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RESUMO
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AUTORA: PAULA ELIETE RODRIGUES BITENCOURT
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O selénio (Se) é um oligoelemento essencial em varios processos bioldgicos. Possui
propriedades antiinflamatorias, antioxidantes e desempenha um papel fundamental
no desenvolvimento do cérebro. A adenosina deaminase (ADA, E.C. 3.5.4.4) é uma
enzima chave no metabolismo das purinas, pois auxilia na regulagéo dos niveis intra
e extracelulares de adenosina, um importante nucleosideo que atua na
neuromodulag&o dos sistemas nervoso e imune. O estresse oxidativo ocorre quando
ha desequilibrio entre a producéo de espécies reativas e sua desintoxicacao atraves
de sistemas que removem ou reparem os danos por elas causados. Nesse contexto,
varios compostos de Se vém sendo desenvolvidos e estudados, entre eles podemos
citar o 3-metil-1-fenil-2-(fenilseleno)oct-2-en-1-um(C;,H,HOSe),um organocalcogénio
com uma cetona a, B- insaturada funcionando como um vinil calcogénio e o selenato
de sodio (Na,SeQy), principal Se inorganico encontrado em animais e plantas. Este
estudo teve como objetivo comparar os efeitos do C;o,H,HOSe (Se organico) e
Na,SeO, (Se inorgéanico) na viabilidade celular, parametros relacionados ao estresse
oxidativo e atividade da ADA em fatias de coOrtex de ratos jovens. Os resultados
demonstraram que apenas o0 Se organico provocou a diminuicdo na atividade da
ADA nas concentracfes de 1, 10 e 30uM nas fatias de cértex cerebral dos ratos
testados. No entanto, esse resultado ndo tem relacdo com a oxidacdo de seus
grupamentos tidis, ja que esse composto nao alterou os niveis de NP-SH e de LDH.
Apesar de ambos os compostos ndo alteraram os niveis de lipoperoxidacdo, o Se
organico apresentou capacidade de sequestrar radicais NO na maior concentracéo
testada. J& o composto inorganico de Se protegeu as fatias de cortex cerebral contra
o dano induzido pelo nitroprussiato de so6dio e aumentou os niveis de NP-SH. Os
testes de viabilidade celular (LDH e MTT) sugerem a manutencdo da integridade
celular em fatias de cértex de ratos jovens quando expostos aos compostos de Se.
Assim, nossos resultados sugerem que o0 Se organico apresenta propriedades
imunomoduladoras por reduzir a atividade da ADA, além de atuar na manutencéo da
integridade celular. Ja o Se inorganico teve sua atividade antioxidante confirmada.
Portanto, os resultados obtidos neste estudo destacam um caminho promissor a ser
explorado por ambos os compostos no SNC.

Palavras- chave: 3-metil-1-fenil-2-(fenilseleno) oct-2-en-1-um. selenato de sdédio.
NP-SH. ADA. citotoxicidade. lipoperoxidacéao.
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Selenium (Se) is an oligoelement crucial for various biological processes. Se has
anti-inflammatory and antioxidant properties and plays a key role in brain
development. Adenosine deaminase (ADA, EC 3.5.4.4) is a key enzyme in purine
metabolism because it helps in the regulation of intracellular and extracellular levels
of adenosine, an important nucleoside that acts in the neuromodulation of the
immune and nervous systems. Oxidative stress occurs when there is an imbalance
between the production of reactive species and their detoxification by systems that
remove or repair the resulting damage. In this context, several Se compounds have
been developed and studied, among them the 3-methyl-1-phenyl-2-
(phenylseleno)oct-2-en-1-one (C12,H,HOSe), which is an a, B-unsaturated ketone
functionalized vinyl chalcogenide, and sodium selenate (Na2SeO,), the main
inorganic form of Se found in animals and plants. The aim of this study was to
compare the effects of C;o,H,HOSe (organic Se) and Na,SeO, (inorganic Se) on the
cell viability, lipoperoxidation and ADA activity in cortex slices of young rats. The
results showed that only organic Se caused a reduction in ADA activity at the
concentrations of 1, 10 and 30uM in the cerebral cortex slices of the rats tested.
However, this result is not related to the oxidation of the thiol groups, since this
compound did not alter the NP-SH and LDH levels. Both compounds did not affect
the lipoperoxidation levels, although the organic Se was capable of sequestering NO
radicals at the highest concentration tested. The inorganic Se protected the cerebral
cortex slices against the sodium nitroprusside-induced damage and increased the
NP-SH levels. The tests used to evaluate cell viability (LDH and MTT) suggest the
maintenance of the cell integrity of the cortex slices exposed to Se compounds.
Therefore, our results suggest that organic Se has immunomodulatory properties,
due to the reduction in ADA activity, and acted in the maintenance of the cell
integrity. In turn, the antioxidant activity of inorganic Se was reaffirmed. Hence, the
results of this study paved the way to explore both Se compounds in the CNS.

Keywords: 3-methyl-1-phenyl-2-(phenylselenium)oct-2-en-1-um. sodium selenate.
NP-SH. ADA. cytotoxicity. lipoperoxidation.
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APRESENTACAO

No item INTRODUCAO ¢ feita uma abordagem geral sobre o tema desta
dissertacdo. No item REVISAO BIBLIOGRAFICA esta descrita uma sucinta reviséo
sobre os temas trabalhados.

As secbes MATERIAIS E METODOS, RESULTADOS e DISCUSSAO estio
apresentados sob a forma de artigo, os quais se encontram no item ARTIGO
CIENTIFICO e representam a integra deste estudo.

A secdo REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS, disposta no final desta
dissertacdo, refere-se somente as citacdes que aparecem nos itens INTRODUGCAO
e REVISAO BIBLIOGRAFICA.



1 INTRODUCAO

O selénio (Se) € um oligoelemento com funcgdes bioldgicas essenciais, sendo
componente de varias selenoproteinas e algumas selenoenzimas as quais
representam sistemas antioxidantes fundamentais que auxiliam na manutencdo da
homeostase redox celular (BEHNE et al., 1997; VALDIGLESIAS et al., 2010). No
entanto, a regulacdo dos niveis de Se € importante para determinar o limite entre a
toxicidade ou deficiéncia (CAITO et al., 2011). Varios estudos ja& demonstraram que
0 Se é essencial para a funcdo normal do cérebro (BOU-RESLI et al., 2002;
KUHBACHER et al., 2009; ZHANG, 2010), uma vez que este é um 0Orgao resistente
a flutuac@es nos niveis de Se (CHEN; BERRY, 2003; NAKAYAMA, 2007).

Nas Ultimas décadas o interesse pelo desenvolvimento de compostos
organocalcogénios tem aumentado consideravelmente devido as suas interessantes
propriedades biologicas (NOGUEIRA; ZENI; ROCHA, 2004). Seus mecanismos,
tanto téxicos como protetores, ainda ndo estdo bem esclarecidos, mas ja se sabe
que eles podem interagir diretamente com tidis oxidando-os a dissulfetos (MACIEL
et al., 2000). Compostos organicos de Se sdo usados devido a sua seletividade
reacional e a sua grande atividade biolégica, podendo apresentar importantes
propriedades farmacologicas ou toxicologicas. O organoselénio 3-metil-1-fenil-2-
(fenilseleno) oct-2-en-1-um (C,;H,HOSe, Se orgéanico) € uma cetona a, B- insaturada
que funciona como um vinil calcogénio (LENARDAO et al., 2007). O selenato de
sodio (Na,SeO,4 Se inorganico) é o principal Se inorganico encontrado em plantas e
animais, que quando em excesso, tem sua toxicidade relacionada a oxidagg¢ao de
tibis endogenos. Atualmente, vem sendo estudado para o tratamento de diversas
doencas como cancer, diabetes e estudos que envolvem Sistema Nervoso Central
(SNC).

A oxidacdo € uma parte fundamental da via aerdbica do metabolismo e,
assim, os radicais livres (RL) sdo produzidos naturalmente ou por alguma disfuncao
biolégica. O estresse oxidativo decorre de um desequilibrio entre a geracéo de RL e
a atuacdo dos sistemas de defesa antioxidante (MATES; SANCHEZ-JIMENEZ,
1999). Esse desequilibrio pode levar a destruicdo de células neuronais e vasculares
no SNC (CHUNG, et al. 2005).



A adenosina é uma molécula sinalizadora enddégena, que desempenha um
importante papel neuromodulador, com acfes excitatorias e inibitorias no SNC. Uma
das enzimas responsaveis pelo seu metabolismo é a adenosina deaminase (E.C.
3.5.4.4, ADA) que promove a desaminacao irreversivel da adenosina em inosina e
amonia, ou 2’- deoxiadenosina em 2’-desoxinosina. A atividade da ADA pode ser
encontrada de forma variada em todos os tipos de células presentes no S '~
(FRANCO et al., 1997; ZAVIALOV E ENGSTROM, 2005). Diversos estudos tém ._._
reportados sobre o metabolismo dessa enzima em tecidos e células sob as mais
diferentes condigdes (BELLE et al., 2009; DA SILVA et al., 2010; ABDALLA et al.,
2011; DE BONA et al., 2011; BELLE et al., 2012; DE BONA et al., 2013).

