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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pés-Graduacao em Bioquimica Toxicologica
Universidade Federal de Santa Maria

ENVOLVIMENTO DO ESTRESSE OXIDATIVO NAS CONVULSOES INDUZIDAS
POR DISSELENETO DE DIFENILA EM RATOS JOVENS
AUTORA: MARINA PRIGOL
ORIENTADOR: GILSON ZENI
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 2007

As convulsdes podem ocorrer em todas as idades, afetando cerca de 1-2% da
populacdo mundial, sendo mais comum em criangcas do que em adultos. Convulsées
prolongadas no periodo de desenvolvimento podem levar a sérias consequéncias na
idade adulta. Neste estudo o potencial neurotoxico do disseleneto de difenila foi
avaliado pela manifestacdao de convulsdes em ratos jovens (12-14 dias de vida). Os
resultados sugerem que a laténcia para o aparecimento de convulsdes tbnico-
clénicas, € dependente da dose testada. O disseleneto de difenila em altas doses
induziu episddios convulsivos em ratos jovens. A maior dose de disseleneto de
difenila (500mg/kg) aumentou os niveis de peroxidagédo lipidica, atividade da
catalase bem como diminuiu as atividades da &-ALA-D (8-aminolevulinato-
desidratase) e Na*, K'-ATPase no cérebro dos ratos jovens. Nossos resultados
indicam o possivel envolvimento dos danos causados pelos radicais livres nas
convulsdes induzidas pelo disseleneto de difenila. Os dados obtidos na dose de 150
mg/kg no cérebro dos ratos que exibiram convulsdo sdo: um aumento nos niveis de
peroxidacao lipidica, atividade da catalase e inibicdo da atividade da &-ALA-D,
suportando que a atividade desta enzima € mais sensivel que os outros parametros
analisados como um indicador do estresse oxidativo. A menor dose de disseleneto
de difenila no cérebro enfatiza a relacao entre o aparecimento das convulsdes e a
laténcia para o primeiro episédio convulsivo. Contudo, este trabalho pode
demonstrar os efeitos neurotoxicos do disseleneto de difenila, em ratos jovens,
caracterizados pelo aparecimento de convulsdes, que sdo em parte, relacionadas ao
estresse oxidativo.

Palavras-chave: disseleneto de difenila, selénio, estresse oxidativo, convulsao,
cérebro.
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Seizures can occur at any age, affecting at least 1-2% of the world population,
they are far more common in children than adults. Prolonged seizures in the early
developmental period can cause brain damage and lead to serious consequences
later in life. In the present study the potential neurotoxicity of diphenyl diselenide, as
measured by the manifestation of seizures in rat pups (postnatal day, PND, 12-14)
was evaluated. The results suggest that the latency for the appearance of tonic-clonic
seizures, characterized by rearing and falling of rat pups body, was dependent of the
dose tested. Diphenyl diselenide at high doses induced seizure episodes in rat pups.
The highest dose of diphenyl diselenide (500mg/kg) increased the levels of lipid
peroxidation and catalase activity as well as decreased 3-ALA-D (3-aminolevulinate
dehydratase) and Na*, K*-ATPase activity in brain of rat pups. Our results indicate
the possible involvement of free radical oxygen injury in diphenyl diselenide-induced
seizures. The data obtained with the dose of 150 mg/kg in the brain of rats that
exhibiting seizures are: an increase in lipid peroxidation levels; the lack of effect on
catalase activity; an inhibition of 3-ALA-D activity, supporting that the enzyme activity
is more sensitive than other parameters analyzed as an indicator of oxidative stress.
The lowest dose of diphenyl diselenide in brain emphasizes the relationship between
the appearance of seizures and the latency for the onset of the first episode. Taken
together, this paper could add to our understanding of diphenyl diselenide neurotoxic
effect demonstrated by the appearance of seizures which are, at least in part, related
to the oxidative stress.

Keywords: diphenyl diselenide, selenium, stress oxidative, seizures, brain.
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1. INTRODUGCAO

Os episodios convulsivos afetam cerca de 1 - 2% da populagdo mundial e
podem ocorrer em todas as idades, sendo mais comum em criangas que em
adultos. As convulsdes pediatricas sdo Unicas em relacdo a varios aspectos quando
comparadas com a convulsdo em adultos (Cowan, 2002). A incidéncia de
convulsbes é muito alta no primeiro ano de vida, diminuindo na infancia e
adolescéncia (Grunewald, 2002). O cérebro imaturo difere do cérebro adulto em
resposta as drogas antiepilépticas convencionais, podendo ser refratario a drogas
antiepilépticas que s&o potentes anticonvulsivantes em adultos. Muitas destas
drogas, como a fenitoina, o fenobarbital, o diazepam, entre outras, causam
neurodegeneracao apoptética difundida em cérebros de ratos, durante o periodo de
crescimento (Bittigau et al., 2003).

O comportamento convulsivo refere-se a uma breve alteracdo causada pela
ativacao desordenada, sincronica e ritmica de grupos de neurénios cerebrais. Deste
modo, as crises convulsivas podem ser classificadas como “nao epiléticas”, quando
provocadas no cérebro normal por tratamentos como eletrochoque ou com
convulsivantes quimicos, ou “epiléticas” quando ocorrem sem um estimulo evidente
(Engelborghs et al., 2000; Walker et al., 2004). Um desequilibrio ocasionado por um
aumento da transmissdo excitatéria glutamatérgica e/ou diminuicdo da resposta
inibitéria GABAérgica sdo importantes mecanismos envolvidos com a génese da
convulséo (Ribeiro et al., 2005).

Um significante numero de estudos sugerem que as espécies reativas de
oxigénio (EROS) estao associadas com os episddios convulsivos, o que pode levar
a morte neuronal (Erakovic, 2001; Liang et al., 2000). O estresse oxidativo ocorre
em consequéncia a episddios convulsivos prolongados, sugerindo que isso possa
desempenhar um papel importante no dano cerebral induzido pela convulsdo
(Kaneko et al., 2002). O cérebro é o alvo preferencial do processo peroxidativo, pois
contém uma alta concentracdo de acidos graxos poliinsaturados, sendo que os
lipidios de membrana, além das proteinas celulares, DNA e RNA sdo alvos
suscetiveis ao dano oxidativo (Halliwell and Gutteridge, 1989; Liang et al., 2000).
Entretanto, existem diferentes defesas antioxidantes no cérebro, capazes de
neutralizar as EROS, elas podem ser classificadas em enzimaticas (superéxido
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dismutase, glutationa peroxidase e catalase), ndo enzimaticas (glutationa e acido
arico) e antioxidantes provenientes da dieta (vitaminas A, E e C, B caroteno e
flavondides) (Bielski et al., 1983).

O selénio é um elemento traco essencial para o0 crescimento e
desenvolvimento do organismo. Dentre os compostos de selénio que possuem acao
farmacolégica estd o disseleneto de difenila (PhSe). (Nogueira et al., 2004). O
(PhSe), é um composto organocalcogénio que causa minima toxicidade quando
administrado agudamente em ratos e camundongos, possuindo atividade anti-ulcera
(Savegnago et al., 2006), antioxidante (Rossato et al., 2002; Meotti et al., 2004),
neuroprotetora (Ghisleni et al., 2003), hepatoprotetora (Borges et al., 2005), anti-
inflamatéria e antinociceptiva (Nogueira et al., 2003a; Savegnago et al., 2007) e anti-
hiperglicémica (Barbosa et al., 2006). Além dessas propriedades farmacolégicas, o
(PhSe). causa efeitos téxicos quando administrado em altas doses (Nogueira et al.,
2003b). O cérebro é um dos 6rgaos alvo deste composto, pois devido a sua
lipofilicidade, tem a capacidade de ultrapassar a barreira cérebro-sangue afetando
um grande numero de processos neuronais (Jacques-Silva et al., 2001; Maciel et al.,
2003) que podem ocasionar convulsdes (Nogueira et al., 2003b).

Considerando que as convulsées no periodo de desenvolvimento podem
causar danos cerebrais, levando a sérias conseqiéncias na idade adulta, e que isto
pode estar associado ao aumento na producéo de EROS e variagdes nos niveis de
varias defesas antioxidantes, este trabalho visa verificar o envolvimento do estresse

oxidativo nas convulsdes induzidas por (PhSe), em ratos jovens.

12
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Convulsoes

A epilepsia € uma das muitas desordens cerebrais, que afeta cerca de 50
milhdes de pessoas no mundo todo (Scheuer and Pedley, 1990). E uma doenca
neurolégica cronica, caracterizada por espontdneas e recorrentes convulsdes
(Treiman, 1995).

