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“Morre lentamente 
Quem não viaja, 
Quem não lê, 
Quem não ouve música, 
Quem não encontra graça em si mesmo 
 
Morre lentamente 
Quem destrói seu amor próprio, 
Quem não se deixa ajudar.  
 
Morre lentamente 
Quem se transforma em escravo do hábito 
Repetindo todos os dias o mesmo trajeto, 
Quem não muda de marca, 
Não se arrisca a vestir uma nova cor ou  
Não conversa com quem não conhece. 
 
Morre lentamente 
Quem evita uma paixão e seu redemoinho de 
emoções,  
Justamente as que resgatam o brilho dos  
Olhos e os corações aos tropeços.  
 
Morre lentamente 
Quem não vira a mesa quando está infeliz  
Com o seu trabalho, ou amor, 
Quem não arrisca o certo pelo incerto  
Para ir atrás de um sonho,  
Quem não se permite, pelo menos uma vez na 
vida, 
 Fugir dos conselhos sensatos...  
 
Viva hoje ! 
Arrisque hoje !  
Faça hoje ! 
Não se deixe morrer lentamente ! 
 
NÃO SE ESQUEÇA DE SER FELIZ” 
 
                                  Martha Medeiros 
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Nos últimos anos, têm sido identificadas inúmeras propriedades farmacológicas do 
composto de selênio disseleneto de difenila [(PhSe)2]. Assim, a pesquisa dos efeitos 
tóxicos deste composto torna-se importante para a segurança na aplicação 
farmacológica. Sabe-se que os bebês, em particular, apresentam muitas mudanças 
fisiológicas e bioquímicas relacionadas ao desenvolvimento, que aumentam a 
suscetibilidade aos efeitos tóxicos de drogas. Desta forma, no artigo 1 investigou-se o 
aparecimento de convulsões induzida pelo (PhSe)2, quando administrado pela via oral 
(p.o), nas doses de 5 à 500 mg/kg em ratos bebês (12-14 dias de vida) bem como os 
possíveis mecanismos glutamatérgicos (Artigo 2) e GABAérgicos (Artigo 3) 
envolvidos em tal processo. Vários estudos, utilizando diferentes modelos 
experimentais demonstraram as mais diferentes propriedades farmacológicas e 
toxicodinâmicas do (PhSe)2 no entanto, pouco se conhece sobre a toxicodinâmica deste 
composto. Por isso, o objetivo do artigo 4 foi determinar e quantificar os níveis 
plasmáticos de (PhSe)2 em ratos e camundongos adultos após a administração p.o. de 
(PhSe)2 na dose de 500 mg/kg; bem como verificar o envolvimento de diferentes vias 
de administração, veículos e espécie animal nos níveis plasmáticos do composto e no 
aparecimento de convulsões induzidas pelo mesmo. No artigo 5, determinou-se e 
quantificou-se os níveis de (PhSe)2 no plasma, fígado e cérebro de ratos bebês e 
correlacionou-se estes níveis à latência para o aparecimento de convulsões. Devido a 
necessidade de obter mais informações sobre o composto, que viessem a complementar 
os dados obtidos, realizou-se modelos cinéticos in vitro. O manuscrito 1 investigou 
parâmetros relacionados a estabilidade, solubilidade, absorção e ligação às proteínas 
plasmáticas do (PhSe)2 in vitro. No manuscrito 2 realizou-se um estudo in vitro para 
identificar as vias metabólicas responsáveis pela biotransformação do (PhSe)2 no 
organismo. Os resultados  do artigo 1 demonstraram que a administração de (PhSe)2 



 