Existem diversos relatos na literatura sobre os compostos organicos de Se,
onde foram demonstrados importantes efeitos farmacologicos e toxicoldgicos
(GHISLENI et al., 2003; MORETTO et al., 2004; NOGUEIRA; ZENI; ROCHA, 2004;
MORETTO et al., 2005a,b,c; FACHINETTO et al., 2007; INEU et al., 2008; PENZ et
al., 2009; GEMELLI et al., 2011; PRESTES et al., 2012; PINTON et al., 2013a).
Estudos utilizando o Cz;H,HOSe demonstraram efeitos interessantes tanto in vitro
quanto in vivo (BELLE et al., 2011a; GEMELLI et al., 2011; MEDEIROS et al, 2012,
LACERDA et al., 2012; MELLO et al., 2012). Deste modo, o0 objetivo deste estudo foi
comparar os efeitos dos compostos de Se orgéanico e inorganico na atividade da
ADA, na lipoperoxidacdo e viabilidade celular em fatias de coértex cerebral de ratos

jovens.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Selénio

2.1.1 Caracteristicas

O Se é um elemento do grupo 16 da tabela periddica, podendo apresentar-se
sob quatro estados de oxidagdo: selenato (Se*®), selenito (Se*), selénio elementar
(Se? e seleneto (Se™). O Se elementar é insolGvel em agua (WHANGER, 2002). O
selenato e o selenito séo considerados formas inorganicas de Se.

O Se foi descoberto em 1818, por Jons Jacob Berzelius, na Suécia. No
entanto, relatos sobre sua toxicidade remontam do século Xlll, por Marco Polo na
China, quando cavalos se intoxicaram, provavelmente, devido a ingestao de plantas
seleniferas, como as do género Astragalus, Xylorrhiza, Oonopsis e Stanleya
(FLOHE, 2009). Na década de 40, Painter (1941) demonstrou que parte da
toxicidade do Se inorganico poderia estar relacionada a oxidacdo de tidis enddégenos
com a concomitante formacao de dissulfetos e intermediarios instaveis chamados de
selenotrissulfetos (RS-Se-SR). Varios pesquisadores confirmaram a interacdo entre
o selénio inorganico e tidis (STEKOL, 1942; TSEN; TAPPEL, 1958; GANTHER,
1971; SEKO et al., 1989; KITAHARA et al., 1993), sendo que, apenas em 1957 sua
essencialidade nutricional foi demonstrada em ratos (SCHWARTZ; FOLTZ, 1957).

2.1.2 Selenato de sodio (Na,SeO,)

O selenato de sodio (Na;SeQ,), o principal Se inorganico encontrado em
animais e plantas, e o selenito de sédio sdo altamente sollveis em agua. Alguns
autores citam que as formas inorganicas sdo a melhor fonte de suplementagcdo em

alimentos para todas as espécies, por apresentar alta biodisponibilidade de Se e



baixa reatividade (MCDOWELL et al., 2002). Formas inorganicas como o selenato
sdo convertidos em selenito e este é reduzido por proteinas tiol intracelulares, como
a glutationa, e redutases dependentes de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
(NADPH). O produto final destas reacdes é o seleneto de hidrogénio, que € o
intermediario comum para sintese de selenoproteinas e para sintese de produtos
metilados para excrecdo (GANTHER; LAWRENCE, 1997).

O selenato de sodio foi usado pela primeira vez na industria de vidro, também
sendo utilizado em inseticidas e fungicidas. Atualmente, o selenato tem sido
estudado por apresentar um importante papel no tratamento de doengcas como o
cancer, diabetes, epilepsia, em estudos neuroldégicos e em estudos que envolvem a
contaminacgao por Se no meio ambiente (CORCORAN et al., 2010; VAN EERSEL et
al., 2010; ALTURKMANI et al., 2012; JONES et al., 2012; MARESOVA et al., 2013;
SALAMA et al., 2013; TSUKAMOTO et al., 2013).

2.1.3 Importancia biolégica do Se

O primeiro relato sobre o Se foi a respeito da sua toxicidade, que ocorre
guando organismos sao expostos de forma crbnica a esse metaloide. Seu
mecanismo de toxicidade esta ligado a geracdo de estresse oxidativo, tanto in vitro
qguanto in vivo, podendo provocar aumento da lipoperoxidacdo, neurotoxicidade e
influenciar no sistema imune (RAYMAN, 2000; COMBS et al., 2009). Ainda, dados
disponiveis na literatura sugerem que baixos niveis de Se podem levar a
predisposicao para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares, cancer, cirrose,
diabetes dentre outras patologias (FROST, 1962; SHAMBERGER; FROST, 1969;
FLOE, 2009).

O Se é importante em diversas funcdes biolégicas dentre elas: no sistema
antioxidante, atua como componente do sitio ativo da enzima glutationa peroxidase
(GPx), que auxilia na manutencdo da integridade das membranas e protege as
biomoléculas contra o estresse oxidativo, e de outras, como a tioredoxina redutase,
que auxilia na regulacdo do estado redox (STADTMAN, 1980; RAYMAN, 2000;
FLOHE; HARRIS, 2007). Esse oligoelemento desempenha fungdo no
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desenvolvimento do cérebro, através da selenoproteina P, que esta envolvida no
transporte e homeostase cerebral de Se, bem como sobre o sistema imune, tireoide
(iodotironina deiodase) e sistema reprodutor (ALLAN et al.,, 1999; BEHNE et al.,
2000; RAYMAN, 2000; HILL et al., 2003; SCHOMBURG et al. 2003; COMBS et al.,
2009).

O Se é componente de vérias selenoproteinas (VALDIGLESIAS et al., 2010).
Cada uma dessas € caracterizada pela incorporacdo de Se na sequéncia do
aminoacido selenocisteina (SeCis) (FOSTER, 2006), sendo que as principais formas
de selenoproteinas sao: SeCis, selenometionina (SeMet) e metilselenocisteina
(MeSeCis) (LETAVAYOVA, 2006). SeMet é a forma predominante de Se encontrada
em graos de cereais. MeSeCis € a forma predominante de Se presente em plantas
gue acumulam esse metaloide, como alho, brocolis, cebola e alho por6 (WHANGER,
1989). Quando o Se inorganico é dado aos animais, o principal selenocomposto
formado é a SeCis mas ainda sado restritas as informacBes sobre outros
selenocompostos formados (SCHRAUZER, 2000; IP; LISK, 1994).

A fonte mais importante de Se é a dieta, sendo que sua concentracdo e a
quantidade de alimentos consumidos € muito importante para a bioavaliacdo desse
metaloide no organismo (NAVARRO-ALARCON; CABRERA-VIQUE, 2008). A
suplementacdo de Se na dieta é bem aceita, tanto que a Junta de Alimentacao e
Nutricdo da Academia de Ciéncias dos Estados Unidos recomenda, para individuos
adultos, uma ingestédo diaria de Se entre 55 e 400ug, com excecao de gestantes e
lactantes, cujos valores séo diferentes (FOOD AND NUTRITION BOARD, 2000).

2.2 Organocalcogénios

O interesse pelos organocalcogénios teve inicio a partir de 1930, depois de
descobertas de aplicacdes sintéticas e propriedades biolégicas interessantes desses
compostos (PETRAGNANI et al, 1976; COMASSETO, 1983; PARNHAM e
GRAF,1991; KANDA et al., 1999; NOGUEIRA et al., 2004; PRIGOL et al., 2012). Os
organocalcogénios sdo importantes intermediarios e reagentes muito utilizados em

sintese organica (PAULMIER, 1986), e, consequentemente, o risco de contaminagao



ocupacional também tem motivado estudos toxicoldgicos. Outro aspecto relevante é
o aumento do entendimento do papel fisiolégico do Se na regulacdo do dano
oxidativo (CADENAS; SIES, 1985; URSINI; BINDOLI, 1987), juntamente com a
tentativa crescente de desenvolvimento de compostos que possuam atividades
biologicas e aplica¢des farmacoldgicas (PARNHAM; GRAF, 1991). No entanto, seus
mecanismos, tanto dos efeitos tdéxicos como dos protetores, ainda ndo estédo
totalmente esclarecidos. Mas ja existe uma teoria de que alguns organocalcogénios
podem reagir diretamente com grupamentos tidis de varias enzimas sulfidrilicas
como: ©&-aminolevulinato desidratase (6-ALAD), 5-lipoxigenase, soédio-potassio
adenosina trifosfato (Na*, K* ATPase) e creatina quinase (BJORNSTEDT et al.,
1996; MACIEL et al., 2000; EMANUELLI et al., 2001; BORGES et al., 2005;
ANDRADE et al., 2010).