As convulsbes se caracterizam por descargas anormais em um grupo de
neurdnios cerebrais, levando a uma alteragéo da atividade cerebral caracterizada por
manifestacdes motoras, sensitivas, sensoriais, psiquicas ou neurodegenerativas.
Fundamentalmente se dividem em dois grandes grupos: parciais e generalizadas
(Commission, 1981; Loscher, 1997).

As crises parciais sao descargas elétricas anormais, provenientes de um foco
epileptogénico, limitadas a uma regido mais ou menos circunscrita do cértex
cerebral, podendo ser: parciais simples: ndo provocam alteracdo da consciéncia e
manifestam-se como eventos visuais, motores, autonémicos ou sensoriais, podendo
confundir com outros fenémenos transitérios; parciais complexas: caracterizam-se
por uma mudanga de consciéncia, definida como incapacidade de responder
normalmente a estimulos externos, podendo ocorrer em graus variaveis e associar-
se a diversos eventos, como quedas abruptas e movimentos inconscientes e
involuntarios (automatismos) (Commission, 1989; Loscher, 1997).

Nas crises generalizadas, as descargas neuronais sao bilaterais e envolvem
simultaneamente amplas areas de ambos os hemisférios cerebrais. A consciéncia é
quase sempre comprometida, e as manifestacées motoras afetam os dois lados do
corpo. As crises podem ser convulsivas (com fenémenos motores) ou ndo. No
primeiro caso, sao classificadas como: tdénicas, quando o corpo fica rigido; clénicas,
quando ha contragdes ritmadas seguidas de relaxamento em rapida sucessao;
tébnico-clbnicas, se os dois sintomas estiverem presentes e mioclénicas, caso haja
contracbes nao ritmadas e erraticas de apenas um ou alguns grupos de musculos
definidos. Caso nao haja fenbmenos motores, como o0s anteriormente descritos, as
crises sao denominadas atbnicas (perda do tébnus muscular, sem rigidez do corpo)
ou de auséncia (perda do contato com o meio) (Commission, 1989; Loscher, 1997).
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A epilepsia € uma desordem de causa idiopatica. Entre as possiveis causas
da epilepsia estdo lesdes cerebrais decorrentes de traumatismos na cabeca,
tumores, distarbios cerebrais degenerativos, infeccdées (meningite, por exemplo),
abuso de bebidas alcodlicas ou de drogas e complicacées durante o parto, porém, a
maior parte dos casos ndao tem uma origem clara, ou seja, as convulsdes nao sao
determinadas por uma lesdo, mas sim por fatores genéticos (Loscher, 1997; Holmes,
2005). Na auséncia de um fator etiolégico especifico, na maioria dos casos a terapia
se faz necessaria para controlar os sintomas.

Varios trabalhos sugerem que os principais mecanismos envolvidos na
génese da convulsdo estdo relacionados a um desequilibrio ocasionado por um
aumento da transmissao excitatoria glutamatérgica e/ou diminuicdo da resposta
inibitéria GABAérgica (Ribeiro et al., 2005).

O aminoéacido L-glutamato é considerado o maior mediador de sinais
excitatorios no sistema nervoso central (SNC) de mamiferos e esta envolvido em
muitos aspectos da funcdo normal do SNC, incluindo cognicdo, memobria e
aprendizagem (Fonnum, 1984; Ottersen and Storm-Mathisen, 1984; Headley and
Grillner, 1990). Simultaneamente, o glutamato desempenha um importante papel no
desenvolvimento do SNC, como inducao sinaptica, migracao, diferenciacédo e morte
celular (Johnston, 1995; Vallano, 1998).

O glutamato exerce seu papel por ativacao dos receptores glutamatérgicos.
Estes receptores estao localizados nas membranas pré e pos-sinapticas, bem como
nas membranas das células gliais (Meldrum et al., 1999). Desta forma, a
concentragdo de glutamato no fluido extracelular é que determina a extencédo da
estimulacao dos receptores (Danbolt, 2000). Trés diferentes familias de receptores
glutamatérgicos sao conhecidas: Receptores ativados pelo N-metil-D-aspartato
(NMDA), outra ativada pelo acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiénico
(AMPA) e pelo cainato. A terceira familia consiste de receptores acoplados a
proteina G, também denominados receptores metabotrépicos (Cotmann et al., 1995;
Pin and Duvoisin, 1995). Os receptores NMDA, AMPA/cainato sdo canais idnicos
que, ao serem ativados, abrem seus canais e conduzem somente Na* ou ambos
Na* e Ca?', devido a isso, sdo coletivamente denominados como receptores
glutamatérgicos ionotropicos (Danbolt, 2000). Portanto a sua ativagdo provoca a
despolarizacdo da membrana sinaptica e desencadeia uma resposta excitatéria. Um
excesso de glutamato na fenda sinaptica podera induzir uma excessiva ativagao de
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receptores de glutamato, causando excitotoxidade (Olney, 1981). Por isso a
descoberta de antagonistas glutamatérgicos tem efeitos benéficos em modelos de
desordens neuroldgicas, tais como epilesia.

A neurotransmissao sinaptica inibitéria no SNC de mamiferos é mediada
principalmente pelo acido <y-aminobutirico (GABA). Este neurotransmissor é
encontrado em altas concentracées no SNC de adultos (Paul, 1995; Olsen and De
Lorey, 1999). Assim como o glutamato, o GABA é armazenado em vesiculas
sinapticas e liberado para o meio extracelular de maneira dependente de Ca?*, onde
ativa seus receptores. Os receptores GABAérgicos estao divididos em trés classes,
de acordo com propriedades farmacoldgicas, bioquimicas e eletrofisiol6gicas:
GABAA e GABAc (receptores ionotropicos) e GABAg (receptores metabotrdpicos)
(Cooper et al., 1996; Olsen and De Lorey, 1999).

Os receptores GABAA e GABA¢ sao canais ibnicos que permitem a entrada
de CI, provocando uma hiperpolarizacao localizada na membrana neuronal, o que
dificulta o disparo do potencial de acdo necessario para a liberacdo de
neurotransmissores (Paul, 1995). Portanto, a acao do GABA desencadeia a reducao
da excitabilidade neuronal.

Além do sitio para a ligagdo do GABA, os receptores GABAa possuem sitios
de ligacdo para os benzodiazepinicos e barbituricos, dentre outros, os quais atuam
como agonistas da neurotransmissdo inibitéria do GABA, sendo farmacos
comumente usados no tratamento de convulsées (Mehta and Tcku, 1999; Raol et
al., 2005).

2.1.1. Convulsodes na Infancia

Pacientes com epilepsia apresentam um grande risco de desenvolverem
alteracdes cognitivas e anormalidades comportamentais. Existem muitas evidéncias
que demonstram que as convulsdes podem causar danos cerebrais que podem ser
responsaveis por um declinio cognitivo (Elger et al., 2004).

Criancas apresentam um alto risco de desenvolver convulsées, quando
comparadas a adultos, e este risco € aumentado nos primeiros meses de vida.

Durante o nascimento, os bebés podem sofrer insultos como trauma, hipdxia-
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isquemia, infec¢cdes perinatais, hemorragias intracranial, disturbios metabdlicos e
febre, o que pode resultar em convulsao (Holmes, 2005).

Diversos estudos utilizando modelos animais demonstram que o cérebro
imaturo é mais vulneravel ao desenvolvimento de convulsées quando comparado ao
cérebro adulto. Neurdnios imaturos tendem a gerar peridédicas descargas e essas
facilitam a geracdo de oscilacbes patoldgicas, além disto, o sistema GABAEérgico
exerce uma acao paradoxalmente excitatéria em grande parte das estruturas
cerebrais neste periodo (Khazipov et al., 2004).

A longo prazo as convulsdes podem induzir alterag6es celulares e metabdlicas,
levando a perda neuronal, neoneurogénese, reorganizacao sinaptica e com isso
aumentando a susceptibilidade de deficiéncias comportamentais e cognitivas (Sutura
et al., 2002; 2003).

2.2. Estresse Oxidativo

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo capazes de gerar estresse
oxidativo em conseqiéncia de suas propriedades oxidantes e reacao com 0S
constituintes celulares (Josephy, 1997; Timbrell, 2000). Estas sdo geradas por uma
variedade de processos, podendo atacar uma diversidade de biomoléculas alvo, tais
como, DNA, lipideos e proteinas.

As membranas biologicas apresentam uma estrutura geral comum. Estas sé@o
constituidas de uma bicamada lipidica as quais estdo associadas a proteinas. As
proteinas presentes na membrana celular sao responsaveis pelo transporte de
moléculas especificas através da bicamada lipidica. Além disso, essas proteinas
podem agir como catalisadoras de reagdes associadas as membranas, como a
sintese de ATP (Alberts et al., 1994).

