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RESUMO

A excitotoxicidade refere-se ao processo neurodegenerativo iniciado pela
ativagdo excessiva de receptores do neurotransmissor glutamato. Este processo é
um dos mais extensivamente estudados processos de morte celular neuronal, e tem
uma participagcdo importante em muitas doengas do sistema nervoso central (SNC),
incluindo isquemia, trauma e desordens neurodegenerativas. A morte celular
excitotoxica parece envolver eventos patofisiologicos como influxo excessivo de
célcio e liberagdo deste ion de organelas intracelulares, produ¢do de radicais de
oxigénio e morte celular programada (apoptose). Neste trabalho, avaliamos os
efeitos de trés diorganil calcogenetos simples (disseleneto de difenila, ditelureto de
difenila e telureto de difenila) e do ebselen sobre o influxo de “°Ca** estimulado por
glutamato em retinas embrionarias de pintos, assim como seus efeitos sobre o dano
neuronal excitotoxico nas retinas. Nenhum dos compostos testados interferiu com o
influxo de **Ca®* basal. Os compostos disseleneto de difenila e ditelureto de difenila
ndo apresentaram nenhum efeito sobre o influxo de **Ca®* estimulado pelo
glutamato. O telureto de difenila (100-400 uM) reduziu o influxo de **Ca®* estimulado
por glutamato, e o ebselen bloqueou (100-400 pM) o influxo de *°Ca®" estimulado
por glutamato (P<0,01) nas retinas isoladas de pinto. A avaliagdo do dano neuronal
foi realizada espectrofotometricamente pela quantificagdo de MTT (brometo 3(4,5-
dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium) celularmente reduzido. O ebselen ndo teve
efeito sobre a redugdo de MTT quando foi co-incubado com o glutamato. Contudo,
quando o ebselen (100-400 uM) foi co-incubado com o glutamato, e permaneceu no
meio de incubagédo até a avaliagdo do MTT (24 apds o inicio da incubagéo), foi
capaz de proteger as retinas contra o decréscimo na redugcéo do MTT induzido pelo
glutamato. Estes resultados indicam que apesar da sua capacidade de interagir com
canais de Ca®*, outros mecanismos parecem estar envolvidos na neuroprotegao
exercida pelo ebselen neste trabalho, possivelmente suas propriedades

antioxidantes.



ABSTRACT

Excitotoxicity refers to the neurodegenerative process initiated by excessive
activation of receptors for the neurotransmitter glutamate. This process is one of the
most extensively studied processes of neuronal cell death, and plays an important
role in many central nervous system (CNS) diseases, including CNS ischemia,
trauma, and neurodegenerative disorders. Such excitotoxic cell death seems to
involve excessive calcium influx and release from internal organelles, oxyradical
production, apoptosis cascades. In this study, we evaluated the effects of three
simple diorganyl chalcogenides (diphenyl diselenide, diphenyl ditelluride and
diphenyl telluride) and ebselen on glutamate-driven **Ca®* influx into chick embryonic
retinal cells, as well as their effects on the excitotoxic retina neuronal damage. None
of the compounds tested interfered with basal °Ca?* uptake. Diphenyl diselenide and
dipheny! ditelluride had no effects on glutamate-stimulated *°Ca?* influx. Diphenyl
telluride (100-400 pM) decreased the glutamate-stimulated *°Ca®* and ebselen (100-
400 uM) blocked the glutamate-driven “*Ca" influx into chick retinal explants (P <
0.01). The assessment of neuronal injury was made spectrophotometrically by
quantification of cellularly reduced MTT (3(4,5-dimethyl-thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide). Ebselen had no effects on retinal MTT reduction when co-
incubated with glutamate. However, when ebselen (100 and 400 yuM) was co-
incubated with glutamate and remained in the incubation media until MTT evaluation
(24 h after the beginning of incubation), it protected retinas against the decrease in
MTT reduction induced by glutamate. These data indicate that besides its capacity to
interact with Ca®* channels, other mechanisms are involved in the neuroprotection

afforded by ebselen in this work; possibly its antioxidant properties.
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APRESENTAGAO

Esta dissertacdo apresenta os resultados sob forma de artigo submetido a
publicacdo. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussdao dos Resultados e
Referéncias Bibliograficas encontram-se no artigo e representam a integra deste
trabalho.

O capitulo V. DISCUSSAO apresenta comentarios gerais a respeito dos
resultados obtidos neste trabalho.

No capitulo V. CONCLUSOES sdo apresentadas as conclusées do
manuscrito.

No capitulo VI. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS constam apenas as
citagbes que aparecem nos capitulos Introdugéo, Revisao Bibliografica e Discussao.
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IINTRODUGAO

As principais vias excitatérias do sistema nervoso central (SNC) utilizam
glutamato como neurotransmissor (Ozawa et al, 1998; Meldrum et al., 1999). O
glutamato pode ser encontrado, no cérebro de mamiferos, em altas concentragdes e
participa de fungdes metabdlicas idénticas as exercidas em outros tecidos (Meldrum
et al., 1999). Esta envolvido em uma variedade de processos fisioldgicos, tais como
aprendizado, memoria e formacado de redes neuronais durante o desenvolvimento
(Ozawa et al, 1998; Simeone et al., 2004).

O glutamato, como mediador de sinapses excitatorias, exerce papel
importante em fungdes essenciais do SNC; entretanto, uma ativagao excessiva do
sistema glutamatérgico pode provocar dano ou até mesmo morte neuronal (Olney,
1978; Lipton & Rosenberg, 1994; Price, 1999). A excitotoxicidade € um processo
neurodegenerativo, iniciado devido a uma excessiva ativagdo de receptores do
neurotransmissor glutamato (Olney, 1978). Existem muitas evidéncias sugerindo que
mecanismos excitotéxicos estdo envolvidos na neuropatologia do choque isquémico,
epilepsia e outras desordens psiquiatricas e neurodegenerativas (Lipton &
Rosenberg, 1994; Sattler & Tymianski, 2001).

Os efeitos téxicos do glutamato na retina foram descritos em 1957 (Lucas &
Newhouse, 1957), e desde entdo muitos estudos indicam que um aumento na
concentracao intracelular de Ca®* nas células neuronais pode causar a morte destas
células (Ferreira et al., 1996). Condi¢gdes que provocam a liberagdo de glutamato
enddgeno, aumentam a concentracdo intracelular de Ca**, o que ativa um grande
nimero de processos dependentes de Ca®* causando dano neuronal. Estes eventos
levam a um aumento adicional na liberagc&o de glutamato e redugc&o na sua captagao
(Ferreira et al., 1996). Os mecanismos responsaveis pela excitotoxicidade ainda nao
foram completamente elucidados. Entretanto, além do j& citado aumento de Ca**
intracelular, a producéo de radicais livres e a peroxidagao lipidica nas membranas
celulares, parece ter papel importante (Choi, 1992; Price, 1999; Mattson, 2003).

Os receptores glutamatérgicos podem ser classificados de acordo com
estudos farmacolégicos em dois grandes grupos: receptores ionotropicos e
metabotropicos (Dichter & Wilcox, 1997; Ozawa et al., 1998, Simeone et al., 2004).
Os receptores ionotropicos sao canais ibnicos que permeiam cations através da

membrana neuronal, e podem ser subdivididos em N-metil-D-aspartato (NMDA);



acido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propidnico (AMPA) e cainato (KA), com
base na sua sensibilidade a agonistas especificos. Os receptores metabotrépicos
estdo associados a sistemas de segundos mensageiros intracelulares (Conn & Pinn,
1997; Conn, 2003; Simeone et al., 2004).

O modelo de retina embribnica isolada de pinto € muito sensivel a
todos os agonistas glutamatérgicos, e moderadamente mais sensivel ao cainato e
AMPA (agonistas ndo-NMDA), que ao NMDA. Segundo Romano e colaboradores
(1995), dois tipos de morte celular excitotoxica ja foram descritas neste modelo:
morte celular aguda e retardada (ou tardia). Estes dois tipos de degeneragéo podem
ser distinguidos pelo tempo de exposi¢do ao agonista glutamatérgico e dependéncia
ibnica (Coyle & Puttfarcken, 1993). A neurotoxicidade aguda € caracterizada pelo
inchago neuronal na presenga do agonista, ocasionando a lise osmaética das células
neuronais; e pode ser prevenida pela eliminacdo de Na* e CI" do meio de cultura.
Estes dois ions sao responsaveis pelo influxo massivo de agua que ocorre quando
0s canais catibnicos acoplados aos receptores do glutamato sdo abertos. Ja a
neurodegeneracao retardada (ou tardia) € dependente de Ca®* e manifesta-se varias
horas apods exposigdo breve a altas concentragdes de agonista ou exposigao
prolongada a baixas concentragdes de agonista.

O processo excitotdxico tém sido extensivamente estudado tanto em sistemas
neuronais isolados, quanto intactos. A necessidade de um modelo experimental para
o estudo da ativagao de receptores de aminoacidos excitatérios (como o glutamato),
assim como para o desenvolvimento e avaliagdo de possiveis antagonistas com
potencial neuroprotetor, propiciou o uso da preparacdo de retina embrionaria de
pinto ex vivo. Este modelo caracteriza-se pela sensibilidade a concentracdes
anormais de glutamato extracelular e seus analogos (Burgos et al., 2000). Por estas
razdes, e também devido ao fato de constituir um método simples e barato, este foi o
modelo experimental de escolha para avaliar a habilidade dos compostos
organocalcogénios em antagonizar as ag¢des tdxicas do glutamato.

Desde a década de 30, compostos organocalcogénios tém sido alvo de
interesse de estudo, devido as suas aplicagbes sintéticas na quimica organica e
suas propriedades biolégicas (Comasseto, 1983; Parnham & Graf, 1991; Kanda et
al., 1999). Existe uma tentativa crescente de desenvolvimento de compostos

organocalcogénios que possuam atividades biolégicas e aplicagbes farmacoldgicas



(Parnham & Graf, 1991), e organocalcogénios com propriedades antioxidantes, sob
este ponto de vista, ttm chamado bastante atencao.

A glutationa peroxidase, primeira selenoproteina caracterizada no ano de
1973, constitui um dos principais sistemas antioxidantes do organismo. Juntamente
com as enzimas catalase, superoxido dismutase e antioxidantes nao-enzimaticos,
como as vitaminas E e C, a glutationa peroxidase atua eliminando espécies reativas
de oxigénio do organismo (Rossato et al., . A eficiente remogdo destas espécies
mantém a integridade das membranas, reduz o risco de céncer, reduz o processo de
envelhecimento e doencas degenerativas (Navarro-Alarcén & Lopez-Martinez,
2000). Com a descoberta do papel do selénio no centro ativo da enzima glutationa
peroxidase (Rotruck et al., 1981) e com o aumento do entendimento do papel
fisiologico do selénio na regulagdo do dano oxidativo (Cadenas & Sies, 1985; Ursini
& Bindoli, 1987) houve um aumento no interesse pela sintese de compostos
contendo selénio que possuam propriedades bioldgicas e aplicagdes farmacoldgicas
(Parnham & Graf, 1991).

O ebselen ou PZ 51 (2-fenil-1,2-benzisoselenazol-3(2H)-ona) (Figura 1), um
composto organico de selénio, exibe atividade mimética da enzima glutationa
peroxidase. O Ebselen tem sido testado como antioxidante (Rossato et al., 2002b),
como neuroprotetor em cultura de neurbnios (Porciuncula et al., 2003), no
tratamento clinico de pacientes com isquemia aguda (Yamaguchi et al., 1998;
Kondoh et al., 1999) e como antiinflamatério (Parnham & Graf, 1991). Devido aos
diversos indicativos clinicos de redugao dos danos cerebrais apds aneurisma, este
composto é apontado como promissor agente neuroprotetor (Saito et al., 1998).

Estudos recentes tém demonstrado que o disseleneto de difenila (Figura 2)
apresenta maior atividade do tipo tiol peroxidase, quando comparado ao ebselen

(Engman et al., 1992), o que podera motivar o uso terapéutico deste composto.

Figura 1- Estrutura do ebselen



Saae

Figura 2 — Estrutura do disseleneto de difenila

Assim como o Ebselen, diorgano diteluretos e diorgano teluretos, tais como o
ditelureto de difenila e o telureto de difenila (Figuras 3 e 4), podem apresentar
atividade do tipo tiol peroxidase (Engman et al., 1992; Kanda et al., 1999) o que

podera ocasionar o seu emprego farmacolégico.
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Figura 3 — Estrutura do ditelureto de difenila

@Te @
Figura 4 — Estrutura do telureto de difenila

Assim, o objetivo geral deste trabalho é avaliar os efeitos de compostos
organicos de selénio e telurio sobre a excitotoxicidade induzida pelo glutamato,
tendo como principal parametro bioquimico de neurotoxicidade o influxo de “*Ca*",

em retinas isoladas de pinto.

Os objetivos especificos sao:

1. Analisar as alteragdes induzidas pelo glutamato no influxo de
45Ca®* em retinas isoladas de pinto.

2. Avaliar os efeitos de compostos orgéanicos de selénio (ebselen
e disseleneto de difenila) sobre as alteragbes induzidas pelo
glutamato no influxo de *°Ca** em retinas isoladas de pinto.

3. Avaliar os efeitos de compostos orgéanicos de telurio (ditelureto
de difenila e telureto de difenila) sobre as altera¢des induzidas
pelo glutamato no influxo de *°Ca?* em retinas isoladas de

pinto.



Analisar os efeitos toxicos retardados (ou tardios) do
glutamato em retinas isoladas de pinto, através da avaliagéo
da injuria neuronal pelo método colorimétrico do MTT.

Avaliar os efeitos do ebselen sobre a toxicidade retardada
(ou tardia) do glutamato em retinas isoladas de pinto, através
da avaliagao da injuria neuronal pelo método colorimétrico do
MTT.



