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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas: Bioquimica Toxicoldgica
Universidade Federal de Santa Maria

EFEITO DO TIPO ANTIDEPRESSIVO DO DISSELENETO DE DIFENILA EM UM
MODELO DE DEPRESSAO INDUZIDA POR MALATION EM RATOS
AUTORA: Carmine Inés Acker
ORIENTADORA: Cristina Wayne Nogueira
LOCAL E DATA DA DEFESA: Santa Maria, abril de 2010

Os inseticidas organofosforados (OF), entre eles o malation, sdo responsaveis
por grande parte das intoxicacbes relatadas anualmente no Brasil. Além dos
sintomas da intoxicacao colinérgica, a exposicao a OF causa disturbios cognitivos e
afetivos, que néo necessariamente estdo relacionados a inibicdo da atividade da
enzima acetilcolinesterase (AChE). Dentre esses prejuizos destaca-se a depressao.
O disseleneto de difenila [(PhSe);] € um composto organico de selénio que possui
diversas propriedades farmacolégicas, entre elas, a atividade antioxidante. Dessa
forma, o presente trabalho teve por objetivo investigar um possivel efeito do tipo
antidepressivo do (PhSe), em um modelo de depresséo induzida por malation em
ratos. O papel das atividades da Na® K* ATPase, AChE e monoamina oxidase (MAO)
bem como do estresse oxidativo no comportamento antidepressivo foram
investigados no cortex cerebral de ratos. Os ratos foram expostos ao malation na
dose de 50 mg/kg por via intraperitonial (i.p.) e ao (PhSe), na dose de 50 mg/kg por
via oral (p.0.) uma vez ao dia durante trés dias. 24 h apds a ultima administracdo de
malation e/ou (PhSe),, foram realizados os testes comportamentais e em seguida 0s
animais foram submetidos a eutanasia. Para investigar o comportamento do tipo
antidepressivo, os ratos foram submetidos ao teste do nado forcado (TNF) e ao teste
do campo aberto (TCA). Os niveis de espécies reativas ao acido tiobarbitarico
(TBARS), bem como as defesas antioxidantes enziméticas e ndo-enzimaticas foram
determinadas no cortex cerebral dos ratos. Os resultados confirmaram que o
malation aumenta o tempo de imobilidade no TNF sem alterar a atividade
locomotora no TCA. O tratamento com (PhSe), melhorou a performance dos animais
no TNF sem que houvesse alteracdo no numero de cruzamentos no TCA. Houve
uma inibicdo da atividade da Na® K" ATPase nos animais tratados somente com
malation e essa inibicao foi prevenida pelo (PhSe),. A exposicdo ao malation nao
alterou os parametros de estresse oxidativo bem como as atividades das enzimas
AChE e MAO. Com esse trabalho, conclui-se que o (PhSe), exerce efeito do tipo
antidepressivo em ratos expostos ao malation. A atividade da Na® K* ATPase esta,
pelo menos em parte, envolvida no comportamento do tipo antidepressivo do
(PhSe)..

Palavras-chave: malation; disseleneto de difenila; depressao; selénio.



ABSTRACT
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ANTIDEPRESSANT-LIKE EFFECT OF DIPHENYL DISELENIDE ON MALATION-
INDUCED DEPRESSION MODEL IN RATS
AUTHOR: Carmine Inés Acker
ADVISOR: Cristina Wayne Nogueira
PLACE AND DATA OF THE DEFENSE: Santa Maria, April, 2010

Organophosphorus (OP), among them malathion, are responsible for most of
the poisonings reported annually in Brazil. In addition to symptoms of cholinergic
poisoning, the exposure to OP causes affective and cognitive disorders, which are
not necessarily related to acetylcholinesterase (AChE) enzyme activity inhibition.
One of these disorders is depression. Diphenyl diselenide [(PhSe);] is an
organoselenium compound that presents pharmacological effects, among them the
antioxidant effect. Therefore, this study was designed to investigate a potential
antidepressant-like effect of (PhSe), on a depression model induced by malathion in
rats. The role of Na'K* ATPase, AChE and monoamine oxidase (MAO) activities and
oxidative stress was investigated in cerebral cortices of rats. Rats were exposed
once a day for three consecutive days to malathion (50 mg/kg, intraperitoneal) and
(PhSe), (50 mg/kg, oral). To investigate the antidepressant-like behavior rats were
submitted to the forced swimming test (FST) and the open-field test (OFT).
Thiobarbituric acid reactive species (TBARS) levels, enzymatic and non-enzymatic
antioxidant defenses were carried out in cerebral cortices of rats. The results
confirmed that malathion increased immobility time in the FST without altering the
locomotor performance in the OFT. Treatment with (PhSe), ameliorated performance
in the FST without altering the crossing numbers in the OFT. The inhibition of Na'K*
ATPase activity caused by malathion was prevented by treatment with (PhSe),.
Exposure to malathion did not alter parameters of oxidative stress as well as AChE
and MAO activities in cerebral cortex of rats. In conclusion, (PhSe), exerted
antidepressant-like effect in rats exposed to malathion. Na’K* ATPase activity is, at
least in part, involved in (PhSe), antidepressant-like behavior.

Keywords: malathion; diphenyl diselenide; depression; selenium.
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1. INTRODUCAO

O uso extensivo de agrotoxicos e o intensivo desenvolvimento de novos
compostos quimicos para esse proposito aumentaram drasticamente a variedade e
a guantidade dos mesmos no meio ambiente. Segundo dados do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, o Brasil € um dos maiores consumidores de
agrotoxicos do mundo, tanto de uso doméstico como de uso agricola.

As consequéncias do uso intensivo de agrotoxicos refletem-se nos indices de
intoxicac®es induzidas por estas substancias, seja no campo ou em areas urbanas.
No Brasil, segundo estatisticas do Ministério da Saude, no ano de 2007 foram
registrados mais de 8 mil casos de intoxicacdo por agrotoxicos de uso rural e
domeéstico, 31% destes na regiao Sul.

Dentre os agrotoxicos, o grupo dos organofosforados (OF) representa a
classe mais utilizada. Os compostos organofosforados sao substancias inibidoras da
acetilcolinesterase (AChE), que impedem a hidrélise da acetilcolina (ACh) e
consequentemente permitem uma acdo mais intensa e prolongada desse
neurotransmissor nas sinapses colinérgicas. Atuam de maneira similar a agonistas
dos receptores colinérgicos, com os consequentes efeitos muscarinicos e nicotinicos
sobre o sistema nervoso central (Moretto, 1998).

Entre os agrotoxicos OF destaca-se o inseticida malation, usado amplamente
na agricultura e em programas de saude publica. O malation [0,0-dimetil S-(etil-1,2-
dicarboetoxi) fosforoditioato] € utilizado nas areas rurais e urbanas em uma grande
variedade de situacfes, desde a erradicacao de insetos e formigas (Brenner, 1992)
até o combate a piolhos (Meinking et al., 2004).

Varios estudos tém demonstrado os prejuizos causados pela intoxicagdo
aguda e crbnica por malation, entre eles pode-se destacar ansiedade, confuséo,
irritabilidade e depresséo (Colosio et al., 2003). A toxicidade do malation tem sido
atribuida a producédo de radicais livres e conseqientemente ao inicio de um
processo de estresse oxidativo em animais experimentais (Fortunato et al., 2006a;
Fortunato et al., 2006b; Possamai et al., 2007).

A depressdo € um problema de saude publica cada vez mais frequente.
Estima-se que cerca de 30% da populacdo mundial sofra de depressdo. Essa

doenca pode ter diversas causas e caracteriza-se por um quadro de tristeza



profunda, incapacidade de interagir socialmente podendo levar a pessoa até mesmo
ao suicidio. Com relacdo aos OF, alguns trabalhos tém relacionado os efeitos
toxicos causados pela exposicdo ao malation como a causa de suicidio entre
trabalhadores rurais (Flessel et al., 1993; Parron et al., 1996).