As membranas bioldgicas sdo constituidas principalmente por fosfolipideos,
0S quais possuem uma cabeca polar e duas caudas hidrofébicas. Geralmente, as
caudas hidrofobicas sdo compostas por acidos graxos, que podem diferir no
comprimento e na configuracdo em que se apresentam, podendo uma das caudas
apresentar uma ou mais ligacdes duplas (insaturacoes) (Alberts et al., 1994; Halliwell
& Gutteridge, 1989). Quando os radicais livres reagem com esses acidos graxos

insaturados, modificam os lipideos e a membrana perde suas caracteristicas
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arquiteténicas, tornando-se menos firme e menos flexivel, criando-se verdadeiras
fendas i6nicas que alteram sua semipermeabilidade, o que favorece a entrada e
saida indiscriminada de metabdlitos e detritos da célula, provocando sua ruptura e
lise com necrose (Josephy, 1997; Timbrell, 2000).

As principais EROs vinculadas ao estresse oxidativo sdo: o radical anion
superoxido (O7y’), radical hidroxil (OH), perdxido de hidrogénio (H»O5), éxido nitrico
(NO) e peroxinitrito (ONOOQO"). Estes por sua vez sdo neutralizados por um elaborado
sistema de defesa antioxidante constituido de enzimas tais como a catalase, a
superoxido dismutase, a glutationa peroxidase, além de inumeros sistemas de
defesas ndo-enzimaticas incluindo as vitaminas A, E e C, flavondides, ubiquinonas e
o conteudo de glutationa reduzida (Alexi et al., 1998; Gianni et al., 2004). Neste
contexto o estado de estresse oxidativo pode resultar tanto de um aumento na
producdo de EROs quanto da reducdo da capacidade antioxidante celular total.
(Dawson & Dawson, 1996; Halliwel, 1992).

Estudos bioquimicos sugerem que reacbes de oxidacdo podem ser
importantes em patologias cerebrais (Ames et al., 1993), e estdo associadas com um

desequilibrio da regulacao redox no SNC (Weber, 1999).

2.3. Convulsoes e Estresse Oxidativo

A prolongada excitacdo dos neurbnios durante as convulsdes pode levar a
injuria e morte celular, resultante de mecanismos bioquimicos desconhecidos e que
nao sao bem entendidos. Um plausivel mecanismo de injaria celular envolve a
formacao de uma quantidade excessiva de radicais livres (Floyd, 1990; Reiter et al.,
1997) levando a alteragdes estruturais em proteinas celulares, membranas lipidicas,
DNA e RNA (estresse oxidativo) (Beni and Moretti, 1995). Em modelos epilépticos
em roedores, mostrou-se que o estresse oxidativo contribuiu em grande parte na
morte de células neuronais e gliais (Arnaiz et al., 1998).

O cérebro é um alvo preferencial do processo peroxidativo, pois apresenta
uma grande quantidade de acidos graxos poliinsaturados. Pesquisas sugerem que o
aumento na quantidade de radicais livres e/ou a diminuicdo na atividade das defesas
antioxidantes podem ser reportados durante os processos convulsivos (Berg et al.,
1995; Naffah-Mazzacoratti et al., 2001).
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Varios estudos relacionam o envolvimento do estresse oxidativo ao processo
convulsivo. Recentes trabalhos demonstraram um aumento em diversos marcadores
de formagéo de espécies reativas, como substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) (Bashkatova et al., 2003; Patsoukis et al., 2004) e proteina carbonila
(Patsoukis et al., 2004; Oliveira et al 2004), assim como uma reducao na atividade
da enzima Na', K'-ATPase (Oliveira et al., 2004) em modelos de convulsdo
induzidos por pentilenotetrazol (PTZ), o que sugere que a geracdo de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio estariam relacionadas com os efeitos
convulsivantes e neurotéxicos do PTZ (Bashkatova et al., 2003). Do mesmo modo, o
tratamento com antioxidantes foi capaz de atenuar as convulsdes induzidas por esse
composto e/ou o dano induzido pelas espécies reativas (Kabuto et al., 1998;
Bashkatova et al., 2003).

Pesquisas também relacionam a administragao intraestriatal de metilmalonato
a inducao de convulsodes, formagédo de EROs e inibicdo da atividade da enzima Na*,
K*-ATPase em estriado de ratos (de Mello et al., 1996; Figuera et al., 1999; 2003;
Marisco et al., 2003; Wyse et al.,, 2000; Royes et al., 2005) sendo que estas
convulsées sdo atenuadas pelo uso de ascorbato e a-tocoferol, ambos, agentes
antioxidantes (Fighera et al., 1999; 2003) e sao induzidas por aménia, um agente
pré-oxidante (Marisco et al., 2003), o que mais uma vez enfatiza a relacéo entre a
geragéo de estresse oxidativo e o aparecimento de convulsdes.

2.4. Selénio

O selénio (Se) foi descoberto em 1817, pelo quimico sueco J. J. Berzelius. O
Se é um elemento do grupo 16 da tabela periédica, podendo apresentar-se sob
quatro estados de oxidacado: selenato (Se*®), selenito (Se**), selénio elementar (Se°)
e seleneto (Se™).

O Se compartilha propriedades quimicas e fisicas com o enxofre (S). Esta
similaridade permite que o Se substitua o S, promovendo interagdes Se-S nos
sistemas bioldgicos. Por outro lado, as diferengas nas propriedades fisico-quimicas
entre Se e S constituem a base de seus papéis bioldgicos especificos (Stadtman,
1980).
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Os selendis (R-SeH) sado as formas correspondentes aos tiéis (R-SH), onde
ocorre a substituicdo do atomo de S pelo atomo de Se (Klayman & Gulnther,1973).

2.4.1. Atividade bioldgica

O Se é um elemento traco, cuja essencialidade nutricional foi demonstrada
em 1957 por Schwartz & Foltz (1957).

Nos ultimos anos, tem sido descrito que baixos niveis de Se podem levar a
pré-disposicdo para o desenvolvimento de algumas doencas, tais como cancer,
esclerose, doenca cardiovascular, cirrose e diabetes (Navarro-Alarcén & Lépez-
Martinez, 2000). Neste contexto, a suplementacdo de dietas com Se, tanto para
animais quanto para humanos, tem sido aceita pela comunidade cientifica. A Junta
de Alimentacdo e Nutricdo da Academia de Ciéncias dos Estados Unidos propde
uma ingestao diaria de 50-200 ug de Se, a qual é considerada segura para
individuos adultos (Food and Nutrition Board, 1989).

O Se apresenta um grande numero de funcdes bioldgicas, sendo a mais
importante como um antioxidante. Ja é conhecido que o Se esta presente como
residuo de selenocisteina no sitio ativo das enzimas glutationa peroxidase (Flohé et
al., 1973), tioredoxina redutase (Holmgren, 1985), 5’-deiodinase (Behné and
Kyriakopoulos, 1990) e selenoproteina P (Ursini et al., 1990). A atividade redox do
Se tem fundamental importancia para o sitio catalitico dessas enzimas. Além disso,
varios relatos demonstraram que compostos de Se mimetizam a atividade da enzima

glutationa peroxidase.

2.5. Disseleneto de difenila

A partir da década de 30, os organocalcogénios tém sido alvos de interesse
para os quimicos organicos em virtude da descoberta de suas aplicacoes sintéticas
(Comasseto, 1983), suas propriedades bioldégicas e aplicagcdes farmacoldgicas
(Parnham & Graf, 1991; Kanda et al., 1999; Nogueira et al., 2004).
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O disseleneto de difenila [(PhSe)— figura 1] € um composto organico que
contém Se, portanto um organocalcogénio, largamente utilizado como intermediario

em reacoes de sintese orgéanica (Paulmier, 1986; Braga e cols., 1996).

Figura 1. Estrutura quimica do Disseleneto de Difenila

Nosso grupo de estudo tem demonstrado que o (PhSe). possui inUmeras
propriedades farmacolégicas, tais como antioxidante (Rossato et al., 2002; Meotti et
al., 2004), anti-ulcera (Savegnago et al., 2006), neuroprotector (Ghisleni et al., 2003),
hepatoprotetor (Borges et al., 2005), anti-inflamatério e antinociceptivo (Nogueira et
al., 2003a; Savegnago et al., 2007) e anti-hiperglicEmico (Barbosa et al., 2006).

Além das propriedades farmacol6gicas, os compostos organicos de Se,
incluindo o (PhSe),, sdo conhecidos por induzir toxicidade in vitro e in vivo.