CAPITULO I

REVISAO BIBLIOGRAFICA



II-REVISAO BIBLIOGRAFICA

I1.1-Glutamato
[1.1.1-Metabolismo no SNC

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatério do SNC, e como tal,
possui papel fundamental na maioria das fungbes do sistema nervoso, incluindo o
controle dos movimentos corporais, aprendizado e memaoria, emocgdes e percepg¢ao
sensorial (Lee et al., 2002; Simeone et al., 2004). Por ser um aminoacido nao-
essencial incapaz de atravessar a barreira sangue-cérebro, o glutamato é sintetizado
localmente a partir de glicose (Dingledine & McBain, 1994).

Dois processos contribuem para a sintese do glutamato nos terminais
nervosos: o aminoacido pode ser formado a partir da glicose no Ciclo de Krebs e por
transaminagao do a-cetoglutarato, e ainda pode ser formado diretamente a partir da
glutamina (Deutch & Roth, 1999). A glutamina produzida na glia é transportada para
os terminais nervosos, sendo entdo convertida em glutamato por uma enzima
glutaminase.

Dentro dos terminais nervosos, o glutamato € concentrado dentro de
vesiculas sinapticas por um processo dependente de Mg2+ e ATP (Greene &
Greenamyre, 1996). O transportador vesicular do glutamato é altamente especifico,
nao reconhecendo aminoacidos similares, tais como o aspartato. Sob condicbes de
estimulo nervoso e consequente despolarizacéo do terminal nervoso, o glutamato &
liberado de maneira dependente de Ca®*. Apos sua liberagéo na fenda sinaptica, o
glutamato é captado pelos neurdnios e glia, por um processo de alta afinidade, e
dependente de Na®* (Greene & Greenamyre, 1996). Dentro das células gliais, o
glutamato é transaminado pela glutamina sintetase para formar glutamina, que pode

se difundir até os terminais nervosos e ser novamente convertida em glutamato.

[I.1.2-Receptores Glutamatérgicos

Com base em estudos farmacoldgicos, eletrofisioléogicos e bioquimicos, os
receptores glutamatérgicos podem ser divididos em dois grupos designados de
receptores ionotropicos e receptores metabotrépicos (Figura 5) (Nakanishi, 1992;

Ozawa et al., 1998; Simeone et al., 2004). Os receptores ionotropicos sdo acoplados



a canais idnicos, enquanto que os receptores metabotropicos estdo associados a

proteinas G e modulam a produgado de mensageiros intracelulares.
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Figura 5: Representacado esquematica dos receptores glutamatérgicos ionotrépicos e metabotropicos.

Quando ativados, os receptores ionotropicos sofrem alteracdes
conformacionais que resultam na abertura de seus canais ibnicos. A abertura dos
canais, bem como o fluxo de ions pelos receptores ionotropicos podem ser
reguladas pela ligagado de outras moléculas a sitios moduladores, diferentes do sitio
de ligagao do glutamato (Hudspith, 1997).

De acordo com suas seletividades a agonistas especificos, os receptores
ionotropicos podem ser subdivididos em N-metil-D-aspartato (NMDA), acido alfa-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propiénico (AMPA) e cainato (KA) (Nakanishi,
1992; Huettner, 2003; Simeone et al., 2004) (Quadro 1). Os receptores AMPA e KA
sdo comumente chamados de ndao-NMDA em funcdo da falta de agonistas ou
antagonistas especificos para distinguir claramente estes receptores. Entretanto,
estudos de clonagem tém demonstrado que estes sdo receptores distintos, podendo
ser ativados pelos mesmos agonistas (Ozawa et al., 1998).

Em termos de funcionalidade, reconhece-se que os receptores AMPA sao
responsaveis por grande parte da neurotransmissdo sinaptica excitatoria rapida e

conduzem principalmente correntes de Na* por seus canais (Sommer & Seeburg,



1992; Heath & Shaw, 2002). A permeabilidade reduzida ao Ca®" garante que a
ativacdo destes receptores nao inicie processos bioquimicos de longa duragao
dependentes de um aumento na concentragdo intracelular de Ca?* (Hudspith, 1997).

O cainato liga-se de maneira altamente especifica e com alta afinidade a
receptores identificados no ganglio sensorial, ativando canais de Na* rapidamente
dessensibilizados (Huettner, 1990; Huettner, 2003), com cinética similar aos
receptores AMPA. O cainato também se liga com menor afinidade a receptores
AMPA, resultando numa ativacdo n&o-dessensibilizada e persistente destes
receptores (Hudspith, 1997).

Os receptores NMDA permitem preferencialmente a entrada de Ca®* por seus
canais (MacDermott et al., 1986; Sattler & Tymianski, 2001) e a cinética deste
receptor € muito mais lenta do que dos receptores AMPA e KA, com a abertura dos
canais persistindo por varias dezenas ou centenas de milisegundos (Hudspith,
1997). O receptor NMDA ¢é um dos receptores de neurotransmissores mais
estritamente regulados (Dingledine & McBain, 1994; Ozawa, 1998), apresentando
nao menos do que cinco diferentes sitios de ligagdo para ligantes enddégenos que
influenciam diretamente a abertura dos canais i6nicos. Estes consistem de dois
sitios de reconhecimento para agonistas (para glutamato e glicina, conhecida como
co-agonista dos receptores glutamatérgicos) (Kleckner & Dingledine, 1988) e um
sitio regulatério para poliaminas (Rock & Macdonald, 1991) que promovem a
ativacdo do receptor. Existem ainda sitios separados de reconhecimento para o
Mg?*, que atua bloqueando os canais idnicos (Nowak et al., 1984) e Zn?**, que agem
inibindo o fluxo ibnico. Sabe-se também da existéncia de um sitio redox na face
externa do receptor, onde grupos sulfidrilicos podem interagir com derivados do
oxido nitrico (NO) modificando a fungao do receptor (Lei et al., 1992).

Os receptores glutamatérgicos metabotropicos (mGIuRs) compartilham
propriedades morfolégicas moleculares comuns a outros receptores metabotrépicos
associados a proteinas G. Acredita-se que esses receptores possuam sete dominios
trans-membrana com um grupamento amino-terminal extracelular e um grupamento
carboxi-terminal intracelular (Meldrum, 2000). Até o momento, oito subunidades dos
receptores glutamatérgicos metabotrépicos foram clonadas e designadas de
mGIuR1 a mGIuR8 (Okamoto et al., 1994; Duvoisin et al., 1995), todas possuindo
diferentes distribuicbes anatdmicas (Quadro 2). Os mGluRs podem ser classificados

em trés grupos de acordo com a homologia de aminoacidos, mecanismos de



transducao de sinal e afinidades por ligantes (Conn & Pin, 1997). Os receptores do
grupo | ativam a fosfolipase C, produzindo diacilglicerol e inositol trifosfato como
segundos mensageiros. Os grupos Il e lll sdo acoplados a adenilato ciclase
(Meldrum, 2000). Os mGluRs estéo localizados nos terminais pré e pds sinapticos e
nas células gliais e sua ativagcdo pode promover efeitos excitatérios ou inibitérios
(Ozawa et al.,1998).

Quadro 1. Classificacdo dos subtipos de receptores glutamatérgicos ionotrépicos encontrados no
SNC de mamiferos.

Subtipos de
receptores Caracteristicas
glutamatérgicos Subunidades  Agonistas Antagonistas Funcionais

ionotrdpicos

Ativacao de
GIuR1 AMPA CNQX,DNQX canais para
AMPA GIluR2 Quisqualato  2,3Benzodiazepinas  Na*,Ca**,CI
GIuR3 cainato Barbituratos Transmisséo
GluR4 Domoato sinaptica
rapida
Ativacao de
GIuR5 cainato NS102 canais para
KA GluR6 Domoato yD-glutamil glicina Na*,Ca®*,CI
GIuR7 Transmisséo
KA1 sinaptica
KA2 rapida
NR1 NMDA 2-AP5,2-AP7 Ativacao de
NR2A Ibotenato CPP canais para
NMDA NR2B Quinolinato CGS 19755 Na*,Ca?*,CI
NR2C Glicina 5,7-diCl-quinurinato  Transmissao
NR2D MK-801 sinaptica lenta

Cetamina

Fonte: Adaptado de Hudspith (1997).



Quadro 2. Classificagdo e caracteristicas dos receptores glutamatérgicos metabotropicos

encontrados no SNC de mamiferos.

Subtipos de
receptores Rotas de
P transducgao de sinal
Grupos glutamatérgicos Agonistas Antagonistas  (Efetor da proteina
. G)
metabotrdpicos
mGIuR1 T1P3
| mGIuR5 DHPG 4CPG Lk
AMP.
| mGIuR2 DCG-IV MCCG llca(canais L,N,P)
mGIuR3 2r,4r-APDC Tk
1l mGIuR4 L-AP4 MAP4 AMP.
mGIuR6-8 MPPG llca(canais N,P)

Fonte: Adaptado de Hudspith (1997).

II.1.3-Excitotoxicidade

Apesar do glutamato ser o neurotransmissor responsavel pela maioria das
sinapses no cérebro e medula espinhal (Cotman et al., 1987), uma exposi¢céo
intensamente anormal ao glutamato pode ser letal aos neurbnios, tanto in vitro,
quanto in vivo (Coyle et al., 1981, Choi, 1992). Lucas e Newhouse (1957) foram os
primeiros a sugerir que o glutamato poderia atuar como neurotoxina, através de
experimentos onde inje¢cdes de L-glutamato danificavam as camadas celulares
internas da retina de camundongos. Estas observagdes foram replicadas e
expandidas por Olney (1978), que em 1969 criou e termo excitotoxicidade para
designar a neurodegeneracao mediada por aminoacidos excitatérios (Olney, 1969).

Muitas evidéncias sugerem que a excitotoxicidade exerce um papel
importante na patogénese no dano cerebral hipoxico-isquémico (Beal, 1992;
Arundine & Tymianski, 2004). O inicio da hipdxia é logo seguido por despolarizagéao
neuronal e liberacdo de glutamato e compostos relacionados dos terminais
excitatérios (Choi, 1988b). Ainda, mecanismos celulares de captagcdo dos
aminoacidos excitatérios, que sdo dependentes da presenca de fosfatos de alta

energia, sado inativados pela deplecdo energética que acompanha o episddio



hipoxico. A combinacao de liberacao sinaptica excessiva e captagao celular ineficaz,
leva ao acumulo de aminoacidos excitatérios na fenda sinaptica e espacgo
extracelular (Choi, 1988). Porém, o indicio mais convincente para a participacdo do
fendmeno excitotdxico na injuria neuronal central isquémica ou hipoxica, € o fato de
que antagonistas do glutamato sdo efetivos na melhora do dano neuronal em
modelos experimentais de derrame (Sheardowm et al., 1990; Kadu et al., 1991;
Mosinger et al., 1991; Beal, 1992).

Acredita-se também que a ativagao excessiva de receptores NMDA e AMPA
por glutamato enddégeno esteja envolvida nos mecanismos patolégicos de uma série
de desordens neurodegenerativas, tais como esclerose lateral amiotrofica, doenca
de Huntington, doenga de Parkinson e doenca de Alzheimer (Meldrum, 2000).
Apesar das evidéncias diretas de que a ativacdo de receptores de aminoacidos
excitatérios pode causar excitotoxicidade em insultos neurolégicos agudos, € dificil
prever como este mecanismo poderia contribuir para o insidioso inicio e a lenta e
inexoravel progressao das doengas neurodegenerativas (Beal, 1992). As duas
hipéteses para tal presungdo seriam a ocorréncia de alteragdes nos proprios
receptores e/ou desequilibrio no metabolismo energético (Beal, 1992).

Através de estudos realizados com culturas neuronais corticais, Choi propds
que a degeneracdo neuronal induzida pelo glutamato pode ser distinguida em dois
componentes (Choi, 1994): (1) um componente agudo, marcado por inchago
neuronal imediato e dependéncia da presenga extracelular de Na* e CI'; e (2) um
componente retardado (ou tardio) caracterizado pela desintegracao neuronal
ocorrendo horas apds a exposigdo ao glutamato e dependente da presenca
extracelular de Ca®*. O primeiro componente provavelmente reflete o influxo de Na*
extracelular, acompanhado pelo influxo passivo de agua e CI, resultando na
expansao do volume celular. O segundo componente é provavelmente iniciado pelo
influxo excessivo de Ca?*. Apesar de tanto o componente agudo dependente de Na’,
quanto o componente tardio dependente de Ca®* da neurotoxicidade do glutamato
poderem sozinhos produzir dano neuronal irreversivel, na maioria dos neurdnios
corticais o ultimo componente geralmente predomina (Choi, 1992).

Os diferentes subtipos de receptores do glutamato ndo participam de forma
equivalente na excitotoxicidade. Experimentos com antagonistas sugerem que a
maior parte da morte neuronal associada com exposicao breve e intensa ao

glutamato requer a ativagcao de receptores NMDA (Choi, 1992). A morte pode ser



quase que completamente prevenida com o bloqueio seletivo de receptores NMDA,;
embora a excitacdo e o inchago neuronal induzidos pelo glutamato, sejam apenas
parcialmente atenuados com o mesmo bloqueio (Michaelis & Rothman, 1990). Em
contraste, o bloqueio seletivo com CNQX (6-nitro-7-ciano-quinoxalina-2,3-diona) na
presenca de altas concentragdes de glicina (para reduzir o antagonismo dos
receptores NMDA no sitio da glicina), teve apenas um pequeno efeito sobre a morte
neuronal tardia (Koh & Choi, 1991). Apenas quando ambos receptores NMDA e
AMPA/KA sao bloqueados, o inchago neuronal agudo induzido pelo glutamato é
eliminado. Com base nestes dados, pelo menos em culturas celulares corticais, a
injuria neuronal mediada por receptores glutamatérgicos exibe dois padrdes
principais (Choi, 1992): (1) excitotoxicidade rapidamente iniciada, induzida por
estimulo breve e intenso de grande numero de receptores NMDA; e (2)
excitotoxicidade lentamente iniciada, induzida por estimulo prolongado de receptores
AMPA/KA (ou pequeno estimulo de receptores NMDA) (Quadro 3).