Diversos farmacos sado utilizados no tratamento da depressao, por exemplo,
selegilina, imipramina e fluoxetina. Muitos desses medicamentos apresentam efeitos
colaterais ou demoram certo tempo para ter efeito sobre os sintomas da depresséo
(Nemeroff e Owens, 2002). Nesse contexto, torna-se importante a pesquisa de
novos compostos antidepressivos que tenham um efeito mais rapido e que
apresentem poucos efeitos colaterais.

Nos ultimos anos, os compostos organicos de selénio tém se destacado, nao
apenas como importantes intermediarios em sintese organica, mas também por
apresentarem propriedades farmacoldgicas em diversos modelos experimentais
(Nogueira et al., 2004). Dentre os compostos de selénio que possuem acao
farmacoldgica destaca-se o disseleneto de difenila [(PhSe)].

O (PhSe), é um composto organocalcogénio que exibe diversas propriedades
farmacoldgicas incluindo propriedades antiinflamatoria e antinociceptiva (Savegnago
et al., 2007a), anti-Ulcera (Savegnago et al., 2006), anti-hiperglicémica (Barbosa et
al., 2006) entre outras. Além destas, nosso grupo de pesquisa mostrou
recentemente que esse composto exerce também efeitos do tipo antidepressivo e do
tipo ansiolitico per se (Savegnago et al., 2007b; 2008).

Com base nos efeitos benéficos exibidos por esse composto, torna-se
importante estudos que investiguem o efeito antidepressivo do (PhSe), nos

distarbios comportamentais causados pelo malation.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Agrotoxicos

O termo “agrotoxicos” é definido pela Lei Federal n° 7.802, regulamentada

pelo Decreto n° 98.816, no seu artigo 2, inciso | da seguinte forma:

Os produtos e os componentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos
destinados ao uso nos setores de producdo, armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecao de
florestas nativas ou implantadas e de outros ecossistemas e também em
ambientes urbanos, hidricos e industriais. Produtos cuja finalidade seja
alterar a composicdo da flora e da fauna, a fim de preserva-la da acéo
danosa de seres vivos considerados nocivos; as substancias e produtos
empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores ou inibidores
do crescimento.

Estas substancias podem ser classificadas quanto a praga que combatem
em: inseticidas, herbicidas, fungicidas, raticidas, nematicidas, acaricidas e
molusquicidas (Organizagcdo Mundial da Saude, 1996). S&o classificados ainda
segundo seu poder toxico, variando entre os extremamente toxicos (Classe | - faixa
vermelha) até os pouco toxicos (Classe IV - faixa verde). Por determinacao legal,
todos os produtos devem apresentar uma faixa colorida indicativa do grau de

toxicidade, conforme mostra a tabela 1.

Tabela 1 — Classe toxicolégica e cor da faixa no rétulo de agrotéxicos.

Classe Grau de Toxicidade Faixa Exemplos
I Extremamente toxico Vermelha Metamidofos, Endosulfan
I Altamente téxico Amarela Clorpirifés, Diazinon
1] Medianamente toxico Azul Malation, Acefato
\Y Pouco ou muito pouco toéxico Verde Glifosato

Fonte: www.saude.pr.gov.br

Nos anos 70, com a implantacdo dos planos nacionais de desenvolvimento
agricola e de fertilizante e calcario, o Banco do Brasil concedia financiamentos
agricolas com 15% do crédito atrelado a “aplicacdo de tecnologia moderna”, dando

inicio a um novo modelo agricola baseado no uso intensivo de agrotéxicos e na total



dependéncia tecnoldgica de multinacionais fornecedoras de insumos e sementes
(Zanin et al., 1992).

Nos anos subseqientes o emprego desses produtos aumentou
drasticamente. No Brasil, segundo dados do Sindicato Nacional da Inddstria de
Defensivos Agricolas, o mercado de agrotéxicos movimentou US$ 7,1 bilhbes em
2008, acima dos US$ 6,6 bilhées dos Estados Unidos, a maior economia do mundo,
e 255% maior que o gasto em 2002, que foi de US$ 2 bilhdes.

Devido ao seu uso cada vez mais intenso, 0s agrotoxicos sao responsaveis
por grande parte dos casos de intoxicagcbes registrados no Brasil. Estdo entre os
contaminantes sintéticos que mais se destacam na degradac¢éo de recursos hidricos
e cujos efeitos atingem diversos graus de toxicidade. Estas substancias téxicas
percolam o0 solo, contaminando as &guas superficiais e subterraneas que

posteriormente poderdo servir para o consumo humano (WHO, 2003).
2.2. Inseticidas Organofosforados

Os agrotoxicos mais utilizados na agricultura sdo os compostos OF, que
derivam do &cido fosforico e tiofosférico e geralmente sédo aplicados como
inseticidas (Costa, 2006). A estrutura geral dos inseticidas OF esta representada na
figura 1. O atomo de fosforo (P) pode estar ligado através de uma dupla ligacdo com
0 oxigénio (O) ou com o enxofre (S). R; e R, geralmente representam grupos alcoxil.

O X é um grupo substituivel diferente para cada composto.

Fq O (5)
N
P
AN
Ro A

Figura 1 - Estrutura geral dos inseticidas organofosforados (Adaptado de Costa, 2006).

Como exemplo de compostos OF estdo: malation, paration, diazinon, fention,

diclorvos, clorpirifés, entre outros, 0s quais podem ser encontrados em



estabelecimentos comerciais de produtos agropecuarios (Maroni et al., 2000;
Petroianu et al., 2006).

O uso generalizado desses compostos tem causado poluicdo ambiental e
risco potencial a saude, incluindo casos cronicos e agudos de intoxicagdes, tanto em
animais quanto humanos (Abdollahi et al., 2004). Estes compostos sédo absorvidos
pelo organismo humano por via dérmica, respiratoria e digestiva. A absorcao por via
oral assume importancia nas intoxicacdes acidentais, sobretudo em criancas, e nos
adultos através do manuseio inadequado dos instrumentos de aplicacdo, no habito
de fumar ou comer durante o trabalho de aplicacdo ou preparo do produto, no
consumo de alimentos contaminados e nas intoxicacdes intencionais (homicidios e
suicidios) (Larini, 1996).

A acdo toxica dos compostos OF esta relacionada a inibicdo de varias
enzimas, porém, as esterases parecem ser as mais importantes clinicamente. A
inibicdo da AChE ocorre através do processo de fosforilagdo do grupo hidroxila do
residuo de serina da enzima. Com isso, a hidrdlise do neurotransmissor ACh sera
comprometida, levando ao acumulo deste neurotransmissor nas sinapses do
sistema nervoso central (SNC) e sistema nervoso periférico (SNP). Dessa forma,
haverd uma hiperestimulacdo dos receptores muscarinicos e nicotinicos (receptores
colinérgicos) desencadeando uma variedade de sintomas que caracterizardo a
“sindrome colinérgica” (Rusyniak e Nafagas, 2004; Eddleston et al., 2008).

Alguns dos efeitos agudos da exposicdo excessiva a compostos OF séo
lacrimacéo, salivagcdo, vomitos, diarréia, dores de cabega e convulsdes. Relatos em
trabalhadores expostos a baixas concentragfes, porém apds uma exposi¢cado crénica
demonstram: enfraquecimento, déficit de memoria, perda de concentracéo,
dificuldade de fala. Também foram observadas alteracdes psiquicas: aumento de
tendéncias depressivas, ansiedade, irritabilidade e nervosismo. Esses compostos
podem ocasionar ainda danos irreversiveis, como paralisias e neoplasias (Ray e
Richards, 2001; Salvi et al., 2003).

A intoxicacdo por OF pode ainda levar a morte, usualmente por insuficiéncia
respiratoria resultante de fraqueza muscular e depressao respiratoria no SNC,
agravados por broncoconstricdo e excessiva secrecdo brénquica (Brenner, 1992;
Cocker et al., 2002).



2.3. Malation

Dentre os OF utilizados no Brasil, destaca-se o malation [0,0-dimetil S-(etil-
1,2-dicarboetoxi) fosforoditioato] que € utilizado nas areas rurais e urbanas em uma
variedade de situacdes (erradicacdes de insetos, formigas e até piolhos) (WHO,

2003; Meinking et al., 2004). Sua estrutura quimica esta representada na figura 2:

Figura 2 — Estrutura quimica do malation.