Existem diversos compostos organicos de selénio relatados na literatura que
possuem atividades bioldgicas interessantes. Dentre eles podemos citar: o (E)-2-
benzilideno-4-fenil-1,3-disselenol (BPD), que demonstrou atividade hepatoprotetora;
o 3-metil-1-fenil-2-(fenilseleno)oct-2-em-1-ona (C,;H,HOSe), atividade oxidante; o
difenil disseleneto ((PhSe)2), atividades anti-hiperglicemicas, anti-
hipercolesterolemicas, antiinflamatarias, antioxidantes, hipoglicemica e
neuroprotetoras; o Ebselen (2-fenil-1,2-benzoisoselenazol-3-(2H)-one), que
apresentou atividades antiinflamatérias e antioxidantes; o binafitii diseleneto
(NapSe), com atividade hepatoprotetora e antioxidante; o 3-alquinil selenofeno (3-
ASP), acdo anticonvulsivante e hepatoprotetora; o p,p'-metoxidifenil diseleneto
[(MeOPhSe)2], atividade neuroprotetora; o (Z)-2,3-bis(4-clorofenilselanil) prop-2-en-
1-ol (bis seleneto), efeito antinociceptivo e antiinflamatério; o 2,2'- ditienil diseleneto
(DTDS), atividades oxidantes; o bis (fenilmidazoselenazolil) disseleneto (BPIS), que
apresentou propriedades antinociceptivas (MACIEL et al., 2000; GHISLENI et al.,
2003; MEOTTI et al., 2003; MORETTO et al., 2003; NOGUEIRA et al., 2003a,b;
MORETTO et al., 2004; BORGES et al., 2005; ZASSO et al., 2005; MORETTO et al.,
2005b; FACHINETTO et al., 2007; INEU et al., 2008; CARVALHO et al. 2009; DA
ROCHA et al., 2009; PENZ et al., 2009; SOUZA et al., 2010; GEMELLI, at al., 2011;
WILHELM et al. 2011; COSTA et al., 2012; WILHELM et al. 2012; IBRAHIM, et al.,
2012; BORTOLLATO et al., 2013a; CHAGAS et al., 2013a; CHAGAS et al., 2013b;
PESARICO et al., 2013; PINTON et al., 2013b). No entanto, trabalhos que retnem a
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comparacao de compostos organicos e inorganicos de Se sob diferentes condi¢oes

e parametros ainda s&o escassos na literatura.

2.2.1 3-metil-1-fenil-2-(fenilseleno)oct-2-en-1-um (C;,H,HOSe, Se organico)

s

O 3-metil-1-fenil-2-(fenilseleno)oct-2-en-1-um (Figura 1) e um
organocalcogénio que possui uma cetona a, B- insaturada que funciona como um
vinil calcogénio sendo uma ferramenta em potencial na sintese organica
(LENARDAO et al., 2007).

Figura 1 — Estrutura quimica do 3-metil-1-fenil-2-(fenilseleno)oct-2-en-1-um.
Fonte: adaptado de GEMELLI et al., 2011.

Como é um composto relativamente novo, ainda existem poucos dados
disponiveis na literatura, tanto sobre sua farmacologia quanto sua toxicologia. No
entanto, em estudos in vitro, Gemelli e colaboradores (2011) demonstraram que
esse composto foi capaz de induzir estresse oxidativo em estruturas como figado,

rim e coracao de ratos.



Estudos realizados em nosso laboratorio demonstraram efeitos diferentes
com Cy;H,HOSe e selenato de sédio quando uma suspensdo de leucécitos
humanos é exposta a esses compostos (BELLE et al., 2011a). Ndo houve alteracéo
nos niveis de lipoperoxidacdo e na enzima lactato desidrogenase (LDH), apesar de
haver uma diminuicdo da atividade da enzima ADA e um aumento no teste de
viabilidade celular MTT nessas células.

Esse composto também foi utilizado em tratamento crénico em ratos, onde foi
observado uma inducdo de estresse oxidativo em diferentes regibes do cérebro,
alteracbes no comportamento e em algumas determina¢cdes bioquimicas em
diferentes tecidos como cerebral, hepatico, renal e também no soro, bem como
disturbios hematoldgicos nesses animais (LACERDA et al., 2012; MEDEIROS et al.,
2012; MELLO et al., 2012).

2.2.2 Compostos de Se e o cérebro

Varios estudos ja demonstraram que o Se é essencial para a fungdo normal
do cérebro (BOU-RESLI et al., 2002; KUHBACHER et al., 2009; ZHANG, 2010). De
fato, Bou-Resli e colaboradores (2002) demonstraram um aumento na concentracao
de Se no cerebelo, cértex, hipotalamo e hipocampo de ratos nascidos de méaes que
tiveram suplementacdo de Se. Esse aumento pode indicar uma melhora no sistema
de defesa antioxidante, que pode influenciar positivamente no desenvolvimento
normal do cérebro.

Existem diversos estudos sobre os diferentes compostos organicos de Se e ja
€ bem estabelecida a atividade neuroprotetora e anti-inflamatéria do Ebselen e do
(PhSe)2, respectivamente (DAVALOS, 1999; NOGUEIRA et al., 2003 MORETTO et
al., 2005a,b,c; ZASSO et al., 2005). De acordo com Moretto et al. (2005a,c), esses
organoselénios previniram a hiperfosforilagdo de proteinas do citoesqueleto de
cortex de ratos jovens, induzida por agente neurotoxico, o metilmercurio (MeHg). O
(PhSe)2 demonstrou ser um potente candidato para o tratamento de disfuncdes
neuronais que, muitas vezes, acompanha complica¢cdes associadas a hiperglicemia

diabética (KADE et al., 2009a). Esse mesmo composto teve um efeito protetor em



fatias de hipocampo de ratos submetidos a um modelo classico de isquemia in vitro
(GHISLENI et al., 2003). O (PhSe)2 também apresentou efeito protetor contra o
estresse oxidativo e em citocinas pro-inflamatorias em modelo de isquemia cerebral
(BRUNING, et al., 2012). Outro estudo, demonstrou que o (PhSe)2 causou
alteracdes na homeostase do glutamato a nivel pré-sinaptico, sendo dependente da
idade dos animais e da concentragcéo do composto (Souza et al., 2010)

O composto (PhSe)2 associado ao estradiol e 0 4-phenyl-1-(fenilselanilmetil)-
1,2,3-triazol (Se-TZ) apresentaram um efeito farmacoldégico em potencial contra o
prejuizo cognitivo e depressao, respectivamente (DA ROCHA et al., 2013; DONATO
et al., 2013).

O composto [(MeOPhSe)2] demonstrou efeito terapéutico em modelo de
doenca de Alzheimer desenvolvido com estreptozotocina em ratos (PINTON et al.,
2013a), demonstrando uma atividade neuroprotetora tanto in vivo quanto in vitro,
reafirmando, assim, sua potencial utilizacdo em donecas neuronais (PINTON et al.,
2013b). Outro composto com potencial efeito farmacolégico é o bis seleneto, ja que
atenuou o déficit de memodria induzida por reserpina em ratos e também demonstrou
efeitos protetores contra a doenca de Huntington (BORTOLATTO et al.,, 2013a;
BORTOLATTO et al., 2013b).

Em relacéo ao C,;H,HOSe, Mello e colaboradores (2012) demonstraram que
este composto diminuiu a atividade da creatina quinase (CK) no cortex cerebral e
cerebelo. JA Medeiros e colaboradores (2012) demonstraram que esse composto foi
capaz de induzir estresse oxidativo em diferentes regides do cérebro

Como pbode ser observado, varios modelos experimentais, tanto in vitro
qguanto in vivo sao utilizados para o estudo de compostos de Se no SNC. Deste
modo, o modelo de fatias de cortex cerebral foi utilizado nesse trabalho, uma vez
que € um modelo bem estabelecido e que preserva a interacdo entre 0s neurdnios e
células da glia, permitindo assim determinacdes enzimaticas mais precisas
(MORETTO et al., 2007). Além disso, o coértex cerebral é responsavel por diversas
funcbes complexas como: memdéria, atencdo, linguagem e consciéncia, sendo rico

em neurdnios.

2.3 Radicais Livres
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Os RL sao atomos ou moléculas produzidas continuamente durante o0s
processos metabdlicos, apresentando em sua Orbita mais externa um ou mais
elétrons desemparelhados (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). Esses podem atuar
como mediadores para a transferéncia de elétrons em diversas rea¢fes bioquimicas,
desempenhando funcdes bastante relevantes no metabolismo. Entretanto, também
podem reagir com as estruturas celulares biologicas e possuir efeitos deletérios. As
principais fontes de RL sdo organelas citoplasmaticas que metabolizam oxigénio,
nitrogénio e cloro, podendo gerar uma grande quantidade de metabdlitos (MENDEZ
FILHO; RODRIGUEZ, 1997).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) possuem pelo menos um elétron
desemparelhado que se encontra centrado no &atomo de oxigénio (VISIOLI;
KEANEY-JUNIOR; HALLIWELL, 2000). Os principais EROs s&o: hidroxila (OH),
superoxido (0y) peroxila (ROO) e alcoxila (RO) (VISIOLI; KEANEY-JUNIOR;
HALLIWELL, 2000). Ja as espécies reativas ao nitrogénio (ERNs) possuem elétron
desemparelhado no atomo de nitrogénio (PIETTA, 2000). Dentre as ERNs incluem-
se oxido nitrico (NO), 6xido nitroso (N.Og3), acido nitroso (HNOy), nitritos (NOy),
nitratos (NO3") e peroxinitritos (ONOO).