Dados do nosso laboratério tém mostrado que formas organicas de Se podem
ser neurotoxicas (Nogueira et al.,2003b; Moretto et al., 2003), causar toxicidade
renal (Meotti et al, 2003) para roedores adultos, ou ser nocivas para proteinas ou
enzimas de varios tecidos de mamiferos, tais como a enzima d&-aminolevulinato
desidratase (6-ALA-D) (Barbosa et al., 1998; Maciel et.al., 2001; Farina et al., 2001;
Bolzan et al., 2002; Nogueira et al., 2003c) e Na*, K'-ATPase (Borges et al., 2005).

Estudos prévios demonstraram que a exposicdo ao (PhSe), causa
modificacées na funcionalidade do sistema glutamatérgico in vivo e in vitro (Nogueira
et al., 2001), além de ocasionar convulsées (Nogueira et al., 2003). A modulacao de
grupos tidlicos de transportadores e receptores de glutamato no tecido cerebral pode
representar a causa da toxicidade provocada por organocalcogénios em ratos
(Nogueira et al., 2001; 2004).
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2.5.1. Disseleneto de difenila e Convulsao

Estudo prévio de nosso grupo demonstrou que o disseleneto de difenila pode
induzir convulsdes e que estas dependem da via de administragdo (intraperitoneal,
subcutanea ou intracerebroventricular) e da espécie animal considerada (ratos ou
camundongos) (Nogueira et al., 2003b). O (PhSe), nao causa convulsées € nem
morte em camundongos quando administrado pela via subcutanea e
intracerebroventricular, porém, quando administrado pela via intraperitoneal, este
composto causa convulsdo em camundongos, mas, ndao em ratos adultos,
demonstrando ser mais neurotoxico nessa espécie (Nogueira et al., 2003b).

Mudancas na estrutura dos disselenetos, como a introducdo de grupos
funcionais (doadores ou retiradores de elétrons) reduzem ou abolem o aparecimento
de episddios convulsivos. Além disso, disselenetos dialquilicos sdo mais toxicos em
comparagao a disselenetos diarilicos, em ratos e camundongos, causando episédios
convulsivos em camundongos. A laténcia para o aparecimento destes episédios
convulsivos aumenta com o aumento no nimero de carbonos da cadeia ligados ao
disseleneto (Nogueira et al., 2003b).

Demonstrou-se também que moduladores alostéricos GABAérgicos
(diazepan, fenobarbital e muscimol) e antagonistas muscarinicos competitivos sdo
habeis em abolir ou reduzir as convulsdes induzidas pelo disseleneto de difenila,
sugerindo que ocorra modulacdo de mais de um sistema de neurotransmissao nas

convulsdes induzidas por este composto (Nogueira et al., 2003b).
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3. OBJETIVOS

Considerando que as convulsées no periodo de desenvolvimento podem
causar danos cerebrais levando a sérias conseqgliéncias na idade adulta, e que isto
pode estar associado ao aumento na producdo de EROs e variacbes nos niveis de
varias defesas antioxidantes, os objetivos deste trabalho foram: (i) investigar a
toxicidade aguda induzida pela administragdo oral de (PhSe), em ratos jovens; (ii)
avaliar se o (PhSe). causa comportamento convulsivo em ratos jovens, ja que o
mesmo ndo causa convulsdo em ratos adultos e (iii) examinar se o0 estresse
oxidativo esta envolvido nas convulsées induzidas pelo (PhSe). em ratos jovens,
através da avaliacdo dos niveis de peroxidacao lipidica, defesas antioxidantes e

enzimas sensiveis as condi¢cdes oxidativas.
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4. ARTIGO CIENTIFICO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estao apresentados sob a
forma de artigo cientifico. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussao dos
Resultados e Referéncias Bibliograficas encontram-se no préprio artigo. O artigo
esta disposto da mesma forma que foi publicado na Revista Brain Research.

Os itens DISCUSSAO E CONCLUSAO, dispostos apds o artigo, contém
interpretagbes e comentarios gerais referentes ao presente estudo e relacionados ao
artigo deste trabalho.

As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS sio relacionadas as citagcdes que
aparecem nos itens INTRODUCAO, REVISAO BIBLIOGRAFICA e DISCUSSAO

desta dissertacao.
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4.1. INVOLVEMENT OF OXIDATIVE STRESS IN SEIZURES INDUCED BY
DIPHENYL DISELENIDE IN RAT PUPS
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bealn function and cognitive state {Treiman, 1995) Yhile
seizums oan ooour al any age, they are iy wor common in
children Than adulls, seloure incidence i highest In the 8
yenr of life, and decrsases with age thoughout childhood and
adodescsncs Cowan, 2003, Prolonged seloues in the endly
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Eaneko ot al, 2000 and the acthation of sacitatory svine acid
reneptor can alse Wigser the fovmation of yeactive sxygn
speches (B0 Said ot al, 2000% The braln & a prefmential gt
for the peosidative provtess because & has & high content of
pelyunsaturated falty solfs (Halliwell and Gutteridge, 1984,
Rany cerebral enzymes which condeln sulfhedeyl growps, suh
a8 farnincleniivats debdatase HALA D and e’ K AT s,

25

25



BRAIN REERA

BEw

TI4F {9607 228 ~082

287

are sensltive 0 oxidiving aperds (Borges @ al, 005 and w0
sitnations associated with oxddative siress Demasi o al, 1996},
Todrowravent e oxidative stress crganiens heve systers thay
mavent hasardous allects of Gee mdionls sudh a8 superide
disnubase SO0 and catalase QAT Acoordingly, dilferemess
hove been raported i free madicel scavenging ensyme levels
daring the convilsive process [Freitas et al, 2004)

Diphanyl deslenide ie an organossienium compound,
Hghly lpophdlie, with wany pharmasslogical properties
such g antivleer Savegnago € al, 20086 ant-nflanunatory
and snt-nocicapiive (Savegnago et al, 2008, newomstactor
{Ghislend ot al, 3003, ant-hypergiyosrsic Barbosa et al, 2008}
and antiodidant Meottd et al, 2003, On the other hand,
stadies pevioemad by owr group denonetrated thal prolonged
sxposure 1 high doves of diphenyl dselenide lnoreased thrse
times the otal sslenium contertt in the brain. Thewe b also
evidenes that diphenyl delenide oomes the Nood bauvier
and brain sslenions levels increase I maice after acute wnd
chranic expoesure to dipheny! diselenide [Madel ot al, 2003,

B & opwetl @ nention that this conpound when
adrinistratad by Lp roge induced selnure and death wmomicy,
g i not display any owt sign of neurstoxddy nadult s
{Nogueira 1 al, 2003), probaliy becauss species diflsmmes in
tomicity are often related to differmcss i the Hver metaboliam
sl Sepsition of & compound [Caldweall, 1983, o addition, a
direct trgection of diphenyd doslaide, m Bigh doses 0 s,
nte the bain of wden 44 not auss any ovewt s of
neioricly Moguela &t al, 2003 indicating that this o
pound muet b Aot metabolized to coues sslzures In mics, and
that the site &r enbry inte the body of 3 towle compound i
nportant in determining the fnsl toxic elffset {Timbeell, 20001
Heinforcing this den are the date on ovdl administmtion
dphenyl disclenide which deroonstrated that this exganossie
niwn compound, ot high dosss (332 w64 not induee
mlosiogonl efscy in ate and mice Savegnago o al, 2007

Theesfors, these regulls havee supporiad the hypothesls Gat the
brain i o potertial target Br the woxidly of dphenyl diselenids
and possibly for i pharmacelogion] and therspautic actions.
Based on the consdentions abows, the alne of the present
study wara 8] o nveetignts e amsis towicty ndusd By
divhenyl delendds lomt pups ueing ol soute of admindsttse

ton with the purpose of offedag safety In the possible
tarapeatinues of s oompeund, B weviate theappenans
of seizure Dehadlor in et pupe slnge dinhenyl dedlavide dos
not induce this neurtode «fhat In adult wis, this b an
important tople fom an acadernic point of view; and (O
samine If oxidative stress, Investigated by messwing 1pid
peroxidaton, sntondad ensyrnes and sneymes sensitive I
caidative conditions, s lovolved lo sslnues induced by dighangt
disalenide ln ot pups.

& Resulte

2% Dighend disderide-induced selnures

The convulelon bebavicr was claseified & pneralized el
wures Gonle-clonld or atage % selnges. AS showm fn Table 1
diphenyl dleslenids at 500 mgfy Induced seigures In 100% of
st pups, showing the lnency for the frat episode of 19 min

fipheny! deslenide at 30 and 130 mghe induced selaum
apisodes in 30% and of wat pups, respectively. Therefire,
arance of seipures and the latensy for the Grstepisods
seore dependent on thadoseused Atthe lowesl dose S myhe,
dphenyl disdendde 4 nut cause seizures In it pugs.