O malation é um inseticida de uso agropecuario e domissanitario da classe lll,
ou seja, é considerado medianamente toxico. A dose letal de 50% dos animais
(DLsp) aguda oral do malation em ratos machos é 1.375 mg/kg, um valor
relativamente alto. No entanto o valor da DLsy pode ndo demonstrar alguns efeitos
toéxicos que podem ocorrer em niveis abaixo daqueles que causam a morte (The
Merck Index, 2001; WHO, 2003).

O malation é absorvido pelo organismo por todas as vias de forma acelerada.
Um estudo de Jadhav e colaboradores (1992) demonstrou a distribuicdo do malation
no organismo humano em diversos tecidos e fluidos corporais, como rim, sangue,
figado, baco, coragéo, cérebro, pulmdo e muasculos.

O metabolismo do malation em animais ocorre de trés formas, oxidativa,
hidrolitica, e reducdo do grupo metil catalisada pela enzima glutationa S-transferase
(GST). A figura 3 mostra a biotransformacao do malation.

Apébs absorcdo, o malation é oxidado no figado por enzimas do citocromo P-
450 em pequenas quantidades para malaoxon, o qual é o principal metabdlito
responsavel pelos efeitos toxicos observados (Buratti et al., 2005). O metabolismo
do malation também se da através de uma enzima carboxilesterase hepatica que

catalisa a degradagdo rapida do malation a derivados como o malation &cido



monocarboxilico (MMCA) e malation acido dicarboxilico (MDCA). Essas reacgfes
competem com a formagdo do malaoxon (catalisada pelo citocromo P-450), que por

sua vez também pode ser degradado pela carboxilesterase (Buratti et al., 2005).
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Figura 3 — Biotransformacédo do malation (Adaptado de WHO, 2003).

No homem, a eliminacdo do malation € principalmente urinaria, € em menor
quantidade nas fezes. A excrecdo maxima ocorre em 2 dias, apos isso diminui

rapidamente. Em ratos a principal via de excrecdo também é através da urina (80-



90%) nas primeiras 24 horas apés a exposi¢cdo. Os ratos convertem cerca de 4-6%
do malation em malaoxon. O tempo de meia-vida do malation em ratos € 1,4 dias no

sangue, na administracao por via oral (WHO, 2003).

2.3.1. Toxicidade do Malation

Na exposi¢cdo aguda o principal mecanismo de toxicidade do malation é a
inibicao irreversivel da enzima AChE, que resulta nos efeitos prolongados da ACh.
Os sintomas de intoxicacdo aguda surgem rapidamente, algumas horas apos a
exposicao excessiva (WHO, 2003). Os principais estao representados na tabela 2.

A intoxicacdo subaguda ocorre por exposicdo moderada e tem aparecimento
mais lento. Os sintomas s&o subjetivos e vagos, tais como dor de cabeca, fraqueza,
mal-estar, dor de estdmago, sonoléncia, entre outros. Ja a intoxicacdo cronica

caracteriza-se por surgimento tardio, ou seja, meses apos a exposicao (WHO, 2003).

Tabela 2 — Sistomas agudos de intoxicagcdo por malation.

Sindrome Muscarinica Sindrome Nicotinica Sindrome SNC
- Disturbios cardiocirculatérios - Tremores de lingua, - Cefaléia,
(diminuigéao da contratilidade labios, olhos e inquietude.
cardiaca, bradicardia e palpebras. - Tremores,
vasodilatacédo). - Espasmos e tremores ataxia.
- Disturbios gastrointestinais da musculatura - Confuséo
(aumento dos movimentos esquelética. mental.
peristalticos e do tdnus intestinal, - Flacidez e paralisia - Convulsodes.
aumento das secrecdes digestivas, = muscular. - Coma.
diarréia, colicas abdominais, - Espasmos,
vomitos. fasciculacbes e

- Disturbios das glandulas exdcrinas  fribilacdes musculares,
(sudorese, lacrimejamento). principalmente na face

€ Pescoco.

(Adaptado de WHO, 2003)



Além da inibicdo da AChE, a inducdo de estresse oxidativo também é
considerada um dos principais mecanismos de toxicidade do malation (Akhgari et al.,
2003; Abdollahi et al., 2004). Ha evidéncias de que as espécies reativas de oxigénio
(EROs) e nitrogénio (ERNs) estdo envolvidas no mecanismo de acdo de alguns
agrotoxicos, tais como o malation (Banerjee et al., 1999). Em animais experimentais
expostos ao malation foram observados diversos danos relacionados a producdo
excessiva de espécies reativas e ao inicio de um processo de estresse oxidativo
(Fortunato et al., 2006a; Fortunato et al., 2006b; Possamai et al., 2007).

Além disso, estudos mostraram que o malation, administrado agudamente,
em doses repetidas e cronicamente causa um comportamento do tipo depressivo,
avaliado pelo teste do nado forcado (TNF), em ratos (Assini et al., 2005; Ramos et
al., 2006; Brocardo et al., 2007).

De fato, a presenca de depressdo, ansiedade e prejuizos de memodria em
pessoas expostas a OF vem sendo destacada ha bastante tempo. Levin e Rodnitzky
(1976), ja relatavam estes sintomas mesmo na auséncia de inibicdo significativa da
AChE plasmatica dos individuos estudados. Outro estudo que avaliou 251 casos de
suicidio demonstrou uma relacdo positiva entre os casos estudados e areas
agricolas, bem como a respectiva populacdo de risco, ou seja, 0s agricultores
expostos a agrotoxicos (Parron et al., 1996).

No Brasil, um estudo avaliou 37 trabalhadores de plantacbes de fumo no Rio
Grande do Sul, tanto imediatamente quanto 3 meses apos o periodo de aplicacéo
dos OF em suas lavouras. Em nenhum dos momentos avaliados a atividade da
AChE plasmatica apresentou-se alterada, entretanto foram detectadas alteracdes
psiquiatricas como depressdo e ansiedade, em mais da metade dos casos
estudados (Salvi et al., 2003).

Além disso, diversos estudos em animais avaliaram o efeito da exposi¢do a
OF na funcgdo neurotransmissora do cérebro principalmente relacionada aos niveis
de serotonina (el-Etri et al., 1992; Raines et al., 2001; Aldridge et al., 2003). Uma
diminuicdo dos niveis de serotonina em doses inferiores aquelas necessarias para
inibir a AChE (Aldridge et al., 2003), sugere que o efeito dos OF no humor pode ser

mediado por mecanismos anti-colinesterasicos envolvendo a serotonina.

2.4. Depresséo
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Os seres humanos se entristecem e se alegram com facilidade, em
decorréncia de acontecimentos da vida. Essa experiéncia, de flutuagdes diarias em
nosso afeto, é universal e normal. Em algumas pessoas, no entanto, estas
flutuacOes se tornam excessivas em termos de intensidade e/ou duracéo, passando
a interferir de forma significativa em seu cotidiano (DePaulo e Hortiz, 2000).

A depressdao € um dos transtornos comportamentais mais graves e
recorrentes, muitas vezes manifestada com sintomas psicolégicos, comportamentais
e fisiologicos. Afeta cerca de 30% da populacdo mundial e pode resultar em morte
prematura por suicidio e prejuizo da vida social (Kessler et al., 1994). E também
considerada um fator de risco para o desenvolvimento de outras doencas, por
exemplo, o cancer e as doencas cardiovasculares (Pratt et al., 1996; Reiche et al.,
2004).

Diversos farmacos sao utilizados no tratamento da depressao. No entanto, em
torno de 15% dos pacientes sao resistentes a todas as formas de tratamento
conhecidas para essa doenca (Keller et al., 1992). Além dos efeitos colaterais que
podem ser causados pelos antidepressivos, muitos tratamentos demoram semanas
para que seja observada uma melhora dos sintomas (Nemeroff e Owens, 2002).