causou toxicidade em ratos bebês, evidenciada pelo aparecimento de convulsões. Estas 
são dependentes da dose utilizada e estão, pelo menos em parte, relacionadas ao 
estresse oxidativo. Dentre os mecanismos neuroquímicos envolvidos no efeito 
convulsivante do (PhSe)2 estão  a interação com o sistema glutamatérgico, por 
estimular os receptores glutamatérgicos ionotrópicos do tipo NMDA e por inibir a 
captação de glutamato (Artigo 2); e com o sistema GABAérgico, por antagonizar os 
receptores GABAégicos do tipo GABAA, estimulando a enzima GABA transaminase e 
estimulando a captação de GABA (Artigo 3). O artigo 4 demonstrou que concentração 
máxima de (PhSe)2 no plasma de ratos e camundongos adultos ocorreu 30 minutos após 
a administração pela via oral do composto e permaneceu detectável até 8 horas após 
sua administração. O uso de diferentes vias de administração (intraperitonial (i.p); p.o; 
subcutânea (s.c)) e veículo (óleo de canola ou dimetil sulfóxido (DMSO)) em ratos e 
camundongos indicou que o aparecimento de convulsões e os níveis plasmáticos de 
(PhSe)2 são dependentes da via de administração (i.p > p.o > s.c), do veículo (DMSO > 
óleo de canola) e da espécie animal (camundongo > rato). No artigo 5 observou-se 
ainda que os ratos bebês convulsionaram mesmo apresentando níveis plasmáticos 
menores de composto que os adultos, o que nos leva a crer que estes são mais sensíveis 
aos feitos tóxicos do (PhSe)2. Os níveis de (PhSe)2 no fígado e no cérebro de ratos 
bebês no momento do episódio convulsivo apresentaram uma correlação negativa com 
a latência para o primeiro episódio convulsivo. O manuscrito 1 revelou que o (PhSe)2 
apresenta estabilidade química e biológica. No entanto, o composto apresenta uma 
baixa solubilidade em água, um alto coeficiente de partição octanol-água e uma extensa 
ligação às proteínas plasmáticas. O manuscrito 2 indicou que o (PhSe)2 não é 
biotransformado por reações de fase I catalizadas pelo citocromo P450. O composto 
reage quimicamente com a glutationa reduzida (GSH) e a N-acetilciateína (NAC), 
formando adutos ou ainda reage com grupos SH de proteínas. A presença de GSH ou 
NAC no meio de incubação diminuiu a ligação do (PhSe)2 às proteínas. Por fim, foi 
observado que o (PhSe)2 reduziu a atividade das enzimas do citocromo P450. Em 
conjunto, os resultados desta tese demonstraram  que a intensidade dos efeitos tóxicos 
causados pelo (PhSe)2 estão diretamente relacionados a sua toxicocinética. 

 
 
Palavras-chave: Disseleneto de difenila, selênio, convulsão, ratos bebê, neuroquímica, 
toxicocinética, metabolismo. 
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In recent years have been identifical numerous pharmacological properties of a selenium 
compound, diphenyl diselenide [(PhSe)2]. Consequently, it is important the investigation of 
its toxic effect for a safe application in pharmacological studies. It is known that babies, in 
particular, have many physiological and biochemical changes related to development, 
which increase the susceptibility to toxic effects of drugs. Thus, the article 1 investigated 
the appearance of seizure episodes induced by (PhSe)2 when administered orally at doses 
of 5 to 500 mg/kg in rat pups (pos natal day 12-14) and the possible glutamatergic (article 
2) and GABAergic (article 3) mechanisms involved in this process. Some studies using 
different experimental models have demonstrated the most different pharmacological and 
toxicodynamics properties of (PhSe)2. However, little is known about the toxicokinetic 
disposition of this compound. Therefore, the aim of article 4 was to determine and 
quantify the plasma levels of (PhSe)2 in adult mice and rats after oral (p.o.) administration 
of 500 mg/kg (PhSe)2; to verify the involvement of different routes of administration, 
vehicle and animal species in plasma levels of (PhSe)2 and in the onset of the first seizure 
episode induced by it. In article 5, it was determined and quantified the levels of (PhSe)2 
in plasma, liver and brain of rat pups and these levels were correlated to the latency for the 
onset of the first seizure episode. To obtain more information about the compound, which 
were to supplement the data obtained, we carried out in vitro kinetic models. The 
manuscript 1 investigated the drug-like properties of (PhSe)2 in regards to stability, 
solubility, absorption and plasma protein binding (PPB) in vitro. In manuscript 2, it was 
conducted an in vitro study in order to identify possible metabolic pathways responsible 
for the biotransformation of (PhSe)2 in the body. Results of article 1 showed that 
administration of (PhSe)2 caused toxicity in rat pups, evidenced by the appearance of 
seizures. These were dose dependent and were, at least in part, related to oxidative stress. 
Among the mechanisms involved in the convulsive effect of (PhSe)2 were the interaction 
with: glutamatergic system by stimulating the inotropic glutamatergic receptors NMDA 
and by inhibiting the uptake of glutamate (Article 2); GABAergic system by antagonize 
the GABAA receptor, stimulating GABA transaminase enzyme and increasing GABA 