Quadro 3. Padrdes de excitotoxicidade em neurdnios corticais.

Tempo de Velocidade do Rota do

Receptores exposicao influxo de influxo de Ca**
ca*
Excitotoxicidade
rapidamente NMDA 3-5 min Rapida Receptores
iniciada NMDA
? Receptores
Excitotoxicidade AMPA
lentamente AMPA/KA Horas Lenta ?Canais Ca**
iniciada sensiveis a
voltagem

Fonte: adaptado de Choi (1992).

Apesar do grande interesse e continuos estudos a respeito deste tema, os
mecanismos responsaveis pela excitotoxicidade ainda nao foram completamente
elucidados. Entretanto, a perda na homeostase do Ca*" , seguida da produgéo de
radicais livres e a peroxidagao lipidica nas membranas celulares, parece ter um
papel importante (Price, 1999; Mattson, 2003; Arundine & Tymianski, 2004).



1.1.4-Papel do Ca®" na excitotoxicidade

jons calcio sdo importantes mensageiros intracelulares que governam as
fungcdes celulares. Os neurbnios possuem mecanismos homeostaticos
especializados que garantem um rigido controle dos niveis citosélicos de Ca®*. Estas
células controlam tanto os niveis intracelulares de Ca?*, quanto a localizac&o celular
deste cation, através de uma complexa interacdo entre influxo de Ca?*, efluxo de
Ca®*, tamponamento de Ca?* e armazenamento intracelular de Ca®** (Arundine &
Tymianski, 2003). Sob condigbes fisiologicas, estes processos permitem que
multiplas cascatas sinalizadoras reguladas pelo Ca®* ocorram de maneira
independente na mesma célula. Contudo, o influxo excessivo de Ca®* ou a sua
liberacdo de depositos intracelulares, podem elevar a carga celular de Ca®" até
niveis que excedem a capacidade dos mecanismos reguladores de Ca®". A
consequéncia de tais fatos pode ser a ativacdo inapropriada de processos
dependentes de Ca?*, causando desequilibrio metabolico e eventual morte celular
(Choi, 1988a; Sattler & Tymianski, 2000). Por exemplo, elevagdes excessivas na
concentracdo intracelular de Ca®* ([CaZ+]i) podem ativar de maneira exacerbada
proteases, lipases, fosfatases e endonucleases que podem tanto danificar
diretamente as estruturas celulares, quanto induzir a formacao de radicais livres
oxidativos responsaveis pela indugdo da morte celular (Arundine & Tymianski, 2003).

O glutamato exerce a maioria de suas agbes celulares regulando a
concentracdo intracelular de Ca?* (Komuro & Rakic, 1993), através da ativagdo de
receptores ionotropicos NMDA e nado-NMDA (Allcorn et al., 1996). Conforme descrito
na seg¢ao anterior, Choi (1994) propde que pelo menos uma forma de
neurotoxicidade induzida pelo glutamato € dependente do acumulo intracelular de
Ca®". A despolarizagdo neuronal e o influxo de Ca*" produzidos pela ativacdo de
receptores glutamatérgicos podem também causar uma deplecéo relativa nos
estoques de ATP dos neurdnios (Coyle & Puttfarken, 1993). Admite-se que
aumentos no Ca®" intracelular levam as mitocondrias a um estresse metabolico,
causando fosforilagcdo oxidativa excessiva e producdo aumentada de espécies
reativas de oxigénio (EROs), como ‘O, H,O, e 'OH. O glutamato poderia
potencialmente produzir influxo de Ca®*" toxico para os neurdnios por quatro
diferentes rotas. Primeiro, o glutamato poderia iniciar um influxo de Ca?* diretamente
pelos canais ibnicos quimicamente acionados, especificamente aqueles acoplados

as subclasses de receptores ionotropicos do glutamato. A segunda rota pela qual o



glutamato poderia induzir influxo de Ca?*, é através dos canais de Ca®" sensiveis &
voltagem ativados pela despolarizacdo da membrana induzida pelo glutamato (Choi,
1988). A terceira rota possivel de entrada de Ca®" induzida pelo glutamato & via
trocador de Na‘/Ca?* da membrana, um mecanismo que normalmente atua
exsudando Ca** mas que pode operar de maneira reversa sob condicdes de elevado
Na® citosolico (Nachsen et al., 1986; Alberdi et al., 2002). Em adigéo,
transportadores de Ca?* dependentes de energia, capazes de bombear Ca®'
citosélico para fora da membrana celular, ou para compartimentos celulares (reticulo
endoplasmatico, mitocéndria), estdo provavelmente prejudicados em condi¢des de
baixa energia, produzidas pela acao persistente do glutamato e hipoxia-isquemia
(Choi, 1988). A quarta possivel rota de entrada de Ca?* é através de fendas
especificas na membrana, aumentadas talvez pela distorgdo da membrana
associada com o inchago excitotoxico agudo induzido pelo glutamato (Choi, 1988).
Finalmente, deve-se ter em mente que as concentracdes citosolicas de Ca®* podem
elevar-se ndo somente por influxo de Ca?*, mas também por liberagdo de depdsitos
intracelulares (Choi, 1988; Alberdi et al., 2002). O metabolismo do fosfolipidio de
inositol pode ser ativado por interacao direta com receptores metabotropicos do tipo |
acoplados a proteinas G (Sugiyama, 1987). Esta ativagao pode levar, via producéo
de inositol 1,4,5-trifosfato, & mobilizagdo de Ca?* intracelular, um processo que por si
s6 pode ser aumentado pela elevagdo de Ca*" citosdlico ou acidose intracelular
(Choi, 1988).

Evidéncias conectando elevacdes na [Ca®']; com morte neuronal subseqiiente
surgiram de estudos que avaliaram ambos eventos no mesmo neurdnio. Ogura e
colaboradores (1988) descobriram que a persisténcia da [Ca®']; elevada em
neurénios hipocampais expostos ao glutamato correlacionava-se com a extenséo da
morte neuronal. Mattson et al. (1989) demonstraram que em culturas de neurdnios
hipocampais, um grande aumento na [Ca®*];apds exposicdo ao glutamato, predizia a
subsequente morte celular.

Em termos de mecanismos, a neurotoxicidade do glutamato pode ser
modelada como um processo de trés estagios mediados pelo Ca?*, analogo aos
modelos atuais de potenciacdo de longa duragdo: indugao, amplificagcdao e
expressao (Choi, 1994).

A indugcdo da neurotoxicidade do glutamato consiste da ativagdao dos

receptores glutamatérgicos, levando ao desenvolvimento rapido ou lento de um



quadro danoso, caracterizado por alteracbes intracelulares (aumento nas
concentracdes citoplasmaticas de Ca®*, Na*, CI', agua, IP; e diacilglicerol), que irdo
desencadear os eventos subsequentes (Choi, 1994).

Apods a indugdo da toxicidade do glutamato, varios eventos podem atuar
amplificando as alteracdes intracelulares, especialmente as elevagdes locais na
[Ca?*]; (Choi, 1990). Tais eventos podem incluir a liberagdo de Ca** de depésitos
intracelulares, a ativacdo de certas familias de enzimas — por exemplo, quinases C,
enzimas reguladas pela calmodulina, calpainas e fosfolipases; os efeitos da
expressdo genética imediata e a consequente formacdo dos mensageiros
intracelulares acido araquiddnico e oxido nitrico. (Choi, 1994). Em conjunto, estas
alteragdes podem efetuar um aumento duradouro da eficacia sinaptica excitatéria e
do circuito da excitabilidade, exacerbando o fenbmeno da excitotoxicidade. Ainda, o
efluxo de glutamato dos neurbnios injuriados pode contribuir para a propagacao
adicional do dano excitotoxico (Choi, 1992).

A sobrecarga de Ca®* da inicio a uma série de cascatas citotoxicas
responsaveis pela desintegracdo neuronal, expressao da excitotoxicidade. Uma
classe importante de tais cascatas de expressao pode envolver enzimas catabolicas
ativadas por Ca* (Choi, 1994). A protease ativada por Ca?*, calpaina |, pode ser
liberada pelo estimulo de receptores glutamatérgicos (Siman et al., 1989) e pode
degradar importantes proteinas neuronais estruturais. Niveis elevados de Ca**
citosélico podem também ativar a enzima fosfolipase A, capaz de degradar
membranas celulares e liberar acido araquidénico e nucleases, que podem danificar
o DNA gendmico (Choi, 1994). Outra classe importante destas cascatas de
expressado envolve radicais livres de oxigénio. Estas moléculas reativas podem
iniciar muitos processos destrutivos, como a peroxidagao lipidica (Siesjo, 1989); e
uma vez formados, podem promover dano excitotdéxico pela liberagado de glutamato
(Pellegrini-Campietro, 1988). A produgédo de radicais livres pode ser associada a
perda da homeostase celular de Ca?* de varias maneiras, incluindo: (1) a liberacéo
de acido araquiddnico previamente citada, que leva a produgao de radicais livres; (2)
a convers3o estimulada pelo Ca?* da xantina desidrogenase a xantina oxidase, uma
rica fonte enzimatica de radicais livres (Dykens et al., 1987); e (3) o estimulo de
receptores NMDA levando a ativagdo da enzima éxido nitrico sintase e liberagcao de
oxido nitrico (Dawson et al., 1991), que pode reagir com o anion superéxido (‘O7)

formando peroxinitrito (ONOQO") e promovendo a produgao de radicais hidroxil (OH)



(Beckman et al., 1990). De fato, inibidores da 6xido nitrico sintase, deplecéo de
arginina e adicao de hemoglobina, que complexa o 6xido nitrico, sdo capazes de
prevenir a toxicidade induzida por NMDA em fatias de hipocampo (lzumi et al.,
1992).

Apesar de todas as evidéncias descritas até agora, alguns estudos indicam
que pode ndo haver uma relagdo simples entre a elevacdo da [Ca*']i somatica e a
subsequente morte celular neuronal. Apesar da habilidade limitada do cainato em
induzir morte celular de neurdnios corticais apds breve exposicdo ao mesmo, suas
habilidades em elevar a [Ca?*]; somatica podem ser similares as do NMDA (Murphy
et al., 1987). Michaels e Rothman (1990), relataram que o CNQX, um antagonista de
receptores AMPA/KA foi muito efetivo em bloquear a elevagdo na [Ca®']; medida 5-
20 min apos exposigdo ao glutamato, mas nao foi capaz de bloquear a morte
neuronal subsequente. De acordo com Choi (1992), existem duas razbes capazes

de explicar porque medidas experimentais da [Ca*'];

somatica podem nao refletir
uma relagdo existente entre [Ca?']; e morte neuronal: (1) tais medidas podem n&o
captar todo perfil temporal das alteracdes na [Ca®']; relevantes ao dano que se
segue apos o insulto; e (2) a [Ca?']; necessaria para induzir morte neuronal pode

estar localizada em compartimentos que se comportam diferentemente da [Ca®")

somatica medida. A [Ca®']

pode alcancar niveis criticos apenas em determinados
tempos e certas localizagcbes. A caracterizacdo precisa dos parametros temporais e
espaciais pode ser necessaria para delimitar uma relagéo entre [Ca®']; e processos
danosos.

Em vista destes resultados conflitantes, Sattler e Tymianski (2000)
descreveram duas hipoteses que poderiam explicar a relagdo entre sobrecarga de
Ca?* e toxicidade: (a) hipdtese da carga de Ca**, que sugere que a neurotoxicidade
induzida pelo Ca** é simplesmente uma funcao linear da quantidade de Ca*" que
entra na célula e a (b) hipétese da especificidade da fonte, que sugere que a
neurotoxicidade induzida pelo Ca®*, assim como varios outros processos
dependentes de Ca?*, incluindo plasticidade sindptica e expressdo génica, é
regulada separadamente por rotas sinalizadoras distintas associadas a vias
especificas de influxo de Ca®". Esta hipdtese foi originalmente baseada em
experimentos utilizando indicadores de Ca®" livre (Sattler and Tymianski, 2000), e é

a hipétese mais bem aceita nos dias atuais (Arundine and Tymianski, 2004).



A mitocdndria € a organela celular com maior capacidade de sequestrar e
acumular Ca?* (Nicholls, 2004). De fato, quando o Ca®" citosdlico é aumentado,
acumula-se na mitocdndria através de sistema uniporter de estrutura ainda
desconhecida (Beutner, 2001). Apos exposi¢do ao glutamato, as alteragbes na
[Ca®]; seguem um padrdo estereotipado. A [Ca*']i aumenta transitoriamente, e
depois de um periodo de laténcia variavel, volta a crescer novamente,
provavelmente dentro de uma escala de valores yM, acompanhada intimamente
pelo colapso do potencial de membrana mitocondrial (AWy) (Krieger & Duchen,
2002).

Evidéncias recentes sugerem que o0 aumento na concentragao mitocondrial de
Ca?* pode ter um papel central na inducdo da morte neuronal sob tais condicdes.
Deste modo, limitando a captagdo mitocondrial de Ca®** por despolarizacdo do
potencial mitocondrial, confere-se protecao aos neurdnios contra a morte celular
tardia que ocorre apds exposigcdo ao glutamato (Nicholls & Budd, 2000). Este
trabalho também demonstra que o colapso do AW, por si sO, ndo pode ser a causa
principal para a morte neuronal tardia induzida por receptores NMDA, e sim uma
conseqiiéncia do processo iniciado na mitocdndria devido ao acimulo de Ca**.