Os antidepressivos classicos sdo 0s compostos inibidores da monoamina
oxidase (MAO) (selegilina, moclobemida), compostos triciclicos (imipramina,
maprotilina) e drogas que atuam especificamente sobre o sistema serotoninérgico
(fluoxetina, venlaflaxina, paroxetina) (Wong e Licinio, 2001). Nas ultimas décadas
houve um grande avango na pesquisa por Nnovos compostos antidepressivos
principalmente devido aos efeitos colaterais dos medicamentos classicos. Buscam-
se cada vez mais drogas efetivas no tratamento da depressédo, que diminuam os
sintomas em menos tempo e que apresentem poucos efeitos colaterais.

Os mecanismos moleculares envolvidos na depressdo sdo muito complexos
(Sarko, 2000). Embora a maioria das pesquisas sobre depressao se concentre nos
neurotransmissores noradrenalina e serotonina, diversos outros fatores podem estar

relacionados com essa doenca.

2.4.1. AChE X Depressao
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A AChE é uma enzima que desempenha um papel regulatdrio na transmisséo
colinérgica. Estd amplamente distribuida no SNC e é responsavel pela hidrolise do
neurotransmissor ACh. Algumas evidéncias sugerem que a disfuncdo na
transmissao colinérgica esta envolvida na fisiopatologia da depressao (Fritze, 1993;
Garcia-Alloza et al., 2005). A estimulacdo da transmissao colinérgica com agonistas
dos receptores de ACh ou com inibidores da AChE pode causar distarbios

comportamentais (Dilsaver, 1986; Mearns et al., 1994).

2.4.2. Na’" K" ATPase X Depressio

Alguns estudos mostram que a atividade da Na* K* ATPase no cérebro esta
associada a depressdo (El-Mallakh e Wyatt, 1995; Gamaro et al., 2003). Na* K*
ATPase € a enzima responsavel pelo transporte ativo dos ions sodio e potassio,
mantendo assim o gradiente i6nico necessario para a excitabilidade neuronal. Esta
presente em altas concentracdes nas membranas das células cerebrais,
consumindo 40-50% do ATP produzido nesse tecido (Erecinska e Silver, 1994).
Dessa forma, alteracfes na atividade dessa enzima podem causar um disturbio na
funcdo neuronal. Além disso, a serotonina, que esta envolvida na fisiopatologia das
desordens afetivas (Van Praag et al., 1990), € removida da fenda sinaptica pelos
transportadores localizados nos neurénios pré-sinapticos por captacdo dependente
de sodio (Lesch et al.,, 1993; Worrall e Willians, 1994) o que estd diretamente

relacionado com a atividade da Na® K" ATPase (Lesch et al., 1993).

2.4.3. MAO X Depresséo

A MAO é uma enzima mitocondrial responsavel pela degradacdo das
monoaminas como dopamina (MAO-B), noradrenalina e serotonina (MAO-A),
podendo assim também estar envolvida na depressdo. Um aumento na atividade
dessa enzima foi observado em disturbios como depressao, ansiedade e doencas
neurodegenerativas. Dessa forma, inibidores da MAO podem ser empregados no
tratamento dessas doencas (Nolen et al., 1993; Yamada e Yasuhara, 2004).
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2.4.4. Estresse Oxidativo X Depresséao

As EROs e as ERNs sdo um importante fator de dano em muitos processos
patolégicos e toxicologicos, incluindo os disturbios psiquiatricos. Varios estudos
mostram o envolvimento do estresse oxidativo na patogénese da depressao. Maes
et al. (2000), bem como outros pesquisadores (Tsuboi et al., 2006; Sarandol et al.,
2007) mostraram a co-existéncia de estresse oxidativo aumentado e sintomas de
depressdo em pacientes. Esse resultado foi evidenciado pela diminuicdo das
defesas antioxidantes e pelo aumento da peroxidacédo lipidica no plasma destes
pacientes. Dessa forma, a utilizacdo de antioxidantes pode representar uma
alternativa para o tratamento da depresséo.

2.5. Selénio

O selénio foi descoberto em 1817, pelo quimico sueco J. J. Berzelius. Esse
elemento € um calcogénio do grupo 16 da tabela periédica e pode apresentar-se sob
quatro estados de oxidacéo: selenato (Se*®), selenito (Se™), selénio elementar (Se°)
e seleneto (Se™) (Papp et al., 2007).

O selénio € um elemento traco essencial, cuja essencialidade nutricional foi
demonstrada em 1957, em ratos (Schwartz e Foltz, 1957). Nos ultimos anos, tém
sido descrito que baixos niveis de selénio podem levar a predisposicdo para o
desenvolvimento de algumas doencgas, tais como o cancer, a esclerose, as doencas
cardiovasculares, a cirrose e o diabetes (Navarro-Alarcén e Lopez-Martinez, 2000).
Neste contexto, a suplementacao de dietas com selénio, tanto para animais quanto
para humanos, tem sido aceita pela comunidade cientifica. Para humanos, a Junta
de Alimentagdo e Nutricdo da Academia de Ciéncias dos Estados Unidos propoe
uma ingestao diaria de 50-200 pg, a qual € considerada segura e saudavel para
adultos.

Esse calcogénio apresenta um grande numero de fungdes bioldgicas, sendo a
mais importante a antioxidante. O selénio tem atividade redox e tem importancia
fundamental porque faz parte do sitio ativo de diversas enzimas. Ja € conhecido que
0 selénio esta presente como residuo de selenocisteina no sitio ativo das enzimas

glutationa peroxidase (GPx) (Wingler e Brigelius-Flohé, 1999), tioredoxina redutase
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(Holmgren, 1985), 5’-deiodinase (Behne e Kyriakopoulos, 1990) e selenoproteina P
(Ursini et al., 1990). Além disso, sabe-se que as moléculas contendo selénio podem
ser melhores nucledfilos (e, portanto antioxidantes) do que os antioxidantes
classicos (Arteel e Sies, 2001).

O selénio também é considerado um importante modulador do humor.
Diversos estudos demonstraram o papel do selénio nos distirbios do humor
(Hawkes e Hornbostel, 1996; Burk, 2002; Sher, 2008). No entanto, o mecanismo
pelo qual o selénio interfere nesses disturbios ainda ndo foi esclarecido. Sabe-se
gue uma dieta pobre em selénio (32-36 pg/dia) esta associada a um aumento da
incidéncia de depressédo, ansiedade, confusdo e hostilidade. Além disso, uma dieta

rica em selénio (226 pg/dia) melhora o humor (Rayman, 2000).

2.5.1. Disseleneto de Difenila (PhSe);

A partir da década de 30, os organocalcogénios tém sido alvos de interesse
para os quimicos organicos em virtude da descoberta de suas aplica¢des sintéticas
(Comasseto, 1983), suas propriedades biologicas e aplicacbes farmacoldgicas
(Parnham e Graf, 1991; Nogueira et al., 2004).

Durante as Ultimas décadas, o interesse pelos compostos organicos de
selénio tem se intensificado, principalmente devido ao fato de que uma variedade
destes compostos possui propriedades farmacoldgicas (Nogueira et al., 2004). Entre
esses compostos, destaca-se o (PhSe), (figura 4), um composto organico de selénio
lipofilico que apresenta inUmeras propriedades farmacoldgicas (Nogueira et al.,
2004).

Se

Figura 4 — Estrutura quimica do (PhSe),.
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Estudos em animais de laboratério demonstraram que o (PhSe), apresenta
propriedades anti-Ulcera (Savegnago et al., 2006), antiinflamatéria e antinociceptiva
(Savegnago et al., 2007a), anti-hiperglicémica (Barbosa et al., 2006), neuroprotetora
(Ghisleni et al., 2003) e pode retardar o desenvolvimento de cancer (Barbosa et al.,
2008). Além disso, esse composto apresenta efeito antioxidante em diversos
modelos de estresse oxidativo (Santos et al., 2005; Borges et al., 2008; Luchese et
al., 2009; Prigol et al., 2009a). Recentemente foi demonstrado que o (PhSe),
apresenta propriedades do tipo antidepressiva e do tipo ansiolitica (Savegnago et
al., 2007b; Savegnago et al., 2008).