211 Lipid pevoidation
Oneeway ANOVA of TBARS demonsimied that diphewyt
dgelendde at 500 myg'hy noreasyd pdd pevoxidation in brain
of pups. TBARS lavals wavre sleo Incmased o rat pups which
had selowre epliodss induced by 150 e dihanil s
Henide Dipheny! deelenide did notaller Ypld peroxidation at
all sther doses teeted Flg U

i the Hver of rat pups, TBARE levels were not changed by
diphanyl deelenide {dara not shown),

ay ANOVA of CAT activiy weveaiad that diphenyl
diselenide st 30 mghy lnhdbited snayme activity in the bvaln
of pups which ¥ v aps . The highest dose of
diphanyl diselenide stiulated catalase activity inthe bradnof
paps CAT aotvity was not altered o all other groupe (Fg. &

Thars was nochangs vty in the bverofme
pups {data not shownl SGD activity sud ascwrbie aold levels
were alao unaltered by dipheny! dlodendds In Bwey and radn
of rat praps {ata not shown),

213 SALAD wivity
HALAD activity was slgnificenty inhibited fn the brain of
peips which had selnure eplsodes Independent of the dose of
diphenyl dielanid administered. The enzwee aotivity was
not altersd in the brain of rat pups which did not have sslsunes
(Fig. 3l

in the lver, dighenyl disslanids 2t the highest duse
nhibited &A8LAD scivity, Hepatit 8ALA-D activity was
fnlubited fn vt pupe which wecelved diphenyl diselenide wt
150 rogfhe and 4 not ave seizures. All other groups had te
ayme acivity unaitered Fig 3bi
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Fig. 1 - Effect of diphenyl diselenide on TEARS levels in brain
of rat pups. Data are reported as mean+ SEM of six to fourteen
animals per group and expressed as nmol MDA
(malendialdehyde)lmg ptn. "Denoted p<0.05 as compared to
the control group (one-way ANOVA/Duncan). Abbreviations:
C—control; diphenyl diselenide at the dose of: 5—5 mg/kg;
50—50 mg/kg; 150—150 mg/kg; 500—500 mg/kg.

214. Na*, K* ATPase adivity

One-way ANOVA of Na*, K' ATPase activity revealed that
diphenyl diselenide at 500 mgkg significantly inhibited the
enzyme activity in the brain of pups. Na*, K* ATPase activity
was also significantly reduced in rat pups which received
diphenyl diselenide (50 mg'kg) and had seizure episodes (Fig. 4.

3. Discussion

In the present study we have demonstrated that diphenyl
diselenide administered at high doses induced seizure epi-
sodes in rat pups. The latency for the appearance of tonic-
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Fig. 2 - Effect of diphenyl diselenide on catalase activity in
the brain of rat pups. Data are reported as mean +SEM of six
to fourteen animals per group and express U/mg pin.
"Denoted p<0.05 as compared to the control group (one-way
AMNOVA/Duncan). Abbreviations: C—control; diphenyl
diselenide at the dose oft 5—5 mg/kg; 50—50 mg/kg;
150—150 mg/'kg; 500—500 mg/kg.
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Fig. 3 - Effect of diphenyl diselenide on §-ALA-D activity in
brain (a) and liver (b) of rat pups. Data are reported as

mean +5EM of six to fourteen animals per group and
expressed as nmol of porphobilinogen /mg protein /.
‘Denoted p<0.05 as compared to the control group (one-way
ANOVA/Duncan). “Denoted p<0.05 as compared to the

150 mg/kg (with seizure) group (one-way ANOVA/Duncan).
Abbreviations: C—control; diphenyl diselenide at the dose of:
5—5 mg/kg; 50—50mg/kg; 150—150 mg/kg; 500—500 mg/kg.

clonic seizures characterized by rearing and falling of rat pup
body was dependent on the dose tested, This work is the first
evidence indicating that diphenyl diselenide is capable of
inducing seizures in pups when administered by oral route, It
is important to point out that diphenyl diselenide did not
display any overt sign of neurotoxicity when administered by
i.p,s.c, oral and i.cv. routes in adult rats (Mogueira et al., 2003
Savegnago et al, 2007). In addition, the doses of diphenyl
diselenide which induced seizures in rat pups are about 10
times higher than the doses that have pharmmacological
properties (Meott et al., 2003; Ghisleni et al., 2003; Nogueira
et al., 2003, Savegnago et al., 2007).

Several authors have reported that the oxidative stress has
been associated with seizure-induced neurcnal death [Walz et
al., 2000). In accordance, all pups treated with the highest dose
of diphenyl dizelenide (500 mg'kg) had seizures and the
parameters evaluated in the brain of pups support the
involvernent of oxidative stress in this neurotoxic effect.
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Fig. 4 - Efoct of dighenyt diselenide on Na', K° &TPase
activity in beale of vat pupe, Dats are reported 08 mesn: 358
of six to fourteen andmals pey group and express nraol Pirog
plaviain “Densted p<08 as compared to the contral group
{onewray ANOVA/Duncan). "Denoted pa 0,05 ag comparad to
the 150 mpty (it seduund groug. Abbreviations:
Tmseaiteod; diphony! diselonide ot the dose of: 55 mpfhg;
S-S0 sy 150150 mg/g S00--500 mg'hy.

Consistent with thie hypothasis we the chservations that
dipheny! diselenide (1 oo d lipid perexidation, a marker
of oxidative stregs; {3) increased catalase sctivity, confieming
the defensive role of catelage and indicating a celbniar
response o increased reactive oxygen spedes; {3 reduced
the activity of 8ALA-D and No*, K° ATPase, sulfhydey
conteining eneymes, which ave sensitive o oxidizing agenis
{Meottl et al,, 2003; Noguelra ot al, 2004 Borges et al, 2008.
The inhibition of sudfhwdeyt enaymes could also be altributed
to the ability of organceslenivm in oxiditing SH goups
{Spalibolz et al, 2004} Mossover, compounds thay oxidizg »
SH groups have fong been nown as potent S-ALA-D inhibitors
{Pappas et al., 1985}, SO0 sctivity and ascarbic acld levels were
not alterad by dipheryl diselenide, sugpesting that thase
markers of oxidative stress me not related 2o newotoxic
effects Induced by diphenyt diselenide. Bogarding the data
obtrined in the livey, ondy & ALA-D activity was altered by the
highest dese of diphenyl diselenide In fact, diphenyl dis.
elerade inhibited hapatic 8 ALA-D activity, which s consistant
with the site of xevnobiotic metabolisy, The fact that none of
the other parameters evaluated ware dhanged in the liver
reinforoes BALADY a8 an snayme wary sensitive to dipbeayl
digalenide.

The results chtained in beain with the two wmadiom doses
{50 and 150 ma/hg) also ernphasize the rdationghip batween
the sppearance of setzures and the latency forthe onset of the
firet conwilsive episode. Regoding the parsensters evaduated,
di flrent effectsovcursed batween rat pups exhibiting selnuss
and those not seizing and these effects were dependent of the
doge of dipheny! diselenide. In fuct, theve is a significant
differance betwosn at pups with and withoat selzares after
150 mp'kg of diphenyt diselenide in TBARS levels, 8 ALAD
and Na®, K* activity, Conversely, there s no difference
between rat pups with and withoot seizwes after 50 mpfhg
of dighenyl disclenide in the same parameters evaluated.
These resuites allow us to suggest that oxidative stress, in the

bain, it related o the dose of dipheny! diselenide adminis
tered to it pups and a least in part to the selzure episode.

Taking these data wopether the oxidative stresy in beain
seems to be directly related o the dose of diphenyt disslenide
adainistersd. In addidon, the labibition of catalass activity on
TRt pups after 50 mg'ky dipheny! diselenide suggests that the
time to onset for the fist seizwe episods {about 4 wmin}
allowad that catalase act agpdnst renctive oxypen species,
demonstrated by the lack of alteration fo pid peroxidation.
Shmilar to the dats obiained with the highest dose of diphenyl
diseleride, 50D activity and ascoarbic acid levels wem not
altered by the median doses.