Na presenca de concentragdes fisiolégicas de fosfato, estima-se que a
mitocdndria possa acumular concentracdes mM de Ca** (Nicholls & Budd, 2000).
Contudo, o acumulo excessivo de Ca®* acarreta pelo menos dois efeitos deletérios,
podendo causar a abertura do chamado poro de permeabilidade mitocondrial
transitorio (PPMT) e a deposi¢do de precipitados de Ca?*-fosfato.

Ainda em relagdo ao papel primario da mitocondria na morte neuronal
induzida pelo glutamato, Ankarcrona e colaboradores (1995) demonstraram que o
glutamato pode induzir morte necrética ou apoptética dependendo da fungéo
mitocondrial. Durante e logo apds a exposi¢gdo ao glutamato, uma subpopulagao dos
neurénios cerebelares morreu por necrose. Nestas células houve colapso do AW,
inchaco do nucleo e fragmentos intracelulares ficaram dispersos no meio de
incubagdo. Neurbnios que sobreviveram a fase inicial necrética recuperaram o
potencial de membrana e os niveis energéticos; e acabaram depois morrendo por
apoptose, que foi caracterizada pela formacdo de nucleo apoptdtico e pela
degradagdo da cromatina em fragmentos de alto e baixo peso molecular. Estes
resultados sugerem entéo, que a fungdo mitocondrial é fator critico na determinagao

da maneira da morte neuronal no processo excitotoxico.



I1.1.4-A relac&o entre excitotoxicidade e estresse oxidativo

Inimeras evidéncias sugerem que o estresse oxidativo pode atuar como
mediador da morte neuronal excitotoxica que ocorre apos a estimulagdo de
receptores glutamatérgicos ionotropicos (Coyle and Puttfarcken, 1993; Beal, 1995;
Mattson, 2004). Ao considerarem-se tais estudos, € importante se considerar trés
linhas de evidéncias que sao criticas para distinguir estresse oxidativo como um
fendbmeno versus um evento causal na morte neuronal: (i) radicais de oxigénio
devem ser gerados durante o periodo do dano irreversivel; (ii) evidéncias de danos
oxidativos devem estar presentes e (iii) neutralizadores de radicais livres ou
inibidores de processos geradores de radicais de oxigénio devem prevenir
degeneragao neuronal (Bains & Shaw, 1997). Todos estes critérios sdo satisfeitos
tanto por agonistas de receptores NMDA, quanto ndo-NMDA: a ativagdo de
receptores NMDA e KA aumentam o dano induzido por radicais livres aos lipidios; e
este dano pode ser prevenido pelo tratamento simultdneo com varios antioxidantes
(Miyamato et. al, 1989; Miyamoto and Coyle, 1990; Monyer H.et al., 1990;
Puttfarcken et al., 1993). Estes resultados sugerem que um ou mais dos seguintes
mecanismos podem ocorrer: a estimulagcédo de receptores glutamatérgicos ativa rotas
bioquimicas que produzem radicais livres; e/ou desacoplam o transporte mitocondrial
de elétrons; ou deprimem o sistema de defesa neuronal contra os danos produzidos
por radicais livres (Bains & Shaw, 1997). De maneira oposta, radicais livres podem
aumentar a liberagao, e reduzir a captagao de glutamato na fenda sinaptica (Volterra
et al.,, 1994). Um ciclo de perpetuacao propria pode comecgar com a ativacdo de
receptores do glutamato aumentando a producédo de radicais livres, que pode levar a
ativacao adicional do receptor (Simonian & Coyle, 1996).

Existem muitos trabalhos indicando a elevacdo dos niveis de ions Ca*
citosolicos como uma conexao importante entre estresse oxidativo e excitotoxicidade
(Bondy, 1995; Nicholls, 2004; Mattson, 2004). A estimulagcdo da enzima fosfolipase
A, pelo calcio pode levar a liberacdo de acido araquidénico (Bondy, 1995). A
conversao enzimatica deste composto, por enzimas que utilizam diretamente
oxigénio molecular, como as lipoxigenases e ciclooxigenases, em prostaglandinas,
leucotrienos e tromboxanos, leva a uma consideravel formacgao de espécies reativas
de oxigénio (Saunders & Horrocks, 1987; Pazdernik, 1992). Esta pode representar
uma das maneiras pelas quais eventos excitatorios promovem formagao excessiva

de espécies reativas de oxigénio (Pellerin & Wolf, 1991). O Ca®*" também pode



ativar a eclosao respiratéria de leucécitos polimorfonucleares levando a produgao de
anion superoxido. Tais leucdcitos se acumulam em tecidos cerebrais pos-isquémicos
(Zimmerman et al., 1989).

Para manter baixos niveis intracelulares de calcio, os neurdnios utilizam
quantidade consideravel de energia metabdlica através de bombas no reticulo
endoplasmatico, membrana plasmatica e mitocondria (Halliwell & Gutteridge, 1999).
A disfungdo mitocondrial levando a niveis de ATP reduzidos produz lesdes
excitotdxicas in vivo (Beal, 2000). O glutamato é captado do meio extracelular pelos
astrécitos, onde é convertido em glutamina pela agdo da glutamina sintetase, uma
enzima dependente de ATP, e entdo liberada para os neurbnios. Os neurbnios
convertem entdo a glutamina novamente em glutamato pela agdo da glutaminase.
Este ciclo pode ser quebrado por inibidores da glutamina sintetase, uma enzima
facilmente danificada por estresse oxidativo (Levine, 1983). Assim, a conversao de
glutamato em glutamina nos astrocitos pode ser bloqueada tanto por estresse
oxidativo, quanto por falha energética, levando ao acumulo intracelular de glutamato,
e sua liberagao no espacgo extracelular (Emerit et al., 2004).

O transporte de glutamato para os astrocitos pode ser inibido por espécies
reativas de oxigénio (Chen et al., 2000; Danbolt, 2001) e o transportador de
glutamato GLT-1 parece ser um alvo seletivo da oxidacdo em mutantes deficientes
de superoxido dismutase (Trotti et al., 1999).

Os resultados de Kannurpatti e colaboradores (2004) demonstraram que a
formacgao de espécies reativas de oxigénio e a citotoxicidade induzida por glutamato
foram indubitavelmente dependentes de Ca?". Sugere-se que a despolarizagdo da
membrana mitocondrial ocorre devido a carga celular de Ca®* e a metabolizacdo
subseqiiente do Ca®* pela mitocondria (Kristal & Dubinsky, 1997).

O glutamato também ¢é capaz de induzir dano e morte celular mesmo em
células que nao expressam receptores ionotrépicos e metabotropicos. Este processo
parece ser mediado pela deplecdo de glutationa (GSH) por competicdo entre o
glutamato e a cisteina pelo transportador de cisteina, prevenindo o suprimento de
cisteina que é necessario para a resintese de GSH (Schubert & Piasecki, 2001).
Este processo costuma ser referido como a “toxicidade oxidativa do glutamato”. Uma
vez que a GSH é o principal agente antioxidante enddgeno, removendo espécies

reativas de oxigénio, esta toxicidade oxidativa envolve um aumento em cascata de



especies reativas de oxigénio mitocondriais, seguido da deple¢ao dos mecanismos
de defesa antioxidantes (Maher, 2001).

Normalmente, a producdo de espécies reativas de oxigénio € mantida em
niveis nao-deletérios por uma variedade de antioxidantes, quelantes metalicos e
enzimas detoxificadoras. Niveis extracelulares de aminoacidos excitatorios séo
regulados por potentes mecanismos de captacdo de alta afinidade presentes
principalmente na glia (Bondy, 1995; Danbolt, 2001). Falhas nos mecanismos de
geragao de energia celular para manter a demanda necessaria podem levar tanto a
um estado hiperexcitado, quanto a formacdo excessiva de espécies reativas ao
oxigénio. Estados de doenca quase que invariavelmente envolvem entropia celular
elevada, sendo entdo razoavel esperar-se que o0 estresse oxidativo e a
excitotoxicidade sejam fatores contribuintes para muitas doengas neuroldgicas, que
num primeiro momento paregam nao-relacionadas (Bondy, 1995).

Nos dias atuais, existem evidéncias de que interacdes oxidativas/excitatorias
possam também atuar na regulacdo da morte celular programada. A inibicdo crénica
da superéxido dismutase (enzima responsavel por detoxificar o anion superéxido)
produz morte apoptdética de neurbnios espinhais; que pode ser prevenida pela co-
administracao de antagonistas de receptores do glutamato (Rothstein, 1994).

A relacao precisa de causal/efeito entre eventos excitatérios e oxidativos no
cérebro vivo € ainda desconhecida. Muitas correlagdes ja foram demonstradas em
sistemas isolados, mas o papel quantitativo destes eventos em sistemas intactos,
ainda precisa ser elucidado (Bondy, 1995). Contudo, a validagdo do potencial
terapéutico de antioxidantes e bloqueadores de canais de calcio, ndo precisa
esperar pelo esclarecimento final da inter-relacdo entre estes processos que sao
iniciados por falha na geracéao intracelular de energia e pelo colapso do gradiente
idnico (Bondy, 1995).

I.2-Retina

O olho é um 6rgéao receptor altamente especializado do sistema nervoso. Na
verdade, a parte retiniana do olho é formada por tecido nervoso que se evagina do
cérebro durante o desenvolvimento fetal. Ainda mais, a retina contém neurénios, da
mesma forma que o encéfalo e a medula espinhal. A retina é a parte do olho que
converte a imagem visual em padrao de impulsos nervosos transmitidos pelo nervo

Optico e encéfalo (Guyton, 1988). A Figura 6 mostra a organizacao geral de um olho.



Na neurofarmacologia, em todas as areas da biologia experimental, a escolha
correta do modelo tecidual € de extrema importancia. A retina, além de ser muito
acessivel, possui muitas caracteristicas do tecido nervoso central; além disto, dados
embrioldgicos, morfolégicos e funcionais indicam que juntamente com o nervo
optico, a retina pode ser considerada uma extensao do cérebro (Shepherd, 1974).

A retina € uma fina camada de tecido nervoso situada na parte de tras do
olho. A sua organizagdo é bem caracterizada, constituida essencialmente de cinco
tipos de neurdnios e um tipo de célula glial (Barnstable, 1993). A Figura 7 mostra a

anatomia da retina, com suas distintas camadas celulares.
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Figura 6: Estrutura geral do olho.

O complexo processamento do estimulo visual pela retina, incluindo detecgao
de cor, brilho, contraste e movimento, € realizado pela interagdo das células
neuronais; como fotorreceptores (cones e bastonetes), células bipolares, células
horizontais, células amacrinas e células ganglionares (Nowak, 1988).
Morfologicamente, a retina € caracterizada em duas camadas de conexdes
sinapticas: camadas plexiformes interna e externa (Nowak, 1988). Mesmo que tanto
funcdes sinapticas elétricas, quanto quimicas ocorram na retina, a ultima predomina;
e a “interconexao” entre os neurdnios da retina parece ser mediada quimicamente na

sua maior parte (Nowak, 1988).
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Figura 7: Anatomia funcional da retina.

Varios neurotransmissores, incluindo o glutamato, atuam na retina. De fato,
juntamente com o GABA, o glutamato é o transmissor predominante na retina, sendo
utilizado tanto por fotorreceptores, quanto por células bipolares em rotas radiais
(Barnstable, 1993).

Existem cinco razdes principais pelas quais a retina de vertebrados tornou-se
um atrativo modelo tecidual para experimentacdo, particularmente in vitro (Nowak,
1988):

1. Devido a sua localizagdo extracranial, o procedimento de dissecagao da

retina é simples, e causa-se menos trauma ao tecido quando comparado
com a preparacado de fatias cerebrais. Apesar de sua fina espessura, a
retina é forte o bastante para permanecer intacta durante o processo de
isolamento, sendo o unico dano causado ao tecido o corte do nervo optico.
2. Em alguns vertebrados (como anfibios, aves, répteis e mamiferos) a retina
nao possui vasos penetrantes, e recebe nutrientes por capilaridade de
outras superficies; portanto este 6rgdo nao é tdo prejudicado ao ser
removido do olho e transferido para meio contendo fluido similar ao

natural.



3. Dados morfolégicos, metabdlicos e eletrofisioldgicos indicam que a retina
isolada mantém praticamente todas suas atividades fisiologicas, incluindo
a capacidade de responder a luz, por varias horas.

4. O estudo do tecido in vitro (assim como acontece com fatias cerebrais)
permite ao investigador expor as células intactas de retina a drogas com
concentragcbes e tempo de exposicdo bem definidos; assim como medir
sua entrada e saida das células.

5. Estimulos fisiolégicos podem ser facilmente e precisamente utilizados em

experimentacao.

Finalmente, a retina isolada de embrido de pinto € o0 modelo tecidual mais
antigo e mais estudado para a analise dos efeitos excitotdéxicos do glutamato e seus
agonistas (Rothman & Olney, 1987). Agonistas das trés classes de receptores
glutamatérgicos ionotrépicos atuam como excitotoxinas na retina ex vivo, e estudos
fisiologicos demonstraram que cada tipo celular danificado pelo glutamato possui
receptores ionotrépicos do glutamato que fisiologicamente conduzem informacdes
visuais na retina (Romano et al., 1998). Além disto, este modelo caracteriza-se pela
sensibilidade a concentragbes anormais de glutamato extracelular e seus analogos
(Burgos et al., 2000).

Por estas razoes, e também devido ao fato de constituir um método simples e
barato, este foi 0 modelo experimental de escolha para avaliar a habilidade dos

compostos organocalcogénios em antagonizar as agdes toxicas do glutamato.

