),, (PhTe),, and
BAL compounds. The use of these convulsive models provided evidences about the
convulsive actions, as well as possible mechanisms of action of the evaluated
compounds.

Key-Words: seizure; diphenyl  diselenide; diphenyl  ditelluride;  2,3-
dimercaptopropanol;  pentylenetetrazol; 4-aminopyridine; lipid  peroxidation;
GABAergic system; glutamatergic system.
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APRESENTACAO

Os resultados que fazem parte desta dissertacao estdo apresentados sob a
forma de artigos, os quais se encontram no item ARTIGOS CIENTIFICOS. As
secdes Materiais e Métodos, Resultados, Discussdao dos Resultados e Referéncias
Bibliograficas, encontram-se nos proprios artigos e representam a integra deste
estudo.

No item INTRODUCAO, é feita uma abordagem geral sobre o tema desta
dissertacdo e seus objetivos. No item REVISAO BIBLIOGRAFICA, esta descrita
uma sucinta revisdo sobre os temas trabalhados. Ja as secdes DISCUSSAO e
CONCLUSOES, encontrados no final desta dissertagdo, apresentam interpretacdes
e comentarios gerais sobre os artigos cientificos contidos neste trabalho. No item
PERSPECTIVAS, estdo expostos 0s possiveis estudos para continuacdo deste
trabalho.

As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS, dispostas no final da dissertagéo,
referem-se somente as citagdes que aparecem nos itens INTRODUCAO, REVISAO
BIBLIOGRAFICA e DISCUSSAO.



1. INTRODUCAO

A epilepsia humana € uma desordem neurolégica caracterizada pelo
aparecimento recorrente e imprevisivel de convulsées espontdneas. Embora a
epilepsia possa manifestar-se por varias vias diferentes, cada tipo de epilepsia tem
em comum a importante caracteristica de aumentar a excitabilidade neuronal, a qual
se manifesta através da geracdo de convulsbes (MCNAMARA, 1994, 1999;
LOTHMAN e cols., 2001). Estas, por si sO, referem-se as alteragdes transitérias e
anormais do comportamento devido a atividade desordenada, descontrolada e, em
alta frequéncia de populagdes de neurbnios no sistema nervoso central (SNC)
(MCNAMARA, 1994, 1999; LOTHMAN e cols., 2001).

A epilepsia possui incidéncia variavel entre as diversas regides do mundo,
afetando aproximadamente 1-2% da populacdo mundial (HAUSER &
HESDORFFER, 1990; MCNAMARA, 1999; MCKEOWN & MCNAMARA, 2001).
Embora avangos tenham ocorrido no desenvolvimento de agentes
anticonvulsivantes e no tratamento cirdrgico da epilepsia, aproximadamente 50%
dos casos permanecem refratarios as intervencdes médicas, tolhendo a qualidade
de vida de milhares de pessoas (HAUSER & HESDORFFER, 1990).

Tendo em vista estes fatos, a investigagdo dos eventos celulares e
neuroquimicos envolvidos no processo convulsivo em cérebros normais, € capaz de
fornecer evidéncias acerca do mecanismo causador de episédios convulsivos
espontaneos, 0s quais representam a principal caracteristica do cérebro epiléptico.
Neste sentido, modelos experimentais de convulsdo em animais tém representado
um papel importante para a compreensdo das alteragdes fisioldégicas e
comportamentais associadas com a epilepsia humana.

Desde o inicio do século XX, o estudo da convulsdo em modelos animais tem
conduzido ao descobrimento de estratégias de tratamento contra a epilepsia e,
muitas das drogas anticonvulsivas descobertas através da pesquisa em modelos
experimentais sdo comumente prescritas atualmente (PUTNAM & MERRITT, 1937).
Uma variedade de técnicas pode ser utilizada para induzir convulsdes parciais ou
generalizadas, representando um método eficiente para avaliar tanto a

susceptibilidade as convulsdes quanto investigar novos agentes anticonvulsivantes.



Particularmente, dados da literatura tém demonstrado que o cérebro de
roedores € um alvo para as acgbes toxicas dos compostos organocalcogéneos
disseleneto de difenila (PhSe), e ditelureto de difenila (PhTe),, assim como do
composto quelante 2,3-dimercaptopropanol (BAL) (MACIEL e cols.,, 2000;
NOGUEIRA e cols., 2000, 2003a; WIDY-TYSZIEWICZ e cols., 2002). Neste
contexto, estudos prévios demonstraram que as agdes convulsivantes dos
compostos (PhSe), e BAL séo inibidas por diazepam e fenobarbital, dois
moduladores alostéricos classicos do sistema GABAérgico (NOGUEIRA e cols.,
2000, 2003a). Logo, surgiu o interesse de investigar os efeitos da interacdo dos
compostos (PhSe), e BAL e agentes convulsivantes que ajam através do bloqueio
e/ou modulagéo do sistema GABAérgico, como é o caso do agente pentilenotetrazol
(PTZ). Além disso, o (PhTe), assemelha-se em estrutura e configuracdo eletrénica
com o (PhSe),, tornando-o um alvo interessante de investigagdo. Considerando este
aspecto, foi realizado um estudo da interagéo entre os compostos (PhSe). e (PhTe).
e 0 agente convulsivante 4-aminopiridina (4-AP). A 4-AP tem sua agao convulsiva
mediada pela predominante liberacdo de glutamato, dentre outros
neurotransmissores.

Deste modo, a investigacao dos efeitos, bem como os possiveis mecanismos
de acado de (PhSe),, (PhTe). e BAL sobre o SNC, em modelos de convulsdo
induzida por PTZ e 4-AP, € um método util na busca de possiveis alternativas no
controle de processos convulsivos espontaneos. Neste contexto, o presente estudo
objetivou avaliar em camundongos: os efeitos do pré-tratamento com os compostos
(PhSe). e BAL sobre convulsao quimica e letalidade induzidas por PTZ; assim como,
os efeitos do pré-tratamento com os compostos (PhSe), e (PhTe), sobre convulséo
quimica e letalidade induzidas por 4-AP.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Convulsao e Epilepsia

O termo “convulsdo” refere-se a uma alteracao transitéria e anormal do
comportamento devido a atividade desordenada, descontrolada e, em alta
freqliiéncia de populacdes de neurbnios no SNC (MCNAMARA, 1994, 1999;
LOTHMAN e cols., 2001). Por sua vez, a “epilepsia” € uma desordem na funcao
cerebral caracterizada pela ocorréncia periddica e imprevisivel de convulsdes
espontaneas.

As convulsbes podem ser nao-epilépticas quando geradas em cérebros
normais através de eletrochoques ou agentes convulsivantes, ou epilépticas quando
ocorrem espontaneamente (MCNAMARA, 1994). Embora a epilepsia possa
manifestar-se por varias vias diferentes, cada tipo de epilepsia tem em comum a
importante caracteristica de aumentar a excitabilidade neuronal, a qual se manifesta
através da geracao de convulsées (MCNAMARA, 1994, 1999; LOTHMAN e cols.,
2001).

A epilepsia é uma desordem neuroldgica com incidéncia variavel entre as
diversas regidbes do mundo, afetando mais de 2 milhGées de Americanos e
aproximadamente 1-2% da populagdo mundial (HAUSER & HESDORFFER, 1990;
MCNAMARA, 1999; MCKEOWN & MCNAMARA, 2001). Embora avangos tenham
ocorrido no desenvolvimento de agentes anticonvulsivantes e no tratamento
cirurgico da epilepsia, aproximadamente 50% dos casos permanecem refratarios as
intervencdes medicas, tolhendo a qualidade de vida de milhares de pessoas
(HAUSER & HESDORFFER, 1990).

2.2. Os Sistemas Glutamatérgico e GABAérgico

Representando os principais neurotransmissores inibitérios e excitatérios,
respectivamente, o acido y-aminobutirico (GABA) e o glutamato ocupam um papel
central em processos neuropatolégicos, tais como epilepsia, déficits de fungao
cognitiva e doencas neurodegenerativas (CHOI, 1988; MELDRUM & GARTHWAITE,
1990; BRADFORD, 1995; MELDRUM, 1995). Particularmente, um desequilibrio em



qualquer um dos sistemas de neurotransmissado excitatéria ou inibitéria no SNC
pode estar implicado no desenvolvimento de processos convulsivos (HEINEMANN &
JONES, 1990; BRADFORD, 1995; MELDRUM, 1995). Além disso, a intensificagcéo
do desequilibrio neuronal que conduz aos episodios convulsivos, assim como o seu
abrandamento, pode ocorrer a partir da interacdo de mecanismos inibitorios
GABAEérgicos e excitatérios glutamatérgicos (BRADFORD, 1995).

2.2.1. O glutamato

O aminoécido glutamato, juntamente com o aspartato, medeia a maior parte da
transmissdo sindptica excitatéria no cérebro. E um mediador chave de uma
variedade de processos fisiolégicos, tais como comunicagcdo intracelular,
crescimento e diferenciacdo, aprendizado e memoria (OZAWA e cols., 1998),
desempenhando um papel importante na realizacdo de conexdes sinapticas normais
no cérebro. Conseqlientemente, um desequilibrio na via glutamatérgica é um fator
importante na génese de muitas desordens neurologicas. Evidéncias tém
demonstrado que um aumento na neurotransmissdo glutamatérgica esta envolvido
nos mecanismos excitotdxicos das convulsdes, além da neurodegeneragao (CHOI,
1988; MELDRUM, 1991).

Efetivamente, as principais vias excitatérias do SNC utilizam o glutamato
como neurotransmissor (OZAWA e cols., 1998; MELDRUM e cols., 1999). Sua
sintese ocorre nos terminais pré-sinapticos, predominantemente a partir da
glutamina, a qual é sintetizada nas células gliais e transportada para os terminais
nervosos, onde entdo é convertida em glutamato devido a agdo da enzima
glutaminase. Entretanto, ele ainda pode provir do a-cetoglutarato, nas reagdes de
transaminacdo e na aminacao redutora pela glutamato desidrogenase (KVAMME,
1998).

Com relacdo a acado excitatéria do glutamato, esta é finalizada pela sua
captacao da fenda sinaptica pelas células gliais ou pelos neurénios pré-sinapticos,
onde é armazenado nas vesiculas sinapticas. Esta captacdo do glutamato envolve
dois sistemas de transporte: um carreador com alta afinidade e dependente de Na™,
localizado nas membranas pré-sinapticas e gliais (ROBINSON & DOWD, 1997), e
outro com baixa afinidade e independente de Na", localizado nas membranas das
vesiculas sindpticas. Devido a agdo coordenada destes transportadores o glutamato



€ armazenado nas vesiculas, diminuindo sua concentragdo na fenda sinaptica.
Claramente, a captacdo de moléculas de glutamato apresenta uma funcao vital na
manutencdo de altos niveis de precursores de glutamato (glutamina e o-
cetoglutarato) e baixas concentracées extracelulares deste neurotransmissor
(DICHTER & WILCOX, 1997). Portanto, uma vez armazenado, o glutamato podera
ser liberado na fenda, desde que as membranas pré-sinapticas sejam
despolarizadas. Além disso, quando liberado na fenda sinaptica, as respostas
fisiolégicas ao glutamato ocorrem via ativagcdo de receptores ionotrépicos e
metabotrdpicos farmacologicamente e funcionalmente distintos, localizados nas
membranas pré e pos-sinapticas, bem como na membrana das células gliais
(MELDRUM e cols., 1999).

Como mediador de sinapses excitatérias, o glutamato tem um papel
importante em fung¢des essenciais do SNC; entretanto, uma ativagao excessiva do
sistema glutamatérgico pode provocar dano ou até mesmo morte neuronal (OLNEY,
1978; LIPTON & ROSEMBERG, 1994; PRICE, 1999). Esta morte neuronal
provocada pela estimulacdo excessiva dos receptores glutamatérgicos, devido a
uma administracdo de altas doses de glutamato, ou de agonistas de receptores
glutamatérgicos (OLNEY & HO, 1970; OLNEY, 1981) foi inicialmente descrita pelo
termo “excitotoxicidade”. Apds a descoberta de que antagonistas glutamatérgicos
podem ter efeitos benéficos em modelos de desordens neurolégicas, tais como
isquemia cerebral e epilepsia, 0 conceito de excitotoxicidade foi modificado. Isto &,
passou-se a admitir que o glutamato enddégeno possa também ser um mediador de
neurotoxicidade, quando se acumula no espaco extracelular (OBRENOVITCH, 1999;
OBRENOVITCH e cols., 2000).

Apesar do grande interesse em torno deste tema, 0s mecanismos
intracelulares responsaveis pela excitotoxicidade ainda ndao foram completamente
elucidados. Entretanto, o aumento de Ca®*' intracelular, seguido da ativacdo de
receptores ionotrépicos de glutamato, inchago osmético celular, producao de radicais
livres e peroxidagdo lipidica nas membranas celulares, além do aumento na
expressao de proteinas apoptéticas, demonstram ter um papel importante (CHOI,
1985, 1987, 1988, 1992, 1995; TYMIANSKI, 1996; PRICE, 1999; PORCIUNCULA e
cols., 2001; ROSSATO e cols., 2002a,b; CENTURIAO e cols., 2005; NA e cols.,
2007).



2.2.1.1. Os receptores de glutamato

Os receptores glutamatérgicos podem ser classificados, de acordo com
estudos farmacologicos e moleculares, em dois grandes grupos: receptores
ionotropicos e metabotropicos (DICHTER & WILCOX, 1997; OZAWA e cols., 1998)

(Figura 1).
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Figura 1. Representagdo esquematica dos receptores glutamatérgicos ionotrépicos (A) e
metabotrépicos (B). (Fonte A: http://www.scielo.br/img/revistas/rbp/v25s2/a12fig01.gif; B:
http://www.mie.utoronto.ca/.../biopic/fig/44.18.jpg).

Os receptores ionotropicos sao canais ibnicos que permeiam cétions através
da membrana neuronal. Portanto, sua ativacdo provoca a despolarizacdo da
membrana sinaptica e desencadeia uma resposta excitatoria. Estes receptores sao

subdivididos em N-metil-D-aspartato (NMDA), a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-



acido propiénico (AMPA) e cainato (KA), com base na sua sensibilidade a agonistas
especificos (COTMANN e cols., 1995).

Os receptores AMPA medeiam a neurotransmissao excitatéria rapida e sao
canais com grande permeabilidade a cations monovalentes (Na" e K¥) e com baixa
permeabilidade ao Ca®** (DICHTER & WILCOX, 1997). Estes receptores possuem,
ao menos, trés sitios para ligantes: o sitio de unido de glutamato (ou AMPA), um
sitio de unido que modula a desensibilizacdo do receptor e outro que bloqueia o
influxo de ions e que esta localizado no interior do canal (OZAWA e cols., 1998).

Os receptores de KA diferem dos receptores AMPA por serem, além de
permedveis a ions Na* e K*, relativamente permedveis a ions Ca®* (OZAWA e cols.,
1998). Esses receptores sdo encontrados em poucas areas cerebrais ao contrario
dos receptores AMPA, que apresentam ampla distribuicdo no SNC (MONAGHAN &
COTMAN, 1982). Além disso, a administracao intracerebral ou parenteral de KA em
ratos possui efeito convulsivo, e resulta num modelo de dano cerebral que se
assemelha ao de pacientes com epilepsia lobo-temporal (BEM-ARI, 1985;
DINGLEDINE e cols., 1991; KLEINROK e cols., 1995).