Another fnding of this studyis that dipheny! diselenide, at
deses which induced seizures in vat pups, inhibited baain &
ALAD activity. The significant difference betwesn rat pups
with and without seizens i BALAD activity alter the doss of
150 mghe but the luck of agnificance afiter 30 mp/kg, could
weliect that BALA-activity is ondy, in paet, velated to the selzome
episode nduced by dipbenyl diselenide. The fact that the doss
of dipbenyl diselenide is an mportant factor o B-ALA-
fnhibition & another Interpretation that emengsy from thiz
comnparison. Accordingly, a number of evidence suggest the
divect volvement of BALA, the substrate of BALAD, in
nearclogcal manifestations such as seizures Kappas ot al,
1895) Importent, ALA sooumulation hes besn reported in
tissues of animals and poatients which 3 ALAD activity is
inhibited (Juknat ot al, 1985). ALA cun undergy autooxidation
nerating resctive oxygen species and the ALA enoyl madics!
{Bechara ot al,, 1983}, These reactive species increased ipd
peroxidation {(Bmanueli et al, 2003}, induced oxidative
damage and increased scivity of antloxidmnt enzymes
{Derast et al, 19968, Therefore, the nhibition of SALAD
activity is probably a conseguence of exddative strees lnduced
by selaure splondes.

Na®, K" ATPase activity in rats presenting seizures revenled
distinet effects dependent on the dose of dipheny! diselenide
administerad and the thme to onset for the Hwst selzue
episode, The lowest (50 mp/kg) and the highest (500 mpkgd
desesdecreased the ATHase activity, but at 150 mgikg enzyme
activity was notaltered. These results are very hard w explain
ot terstatively could be related to the intency for the onset fur
the st selzore opisode {45 and 30 min) for 30 and 150 wmy/
kg, respectively. Since Na®, X* ATPase is sensitive to cxidizing
agents {Borges ot al,, 2005, the enzyme nhibiton afler the
highest dose could be explained by the very high dose of
dipheny! diselenide administerad.

Conceming bhepatie tgswe, some coptroversial resulie
which aw dependent on the dose studisd were found
Omidative pararneters were unaliered by SCmpfkgof diphenyl
diseberide independent of selzing o not. Conversely, BALAD
was inbibited in rat pups after 150 mgfkg dpbenyt disdenide,
which did not mduce seizing. §-ALA-D inhibldon could be
axplained by the fact that these antmals were sacrifiond after
£ min of diphenyt diselenide administration, allowing that
the orgavosdlenivm covapound mooained in the Hver and by
axidizing sulfhydrv groups inhibited enanne sotivity,

Inconclusion, this paper could add to our understanding of
dipheny! divelenide neurotoxic effect demonstrated by the
appemrance of selzares which are, at least in part, related w0
the oxidative stress. Ty dats provide intenssting indications,
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snce dighery! dsslenide has phamacclogical moper
walnly when admivisteved by oral route, and can be a syl
cornpound v therapeutic uss In o near fiure,

44, BExvivo sxperimenty

The samples of Hvar and whele bualn wors homogenisad in
50 nd Trie-HC, pH 7.5 (V80, w) o (U5, wiv), reapeatively,
and contrifuged at 2600xg Hv 15 min

& Experimental proceduwre

4.3 Chemial
Saminclevulinie sad {BaLA), pdimathyiaminobenzalde
fuyde, epinepluine, ATP and ousbain were muchassd (rom
Slgma {80 Lovis, MO, UBAL

Diphenyl disslenide was preparsd In ourlaboratery sonords
iy o Hlernture weethods Paulmier (1988) Analvels of the '
R and Y0 MR specive showsd that (Fhls), obtained
presenied analytical and spectroacopic dute in Rl agresment
with its asdgned structure, The chesaioal panity of cosnpound
{90.5%) was determinad | FHRLC This dvug was dssclved
mosncla ol which we obtadlned Trosn w sndnd commaansiyd
supplier. Al other chemicals were of analytical grade and
obained from standard commarcial suppliars,

42 Animals

Young Wistar ruts {posteatal days, FHD, 3-34) of both sexss
ware obtalned frome local breding oolony, Postnatal daye 12-
34 was chosen baged on Mikuleckd ot al (2004}, The anbuals
wers kept in separate sndmal oms, on 8 130-h Behe b daake
ayeie, in an alr-conditionad room 2222 %0, Commardial dlat
{OUABL BS, Branl) sndtap water were supplied sd ibitum The
dameg were allowed o deliver and wean thelr pugs untl
pisstnatal daye (PHD) 42-34. The andmads ware used sccmeding
1o the guideline of the Comnities on Care and Use of
Exparieental Anlmal Regswnees, Fedeml University of Sants
Raria, Brazdl,

4%  Invive exporbaems

481 Diphenyl disdlenide-dndused seizures
Bxparimantes were blind o the dig gieen o mt puge.
Dipheny! daclenide was sdministenad per omal route e,
10 bl and the animals ware immediately obosrved Rats
were divided into groups s follows: Group Je-conte cancla
oll, paj, Doup --Fhiel, §§ mgks pal Sroup 3-{Phlel
B0 mghe po) Group S-{Fhdel (150 mgfhy po) and Group
SeefPhifele (500 mythg pod

sppearance of celpures was guantified ae proviously
described by Racine (1972 and Sperk et ol (1985 as follows:
Staged: no changes Stags G5 wat Sogehakes Stage L nwngh
snd faclyl wwvements; Stage & head nodding Sag 2
fraolind clovug Sage € mwing §
The anlomals ware obesrved for 1 hia Planigles chambas for
the sppearance of onic-clonic selzums lasting movethan 8 o,
The latengy for the onset of the Srst onio-donio seinurs
apisods was aleo recorded

Subseguently & the selzure episode, 1l pups were
decupitated. Andneals which 4 pt doplay selpures were
considend motecied and sacrificed 1 b after the compound
adninistemtion. The Hver and whole bealn of &fl andmals were
removad and used for ex vivo assava.

445, Lipid perosidation

The maction produdt was delenmined using an aliguet
{200 wmb i Heaeus, 500 al thicherbinne acd
{08%), a5 { e dodecd] sulfate, 81%) and 500 W
seelic ackd and SO0 wmi TEA {Jhiobarbitude acd 0.8%), the
migiure Wi inoubated at 88 %0 for & hTBARS fhicharbituric
acid reactive species) ware determined as descdbed by
Ohkawa et al. 1878,

442  Ascorbic aoid determination

Asaarbic and deternunation was performad as Jesoribad by
Tacgues-Silva et ol {2004} Feoteins wae precipitated in
vobateee of & cold 4% wichlorosoetic scld solutien, An sllgu
of the sample 8t o foal vobane of 1 ml of the sobution v
incubsted for S5 a8 0 then 1 md H80, 65% (v} wenaaddad
2 the msdium, The reaction product was deternained wing s
color reagent contaiping 4.5 myrel duizopheny! hydrazine

and Cully (0078 mpml) at 390 wra. The comlent of ascahic
acid fo related to tissue amount el ascotbie addig wst

nesuel

443 $Aminclwdink debpdratase §-ALAD) activity
8-ALA-D sotvity wes assaved scoording to the wmuthed
described by Sassa (1982 by mweasuring the mie of produd
porghobilinogen FEG) emation exospt that 45 oM sodium
phosphate bully and 2.2 b §-4LA were used. Ao aligotal
200 mi of the homopenized teone was nvlsied fw T h &
7 W {Hveriand Sor Shat 37 % foraly). Bnrvoa tic mmaction was
initiated by adding the subetrals H-A34) o a Sl conoendrae
non of 2.7 mM in a medhue containing 45 M phosphate
buffer, pH 6.4 The hncubation was swopped by adding
wrichloveacetic acid solution (0% TCA) with 10 mld Mgl
The reaction product wae determined using modified BElich's
reagent 8t 359 am The reattion was lnee o welation @
protein and tee of incubation.

Superoxide disnntase (800) activity was wesaysd specires
photesretrically a8 describad by Misra and Prdovich {1978
This method b besed on the cpadty of 80D v nhikit
sutooddation of spinephrine o adenochrome. Bnsyats
reaction was initated by adding so aliguet (080 mll of the
homegmized tesue and e subsimate {eplasphring) o a
concentmtion of 60 mM in & medinn contnining 50 mM
glycine bulffer, pH 102, The color reaction wae meanwed af
480 nrn. One unit of engyme was defined as the snount of
enayine reouirad w inkibit the rave ofepleaphning autpoxida-
teom by S0% at 28 °C.

445 Cotalase activity

Catalase potivity v assaved spectraphintomsettioally by e
method of Asbl (1984), which inwolves monitoring the
disappearance of Ha.0y in the howognats presence &
240 nee. Engymatic resction was indtated by adding an sliguot
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of 20 ml of the homogenized tissue and the substrate (H,0,) to
a concentration of 03 mM in a medium containing 50 mM
phosphate buffer, pH 7.0. The enzymatic activity was
expressed inunits (1 Udecomposes 1pmol of H; O, per minute
atpH 7 at 25 *C).