I.3-Organocalcogénios

Os elementos quimicos oxigénio (O), enxofre (S), selénio (Se), telurio (Te) e
polénio (Po) localizados no grupo 16 (antigo 6A) da tabela periddica sao
denominados de calcogénios (Feltre, 1995). Sdo considerados elementos tipicos,
caracteristicos ou representativos; e a semelhanca de propriedades quimicas entre
estes elementos é maxima (Feltre, 1995).

Desde a década de 30, compostos organocalcogénios tém sido alvo de
interesse de estudo, devido as suas aplicagbes sintéticas na quimica orgéanica e
suas propriedades biolégicas (Comasseto, 1983; Parnham & Graf, 1991; Kanda et

al.,, 1999). Existe uma tentativa crescente de desenvolvimento de compostos



organocalcogénios que possuam atividades biolégicas e aplicacbes farmacoldgicas
(Parnham & Graf, 1991). Devido ao fato de formas organicas de selénio e telurio
apresentarem atividade mimética da enzima glutationa peroxidase, tém-se sugerido
0 uso de tais compostos como possiveis agentes antioxidantes (Wendel et al., 1984;
Mdaller et al., 1985). Em adi¢do, os organocalcogénios s&o capazes de retardar a

peroxidacgao lipidica induzida por uma variedade de oxidantes (Engman et al., 1995).

[1.3.1-Selénio

[1.3.1.1-Importancia fisiolégica

O mineral traco Se € um nutriente essencial de importancia fundamental para
a biologia humana (Rayman, 2000). Este elemento quimico foi descoberto e
denominado pelo quimico sueco Jons J. Berzelius em 1817, mas passaram-se mais
de 100 anos até que fosse associado a saude humana (Brauer & Savaskan, 2004).
Durante os primeiros anos de sua existéncia, o Se ficou conhecido apenas como um
agente ambiental toxico de animais domésticos pertencentes a granjas ou fazendas
(Trelease & Beath, 1949), mas durante as trés ultimas décadas este mineral
mostrou-se essencial em varios aspectos da saude humana (Chen & Berry, 2003),
havendo evidéncias de sua participagdo na prevencao de diferentes tipos de cancer,
doengas cardiovasculares e infecgdo viral, bem como na regulagcdo do
funcionamento da tiredide, fungédo imune, humor e reprodugéo (Rayman, 2000).

A essencialidade do selénio deve-se a sua incorporacdo em selenoproteinas,
como selenocisteina, o 21° aminoacido proteinogénico (Chen & Berry, 2003). A
incorporagdo do Se em selenocisteina é especifica e mediada a nivel ribossomal
(Arteel & Sies, 2001). A selenocisteina é estruturalmente similar a cisteina, mas o Se
€ melhor nucledfilo que o enxofre, e selenocisteinas estdao ionizadas em pH
fisiolégico, enquanto que cisteinas estdo tipicamente protonadas (Stadman, 1996).
Em adicdo a incorporagcdo como selenocisteina, o Se pode substituir o enxofre na
metionina, formando selenometionina, que pode ser incorporada de maneira nio-
especifica em proteinas no lugar da metionina (Chen & Berry, 2003). Finalmente, o
Se pode ligar-se fortemente a algumas proteinas, conhecidas como proteinas
ligadoras de Se, numa tentativa de diferencia-las das verdadeiras selenoproteinas
(revisado por Behne & Kyriakopoulos, 2001).

Até os dias atuais, tém-se caracterizadas as sequéncias de 29

selenoproteinas (Brauer & Savaskan, 2004), e estas sao identificadas como enzimas



com residuos de selenocisteina no seu dominio catalitico. Estas selenoenzimas,
com excecao da selenofosfato sintetase sdo cataliticamente ativas em reagdes redox
(Brauer & Savaskan, 2004). O melhor exemplo desta fung&o redox € a reducgéo de
peréxido de hidrogénio e hidroperdxidos danificadores de lipidios e fosfolipidios em
produtos inofensivos (como agua e alcoois) pela familia das glutationa peroxidases
dependentes de selénio (Diplock, 1994). Esta funcao ajuda a manter a integridade
das membranas (Diplock, 1994), protege contra a produgéo de prostaciclinas (Néve,
1996), e reduz a probabilidade de propagacédo de danos oxidativos adicionais a
biomoléculas como lipidios, lipoproteinas e DNA, associados a condi¢cdes de risco
elevadas de aterosclerose e cancer (Diplock, 1994; Néve, 1996). A selenocisteina é
critica para as atividades cataliticas de varias selenoproteinas como, por exemplo,
de glutationas peroxidases (reduzindo peroxidos e atuando na fertilidade masculina),
de iodotironina deiodinases (regulando a atividade hormonal da tiredide), de
tioredoxina redutases (regenerando sistemas antioxidantes, regulando expressao
genética, viabilidade e proliferacdo celular) e de metionina sulféxido redutases
(reparando metioninas em proteinas danificadas) (Chen & Berry, 2003).

Doencgas relacionadas a deficiéncia de selénio em humanos ja foram
identificadas em areas da China, onde o solo é extremamente pobre em Se: doenga
de Keshan, uma cardiopatia endémica e doenca de Kashin-Beck, uma forma de
artrite deformante (Reilly, 1996). Acredita-se que ambas as condigdes apresentem
outros co-fatores causativos.

O Se consumido em alimentos e suplementos pode apresentar-se de variadas
formas organicas e inorganicas, incluindo selenometionina (fontes animais e
vegetais e suplementos), selenocisteina (principalmente fontes animais), selenato e
selenito (principalmente suplementos) (Rayman, 2000). A biodisponibilidade e
distribuicao tecidual dependem da forma ingerida. Por exemplo, a selenometionina é
mais eficiente em aumentar o status aparente de selénio porque néo é incorporada
de maneira ndo-especifica em proteinas (como hemoglobina, albumina) no lugar da
metionina (Thomson, 1993). Contudo, a selenometionina precisa ser catabolisada
até um precursor inorganico antes de entrar no pool de Se disponivel. Entdo, a
selenometionina € uma fonte metabdlica de Se menos disponivel do que selenito ou
selenato, uma vez que estes precisam apenas ser reduzidos até seleneto provendo
selenofosfato, que €& o precursor da selenocisteina, a forma ativa do Se nas

selenoproteinas (Allan et al., 1999). Nao obstante, as formas organicas séao



preferencialmente utilizadas em intervengdes, em parte porque apresentam menor
toxicidade aguda (Rayman, 2000). Tais formas organicas podem, contudo, serem
mais toxicas durante consumo em longo prazo, devido a retengao nao especifica do
Se como selenometionina em proteinas corporais, ao invés de ser excretado
(Rayman, 2000).

O fato de o cérebro reter quantidades apreciaveis de Se mesmo apos longos
periodos de privacao do mesmo, demonstra a importancia deste elemento trago para
o funcionamento adequado do cérebro (Savaskan et al., 2003).

Os dados clinicos mais convincentes acerca da relagao entre Se e desordens
neuroldgicas surgiram de dois estudos independentes, que sugerem que pelo menos
uma forma de convulsdo intratavel em criangas € associada com baixos niveis de
Se. Weber e colaboradores demonstraram, em 1991, que os niveis plasmaticos de
Se e a atividade da glutationa peroxidase sanguinea estavam severamente
reduzidos em quatro criangas com convulsdo intratavel. Subseqientemente, em
1994 demonstrou-se que em casos similares de convulsdes intrataveis, a
administragcao repetida de Se causava reducdo dos episddios convulsivantes
(Ramaekers et al., 1994).

A exposicao de animais a metanfetamina resulta em formagao elevada de
radical superoxido e oxido nitrico, que interagem produzindo peroxinitrito. O
peroxinitrito € um potente oxidante, levando ao dano dopaminérgico (Imam & Ali,
2000). Deste modo, a administragcdo de multiplas doses de metanfetamina a
camundongos resulta em efeitos toxicos de longa duracdo sobre o sistema
dopaminérgico nigro-estriatal, tornando-se um modelo relevante de Doenca de
Parkinson. Em camundongos suplementados com Se, esta toxicidade
dopaminérgica foi significativamente atenuada, quando comparada aos
camundongos tratados com dietas deficientes em Se (Kim et al., 2000). O pré-
tratamento dos animais com Se e melatonina pode proteger completamente contra a
deplecdo de dopamina estriatal induzida por metanfetamina (Imam et al., 2001). A
razao para os efeitos protetores do Se contra a metanfetamina foi atribuida a
eficiente neutralizacdo do peroxinitrito pelas selenoproteinas (Sies & Arteel, 2000).

A 6-hidroxidopamina é uma neurotoxina especifica para neurdnios
catecolaminérgicos tanto do sistema nervoso central, quanto periférico. A Doencga de
Parkinson induzida por este composto em ratos, foi prevenida pelo Se de maneira

dependente da dose, através da regulacédo do status antioxidante e pela prevengao



da perda de dopamina. Este estudo demonstrou que o Se pode ser util em atrasar a
progressao da neurodegeneragao no parkinsonismo (Zafar et al., 2003).

Os efeitos bioldgicos do selénio tém sido atribuidos a sua ag&o antioxidante e
subsequente remogdo de espécies reativas de oxigénio e peroxidos organicos
(Brauer & Savaskan, 2004). As estratégias fisioldgicas e farmacoldgicas para
alcancar uma defesa antioxidante sdo organizadas em trés categorias: prevencao,
intercepcao e reparo (Sies, 1993b). No contexto de defesa antioxidante, o Se atua
principalmente ao nivel de intercepgao (Arteel & Sies, 2001). O objetivo principal de
interceptar espécies danosas, uma vez formadas, €& desativa-las. Além disso,
interceptar também implica em retirar agentes pro-oxidantes de compartimentos
mais sensiveis da célula (Arteel and Sies, 2001).

Compostos de Se com natureza quimica inerte, como selenato e
selenometionina, também apresentam efeitos bioldgicos. Contudo, estes compostos
sdo incorporados em selenoproteinas, e, portanto, afetam a sinalizagcao celular via
sintese protéica de novo, demonstrando que a sintese protéica de novo de
selenoproteinas contribui de alguma maneira para os efeitos benéficos do Se
(Savaskan et al., 2003).

A principio, os efeitos benéficos do Se sobre os neurbnios podem ser
resumidos como:

1. prevencao da peroxidacao lipidica e protecdo da membrana plasmatica;

2. protecao contra dano celular oxidativo;

3. inducao de novo e elevagao de selenoproteinas protetoras;

4. balango da atividade de quinases e fosfatases e

5. prevencgao de danos ao DNA.

11.3.1.2-Ebselen

O conceito de que moléculas contendo Se podem ser melhores nucledfilos (e,
portanto antioxidantes) do que antioxidantes “classicos” propiciou o desenvolvimento
de compostos organicos de Se sintéticos (Arteel & Sies, 2001). Nos ultimos anos
tém-se encontrado muitos trabalhos na literatura especializada, acerca de
compostos miméticos da glutationa peroxidase, que assim como a enzima nativa
devem sua atividade a caracteristica redox do Se. O primeiro exemplo de tais
compostos foi o ebselen (Muller et al., 1984), que é capaz de prevenir efeitos

neurotoxicos e bloquear a peroxidagao lipidica em culturas de neurbnios de ratos



causada por exposicdo aguda a agonistas do glutamato (Porcituncula et al., 2001;
Rossato et al., 2002a).

Muitas das propriedades bioldgicas do ebselen poderiam ser explicadas pela
sua agdo como mimético enzimatico, exercendo fungdes da selenoenzima glutationa
peroxidase (Muller et al., 1984) e da enzima fosfolipidio hidroperdxido glutationa
peroxidase (PHGpx) (Maiorino et al., 1992).

Acredita-se que a reagdo enzimatica ciclica catalisada pela glutationa
peroxidase seja procedida via trés passos principais, envolvendo a selenocisteina
ligada a enzima, E-Cis-SeH, que se apresenta como selenol ou mais provavelmente
como selenolato (Figura 8) (revisado por Flohé, 1989). No primeiro passo, reacao
(1), o hidroperodxido orgénico, ROOH, reage formando acido selenénico, E-Cis-SeOH
e o alcool correspondente, ROH. Os dois passos seguintes consistem da reducéo
sequencial por tidis, como a glutationa (GSH). A reacao (2) origina selenosulfeto e
agua, e finalmente a reacao (3) regenera o selenol e o disulfeto, glutationa oxidada
(GSSG). A reacéo total é a realizada pela glutationa peroxidase ou PHGpx, a reagao
(4).

E-Cis-SeH + ROOH — E-Cis-SeOH + ROH (1)

E-Cis-SeOH + GSH — E-Cis-Se-SG + H,O (2)

E-Cis-SeSG + GSH — E-Cis-SeH + GSSG _ (3)
ROOH + 2GSH — ROH + H,O + GSSG (4)

Figura 8: Reacgéo enzimatica ciclica da glutationa peroxidase.

Em suas analises quimicas sobre a reatividade do tipo glutationa peroxidase
do ebselen, Fischer e Dereu (1987) propuseram a formagdo de um disseleneto, o
2,2-diselenobis-(N-fenilbenzamida) como um passo chave para a atividade catalitica
do mesmo. Contudo, em estudo cinético a respeito da reacdo de catalise da
glutationa peroxidase exercida pelo ebselen, Maiorino e colaboradores (1988)
concluiram que 0 mecanismo parecia cineticamente idéntico ao da reagao
enzimatica. Foi subsequentemente concluido por Morgenstern e colaboradores
(1992) que o selenol &€ a espécie molecular predominante, responsavel pela
atividade peroxidase dependente de glutationa ou ditiotreitol do ebselen. Desta
forma, parece que a reagao catalitica do tipo glutationa peroxidase, exercida pelo
ebselen, é analoga ao mecanismo de catalise da enzima glutationa peroxidase
(Flohé, 1989).