 

uptake (Article 3). The article 4 revealed that the maximum concentration of (PhSe)2 in 
the plasma of adult rats and mice occurred 30 minutes after p.o administration of the 
compound and remained detectable up to 8 hours after administration. The use of different 
routes of administration (intraperitoneal (i.p.), p.o., subcutaneous (s.c.)) or vehicle (canola 
oil or dimethyl sulfoxide (DMSO)) in rats and mice indicated that the onset of the first 
seizure episode and plasma levels are dependent on the route of administration (i.p. > p.o. 
> s.c.), vehicle (DMSO > canola oil) and animal species (mouse > rat). In article 5, it was 
observed that rat pups showed seizures even presenting lower plasma values of (PhSe)2 as 
compared to adults. This result demonstrated that rat pups are more sensitive to the toxic 
effects of (PhSe)2 than adult rats. Levels of (PhSe)2 in the liver and brain of rat pups 
showed a negative correlation with the latency to the first seizure episode. The manuscript 
1 showed that (PhSe)2 has chemical and biological stability. However, the compound has a 
low solubility in water, a high partition coefficient octanol-water and an extensive plasma 
protein binding. Manuscript 2 indicated that (PhSe)2 is not biotranformed by Phase I 
reactions, catalyzed by cytochrome P450. It reacted chemically with reduced glutathione 
(GSH) and N-acetylcysteine (NAC) to form adducts or reacts with protein SH groups. The 
presence of GSH or NAC in the incubation medium decreased the binding of (PhSe)2 
protein.  Finally, it was observed that (PhSe)2 reduced the activity of cytochrome P450. 
Together, the data presented showed that the intensity of toxic effects caused by (PhSe)2 
are directly related to its toxicokinetic.  
 
Key words: Diphenyl diselenide, selenium, seizures, rat pups, neurochemistry, 
toxicokinetic, metabolism. 
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APRESENTAÇÃO 

 
 

 Os resultados que fazem parte desta tese estão apresentados sob a forma de artigos, 

os quais se encontram no item ARTIGOS CIENTÍFICOS E MANUSCRITOS. As 

seções Materiais e Métodos, Resultados, Discussão dos Resultados e Referências 

Bibliográficas, encontram-se nos próprios artigos centíficos e manuscritos e representam 

na íntegra o presente estudo. 

 Os itens DISCUSSÃO E CONCLUSÕES, encontrados no final desta tese, 

apresentam interpretações e comentários gerais sobre todos os artigos científicos e 

manuscritos contidos neste trabalho. 

 As REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS referem-se somente às citações que 

aparecem nos itens INTRODUÇÃO, REVISÃO BIBLIOGRÁFICA e DISCUSSÃO 

desta tese. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

A epilepsia é uma desordem neurológica caracterizada pelo aparecimento 

recorrente e imprevisível de convulsões espontâneas. Embora a epilepsia possa manifestar-

se por várias vias diferentes, cada tipo de epilepsia tem em comum a importante 

característica de aumentar a excitabilidade neuronal, a qual se manifesta através da geração 

de convulsões (Mcnamara, 1999). Os episódios convulsivos afetam cerca de 1 - 2% da 

população mundial e podem ocorrer em todas as idades, sendo mais comuns em crianças 

que em adultos. As convulsões pediátricas são únicas em relação a vários aspectos quando 

comparadas com a convulsão em adultos (Cowan, 2002). A incidência de convulsões é 

muito alta no primeiro ano de vida, diminuindo na infância e adolescência (Grunewald, 

2002).  

O comportamento convulsivo refere-se a uma breve alteração causada pela ativação 

desordenada, sincrônica e rítmica de grupos de neurônios cerebrais. Um desequilíbrio 

ocasionado por um aumento da transmissão excitatória glutamatérgica e/ou diminuição da 

resposta inibitória GABAérgica são importantes mecanismos envolvidos com a gênese da 

convulsão (Ribeiro et al., 2005). 

O aminoácido glutamato é o mais abundante neurotransmissor excitatório no 

sistema nervoso central (SNC), estando envolvido na epileptogênese, na iniciação, na 

difusão de convulsões e no dano neuronal relacionado à convulsão. Os efeitos do 

glutamato são mediados pelos receptores ionotrópicos e metabotrópicos (Chapman, 2000) 

e a ativação de receptores de aminoácidos excitatórios pode ser um fator desencadeante à 

formação de espécies reativas de oxigênio (EROs) (Engelborghs et al., 2000).  