O NO é considerado um mensageiro neuronal universal na fisiopatologia de
doencas como Alzheimer, Parkinson e no acidente vascular cerebral
(IKONOMIDOU; TURSKI, 1995). Apesar do seu mecanismo de neurotoxicidade
ainda ndo estar totalmente compreendido, o NO tem sido utilizado in vitro para
promover a inducdo da lipoperoxidacdo em estudos envolvendo o SNC (BATES et
al., 1990; HUGHES et al., 2014). O NO em altas concentracdes pode interagir com
anion superodxido e formar um potente oxidante, o peroxinitrito, que pode mediar a
transferéncia de elétrons que produzem RL, iniciando assim o0 processo de
lipoperoxidacdo (BECKMAN et al., 1993; CROW; BECKMAN, 1996). O peroxinitrito
pode reagir com moléculas e proteinas de baixo peso molecular com tidis
vinculados, resultando na oxidacdo desses tidis (KAROUI et al., 1996; QUIJANO et
al., 1997).

O nitroprussiato de sodio (NPS) é uma fonte da geracédo de NO, ja que forma

esse metabolito ativo através da degradacdo espontdnea no organismo e em
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condicdes fisiolégicas normais (BARRY, 1989; ZIAl;, MIRSKI, 2004). O NPS é um
nitrovasodilatador descoberto em 1850, capaz de ultrapassar a barreira
hematoencefalica, cujos efeitos hipotensores em seres humanos foram descritos
pela primeira vez em 1929. O nivel aumentado de quaisquer espécies de RL,
associado a alteracdes nos niveis de antioxidantes, desenvolve 0 processo
denominado estresse oxidativo (MATES; SANCHES- JIMENEZ, 1999).

2.4 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo ocorre quando ha& um desequilibrio nas defesas
antioxidantes do organismo ou um favorecimento das pro-oxidantes, sendo
potencialmente nocivo (SIES, 1986; THOMAS, 1994). A escolha do alvo celular dos
RL, que podem ser as proteinas, os lipideos, os carboidratos ou o DNA, esta
relacionada com seu sitio de formacdo (YU; ANDERSON, 1997) (Figura 2). O
estresse oxidativo tem sido implicado em véarias doencas, como nas
cardiovasculares e neurodegenerativas, no cancer e no processo de envelhecimento
(KOVACIC; JACINTHO, 2001; VALKO et al., 2007).
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Figura 2 — Dano oxidativo em macromoléculas.
Fonte: adaptado de TORRES, 2006.



Existem mecanismos de defesa frente ao estresse oxidativo que podem ser
enzimaticos e ndo-enzimaticos. Os mecanismos enzimaticos compreendem enzimas
como catalase (CAT), superéxido dismutase (SOD), GPx e glutationa redutase (GR).
Ja como mecanismos nao-enzimaticos, provenientes da dieta, compreende-se o
acido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno (provitamina A),
compostos fendlicos e flavonoides. Também existem as proteinas ligadas ao ferro
(transferrina e ferritina) e grupo de tidis nao-proteicos (NP-SH), sendo que esse
altimo apresenta capacidade antioxidante devido a presenca de grupamento tiol
(SH) reativo, tendo como principal representante a glutationa.

Quando os RL reagem com acidos graxos insaturados, ocorre 0 processo de
lipoperoxidacdo, modificando os lipideos de tal forma que a membrana perde suas
caracteristicas arquitetbnicas, tornando-se menos firme e menos flexivel. Esse
proceso cria verdadeiras fendas i0nicas que alteram a semipermeabilidade da
membrana, favorecendo a entrada e saida indiscriminada de metabdlitos e detritos
da célula, provocando sua ruptura e lise com posterior necrose (JOSEPHY, 1997;
TIMBRELL, 2000; ALMROTH et al., 2005). O processo de lipoperoxidacdo gera
produtos como o malondialdeido (MDA) e o 4-hidroxi-2-nonenal (HNE). A literatura
evidencia a relagéo entre os niveis de MDA, ou da dosagem de substancias reativas
ao acido tiobarbitarico (TBARS) como um dos métodos de avaliacdo da intensidade
do processo de lipoperoxidacdo (RICE- EVANS et al, 1991; HALLIWEL E
GUTTERIDGE, 1999).

2.4.1 Estresse oxidativo, compostos de selénio e o cérebro

O cérebro é o alvo preferencial do processo oxidativo, pois contém uma alta
concentracdo de acidos graxos poli-insaturados (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1984;
LIANG et al., 2000). Além disso, o cérebro apresenta alto consumo de oxigénio, alto
fluxo sanguineo e alta concentracdo de neurotransmissores, que podem sofrer
oxidacdo, e tem no metabolismo oxidativo da glicose sua principal fonte de energia
(CLEMENS; PENETTA, 1995). Também possui nheurbnios com grandes

prolongamentos, sob 0s quais altos gradientes ibnicos devem ser mantidos para as



funcBes normais. Todas essas caracteristicas aumentam ainda mais a predisposicéo
do cérebro ao ataque dos RL (CLEMENS; PENETTA, 1995).

Os estudos sobre o Se merecem consideravel atencéo, principalmente pela
capacidade antioxidativa desse metaloide. Dentre eles, o composto inorganico de
Se, o0 selenito de sdOdio, protegeu parcialmente contra a toxicidade do &cido
quinolinico em modelo de doenca de Huntington (SANTAMARIA et al., 2003).
Também, em ratos tratados com selenito de soédio, houve diminuicdo da
lipoperoxidacdo, aumento da atividade da GPx e impedimento parcial das alteracdes
morfolégicas neuronais. (SANTAMARIA et al., 2003). O composto (NapSe), em um
modelo de lesdo cerebral através da indugcdo por &lcool, restaurou as defesas
antioxidantes no cérebro desses ratos e atenuou os efeitos toxicos do alcool
(IBRAIN et al., 2012).

O composto (E)-1-(1-(metiltio)-1-(selenofenil) hept-1-en-2-il) pirrolidina-2-um
apresentou uma promissora atividade antioxidante, além de baixa toxicidade,
sugerindo uma potencial atividade benéfica desse composto (INEU et al., 2012).
Estudo recente demonstrou a influéncia de grupos substituintes na atividade
antioxidante de B-selenoaminas e verificou que esses grupos podem apresentar
diferentes atividades antioxidantes (PRESTES et al., 2012).

Por outro lado, o composto 2,2'- ditienil diseleneto demonstrou ser um
potencial oxidante. In vitro, em homogenato de cérebro de ratos, ele foi capaz de
inibir enzimas sulfidrilicas, provavelmente por oxidar grupamentos tiéis. Ja in vivo,
causou uma toxicidade sistémica resultando na morte dos animais (CHAGAS et al.,
2013a).

Medeiros e colaboradores (2012) testaram a atividade do composto
C,1H,HOSe nas concentragdes de 125, 250 e 500ug/kg, durante 30 dias, em
diferentes areas do cérebro de ratos (cortex, cerebelo e hipocampo). Os autores
observaram que o composto néo foi capaz de alterar os niveis de grupos carbonil no
cortex cerebral, embora tenha aumentado os niveis de TBARS nessa estrutura.
Esse composto reduziu o contetudo de sulfidrila e a atividade da enzima GPx em
todas as estruturas testadas. A enzima CAT aumentou sua atividade no cortex
cerebral e cerebelo, enquanto que no hipocampo a atividade da SOD diminuiu.

Além disso, é importante destacar que o composto C,;H,HOSe apresenta um

atomo de Se ligado a dois atomos de carbono, com hibridizagdo sp2 e com nimero



de oxidagdo zero, sendo assim, menos suscetivel a oxidacdo (GEMELLI et al.,
2011). Em outros compostos com propriedade antioxidante, como o Ebselen, o
atomo de Se esta ligado a um unico carbono, com a mesma hibridizacdo, mas sua
outra ligacdo é feita com o atomo de nitrogénio, gerando uma maior
eletronegatividade e formando uma grande atracdo dos elétrons para ligacbes
sigma, deixando os &tomos de Se mais oxidados, perdendo elétrons com maior
facilidade (NOGUEIRA et al.,, 2004). Quando comparado com o C,;H,HOSe, o
Ebselen € um melhor antioxidante.

Estudos anteriores demonstram que alguns compostos organicos de Se tém a
capacidade de oxidar proteinas sulfidrilas e assim produzir espécies reativas
(NOGUEIRA; ZENI; ROCHA, 2004). De fato, recentemente estudos revelaram que
um grupamento imina préximo ao atomo de Se pode aumentar a atividade catalitica
de sistemas com o ti6l aromético. A oxidacdo dos tidis reflete a toxicidade dos
compostos, no entanto o composto formado por uma imina Nno composto
organoselénio ndo foi capaz de aumentar os niveis de TBARS, transaminases, ureia,
creatinina e acido ascorbico, demonstrando a versatilidade desses compostos
(HASSAN et al., 2011).

2.5 Sistema purinérgico

2.5.1 Adenosina

O sistema purinérgico é caracterizado por ser uma via de sinalizacdo
importante, estando envolvido em muitos mecanismos neuronais e ndo neuronais e
em eventos de curta/longa duracdo, incluindo resposta imune, inflamacéo,
proliferacdo e morte celular. Os nucleotideos extracelulares de adenina adenosina
trifosfato (ATP), adenosina difosfato (ADP) e o0 nucleosideo adenosina sé&o
considerados importantes moléculas sinalizadoras (ILLES; RIBEIRO, 2004).