Ao contrario da reagao catalisada pela enzima, que contém sitios de ligagao
especificos para a glutationa, o ebselen pode utilizar outros tidis em adicdo a
glutationa, como por exemplo, ditiotreitol (Muller et al., 1985), N-acetilcisteina
(Cotgreave et al., 1987) ou dihidrolipoato (Haenen et al., 1990).

Um novo aspecto das fungdes bioldégicas do ebselen diz respeito as
observagdes de sua excepcional alta reatividade com o peroxinitrito, um agente ativo
importante em processos inflamatérios (Masumoto & Sies, 1996). A constante de
segunda ordem do ebselen com o peroxinitrito & de 2 x 10° M™'s™ (Masumoto et al.,
1996), um dos valores mais altos que se conhece para a redugdo do peroxinitrito
(Arteel et al., 1999).

Maiorino e colaboradores (1992) e Noguchi e colaboradores (1992)
concluiram que o papel principal do ebselen na protegdo contra diferentes tipos de
insultos oxidativos esta relacionado com sua capacidade de mimetizar glutationa
peroxidases, principalmente PHGPx, baseados na sua alta reatividade com
fosfolipidios e hidroperdxidos de colesterol. A agdo neutralizadora direta de radicais
livres, estudada em sistemas quimicos, parece ter menor importancia para os efeitos
do ebselen em sistemas bioquimicos (Parnham & Sies, 2000).

Outro aspecto, nao relacionado as atividades como mimético enzimatico do
ebselen, reside na alta reatividade do mesmo frente a grupos tidlicos, levando a
inativagdo ou inibicdo de enzimas (Parnham & Sies, 2000).

O efeito antiinflamatério do ebselen também tem chamado muita atengao
nestes ultimos anos (Parnham & Graf, 1991; Parnham, 1996), mas uma vasta lista
de condi¢des experimentais indica que o ebselen possui uma série de efeitos de
interesse clinico potencial. Efeitos inibitérios do ebselen, além dos vistos em
sistemas geradores de radicais livres, incluem inibicdo da infiltragcao inflamatéria de
leucdcitos, da liberagdo de citoquinas, da sintese de leucotrienos, da injuria por
isquemia-reperfusdo, do dano gastrico e hepatico, e da apoptose (revisado por
Parnham & Sies, 2000).

O metabolismo do ebselen tem sido estudado em diferentes modelos
experimentais, tanto intacto, quanto isolados; animais e humanos (revisado por Sies,
1989). O conceito atual acerca do transporte do ebselen no organismo é de que o
mesmo esteja ligado a proteinas, e que haja uma troca com tidis de baixo peso
molecular dentro das células e tecidos (revisado por Sies, 1993a). Wendel e

colaboradores (1984) sugeriram que o Se presente na molécula do ebselen nao



estaria biodisponivel, portanto, este Se nao entraria para o pool de Se corporal
disponivel e metabolizavel; o que poderia explicar a baixa toxicidade do ebselen em
modelos experimentais.

A eficacia clinica do ebselen foi analisada em trés estudos duplo-cegos,
controlados por placebo, em casos de choque isquémico agudo (Yamaguchi et al.,
1998), aneurisma decorrente de hemorragia subaracnodidea (Saito et al.,, 1998) e
oclusdo aguda da artéria cerebral média (Ogawa et al., 1999). Os resultados destes
estudos clinicos revelaram que o ebselen proporcionou uma melhora significativa em
pacientes que vivenciaram isquemia cerebral de curta duragdo, mas ndo em
pacientes que sofreram derrame nao-oclusivo severo. Os efeitos benéficos do
ebselen foram intimamente correlacionados com a rapidez do inicio do tratamento
apos o choque isquémico. A seguranca e tolerabilidade ao ebselen foram boas e
nao houve efeitos adversos aparentes. Em relagdo a investigagbes pré-clinicas, €
muito provavel que se encontrem aplicagdes para o ebselen em outras desordens

isquémicas e/ou inflamatadrias.

Il. 3. 2-Diorganocalcogénios

Baseado nos fatos de que as propriedades farmacolégicas do ebselen estao
relacionadas a sua atividade do tipo tiol peroxidase e de que diorganocalcogénios
sdo compostos miméticos da glutationa peroxidase, nosso grupo de pesquisa tém
avaliado as propriedades farmacoldgicas do composto disseleneto de difenila (Figura
2). Com respeito as suas propriedades antioxidantes, o disseleneto de difenila é
capaz de inibir a peroxidacgao lipidica induzida por acido quinolinico (que estimula de
maneira exacerbada o sistema glutamatérgico) e por nitroprussiato de sédio (um
doador de oxido nitrico) (Rossato, 2002b). Em adi¢cédo, o disseleneto de difenila
interfere com o sistema glutamatérgico tanto in vitro, quanto in vivo, inibindo a
ligacdo de glutamato e MK-801 (um antagonista de receptores NMDA) em
membranas sinapticas de cérebro de rato (Nogueira et al., 2001).

De particular importancia é o fato do disseleneto de difenila ser uma droga
segura quando administrado agudamente a ratos e camundongos em doses que
apresentam atividades antiinflamatoria e antinociceptiva (Nogueira et al., 2003).
Enquanto o ebselen € uma molécula complexa, e consequentemente de sintese
cara, disselenetos sao facilmente sintetizados e estruturalmente mais simples que o

ebselen.



Dados recentes demonstram que o disseleneto de difenila consegue prevenir
simultaneamente dois efeitos provocados pela privagao de glicose e oxigénio em
fatias hipocampais de rato: morte celular e aumento no imunoconteudo da enzima
oxido nitrico sintase induzivel (Ghisleni et al., 2003). Além disso, o disseleneto de
difenila foi capar de reduzir o influxo de **Ca** induzido por 4-aminopiridina em
sinaptossomas de cérebro de rato, em concentragdes micromolares (Moretto et al.,
2003).

11.3.3-Teldrio

O elemento Te foi descoberto em 1782. Entretanto a inclusdo deste atomo em
moléculas organicas ocorreu somente no inicio do século XIX. Os efeitos do Te
sobre o0 organismo animal comegaram a ser estudados por Gmelin (1824). Todavia,
os primeiros relatos a respeito da toxicidade deste elemento surgiram apds o
acidente de Windscale (UK) na Europa (Stewart & Crooks, 1958).

Ao contrario do Se, o Te nao apresenta fungao fisiolégica descrita até o
momento (Taylor, 1996). Entretanto, as configuracdes eletrénicas do Se e do Te s&o
semelhantes; consequentemente, estes apresentam algumas caracteristicas
similares, como toxicidade, que pode estar relacionada ao estado de oxidagéo deste
elemento (Van Vleet & Ferrans, 1982).

Industrialmente, o Te € utilizado na manufatura de semicondutores e outros
componentes eletronicos (Clayton & Clayton, 1981). Além disto, € empregado na
sintese de farmacos e explosivos, na vulcanizacdo de borracha, em lubrificantes
sélidos e na petroquimica, entre outros (Taylor, 1996). Casos de intoxicag&o
ocupacional aguda por Te sao raros; entretanto, quando ocorrem, os sintomas séo
dores de cabecga, nauseas, alteracdo da frequéncia cardiaca, bem como odor
caracteristico de alho (Taylor, 1996). O mecanismo para explicar a toxicidade do Te,
assim como a do Se, envolve a oxirredugdo de grupamentos tidlicos de moléculas
biologicamente ativas (Deuticke et al., 1992).

Compostos inorganicos de Te sao potentes agentes neurotdxicos em ratos,
permeaveis a barreira placentaria (Agnew, 1972), e causam hidrocefalia,
hipomielinizagdo ou desmielinizagcdo (Taylor, 1996; Goodrum, 1998). Por outro lado,
o Te tem sido utilizado terapeuticamente em drogas que atuam no sistema imune, no

tratamento da sifilis e da tuberculose (Hansen, 1853).



Assim como o ebselen, compostos organicos de Te, mais precisamente diaril
teluretos, mimetizam a atividade da glutationa peroxidase na decomposi¢ao
catalitica do perdxido de hidrogénio ou hidroperéxidos orgénicos na presenga de
tidis como agentes estequiométricos redutores (Andersson et al., 1993). O atomo de
Te presente em compostos organicos é facilmente oxidado do estado divalente (+I1)
até o estado tetravalente (+IV), o que torna estes compostos aptos a inibirem a
peroxidagao estimulada em hepatdcitos de ratos e microssomas de rim de rato
(Cotgreave et al.,, 1991; Andersson et al., 1994) e a peroxidacdo azo-induzida do
acido linoléico em metanol (Engman et al., 1995). Estes resultados sugerem também
que compostos organicos de Te podem atuar como antioxidantes quebradores de
cadeia. De fato, um estudo realizado com modelo de peroxidacdo de duas fases
forneceu dados adicionais a suposta capacidade de quebrar cadeias destes
compostos (Vessman et al., 1995).

Tanto diaril teluretos, quanto diaril selenetos, representam uma classe
atraente de compostos para o estudo das propriedades antioxidantes dos
organocalcogénios (Briviba et al., 1998). Nestes compostos, o calcogénio esta ligado
ao carbono por duas ligacbes fortes, tornando os mesmos mais resistentes a
degradacao fotoquimica e térmica. Ao contrario de derivados alquila de Te,
compostos aril ndo sofrem reacdo de eliminacdo syn do teluroxido no estado
tetravalente. Consequentemente, o risco de liberacdo de algum produto de
decomposicao do Te potencialmente téxico, € minimizado (Briviba et al., 1998).

Em estudo recente, Briviba e colaboradores demonstraram que diaril teluretos
mimeéticos da glutationa peroxidase, exibem propriedades biologicas e
potencialmente terapéuticas contra peroxinitrito (Briviba et al., 1998). Em adigao,
estes compostos foram mais eficientes que seus analogos de Se, e até mesmo que
o proprio ebselen. Neste trabalho, os autores ainda sugerem que os diaril teluretos
atuam como neutralizadores de peroxinitrito por um mecanismo de transferéncia de
oxigénio similar ao observado com perdxido de hidrogénio e hidroperoxidos:

Ar;Te + ONOOH — Ar,TeO + ONOH

Ainda em 1998, Wieslander e colaboradores demonstraram pela primeira vez
a atividade protetora e antioxidante de compostos organicos de telurio em sistemas
celulares complexos (Wieslander et al., 1998). Em estudo realizado recentemente,

esta mesma classe de compostos organicos de Te, em baixas concentragdes, foi



capaz de proteger eritrocitos de truta (Salmo irideus) contra estresse oxidativo
induzido termicamente e por variacao de pH (Tiano et al., 2000).

Nosso grupo de pesquisa tem concentrado esforcos no estudo das
propriedades biolégicas de um composto organico de Te, o ditelureto de difenila
(Figura 3). Este composto demonstrou possuir atividade antioxidante, inibindo a
peroxidagao lipidica induzida por acido quinolinico e nitroprussiato de sodio em
cérebro de rato (Rossato et al., 2002b). Ainda, este composto foi capaz de inibir o
influxo de *°Ca®* estimulado por KCI e 4-aminopiridina, de maneira dependente da
dose, em sinaptossomas de cérebro de rato (Moretto et al., 2003).

De grande importancia para este trabalho é o fato de compostos organicos de
Te estarem sendo testados com sucesso em relagédo ao seu efeito neuroprotetor em

modelos neuronais de estresse oxidativo (Kanski et al., 2001).
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Abstract

In this study we evaluated the effects of three simple diorganyl chalcogenides
(diphenyl diselenide, diphenyl ditelluride and diphenyl telluride) and ebselen on
glutamate-driven “°Ca?* influx into chick embryonic retinal cells, as well as their
effects on the excitotoxic retina neuronal damage. None of the compounds tested
interfered with basal “*Ca®" uptake. Diphenyl diselenide and dipheny! ditelluride had
no effects on glutamate-driven “°Ca®* influx. Diphenyl telluride (100-400 pM)
decreased and ebselen (100-400 pM) completely blocked the glutamate-driven
*Ca?" influx (P < 0.01) into chick retinal explants. The assessment of neuronal injury
was made spectrophotometrically by quantification of cellularly reduced MTT (3(4,5-
dimethyl-thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide). Ebselen had no effects on
retinal MTT reduction when co-incubated with glutamate for 8h. However, when
ebselen (100 and 400 uM) was co-incubated for 8 h with glutamate and remained in
the incubation media until MTT evaluation (24 h after the beginning of incubation), it
protected retinas against the decrease in MTT reduction induced by glutamate.
These data indicate that besides its capacity of interacting with Ca* channels, other
mechanisms are involved in the neuroprotection afforded by ebselen in this work;

possibly its antioxidant properties.

Key words: glutamate, excitotoxicity, calcium, oxidative stress, selenium, tellurium,

antioxidants.



INTRODUCTION

Lucas and Newhouse (1957) were the first to suggest that glutamate could be
a neurotoxin, showing that L-glutamate injections could destroy the inner layers of the
mouse retina. These observations were replicated and expanded by Olney (1978),
which in 1969 coined the term “excitotoxicity” to indicate neurodegeneration mediated
by glutamate and related compounds (Olney, 1969). This process has been
proposed to be involved in the pathophysiology of acute brain injury and chronic
neurodegenerative diseases, such as ischemia, head trauma, stroke, Alzheimer’s
disease and Parkinson’s disease (Ozawa et al., 1998; Aarts and Tymianski, 2003).

A strong relationship exists between excessive Ca®" influx through glutamate
receptor-associated channels and glutamate-triggered neuronal injury (Arundine and
Tymianski, 2003). Conditions that lead to endogenous glutamate release increase
the intracellular Ca®* concentration, which activates a large number of Ca?*-
dependent processes and causes neuronal damage, both of which promote further
increase in glutamate release and a decrease in glutamate uptake (Ferreira et al.,
1996).