Por sua vez, os receptores NMDA medeiam a transmissdo sindptica
excitatéria lenta, sdo canais com grande permeabilidade ao Ca®* e baixa
permeabilidade ao Na" e K* (LIPTON & ROSEMBERG, 1994; OZAWA e cols., 1998).
O complexo do receptor NMDA apresenta diversos sitios para ligantes que regulam
a abertura do canal i6nico: um sitio para glutamato (ou NMDA), um para o co-
agonista endégeno glicina, um sitio no interior do canal para a unido de
blogueadores (MK-801 e PCP (fenciclidina)), e sitios modulatérios tais como: um
sitio para 0 Zn?* (antagonista ndo competitivo do receptor), outro para poliaminas,
um sensivel a modulacdo redox (modulado tanto por oxidantes quanto por
redutores) e um sitio sensivel a H* (PIGGOTT e cols., 1992; EULER & LIU, 1993;
GOZLAN & BEM-ARI, 1995; MARTIN e cols., 1995; OZAWA e cols., 1998) (Figura
2). Além disso, o canal do receptor NMDA é bloqueado por Mg?* de uma maneira
dependente de voltagem (EDMONDS e cols., 1995), ou seja, nos neurbnios em
potencial de repouso, a ativagdo do receptor sé ocorre se a membrana neuronal for
despolarizada, o que permite a saida de Mg®" do interior do canal. O bloqueio
dependente de voltagem do canal NMDA por Mg®** pode ser visto como um
mecanismo protetor intrinseco contra a entrada excessiva de Ca®* na célula e a
consequiente toxicidade neuronal (SCATTON, 1993).



Particularmente, o “sitio modulatério redox" do receptor NMDA recebeu esta
denominacao devido a sua sensibilidade aos reagentes redox sulfidrilicos. Por meio
deste sitio, agentes redutores sulfidrilicos pdem potencializar as respostas mediadas
pelo receptor NMDA, enquanto os agentes oxidantes sulfidrilicos sdo habeis em
diminuir ou inibir estas respostas. De fato, o sitio modulatério redox do receptor
NMDA consiste de residuos criticos de cisteina, os quais quando quimicamente
reduzidos aumentam a magnitude das respostas geradas pelo recpetor NMDA. Por
outro lado, ap6s sua oxidacdo, as respostas geradas pelo recpetor NMDA séao
diminuidas (PALFREYMAN & REYNOLDS, 1994; MIN, 1999). Este sitio modulatério
redox pode ter grande importancia fisiolégica, uma vez que diversos agentes
enddgenos (como radicais livres derivados de oxigénio; glutationa oxidada e Oxido
nitrico dentre outros) tém demonstrado modificar este sitio e, posteriormente, a
atividade do receptor NMDA. Além disso, o sitio modulatério redox parece influenciar
outros fenémenos relacionados com o receptor NMDA, tais como, a liberagdo de
neurotransmissores, a potenciacdo a longo prazo e, a excitotoxicidade
(PALFREYMAN & REYNOLDS, 1994; MIN, 1999).
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Figura 2. Representacao esquematica do receptor NMDA. (Adaptado de Waxman MN.
Neurotransmitter receptors. In: Zigmond MJ, Bloom FE, Landis SC, Roberts JL, Squire LR,
eds. Fundamental neuroscience. London: Acacemic Press; 1999).



A ativacdo do receptor NMDA esta envolvida no processo de plasticidade
neuronal (CHEN & TONEGAWA, 1997; KACZMAREK e cols., 1997). Entretanto, sua
estimulagdo excessiva acarreta aumento do Ca®" intracelular com conseqiiente
toxicidade celular (MODY & MACDONALD, 1995). Existem evidéncias de que a
excitotoxicidade esteja envolvida na morte neuronal observada em algumas doencgas
neurodegenerativas, tais como Alzheimer, sindrome de Huntington, esclerose lateral
amiotréfica, neurodegeneracdo associada a infecgbes por HIV; bem como em
patologias agudas, como o dano neuronal isquémico e hipoglicémico (MELDRUM &
GARTHWAITE, 1990; DINGLEDINE e cols., 1991; LIPTON & ROSEMBERG, 1994;
PRICE, 1999).

Diferentemente dos receptores ionotropicos, os receptores glutamatérgicos
metabotrdpicos estdo associados a sistemas de segundos mensageiros
intracelulares (CONN & PINN, 1997). Estes receptores sdo acoplados a proteinas G
(proteinas ligantes de nucleotideos da guanina), as quais modulam a atividade de
efetores intracelulares, tais como a adenilato ciclase e a fosfolipase C (SCHOEPP &
CONN, 1993; COTMANN e cols., 1995; PIN & DUVOISIN, 1995).

Os receptores glutamatérgicos metabotropicos, assim como o ionotrépico
NMDA, estado envolvidos no processo de indugado da plasticidade neuronal (BLISS &
COLLINGRIDGE, 1993). Localizados nos terminais pré e pods-sinapticos e nas
células gliais, estes receptores também possuem papel importante na inducao de
convulsées e morte neuronal (TIZZANO e cols., 1995; NICOLETTI e cols., 1996).
Particularmente, a ativagcdo de receptores de glutamato metabotropicos pré-
sindpticos pode promover efeitos excitatérios ou inibitérios (TOMOYUKI e cols.,
1996; OZAWA e cols.,1998).

2.2.2. O acido y-aminobutirico (GABA)

A neurotransmissdo sinaptica inibitéria no SNC de mamiferos € mediada
principalmente pelo neurotransmissor GABA, o qual € encontrado em altas
concentracdes (milimolares) em muitas regides cerebrais (PAUL, 1995; OLSEN &
DELOREY, 1999). A glicose é o principal precursor para a producao de GABA in
vivo, embora o piruvato e alguns aminoacidos também possam agir como
precursores. O primeiro passo na formacdo deste neurotransmissor € a

transaminacdo do a-cetoglutarato, formado a partir do metabolismo da glicose no
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ciclo de Krebs. O o-cetoglutarato € transaminado pela GABA o-cetoglutarato
transaminase (GABA-T) formando glutamato (MCGEER & MCGEER, 1989). Nas
células em que o GABA é usado como neurotransmissor a preseng¢a da enzima
glutamato descarboxilase (GAD) catalisa a descarboxilacao do glutamato formando
o GABA (MCGEER & MCGEER, 1989).

E importante salientar que a GABA-T & tanto uma enzima de sintese quanto
de degradagdo. Este papel duplo € o responsavel pela manutencdo das
concentragbes normais de GABA (MCGEER & MCGEER, 1989). Assim como o
glutamato, o GABA é armazenado em vesiculas sinapticas e liberado para o meio
extracelular de maneira dependente de Ca®*. A recaptacdo do GABA pela acdo de
transportadores, presentes tanto na membrana do terminal pré-sinaptico quanto nas

células gliais, € responsavel pela finalizagdo da resposta GABAérgica (PAUL, 1995).
2.2.2.1. Os receptores de GABA

Os receptores GABAérgicos foram divididos em trés classes, de acordo com
suas propriedades farmacoldgicas, bioquimicas e eletrofisioldgicas: GABAa, GABAG
(receptores ionotropicos) e GABAg (receptores metabotrépicos) (COOPER e cols.,
1996; OLSEN & DELOREY, 1999). Os receptores GABAA e GABAc sdo canais
ibnicos que permitem a entrada de CI', provocando uma hiperpolarizagao localizada
na membrana neuronal, o que dificulta o disparo do potencial de acao necessario
para a liberacdo de neurotransmissores (PAUL, 1995). Portanto, a acdo do GABA
desencadeia a reducao da excitabilidade neuronal.

Com relacdo as suas caracteristicas especificas, os receptores GABAa sao
ativados por muscimol (o qual se liga no sitio do GABA, no receptor) e bloqueados
por bicuculina (seu antagonista competitivo) e picrotoxina (um bloqueador do canal
ibnico). Além disso, benzodiazepinicos, barbitiricos e alguns neuroesteréides sao
moduladores da acao do receptor GABAA (MEHTA & TICKU, 1999).

Quanto aos receptores GABAg, estes estdo associados a proteinas G e,
portanto, modulam a atividade de segundos mensageiros intracelulares e a abertura
de canais iénicos (Ca** e K*) (PAUL, 1995; BENNETT & BALCAR, 1999; OLSEN &
DELOREY, 1999). Estao localizados nos terminais pré e pds-sinapticos neuronais e
na membrana das células gliais (MACDONALD, 1997). Os receptores GABAg séo
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ativados por baclofen (ou GABA) (HOLTZ e cols., 1986) e seletivamente bloqueados
por faclofen e saclofen (BOWERY, 1993).

Os receptores GABAc, assim como os GABAa, estdo expressos em muitas
areas cerebrais, entretanto possuem uma expressdo especialmente alta na retina
(QIAN & RIPPS, 2001). Diferentemente dos GABAa, séo insensiveis a bicuculina,
barbitdricos, benzodiazepinicos e neuroesterdides, bem como insensiveis ao
agonista do receptor GABAg baclofen (DREW e cols., 1984). Por outro lado, séo
competitivamente  inibidos por TPMPA (acido 4-il-metil-fosfinico-1,2,5,6-
tetrahidropiridina) (MURATRA e cols., 1996; RAGOZZINO e cols., 1996). Além disso,
a picrotoxina exerce um antagonismo misto em um sitio alostérico do receptor
(WANG e cols., 1995; QIAN e cols., 2005). Recentemente, também foi demonstrado
que a bilobalida, um constituinte ativo do extrato das folhas da Ginkgo biloba, exerce
uma antagonismo misto sobre a subunidade ps do receptor GABA; (HUANG e cols.,
2006).

Contudo, apesar do papel fisiologico relevante dos receptores GABAérgicos,
evidéncias sugerem que algumas alteracbes na funcdo GABAérgica estejam
envolvidas em desordens neuroldgicas e psiquiatricas, dentre as quais a doenca de
Huntington e de Parkinson, epilepsia, esquizofrenia, discinesia tardia, alcoolismo,
disturbios do sono e ansiedade (ENNA & BOWERY, 1997; OLSEN & DELOREY,
1999).

2.3. O Estresse Oxidativo

2.3.1. As espécies reativas de oxigénio (EROs)

As células estdo continuamente produzindo radicais livres e espécies reativas
de oxigénio como parte dos processos metabdlicos. Tais espécies sado capazes de
gerar estresse oxidativo em decorréncia de suas propriedades oxidantes. As
principais EROs vinculadas ao estresse oxidativo s&o o radical anion superéxido
(02), o radical hidroxil (OH), o peréxido de hidrogénio (H20.), o 6xido nitrico (NO) e
o peroxinitrito (ONOQO") (HALLIWEL & GUTTERIDGE, 1989). Estas espécies podem
ser neutralizadas por um elaborado sistema de defesa antioxidante que pode ser
enzimatico (através da catalase, superoxido dismutase, glutationa peroxidase,

glutationa redutase e glutationa S-transferase) ou nao-enzimatico (através das
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vitaminas A, E e C, flavondides, ubiquinonas e da glutationa reduzida (GSH)) (JI &
FU, 1992; MIEYAL e cols., 1995; ALEXI e cols., 1998; GIANNI e cols., 2004). Neste
contexto, um estado de estresse oxidativo pode resultar tanto de um aumento na
producao de EROs quanto da reducdo na capacidade antioxidante celular total. Ou
seja, a ocorréncia de um dano oxidativo depende de um desequilibrio entre a
producdo de EROs e a atividade das defesas antioxidantes (HALLIWEL &
GUTTERIDGE, 1989; DAWSON & DAWSON, 1996).

2.3.2. A peroxidacgao lipidica

Alguns compostos sdo metabolicamente ativados até intermediarios reativos,
0S quais sado responsdaveis por iniciar eventos tdxicos. Um tipo particular de
intermediario reativo é o radical livre (RL). Estes sdao moléculas, muitas vezes
derivadas de oxigénio, que possuem um elétron impar na sua Oérbita externa,
caracterizando-se por grande instabilidade, por ter uma vida média muito curta
(microssegundos) e por procurar sua estabilidade através do pareamento de seus
elétrons (JOSEPHY, 1997; TIMBRELL, 2000). Os RL sao espécies eletrofilicas
extremamente reativas que podem reagir com componentes celulares. Sao gerados
por uma variedade de processos, podendo atacar uma diversidade de biomoléculas
alvo, tais como DNA, lipideos, acidos graxos e proteinas de membrana (JOSEPHY,
1997; TIMBRELL, 2000).

Um alvo preferencial desses RL é os acidos graxos insaturados encontrados
na dupla camada de lipideos das membranas celulares, as quais sao vitais para o
funcionamento da célula. Estas membranas biolégicas sado constituidas
principalmente por fosfolipideos, os quais possuem uma cabeca polar e duas caudas
hidrofébicas. Geralmente, as caudas hidrofébicas sdo compostas por acidos graxos,
que podem diferir no comprimento e na configuracdo em que se apresentam, como
por exemplo, no numero de insaturagbes (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989;
ALBERTS e cols., 1994). Quando os RL reagem com esses acidos graxos
insaturados, eles modificam as duplas ligacdes, determinando rearranjos por perda
de fragmentos, ou induzindo angulag¢des diferentes a estrutura do fosfolipideo.
Consequientemente, através de uma série de reagcdes em cadeia, a membrana perde

suas caracteristicas estruturais. Desta forma, criam-se verdadeiras fendas idnicas,
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as quais alteram sua permeabilidade, favorecendo a entrada e saida indiscriminada
de metabdlitos e detritos da célula (JOSEPHY, 1997; TIMBRELL, 2000).

Este processo é o resultado da auto-oxidagdo, onde cada fosfolipideo afetado
passa a ter a funcdo de RL atacando cadeias vizinhas. Porém, para que este
processo seja iniciado € necessario que uma espécie suficientemente reativa
abstraia um atomo de hidrogénio da cadeia carbénica do acido graxo, deixando-o na
forma de RL (MEDEIROS e cols., 1996). Quando tal ataque é observado, uma série
de reagdes secundarias ocorre, provocando a formagao de produtos intermediarios
tais como, radicais peroxila, alcoxila e hidroperéxidos, e também a formagao de
produtos terminais como o alcano e etano, malondialdeido (MDA) e 4-hidréxi-2,3-
trans-nonenal, o qual é mais conhecido como hidroxinonenal (HNE) (POVOA, 1995).
Particularmente, dos aldeidos formados no processo de peroxidagdo, muita atencao
tem sido dada ao MDA, muito embora este seja menos nocivo que os aldeidos
insaturados, como € o caso do HNE, o qual € altamente citotéxico (ESTERBAUER,
1985). Além disso, a formacao destes aldeidos pode danificar células adjacentes,

enzimas ligadas as membranas, além de prejudicar a funcao de receptores.
2.3.3. O dano oxidativo no SNC

Estudos em genética molecular e neuroquimica tém demonstrado que o
estresse oxidativo e a disfuncdo mitocondrial sdo importantes processos envolvidos
na morte celular e, sdo eventos precoces associados com a neurodegeneracao
(BEAL, 1996). Embora a etiologia de muitas patologias do SNC permaneca
desconhecida, evidéncias tém apontado para a acdo combinada de trés fatores:
defeitos no metabolismo energético, excitotoxicidade e estresse oxidativo (BEAL,
1996). Um defeito no metabolismo energético pode conduzir a despolarizagdo
neuronal, ativagao do receptor para aminoacidos excitatérios NMDA, e aumento no
célcio intracelular, o qual é captado pelas mitocondrias. A mitocdndria, por sua vez,
€ a maior fonte intracelular de RL, e o aumento na concentragdo intracelular de
célcio pode, portanto, aumentar a geracao de RL (BEAL, 1996). Como o DNA
mitocondrial é particularmente susceptivel ao estresse oxidativo, seu dano pode
representar um evento precoce associado com a neurodegeneracao (AMES e cols.,
1993; BEAL, 1996; ALEXI e cols., 1998; MAILLY e cols., 1999; KOWALTOWSKI e

cols., 2001). Além disso, o envolvimento do estresse oxidativo nas patologias
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cerebrais pode estar associado a um desequilibrio na regulagdo redox do SNC
(WEBER, 1999; SCHULZ e cols., 2000).