446, Na', K' ATPase actvity

The homogenate was centrifuged at 4000xg at 4 *C for 10 min
and supematant was used for assay of protein Na*, K' ATPase.
The reaction mixture for Na*, K' ATPase activity assay
contained 3 mM MgCl, 125 mM MNaCl, 20 mM KCl and 50 mM
Tris-HCI, pH 7 4, in a final volume of 500 pl. The reaction was
initiated by the addition of ATP to a final concentration of
3.0 mM. Control samples were carried out under the same
conditions with the addition of 0.1 mM ouabain. The samples
were incubated for 30 min at 37 *C, the incuba tion was stopped
by adding trichlorcacetic acid solution (10% TCA) with 10 mM
HgCl,. Na*, K* ATPase activity was calculated by the difference
between the two assays. Released inorganic phosphate (Fi)
was measured by the method of Fiske and Subbarow (1925).

44.7. Protem quantification

Protein concentration was measured by the method of
Bradiord (1576}, using bovine serum albumin as the standard.
4.5, Statistical analysis

Data are expressed as means+ SEM. Statistical analysis was
performed using a one-way analysis of variance (ANOVA),
followed by the Duncan's multiple range test when appro-
priate. Values of p<0.05 were considered statistically signifi-

cant. Seizure incidence was analyzed statistically by the ¥
method and Fisher's Exact Test.

Acknowledgments

The financial support by UFSM (FIPE), FAPERGS, CAPES and
CHFQ is gratefully acknowledged.

REFERENCES

Aebi, H., 1984 Catzlase in vitro, Methods Enzymol. 105, 121-126,

Barbosa, M.BV ., Rocha, JB.T., Wondracek, D.C.,, Perottonid, J., Zenid,
G., Nogueira, CW., 2006. Diphenyl diselenide reduces
temporarily hyperglycernia: possible relationship with
axidative stress, Chem. Biol, Interact. 163, 230-238,

Bechara, EJH, Medeiros, M.H.G., Monteire, H.P,, Hermes-Lima, M.,
Pereira, B., Demasi, M., Costs, CA., Abdalls, D.SP., Onuki, 1.,
Wendel, C.M.A., Di Mascio, P, 1993, A free radical hypothesis of
lead poisoning and inborn porphyries associated with
S-aminolevulindie acid overload. Quim. Mova 16, 391-585.

Borges, V.C., Rocha, JB.T., Nogueira, C.W,, 2005. Effect of diphenyl
diselenide, diphenyl ditelluride and Ebselen on cerebral
MNa' K*-ATPase activity in rats. Toxicology 215, 191-197,

Bradford, M.M,, 1976, A rapid and sensitive method for the
quantitation of microgram quantities of protein utilizing the
principles of protein-dye binding. Anal. Biochem. 72, 248-254.

Caldwell, ], 1982, Conjugation reactions in foreign compound
metabalism: definition, consequences and species variations.
DruEMEtab. Rew, 13, 745-777.

Cowan, L.D., 2002. The epidemiclogy of the epilepsies in children,
Ment. Retard, Dev, Disabil. Res. Rev. B, 171-181.

Demasi, M., Penatti, C.AA., De Lucia, B, Bachara, ELH., 1995, The
procddant effect of 5-aminolevulinic acid in the brain tissue of
rats: implications in neuropsychiatric manifestations in
porphyrias. Free Radical Biol. Med. 20, 291-299,

Emanuelli, T, Fagel, F W, Porcitinculs, L.O., Souza, DO, 2003,
Effects of 5-aminolevulinic acid in the glutamatergic
neurotransmission. Neurochem. Int 42, 115-121,

Fiske, C.H., Subbarow, ¥.J., 1925, The colorimetric deter mination of
phosphorus. Biol. Chem. 66, 375-381.

Freitas, R.M., Souza, ECF., Vasconcelos, SMM., Viana, G.SE.,
Fonteles, MM F., 2004 Filocarpine-induced status epilepticus
inrats: lipid peroxidation levels, nitrite formation, GABAergic
and glutamatergic receptor alterations in the hippocampus,
striagtum and frontal cortex Pharmacol, Bliochem. Behav, 78,
327332

Ghisleni, G., Porcitincul 8, L.Q,, Cimarosti, H, Rocha, J.B T, Salbego,
C.G., Souza, DO, 2003, Diphenyl diselenide protects rat
hippocampal slices submitted to oxygen-glucose deprivation
and diminishes inducible nitric oxide synthase
imrmunocontent. Brain Res. 985, 195-199,

Halliwell, B, Gutteridge, J.M.C., 1984. Oxygen toxicity, oxygen
radical, transition metals and diseases. Biochem. J. 219, 1-14.

Hauser, WA, Annegers, L.F., Rocca, WA, 1995, Descriptive
epidemiology of epilepsy: contributions of population-based
studies from Rochester, Minnesota, Mayo din. Proc. 71,
575884,

Jacques-Silva, M.C., Nogueira, CW., Broch, L.C., Rocha, J.B.T., 2001.
Diphenyl diselenide and ascorbic acid changes deposition of
selendum and ascorbic acid in brain of mice. Pharmacol.
Taxicol. 88, 119-125,

Juknat, A A, Kotler, ML, Batlle, AM.C., 1995 High
B-aminolevulinic scid uptake in rat cerebral cortex: effect on
porphyrin biosynthesis. Comp. Biochem. Physiol. 111C, 143-150.

Kaneko, K, Itoh, K, Berliner, L]., Miyasaka, K., Fujii, H., 2002.
Consequences of nitric oxide generation in epileptic-seizure
rodent models as studied by in vivo EFR. Magn. Reson. Med. 48,
10511054,

Kappas, A, Sassa, 5, Galbraith, R.A., Mordmann, Y., 1995, The
porphyrias, In: Scriver, CR., Beaudet, AL, Sly, W .5, Valle, D.
[Eds.), The Metabolic Bases of Inherited, 7th ed. McGraw Hill,
Mew York, pp. 2103-2160,

Maciel, EN., Flores, E.M., Rocha, J.B.T,, Folmer, V., 2003
Comparative deposition of diphenyl diselenide in liver, lidney,
and brain of mice. Bull. Environ. Contam. Toxicol. 70, 470-476.

Meldrum, B.S,, 2002. Concept of activity-induced cell death in
epilepsy: historical and contemporary perspectives, Prog Brain
Res. 135, 3-11.

Meotti, F.C.,, Borges, V.C,, Zend, G., Rocha, LB.T, Nogueirs, CW.,
2003, Potential renal and hepatic toxicity of diphenyl
diselenide, diphenyl ditelluride and Ebselen for rats and mice.
Toxicol. Lett 143, 9-16,

Mikulecks, Anna, Kubové, Hana, Mares, Pavel, 2004, Lamotrigine
does not impair motor performance and spontaneous behavior
indeveloping rats. Epilepsy Behav, 5, 464471,

Misra, HP., Fridovich, [, 1972 The role of superoxide anion in the
autoxidation of epinephrine and simple assay for superoxide
dismutase, ]. Biol. Chem. 247, 3170-3175.

Nogueira, C.W,, Meotti, F.C., Curte, E, Pilissio, C, Zeni, G, Rocha,
JB.T., 2003, Investigations into the potential neurotoxdcity
irduced by diselenides in mice and rats. Toxcology 183,
29-37.

Mogueira, CW., Zeni, G, Rocha, JB.T,, 2004, Organcselenium and
orgenotellurium compounds: toxicology and pharmacology.
Chem. Rev. 104, 62556285,

Ohkawa, H., Ohishi, N, Yag, K., 1979, Assay for lipid peroxides in
animal tissues by thiobarbituric acid reaction. Anal. Biochem.
a5, 351358,

30

30



232

ERAINRESEARCH 1147 (Z007) F28-232

Pappas, .B., Ahlquist, .T., Allen, E.M,, Banner, JW., 1935, Oral
dimercaptosuccinic acid and ongoing exposure to lead: effects
on heme synthesis and lead distribution in a rat model.
Toxicol. Appl. Fharmacal, 133, 121-129,

Paulmier, C., 1386, Selencorganic functional groups, In: Faulmier,
C. [Ed.), Selenium Reagents and Intermediates in Organic
Synthesis, 1st ed. Pergamon Fress, Oxford, England, pp. 25-51.

Racine, R.J., 1972, Modification of seizures activity by electrical
stimulation: I, Motor seizure, Electroencephalogr. Clin,
Meurophysiol, 32, 281-294.

Said, 5], Pakbaz, H., Berisha, HI,, Raza, 5., 2000. NMDA receptor
activation: critical role in cxddant tissue injury. Free Radical
Biol. Med. 28, 1300-1302.