A adenosina, um importante componente do sistema purinérgico, € um

ribonucleosideo constituido por uma base purica (adenina) ligada a uma pentose (D-



ribose), estando envolvida em fungdes cruciais no SNC, como neuromodulagéo da
transmissdo sinaptica e neuroprotecdo (FREDHOLM et al., 2005). De modo geral, a
adenosina atua como um mensageiro intercelular, embora ndo seja considerada um
neurotransmissor classico (BRUNDEGEE; DUNWIDDIE, 1996). Sob condi¢Ges
normais, ela é continuamente formada tanto intracelularmente quanto
extracelularmente (FREDHOLM, 2002). Entretanto, em locais de dano tecidual &
produzida em altas concentracdes, desempenhando importante papel na regulagéao
da homeostase de muitos sistemas fisioldgicos, incluindo cardiovascular
(vasodilatacdo e diminuicdo da pressdo sanguinea), nervoso (regulacao da liberacéo
de neurotransmissores), renal e imune (BLACKBURN, 2003). Além disso, produz
inibicdo da lipdlise, broncoconstricdo e citoprotecdo em episédios de isquemia e
hipoxia ou de estresse oxidativo (VAN DER GRAAF et al., 1999; FAN et al., 2003).

As acdes que a adenosina desenvolve no SNC sdo mediadas através de
receptores especificos, pertencentes a uma classe especifica de receptores
denominada receptores purinérgicos P1, os quais sdo acoplados a adenilato ciclase
via proteina G (KLINGER; FREISSMUTH; NANOFF, 2002). Esses receptores séo
classificados como receptores Al, A2 (A2a, A2b) e A3 (BURNSTOCK, 2007). De
forma geral, os receptores A1 e A2a sédo receptores de alta afinidade pelo ligante,
enquanto o A2b apresenta baixa afinidade e o A3, embora de alta afinidade ndo é
muito expresso nos tecidos cerebrais (DUNWIDDIE; MASINO, 2001).

A principal via de producéo de adenosina (Figura 3) no meio extracelular vem
da atividade da enzima ecto-5-nucleotidase (5' NT), que converte 5'- monofosfato de
adenosina (5-AMP) em adenosina. Por sua vez, o 5-AMP pode ser proveniente de
duas fontes, isto €, da conversdo de nucleotideos ou pela liberacdo de adenosina
3',5'-monofosfato ciclico (AMPc). O AMPc € liberado pelas células por um
transportador e convertido no meio extracelular em 5-AMP por uma ecto-
fosfodiesterase, a 5 NT (BRUNTON; MAYER, 1979; HENDERSON; STRAUSS,
1991). Outra via ja descrita para a producdo de adenosina ocorre por hidrolise de S-
adenosilhomocisteina (SAH) pela S-adenosilhomocisteina hidrolase (LLOYD et al.,
1988). Entretanto, essa via ndo possui uma grande importancia na producao deste
nucleosideo (PAK et al, 1994). A regulacao dos niveis de adenosina ocorre através
do seu transporte bi-direcional. A remo¢do de adenosina extracelular € dada em

parte pela recaptacdo através do transportador bidirecional, seguida por sua



fosforilagcdo a AMP pela enzima adenosina quinase, e em parte por sua degradacao
a inosina pela ADA. J& no meio extracelular ela é metabolizada pela ecto-ADA
(LATINI; PEDATA, 2001).
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Figura 3 — Vias de sintese, degradacao e recaptacdo da adenosina
Fonte: adaptado de LATINI; PEDATA, 2001.

Os metabolitos da adenosina séo: inosina, hipoxantina, xantina e acido Urico,
esse ultimo excretado através da urina (TRAMS; LAUTER, 1974; LOGUERCIO et
al., 1996; BOROWIEC et al, 2006).

2.5.2 Adenosina deaminase (ADA, adenosina aminohidrolase, E.C. 3.5.4.4)



A ADA é uma enzima envolvida no metabolismo de nucleotideos de purina
(Figura 4). Ela catalisa a desaminacao hidrolitica irreversivel da adenosina em
inosina e 2’-desoxiadenosina em 2’-desoxinosina (IWAKI- EGAWA et al., 2004; IBIS
et al., 2007).

Figura 4 — Estrutura da enzima adenosina deaminase.
Fonte: adaptado de KINOSHITA et al., 2005.

Essa enzima esta presente em plantas, bactérias, invertebrados, vertebrados
e mamiferos (AIKAWA et al., 1977; DADDONA, 1981; LUPIDI et al., 1992), sendo
gue sua quantidade difere entre os tecidos humanos.

Altos niveis de ADA sédo encontrados no sistema linfoide (linfonodos, baco,
timo), sendo demonstrada importante atividade dessa enzima em linfécitos e
macrofagos (GORGUNER et al.,, 2000), além de possuir importante papel na
regulacdo do sistema imune. Cerca de 90% da ADA é intracelular, podendo também
ser encontrada na superficie de linfocitos T, como uma ecto-enzima (Ecto-ADA)
complexada com a dipeptidil peptidase IV (DPP IV, CD26, E.C 3.4.14.5)
(MORRISON et al., 1993; BLANCO et al., 1998; FRANCO et al., 1998).

No SNC, a ADA ocorre principalmente no citosol, podendo ser encontrada em

neurdnios e sinaptossomas, mas também na superficie externa de células (FRANCO



et al., 1998). Sua atividade é mais proeminente na glia, podendo ser encontrada em
vesiculas sinapticas (RATHBONE et al.,, 1999). Considerando a importancia da
adenosina no SNC, a ADA tem sido objeto de interesse devido ao seu papel na
manutencao dos niveis intra e extracelular desse nucleosideo de adenina.

Duas isoenzimas distintas da ADA, ADAl1 e ADA2, tém sido bem
caracterizadas. Em tecidos como figado, rins e intestino encontram-se ambas as
formas (IWAKI- EGAWA et al., 2004). A ADA1 existe em duas formas moleculares
principais, um monémero, de peso molecular 35KDa (forma pequena) e um dimero,
complexado com proteinas, tendo um alto peso molecular (280KDa). Essa é
encontrada em todas as células, especialmente em linfécitos e mondcitos (VAN DER
WEYDEN; KELLEY, 1979), enquanto que a forma de menor peso molecular encontra-
se somente nos eritrocitos (IWAKI- EGAWA et al., 2004).

Ja a ADA2 existe somente como um mondmero com peso molecular de
100KDa estando presente em mondcitos, macrofagos, soro e plasma em menor
quantidade (VAN DER WEYDEN; KELLEY, 1979; CRISTALLI et al, 2001; IWAKI-
EGAWA et al., 2004). Devido a sua habilidade em regular a proliferacdo celular, a
ADAZ2 foi considerada como parte de uma nova familia de fatores de crescimento,
denominada fatores de crescimento relacionados a ADA (ADGFs) (ZAVIALOV;
ENGSTROM, 2005; ZHANG; TAKEDA, 2007).

2.5.3 Importancia biolégica

Em seres humanos, um defeito congénito da ADAL acarreta a Sindrome de
Imunodeficiéncia Combinada Severa (SCID), que se caracteriza pela perda de funcéo
de células T e B (PACHECO et al., 2005), provocando uma grave linfopenia. Além
disso, a dosagem da atividade da ADA no liquido pleural e cefalorraquidiano € um
método sensivel e especifico para o diagnéstico da tuberculose, mononucleose
infecciosa e meningite (GORGUNER; CERCI; GORGUNET, 2000; CRISTALLI et al.,
2001; TITARENKO et al.,, 2006; CARGNELUTTI et al., 2013). Essa enzima se
relaciona com o fato de sua atividade estar elevada em doencgas caracterizadas pela

proliferacdo de linfocitos T, sendo também um marcador inespecifico de ativacdo



dessas células (IBIS et al., 2007). Esta também aumentada no diabetes, tuberculose,
meningite bacteriana, na Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) entre outras
(CRISTALLI et al., 2001; PRAKASH et al., 2006).

Em nosso laboratério, diversos estudos tém reportado sobre a alteracdo da
atividade dessa enzima em diferentes condicdes, tecidos e células. Em intoxicacfes
por diferentes concentragées de MeHg, ocorre um aumento na atividade da ADA né&o
somente no hipocampo, como também no figado e nos rins de ratos recém nascidos
(ABDALLA et al.,, 2011; ABDALLA et al., 2012). Bellé e colaboradores (2009),
demonstraram que a atividade da ADA no coértex total € maior em ratos mais jovens
(7 dias) quando comparada com ratos de 60 dias. Um estudo com ratos infectados
com o parasita Trypanossoma evansi, demonstrou que a atividade ADA encontra-se
alterada no tecido cerebral, plaquetas, linfocitos e soro desses animais (DA SILVA et
al., 2011a; DA SILVA et al., 2011b; OLIVEIRA et al., 2011).

A ADA também foi investigada na Sindrome Metabodlica (MetS), onde os
resultados demonstram que n&o houve diferenca significativa entre o grupo controle e
0 grupo de pacientes com MetS na atividade da ADA no soro (DE BONA et al., 2012).
No entanto, em linfécitos foi encontrado um aumento na atividade da ADA (DE BONA
et al.,, 2013). Em pacientes diabéticos, a atividade dessa enzima encontra-se
aumentada nos eritrocitos, linfocitos e soro quando comparada com 0 grupo controle
(BELLE et al., 2011b; DE BONA et al., 2011; BELLE et al., 2012). Em modelo de
hipbéxia-isquemia neonatal, a atividade da ADA encontrou-se aumentada no cortex
cerebral e no hipocampo de ratos em desenvolvimento (PIMENTEL et al., 2009.
PIMENTEL et al., 2011).