Realmente, o cérebro € um alvo potencial as reacdes oxidativas. Quando
comparado a outros 6rgaos, podemos observar que o cérebro possui caracteristicas
proprias que o tornam altamente susceptivel ao ataque dos RL. Muitas dessas
caracteristicas referem-se a sua composicao e suas condicdes metabodlicas. Por
exemplo, o cérebro apresenta alto consumo de oxigénio, tem no metabolismo
oxidativo da glicose a principal fonte de energia, tem um alto fluxo sanguineo, alta
concentracdo de acidos graxos poliinsaturados e alta concentracdo de
neurotransmissores, que podem sofrer oxidacdo (CLEMENS & PENETTA, 1995).
Além disso, 0 cérebro possui neurdnios com grandes prolongamentos, sob os quais
altos gradientes ibnicos devem ser mantidos para as fungées normais. Todas essas
caracteristicas predispdéem o cérebro ao ataque dos RL (CLEMENS & PENETTA,
1995).

Particularmente, em muitos processos neuropatoldgicos, e aqui € importante
salientar as convulsdes e a epilepsia, quantidades excessivas do aminoacido
glutamato, dentre outros aminoacidos neurotransmissores, sao liberadas na fenda
sindptica. Este evento tem como conseqiéncia a ativacdo de uma cascata
excitatéria, a qual envolve o influxo de Ca®*, a producdo de metabdlitos, a
excitotoxicidade e o estresse oxidativo, culminando em efeitos deletérios sobre o
metabolismo neuronal (CHOI, 1985, 1988, 1992, 1995; MELDRUM, 1991; MAILLY e
cols., 1999).

2.4. Modelos de Convulsao

A epilepsia humana é uma das desordens neuroldégicas mais comuns,
apresentando uma elevada incidéncia mundial (HAUSER & HESDORFFER, 1990;
MCNAMARA, 1999; MCKEOWN & MCNAMARA, 2001). Considerando este fato, a
investigacdo dos eventos celulares e neuroquimicos envolvidos no processo
convulsivo em cérebros normais, tem atuado como ferramenta eficaz capaz de
fornecer evidéncias acerca do mecanismo causador de episédios convulsivos
espontaneos, 0s quais representam a principal caracteristica do cérebro epiléptico.

Neste sentido, modelos experimentais de convulsdo em animais tém representado
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um papel fundamental para a compreensdo das alteragbes fisioldgicas e
comportamentais associadas com a epilepsia humana.

Desde o inicio do século XX (PUTNAM & MERRITT, 1937), o estudo da
convulsdo em modelos animais tem conduzido ao descobrimento de estratégias de
tratamento contra a epilepsia e, muitas das drogas anticonvulsivas descobertas
através da pesquisa em modelos experimentais sdo comumente prescritas
atualmente. Entretanto, como a epilepsia humana é definida pelo aparecimento de
multiplas e recorrentes convulsées espontaneas, a inducao de atividade convulsiva
aguda na auséncia de comportamento epileptiforme crénico em modelos animais in
vivo é considerada um modelo de convulséo e ndo de epilepsia (ENGEL, 1992).

Uma variedade de técnicas pode ser utilizada para induzir convulsdes parciais
(ou focais) ou generalizadas. Tipicamente, a indu¢ao de convulsdes parciais envolve
a estimulagdo quimica ou elétrica de uma regiao cerebral especifica. No entanto, a
administragcao sistémica de agentes convulsivantes é utilizada em modelos animais
para a inducdo de convulsGes generalizadas clénico-tbnicas, onde a atividade
convulsiva atinge ambos os hemisférios cerebrais ampla e simultaneamente, desde
o inicio da crise convulsiva (SHORVON, 1990). A inducao de convulsdes parciais ou
generalizadas representa um método eficiente para avaliar tanto a susceptibilidade
as convulsdes quanto investigar novos agentes anticonvulsivantes.

De interesse particular para a compreensao deste trabalho, uma convulséo
ténica consiste em contracdes musculares sustentadas, enquanto uma convulsdo
clénica consiste em contragdes musculares alternadas com periodos de relaxamento
muscular. Ainda, uma convulsdo clénico-ténica envolve a contracdo de grupos
musculares de todo o corpo e esta associada com a perda de consciéncia,
tipicamente por um periodo de 30-60 segundos (MACNAMARA, 1994).

2.4.1. Modelos de convulséo induzida por pentilenotetrazol (PTZ)

O pentilenotetrazol € um agente quimico convulsivante, freqientemente
utilizado em modelos experimentais para a indu¢do de convulsées (WALLENSTEIN,
1983; DE LIMA & RAE, 1991; ZHU e cols., 2007). Sua agao convulsiva ocorre
através do bloqueio do canal de CI” do complexo do receptor GABAA, inibindo,
portanto, canais ativados por GABA (MACDONALD & BARKER, 1978). Desta forma,

a injecao sistémica de altas doses de PTZ causa convulsdes em roedores
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(KALUEFF e cols., 2005; SAYYAH e cols., 2005), as quais estao associadas com
alteracdes significativas no sistema GABAérgico (ROCHA e cols., 1996).

Estudos iniciais de unido especifica de radioligantes sugeriram o sitio
benzodiazepinico do receptor GABAA como o sitio de acao do PTZ (REHAVI e cols.,
1982; PRITCHETT e cols., 1989). Além disso, foi demonstrado que uma unica
administracdo de PTZ diminui a unido especifica de benzodiazepinicos no receptor
GABAA (ROCHA e cols.,, 1996). Entretanto, estudos de unido especifica
subseqlientes demonstraram que o PTZ também poderia agir sobre o sitio
picrotoxinico deste receptor (RAMAMJANEYULU & TICKU, 1984; HUANG e cols.,
2001). Portanto, considerando estes estudos, considera-se que o PTZ age sobre os
sitios benzodiazepinico e picrotoxinico do complexo do receptor GABAA (SQUIRES
e cols., 1984; HUANG e cols., 2001) (Figura 3).

Picrotoxina GAFA C;mal de Cloreato

II". ;x"a Esterdides
Barbituricos Y"\ -~
™~ Z £

Benzodiazepinicos

Intracelular

Figura 3. Representagcdo esquematica do complexo do receptor GABAa.. (Fonte:
homepage.psy.utexas.edu/.../sec2/Brain/37.GIF).

2.4.2. Modelos de convulséo induzida por 4-aminopiridina (4-AP)

A 4-aminopiridina € um conhecido bloqueador de canais de K" e ativador de
canais de Ca®*, ambos dependentes de voltagem (THESLEFF, 1980; ROGAWSKI &
BARKER, 1983), que possui acdo convulsivante quando administrada
sistemicamente a uma variedade de espécies (SCHAFER, 1973; SPYKER e cols.,
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1980; YAMAGUCHI & ROGAWSKI, 1992). Os efeitos convulsivantes da 4-AP
devem-se a estimulagcdo da liberagdo de varios neurotransmissores, onde o
glutamato ocupa um papel de destaque (MORALES-VILLAGRAN & TAPIA, 1996;
PENA & TAPIA, 1999) com superestimulacdo de seus receptores, particularmente os
do tipo NMDA. Além disso, estudos usando microdialise demonstraram que a 4-AP
estimula preferencialmente a liberacdo de glutamato no estriado, e que esta
liberacdo tem uma estreita correlagdo com a atividade convulsiva comportamental
(MORALES-VILLAGRAN & TAPIA, 1996).

A acgéo da 4-AP tem sido relacionada com o aumento da neurotransmisséo
glutamatérgica (TAPIA e cols., 1999). Portanto, convulsées induzidas pela injegéo
sistémica ou intracerebral de 4-AP podem ser bloqueadas pelo uso de antagonistas
competitivos e ndo-competitivos do receptor NMDA (FRAGOSO-VELOZ & TAPIA,
1992; MORALES-VILLAGRAN e cols., 1996; AYALA & TAPIA, 2005).

E importante salientar que a 4-AP também possui propriedades terapéuticas.
Nas ultimas décadas, ela tem sido utilizada clinicamente para aliviar sintomas
neurolégicos secundarios ao bloqueio de conducdo nervosa em pacientes com
diversas desordens neuromusculares, tais como miastenia gravis, sindrome de
Lambert-Eaton e botulismo (LUNDH e cols., 1979; SELLIN, 1981; MCEVOQY e cols.,
1989). Ela também tem sido utilizada a fim de aumentar a conducao nervosa apés
trauma da medula espinhal, bem como em doencas desmielinizantes como a
esclerose multipla (DAVIS e cols., 1990; HAYES e cols., 1994; JENSEN & SHI,
2003). Além disso, a 4-AP tem sido testada como agente para o tratamento
sintomatico da doenca de Alzheimer (DAVIDSON e cols., 1988). Entretanto, seu uso
clinico ainda € limitado pelo baixo indice terapéutico e pelo risco de convulsdes e
toxicidade ao SNC.

2.5. 0 2,3-dimercaptopropanol (BAL)

O BAL (British anti-Lewisite, 2,3-dimercaptopropanol ou dimercaprol) foi
desenvolvido durante a 22 Guerra Mundial na Inglaterra, como antidoto contra gases
toxicos contendo dicloro-vinil arsénio, conhecido como Lewisite. Este composto é um
agente quelante ditidlico (Figura 4) bastante lipofilico, caracteristica esta que o
permite atravessar facilmente a membrana celular e atingir os espacos intracelulares
(ANDERSEN, 1989).
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H,C—SH
H(|J—SH
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Figura 4. Estrutura do 2,3-dimercaptopropanol (BAL).

O BAL demonstrava extrema eficacia na intoxicagdo de animais com arsénio,
0os quais apresentavam 100% de sobrevivéncia apds o tratamento (STOCKEN &
THOMPSON, 1946). Além de aumentar a excregcdo de arsénio em animais
intoxicados, experimentos utilizando fatias de tecido epitelial de ratos demonstraram
que o BAL prevenia o declinio na captacdo de oxigénio associada a inibicdo da
enzima piruvato desidrogenase causada pelo Lewisite (PETERS & STOCKEN,
1945). Sua primeira aplicacao clinica foi descrita para o tratamento de dermatites,
decorrentes do uso terapéutico de compostos organicos contendo arsénio, em
pacientes com sifilis (LONGCOPE e cols., 1946). A partir de entdo, intensificaram-se
as pesquisas sobre o BAL, passando a ser recomendado para o tratamento de
intoxicagc6es agudas causadas por muitos metais pesados, tais como As, Bi, Sb, Pb,
Cu, Au e Hg (AASETH, 1983; KLAASSEN, 1990; EMANUELLI e cols., 1996).

Uma das terapéuticas fundamentais em intoxicagdes agudas por mercurio € a
utilizacdo de compostos que apresentem na estrutura grupos sulfidrilicos (—SH), tais
como o BAL (SNODGRASS e cols., 1981; SINGER e cols., 1994; KLAASSEN,
1996). A presenca de dois grupos —SH vicinais € reconhecida como essencial para a
eficacia do agente quelante (MUCKTER e cols., 1997). Entretanto, apesar da
comprovada eficicia do BAL contra intoxicagdes por arsénio e outros metais, muitos
pacientes tratados com este composto apresentaram efeitos colaterais, tais como
febre, aumento da pressao sistdlica e diastdlica, taquicardia, nauseas, vomitos,
salivagéo, lacrimejamento, transpiracdo e dores de cabeca (APOSHIAN e cols.,
1995; PORRU & ALESSIO, 1996), questionando-se sua utilizacao.

De fato, o BAL possui um baixo indice terapéutico, uma vez que a dose
terapéutica efetiva € muito préxima da dose letal (CHISOLM, 1970; ANDERSEN,
1989; KOJIMA e cols., 1989). Esta é a principal razao para o declinio do uso do BAL
e 0 aumento do uso de outros ditidis quelantes, tais como o DMPS (acido 2,3-
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dimercapto-1-propanosulfénico) e o DMSA (acido meso 2,3-dimercaptosuccinico),
analogos quimicos e menos téxicos deste composto (ANDERSEN, 1989).

Consideravelmente, trabalhos em modelos experimentais tém demonstrado
que o tratamento com BAL promove a redistribuicdo de metais de érgaos periféricos
para o cérebro, rins, coragdo e pulmdes, causando toxicidade, fato que também
limita seu uso terapéutico (CHISOLM, 1970; EYBL e cols., 1973; GABARD, 1976;
KIYOZUMI e cols., 1988; ANDERSEN, 1989; KOJIMA e cols., 1989). Além disso,
seu uso é contra-indicado em intoxicagcdes agudas por cloreto de cadmio
(DALHAMN & FRIBERG, 1955), pois, devido a sua caracteristica lipofilica, o
complexo metal-BAL aumenta a redistribuicdo do metal, tendo como conseqiiéncia o
acréscimo da deposi¢cao de cadmio no cérebro.

PEPPIN e colaboradores (1995) relataram o desenvolvimento de
encefalopatia seguida de morte, em uma percentagem relativamente elevada de
pacientes tratados com Melarsoprol, uma preparacao farmacéutica que contém BAL.
Ainda, em modelos experimentais, altas doses de BAL causaram convulsao seguida
da morte dos animais (NOGUEIRA e cols., 2000). Portanto, limitacées terapéuticas
sao impostas ao BAL, uma vez que niveis téxicos deste composto podem induzir
sintomas clinicos tais como nervosismo, hiperatividade, hiperreflexia e convulsées
(MORTENSEN & WALSON, 1993; PORRU & ALESSIO, 1996).

2.6. Os Organocalcogéneos

O interesse pelos organocalcogéneos teve inicio a partir de 1930, ap6s a
descoberta de aplicacdes sintéticas e propriedades biolégicas interessantes destes
compostos (PETRAGNANI e cols., 1976; COMASSETO, 1983; PARNHAM & GRAF,
1991; KANDA e cols., 1999). Os organocalcogéneos sao importantes intermediarios
e reagentes muito utilizados em sintese organica (PAULMIER, 1986),
consequentemente, o risco de contaminagdo ocupacional também tem motivado
estudos toxicologicos.