O ácido γ-aminobutírico (GABA) é o mais importante neurotransmissor inibitório, 

sendo o receptor GABAA o mais extensamente envolvido na epilepsia (Gale, 1992). A 

diminuição na neurotransmissão GABAérgica no SNC contribui para a 

hiperexcitabilidade, que é responsável pelo estatus epilético (Olsen et al., 1999). 

Um significante número de estudos sugere que as EROs estão associadas com os 

episódios convulsivos (Erakovic, 2001; Liang et al., 2000). O estresse oxidativo ocorre em 

conseqüência a episódios convulsivos prolongados, sugerindo que isso possa desempenhar 

um papel importante no dano cerebral induzido pela convulsão (Kaneko et al., 2002). O 

cérebro é o alvo preferencial do processo peroxidativo, pois contém uma alta concentração 
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de ácidos graxos poliinsaturados, sendo que os lipídios de membrana, além das proteínas 

celulares, DNA e RNA são alvos suscetíveis ao dano oxidativo (Halliwell and Gutteridge, 

1989; Liang et al., 2000).   

O selênio é um elemento traço essencial para o crescimento e desenvolvimento do 

organismo. Dentre os compostos de selênio que possuem ação farmacológica está o 

disseleneto de difenila (PhSe)2 (Nogueira et al., 2004; Rosa et al., 2007). O (PhSe)2 é um 

composto organocalcogênio que possui atividade anti-úlcera (Savegnago et al., 2006), 

antioxidante (Rossato et al., 2002; Meotti et al., 2004), neuroprotetora (Ghisleni et al., 

2003), hepatoprotetora (Borges et al., 2005), anti-inflamatória e antinociceptiva 

(Savegnago et al., 2007a,b) e anti-hiperglicêmica (Barbosa et al., 2006).  

Por outro lado, o (PhSe)2 causa efeitos tóxicos quando administrado em altas doses 

(Nogueira et al., 2003a). O cérebro é um dos órgãos alvo deste composto, pois, devido a 

sua lipofilicidade, tem a capacidade de ultrapassar a barreira cérebro-sangue afetando um 

grande número de processos neuronais (Jacques-Silva., 2001; Maciel et al., 2003). Estudos 

prévios demonstraram que a exposição ao (PhSe)2 causa modificações na funcionalidade 

do sistema glutamatérgico in vivo e in vitro (Nogueira et al., 2001), alterações enzimáticas 

como na δ-aminolevulinato desidratase (δ-ALA-D) (Meotti et al., 2003) e na Na+, K+-

ATPase (Borges et al., 2005), também pode ocasionar convulsões (Nogueira et al., 2003a).  

A toxicidade induzida pelo (PhSe)2 depende da via de administração 

(intraperitoneal, intracerebroventricular, subcutânea ou oral) e da espécie considerada 

(ratos ou camundongos) (Nogueira et al., 2003a). O (PhSe)2 não provoca efeitos 

neurotóxicos quando administrado pela via subcutânea e intracerebroventricular (Maciel et 

al., 2003; Jacques-Silva et al., 2001). Porém, quando administrado pela via intraperitoneal, 

este composto causa convulsão em camundongos, mas não em ratos adultos, demonstrando 

ser mais neurotóxico em camundongos que em ratos (Nogueira et al., 2003a). Segundo 

Caldwell (1982) e Blake et al. (2005), a diferença de toxicidade entre espécies ou entre 

idades pode ser relacionada a diferenças no metabolismo e disposição de um composto.  

 A absorção de compostos orgânicos no organismo (naturais ou xenobióticos) é 

seguida pelas reações de biotransformação, as quais podem levar a uma inativação 

(detoxificação), ativação (bioativação) ou pode levar a formação de compostos mais 

tóxicos (biotoxificação). A biotransformação de drogas ocorre em duas fases. Durante a 

primeira fase (Fase I) os xenobióticos são funcionalizados por oxidação, hidrólise ou 

redução. Na segunda parte (Fase II), os metabólitos primários passam por reações de 
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conjugação com agentes endógenos, formando assim metabólitos secundários, 

posteriormente excretados na bile e urina (Levsen et al., 2005; Nassar et al., 2009). 