Glutamate receptor-mediated neuronal degeneration can be separated into
two distinct components of injury, acute and delayed, distinguished by the time
course and ionic dependence of neuronal degeneration (Coyle and Puttfarcken,
1993; Romano et al.,, 1995). The first component probably reflects the influx of
extracellular Na*, accompanied passively by the influx of CI" and water, resulting in
cell volume expansion (Choi, 1992). The second component marked by neuronal
disintegration occurring over a period of hours after exposure, depends on the
presence of extracellular Ca®** and is likely triggered by excessive Ca** influx (Choi,
1994).

Sustained elevations in intracellular Ca®* concentrations can be expected to
set in motion several destructive cascades that bear ultimate responsibility for
neuronal disintegration. One important class of such cascades may involve oxygen-
free radicals (Choi, 1992), that once formed can initiate many destructive processes
(Siesjo, 1989) and may promote further excitotoxic injury by promoting glutamate
release (Choi, 1992). In fact, oxidative stress is thought to be a contributing factor in
glutamate neurotoxicity through generation of oxygen radicals that disrupt cell

functions (Schinder et al., 1996). Development of novel and potent antioxidants plays



an important role in targeting therapeutic interventions in neurodegenerative
disorders in which oxidative stress has been implicated (Kanski et al., 2001).

It has been suggested that the redox activity of selenium and tellurium atoms
of organic compounds provides antioxidants of considerable potency, suitable as
tools in free radical biology and medicine (Parnham and Garf, 1991). In fact, a variety
of organoselenium and organotellurium compounds can protect the brain from
oxidative stress in vitro and in vivo (Rossato et al., 2002a; Rossato et al., 2002b;
Meotti et al., 2004; Prauchner et al., 2004). Results from our group have already
demonstrated the anti-inflammatory and neuroprotective activity of diphenyl
diselenide, an aryl diselenide (Nogueira et al., 2003; Ghisleni et al., 2003). In
addition, recent reports showed that diphenyl diselenide and diphenyl ditelluride are
able to modulate the Ca?* influx in rat brain synaptosomes (Moretto, 2003). Ebselen,
a synthetic heterocyclic seleno-organic compound, has been show to be a
glutathione peroxidase-mimetic (Sies, 1993)) and is known for its beneficial effects on
inflammation and tissue injury (Knollema, 1996; Nogueira et al., 2003). Most
importantly, in humans, ebselen has been used with success in preclinical trials for
the treatment of cerebral ischemia and stroke (Yamaguchi et al., 1998; Ogawa et al.,
1999).

The need for a simple model system to analyze excitatory amino acid receptor
activation as the structural substrate for excitotoxic phenomena, and to search for
novel antagonists with neuroprotective potential, has increased the use of chick
retina ex vivo as versatile experimental preparation specially sensitive to abnormal
concentrations of extracellular glutamate and its analogs (Romano et al., 1998;
Burgos et al.. 2000). In this context, we used this model to investigate the effects of
three simple diorganyl chalcogenides (diphenyl diselenide, diphenyl ditelluride and
dipheny! telluride) and ebselen on glutamate-driven **Ca®* influx, as well as their

effects on the excitotoxic retina neuronal damage.



MATERIALS AND METHODS

Chemicals

The organochalcogenides diphenyl diselenide [(PhSe);], diphenyl
ditelluride [(PhTe);], diphenyl telluride [(Ph),Te] and ebselen [2-phenyl-1,2-
benzisoselenazol-3(2H)-one] were synthesized in our laboratory. Ebselen was
synthesized using the expedient method described by Engman (1989). Diphenyl
ditelluride and diphenyl telluride were synthesized using the method described by
Petragnani (1994) and diphenyl diselenide was synthesized according to Paulmier
(1986). Stock solutions of organochalcogenides were prepared in dimethylsulfoxide
(DMSQO) just before use. Final concentration of DMSO in assays was 1% and did not
modify basal or glutamate-driven *°Ca?* influx (data not shown), but induced a slight
decrease in MTT reduction. Hence, in all set of experiments with
organochalcogenides, the retinas treated with 1% DMSO in the presence or absence
of glutamate, were considered the control group.

MTT was obtained from Sigma (St. Louis, MO) and [**Ca]CaCl, was

purchased from New England Nuclear. All other reagents were of analytical grade.

Animals
White Leghorn chick (Gallus domesticus) embryos of the desired
developmental stage were produced by incubation of fertile eggs, in our own
facilities, using a forced-draft incubator, with controlled temperature and humidity,

and automatic turning.

Dissection of neural retinas and experimental setup

Eleven-day (E11) chick embryos (11+1) were used for easy separation
of the neural retina from the pigment/vascular layer. After decapitation and eye
removal the eyecups were placed in a Krebs-like balanced salt solution (KBSS)
containing 119 mM NaCl, 4.6 mM KCI, 2.5 mM CaCl,, 1.2 mM MgSO,4, 1.2 mM
KH,POy4, 24.9 mM NaHCO3; and 5.6 mM glucose, buffered at pH 7.4. The eyecups
were kept in the dark until dissection. After excision of the cornea and the lens, the
vitreous humor was gently pulled out and then the retina was removed as a
continuous sheet. Each retina were individually weighted and placed inside a small

plastic container fitted with a nylon mesh at the bottom, in one of the wells of a 24-



well (20 mm) tissue culture plate supplied with 1 ml KBSS. This arrangement
facilitated the sequential exposure of the retina to different solutions with a minimum

of manipulation.

Calcium influx assays
*5Ca" influx was carried out essentially as described by Burgos et al.
(2000) with little modifications. Briefly, within 15-30 min after dissection, the neural
retinas were changed to wells containing 1 ml of fresh KBSS, and preincubated for
10 min at room temperature. They were finally transferred to another series of wells
containing KBSS, with 1.25 mM 4CaCl,, and variable concentrations of glutamate
(blanks without glutamate were also included in each series), and incubated for a
further 30 min at room temperature. Extracellular “*Ca®* was thoroughly washed off in
119 mM NacCl, 4.6 mM KCI, 1.2 mM MgClz, 1 mM Tris-HCI, 10 mM LaNOs, pH 7.4
(five 10 min washes with 2 ml of washing solution). Washed retinas were transferred
to scintillation vials containing 1 ml of 1 mM Tris-HCI, pH 7.4. After addition of 1 ml of
0.2 M NaOH containing 0.2% sodium dodecyl sulfate, the vials were heated at 60°C
for 1 h before adding scintillation fluid and counting. All experiments were performed
in duplicate.
The presence of La®* during the washing stage was found to be essential to
prevent release of the intracellular “°Ca®* taken up during incubation (Burgos et al.,
2000). In experiments using the organochalcogenides compounds and DMSO, these

drugs were present both during preincubation and incubation.

Assessment of neuronal injury

E11 embryonic neural retinas, dissected and weighted as described
above, were transferred to wells and incubated in 1 ml KBSS at 30°C for 24 h, being
exposed to glutamate during the first 30 min, 8 h or during the whole 24 h period. In
neuroprotection assays, ebselen or DMSO were present during the incubation period
with glutamate, and in some cases remained in the incubation media, after glutamate
withdraw of the medium.

Assessment of neuronal injury was made by a colorimetric assay for
cell survival using MTT (Mosmann, 1983). Briefly, after the 24 h incubation period the
retinas were incubated in KBSS medium containing 0.25 mg/ml MTT for 1 h at 30°C.

Only viable cells are able to reduce MTT into a formazan product that is soluble in



DMSO and measured at 570 nm. The absorbencies were corrected by the individual

retinal weights. All experiments were made in triplicates.

Statistical Analysis
All values were presented as mean + SEM. ANOVA/MANOVA-followed
Duncan’s post hoc test was used to evaluate differences between groups. The

obtained P values lower than 0.05 were regarded as significant.

RESULTS

%5Ca?" influx into chick embryonic retina cells significantly increased as
glutamate concentration increased in the reaction mixture (Figure 1) with a typical
profile of saturable, receptor-mediated phenomena. Maximal “°Ca** fluxes at
saturation have been evaluated at 46.35 + 8.48 nmol/ retina/ 30 min in the presence
of 2 mM glutamate.

Under basal conditions, ebselen (4 — 400 uM) did not change **Ca**
influx into retina cells. However, at concentrations = 100 uM, ebselen blocked the
glutamate-driven *°Ca®* influx into retina cells (P < 0.001) reaching levels not
statically different from basal influx (absence of glutamate) (Figure 2).

Similar to ebselen, diphenyl telluride did not alter **Ca®" influx into chick
embryonic retina cells under basal conditions, but reduced the glutamate-driven
*Ca*" influx when added at concentrations = 100 uM in the reaction mixture (Figure
3, P<0.01). This compound did not afford complete reversion of glutamate-driven
%5Ca?" influx in any concentration used.

As show in Figures 4 and 5, respectively, neither diphenyl diselenide or
dipheny! ditelluride were able to interfere with basal or glutamate-stimulated *°Ca?*
influx in the range of tested concentrations (4-400 uM).

Since ebselen was the only chalcogenides that completely block the
glutamate-induced **Ca?" influx into retinal cell, we decided to evaluate the effect of
this compound on the glutamate-induced neuronal injury in chick embryonic retinal
cells through the MTT assay. In this investigation we used an experimental protocol
of delayed excitotoxic neuronal damage in the isolated chick embryo retina. As
described before, the isolated retinas were exposed to glutamate during different

periods of time and 24 h after the beginning of exposure, retinas were submitted to



MTT assay. As shown in Figure 6a, when retinas were incubated with 1 mM
glutamate for 30 min, there was no difference in MTT reduction when compared to
control retinas. Exposure to 1 mM glutamate during 8 or 24 h, decreased the MTT
reduction to about 50% when compared with control retinas, incubated 24 h in KBSS,
without glutamate (P < 0.05). Exposure of retinal explants to glutamate
concentrations > 1 mM for 8 h did not cause any additional decrease in MTT
reduction (Figure 6b).

Exposure of retinal explants to different concentrations of ebselen for 8
h had no significant effects on MTT reduction (Figure 7a). When ebselen was present
during the incubation period with 1 mM glutamate (8 h), the compound did not
interfere with the excitotoxic effect of glutamate (Figure 7b). Interestingly, when
ebselen (100 and 400 uyM) was added simultaneously with glutamate, but remained
in the incubation media even after glutamate removal, it caused a significant increase
(~ 30%, P < 0.05) in MTT reduction when compared to retinas treated only with

glutamate and (control group) (Figure 7c).

DISCUSSION

In this study we evaluated the effects of three simple diaryl
chalcogenides, diphenyl diselenide, diphenyl ditelluride and diphenyl telluride, which
have been demonstrated to exhibit antioxidant (Rossato et al., 2002a; Meotti et al.,
2004) and neuroprotective activities (Ghisleni et al., 2003), and ebselen, the only
seleno-compound used in clinical trials for the treatment of ischemic stroke
(Yamaguchi et al., 1998), on glutamate-driven *°Ca*" influx into chick embryonic
retinal explants.

The magnitude of the **Ca** signal, and the simplicity of the
experimental system (as compared with electrical recordings), make the Ca?* influx
functional test in the retinal embryonic ex vivo preparation a most suitable assay for
rapid screening of novel glutamate agonists and antagonists (Burgos, 2000).

Diphenyl diselenide and diphenyl ditelluride were previously reported to
affect the rat glutamatergic system both in vitro and in vivo (Nogueira et al., 2001),
inhibiting the [3H]glutamate and [PHIMK-801 binding to brain synaptic membranes.

Also, these compounds were able to inhibit the lipid peroxidation induced by



quinolinic acid, an agonist of the glutamatergic NMDA receptor in rat brain (Rossato
et al.,, 2002a). In our experimental model, these organochalcogenides did not
interfere with either basal or glutamate-stimulated *°Ca®* influx (Figures 4 and 5). In
an early study, the effects of diphenyl diselenide and dipheny! ditelluride on **Ca?*
influx into rat brain synaptosomes were shown to be rather complex and varied
considerably depending on the depolarizing condition of the incubation media
(Moretto et al., 2003). Since the alterations in Ca* flux induced by
organochalcogenides can be explained by direct interaction of the compounds with
the Ca®" channel proteins or by alterations in membrane depolarization, this lack of
activity may be explained in terms of the different experimental conditions and
stimulating agent (glutamate) used in the present study.

In contrast to diphenyl ditelluride, diphenyl telluride was able to reduce
the glutamate-driven “°Ca?* influx into chick embryonic retinal cells at concentrations
= 100 uM (Figure 3). It is well reported in the literature, that a series of diaryl telluride
antioxidants possess extremely potent chain-breaking antioxidant activity in biological
and chemical systems (Andersson et al., 1994). The antioxidant capacity of these
diaryl tellurides has been ascribed to the ready oxidation of the heteroatom from the
divalent to the tetravalent state (telluroxide) (Briviba et al., 1998).These oxides were
postulated to react at substantially different rates with reducing agents, such as GSH
or ascorbate, to regenerate the diaryl tellurides (Andersson et al., 1994). This
mechanism could explain the different effects observed with the two organotellurium
compounds evaluated, since the oxidation of the tellurium atom to a telluroxide does
not occur with diphenyl ditelluride (lrgolic, 1974).

Ebselen was the only compound that blocked the glutamate-driven
4Ca®" influx into chick retinal explants when present in the incubation media at
concentrations = 100 uM (Figure 2). This seleno-compound was not able to modify
the basal **Ca®" influx. These results are in agreement with previous reports where
ebselen (at high concentrations) decreased Ca®" influx triggered by KCl into rat brain
synaptosomes (Moretto et al., 2003), since glutamate can increase cytosolic Ca®* by
a number of mechanisms including opening of voltage-dependent Ca®** channels
following membrane depolarization induced by activation of non-NMDA receptors
(Otori et al., 2003). In addition, some reports revealed that a variety of free radical

scavengers may have a substantial direct effect on NMDA channels, limiting Ca?*



influx and this mechanism alone may account for the neuroprotective actions of these
agents (Vergun et al., 2001).