Outro aspecto relevante é a tentativa crescente de desenvolvimento de
compostos que possuam atividades bioldgicas e aplicacbes farmacoldgicas
(PARNHAM & GRAF, 1991). Sob este ponto de vista, ttm chamado bastante

atencao os organocalcogéneos com propriedades antioxidantes, que em geral, sdo
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inibidores da peroxidacao lipidica (SIES, 1993; ENGMAN e cols., 1995; BRIVIBA e
cols., 1998; KANDA e cols., 1999).

2.6.1. O selénio e o disseleneto de difenila

O selénio é um elemento traco, cuja essencialidade nutricional, foi
demonstrada pela 12 vez em 1957, em ratos (SCHWARTZ & FOLTZ, 1957). Ele
apresenta um grande numero de funcdes bioldgicas, sendo a mais importante a
antioxidante (KLAYMAN, 1973). Particularmente, niveis normais de selénio no
organismo sao indispensaveis para o0 apropriado funcionamento do sistema
imunolégico (RAYMAN, 2000). Nos ultimos anos, niveis baixos de selénio tém sido
descritos como fator de predisposi¢do para o desenvolvimento de algumas doencas,
tais como cancer, esclerose cardiovascular, cirrose e diabetes (NAVARRO-
ALARCON & LOPEZ-MARTINEZ, 2000). Além disso, problemas musculares,
alteracdes digestivas, doencas cardiovasculares e alteracées reumaticas podem
estar associadas a deficiéncia de selénio no organismo (NEVE e cols., 1987).

Com relagcao as suas caracteristicas quimicas, o selénio pode apresentar-se
sob quatro estados de oxidacdo: selenato (Se*®), selenito (Se**), selénio elementar
(Se) e seleneto (Se®). Tendo em vista a similaridade entre as propriedades
quimicas do enxofre e do selénio, tem sido estimulada a sintese e o estudo, com fins
comparativos, de uma grande variedade de selenomoléculas derivadas de
compostos que contenham enxofre (PARNHAM & GRAF, 1991). Entretanto, as
diferengas nas propriedades fisico-quimicas entre selénio e enxofre constituem as
bases de seus papéis biologicos especificos (STADTMAN, 1980).

Descrita em 1973, a glutationa peroxidase (GSH-Px) foi a primeira
selenoproteina caracterizada, onde o selénio participa do sitio ativo da enzima na
forma de selenocisteina (FLOHE e cols., 1989; CHAPPUIS & POUPON, 1991). Com
a descoberta do papel essencial do selénio no sitio ativo da enzima GSH-Px
(ROTRUCK e cols., 1981) e com o0 aumento do entendimento do papel fisiolégico do
selénio na regulagdo do dano oxidativo (CADENAS & SIES, 1985; URSINI &
BINDOLI, 1987), aumentou o interesse na sintese de compostos organicos contendo
selénio que possuam propriedades bioldégicas e aplicacbes farmacolédgicas
(PARNHAM & GRAF, 1991).
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Neste contexto, trabalhos recentes tém demonstrado que o composto
organico de selénio disseleneto de difenila (PhSe), (Figura 5) tem uma atividade
bioldgica interessante. Ele causa minima toxicidade quando administrado em baixas
doses e agudamente a ratos e camundongos, apresentando atividade
antiinflamatéria, anti-nociceptiva, neuroprotetora, quimioprotetora e antioxidante
(COMMANDEUR e cols., 2001; ROSSATO e cols., 2002a; GHISLENI e cols., 2003;
NOGUEIRA e cols., 2003b). Além disso, o (PhSe), facilita a meméria de
reconhecimento de objetos em roedores, o que pode estar relacionado com as
acoes neuroprotetoras do composto (ROSA e cols., 2003).

Entretanto, apesar de suas propriedades farmacoldgicas benéficas, o (PhSe),
também possui efeitos tdxicos, pois a exposicdo prolongada a doses altas € causa
de neurotoxicidade em roedores (NOGUEIRA e cols.,, 2003a). Estudos em
camundongos demonstraram que, devido a grande lipofilicidade, o (PhSe).
atravessa facilmente a barreira cérebro-sangue apds tratamento agudo ou
prolongado, aumentando os niveis de selénio no cérebro dos animais (JACQUES-
SILVA e cols., 2001; MACIEL e cols., 2003). Portanto, esses trabalhos dao suporte
para a hipotese que o cérebro € um alvo potencial para as acdes farmacoldgicas,
terapéuticas e também téxicas do composto organico (PhSe)s.

Figura 5. Estrutura do disseleneto de difenila (PhSe)..

2.6.2. O telurio e o ditelureto de difenila

O elemento telurio foi descoberto em 1782, entretanto, a inclusdo deste a&tomo
em moléculas organicas ocorreu somente no inicio do século XIX. Os efeitos do
telurio sobre o organismo animal comecaram a ser estudados com GMELIN em
1824; contudo, os primeiros relatos a respeito da toxicidade deste elemento
aconteceram apo6s o acidente de Windscale (UK), na Europa (STEWART &
CROOKS, 1958). No Brasil, a quimica do telurio foi introduzida pelo professor Nicola
Petragnani, o qual se dedicou ao estudo de compostos organicos contendo telurio e
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sua aplicabilidade como intermediarios em sintese organica (PETRAGNANI, 1995;
COMASSETO e cols. 1997).

O telurio, assim como o enxofre e o selénio, pertence ao grupo 16, da tabela
periddica. Ele pode apresentar-se sob diferentes estados de oxidacao, quais sejam:
telurato (Te*®), telurito (Te**), telrio elementar (TeP e telureto (Te) (SCANSETTI,
1992), sendo encontrado com maior freqiéncia na forma de teluretos.
Industrialmente, o telturio é utilizado no manufaturamento de semicondutores e
outros componentes eletrénicos, sendo também empregado na sintese de farmacos,
explosivos, na vulcanizagao da borracha, em lubrificantes sélidos e na petroquimica
(FAIRHILL, 1969; PAZ, 1989; TAYLOR, 1996).

Ao contrario do selénio, o telurio € um elemento trago raro e ndo apresenta
funcdo fisiologica descrita até o momento (TAYLOR, 1996; NOGUEIRA e cols.,
2004). Entretanto, as configuracdes eletronicas do selénio e do telurio sao
semelhantes, e consequentemente, estes apresentam algumas caracteristicas
similares, dentre elas, a toxicidade. Casos de intoxicacdo ocupacional aguda por
telurio sédo raros, entretanto, quando ocorrem, os sintomas sao dores de cabeca,
nauseas e alteracdo da frequéncia cardiaca (MULLER e cols., 1989; TAYLOR,
1996). Particularmente, os compostos de tellrio inorganico sao potentes agentes
neurotdxicos, permeaveis a barreira placentaria e, portanto, teratogénicos a ratos
(AGNEW, 1972; LACASSE & RICHTER, 1976); também, causam hidrocefalia,
hipomielinizagdo ou desmielinizacdao (D’GREGORIO & MILLER, 1988; TOEWS e
cols., 1991; TAYLOR, 1996). Estes sdo, portanto, compostos altamente toxicos,
principalmente para os mamiferos em desenvolvimento, podendo afetar a pele e
outros 6rgaos, dentre os quais, os rins (TAYLOR, 1996).

Por outro lado, algumas formas organicas de telurio apresentam notaveis
propriedades antiinflamatérias e antivirais (HANSEN, 1853; SREDNI e cols., 1987;
SUN e cols., 1996). Estudos tém demonstrado que o composto organico de telurio
ditelureto de difenila (PhTe), (Figura 6), pode apresentar propriedade tiol peroxidase,
decompondo peroxido de hidrogénio (H.O2) ou uma variedade de hidroperéxidos
lipidicos formando agua ou seus alcodis equivalentes, utilizando GSH ou outros tibis
sintéticos reduzidos como doadores de elétrons (ENGMAN e cols., 1992; KANDA e
cols., 1999; KLOTZ e cols., 2003; NOGUEIRA e cols., 2004).

Contudo, o composto (PhTe), também possui efeitos téxicos, os quais tém se

demonstrado mais extremos que os causados pelo seu analogo estrutural (PhSe)s,,
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produzindo sérios efeitos neurotdxicos em camundongos apos exposigao aguda ou
prolongada (MACIEL e cols., 2000; WIDY-TYSZIEWICZ e cols., 2002).

TeTe

Figura 6. Estrutura do ditelureto de difenila (PhTe)s..
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Investigar os efeitos, bem como os possiveis mecanismos de acado dos
organocalcogéneos - (PhSe), e (PhTe),, e do agente quelante sulfidrilico — BAL

sobre o SNC, em modelos de convulsdo quimica induzida por PTZ e 4-AP.

3.2. Objetivos Especificos

Considerando os aspectos expostos anteriormente, o presente trabalho
pretende avaliar:

1. Em um modelo de convulsdo quimica induzida por PTZ em camundongos:
O efeito do pré-tratamento com os compostos (PhSe). e BAL sobre a laténcia

para episddios convulsivos clénico-tdnicos e letais.

2. Em um modelo de convulsao quimica induzida por 4-AP em camundongos:

O efeito do pré-tratamento com os compostos (PhSe). e (PhTe). sobre a
laténcia para episodios convulsivos (cldnicos e ténicos) e letais; e

Os niveis de peroxidagéo lipidica cerebral em animais pré-tratados com os
compostos (PhSe), e (PhTe),, e tratados com 4-AP.
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4. ARTIGOS CIENTIFICOS

Os resultados que fazem parte desta dissertacao estdo apresentados sob a
forma de artigos cientificos, os quais se encontram aqui organizados. Os itens
Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo dos Resultados e Referéncias
Bibliograficas, encontram-se nos proprios artigos. O Artigo 1 esta disposto na forma
em que foi publicado, e o Artigo 2 esta disposto na forma como foi submetido para a
revista cientifica.
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4.1. — Disseleneto de Difenila e 2,3-Dimercaptopropanol Agravam a
Convulsao Quimica e Letalidade Induzidas por Pentilenotetrazol em
Camundongos

Artigo 1

Diphenyl diselenide and 2,3-dimercaptopropanol increase the

PTZ-induced chemical seizure and mortality in mice

Verbnica B. Brito, Vanderlei Folmer, Gustavo O. Puntel, Roselei Fachinetto, Julio
C.M. Soares, Gilson Zeni, Cristina W. Nogueira, Jodo B.T. Rocha

Brain Research Bulletin 68 (2006) 414—418.
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Abstract

The aim of the present study was to evaluate the interaction between a classic GABAergic antagonist — pentylenetetrazol (PTZ) with an
organoselenium compound — diphenyl diselenide (PhSe), and with the metal chelating agent — 2.3 dimercaptopropanol (BAL). Mice were
pre-treated with 150 pmol/kg (PhSe), or BAL (250, 500 or 1000 pmol/kg) before treatment with PTZ. Pre-treatment with (PhSe), reduced the
latency for PTZ-induced seizure at doses of 40 and 60 mg/kg and cause a decrease in the latency for PTZ-induced death at the dose of 60 mg/kg.
However, treatment with PTZ at dose of 80 mg/kg was not affected by (PhSe), pre-treatment. Pre-treatment with BAL reduced the latency for
PTZ-induced seizure at doses of 40 and 50 mg/kg. In addition, the latency for PTZ-induced death at the dose of 40 mg/kg was decreased significantly
by pre-treatment with all doses of BAL. At the dose of 50 mg/kg, a significant decrease in the latency for death occurred only in mice pre-treated
with 500 and 1000 pmol/kg of BAL. Our results indicate that the PTZ-induced chemical seizures and mortality was enhanced by (PhSe), and BAL.

These results indicated that (PhSe), and BAL interact with PTZ possibly by modulating the GABAergic system.

© 2005 Published by Elsevier Inc.

Keywords: Seizure; (PhSe),: PTZ: BAL; Glutamate; GABA

1. Introduction

The essential trace mineral selenium (Se) is of fundamental
importance to human health. As a constituent of selenopro-
teins, Se has structural and enzymatic roles, it is necessary
for the proper functioning of the immune system and the defi-
ciency of Se is always associated with the loss of immuno-
competence [44]. However, it is well known that exposition
for a long time to selenium compounds is highly toxic to sev-
eral species of mammals [33,35,36]. The molecular mechanism
which underlies selenium toxicity is still not completely under-
stood. Nearly 65 years ago, Painter proposed that its toxicity
could be related to endogenous thiols oxidation of biological
importance [35]. These studies were corroborated by others, who
showed that the Se toxicity will be manifested acutely or chron-
ically when oxidative damage exceeds antioxidant defenses

* Corresponding author. Tel.: +55 21 3220 8140; fax: +55 21 3220 8978.
E-mail address: jbtrocha@yahoo.com.br (I.B.T. Rocha).

0361-9230/$ — see front matter © 2005 Published by Elsevier Inc.
do1:10.1016/j.brainresbull.2005.09.007

[50,51]. In addition, toxicity of selenium compounds not only
depends on the chemical form and quantity of the element
consumed, but also on a variety of other factors including,
among others, species, age and the route of administration
[31,33].

In this context, diphenyl diselenide (PhSe), is an organose-
lenium compound with interesting biological activity. It causes
minimal toxicity when administrated acutely to mice and rats
in doses that have anti-inflammatory and nociceptive activi-
ties [32]. However, besides to these pharmacological properties,
(PhSe), has toxic effects and chronic exposure to high doses
cause neurotoxicity in mice [31]. Studies performed by our
group demonstrated that (PhSe), crosses the blood—brain bar-
rier after acute or chronic treatment increasing Se levels in mice
brain [23,29]. These results have supported the hypothesis that
the brain is a potential target for the toxicity of highly liphophylic
organoselenium compounds and possibly for their pharmaco-
logical and therapeutic actions. Nevertheless, the mechanism
underlying the neurotoxicity of organoselenium compounds is
still poorly known.
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BAL (2.3-dimercaptopropanol) is a dithiol chelating agent
that shows sulfhydrylic and liphophylic characteristics. Because
of its liphophylicity. this compound can cross the cellular mem-
brane and reach the intracellular spaces [3.4]. Although BAL has
capacity to ameliorate the deleterious effects of metal intoxica-
tion, its toxicity limits its therapeutic use [3.10]. Furthermore,
treatment with BAL promotes metal redistribution from periph-
eral organs to brain [1.17.20.21.56]. In a previous work, we
demonstrated that high doses of BAL causes convulsion fol-
lowed by death of the animals [30]. In addition, GABAergic
allosteric modulators (diazepam and phenobarbital) blocked the
appearance of seizures and reduced almost completely the death
caused by BAL. which indicates that parts of its pro-convulsive
effects is mediated at least indirectly by interfering with the
GABAergic system [30].