Embora o (PhSe), apresente consideraveis propriedades farmacoldgicas,
trabalhos também tém evidenciado a ocorréncia de alguns efeitos toxicos. Inibicdes
nas atividades das enzimas d-aminolevulinato desidratase (6-ALA-D) (Nogueira et
al., 2003a) e Na* K" ATPase (Borges et al., 2005) foram observadas e o potencial
pro-oxidante do (PhSe), parece estar envolvido nestes efeitos. Efeitos neurotédxicos
do (PhSe), também foram relatados (Nogueira et al., 2003b), incluindo a inducéo de
convulsdes (Prigol et al., 2008). Entretanto, tais efeitos neurotdoxicos foram
observados apenas quando o (PhSe), foi administrado em altas doses (Prigol et al.,
2009b). O (PhSe), pode ainda afetar o sistema glutamatérgico em plaquetas
humanas (Borges et al.,, 2004) e de ratos (Nogueira et al., 2001) e dados da
literatura também indicam que o (PhSe), pode causar toxicidade em fetos de ratas
tratadas com este composto (Weis et al., 2007).

Recentemente, nosso grupo de pesquisa estudou a farmacocinética do
(PhSe),. Prigol et al. (2009b) demonstraram que o pico plasmatico de (PhSe), apés
a administracao oral (500 mg/kg) foi em 30 min e a concentragcado plasmatica maxima
do composto foi de 13,13 e 10,11 pg/ml para ratos e camundongos,
respectivamente. Foi demonstrado também que o (PhSe), na dose de 500 mg/kg
atinge concentracdes no plasma, no figado e no cérebro de 3,67, 5,07 e 1,15 pg/ml
respectivamente apos a administracéo pela via oral em filhotes de ratos. Além disso,
foi observada uma correlacdo negativa entre as concentracdes de (PhSe), no figado
e no cérebro e a laténcia para os primeiros episédios convulsivos nesses filhotes
(Prigol et al., 2009c).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Considerando que a depressdo é um dos disturbios comportamentais cada
vez mais frequente e que os seres humanos estdo expostos a organofosforados, o
objetivo do presente trabalho foi investigar um possivel efeito do tipo antidepressivo

do (PhSe), em um modelo de depresséo induzida por malation em ratos.

3.2. Objetivos Especificos

v Determinar, através do teste do nado forcado (TNF), um modelo preditivo
para o estudo da depressao em animais experimentais, se o tratamento com (PhSe),
exerce um efeito do tipo antidepressivo em ratos expostos a uma baixa dose de

malation.

v Determinar, através do teste do campo aberto (TCA), um modelo utilizado
para a avaliacdo da locomocdo em animais experimentais, se 0 tratamento com

malation e/ou (PhSe), altera as atividades locomotora e exploratdria dos animais.

4 Investigar a atividade das enzimas Na* K" ATPase, AChE e MAO, bem como
parametros de estresse oxidativo no cortex cerebral de ratos expostos ao malation
elou (PhSe)..
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4. ARTIGO CIENTIFICO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a
forma de artigo cientifico. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discusséo dos
Resultados e Referéncias, encontram-se no proprio artigo, estruturados de acordo

com as normas da revista Neuroscience Letters.
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The antidepressant-like effect of repeated administration of diphenyl diselenide (PhSe); in rats exposed
to malathion is reported. The role of Na*K* ATPase, acetylcholinesterase (AChE) and monoamine oxidase
(MAO) activities and oxidative stress in antidepressant behavior were investigated in cerebral cortex
of rats. Rats were exposed once a day for 3 consecutive days to malathion (50 mg/kg, intraperitoneal)
and (PhSe); (50 mg/kg, oral). To investigate the antidepressant-like behavior rats were submitted to the

K:y:w':'_ds: forced swimming test (FST) and open-field test (OFT). Thiobarbituric acid reactive species (TBARS) lev-
2AMIOE, o els, enzymatic and non-enzymatic antioxidant defenses were carried out in cerebral cortex of rats. The

Dipheny! diselenide e : el : : 8

Solentuin results confirmed that malathion increased immobility time in the FST without altering the locomotor

Antidepressant-like performance in the OFT. Treatment with (PhSe}); ameliorated performance in the FST without altering

Na*K* ATPase activity the crossing numbers in the OFT. The inhibition of Na*K* ATPase activity caused by malathion was pre-

Oxidative stress vented by treatment with (PhSe),. Exposure to malathion did not alter parameters of oxidative stress as

well as AChE and MAO activities in cerebral cortex of rats. In conclusion, (PhSe); exerted antidepressant-
like effect in rats exposed to malathion. Na*K™ ATPase activity is, at least in part, involved in (PhSe);
antidepressant-like behavior.

© 2009 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

The extensive use of pesticides for plant and crop protection in agri-
culture and the intensive development of new chemicals for this
purpose have dramatically increased the variety and quantities of
agrochemicals present in the environment. Organophosphorus pes-
ticides (OPs) represent the most applied group of insecticides for
the last two decades [9,27].

The malathion [S-1,2(bis-ethoxycarbonyl)ethyl O,0-dimethyl
phosphorodithioate] is one of the most widely used OP for agricul-
ture corps against several pests and public health programs [2,15].
Malathion is known to induce excitotoxicity through its bioacti-
vated analog, malaoxon [24]. Moreover, studies have demonstrated
that exposure to this OP causes oxidative stress [22,4].

In addition, an important sequel observed in acute poisoned
patients with OP compounds is impairment in neurobehavioral
performance, emotional status [10] and neurotoxicity caused by
inhibition of acetylcholinesterase (AChE) activity [8]. Moreover,
long-term exposure to low levels of OPs may produce neuropsy-
chiatric symptoms including affective disorder such as anxiety,
depression [37,10,38].

Depression is a common disorder and a major cause of disability,
and causes death both by suicide and due to raised rates of physical

* Corresponding author. Tel.: +55 55 3220 8140; fax: +55 55 3220 8978.
E-mail address: criswn@quimica.ufsm.br (CW. Nogueira).

0304-3940/$ - see front matter © 2009 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
doi: 10.1016/j.neulet.2009.03.069

disorders [32]. The mechanism of depression is quite complex [40].
Although psychobiological research on depression has traditionally
concentrated on the neurotransmitters, noradrenaline and 5-HT,
the role of acetylcholine in emotional behavior has been studied.
Some evidence on this topic suggests that dysfunction of choliner-
gic transmission is involved in the pathophysiology of depression
[19.21].

There is evidence of rapidly increasing interest in the area of
effective chemical antidepressants which rates of response and
remission and with lower adverse-effect [39]. In this way, diphenyl
diselenide (PhSe),, an organoselenium compound, could be an
attractive target for treatment of depression due to be a non-
toxic drug when acutely administered to rats and mice [42,43] at
doses that has pharmacological effect [41]. Recently, our group of
research reported that this compound exerts antidepressant-like
and anxiolytic-like effects [43].

In this study we examine if repeated administration of (PhSe);
would exert antidepressant-like effect in rats concomitantly
exposed to the low dose of malathion. The role of Na"K* ATPase,
acetylcholinsterase (AChE) and monoamine oxidase (MAQO) activi-
ties and oxidative stress was investigated in cerebral cortex of rats.

All animal experiments were carried out in accordance with the
National Institutes of Health Guide for the Care and use of labo-
ratory animals (NIH publication 8023, revised 1996) and with the
approval of the local Animal Use Committee. All chemicals were
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obtained from Sigma (St. Louis, MO, USA) and Aldrich Chemical
Co. (USA). (PhSe), was prepared in our laboratory according to
Paulmier [31] and the chemical purity (99.9%) was determined
by GC/HPLC. Malathion 500 CE (50% purity, Indol do Brazil Agro-
quimica LTDA, Curitiba, PR, Brazil) was obtained from commercial
grade. Male adult rats, weighing 200-300¢, were obtained from
a local breeding colony. The animals were kept in separate ani-
mal rooms, on a 12-h light/dark cycle, in an air conditioned room
(22 £2°C). Commercial diet (GUABI, RS, Brazil) and tap water were
supplied ad libitum.