2.6 Ensaios para avaliar a viabilidade celular

Existem varios métodos que s&o utilizados para avaliar a viabilidade celular
nas mais diversas condicdes. Dentre esses meétodos, podemos destacar a

determinacao da lactato desidrogenase (LDH, E.C. 1.1.1.27) e 0 método do MTT.

2.6.1 Lactato desidrogenase (LDH, E.C. 1.1.1.27)



A lactato desidrogenase (LDH) é uma enzima sulfidrilica citosélica, que em
situacdes de lise celular é extravasada, apresentando maxima atividade no periodo
de 1 h apoés isquemia-reperfusdo tecidual, e tende a se estabilizar nos periodos
subsequentes (FERNANDEZ-LOPEZ et al. 2005). A LDH converte, de forma
reversivel, piruvato a lactato, fazendo parte da via anaerdbia da ultima etapa da
glicdlise (PAPOTI et al., 2008).

Figura 5 — Estrutura da enzima lactato desidrogenase.
Fonte: adaptado de READ et al., 2001.

Essa enzima é encontrada em varios 6rgdos como corac¢ao, figado, musculo
esquelético, rim, cérebro e pulmdes, bem como em células vermelhas e tecido
linfoide. Valores elevados de LDH total s&o observados em uma variedade de
condi¢bes clinicas, como por exemplo: infarto do miocéardio, infarto pulmonar,
hepatite, cirrose, ictericias obstrutivas, distrofia muscular, anemias, doencas do
parénquima renal, tumores, acidente vascular cerebral, entre outras (MOTTA, 2000).

Devido a sua distribuicao diversificada pelos tecidos, a dosagem da LDH total
ndo é um indicador especifico de doencas. Porém, quando determinada
conjuntamente com outras enzimas, ou quando fracionada em isoenzimas, torna-se

bastante (til para o diagnéstico dessas patologias (MOTTA, 2000), tanto que a



proporcdo das isoformas tem sido proposta como alternativa para indicar o estado
metabdlico das células (KADE et al.,, 2009b). Ainda, existem diversos relatos na
literatura nos quais a dosagem de LDH total € bastante utilizada para avaliar a injaria
celular (AMARA et al., 2009; KADE et al., 2009b; KADE et al., 2009c; PENZ et al.,
2011).

A LDH posssui cinco isoenzimas, sendo que todas as isoformas contém zinco
como componente funcional do local ativo (VALLEE E WACKER, 1956), e pode ser
inibida por reagentes que interagem com suas por¢des sulfidrilicas (NEILANDS,
1954). A LDH1 é encontrada mais predominantemente no cora¢do, hemacias e rins; a
LDH2 no coragéo e sistema reticulo endotelial; a LDH3 nos pulm®es e outros tecidos;
a LDH4 na placenta e no pancreas; e a LDH5 no figado e nos musculos esqueléticos
(MOTTA, 2000). Em doencas do SNC, como meningites e tumores malignos ha
aumento nas fragdes LDH2 e LDH3. (MOTTA, 2000).

2.6.2 Brometo de 3-(4,5- dimetiltiazol- 2- il)- 2,5-difeniltertrazolim (MTT)

Os sais de tetrazdlio sdo um grande grupo de compostos heterociclicos
organicos que apoés a reducao, muitas vezes, formam produtos coloridos e insoltvies
(LIU et al., 1997). O teste de viabilidade de MTT é um ensaio quantitativo in vitro que
avalia a fun¢éo das mitocéndrias baseando-se na reducdo enzimética de um sal de
tetrazolio (LIU et al., 1997). Baseia-se na capacidade da succinato desidrogenase,
uma enzima ativa em mitocondrias de células viaveis, em converter o brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2- il)-2,5 difeniltetrazolio, que é hidrossolavel e de cor amarelada,

em cristais de formazan, de cor purpura.
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Figura 6 — Reducédo do MTT.
Fonte: adaptado de BRESCIA; BANKS, 2009.

A reducéo do sal de tetrazdlio € capaz de verificar a viabilidade e o estado
metabdlico da célula, por isso, sendo bastante util para avaliar citotoxicidade (LIU et
al., 1997, GHISLENI et al., 2003; BEZERRA et al., 2005; MORETTO et al., 2007;
BEZERRA et al., 2008).

Assim, tendo em vista 0 crescente interesse por Ccompostos
organocalcogénios, principalmente por aqueles que apresentam em sua estrutura
uma molécula de Se, e as importantes atividades farmacoldgicas que esses
compostos tém apresentado, este trabalho visa realizar um estudo comparativo sobre
os efeitos de um novo composto organico de Se, o 3-metil-1-fenil-2-(fenilseleno)oct-2-
en-1-um e um composto inorganico de Se, o selenato de sédio, sobre parametros
enzimaticos, de viabilidade celular e de estresse oxidativo em fatias de cortex

cerebral de ratos em desenvolvimento.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O presente trabalho teve por objetivo geral verificar os efeitos da exposicao
de diferentes concentracdes de compostos organicos e inorganicos de selénio sobre
parametros bioquimicos e de viabilidade celular em fatias de cortex cerebral de ratos

em desenvolvimento.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Em fatias, expostas a diferentes concentracfes de Se organico e inorganico,

de cortex de ratos jovens:
e Determinar a atividade da enzima ADA;
e Determinar parametros de estresse oxidativo como: niveis de espécies
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) e niveis de tidis ndo-proteicos (NP-

SH);

e Determinar a viabilidade celular através da determinacdo da atividade da

enzima LDH e pelo método do MTT.

e Avaliar a capacidade dos compostos de Se organico e inorganico em

sequestrar radicais NO em sistema livre de células, in vitro.
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Abstract

Selenium (Se) has anti-inflammatory and antioxidant properties and is necessary for the development and 1w -
mal function of the central nervous system. This study was aimed to compare the in vitro effects of 3-methyl-1-
phenyl-2-(phenylseleno)oct-2-en-1-one (C;,H;HOSe; organoselenium) and sodium selenate (inorganic Se) on
adenosine deaminase (ADA) activity, cell viability, lipid peroxidation, scavenger of nitric oxide (NO) and non-
protein thiols (NP-SH) content in the cerebral cortex slices of the young rats. A decrease in ADA activity was
observed when the slices were exposed to organoselenium at the concentrations of |, 10 and 30 uM. The same
compound showed higher scavenger capacity of NO than the inorganic compound. Inorganic Se was able to
protect against sodium nitroprusside-induced oxidative damage and increased the NP-SH content. Both the
compounds displayed distinctive antioxidant capacities and were not cytotoxic for the cerebral cortex slices
in the conditions tested. These findings are likely to be related to immunomodulatory and antioxidant prop-
erties of this compound.

Keywords
Selenium, adenosine, cerebral cortex slices, lipid damage, scavenger

suggesting that this trace mineral is essential for nor-
mal brain function.”® However, the central nervous

Introduction

Inthe last decade, there has been increasing interest in
several nutritional selenium (Se) compounds because
of their environmental, biological and toxicological

IPost,graduate Program in Pharmaceutical Sciences, Health

properties, and particularly for their cancer- and
disease-preventing activities. Regulation of Se levels
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trace element with a number of biological roles, for
humans, animals and some bacteria.>* As a constitu-
ent of selenoproteins, it plays a role in the protection
of body tissues against oxidative stress, immune func-
tion, reproduction, growth and development modula-
tion." The brain is resistant to fluctuations in Se
levels, including during conditions of dietary deple-
tion of Se. Therefore, brain Se levels are maintained,
whereas levels elsewhere in the body are reduced,
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Figure |. Chemical structure of 3-methyl-|-phenyl-2-
(phenylseleno)oct-2-en-1-one (organoselenium).

system (CNS) is sensitive to Se poisoning, and differ-
ences in neurotoxicity between inorganic and organic
Se have been demonstrated.”

Se-containing organic molecules are generally
more potent antioxidants than “classical” antioxidants,
which is an impetus for the increased interest in the
rational design of synthetic 3-methyl-1-phenyl-2-
{(phenylseleno)oct-2-en-1-one (C,,H,HOSe; organo-
selenium) compounds.®” Previous reports have been
published on the glutathione peroxidase mimetic
activity of chalcogen compounds, which, such as the
native enzyme, relies on the redox cycling of the Se
moiety of the compounds.'™'" Organochalcogens are
important intermediates and useful reagents in
organic synthesis, which can increase human expo-
sure risk to these chemicals in the workplace.'"

The organoselenium (Figure 1) is an o,f-unsatu-
rated ketone-functionalized vinyl chalcogenide that
has been found as a potential tool in organic synth-
esis. Vinylic compounds are important synthetic
intermediates because of their easy transformation
into other organic compounds with retention of
configuration.'*"?