Pentylenetetrazol (PTZ) is a convulsant chemical agent fre-
quently used in experimental models for induction of seizures
[13.43]. PTZ is a GABAergic non-competitive antagonist that
does not interact directly with GABA receptors. but blocks
the GABA-mediated C1~ influx [22]. Some studies have indi-
cated that the pharmacological effect of PTZ is at least partly
mediated via interactions with the ionophore channel of the
GABA 4 receptor [52]. The intraperitoneal injection of PTZ in
rats causes tonic—clonic seizures [25.48]. Evidence suggest that
(PhSe);-induced seizure are abolished or reduced by allosteric
modulators of GABAergic system (diazepam. phenobarbital and
muscimol) and by atropine, a competitive antagonist of mus-
carinic cholinergic receptors. suggesting that the neurotoxic
effect of (PhSe), is related to a direct interaction with mus-
carinic receptors [31]. Furthermore, radioligand-binding studies
demonstrated that the site of action of PTZ is the benzodiazepine
site of the GABA receptor [41.45]. Experiments also revealed
that a single administration of PTZ produced benzodiazepine-
binding decrease, suggesting that PTZ-induced chemical seizure
may be associated with significant changes of the GABAergic
system [47].

The fact that convulsant properties of the (PhSe)> and BAL
are modulated at least indirectly by classic allosteric GABAer-
gic agonists as diazepam and phenobarbital [30], indicates that
their pro-convulsive effects are mediated at least indirectly by
antagonism of the GABAergic system. However, data showing
that the (PhSe), and BAL can facilitate the action of convul-
sant agents who act via blockade of GABAergic system are still
lacking in the literature.

Therefore. the aim of present study was to investigate the
effects of pre-administration of (PhSe), and BAL in the PTZ-
induced chemical seizure and mortality in mice. The latency for
to seizure and death were recorded as parameter of neurotoxicity
of the compounds.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals

Diphenyl diselenide (PhSe), was synthesized by method previously
described [18.40]. Pentylenetetrazol (PTZ), 2.3 dimercaptopropanol (BAL) and

Tween were obtained from Sigma (St. Louis, MO, USA). All other chemicals
were of analytical grade and obtained from standard commerecial suppliers

2.2. Animals

Male mice (Mus musculus, 2-3-month-old) weighing 25-35g, from our
own breeding colony were used. The animals were kept on separate animal
rooms, at 12 light/dark cycle (07:00-19:00 h lights on). at a room temperature of
(22 £2°C), with free access to food and water. The animals were used according
to the guidelines of the Committee on Care and Use of Experimental Animal
Resources, School of Veterinary Medicine and Animal Science of the University
of Sao Paulo, Brazil.

2.3. Experimental procedures

The mice were pre-treated with a single injection of (PhSe)s (150 pmol’kg,
2.5 ml per kg of body mass, 1.p.. dissolved in Tween — 10%) or Tween (vehicle)
and 10 min after were treated with a single injection of PTZ (40, 60 or 80 mg/kg.
1.p.. dissolved in water), or only water (vehicle). Other group of study was pre-
treated with a single injection of BAL (250, 500 or 1000 pmol’kg. 2.5 ml’kg of
body mass, i.p., dissolved in 0.9% saline) or only saline (vehicle). Ten minutes
after the injection of BAL, the mice were treated with a single injection of PTZ
(40 or 50 mg/kg, i.p.. dissolved in water) or water (vehicle).

The dose of 150 pmol’kg (PhSe)> was selected in accordance with previous
work when this dose did not cause convulsive effects [31]. In addition. previous
works carried out in our group indicated the appropriate doses of BAL to be
tested here [30]. The dose of the convulsive agent PTZ was elected based in a
preliminary study of dose-response curve (data not shown).

In short, after the treatment with PTZ the behavior of animals was observed
for 30 min in Plexiglas chambers for the appearance of tonic—clonic seizures.
The latency for the onset of the first tonic—clonic convulsive episode and the
latency for death were recorded [30].

2.4. Statistical analyses

Data of latency for the onset of the first tonic—clonic convulsive episode
between correlated groups were analyzed by Mann-Whitney U-test, and the
number of seizures and survival between the groups were analyzed by Fischer’s
exact test. Differences between the groups were considered to be significant
when p<0.05.

3. Results

Table 1 shows that (PhSe),. i.p.. at dose of 150 wmolkg
caused seizures in animals only when the mice were post-
injected with PTZ, and when used alone the survival was of
100%. The pre-treatment with (PhSe)> caused a decrease on the
latency to PTZ-induced seizure at the doses of 40 and 60 mg/kg
and caused a decrease on the latency to PTZ-induced death at
dose of 60 mg/kg. The survival was not affected by pre-treatment
with (PhSe),, when the dose of PTZ was 40 mg/kg. At the high-
est dose of PTZ (80 mg/kg) all animals died, regardless of the
pre-treatment.

Table 2 shows that BAL, i.p.. alone (1000 umol/kg) caused
seizures in 60% of the animals, and this dose did not cause
death. At lower doses (250 and 500 pmol/kg). BAL did not
provoke convulsive episodes. The convulsant effects of BAL
and PTZ were increased by their combined administrations.
In fact, the latency to seizure induced by 40 or S0mg/kg
PTZ was considerably reduced by all the tested doses of BAL
(250-1000 pmol/kg). The latency to death induced by 40 mg/kg
of PTZ was reduced by all tested doses of BAL. At SOmg/kg
of PTZ, the latency to death was affected significantly by 500
and 1000 pmol/kg. The death incidence was also significantly
potentiated by the treatment with the two drugs.
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Table 1
Infinence of pre-treatment with (PhSe)z on the PTZ-induced latency to seizures and survival in mice

Pre-treatment + treatment Seizures Latency for seizure {min) Survival Latency for death (min)
Tween 0/10 30+0 10/10 300
Tween+PTZ 40mg/kg 0/9 30+0 9/9 30+0

Tween+ PTZ 60 mg/kg 8/14 1532 + 359 14/14 30+0
Tween+PTZ 80mg/kg 9/9 1.62 £0.13 0/9 5.85 £1.27

(PhSe)s 015 30+0 15/15 300

(PhSe)2 +PTZ 40 mg/kg 9/9® 530 4+ 137 9/9 30+0

(PhSe); +PTZ 60 mg/kg 14/14 301 £ 0.64% 9/14 2 + 2.70"

(PhSe)? +PTZ 80 mg/kg 9/9 146 £ 014 0/9 546 £ 083

After 10 min of pre-treatment with 150 pmol'kg diphenyl diselenide. i.p. (experimental groups) or vehicle (control group), mice were injected i.p. with PTZ (40, 60

or 80mg/kg). After treatment with PTZ, mice behavior was observed for 30 min.

 Significantly different from respective control (Tween pre-treatment) p < 0.05 by Mann—Whitney test.
b Significantly different from respective control (Tween pre-treatment) p < 0.05 by Fisher exact test.

Table 2

Influence of pre-treatment with BAL on the PTZ-induced latency to seizure and survival in mice

Pre-treatment + treatment Seizures Latency for seizure (min) Survival Latency for death (min)
Saline 0/10 30+0 10/10 300
Salme +PTZ 40 mg/kg 3/10 22.20 £ 4.00 10110 300
Salme +PTZ 50 mg/kg 19.01 £ 5.19 717 30+0
BAL 250 pmol’kg 30+0 5/5 30+0
BAL 500 pmol/’kg 30+0 5/5 30+0
BAL 1000 pmol/kg 22.39 £+ 338 5/5 30+0
BAL 250 pmol'kg+PTZ 40 me/kg 524 £277° 517 12.89 + 3.03°
BAL 500 pmol’kg+PTZ 40 mg'kg 717 2,08 £029° 7 828 +2.63"
BAL 1000 pmol’kg + PTZ 40 mg/kg 717 381 + 0567 a/7e 807 & 1243
BAL 250 pmol’kg+PTZ 50 mg'kg 9/10 334 4+ 084° 2/10 2483 £362
BAL 500 pmol/kg + PTZ 50 mg/kg 10/10 284 + 053 1/10° 1366 + 373
BAL 1000 pmol’kg + PTZ 50 mg/kg 1010 314 + 0822 0/10° 8.58 + 1.58°

After 10 mm of pre-treatment with BAL 1.p. (experimental groups) or vehicle (control group). mice were mjected 1.p. with PTZ (40 or 50 mg/kg). After treatment

with PTZ, mice behavior was observed for 30 min.

* Significantly different from respective control p < 0.05 by Mann—Whitney test

b Significantly different from respective control p < 0.05 by Fisher exact test.

4. Discussion

Our data demonstrate that the pre-administration of organose-
lenium compound — (PhSe)> before treatment with PTZ caused
neurotoxicity, which was demonstrated by an increase in the sus-
ceptibility for PTZ-induced seizure or death. Likewise (PhSe)s.,
the administration of BAL prior PTZ reduced the latency for
PTZ-induced seizure or death, pointing to a possible com-
mon mechanism between (PhSe); and BAL as pro-convulsive
agents.

PTZ is a chemical convulsant that can generate clonic or
tonic—clonic seizures in animals and man [11,12,37.57]. PTZ
has different effects in the behavior and cerebral metabo-
lites, depending on the dose. Doses above of 50mg/kg have
been reported to be convulsive [15,19], whereas doses below
40 mg/kg didnot produce seizures [ 19]. In fact, these are subcon-
vulsive doses and produce sensitization to convulsions during
chronic treatment [14,16]. Our results are in close agreement
with literature data and show that only few animals convulsed
when 40mg/kg of PTZ was used. PTZ is a selective blocker
of the chloride ionophore complex of the GABAA receptor
[22.43] and its convulsant effects after repeated or single dose

affects several neurotransmitter systems, such as the GABAergic
[26.27.37,42.46.47,55]. adenosinergic [34.53] and the gluta-
matergic system in different brain areas [14.24.27.49.54].

In addition, there are points of evidence that the neuro-
transmitters glutamate and GABA are centrally involved in the
convulsive process and the abnormal amplification and synchro-
nization of neuronal firing that leads to seizure episodes and their
subsidence involve likely interaction of GABAergic inhibitory
mechanisms and glutamatergic excitatory mechanisms [7]. In
this context, there is evidence of the role of excitatory amino
acids, mainly glutamate, in the neurotoxic effects of seizures
[9.28].

Experimental evidence suggest that GABAergic agonists are
effective inreducing the (PhSe);-induced [31] and BAL-induced
convulsion [30]. In line with this, here we demonstrated for
the first time that the effects of the comvulsant agent PTZ is
considerably increased by (PhSe), and BAL. highlighting the
role of inhibition of GABAergic system on the neurotoxicity of
these compounds. However, the participation of glutamatergic
system is unlikely, because the NMDA receptor antagonist MK-
801 did not modulate the convulsant activity of BAL and (PhSe)»
[30.31].
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The mechanism of action of (PhSe)> and BAL can involve a
direct interaction with the redox state of the GABA receptors. In
fact, the GABA 4 receptors activity can be increased by reducing
agents such as DTT and decreased by oxidizing agents such as
DTNB [2]. In this regard. (PhSe); is a compound that can oxidize
—SH groups from proteins and of low-molecular weight thiol-
containing molecules such as glutathione [5,33]. Consequently,
this compound could potentially oxidize the GABA, receptor
redox site, diminishing GABA 4 receptor activity.

In the case of BAL, it is well established that this dithiol
compound is rapidly oxidized to its disulfide form in aqueous
medium [6,17] forming a potential oxidant molecule. In previ-
ous work from our laboratory we demonstrated that GABAergic
allosteric modulators (diazepam and phenobarbital) blocked the
appearance of seizures and reduced almost completely the death
caused by BAL, while sodium valproate and MK-801 were not
effective in reducing the incidence of seizures [30].

Thus one possible mechanism for the potentiation of PTZ
effect by (PhSe)> and BAL can involve the depletion of reduced
thiols by these compounds. In line with this. literature data indi-
cates that PTZ can led a decrease in the levels of non-protein
and protein —SH groups in brain of mice [38,39]. This reduc-
tion could increase the susceptibility of GABAergic receptor to
inactivation by oxidation.

In view of the potential increase in the use of Se compounds,
including diphenyl diselenide, as a pharmacological agent [8].
it become interesting to study the interaction of this compound
with other drugs. In addition, the chelating agent BAL is used
therapeutically, therefore is recommendable to avoid the com-
bined use of BAL and diphenyl diselenide, because they appar-
ently have some common mechanism ofaction as pro-convulsive
agents.
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Abstract

The K" channels blocker, 4-aminopyridine (4-AP), is a powerful convulsant
agent that induces the release of both excitatory and inhibitory neurotransmitters.
The systemic or intracerebral administration of 4-AP induces generalized seizures in
several species. In this study, we investigated the effect of the pre-treatment with
selenium and tellurium compounds on the 4-AP-induced chemical seizure and
lethality in mice. In addition, the brain lipid peroxidation level after treatment of the
animals with 4-AP, as well as the effect of the pre-treatment with the (PhSe), and
(PhTe)2. compounds on this level, were investigated. For these purposes, mice were
pretreated with diphenyl diselenide (PhSe). or diphenyl ditelluride (PhTe). (50, 100,
or 150 pmol/kg, s.c.) 30 minutes before administration of 4-AP (12 mg/kg, i.p.).
Treatment with 4-AP caused a significant incidence of seizures (clonic and tonic) and
death. On the other hand, pre-treatment with (PhSe), and (PhTe). (50, 100, and 150
pumol/kg) significantly increased the latency for clonic and tonic seizures, and
inhibited the death 4-AP-induced. Significantly, the pre-treatment of the animals with
(PhSe), and (PhTe), caused an increase in the latency for clonic seizures in a dose-
dependent manner. Additionally, it was observed a significant increase in the brain
lipid peroxidation level after treatment with 4-AP, which was significantly inhibited by
pre-treatment with the (PhSe), and (PhTe), compounds. Therefore, these results
demonstrate that (PhSe), and (PhTe). increase the latency for seizures, as well as
inhibit the death 4-AP-induced. It is possible suppose that this effect results of the
modulation of redox sites of NMDA receptors, and/or modulation in the Ca®* channels
activity with consequent alteration in the neurotransmitters release. Importantly, the
study provided evidences for the anticonvulsant and antioxidant properties of the
(PhSe); and (PhTe), compounds, which point out for its neuroprotective properties in
this model.

Key-words: seizure, 4-aminopyridine, diphenyl diselenide, diphenyl ditelluride, lipid

peroxidation, selenium.
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1. Introduction

Epilepsy is a collection of diverse disorders that together affects approximately
1-2% of the world population [20,34]. Although the epilepsy can manifest itself in a
number of different ways, each type of epilepsy shares the common feature of the
increased neuronal excitability, which manifests through seizures generation
[28,33,34]. Typically, a seizure episode refers to a transient change of behaviour due
to the abnormal, disordered, and at high-frequency firing of populations of neurons in
the central nervous system (CNS) [28].

Actually, it is well established that the excitatory and inhibitory
neurotransmission in the CNS is mediated mainly by glutamate and GABA,
respectively. Any dysfunction of these neurotransmitter systems, through a decrease
in GABAergic and/or an increase in glutamatergic neurotransmission, can be
involved in the development of seizures [4,36]. In addition, the amplification of the
neuronal unbalance that leads to the convulsive episodes, as well its subsidence,
involve the interaction of GABAergic inhibitory and glutamatergic excitatory
mechanisms [4].