Rats were divided into four groups of 7-9 animals each. The
group I received canola oil (1 ml/kg)+saline (1 ml/kg), group Il
received (PhSe), (50 mg/kg)+saline (1 mlfkg), group Il received
canola oil (1 ml/kg)+ malathion (50 mg/kg) and group IV received
(PhSe); (50 mg/kg)+ malathion (50 mg/kg). Rats were treated once
aday for 3 consecutive days with malathion and (PhSe),. Treatment
with (PhSe); was given immediately after malathion injection.
(PhSe), was dissolved in canola oil and administered per oral route
(p.0.). Malathion was dissolved in saline 0.9% and administered
intraperitonially (i.p.). The dosage regimen was based on Brocardo
etal. [6] and did not produce overt signs of toxicity inrats[6]. At the
4th day, rats were submitted to the forced swimming test (FST) and
open-field test (OFT). After that, rats were killed by decapitation and
the cerebral cortex was immediately excised. The samples of tissues
were homogenized in 50 mM Tris-HCl, pH 7.4 (1/3, w/v) and cen-
trifuged at 2400 x g for 15 min at 4°C. The low-speed supernatants
(S1) were separated and used for biochemical assays excepting for
AChE and MAO activities.

The FST was conducted using the method of Porsolt et al. [33],
with minor modifications. Behavioral naive rats were individually
forced to swim in open plastic cylinders (height 40cm, diame-
ter 30 cm) containing 25 cm of water, maintained at 25+1°C. The
pretest session was carried out 30 min after the last malathion
and/or (PhSe), treatment. In the pretest session, rats were allowed
to swim for 15min and then returned to their home cages. In the
test session, 24 h later, rats were again submitted to the FST, with
immobility time measured during 5 min. Each rat was judged to
be immobile when it remained floating motionless in the water,
making only those movements necessary to keep its head above
water.

To assess the possible effects of malathion and (PhSe); on the
locomotor and exploratory activities, rats were evaluatedin the OFT.
The OFT was made of polywood and surrounded by walls 30cm in
height. The floor of the open-field, 45cm in length and 45¢cm in
width, was divided by masking tape markers into 09 squares (3
rows of 3). Each animal was placed individually at the center of the
apparatus and observed for 4 min to record the locomotor (number
of segments crossed with the four paws) and exploratory activities
(expressed by the number of time rearing on the hind limbs) [46].

The biochemical assays, thiobarbituric acid reactive species
(TBARS) levels, non-enzymatic antioxidant defenses (non-protein
thiols (NPSH) and ascorbic acid levels), enzymatic antioxidant
defenses (catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx), glutathione
reductase (GR), glutathione S-transferase (GST) activities), Na'K”
ATPase, acetylcholinsterase (AChE) and monoamine oxidase (MAO)
activities were carried out.

TBARS levels, a measure of lipid peroxidation, were determined
as described by Ohkawa et al. [29]. An aliquot of Sy was incubated
with 0.8% thiobarbituric acid (TBA), acetic acid buffer pH 3.4 and
8.1% sodium dodecil sulphate (SDS) at 95 °C for 2 h. The color reac-
tion was measured at 532 nm. TBARS levels were expressed as nmol
MDA/mg protein.

NPSH levels were determined by the method of Ellman [13]. An
aliquot of S; was mixed (1:1) with 10% trichloroacetic acid (TCA)
and centrifuged at 4000 x g for 10 min. After the centrifugation, the
protein pellet was discarded and free -SH groups were determined

in the clear supernatant. An aliquot of supernatant was added in
1M potassium phosphate buffer, pH 7.4, and 10mM 5,5-dithio-
bis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB). The color reaction was measured
at 412 nm. NPSH levels were expressed as jumol NPSH/g tissue.

Ascorbic acid determination was performed as described by
Jacques-Silva et al. [25]. Proteins were precipitated in 10 volumes
of a cold 5% TCA solution. An aliquot of the sample at a final vol-
ume of 1ml of the solution was incubated at 37°C for 3 h then
H,S04 65% (v/v) was added to the medium. The reaction product
was determined using a color reagent containing 4.5 mg/ml dinitro-
phenyl hydrazine and CuSO,4 (0.075 mg/ml) at 520 nm. The content
of ascorbic acid was expressed as jtmol ascorbic acid/g tissue.

CAT activity was assayed spectrophotometrically by the method
of Aebi [1], which involves monitoring the disappearance of H,0,
in the homogenate presence at 240 nm. Enzymatic reaction was
initiated by adding an aliquot of S¢ and the substrate (H,0,) to a
concentration of 0.3 mM in a medium containing 50 mM potassium
phosphate buffer, pH 7.0. The enzymatic activity was expressed in
units (U)/mg protein (1U decomposes 1 wmol of H,0, per minute
atpH7 at 25°C).

GPx activity was assayed spectrophotometrically by the method
of Wendel [47], through the GSH/NADPH/glutathione reductase
system, by the dismutation of H,0; at 340nm. 5; was added in
GSH/NADPH/glutathione reductase system and the enzymatic reac-
tion was initiated by adding H 0. In this assay, the enzyme activity
is indirectly measured by means of NADPH decay. H;0; is decom-
posed, generating GSSG from GSH. GSSG is regenerated back to
GSH by glutathione reductase presents in the assay media at the
expenses of NADPH. The enzymatic activity was expressed as nmol
NADPH/min/mg protein.

GR activity was determined as described by Calberg and Man-
nervik [7]. In this assay, GSSG is reduced by GR at the expense
of NADPH consumption, which is followed at 340 nm. GR activ-
ity is proportional to NADPH decay. The enzymatic activity was
expressed as nmol NADPH/min/mg protein.

GST activity was assayed spectrophotometrically at 340 nm by
the method of Habig et al. [23]. The reaction mixture contained an
aliquotof Sy, 0.1 M potassium phosphate buffer pH 7.4, 100 mM GSH
and 100 mM CDNB, which was used as substrate. The enzymatic
activity was expressed as nmol CDNB conjugated/min/mg protein.

For Na"K* ATPase activity assay, it was used a reaction mixture
containing S, 3mM MgCl, 125 mM NaCl, 20mM KCl and 50 mM
Tris-HCl, pH 74, in a final volume of 500 p.l. The reaction was ini-
tiated 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 at
37°C for 30 min, the incubation was stopped by adding TCA solu-
tion (10%) with 10 mM HgCl,. Na*K™ ATPase activity was calculated
by the difference between the two assays. Released inorganic phos-
phate (Pi)was measured by the method of Fiske and Subbarow [16].
Enzyme activity was expressed as nmol Pi/mg protein/min.

For AChE activity assay, the samples of cerebral cortex were
homogenized in 0.25 M sucrose buffer (1/10, w/v) and centrifuged
at 2400 x g at 4°C for 15 min. Activity of AChE was carried out
according to the method of Ellman et al. [14], using acetylthio-
choline as substrate. The activity of AChE was spectrofotometrically
measured at 412nm. The activity of AChE was expressed as
nmol/min/mg protein.

A preparation of cortex mitochondria was used for MAQ assay
as described by Soto-Otero et al. [45]. Cerebral cortices were imme-
diately removed and washed in ice-cold isolation medium (pH
7.4, Na;PO4/KH; PO, isotonized with sucrose). Mitochondria from
cortex were then obtained by differential centrifugation. Briefly,
after removing blood vessels and pial membranes, cerebral cortices
were manually homogenized with four volumes (w/v) of the iso-
lation medium. Then, the homogenate was centrifuged at 900 x g
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Fig. 1. Effect of (PhSe); on the FST in rats exposed to malathion. Data are reported
as means + S.EM. of 7-9 animals per group. "Denates p<0.05 as compared to the
control group (two-way ANOVA/Duncan). *Denotes p<0.05 as compared to the
malathion group (two-way ANOVA/Duncan).

at 4°C for 5 min. The supernatant was centrifuged at 12,500 x g
for 15 min. The mitochondria pellet was then washed once with
isolation medium and recentrifuged under the same conditions.
Finally, the mitochondrial pellet was reconstituted in a buffer solu-
tion (Na;PO4/KH; PO, isotonized with KCl, pH 7.4) and stored in
aliquots. MAO activity was determined as described by Krajl [26]
with some modifications of Matsumoto et al. [28]. Aliquots of
samples were incubated at 37°C for 5min in a medium contain-
ing buffer solution (Na;PO4/KH; PO, isotonized with KCl, pH 7.4)
and specific inhibitors, selegiline (a MAO B inhibitor, 250 nM) or
clorgiline (a MAO A inhibitor, 250 nM), at a final volume of 600 p.l.
Then kynuramine dihydrobromide was added to the reaction mix-
ture (final concentration, 90 uM (MAO-A) and 60 p.M (MAO-B)) as
substrate. Samples were then incubated at 37 °C for 30 min. After
incubation, the reaction was terminated by adding 10% of TCA.
After cooling and centrifugation at 3000 x g for 15min, an aliquot
of supernatant was added to 1M NaOH. The fluorescence inten-
sity was detected spectrofluorimetrically with excitation at 315nm
and emission at 380 nm. The concentration of 4-hydroxyquinoline
was estimated from a corresponding standard fluorescence curve
of 4-hydroxyquinoline. MAO activity was expressed as nmol of 4-
hydroxyquinoline formed/mg protein.