Considering that glutamate appears to induce neuronal death by
increasing the intracellular levels of Ca®* and that calcium channel blockers can
protect against glutamate-induced neurotoxicity in vitro (Otori et al., 2003), we
decided to evaluate a possible neuroprotective effect of ebselen in our experimental
model. Ebselen only afforded protection to chick embryonic retinal cells when it was
co-incubated with glutamate, and remained in the incubation media even after
glutamate removal, until measurement of neuronal damage (Figure 7). These results
suggest that besides its capacity of interfering with Ca?* influx, there are other
possible mechanisms of neuroprotection involved in the observed effects of ebselen.
Probably, the well-know antioxidant properties of ebselen play a critical role against
delayed glutamate neurotoxicity.

The results of the present study demonstrate that ebselen can block
glutamate-driven *°Ca?* influx and ameliorate neuronal death of chick embryonic
retinal cells induced by glutamate, corroborating for understanding the mechanisms
underlying the neuroprotective effects of ebselen. Our findings also further solidify the
importance of organotellurium compounds as potential protectors against
excitotoxicity.
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LEGENDS

Figure 1. **Ca® influx (nmol/ retina/ 30 min) into chick embryonic retinal cells as a
function of glutamate concentration. Retinal explants were obtained as described in
Materials and Methods section and incubated in KBSS at pH 7.4 containing 1.25 mM

*5CaCl, and the indicated glutamate concentrations. Data are expressed as mean +



SEM for three independent experiments carried out in duplicate. Duncan’s multiple

range test revealed a significant effect of glutamate from 0.4 to 4 mM.

Figure 2. Influence of ebselen (0-400 uM) on basal (open circles) and glutamate-
induced *°Ca?* influx (1 mM, black squares) (nmol/ retina/ 30 min) into chick
embryonic retinal cells. All assays were performed in the presence of 1% DMSO,
since it was used to solubilize ebselen. Data are expressed as mean + SEM for three
independent experiments carried out in duplicate. * P < 0.001, different from
glutamate-induced “°Ca?* influx in the absence of ebselen by Duncan’s multiple

range test.

Figure 3. Influence of diphenyl telluride (0-400 uyM) on basal (open circles) and
glutamate-induced *°Ca®" influx (1 mM, black squares) (nmol/ retina/ 30 min) into
chick embryonic retinal cells. All assays were performed in the presence of 1%
DMSO, since it was used to solubilize diphenyl telluride. Data are expressed as
mean + SEM for three independent experiments carried out in duplicate. * P < 0.01,
different from basal **Ca** and ** P < 0.01, different glutamate-induced **Ca®" influx

in the absence of diphenyl telluride by Duncan’s multiple range test.

Figure 4. Influence of diphenyl diselenide (0-400 uM) on basal (open circles) and
glutamate-induced *°Ca®" influx (1 mM, black squares) (nmol/ retina/ 30 min) into
chick embryonic retinal cells. All assays were performed in the presence of 1%
DMSO, since it was used to solubilize diphenyl diselenide. Data are expressed as

mean + SEM for three independent experiments carried out in duplicate.

Figure 5. Influence of diphenyl ditelluride (0-400 uM) on basal (open circles) and
glutamate-induced **Ca®* influx (1 mM, black squares) (nmol/ retina/ 30 min) into
chick embryonic retinal cells. All assays were performed in the presence of 1%
DMSO, since it was used to solubilize diphenyl ditelluride. Data are expressed as

mean + SEM for three independent experiments carried out in duplicate.

Figure 6. Effect of glutamate on neuronal injury in isolated chick embryo retina.
Retinas were exposed to (a) 1 mM glutamate during the indicated periods of time or

to (b) the indicated glutamate concentrations for 8 h. Twenty-four hours after the



beginning of exposure, retinas were submitted to MTT assay as described in
Materials and Methods section. All data were calculated as % of control, determined
in the absence of glutamate. Data are expressed as mean + SEM for eight
independent experiments carried out in triplicate. * P < 0.05, different from control

(without glutamate) by Duncan’s multiple range test.

Figure 7. Effect of ebselen (0-400uM) on neuronal injury in isolated chick embryo
retina. Retinas were exposed to (a) different concentrations of ebselen for 8 h; to (b)
different concentrations of ebselen in the presence of glutamate (1 mM) for 8 h or to
(c) different concentrations of ebselen in the presence of glutamate (1 mM, for 8 h)
and ebselen remained in the incubation media until 24 h after the beginning of
exposure. Twenty-four hours after the beginning of exposure to ebselen and/or
glutamate, retinas were submitted to MTT assay described in Materials and Methods
section. All assays were performed in the presence of 1% DMSO, since it was used
to solubilize ebselen. Data were calculated as % of control, determined in the
absence of glutamate (a) or in the presence of 1 mM glutamate (b and c). Data are
expressed as mean + SEM for twelve independent experiments carried out in

triplicate. * P < 0.05, different from control by Duncan’s multiple range test.
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CAPITULO IV

DISCUSSAO



IV-DISCUSSAO

A excitotoxicidade € um dos mais extensivamente estudados processos de
morte celular neuronal, e tem participagao importante em muitas desordens do SNC,
incluindo isquemia, trauma e doengas degenerativas (Sattler & Tymianski, 2001).
Apesar dos mecanismos moleculares envolvidos na toxicidade do glutamato
permanecerem incertos, existe um consenso geral de que seja um processo
dependente de Ca?* (Sattler & Tymianski, 2001). Além do excessivo influxo de Ca**,
a morte celular excitotéxica envolve liberacdo de Ca?* de organelas internas,
producdo de radicais de oxigénio e apoptose (Mattson, 2003). Apesar de quase
todos os subtipos de receptores glutamatérgicos terem sido apontados como
mediadores da morte celular excitotoxica, parece que receptores NMDA tém papel
importante, principalmente devido a sua alta permeabilidade a fons Ca** (Sattler &
Tymianski, 2001).

De fato, o glutamato aumentou o influxo de “°Ca®* em células de retinas
isoladas de embrides de pintos de maneira dependente da dose (Figura 1). Quando
as retinas foram expostas ao glutamato (1 mM) por 30 min, o influxo de **Ca**
aumentou cerca de 6 vezes quando comparado com o influxo visto nas retinas
mantidas nas condi¢des basais (Figura 1). Contudo, quando as retinas foram
expostas ao glutamato nas mesmas condi¢des, ndo houve diferenga na viabilidade
neural, medida pela redu¢do do MTT (Figura 6A). O glutamato foi capaz de induzir
dano neural quando ficou presente no meio de incubagao por 8 horas ou mais
(Figura 6A).

Uma explicagao razoavel para tal fato seria a hipétese da especificidade da
fonte de Ca®* (Sattler & Tymianski, 2000), que sustenta a idéia de que nem toda
entrada excessiva de Ca®" para dentro da célula seja tdxica; sendo o efeito toxico
dependente da fonte e local de entrada dos ions Ca?*, uma vez que diferentes rotas
sinalizadoras e processos fisiologicos dependentes de Ca®* seriam ativados.
Corroborando com tal hipétese, Ferreira e colaboradores (1996) demonstraram que
apesar da despolarizacdo com K* ser mais eficiente em elevar o influxo de Ca** do
que glutamato, NMDA ou KA, mais neurénios morreram sob ativagdo dos receptores

glutamatérgicos.



O ebselen, um composto organico lipossoluvel de Se que possui atividade
mimética da glutationa peroxidase (Muller et al., 1984), foi capaz de bloquear o
influxo de *°Ca?* estimulado pelo glutamato nas retinas isoladas de pinto (Figura 2).
Em concentracdes = 100 pM, este composto reduziu o influxo de **Ca®" para valores
estatisticamente iguais aos encontrados para as retinas em condi¢gdes basais. Foi
demonstrado recentemente, o efeito protetor deste composto contra a
neurotoxicidade do glutamato em culturas primarias de neurbnios cerebelares
granulares (Porciuncula et al., 2001), que se acredita ser mediada pela ativagéo de
receptores NMDA (Tsuzuki et al., 1989) e em modelo experimental da Doenga de
Parkinson (Moussaoui et al., 2000). O efeito demonstrado neste trabalho pelo
ebselen poderia ser atribuido a uma interacdo direta com as proteinas do canal de
Ca?*, conforme proposto por Moretto e colaboradores (2003) ou a sua capacidade
de atuar como modulador no sitio de modulagao redox dos receptores NMDA (Herin
et al., 2001). Uma vez que, nas condi¢goes experimentais utilizadas neste trabalho, o
ebselen s6 foi capaz de demonstrar efeito protetor contra a toxicidade do glutamato
(viabilidade neural) quando esteve no meio de incubag&o durante a exposi¢gao ao
agonista e permaneceu apds a retirada do mesmo (Figura 7), € muito provavel que
os efeitos demonstrados pelo ebselen neste trabalho sejam devido a sua ja
reportada atividade antioxidante (Rossato et al. 2002a; Rossato 2002b). Esta
hipotese é reforgada pelo fato de que agentes antioxidantes podem ter efeito direto
sobre canais de receptores NMDA, limitando o influxo de Ca**, o que contribuiria

para os efeitos protetores demonstrados pelos mesmos (Vergun et al., 2001).

De fato, muitos trabalhos sustentam que a sequéncia de eventos excitotdxicos
que ocorre depois da ativagdo dos receptores glutamatérgicos seria o acumulo
intracelular de elevados niveis de Ca**, disfungéo mitocondrial (Schinder et al., 1996;
White & Reynolds, 1996), e a subsequiente formagdao de espécies reativas ao

oxigénio, levando a peroxidacao lipidica (Azbill, et al., 1997).

Ao contrario do que se esperava, os compostos disseleneto de difenila e
ditelureto de difenila ndo tiveram nenhum efeito sobre o influxo de **Ca?* em retinas
isoladas de embrides de pinto (Figuras 4 e 5). Uma vez que estes compostos foram
capazes de inibir a unido especifica de glutamato aos seus receptores, bem como a
unido de MK-801 ao subtipo de receptor NMDA em sinaptossomas de cérebro de

rato (Nogueira et al., 2001) e demonstraram atividade antioxidante in vitro (Meotti et



al., 2004; Rossato et al., 2002b), esperavamos ver um efeito inibitério dos mesmos

em nosso modelo experimental.

Ja o composto telureto de difenila foi capaz de reduzir o influxo de *°Ca?*
estimulado pelo glutamato em células de retina isolada de pinto (Figura 3). Esta bem
reportado na literatura que diaril teluretos atuam como neutralizadores de agentes
oxidantes reativos, como peroxido de hidrogénio, hipoclorito e radicais peroxil; e que
sdo capazes de inibir peroxidagédo lipidica em sistemas quimicos e bioldgicos
(Andersson et al., 1993; Andersson et al., 1994). Estes compostos também possuem
atividade mimética da glutationa peroxidase e sao efetivos contra o radical
peroxinitrito (Briviba et al., 1998). Acredita-se que tais atividades demonstradas por
diaril teluretos sejam devido a oxidagado do heteroatomo do estado divalente para
tetravalente pelo peroxido de hidrogénio ou hidroperoxidos organicos, formando
teluréxido (Briviba et al., 1998; Andersson et al.,, 1993). Isto poderia explicar a
diferenca de efeitos observada neste trabalho entre os compostos orgéanicos de Te,
uma vez que diaril diteluretos ndo sofrem a reacdo de formacéao de teluréxido, e sim

a formacgéo de telurol pela quebra da ligagao Te-Te (Irgolic, 1974).

De maneira geral, os resultados deste trabalho vém corroborar com a
crescente pesquisa relacionada as possiveis aplicagdes biolégicas e farmacoldgicas
de compostos organicos de Te e Se nas mais variadas patologias, principalmente

em desordens neuroldgicas relacionadas ao stress oxidativo.
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V-CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que o
glutamato estimula o influxo de *°Ca®* em retinas isoladas de embrides de pintos, de
maneira dependente da concentracdo. Uma vez que todos os subtipos de receptores
ionotropicos do glutamato estdo expressos na retina de vertebrados, pode-se dizer
que ha uma participacao de receptores AMPA/KA e principalmente NMDA no influxo

de *Ca®" medido em nossas condigcdes experimentais.

O glutamato s6 foi capaz de alterar a viabilidade neuronal quando esteve
presente no meio de incubagéo por 8 h ou mais. Isto indica que o glutamato pode
estar provocando despolarizacdo da membrana, com a consequente abertura de
canais de calcio sensiveis a voltagem, que contribuiriam para o observado aumento
no influxo de *°Ca?*. Entéo, o influxo transitério de Ca** observado nos primeiros 30
minutos de exposi¢cao ao glutamato n&o estaria envolvido com rotas transdutoras de
sinais responsaveis por iniciar eventos toxicos; ou ainda, neste estagio a célula
ainda poderia contar com mecanismos de tamponamento ou de sequestramento de

Ca?* suficientes por manter sua integridade.

O ebselen foi capaz de bloquear o influxo de **Ca®* estimulado por glutamato;
mas protegeu as células das retinas isoladas de embrides de pinto contra a perda de
viabilidade neuronal somente quando permaneceu no meio de incubagao apds a
retirada do glutamato. Estes resultados indicam que possivelmente, o ebselen
estaria atuando ao nivel de modulagdo redox dos receptores NMDA, reduzindo o
influxo de Ca?*; e ainda protegeria contra a excitotoxicidade tardia, possivelmente

devido a sua agao antioxidante.

Os organocalcogénios de estrutura simples, disseleneto de difenila e
ditelureto de difenila, ndo apresentaram nenhum efeito sobre o influxo de *°Ca®*
estimulado por glutamato. Ao contrario, o telureto de difenila foi capaz de reduzir o

influxo de Ca?* estimulado por glutamato em retinas isoladas de pinto.
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