Several lines of investigations on the cellular meta-
bolism of purines in peripheral tissues have generated
considerable interest in adenosine deaminase (ADA;
E.C. 3.5.44), an enzyme involved in purine metabo-
lism that catalyzes the hydrolytic deamination of
adenosine or 2'-deoxyadenosine to inosine or 2'-deox-
yinosmc_]6 ADA is one ubiquitous, soluble and glob-
ular enzyme that can be found at variable amounts in
all cell types present in the CNS."” Therefore, ADA
has been a subject of interest due to its role in the
maintenance of intra- and extracellular levels of ade-
nosine. Congenital deficiency of ADA causes severe

combined immunodeficiency, which is characterized
by the absence of functional T and B lymphocytes.'®
Conversely, increased ADA activities have been
observed in discases such as brucellosis, tuberculosis,
rickettsiosis, human immunodeficiency virus and
infectious mononucleosis as well as in a variety of
malignant conditions.'”

Reactive oxygen species are currently produced
during cellular metabolism. Among these, nitric oxide
(NO) is regarded as a universal neuronal messenger in
the pathophysiology of Alzheimer's and Parkinson’s
diseases and disorders such as stroke, trauma and
seizure.”’2! NO has been used in vitro to promote
NO-induced lipid peroxidation.” It can mediate bio-
logical actions ranging from vasodilatation, neuro-
transmission, inhibition of platelet adherence and
aggregation and killing of pathogens mediated by
macrophages and neutrophils.> However, high con-
centrations of NO are toxic and interact with superox-
ide anion [01_} to form peroxynitrite (ONOO™), a
strong oxidant that forms another potent oxidant with
the reactivity of a hydroxyl-like radical, which could
initiate lipid peroxidation.***3

The rationale for the study of organic and inorganic
Se compounds resides in the fact that this element is
essential for normal brain function and displays spe-
cific roles for developing brain. As organoselenium
and inorganic Se compounds might have different
neurotoxic behavior, the purpose of the present study
was to investigate the in vitro effects of an organic
and an inorganic form of Se on ADA activity and cell
viability in cerebral cortex slices of young rats, which
preserve the interaction between neurons and glia.
Considering that oxidative stress is involved in neuro-
chemical changes in the developing cerebral cortex,
the total antioxidant capacity and lipid peroxidation
of both the compounds were also examined.

Materials and methods

Chemicals

Adenosine was obtained from Merck (Darmstadt,
Germany). Sodium selenate (Na,SeQ,; inorganic
Se), malonaldehyde bis (dimethyl acetal), 3-[4,5-
dimethylthiazol-2-y1]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide
(MTT), sodium nitroprusside (SNP), sulfanilamide,
N-{(1-naphthyl )ethylenediamine dihydrochloride, 5.5'-
dithiobis-2-nitrobenzoic acid (DTNB) and thiobarbituric
acid were obtained from Sigma Chemical Co. (St Louis,
Missouri, USA). Organoselenium was synthesized
according to Silveira et al.*® All other chemicals were
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of analytical grade and were obtained from standard
commercial suppliers.

Preparation of cerebral cortex slices

The study was in accordance with the guidelines of
the Ethics Committee for Animal Research of this
institution, which approved the experimental protocol
(number 23081.007418/2007-75). Newly born male
Wistar rats were maintained on a 12:12 h light/dark
cycle at 24°C. The rats (n = 8) were euthanized at day
7 (P7) and their brains were promptly removed and
the cerebral cortices were carefully separated. The
slices were cut to have a weight of approximately
5 mg and washed twice with phosphate buffer
(50 mmol/L, pH 7.0) before using in the experimental
analyses, according to Oyamaa et al.>” with modifica-
tions. The organoselenium (1, 10 and 30 pM) or inor-
ganic Se (1, 10 and 30 puM) was added in the
phosphate buffer and the reactions were carried out
for | hat 37°C, according to Bellé et al.**

Experimental assays

Enzymatic assays. ADA activity was estimated spectro-
photometrically by the method of Giusti,”” which is
based on the direct measurement of the formation of
ammonia produced when ADA acts in excess of ade-
nosine. Ammonium sulfate solution (75 pM ammo-
nia) was used as the standard. The values were
expressed as unit per liter per milligram of tissue.
The activity of lactate dehydrogenase (LDH) was
immediately measured using a commercial kit (Bio-
clin/Quibasa, Minas Gerais, Brazil). The results were
expressed as unit per liter per milligram of tissue.

Parameters of oxidative stress

Measurement of lipid peroxidation. Lipid peroxida-
tion in the cercbral cortex slices was estimated by the
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)
assay, as described by Nichaus and Samuelsson.”
First, the slices were incubated with organoselenium
(1, 10 and 30 pM) or inorganic Se (1, 10 and
30 pM) in phosphate buffer (50 mmol/L, pH 7.0) for
1 h at 37°C. Thereafter, the slices were homogenized
in Tris-hydrochloric acid buffer, centrifuged at
4000 g and 0.1 mL of the obtained supematant (S1)
was used in the assay.’' In a second step, SNP
(50 pM) was added to the reaction mixture for 1 h
at room temperature.”” The above concentrations of
the Se compounds were added to the mixture that was
incubated for 1 h more before the TBARS levels were

measured. At the end of the incubation time, the lipid
peroxidation assay was carried out as mentioned
above. Calculations were made based on standard
curves and presented as nanomoles of malondialde-
hyde per milligram of protein.

Determination of NP-SH level. Nonprotein thiol (NP-
SH) levels in the rat cerebral cortex slices were deter-
mined according to the method proposed by Ellman
and Boync,33 with some modifications by Jacques-
Silva et al’** A sample of S1 (300 pL) was mixed
(1:1) with 10% trichloroacetic acid and subsequently
centrifuged at 4000 g for 10 min. After centrifugation,
the supernatant fraction was added to a reaction
medium containing potassium phosphate (0.5 M and
pH 7.4) and DTNB (0.5 mM). NP-SH levels were
measured spectrophotometrically at 412 nm. The
results were calculated in relation to a standard curve
constructed with reduced glutathione and also cor-
rected by the protein content.

Assay of NO-scavenging activity. The procedure is
based on the principle that SNP in aqueous solution
at physiological pH spontaneously generates NO. For
the experiment, SNP (10 mM) was mixed with the dif-
ferent concentrations of the Se compounds and incu-
bated at room temperature for 150 min. The same
reaction mixture, without the compounds but with
an equivalent amount of water, served as the control.
After the incubation period, 0.5 mL of Griess reagent
(1% sulfanilamide, 2% phosphoric acid and 0.1%
N-(1-naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride)
was added. The NO generated interacts with oxygen
to produce nitrite ions that can be estimated using this
reagent.”® NO scavengers compete with oxygen, lead-
ing to reduced production of nitrite ions. The absor-
bance of the chromophore formed was read at
546 nm.*® The NO-scavenging activity was given
by the following equation

NO — scavenging activity(%)
= (1 — absorbanceumpie /absorbanceconror) x 100

Cell viability

Tetrazolium salt method (MTT assay). The viability
assay was performed by the colorimetric MTT
method. This assay for cell survival is an indirect
method, where MTT is reduced by active mitochon-
dria in living cells. The tetrazolium salt is metaboli-
cally reduced to a colored formazan type of final
product.’” The cerebral cortex slices were incubated
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Figure 2. ADA activity after exposure of cerebral cortex
slices of young rats (n = 8) to organoselenium and inor-
ganic Se compounds. Data are expressed as unit per liter
per milligram of tissue (mean + SEM). Asterisk indicates
significant differences from control (p < 0.001, one-way
ANOVA followed by Tukey's test). ADA: adenosine deami-
nase; ANOWVA: analysis of variance; Se: selenium.

in the presence or absence of the above concentrations
of organoselenium or inorganic Se for 1 h at 37°C.
Immediately after preincubation, 1.2 mM of MTT
was added to the medium containing the slices fol-
lowed by 1 h incubation at 25°C. The formazan prod-
uct generated during incubation was solubilized in
dimethyl sulfoxide and quantified spectrophotometri-
cally at 560 nm.*® Only viable slices are able to
reduce MTT; thus, each value obtained is proportional
to the percentage of viable cells. The value of the con-
trol was considered as 100%.

Protein quantification. Protein concentration was mea-
sured by the method of Lowry et al.,** using bovine
serum albumin as the standard.

Statistical analysis

The results were analyzed by one-way analysis of var-
iance for multiple group comparison. Post hoc analy-
sis was carried out using Tukey’s multiple range test.
Data are shown as mean + SEM. Values of p < 0.05
were regarded as statistically significant.

Results

The present study demonstrated that ADA activity
(Figure 2) was reduced in the cerebral contex slices
exposed to the organoselenium compound. However,
this effect was not observed when the slices were
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Figure 3. MTT assay in cerebral cortex slices of young rats
(n = 8) after exposure to organoselenium and inorganic Se
compounds. Results are expressed as percentage of viable
cells (mean + SEM). Asterisk indicates significant differ-
ences from contrel (p < 0.01, one-way ANOVA followed
by Tukey's test). ANOVA: analysis of variance; Se: sele-
nium; MTT: 3-[4,5-dimethylthiazol-2-y]-2,5-diphenyl tetra-
zolium bromide.

exposed to the inorganic Se in the same experimental
conditions. The MTT assay showed that the organose-
lenium compound at the concentration of 30 puM
caused a significant increase in cell viability in the
cerebral cortex slices (p < 0.05; Figure 3). Notwith-
standing, this parameter was not altered in the pres-
ence of the inorganic Se. Moreover, no difference in
LDH activity was observed after the exposure of the
cerebral structure to both Se compounds (Table 1).