The protein concentration was measured by the method of Brad-
ford [5], using bovine serum albumin as the standard.

Data are expressed as means £ S.E.M. Statistical analysis was
performed using a two-way analysis of variance (ANOVA), followed
by the Duncan's multiple range test when appropriate. Values of
p<0.05 were considered statistically significant.

Two-way ANOVA of FST data demonstrated a significant
malathion x (PhSe}, interaction (Fy 24 =14.166; p<0.001). Post-hac
comparisons showed that malathion significantly increased immo-
bility time (259%) in the FST. (PhSe), treatment protected against
the increase caused by malathion in the FST (Fig. 1). Two-way
ANOVA data showed that treatment with malathion did not pro-
duce any change in number of crossings and rearing in the OFT
(data not shown).

Two-way ANOVA of TBARS levels revealed that malathion did
not alter this parameter in rat cerebral cortex (data not shown).

Two-way ANOVA of NPSH and ascorbic acid levels showed that
malathion did not alter this parameters in cerebral cortex of rats
(data not shown).

Two-way ANOVA of CAT, GPx, GR and GST activities demon-
strated that treatment with malathion did not alter the enzymatic
activities in cerebral cortex of rats (data not shown).

Two-way ANOVA of Na"K™ ATPase activity revealed a significant
malathion x (PhSe), interaction (F;29=8.862; p<0.01) in cerebral

Fig.2. Effect of{PhSe); on Na*K* ATPase in rat cerebral cortex exposed to malathion.
Data are reported as means+5.EM. of 7-9 animals per group. "Denotes p<0.05
as compared to the control group (two-way ANOVA/Duncan). *Denotes p<0.05 as
compared to the malathion group (two-way ANOVA/Duncan).

cortex of rats. Post-hoc comparisons showed that malathion sig-
nificantly reduced the enzyme activity (53%) in rat cerebral cortex.
(PhSe), treatment protected the inhibition caused by malathion in
Na*K* ATPase activity in cerebral cortex of rats (Fig. 2).

Two-way ANOVA of AChE activity revealed that malathion did
not change the enzyme activity in rat cerebral cortex (data not
shown).

Two-way ANOVA of MAO-A and MAO-B activities showed that
malathion did not change the enzymes activity in rat cerebral cortex
(data not shown).

The current study confirmed that rats treated with a low dose
of malathion presented an increase in the immobility time in the
FST. Moreover, rats exposed to malathion presented an inhibition
in Na“K™ ATPase activity from cerebral cortex. The most important
finding of the present study is that (PhSe), protected against the
increase in the immobility time in the FST and the inhibition of
Na"K" ATPase activity induced by malathion.

Some authors have demonstrated that malathion exposure
causes toxic effects inanimals and human and is probably the cause
of suicides in rural workers exposed to this compound [17,30]. In the
present study, we confirmed that repeated exposure to malathion
caused an increase in the immobility time in the FST in rats. Accord-
ingly, an enhancement of the immobility time in the FST has been
reported after acute [3,6] or chronic [35] exposure to malathion. In
addition, the increase of the immobility time caused by malathion
could not be attributed to a reduction in the locomotor activity of
the animals, since malathion did not alter locomotor performance
of rats in the open-field test.

In the current study, we demonstrated that (PhSe); produced
significant antidepressant-like action against an increase in the
immobility time in the FST induced by malathion, without modi-
fying the locomotor performance and exploratory activities of rats.
In accordance, the antidepressant-like effect of (PhSe), after acute
administration in rodents has been reported [42].

Some authors have introduced the hypothesis that an inhibi-
tion of Na"K* ATPase activity in brain is associated with depressive
disorders [11,12,20]. In this study, malathion exposure significantly
inhibited Na"K*™ ATPase activity in cerebral cortex of rats. Although
the exact mechanisms responsible for inhibition of NatK™ ATPase
activity are not known, it is likely that Na*K* ATPase activity is
involved in behavioral changes caused by malathion. Our results
help to correlate changes in behavior with neurological modifi-
cations at the neurochemical level, which is an important further
step in animal models of diseases [20]. (PhSe); treatment protected
against behavioral alterations and inhibition of Na"K" ATPase activ-
ity caused by malathion, reinforcing the pharmacological potential
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of this compound. Some studies have reported that some psychoac-
tive drugs, such as haloperidol, carbamazepine and lithium increase
Na'K* ATPase activity [12,36].

An interesting finding of our study was the lack of malathion
effect on MAO-A or MAO-B activity in cerebral cortex of rats. MAO is
anenzyme responsible for the metabolism ofbiologically important
active amines, that inactivates neurotransmitter monoamines like
dopamine (MAO-B), noradrenaline and serotonin (MAQ-A). Thus,
we can suggest that MAO activity is not implicated in the increase
of the immobility time in the FST caused by malathion in this exper-
imental protocol. In fact, repeated doses of (PhSe), did not alter
cerebral cortex MAO activity, indicating that MAO activity was not
involved in its antidepressant effect.

Even though malathion is known to inhibit AChE activity [8,35],
an effect that is involved in the neurotoxicity elicited by this com-
pound, AChE activity was not altered in this experimental protocol.
In accordance with these data are those reported by Brocardo et
al. [6]. Therefore, we can infer that there is no cholinergic toxicity
induced by malathion in this study.

Our data pointed out no change in TBARS levels, non-enzymatic
(NPSH and ascorbic acid levels) and enzymatic (CAT, GPx, GR, GST
activities) antioxidant defenses in cerebral cortex of rats exposed to
malathion. Conversely, other authors have demonstrated that the
oxidative stress is an important component to the mechanism of
malathion toxicity [2,18,34,44]. It is difficult clearly to explain why
the parameters of oxidative stress were not changed by malathion
exposure. Probably the schedule of protocol exposure was the
accountable for the lack of alteration in these parameters. Besides,
concomitant administration of (PhSe); and malathion did not alter
oxidative stress in cerebral cortex of rats.

In summary, we demonstrate that repeated administration of
(PhSe), exerted antidepressant-like effect on rats concomitantly
exposed to the low dose of malathion. Moreover, we suggest that
cerebral cortex Na”K* ATPase activity is, at least in part, involved in
(PhSe); antidepressant-like behavior.
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5. DISCUSSAO

O uso intensivo de agrotéxicos tem causado s€rias consequiéncias ao meio
ambiente e a saude dos seres humanos, principalmente aos trabalhadores rurais.
Entre os diversos efeitos toxicos causados por essas substancias merece destaque
os distdrbios neurocomportamentais, incluindo a depressdo. Cada vez mais
frequente, a depressdo € um transtorno comportamental grave que pode levar a
pessoa até mesmo ao suicidio. Entre os agrotoxicos relacionados com casos de
depressdo em humanos estdo os inseticidas organofosforados tais como o malation
(Salvi et al., 2003).

Considerando o numero crescente de casos de depresséo e o fato de que os
seres humanos estdo cada vez mais expostos a organofosforados, torna-se
necesséaria a busca por novos compostos antidepressivos com acdo mais rapida e
com menores efeitos colaterais. Um composto organico de selénio com importantes
propriedades farmacoldgicas ja descritas na literatura € o (PhSe),. Dentre essas
propriedades esta a do tipo antidepressiva (Savegnago et al., 2007) e do tipo
ansiolitica (Savegnago et al., 2008).