Muitos estudos demonstram que as diversas formas de selênio, inorgânicas ou 

selenoaminoácidos, utilizadas nutricionalmente, assumem um intermediário comum 

(selenito), que é utilizado para a síntese de selenoproteínas e o excedente é transformado 

no fígado em selenoaçúcar A e B (1β-metilseleno-N-acetil-D-galactosamina), para ser 

excretado na urina (Kobayashi et al., 2002; Suzuki et al., 2005a, Suzuki et al., 2005b, 

Suzuki et al., 2006).  Estudos com o composto orgânico de selênio Ebselen, mostram que 

ele é reduzido por tióis a 2-selenilbenzenanilida (Ziegler et al., 1992) ou reage com grupos 

de tióis endógenos de proteínas para formar selenosulfetos em proteínas (Dimmeler et al., 

1991). Após a transformação a 2-selenilbenzenanilida, o ebselen sofre glucuronidação ou 

metilação, formando metabólitos mais polares, para serem excretados pela urina (Muller et 

al., 1988). Porém, não existem estudos demonstrando a biotransformação do (PhSe)2. 

Considerando que o (PhSe)2 apresenta inúmeras propriedades farmacológicas que o 

tornam potencial candidato a fármaco, os objetivos deste estudo foram investigar a 

neurotoxicidade aguda induzida por (PhSe)2 em ratos bebês, avaliando o aparecimento de 

convulsões e os possíveis mecanismos de ação envolvidos na atividade convulsiva 

induzida pelo (PhSe)2; estudar a toxicocinética do (PhSe)2 e correlacioná-los aos efeitos 

causados causados pelo composto nos modelos experimentais estudados. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

CAPÍTULO I 

 

2.1 Epilepsia e Convulsão 

 

 A epilepsia é uma das muitas desordens cerebrais, que afeta cerca de 50 milhões de 

pessoas no mundo todo (Scheuer and Pedley, 1990). Referem-se a um grupo diverso de 

transtornos neurológicos crônicos, etiológica e clinicamente marcados por crises 

convulsivas recorrentes, as quais resultam da atividade neuronal excessiva, anormal e 

hipersincrônica (Treiman, 1995; Engelborghs, 2000).  

As convulsões se caracterizam por descargas anormais em um grupo de neurônios 

cerebrais, levando a uma alteração da atividade cerebral caracterizadas por manifestações 

motoras, sensitivas, sensoriais, psíquicas ou neurodegenerativas. Fundamentalmente se 

dividem em dois grandes grupos: parciais e generalizadas (Commission, 1981; Loscher, 

1997; Holmes, 2005). 

As crises parciais são descargas elétricas anormais, provenientes de um foco 

epileptogênico, limitadas a uma região mais ou menos circunscrita do córtex cerebral, 

podendo ser: parciais simples: não provocam alteração da consciência e manifestam-se 

como eventos visuais, motores, autonômicos ou sensoriais e podem se confundir com 

outros fenômenos transitórios; parciais complexas: caracterizam-se por uma mudança de 

consciência, definida como incapacidade de responder normalmente a estímulos externos, 

podendo ocorrer em graus variáveis e associar-se a diversos eventos, como quedas 

abruptas e movimentos inconscientes e involuntários (automatismos) (Commission, 1989; 

Loscher, 1997). 

  Nas crises generalizadas, as descargas neuronais são bilaterais e envolvem 

simultaneamente amplas áreas de ambos os hemisférios cerebrais. A consciência é quase 

sempre comprometida, e as manifestações motoras afetam os dois lados do corpo. As 

crises podem ser convulsivas (com fenômenos motores) ou não. No primeiro caso, são 

classificadas como: tônicas, quando o corpo fica rígido; clônicas, quando há contrações 

ritmadas seguidas de relaxamento em rápida sucessão; tônico-clônicas, se os dois sintomas 
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estiverem presentes e mioclônicas, caso haja contrações não ritmadas e erráticas de apenas 

um ou alguns grupos de músculos definidos. Caso não haja fenômenos motores, como os 

anteriormente descritos, as crises são denominadas atônicas (perda do tônus muscular, sem 

rigidez do corpo) ou de ausência (perda do contato com o meio) (Commission, 1989; 

Loscher, 1997). 

A epilepsia é uma desordem de causa idiopática. Entre as possíveis causas da 

epilepsia estão lesões cerebrais decorrentes de traumatismos na cabeça, tumores, distúrbios 

cerebrais degenerativos, infecções (meningite, por exemplo), abuso de bebidas alcoólicas 

ou de drogas e complicações durante o parto, porém, a maior parte dos casos não tem uma 

origem clara, ou seja, não são determinados por uma lesão, mas sim por fatores genéticos 

(Loscher, 1997; Holmes, 2005).  Na ausência de um fator etiológico específico, na maioria 

dos casos a terapia se faz necessária para controlar os sintomas. 