Particularly, evidences suggest that the oxidative stress, due to an increase in
the reactive oxygen species (ROS) production, is an important factor involved in the
seizure-induced neuronal damage [3,10,51]. This involvement is supported, partially,
by observations that the oxidation of cellular macromolecules is increased by
excitotoxins that produce seizures [24,27]. Moreover, the activation of excitatory
amino acid receptors can trigger the formation of ROS, resulting in the excitotoxicity
process [55], which is thought to play a critical role in seizure-induced neuronal
damage [10]. Of particular importance, works have demonstrated that the resultant
cell death from excitotoxic processes can be prevented by certain antioxidants
[30,51,61]. Indeed, the brain is a vulnerable target for oxidative processes. This fact
can be attributed to its composition and metabolic conditions, such as, high oxygen
consumption, high blood flow, high concentration of neurotransmitters and
polyunsaturated fatty acids [8,18], which can be oxidized.

4-Aminopyridine (4-AP) is a K* channels blocker and Ca®* channeld stimulator,
both voltage-dependent gated [50,63], which has convulsant action when
administered systemically or intracerebrally in a variety of species [15,58,60,67]. The

convulsant effects of the 4-AP are due to stimulation of release of both excitatory and
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inhibitory neurotransmitters, where glutamate has a central role [40,48]. As
consequence of the augmented glutamate release, occurs an overactivation of
excitatory amino acid receptors, mainly the N-methyl-D-aspartate (NMDA)-type.
Particularly, an enhancement of the glutamatergic neurotransmission has been linked
to convulsant action of the 4-AP [62], since NMDA receptor antagonists protected
against seizures induced by systemic or intracerebral injection of this drug [16,41].

In the last decades, a variety of organic forms of selenium and tellurium have
been emphasized due to its interesting biological properties. Notably, utilization of the
redox activity of selenium and tellurium atoms provides antioxidant properties of
considerable potency, suitable as tools in free-radical biology and medicine [2,9,45].
In fact, these organochalcogens have been pointed out as possible antioxidant
agents because they exhibit glutathione peroxidase-like activity. Through of this
property, they can decompose H>O- or a variety of hydroperoxides from lipids to H.O
or its equivalent alcohols using GSH or other synthetic reduced thiols as electron
donors [25,26,45]. In addition, these organochalcogens retard the lipid peroxidation
induced by a variety of oxidants [12,13,53].

In this context, it has been demonstrated that the diphenyl diselenide (PhSe).
possesses interesting biological activity. It causes minimal toxicity when
administrated acutely in low doses to mice and rats, showing anti-inflammatory, anti-
nociceptive, neuroprotective, chemopreventive, and antioxidant activities
[9,17,43,53]. Furthermore, the (PhSe). improves the object recognition memory of
rodents, which may be related to its neuroprotective actions [52]. Contrasting with the
(PhSe),, diphenyl ditelluride (PhTe),, its analogous tellurium compound, has
demonstrated to be more toxic to rodents after acute or prolonged exposure
[37,44,64].

In brief, the main aim of the present study was to investigate the effects of the
pre-treatment with the (PhSe), and (PhTe), compounds on chemical seizures and
lethality induced by 4-AP in mice. Additionally, the brain lipid peroxidation level after
treatment of the animals with 4-AP, as well as the effect of the pre-treatment with the
(PhSe), and (PhTe). compounds on this level, were investigated. Importantly, the
achievement of this study can be of great value, in view of a possible finding of
neuroprotective compounds against convulsant drugs and, also, against side effects

of drugs used clinically, as is the case of the 4-AP.
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2. Materials and Methods

2.1. Chemicals

4-Aminopyridine (4-AP), sodium dodecil sulphate (SDS), thiobarbituric acid
(TBA), and malondialdehyde (MDA) were obtained from Sigma (St. Louis, MO.,
USA). Tris(hydroxymethyl)aminomethane and sodium chloride were obtained from
Merck (Rio de Janeiro, Brasil). All other chemicals were of analytical grade and were
obtained from standard commercial suppliers.

Diphenyl diselenide (PhSe). and diphenyl ditelluride (PhTe), were prepared in
our laboratory according to literature methods [47,49]. Analysis of '"H NMR and '*C
NMR spectrum showed that the (PhSe). and (PhTe). obtained presented analytical
and spectroscopic data in full agreement with its assigned structures. The chemical
purity of the compounds (99.9%) was determined by GC/HPLC. These compounds
were dissolved in dimethylsulfoxide (DMSO).

2.2. Animals

Male mice (Mus musculus, ~ 3 month-old, 30-35 g body weight) from our own
breeding colony (Animal House-holding, UFSM, Brazil) were maintained in separate
animal’s rooms, at 12h light/dark cycle (07:00-19:00 h lights on) and at a room
temperature of 22°C + 2°C. All animals were fed with a conventional ration (Labina®,
Purina, Canoas, RS, Brasil), and had free access to food and water. The animals
were used according to the guidelines of the Committee on Care and Use of
Experimental Animal Resources, School of Veterinary Medicine and Animal Science

of the University of S&o Paulo, Brazil.
2.3. In vivo experiments

2.3.1. 4-AP-induced seizures

Animals were pretreated with a single injection of (PhSe), or (PhTe), (50, 100,
or 150 umol/kg, 2.5 ml per kg of body mass, subcutaneously (s.c.), dissolved in
DMSO) or DMSO alone (vehicle). At 30 minutes after the administration of the
organochalcogens, animals were treated with a single injection of 4-AP (12 mg/kg,
2.5 ml per kg of body mass, intraperitoneally (i.p.), dissolved in water), or only water

(vehicle). In short, animals were divided as follows:
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o Group 1 — control [DMSO + water]

J Group 2 — [DMSO + 4-AP]

o Group 3 — [50 umol/kg (PhSe), or (PhTe). + water]
J Group 4 —[50 pmol/kg (PhSe)z or (PhTe), + 4-AP]

o Group 5 —[100 umol/kg (PhSe). or (PhTe). + water]
J Group 6 —[100 pmol/kg (PhSe)z or (PhTe)z + 4-AP]
o Group 7 —[150 umol/kg (PhSe). or (PhTe). + water]
J Group 8 —[150 umol/kg (PhSe)z or (PhTe)z + 4-AP]

Mice were placed in individual Plexiglas chambers (20x20x19cm), and after
treatment with 4-AP, the behaviour was observed for 60 minutes for the appearance
of seizures (clonic and tonic) and death. Appearance of seizures was quantified as
previously described [31,33]. The latency for the onset of the first convulsive episode
(clonic or tonic), and the latency for death were recorded as parameters of
neurotoxicity or neuroprotection of the compounds.

The doses of (PhSe), and (PhTe). were selected in accordance with previous
works where these doses did not cause convulsive effects [37,43]. In addition, the
dose of 4-AP was selected in accordance with previous work, which showed a
significant convulsive effect [66].

2.4. Ex vivo experiments

At final of observation period, the animals of the groups 1, 2, 7, and 8 were
sacrificed under mild ether anaesthesia. Brains were quickly removed, placed on ice,
and homogenized in ten volumes of cold 50 mM Tris-HCI (pH 7.5). The homogenate
was centrifuged at 4000 g at 4°C for 10 min to yield a low-speed supernatant fraction
that was used for thiobarbituric acid reactive species (TBARS) assay. For the
analysis of the lipid peroxidation levels were selected only animals pretreated with
150 umol/kg (PhSe), and (PhTe),, in view that this dose increased the latency for
seizures and inhibited death more than others.

2.4.1. Lipid peroxidation
TBARS levels were determined according to Ohkawa et al. [46] with some
modifications according to Rossato et al. [54]. In short, reaction mixture contained
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100 pL 8.1% SDS, 500 uL 1.267 mol/L acetic acid/ 270 mmol/L HCI (pH 3.5), and
500 puL 0.8% TBA. TBARS levels were quantified by addition of 200 uL low-speed
supernatant fraction directly to the above reaction medium. Samples were incubated
at 90°C for 60 min and then centrifuged at 1000 x g for 15 min. The amount of
TBARS produced was measured at 532 nm, using MDA for to construct the standard

curve.

2.5. Statistical analysis

Data of latency for the onset of the first clonic and tonic convulsive episode
between correlated groups were analyzed by Mann-Whitney U test. Seizure and
death incidence was analyzed by Fischer's exact test. TBARS values between
groups were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA, SPSS for Windows
8.0, SPSS 1998, Chicago, IL) followed by Duncan’s Multiple Range Test. Pearson’s
correlation coefficients were determined by linear regression analysis. Results are
expressed as means + SEM, and differences between groups were considered

significant when P<0.05.

3. Results

Table | shows that the 4-AP (12 mg/kg) caused a significant incidence of
clonic and tonic seizures, and all mice died after administration of this drug.
Contrasting, the pre-treatment of the animals with (PhSe),, at doses of 50, 100, and
150 umol/kg, caused a significant increase in the latency for clonic seizures. The pre-
treatment with (PhSe),, in all doses, completely prevented the incidence of tonic
seizures, and also the death 4-AP-induced. In addition, the pre-treatment of the mice
with (PhSe), caused an increase in the latency for clonic seizures in a dose-
dependent manner (r = 0.880, p<0.001). Importantly, when the animals were injected
only with (PhSe),, in all doses tested, seizures were not observed and the survival
was 100%.

Table Il shows that the pre-treatment with (PhTe),, in all doses tested,
significantly increased the latency for seizures (clonic and tonic) and completely
abolished the death. In addition, 150 umol/kg (PhTe)> completely prevented the
appearance of clonic and tonic seizures. At same form that with the (PhSe),, the pre-
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treatment of the animals with (PhTe), caused an increase in the latency for clonic
seizures in a dose-dependent manner (r = 0.764, p<0.001). Particularly, when the
animals were injected only with (PhTe) in all doses tested, seizures were not
observed and the survival was 100%.

Furthermore, involvement of the oxidative stress in this model of seizure 4-AP-
induced was investigated. For this purpose, the brain lipid peroxidation level of the
groups 1, 2, 7, and 8 was investigated. Figure 1 shows that the administration of 4-
AP caused a significant increase in TBARS level, which was significantly prevented
by the pre-treatment with 150 umol/kg (PhSe). and (PhTe)..

4. Discussion

Our data showed that the administration of (PhSe), and (PhTe). previously to
the treatment with the convulsant 4-AP significantly increased the latency for
seizures and inhibited the death in mice. In addition, the pre-treatment of the animals
with (PhSe), and (PhTe), caused an increase in the latency for clonic seizures in a
dose-dependent manner. Importantly, our data demonstrated that the pre-treatment
of mice with 150 umol/kg (PhSe), and (PhTe). significantly inhibited the increase in
TBARS levels caused by administration of 4-AP. Considerably, this study
demonstrated, for the first time, an antioxidant effect of the (PhSe), and (PhTe).
compounds on 4-AP-induced oxidative damage in brain mice, in addition to a marked
anticonvulsant effect.

4-AP is one of the most commonly used K" channel inhibitors [50,63]. Its
mechanism of action occurs through a K" channel blockade at the presynaptic
neuron level, mediated by its entry into the channel pore in the open, closed, or
intermediate state. Thereby, the efflux of intracellular K* is suppressed and the
calcium influx is enhanced, leading to an increase in the release of neurotransmitters
and, therefore, to an increase in the nervous signal [39]. Particularly, this is also the
characteristic responsible by the therapeutic properties of the 4-AP. In fact, in the last
decades, 4-AP has been indicated for the treatment of diverse neuromuscular
disorders, including myasthenia gravis, Lambert-Eaton syndrome, and botulism
[29,32,59]. More recently, clinical trials demonstrated an efficient role of the 4-AP in
conduction signal enhancement after spinal cord trauma [19,21,22,23], as well in the
demyelinising diseases, as the multiple sclerosis [11]. Nevertheless, the clinical use
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of the 4-AP is still limited by its narrow therapeutic range and by the risk of seizures
and toxicity to the CNS.

Indeed, 4-AP is used experimentally for induction of seizures in several
species [15,58,60,67]. Our results are in close agreement with the literature data,
showing that all mice developed seizures after systemic administration of 12 mg/kg 4-
AP. Particularly, studies have demonstrated that when this drug is perfused in the
striatum or hippocampus, generates behavioural and electroencephalographic
seizures associated with an increase in the extracellular concentration of glutamate
[40,48]. Really, it has been established that the convulsant effects of the 4-AP are
due to preferential glutamate release from synaptic terminals [40]. In addition,
evidences have shown that the enhancement of the glutamatergic neurotransmission
is involved in the excitotoxic mechanisms of the seizures [16,41], and seems to be an
important factor involved in many neurological disorders [7,36]. Taking into account
these facts and the anticonvulsant actions of the (PhSe), and (PhTe), compounds
showed in this work, it is possible suppose that these organochalcogens had acted
through a direct interaction with glutamate receptors, particularly the NMDA receptor,
modulating its redox site. Thus, decreasing the activity of NMDA receptors, these
organochalcogens can cause a decrease in the glutamatergic neurotransmission,
acting as possible mediators of excitotoxic processes due to seizures in the CNS. In
this context, recent works demonstrated that the antinociceptive properties of the
(PhSe),, in several models of pain, can occur via interaction with redox modulatory
sites of glutamate receptors, more specifically via interaction with the NMDA receptor
[56,57].

In the last decades, there was an increasing interest in the biochemical and
pharmacological effects of the organoselenium and organotellurium compounds. This
fact can be due to findings of a variety of compounds that possess interesting
biological activity. For instance, it can be cited for the organoselenium compounds
antioxidant, enzyme inhibitor, neuroprotector, chemopreventive, anti-inflammatory,
anti-nociceptive, anti-infectiou, cytokine inducer, and immunomodulator properties
[9,17,43,45,52,53]. Similarly, organotellurium compounds are readily oxidized from
the divalent to the tetravalent state. Consequently, this property makes the tellurides
attractive as scavengers of reactive oxidizing agents (such as the hydrogen peroxide,

hypochloride, and peroxyl radicals) and as inhibitors of the lipid peroxidation in
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chemical and biological systems [1,2]. In this way, authors have described high
antioxidant activity for the organotellurium compounds [12,14,63].

In this context, an increase in the brain lipid peroxidation levels was observed
after treatment with 4-AP, which was significantly inhibited by the pre-treatment with
(PhSe). and (PhTe).. Thus, these results confirm the antioxidant properties of the
(PhSe). and (PhTe), compounds and show, at first hand, an antioxidant effect of
these organochalcogens against 4-AP-induced oxidative damage in brain mice.
These effects are in accordance with previous studies of our group, showing that
both (PhSe), and (PhTe), are effective antioxidants against the production of TBARS
in brain rodents, induced by different pro-oxidant agents in vitro and in vivo
[5,6,38,53]. Furthermore, our results indicate an important involvement of the brain
lipid peroxidation in the seizure process, and is in close agreement with literature
data, indicating that the oxidative stress and the resultant excitotoxicity process are
important factors involved in the seizure-induced neuronal damage [3,10,55].

In spite of these new results, our data still are insufficient to point an exact
mechanism of action for these organochalcogens. However, we thought that, besides
the interaction with the redox modulatory sites of glutamatergic NMDA receptors,
(PhSe), and (PhTe), may be interacting with Ca®* channels activity in mice brain.
Thereby, through an inhibition of the Ca®" influx at the presynaptic neuron level,
these compounds can modify the neurotransmitters release and the conduction
signals. In this way, these organochalcogens may also act as possible modulators of
the excitotoxicity in the CNS. In fact, previous study of our group showed that, under
depolarizing conditions through 4-AP, organochalcogens compounds inhibited “*Ca?*
influx into rat brain synaptosomes [42].