Nesse contexto, o objetivo do presente trabalho consistiu em avaliar o efeito
do tipo antidepressivo do (PhSe),, um composto orgéanico de selénio, em um modelo
de depresséo induzida por malation em ratos. Os resultados confirmaram que o
malation aumenta o tempo de imobilidade no TNF sem alterar a atividade
locomotora no TCA. O tratamento com (PhSe), melhorou a performance dos animais
no TNF sem que houvesse alteracdo no niumero de cruzamentos no TCA. Houve
uma inibicdo da atividade da Na® K" ATPase nos animais tratados somente com
malation e essa inibicao foi prevenida pelo (PhSe),. A exposicdo ao malation nao
alterou os parametros de estresse oxidativo bem como as atividades das enzimas
AChE e MAO.

O TNF é um modelo preditivo para o estudo da depressdo em animais
experimentais proposto por Porsot et al. (1977). Esse modelo baseia-se na
observacdo de que ratos nadando em um espaco confinado, de onde ndo podem
escapar, apés um periodo de alguns minutos adotam uma postura de imobilidade
que Ihes permite apenas manter a cabeca fora da agua (pré-teste), comportamento

que se acentua quando o animal é exposto hovamente a esta situacdo dentro de um
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periodo de 24 horas (teste). A este comportamento de imobilidade os autores
denominaram “desespero comportamental” que é interpretado como desisténcia do
animal de fugir da situacdo incontrolavel. Para descartar uma possivel interferéncia
da atividade locomotora no tempo de imobilidade dos animais foi realizado o TCA,
um modelo para a avaliagéo da atividade locomotora de animais experimentais.

Nesse trabalho foi observado que a administracao intraperitoneal de malation
na dose de 50 mg/kg, uma vez ao dia durante trés dias, aumenta o tempo de
imobilidade dos animais no TNF sem alterar a atividade locomotora no TCA, o que
indica um comportamento do tipo depressivo. O (PhSe), administrado
concomitantemente na dose de 50 mg/kg pela via oral demonstrou um efeito do tipo
antidepressivo, uma vez que preveniu o aumento do tempo de imobilidade causado
pelo malation sem alterar a atividade locomotora dos animais.

A dose de (PhSe), utilizada nesse estudo (50 mg/kg) apresenta uma baixa
toxicidade, podendo ser considerada segura. Dados da literatura mostram que a
DLso oral do (PhSe), em ratos machos € de 312 mg/kg (=1mmol/kg). Além disso, a
administracdo oral de (PhSe), né&o altera as atividades das enzimas aspartato e
alanina aminotrasferase (AST e ALT) bem como os niveis de uréia e creatinina no
plasma, o que indica que esse composto ndo causa toxicidade hepatica nem renal
(Wilhelm et al., 2009).

Na® K" ATPase € a enzima responsavel por manter e restabelecer, apés cada
despolarizacdo, o gradiente i6nico responsavel pela excitabilidade neuronal. Dessa
forma, uma alteracdo da atividade dessa enzima pode trazer sérias consequéncias
para a funcao neuronal. Alguns estudos mostraram que a diminuigdo da atividade da
Na® K" ATPase no cérebro esta associada a distlrbios afetivos e psiquiatricos como
a depresséao (El-Mallakh e Li, 1993; EI-Mallakh e Wyatt, 1995; Gamaro et al., 2003).
El-Mallakh e Wyatt (1995) propuseram que alteracbes na atividade da Na® K*
ATPase podem afetar a excitabilidade e atividade neuronais. Mais especificamente,
a reducdo na atividade da Na“ K* ATPase poderia levar & mania e a depress&o por
aumentar a excitabilidade da membrana dos neurbénios e diminuir a liberacdo de
neurotransmissores.

Nesse trabalho, associado ao comportamento do tipo depressivo observado
no TNF, os animais expostos ao malation apresentaram uma diminuicdo da
atividade da Na® K* ATPase no cortex cerebral. Apesar de o exato mecanismo pelo

gual o malation inibe essa enzima ainda néo ser conhecido, os resultados obtidos
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indicam que as alteracbes comportamentais causadas pelo malation estdo
relacionadas com a atividade da Na® K* ATPase. Outro resultado importante desse
estudo foi que o tratamento com (PhSe), protegeu contra a inibicdo dessa enzima,
indicando que o efeito do tipo antidepressivo observado no TNF estad associado a
atividade da Na* K" ATPase.

As monoaminas  serotonina, noradrenalina e dopamina  sao
neurotransmissores que geralmente estdo envolvidos na patogénese da depressao
e desempenham um importante papel no efeito antidepressivo de diversos
medicamentos (Millan, 2004; Papakostas, 2006). A MAO € a enzima que esti
envolvida no metabolismo dessas monoaminas sendo responsavel pela regulacéo
da concentracéo intracelular desses neurotransmissores no cérebro. Portanto, um
funcionamento anormal dessa enzima pode estar envolvido em diversos disturbios
psiquiatricos incluindo a depressao (Deniker, 1984). No entanto, nesse trabalho a
atividade da MAO néo foi alterada em nenhum dos grupos experimentais, o que
indica que essa enzima ndo estd envolvida nas alteracbes comportamentais
observadas no TNF.

A inibicdo da AChE é considerada o principal mecanismo de toxicidade dos
OF. De fato, estudos mostram que a atividade dessa enzima esta envolvida nos
efeitos neurotéxicos causados pelo malation (Ramos et al., 2006; da Silva et al.,
2006). No entanto, nesse trabalho n&o foi observado toxicidade colinérgica, uma vez
gue nédo houve alteracao na atividade da AChE.

Ha evidéncias de que os efeitos tdxicos causados pelos OF devem-se
também as suas propriedades pro-oxidantes (Verma e Srivastava, 2001; Ranjbar et
al., 2002). Foi demonstrado que o estresse oxidativo € um dos mecanismos de
toxicidade do malation, uma vez que a exposicdo a esse composto aumenta a
peroxidacdo lipidica de eritrocitos, figado e cérebro de roedores (Akhgari et al.,
2003; Fortunato et al., 2006). No entanto, no protocolo de exposi¢cdo utilizado no
presente estudo, ndo foi evidenciado qualquer alteracdo nos parametros de estresse
oxidativo avaliados. Dessa forma, descarta-se o envolvimento de um mecanismo
antioxidante no efeito do tipo antidepressivo do (PhSe), nesse modelo de depressao.

A falta de efeito pro-oxidante do malation observada nesse estudo esta de
acordo com outros autores. Trevisan et al. (2008) demostraram que o malation (50
mg/kg) administrado uma vez ao dia durante trés dias ndo altera os parametros de

estresse oxidativo no cortex e no hipocampo do cérebro de ratos. No entanto, alguns
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estudos mostraram a inducdo de estresse oxidativo pelo malation em cérebro de
ratos em doses maiores e em tratamentos mais prolongados (Brocardo et al., 2005;
Fortunato et al., 2006b).

Nesse contexto, os resultados obtidos nesse trabalho sugerem que o (PhSe);
exerce um efeito do tipo antidepressivo na depressao induzida por malation em
ratos. Esse efeito esta, pelo menos em parte, envolvido com a atividade da Na* K*
ATPase.
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6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados nessa dissertacdo, € possivel

concluir que:

» A administracéo de (PhSe), pela via oral demonstrou um efeito do tipo

antidepressivo em ratos concomitantemente expostos ao malation.

> A atividade da Na* K* ATPase de cértex cerebral, esta relacionada,

pelo menos em parte, com o efeito do tipo antidepressivo do (PhSe),.

» A exposicdo ao malation ndo alterou os parametros de estresse
oxidativo bem como as atividades das enzimas AChE e MAO.
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7. PERSPECTIVAS

Considerando os resultados obtidos nesta dissertacdo, as perspectivas para
trabalhos posteriores sao:

> Avaliar o envolvimento de outros sistemas de neurotransmissao no

efeito do tipo depressivo induzido pelo malation.

» Investigar o0 mecanismo através do qual o (PhSe), exerce o efeito do
tipo antidepressivo.
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