 

 

2.1.1 Convulsões e o Cérebro em Desenvolvimento 

    

As crises epilépticas são freqüentemente observadas na clínica de neurologia 

infantil. Em torno de 4% de todas as crianças poderão apresentar um episódio nos 

primeiros 15 anos de vida, e 90% dos epilépticos têm a primeira crise antes dos 20 anos de 

idade, o que sinaliza o início precoce da maioria das epilepsias (Fernandes and Dander, 

1998).  

Lenox (1981) observou que 30% de todas as formas de epilepsia iniciam no 

primeiro ano de vida, e outros 30,5% no segundo, terceiro e quarto ano. Entre os recém 

nascidos, a maior freqüência se verifica entre os nascidos a termo, já que a maturação do 

SNC é importante para o desenvolvimento de crises, tornando as manifestações 

neurológicas mais importantes deste período (Rotta, 1991). Além disso, durante o 

nascimento, os bebês podem sofrer insultos como trauma, hipóxia-isquemia, infecções 

perinatais, hemorragias intracranial, distúrbios metabólicos e febre, o que pode resultar em 

convulsão (Holmes, 2005).  

O tipo de crise epiléptica apresentado pela criança depende do estado de 

desenvolvimento e organização funcional do SNC. Assim, os tipos de epilepsia podem ser 

altamente variáveis, desde simples crises de ausência até convulsões tônico-clônicas e 

crises parciais complexas. Múltiplos tipos de crises, evolução de um tipo a outro e 

remissão espontânea das crises são características marcantes das epilepsias em crianças 
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(Cowan, 2002). Cavazzuti (1984) registrou predomínio de formas parciais na faixa de 5 a 

14 anos (66%), enquanto Dosse & Sitepu (1993) encontraram predomínio de crises 

generalizadas na faixa de 0 a 9 anos (62,6%). 

 Pacientes com epilepsia apresentam um grande risco de desenvolverem alterações 

cognitivas e anormalidades comportamentais. Existem muitas evidências que demonstram 

que as convulsões podem causar danos cerebrais que podem ser responsáveis por um 

declínio cognitivo (Elger et al., 2004). Este fato motiva muitos estudos experimentais 

utilizando modelos animais, os quais demonstram que o cérebro imaturo é mais vulnerável 

ao desenvolvimento de convulsões quando comparado ao cérebro adulto.  

 Em termos de maturação cerebral, tem-se que ratos de 8 a 14 dias de idade 

correspondem a crianças recém nascidas, enquanto ratos recém nascidos correspondem a 

fetos humanos com 6 meses de gestação (Morgane et al., 2002). A sinaptogênese no 

cérebro do rato ocorre principalmente entre o 7º e 21º dia de vida pós-natal, podendo 

diferir de região a região. O aumento nos contatos sinápticos e a diferenciação destas 

conexões representam o começo do desenvolvimento químico e funcional do SNC (Figura 

1). Desse modo, o cérebro é sensível a alterações no seu desenvolvimento, provocadas por 

fatores externos durante os períodos de rápido crescimento cerebral, após o nascimento 

(Rocinholi et al., 1997; Rice, 1999). 
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Figura 1 – Curva de Velocidade, comparando os índices relativos, duração e tempo do processo 

desenvolvimental específico em cérebro de ratos e humanos. As curvas de rápido crescimento cerebral 

(índices de mudança no peso cerebral) são sobrepostas em relação aos eventos desenvolvimentais no cérebro. 

Note que a gênese precoce de astroglia e células piramidais em humanos, resultando na aquisição de 

aproximadamente 27% do peso cerebral adulto no tempo do nascimento, comparado à aproximadamente 

12% do peso cerebral adulto visto em ratos ao nascimento. A curva de rápido crescimento cerebral em ratos é 

alterada para a direita, comparado aos humanos.  

Fonte: Adaptado de Morgane et al., 2002. 