Therefore, our results provided evidences for the anticonvulsant and
antioxidant properties of the (PhSe), and (PhTe), compounds. These data point out
for its neuroprotective characteristics in the model of 4-AP-induced neurotoxicity in
mice. However, we cannot extrapolate our findings for humans and further studies
are necessary for to elucidate the precise protective mechanism(s) of the (PhSe),
and (PhTe), against 4-AP-iduced neurotoxicity.
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Figures and Legends

Figure 1: Effects of the pre-treatment with 150 umol/kg (PhSe), and (PhTe),, and
treatment with 4-AP (12 mg/kg) on TBARS production in mice brain. Date are means
+ SEM; n=6-8. (a) Indicates significant difference from DMSO (P<0.05), and (b)
indicates significant difference from DMSO + 4-AP (P<0.05).
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Table 1: Influence of the pre-treatment with (PhSe). on latency to seizures (clonic

and tonic) and death, in the model of 4-AP-induced seizure in mice.

Pre-treatment Clonic Latency for Tonic Latency for  Survival Latency for
+ seizure clonic seizure  seizure tonic seizure death
Treatment (min) (min) (min)
DMSO 0/8 60.00 £ 0.00 0/8 60.00 + 0.00 8/8 60.00 = 0.00
DMSO + 8/8% 9.13+1.19° 8/8% 18.13 + 3.68° 0/8°  32.13+6.42°
4-AP 12 mg/kg
(PhSe), 50 umol/kg 0/5 60.00 £ 0.00 0/5 60.00 £ 0.00 5/5 60.00 £ 0.00
(PhSe), 50 pmol/kg + 6/6 2017 £ 1.76° 0/6" 60.00 £ 0.00° 6/6" 60.00 + 0.00°
4-AP 12 mg/kg
(PhSe), 100 umol/kg 0/5 60.00 £ 0.00 0/5 60.00 + 0.00 5/5 60.00 = 0.00
(PhSe), 100 pmol/kg + 2/7 50.14 + 6.36° 0/7% 60.00 £ 0.00° 7/7* 60.00 + 0.00°
4-AP 12 mg/kg
(PhSe), 150 umol/kg 0/6 60.00 £ 0.00 0/6 60.00 £ 0.00 6/6 60.00 £ 0.00
(PhSe), 150 pmol/kg + 1/8 56.38 + 3.63" 0/8* 60.00 + 0.00° 8/8* 60.00 + 0.00°

4-AP 12 mg/kg

After 30 min of pre-treatment with 50, 100, or 150 umol/kg (PhSe)., or DMSO, mice

were injected with 4-AP (12 mg/kg) or vehicle. After treatment with 4-AP, mice

behaviour was observed for 60 min.
(a) Significantly different from DMSO, p< 0.05 by Mann-Whitney U test.
(b) Significantly different from DMSO + 4-AP, p< 0.05 by Mann-Whitney U test.
(@) Significantly different from DMSO, p< 0.05 by Fisher exact test.
(

#) Significantly different from DMSO + 4-AP, p< 0.05 by Fisher exact test.
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Table 2: Influence of the pre-treatment with (PhTe), on latency to seizures (clonic

and tonic) and death, in the model of 4-AP-induced seizure in mice.

Pre-treatment Clonic Latency for Tonic Latency for  Survival Latency for
+ seizure clonic seizure  seizure tonic seizure death
Treatment (min) (min) (min)
DMSO 0/8 60.00 £ 0.00 0/8 60.00 £ 0.00 8/8 60.00 = 0.00
DMSO + 8/8% 9.13+1.19° 8/8% 1813+368°  0/8%  3213+6.42°
4-AP 12 mg/kg
(PhTe), 50 umol/kg 0/5 60.00 £ 0.00 0/5 60.00 £ 0.00 5/5 60.00 £ 0.00
(PhTe), 50 pmol/kg + 2/6 43.67 + 10.45° 1/6 51.67 + 8.33" 6/6" 60.00 + 0.00°
4-AP 12 mg/kg
(PhTe), 100 umol/kg 0/5 60.00 £ 0.00 0/5 60.00 £ 0.00 5/5 60.00 +£ 0.00
(PhTe), 100 pmol/kg + 2/6 46.50 + 8.88° 1/6 58.33 £ 1.67° 6/6" 60.00 + 0.00°
4-AP 12 mg/kg
(PhTe), 150 umol/kg 0/8 60.00 £ 0.00 0/8 60.00 £ 0.00 8/8 60.00 £ 0.00
(PhTe), 150 pmol/kg + 0/8* 60.00 + 0.00° 0/8* 60.00 + 0.00° 8/8" 60.00 + 0.00°

4-AP 12 mg/kg

After 30 min of pre-treatment with 50, 100, or 150 pmol/kg (PhTe)2, or DMSO, mice

were injected with 4-AP (12 mg/kg) or vehicle. After treatment with 4-AP, mice

behaviour was observed for 60 min.
(a) Significantly different from DMSO, p< 0.05 by Mann-Whitney U test.
(b) Significantly different from DMSO + 4-AP, p< 0.05 by Mann-Whitney U test.
(@) Significantly different from DMSO, p< 0.05 by Fisher exact test.
(

#) Significantly different from DMSO + 4-AP, p< 0.05 by Fisher exact test.
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5. DISCUSSAO

A epilepsia € uma desordem neurolégica crbnica que atinge
aproximadamente 1-2% da populacdo mundial (LOTHMAN e cols., 2001). Como
fator agravante, as drogas antiepilépticas sado efetivas em somente 60-80% dos
pacientes, demonstrando as limitagdes existentes na terapia com os agentes
anticonvulsivos atuais (BAULAC, 2003). Conseqglentemente, nos casos nao-
responsivos ao tratamento medicamentoso, a epilepsia é responsavel por um
elevado numero de intervengdes médicas, causando significativa perda na qualidade
de vida de milhares de pessoas.

A epilepsia pode manifestar-se por varias vias diferentes, entretanto, cada tipo
de epilepsia possui como caracteristica comum o aumento na excitabilidade
neuronal, manifestando-se através da geracao de convulsées (MCNAMARA, 1994,
1999). Neste sentido, as convulsdes tém sido o grande objeto de estudo em
cérebros normais, com vistas ao encontro de evidéncias acerca do mecanismo
causador de episddios convulsivos espontaneos.

O estudo da convulsdo em modelos animais tem representado uma grande
fonte de estratégias no tratamento contra a epilepsia. Além disso, muitas das drogas
anticonvulsivas descobertas através da pesquisa em modelos experimentais sao
comumente prescritas atualmente (PUTNAM & MERRITT, 1937). Logo, a indugéo de
convulsdes parciais ou generalizadas em modelos experimentais € um método
eficiente para avaliar tanto a susceptibilidade as convulsdes quanto investigar novos
agentes anticonvulsivantes.

Neste contexto, consideramos importante a investigacdo dos efeitos dos
organocalcogéneos (PhSe), e (PhTe),, e também do composto quelante ditidlico
BAL, em modelos de convulsdo quimica induzida por PTZ e 4-AP, os quais sao
agentes frequientemente utilizados em modelos experimentais para a indugédo de
convulsées (SCHAFER, 1973; WALLENSTEIN, 1983). Além disso, o PTZ é o
quimico convulsivante mais utilizado na pesquisa de drogas anti-epilépticas
(PORTER e cols., 1984). De fato, devido aos seus conhecidos mecanismos de agao,
a utilizacdao de modelos de convulsao por PTZ e 4-AP facilita o estudo comparativo e
mecanistico de novos agentesm, muitos dos quais poderdo revelar-se futuros

agentes anticonvulsivantes.
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Por outro lado, o interesse nos organocalcogéneos (PhSe). e (PhTe). surgiu
devido as suas aplicacbes sintéticas e propriedades bioldgicas interessantes,
destacando-se, dentre outras, a sua atividade tiol peroxidase (ENGMAN e cols.,
1992; KANDA e cols., 1999; COMMANDEUR e cols., 2001). Quanto ao composto
tidlico BAL, efeitos adversos sobre o SNC, tais como encefalopatia e convulsdes,
tém sido demonstrados ap6s a administracdo de doses elevadas deste (PEPPIN e
cols., 1995; NOGUEIRA e cols., 2000); entretanto, sem um exato mecanismo.

Portanto, em nosso primeiro trabalho (Artigo 1), investigamos os efeitos da
pré-administracdo de (PhSe), (150 pmol/kg, i.p.) e BAL (250, 500 ou 1000 umol/kg,
i.p.) no modelo de convulsdo quimica induzida por PTZ em camundongos. Os
resultados deste estudo demonstraram que a administracdo de (PhSe);
anteriormente ao tratamento com PTZ, resultou em um aumento na neurotoxicidade.
Este efeito foi demonstrado pela significativa diminuicdo na laténcia para as
convulsbes e morte induzidas por PTZ. Logo, a pré-administracdo do
organocalcogéneo atuou em sinergismo com o PTZ na obtengcdo do efeito
convulsivo e letal. Efeito similar ao do (PhSe). foi obtido quando os camundongos
foram pré-tratados com BAL, verificando-se uma significativa reducao na laténcia
para as convulsdes e morte, e portanto, aumento na neurotoxicidade.

Nossos resultados concordam com a literatura (WALLENSTEIN, 1983; DE
LIMA & RAE, 1991) ao demonstrar o desenvolvimento de convulsdes clénico-tonicas
apdés a administracdo sistémica de PTZ. Contudo, os efeitos sobre 0 SNC e o
comportamento sdo dependentes da dose de PTZ utilizada. Dados da literatura
demonstram que doses de PTZ abaixo de 40 mg/kg ndo produzem convulsdes,
enquanto doses acima de 50 mg/kg exercem efeitos convulsivos (EKONOMOU &
ANGELATOU, 1999; ERAKQOVIC e cols., 2001; ELOQAYLI e cols., 2003, 2004). As
doses de PTZ de 40 e 50 mg/kg, geralmente produzem efeitos sensibilizatérios para
a convulsdo. Este efeito também foi visualizado em nossos resultados, os quais
demonstraram que poucos animais convulsionaram quando injetados com 40 e 50
mg/kg de PTZ. Além disso, as doses de 40 e 50 mg/kg, devido a toxicidade
moderada com pequena incidéncia de convulsdes, permitram a melhor
caracterizagéo dos efeitos do (PhSe), e BAL.

A administracdo de PTZ, através do bloqueio seletivo do canal de CI' no
complexo do receptor GABAa, conduz a um decréscimo na fungdo GABAérgica
(CORDA e cols., 1992; PANAGOPOULOQOS e cols., 1998; KALUEFF e cols, 2005;
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SAYYAH e cols, 2005). Entretanto, este bloqueio tem amplas consequéncias,
ocorrendo além de uma diminuicdo na neurotransmissao GABAérgica, a modificacao
da densidade e sensibilidade de diferentes subtipos de receptores de glutamato
(SCHROEDER e cols., 1993, 1994, 1998). De fato, estudos tém demonstrado que a
administracéo sistémica de PTZ exerce efeitos sobre os sistemas purinérgico (OSES
e cols., 2004; TCHEKALAROVA e cols., 2005), catecolaminérgico (KAMINSKI e
cols., 2005) e histaminérgico (NISHIDA e cols., 2007; ZHU e cols., 2007), além dos
sistemas GABAérgico e glutamatérgico (SCHROEDER e cols., 1993, 1994, 1998;
JENSEN e cols., 1997; EKONOMOU & ANGELATOU, 1999). Particularmente,
pesquisas recentes também demonstraram que a administracdo sistémica de um
agonista seletivo de receptor opidide protegeu contra as convulsdes induzidas por
PTZ (KAMINSKI e cols., 2007).

Neste contexto, em nosso modelo de convulsao induzida por PTZ, varias vias
de neurotransmissdo podem ter contribuido para os efeitos pré-convulsivos dos
compostos (PhSe). e BAL. Entretanto, tendo em vista a significativa diminuicdo na
laténcia para a convulsdo e o conseqliente sinergismo com o PTZ na obtencao do
efeito excitatorio, € provavel que estes compostos tenham interagido principalmente
com o sistema GABAérgico causando efeitos modulatérios. Particularmente, uma
interacdo direta com o estado redox dos receptores GABAérgicos é possivel. De
fato, a atividade dos receptores GABAA pode ser aumentada ou diminuida por
agentes redutores, tais como o DTT, ou oxidantes, como o DTNB, respectivamente
(AMATO e cols., 1999). Esta hipétese é vélida para o composto (PhSe),, o qual pode
ter causado uma oxidacado do sitio redox do receptor GABAax com consequiente
diminuig&o na sua atividade.

Com relacédo ao BAL, seus efeitos pro-convulsivos podem estar relacionados
com o aumento dos grupos sulfidrilicos (—SH) nao-protéicos no cérebro (MADONIA
& PALAZZOADRIANO, 1965: NOGUEIRA e cols., 2000). Além disso, o BAL é um
composto sulfidrilico que possui alta afinidade por zinco (EMANUELLI e cols., 1998),
o qual € um antagonista ndo competitivo do receptor NMDA (WESTBROOK &
MAYER, 1987). Desta forma, ao quelar zinco, o BAL pode deixar o receptor mais
ativado. Portanto, o sinergismo entre BAL e PTZ pode envolver ambos os sistemas
GABAérgico e glutamatérgico. Através de uma ativacao do receptor NMDA, o BAL
pode estar atuando sinergicamente com o PTZ (através do bloqueio do canal de CI’

do receptor GABA,A) na producdo de respostas excitatérias. Entretanto, uma acao
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direta do BAL sobre o receptor GABAA é provavel. O BAL é um composto ditiélico
que em meio aquoso é oxidado rapidamente a forma dissulfeto (EMANUELLI e cols.,
1996), formando uma molécula com grande potencial oxidante, e podendo entdo
reagir com sitios redox do receptor GABA,, diminuindo sua atividade.

E importante salientar que, assim como o BAL, para o qual foram descritos
efeitos adversos sobre o SNC (PEPPIN e cols., 1995; NOGUEIRA e cols., 2000),
compostos organicos de selénio também tém demonstrado efeitos neurotdxicos em
roedores. Esta toxicidade depende, além da forma quimica e quantidade do
elemento administrado, de uma variedade de outros fatores incluindo, espécie, idade
e rota de administragcdo (NOGUEIRA e cols., 2003a, NOGUEIRA e cols., 2004).

O (PhSe), é um dos compostos organicos de selénio que, apesar das
propriedades biologicas importantes, causa efeitos toxicos a roedores quando
administrado em altas doses e cronicamente (NOGUEIRA e cols, 2003a).
Particularmente, quando administrado pela via subcutanea, e em doses abaixo de
500 pmol/kg, nao produz efeitos convulsivos ou morte em camundongos
(NOGUEIRA e cols, 2003a). Por outro lado, através da via intraperitoneal,
convulsdées e morte sdo observadas quando administrado em doses acima de 150
umol/kg (NOGUEIRA e cols, 2003a). Logo, nossos resultados estdo de acordo com
estes dados, e demonstram auséncia de efeito convulsivante e letal per se quando
os camundongos foram administrados com 150 pumol/kg, i.p., de (PhSe)..