When the rat cerebral cortex slices were exposed to
both compounds alone, lipid peroxidation was main-
tained at a background level similar to that observed
in the control samples, which demonstrates that the
compounds did not promote cell damage (data not
shown).

SNP (50 pM) significantly increased the lipid per-
oxidation in the cerebral cortex slices (p < 0.05).
However, distinctive effects were observed when the
slices were co-incubated with the different Se forms.
Decreased TBARS levels were observed for the inor-
ganic compound at all concentrations tested
(p < 0.001), whereas the organoselenium compound
did not show this protective effect (Figure 4). Further-
more, as depicted in Figure 5, NO-scavenging capac-
ity of the organoselenium was higher than that of the
inorganic Se compound.

We also investigated the status of nonenzymatic
antioxidant defenses in the cerebral cortex slices after
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Table I. Effects of organic and inorganic Se compounds on
LDH activity (n = 8)°

LDH activity (U/L)

C}_|H1HOSE N315&04
C 228 + 1.2 248 + 3
I uM 229 £+ 14 29.6 + 38
10 uM 192 + 1.4 3.1 £25
30 uM 234 + 1.7 30.7 + 35

Se: selenium; LD'H: lactate dehydrogenase; Ma,5eQ0,: sodium
selenate; Cy HaHOSe: 3-methyl- | -phenyl-2-(phenylseleno)oct-2-
en-l-one.

*Data are expressed as mean + SEM.

Figure 4. Effect of organoselenium and inorganic Se
compounds on SNP-induced lipid peroxidation (50 puM) in
cerebral cortex slices of young rats (n = 8). Results are
expressed as percentage of control (mean + SEM). Aster-
isk indicates significant differences from control (p < 0.05,
one-way ANOVA followed by Tukey's test). ANOVA: anal-
ysis of variance; Se: selenium; SNP: sodium nitroprusside.

incubation with the tested compounds, through the
measurement of NP-SH levels (Table 2). Our experi-
mental data showed that the exposure of the samples
to the organoselenium did not change NP-SH levels.
Conversely, inorganic Se was able to increase the
NP-SH levels in the cerebral slices at the concentra-
tion of 30 uM (p < 0.05).

Discussion and conclusion

As far as we know, this is the first study to show dis-
tinctive effects of Se compounds on the ADA activity
in the cerebral cortex slices of young rats. Since ADA
is a sulfhydryl-containing enzyme, one could hypothe-
size that the decreased enzymatic activity observed is
due to the chemical reaction of the organochalcogen

= 20
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Figure 5. Nitric oxide radical-scavenging activity of Se
compounds. Values are presented as mean + SEM
(n = 3). * indicates significant differences from contrel
(p < 0.01, one-way ANOVA followed by Tukey's test).
Se: selenium.

Table 2. Effects of organic and inorganic Se compounds on
NP-SH (n = 8).*

MNP-SH (nmol NP-SH/mg of protein)

C2|H2HDSE N325504
C 30,7 £ 1.9 37.8 + 22
| pM 265 + 1.5 359 + 39
10 uM 389 + 5.8 434 + 49
30 uM 256 + 2 57.1 + 3.1%

Se: selenium; NP-SH: nonprotein thiols; Na;SeOy: sodium sele-
nate; Cy H:HOSe: 3-methyl- |-phenyl-2-(phenylselencjoct-2-en-
|-one.

*Dam are expressed as mean + SEM. * indicates significant dif-
ferences from control (p < 0.05, one-way ANOVA followed by
Tukey's test).

with the enzyme thiol groups.*™* However, the
compound tested in this investigation did not present
this property since NP-SH levels were not altered in
the cerebral cortex slices. Reinforcing this idea, the
activity of LDH, another thiol-containing enzyme,
was also not altered by the organoselenium. Another
view is that the presence of an adjacent heteroatom
in close proximity to the central atom of organic
compounds may possibly generate small nonbonding
interactions, enhancing the reactions of thiols.***
The absence of such condition in the tested organo-
selenium also explains its nonreactivity with thiol
groups. However, the Se atom in the Na,SeQ, exists
in its highest oxidation state (+VI) and is hardly
reactive with thiols,* which is likely to explain, at
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least to some extent, the reason for the lack of change
in the ADA activity.

The purine adenosine is an important neuromodu-
lator, with both excitatory and inhibitory actions
within the CNS.** This nucleoside is involved in
diverse processes including locomotion, sleep and
respiration and provides neuroprotection during
hypoxia/ischaemia.*’ The control of adenosinergic
signaling can be exerted by adenosine uptake via
bidirectional transporters followed by intracellular
phosphorylation of adenosine to adenosine monopho-
sphate kinase or deamination of inosine by ADA.** In
brain, ADA occurs in the cytosol and on the outer
surface of neurons and synaptosomes, although its
activity is more prominent in glia,"":”50 Our findings
are strengthened by the use of slices, thereby preser-
ving the interaction between neurons and glia in
developing rats, allowing for a more accurate deter-
mination of the ADA activity.”

Furthermore, it is possible to suggest that the inhi-
bition of ADA activity caused by the organoselenium
might act in the maintenance of appropriate cellular
adenine nucleoside and nucleotide concentrations in
the slices assayed. These results support the previous
findings from our laboratory,% In fact, these organo-
selenium may have immunomodulatory action since
the decrease in ADA activity could favor the anti-
inflammatory action of adenosine.

The results of the present study showed that only
the organic compound tested improved cell viability,
whereas the inorganic compound did not change the
MTT assay. MTT is reduced by enzymes of the endo-
plasmic reticulum in reactions involving nicotinamide
adenine dinucleotide and nicotinamide adenine dinu-
cleotide phosphate.®’=? Thus, it is likely that the
organic compound could modulate the antioxidant
status of the slices exposed to the compound.

In this study, we showed that the organoselenium
did not cause lipid peroxidation per se and, despite the
NO-scavenging capacity, the antioxidant property of
the organoselenium was not enough to protect the tis-
sue against the damage caused by SNP, which sug-
gests that this compound is ineffective against free
radicals involved in the lipid peroxidation process.
However, it is important to state that the SNP concen-
tration utilized to induce lipid peroxidation was
higher (50 uM) than the organoselenium concentra-
tions (1-30 puM). Thus, the relative lower concentra-
tion of organoselenium was likely not enough to
overcome the SNP-induced oxidative damage in the
brain slices.

The paradoxical effect of these compounds depends
on a variety of chemical structure, dose, route and regi-
men of administration and animal species involved in
the studies.* It has been demonstrated that organosele-
nium induces oxidative stress in organ homogenates
from immature rats and lacks 2,2-diphenyl-1-picrylhy-
drazyl (DPPH) radical-scavenging activity”* More-
over, it was able to enhance lipid peroxidation in the
cerebral cortex afier chronic administration in rats.>~°
In line with this, different inorganic Se concentrations
present different effects on the TBARS levels and sulf-
hydryl groups at distinct brain areas of young rats.>’~*

In summary, we demonstrated the effects of the
exposure of cerebral cortex slices of young rats to
Se compounds. Inorganic Se was able to protect
against the SNP-induced oxidative damage, increased
the NP-SH levels and was not cytotoxic for the cere-
bral cortex slices in the conditions tested, confirming
its antioxidant capacity. The organoselenium com-
pound improved the cellular integrity and exhibited
higher NO scavenger activity than the inorganic Se.
The reduction in the ADA activity observed after the
exposure to the organoselenium compound could be
related to immunomodulatory properties and mainte-
nance of adenosine levels in the CNS, evidencing a
particular feature of this compound. The present find-
ings highlight a promising way to be exploited by
both the compounds in CNS.
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5 CONCLUSAO

De acordo com os resultados apresentados, podemos inferir o seguinte:

O Se organico provocou uma reducédo na atividade da ADA, ndo sendo
devido a oxidacdo de seus grupamentos tiois, ja que esse composto nao
alterou os niveis de NP-SH, nem os niveis de LDH (outra enzima
sulfidrilica), além de o composto em estudo ndo apresentar um
heteroatomo préximo ao Se, o que poderia aumentar a reatividade com os
grupamentos tiois;

O composto organico de Se nao provocou, per se, a lipoperoxidacdo nas
fatias de cortex de ratos, e ndo protegeu essas estruturas contra o dano
induzido por NO, provavelmente devido as concentracfes utilizadas;

O composto organico de Se apresentou capacidade de remocao de
radicais NO apenas na maior concentragao utilizada;

O composto inorganico de Se néo alterou a atividade da ADA,
provavelmente devido ao &omo de Se presente nesse composto
encontrar-se em um alto estado de oxidac&o, tornando-se pouco reativo
com grupamentos tiois. No entanto, esse composto aumentou 0s niveis de
grupamento tiois (NP-SH) e protegeu as fatias de cértex cerebral contra o
dano induzido por NPS;

Os métodos utilizados para verificagdo da viabilidade celular (LDH e MTT)
sugerem a manutencao da integridade celular em fatias de cortex de ratos
jovens quando expostos aos compostos de Se. Além disso, 0 composto
organico de Se pode ter acdo imunomoduladora e também na

manutencao nos niveis de adenosina no cérebro.
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