 

 

Por fim, sabe-se que neurônios imaturos tendem a gerar periódicas descargas e 

essas facilitam a geração de oscilações patológicas, além disto, o sistema GABAérgico 

exerce uma ação paradoxalmente excitatória em grande parte das estruturas cerebrais neste 

período (Khazipov et al., 2004). Este fato seria um agravante no desenvolvimento de 

convulsões neste período, uma vez que vários trabalhos sugerem que os principais 

mecanismos envolvidos na gênese da convulsão estão relacionados a um desequilíbrio 

ocasionado por um aumento da transmissão excitatória glutamatérgica e/ou diminuição da 

resposta inibitória GABAérgica (Ribeiro et al., 2005). 
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2.2 Os Sistemas Glutamatérgico e GABAérgico 

 

Representando os principais neurotransmissores inibitórios e excitatórios, 

respectivamente, o ácido γ-aminobutírico (GABA) e o glutamato ocupam um papel central 

em processos neuropatológicos, tais como epilepsia, déficits de função cognitiva e doenças 

neurodegenerativas (Meldrum, 1995; Ribeiro et al., 2005). Particularmente, um 

desequilíbrio em qualquer um dos sistemas de neurotransmissão excitatória ou inibitória no 

SNC pode estar implicado no desenvolvimento de processos convulsivos (Meldrum, 1995). 

Além disso, a intensificação do desequilíbrio neuronal que conduz aos episódios 

convulsivos, assim como o seu abrandamento, pode ocorrer a partir da interação de 

mecanismos inibitórios GABAérgicos e excitatórios glutamatérgicos (Meldrum, 1995; 

Ribeiro et al., 2005). 

 

 

2.2.1 O Sistema Glutamatérgico 

 

O glutamato é o aminoácido encontrado em maior concentração no SNC e medeia a 

maior parte da transmissão sináptica excitatória no cérebro. É um mediador chave de uma 

variedade de processos fisiológicos, tais como comunicação intracelular, crescimento e 

diferenciação, aprendizado e memória (Ozawa et al., 1998) bem como na formação de 

redes neurais durante o desenvolvimento (Izquierdo, 2006), desempenhando um papel 

importante na realização de conexões sinápticas normais no cérebro. Conseqüentemente, 

um desequilíbrio na via glutamatérgica é um fator importante na gênese de muitas 

desordens neurológicas.  

Evidências têm demonstrado que um aumento na neurotransmissão glutamatérgica 

está envolvido nos mecanismos excitotóxicos das convulsões, além da neurodegeneração 

(Raol et al., 2001). Efetivamente, as principais vias excitatórias do SNC utilizam o 

glutamato como neurotransmissor (Meldrum et al., 1999). Sua síntese ocorre nos terminais 

pré-sinápticos, predominantemente a partir da glutamina, a qual é sintetizada nas células 

gliais e transportada para os terminais nervosos, onde então é convertida em glutamato 

devido à ação da enzima glutaminase. Entretanto, ele ainda pode provir do α-cetoglutarato, 

nas reações de transaminação e na aminação redutora pela glutamato desidrogenase 

(Kvamme, 1998). 
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Além disso, quando liberado na fenda sináptica, as respostas fisiológicas ao 

glutamato ocorrem via ativação de receptores ionotrópicos e metabotrópicos 

farmacologicamente e funcionalmente distintos, localizados nas membranas pré e pós-

sinápticas, bem como na membrana das células gliais (Meldrum et al., 1999). 

Como mediador de sinapses excitatórias, o glutamato tem um papel importante em 

funções essenciais do SNC; entretanto, uma ativação excessiva do sistema glutamatérgico 

pode provocar dano ou até mesmo morte neuronal (Meldrum, 2002). Esta morte neuronal 

provocada pela estimulação excessiva dos receptores glutamatérgicos, devido a uma 

administração de altas doses de glutamato, ou de agonistas de receptores glutamatérgicos 

foi inicialmente descrita pelo termo “excitotoxicidade”. Após a descoberta de que 

antagonistas glutamatérgicos podem ter efeitos benéficos em modelos de desordens 

neurológicas, tais como isquemia cerebral e epilepsia, o conceito de excitotoxicidade foi 

modificado. Isto é, passou-se a admitir que o glutamato endógeno possa também ser um 

mediador de neurotoxicidade, quando se acumula no espaço extracelular (Obrenovitch et 

al., 2000). 

Apesar do grande interesse em torno deste tema, os mecanismos intracelulares 

responsáveis pela excitotoxicidade ainda não foram completamente elucidados. Entretanto, 

o aumento de Ca2+ intracelular, seguido da ativação de receptores ionotrópicos de 

glutamato, inchaço osmótico celular, produção de radicais livres e peroxidação lipídica nas 

membranas celulares, além do aumento na expressão de proteínas apoptóticas, demonstram 

ter um papel importante ( Porciúncula et al., 2001; Rossato et al., 2002; Centurião et al., 

2005). 