Particularmente, NOGUEIRA e colaboradores (2000, 2003a) demonstraram
que as convulsdes induzidas em camundongos por (PhSe), e BAL podem ser
inibidas pelo pré-tratamento dos animais com diazepam e fenobarbital, dois
moduladores alostéricos classicos do sistema GABérgico. Estes trabalhos
corroboram nossos dados, e complementando-se, ambos apontam para uma
modulagcdo no sistema GABérgico como parte do mecanismo convulsivante dos
compostos (PhSe), e BAL. Esta parcialidade é necessaria, tendo em vista que o
decréscimo na laténcia para as convulsdes atraveés do pré-tratamento com (PhSe). e
BAL, pode ter iniciado-se pela interagdo com os receptores GABA,a, entretanto
adicionais sistemas de neurotransmissores podem estar envolvidos. Neste contexto,
€ amplamente aceito o papel dos amindacidos excitarios, principalmente o
glutamato, na inicializacéo e propagacao do processo convulsivo.

Particularmente, tem-se dado muita atengao aos receptores de glutamato do

tipo NMDA, os quais possuem um importante papel na patofisiologia da epilepsia e
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de muitas outras desordens neuroldgicas (CULL-CANDY e cols., 2001). Além disso,
a expressao de uma variedade de tipos de convulsdo depende da ativacdo de
receptores NMDA (RICE & DELORENZO, 1998), tendo em vista que a utilizagdo de
antagonistas deste receptor suprime as convulsées numa variedade de modelos,
dentre os quais por PTZ (O’Neill & Bolger, 1989).

Um envolvimento do sistema glutamatérgico nos efeitos neurotéxicos
induzidos por (PhSe), e BAL também pode ser considerado. Embora estes
compostos possam ter agido, em um primeiro momento, através de uma diminuicao
na neurotransmissdo GABAérgica, este processo pode trazer como consequéncia
um aumento na sensibilidade e atividade de diferentes receptores de glutamato
(SCHROEDER e cols., 1993, 1994, 1998). Contribuem para esta hipétese estudos
prévios os quais demonstraram um envolvimento do sistema glutamatérgico nos
efeitos neurotéxicos do (PhSe), e BAL. Especialmente, NOGUEIRA e colaboradores
(2000) demonstraram que o pré-tratamento de camundongos com 0.5 mg/kg do
antagonista NMDA - MK801 aumentou a laténcia para o inicio das convulsdes e
diminuiu a mortalidade induzida por BAL, apontando para o envolvimento dos
receptores glutamatérgicos nas convulsdes induzidas por este quelante.

Efeitos modulatérios do (PhSe). sobre o sistema glutamatérgico foram
também documentados apo6s experimentos tanto in vivo quanto in vitro (NOGUEIRA
e cols., 2001), demonstrando que este organocalcogéneo inibe a unido especifica de
[H3]glutamato e [H®]MK801 em membranas sinapticas de cérebro de ratos. Além
disso, estudos recentes demonstraram que a antinocicep¢ao produzida pelo (PhSe),
em diversos modelos de dor, ocorre através da interagcdao com vias glutamatérgicas,
principalmente com sitios redox modulatorios de receptores NMDA (SAVEGNAGO e
cols., 2007a,b).

Portanto, nosso primeiro estudo demonstra os efeitos neurotdxicos dos
compostos (PhSe), e BAL. Através da diminuicdo na laténcia para os episodios
convulsivos gerados pelo bloqueador GABAérgico PTZ, estes compostos admitem
um mecanismo sinérgico com o PTZ no desenvolvimento da convulsdo. E possivel
que o0 aumento dos niveis de (PhSe). no SNC, possa estar interferindo com sitios
redox de receptores GABA,, diminuindo sua atividade. Por outro lado, considerando
que a ativacado de receptores NMDA esta freqlientemente envolvida na geracéao de

muitos processos convulsivos, € possivel que uma alteracdo do equilibrio tiol-
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dissulfeto deste receptor esteja envolvida na potencializacdo por BAL das
convulsées induzidas por PTZ.

Notavelmente, evidéncias tém demonstrado que as EROs e o estresse
oxidativo podem contribuir para o desenvolvimento de processos convulsivos, tendo
sido relacionadas com a neurodegeneragdo associada a epilepsia (SINGH e cols.,
1990). Além disso, a prevencao do estresse oxidativo durante o processo convulsivo
pode tornar-se um alvo terapéutico adicional na luta contra a epilepsia, apontando
para os possiveis beneficios da prescricao de antioxidantes a pacientes epilépticos.

Neste sentido, nosso segundo trabalho (Artigo 2) demonstrou importantes
propriedades antioxidantes e, portanto neuroprotetoras dos compostos (PhSe), e
(PhTe). contra as convulsdes induzidas por 4-AP em camundongos. Neste trabalho,
foram utilizadas as doses de 50, 100 e 150 umol/kg dos compostos (PhSe), e
(PhTe)., administrados subcutaneamente. Similarmente ao observado com o PTZ, a
administracdo de 4-AP (12 mg/kg) causou o desenvolvimento de convulsées,
concordando com a literatura (SCHAFER, 1973; SPYKER e cols.,, 1980;
YAMAGUCHI & ROGAWSKI, 1992; WONG e cols., 2002) e servindo como modelo
eficiente para o estudo de episddios convulsivos. Os resultados deste segundo
trabalho demonstraram que a administracdo dos compostos (PhSe). e (PhTe),,
previamente a administracao de 4-AP, aumentou significativamente a laténcia para
as convulsdes (clonicas e ténicas) e impediu a morte induzida por 4-AP. Desta
forma, atuaram como compostos anticonvulsivantes e, portanto, neuroprotetores.
Além de impedirem a morte causada por 4-AP, a pré-administracdo dos
organocalcogéneos aumentou a laténcia para a convulsao clénica de uma maneira
dependente da dose do composto.

Particularmente, bloqueando canais de K* e estimulando canais de Ca**, a 4-
AP causa um aumento no influxo de Ca®* com conseqiiente aumento na liberagao
de neurotransmissores, preferencialmente o glutamato (MORALES-VILLAGRAN &
TAPIA, 1996) e, portanto, um aumento no impulso nervoso (MOLGO e cols., 1985).
Além disso, evidéncias tém demonstrado que um aumento na concentragao
extracelular de glutamato, esta envolvido nos mecanismos excitotoxicos das
convulsdes (FRAGOSO-VELOZ & TAPIA, 1992; MORALES-VILLAGRAN e cols.,
1996). Neste contexto, é possivel que a agao anticonvulsiva dos compostos (PhSe),
e (PhTe), tenha ocorrido através de uma alteragdo na permeabilidade de canais de

Ca®* nos terminais pré-sinapticos. Desta forma, estes organocalcogéneos podem



59

estar inibindo ou alterando um influxo excessivo de célcio, impedindo a liberacao
anormal de glutamato e, consequientemente as convulsdes. Corrobora esta hipétese
um estudo prévio de MORETTO e colaboradores (2003), o qual demonstrou que,
sob condicbes despolarizantes através do uso de 4-AP, compostos
organocalcogéneos, dentre os quais o (PhSe), e o (PhTe),, inibem o influxo de
*Ca®* em sinaptossomas de cérebro de ratos.

E importante salientar, entretanto, que algumas diferengas foram visualizadas
com relacao aos efeitos isolados dos compostos (PhSe). e (PhTe).. Neste sentido, o
(PhSe), impediu completamente o aparecimento de convulsdes tdnicas (Tabelal),
efeito que ndo foi observado com a pré-administracdo de (PhTe). (Tabela 2). Por
outro lado, este composto causou um aumento maior na laténcia para a convulsdo
clénica que o (PhSe), numa dose equivalente. Estes resultados demonstram que a
neuroprotecao oferecida pelo (PhTe). tem o inicio e também declinio em doses mais
baixas que o (PhSe).. Neste contexto, trabalhos tém demonstrado que os compostos
organicos de telurio sdo mais toxicos que seus analogos de selénio (NOGUEIRA e
cols., 2001; MEOTTI e cols., 2003), e geralmente, doses menores de (PhTe),,
comparadas as de (PhSe),, produzem efeitos toxicos, assim como efeitos
antioxidantes (ROSSATO e cols. 2002a; MEOTTI e cols., 2003; BORGES e cols.,
2005). De fato, os compostos organicos de telurio tendem a ser mais reativos que
seus correspondentes andalogos estruturais de selénio. Esta diferenca
comportamental pode ser explicada pelo fato de que a clivagem heterolitica da
ligagdo enxofre-telurio em diregdo aos rearranjos nucleofilicos € mais facil do que a
clivagem da ligacao enxofre-selénio. Esta caracteristica deve-se a um maior volume
atdbmico do atomo de teldrio associado com uma maior eletronegatividade em
relagdo ao carbono (COMASSETO e cols., 1997; MORO e cols., 2005). Portanto,
estas caracteristicas tornam o (PhTe), mais reativo que o (PhSe),, tornando
possiveis os efeitos positivos e negativos em doses mais baixas do que as de seu
analogo estrutural.

Este trabalho demonstrou ainda um aumento da peroxidagdo lipidica no
cérebro dos camundongos tratados com 4-AP, sendo que estes valores foram
significativamente inibidos quando os animais foram pré-tratados com os compostos
(PhSe). e (PhTe).. Estes dados concordam com a literatura (ARMSTEAD e cols.,

1989; KANEKO e cols., 2002) e apontam para o importante envolvimento do
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estresse oxidativo no dano ao tecido cerebral seguindo o desenvolvimento de
processos convulsivos.

De importancia particular, nossos resultados demonstraram que o pré-
tratamento dos animais com os compostos organicos (PhSe), e (PhTe). inibiu
significativamente o aumento na peroxidacgéo lipidica cerebral, demonstrando em
primeira mao, efeitos antioxidantes e neuroprotetores destes organocalcogéneos no
modelo de convulsdo induzida por 4-AP. Este efeito € justificado por suas
propriedades antioxidantes, que os torna atrativos como compostos neutralizadores
de agentes oxidantes reativos. Além disso, estes resultados concordam com estudos
prévios de nosso grupo demonstrando que os compostos (PhSe), e (PhTe), sdo
antioxidantes efetivos contra a produgédo de TBARS em tecido cerebral induzido por
uma variedade de oxidantes (ROSSATO e cols., 2002a; MEOTTI e cols., 2004;
BURGER e cols., 2004, 2006). Neste contexto, os compostos (PhSe), e (PhTe)a,
dentre outros compostos organicos de selénio e telurio, tém apresentado a
importante propriedade de decompor peréxido de hidrogénio (H2O.) ou uma
variedade de hidroperoxidos lipidicos formando agua ou seus alcoodis equivalentes,
utilizando GSH ou outros tidis sintéticos reduzidos como doadores de elétrons
(ENGMAN e cols., 1992; KANDA e cols., 1999; KLOTZ e cols., 2003), como
demonstrado pela reacao: H.0,/ROOH + 2 GSH - ROH + GSSG + H-0.

Relembrando que a ativacdo de receptores NMDA, ocupa um papel de
destaque no desenvolvimento de processos excitotoxicos (SAID e cols., 2000), e
que esta freqientemente envolvida na geracdo de muitos processos convulsivos,
este receptor também pode ter sido um alvo para a agdao dos compostos (PhSe). e
(PhTe).. Considerando-se que os receptores NMDA podem sofrer modulagéo redox
(AIZENMAN e cols., 1990; REYNOLDS e cols., 1990), é possivel que além da
alteracdo na permeabilidade de canais de Ca®**, os organocalcogéneos tenham
exercido seus efeitos anticonvulsivos e antioxidantes por meio de uma interagéo
direta com os receptores NMDA. De fato, a modulagdo deste subtipo de receptor
poderia estar ocorrendo atraveés da alteracdo de seu estado redox. Desta forma,
diminuindo a atividade do receptor NMDA, eles podem ter levado a uma diminui¢cao
na neurotransmissdo glutamatérgica, tornando-se possiveis mediadores da
excitotoxicidade devido as convulsdes no SNC. Portanto, estes resultados sao
bastante relevantes, tendo em vista uma prevencao do estresse oxidativo durante o

processo convulsivo como alvo terapéutico adicional na luta contra a epilepsia.
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6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados nesta dissertacdo podemos

concluir que:

» Os compostos (PhSe), (150 pmol/kg, i.p.) € BAL atuam em sinergismo
com o PTZ na geracdo de convulsées. Considerando o0 mecanismo
predominante de acédo do PTZ, estes efeitos parecem ocorrer através
de uma modulacdo do sistema GABAérgico. Entretanto, uma
participagdo do sistema glutamatérgico, via NMDA, nos efeitos
neurotdxicos do BAL n&o pode ser descartada;

» Os compostos (PhSe). e (PhTe). (50, 100 e 150 pmol/kg, s.c.)
aumentam a laténcia para a convulsdo e inibem a morte induzida por 4-
AP. Este efeito pode estar ligado a uma alteracdo na permeabilidade
de canais de Ca®* e/ou uma modulacédo de sitios redox de receptores
NMDA;

» As convulsdes induzidas por 4-AP estdao relacionadas com um
aumento na peroxidacao lipidica cerebral em camundongos;

» Os compostos (PhSe). e (PhTe),, na dose de 150 umol/kg, inibem o
aumento da peroxidagao lipidica cerebral associado a administragcéo de
4-AP, potencialmente através da neutralizacdo de espécies reativas

geradas neste modelo.
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7. PERSPECTIVAS

A partir dos resultados apresentados nesta dissertacdo, faz-se ainda

necessario investigar, nas mesmas doses utilizadas, e em camundongos:

1. No modelo de convulséo induzida por PTZ:

» Os efeitos dos compostos (PhSe). e BAL, ex vivo, sobre a liberacao,
unido especifica e captacdo dos neurotransmissores [H’|GABA e
[H3]glutamato;

» Considerando o efeito do BAL como quelante, investigar seu efeito
sobre a formagdo do complexo BAL-magnésio, como um possivel
mecanismo de neurotoxicidade induzida pelo composto;

» O envolvimento da peroxidacao lipidica nos processos convulsivos.

2. No modelo de convulsao induzida por 4-AP:
» Os efeitos dos compostos (PhSe). e (PhTe),, ex vivo, sobre o influxo
de calcio em sinaptossomas e em fatias de tecido cerebral;
» O envolvimento da peroxidacao lipidica nos processos convulsivos por
métodos adicionais, tais como, fluorescéncia;
» Os efeitos dos compostos (PhSe), e (PhTe),, ex vivo, sobre a
liberacdo, unido especifica e captacdo de [H*]glutamato.
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8. DEMAIS TRABALHOS REALIZADOS DURANTE O PERIODO DE
INICIACAO CIENTIFICA E MESTRADO

> Verbdnica B. Brito, Vanderlei Folmer, Julio C.M. Soares, llson D. Silveira, Jodo
B.T. Rocha. Long-term sucrose and glucose consumption decrease the delta-
aminolevulinate dehydratase activity in mice. Nutrition, xx (2007): XXX-XXX.
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revisdo), 2007.
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