Sassa, 5., 1982, Delta-aminolevulinic acid dehydratase assay.
Enzyme 28, 133-145

Savegnago, L., Trevisan, M., Alves, D, Bocha, [.B.T, Nogueirs, C.
W., Zeni, G, 2006. Antisecretory and antiulcer effects of
diphenyl diselenide. Environ. Toxicol. Pharmacol. 21,

B5-92.

Savegnago, L., Pinto, LG, Jesse, CR., Alves, D, Rocha, JL.B.T,,

Mogueira, CW., Zeni, G, 2007. Antinociceptive properties of

diphenyl diselenide: evidences for the mechanism of action.
Eur.]. Pharmacol 555, 129-138,

Spallholz, J.E., Shriver, J.E., Reid, TW,, 2001, Dimethyldiselenide
and methylselenide acid generates superoxide in an in vitro
chemiluminescence assay in the presence of glutathione:
implications for the anticarcinogenic activity of
L-selenomethionine and 1-Se-methylselenocysteine. Nutr,
Cancer 40, 3441,

Sperk, GH., Lassmamm, H,, Baran, H., Seitelberper, F.,
Hornykiewicz, O., 1985, Kainic acid-induced seizures:
dose-relationship of behavioural, neurochemical and
histopathological chanpes. Brain Res. 338, 289-295.

Treiman, DLM., 1995, Electroclinical features of status epilepticus.
J. Clin. Neurophysiol. 12, 343-352.

Timbrell, ., 2000. Factors affecting toxic responses: disposition, I
Timbrell, J. (Ed.), Principles of Biochemical Toxicology, 3rd ed.
Taylor and Francis Ltd., Philadelphia, USA, pp. 25-62.

Walz, R., Moreira, . CF., Bennfato, M .S, Quevedas, J., Schorer, N,
Vianna, MMR., 2000. Lipid peroxidation in hippocampus early
and late after status epilepticus induced by pilocarpine of
kainic acid in Wistar rats. Neurosci. Lett, 291, 179182,

31

31



32

5. DISCUSSAO

O disseleneto de difenila (PhSe). € um composto de Se amplamente utilizado
como intermediario em reagdes de sintese organica (Zeni e cols., 2001). Além disso,
existem diversos estudos demonstrando que este composto possui importantes
propriedades farmacoldgicas, tornando interessante a avaliagdo de seus efeitos
toxicolégicos (Nogueira et al., 2004).

Estudos prévios utilizando ratos e camundongos adultos demonstraram que
dentre os efeitos tdéxicos do (PhSe), esta a caracteristica deste composto em produzir
convulsdes, 0 que sugere o envolvimento do mesmo com importantes processos
neurolégicos (Nogueira et al., 2003b).

As convulsdes se caracterizam por crises espontaneas, podendo ser resultado
de descargas paroxisticas, excessivas e sincrénicas de uma populacdo neuronal
(Engelborghs et al., 2000; Walker et al., 2004). A prolongada excitacdo neuronal
durante as convulsées pode levar a injuria € morte celular. Um dos mecanismos
propostos, o qual leva a neurodegeneracao induzida pelo processo convulsivo é a
geracao de espécies reativas de oxigénio e consequientemente o estresse oxidativo
(Gluck et al., 1999).

O presente trabalho demonstrou pela primeira vez que o (PhSe),, administrado
pela via oral, causa convulsdo em ratos jovens. Sabe-se que as convulsdes sao mais
predominantes em criancas do que em adultos, e que em virtude de nos primeiros
anos de vida o cérebro estar em desenvolvimento, as convulsdes nesta faixa etaria
podem desencadear sérios prejuizos neuroldgicos, os quais podem se refletir na
idade adulta (Vingerhoets, 2006). Do mesmo modo, verificou-se que os efeitos
causados pela administracdo do (PhSe). sdo dose dependente, sendo que a dose do
composto a qual induz convulsdo é cerca de 10 vezes superior a dose que possuli
propriedades farmacologicas (Nogueira et al., 2004; Savegnago et al., 2007).

De fato, a administracdo do (PhSe), em doses elevadas (500 mg/kg) causou
convulsdo em 100% dos animais. As analises bioquimicas realizadas no cérebro dos
animais apos o episddio convulsivo demonstraram um aumento nos niveis de
peroxidacao lipidica e um aumento da atividade da enzima catalase, sugerindo que o
estresse oxidativo pode estar associado as convulsdes induzidas pelo (PhSe),,

podendo ocasionar um dano neuronal.
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A administracédo do (PhSe), nas doses de 50 e 150 mg/kg causou convulsdo
somente em parte dos animais e a laténcia para o primeiro episédio convulsivo foi
dose-dependente. Neste estudo observou-se uma significante diferenca entre os ratos
que apresentaram convulsdo quando comparado aos que ndo apresentaram
convulsdo, na dose de 150 mg/kg, em relacédo aos niveis de TBARS, 8-ALA-D e Na™,
K*-ATPase, o que sugere que o episodio convulsivo pode estar diretamente
relacionado com o estresse oxidativo e injuria cerebral no modelo convulsivo induzido
por (PhSe).. J& na dose de 50 mg/kg os niveis de TBARS né&o foram alterados em
ambos 0s grupos, com ou sem convulsao, o que pode sugerir que o estresse oxidativo
pode também estar em parte relacionado com a dose do composto administrada.

Outro fato importante foi a redugdo da atividade das enzimas 3-ALA-D e Na*,
K*-ATPase, que sdo enzimas sulfidrilicas e sensiveis a agentes oxidantes (Nogueira
et al., 2003c; Borges et al., 2005). De fato, estudos demonstraram que a toxicidade
dos compostos organicos de selénio esta diretamente relacionada com sua
capacidade de oxidar grupos SH (Spalholz et al., 2001).

A importancia destes achados esta no fato de que a inibicao da 5-ALA-D pode
levar ao acumulo do seu substrato, o ALA (Emanuelli et al., 2001), o qual pode se
auto-oxidar, dando origem as espécies reativas de oxigénio. Estas, por sua vez, sao
nocivas aos sistemas biolégicos, uma vez que podem oxidar biomoléculas
importantes, provocando injuria tecidual e morte celular (Emanuelli et al. 2003).
Existem inUmeras evidéncias que sugerem o envolvimento do 3-ALA, substrato da o-
ALA-D, em manifestacées neurolégicas como convulsées (Kappas et al., 1995;
Emanuelli et al., 2003).

Do mesmo modo, estudos relacionam a inibicdo da atividade da enzima Na®,
K*-ATPase ao processo convulsivo (Fighera et al., 2006; Royes et al., 2007; Furian
et al., 2007). Sabe-se que esta enzima desempenha papel primordial na manutencao
do gradiente i6nico, uma vez que sua inibicdo aumenta a excitabilidade neuronal e
facilita o aparecimento da convulsao (Vasilets and Schwarz, 1993).

Além desses achados, também se observou que a administracdo oral do
(PhSe), foi capaz de inibir a atividade da enzima &-ALA-D hepatica. De fato,
compostos que sado absorvidos pelo trato gastrointestinal sofrem um extenso
metabolismo hepatico (Timbrell, 2000). Associado a isso esta a capacidade dos

compostos de selénio em oxidar grupos SH (Spalholz et al., 2001), tornando enzima &-
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ALA-D hepatica alvo da acdo destes compostos (Barbosa et al., 1998; Maciel et al.,
2000; Farina et al., 2001)

Neste contexto pode-se inferir que o (PhSe), demonstrou efeitos neurotéxicos
quando administrado pela via oral em ratos jovens. Esses efeitos foram
caracterizados pelo aparecimento de convulsées e isto, pelo menos em parte, pode
estar associado ao estresse oxidativo.
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6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados nesta dissertacdo podemos inferir
0 seguinte:

= O (PhSe),, administrado de forma aguda, pela via oral, demonstrou ser
téxico em ratos jovens;

= O (PhSe),, administrado pela via oral, causou convulsdo em ratos jovens
de uma maneira dose dependente;

= O estresse oxidativo esta relacionado, pelo menos em parte com as
convulsées induzidas por (PhSe)s.
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7. PERSPECTIVAS

Tendo em vista os resultados obtidos neste trabalho, as perspectivas para
trabalhos posteriores sao:

= Verificar o possivel envolvimento do sistema glutamatérgico no processo
convulsivo induzido por disseleneto de difenila;

= Verificar o possivel envolvimento do sistema GABAérgico no processo
convulsivo induzido por disseleneto de difenila;

= |dentificar o(s) possivel(is) metabdlito(s) responsaveis pela convulsao
induzida por disseleneto de difenila, uma vez que estudos prévios demonstraram
que seu efeito neurotoxico depende da via de administracdo e possivel
metababolismo hepatico.
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