 

 

2.2.1.1 Os Receptores de Glutamato 

 

Os receptores glutamatérgicos podem ser classificados, de acordo com estudos 

farmacológicos e moleculares, em dois grandes grupos: receptores ionotrópicos e 

metabotrópicos (Figura 2)  (Ozawa et al.,1998). 



 10 

 
Figura 2. Receptores glutamatérgicos. Os receptores glutamatérgicos ionotrópicos (iGluRs) contêm um canal 

iônico cátion-específico e são subdivididos em três subtipos: a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-

isoxazolepropionato (AMPA), cainato e N-metil-D-aspartato (NMDA). Os receptores glutamatérgicos 

metabotrópicos (mGluRs) são acoplados ao sistema de transdução de sinal via adenilato ciclase ou 

fosfolipase C (PLC) e estão subdivididos em 8 subtipos (mGluR1-8).  

Fonte: Adaptado de Zigmond, Fundamental Neuroscience, Academic Press, 2003. 

 

Os receptores ionotrópicos são canais iônicos que permeiam cátions através da 

membrana neuronal. Portanto, sua ativação provoca a despolarização da membrana 

sináptica e desencadeia uma resposta excitatória. Estes receptores são subdivididos em N-

metil-D-aspartato (NMDA), a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-7 ácido propiônico 

(AMPA) e cainato (KA), com base na sua sensibilidade a agonistas específicos (Cotmann 

et al., 1995). 

Os receptores AMPA medeiam a neurotransmissão excitatória rápida e são canais 

com grande permeabilidade a cátions monovalentes (Na+ e K+) e com baixa 

permeabilidade ao Ca2+ (Dichter & Wilcox, 1997). Estes receptores possuem, ao menos, 

três sítios para ligantes: o sítio de união de glutamato (ou AMPA), um sítio de união que 

modula a desensibilização do receptor e outro que bloqueia o influxo de íons e que está 

localizado no interior do canal (Ozawa et al.,1998). 

Os receptores de KA diferem dos receptores AMPA por serem, além de permeáveis 

a íons Na+ e K+, relativamente permeáveis a íons Ca2+ (Ozawa et al., 1998). Esses 

receptores são encontrados em poucas áreas cerebrais ao contrário dos receptores AMPA, 
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que apresentam ampla distribuição no SNC. Além disso, a administração intracerebral ou 

parenteral de KA em ratos possui efeito convulsivo, e resulta num modelo de dano cerebral 

que se assemelha ao de pacientes com epilepsia lobo-temporal (Kleinrok et al., 1995). 

Por sua vez, os receptores NMDA medeiam a transmissão sináptica excitatória 

lenta, são canais com grande permeabilidade ao Ca2+ e baixa permeabilidade ao Na+ e K+ 

(Figura 3) (Lipton and Rosemberg, 1994; Ozawa et al., 1998). O complexo do receptor 

NMDA apresenta diversos sítios para ligantes que regulam a abertura do canal iônico: um 

sítio para glutamato (ou NMDA), um para o coagonista endógeno glicina, um sítio no 

interior do canal para a união de bloqueadores (MK-801 e PCP (fenciclidina), e sítios 

modulatórios tais como: um sítio para o Zn2+ (antagonista não competitivo do receptor), 

outro para poliaminas, um sensível a modulação redox (modulado tanto por agentes 

oxidantes quanto por agentes redutores) e um sítio sensível a H+ (Gozlan and Bem-Ari, 

1995; Martin et al., 1995; Ozawa et al., 1998)  

 

 

 

Figura 3. Representação esquemática do receptor NMDA.  

Fonte: Zigmond et al. (2003). 
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Além disso, o canal do receptor NMDA é bloqueado por Mg2+ de uma maneira 

dependente de voltagem, ou seja, nos neurônios em potencial de repouso, a ativação do 

receptor só ocorre se a membrana neuronal for despolarizada, o que permite a saída de 

Mg2+ do interior do canal. O bloqueio dependente de voltagem do canal NMDA por Mg2+ 

pode ser visto como um mecanismo protetor intrínseco contra a entrada excessiva de Ca2+ 

na célula e a conseqüente toxicidade neuronal (Edmonds et al., 1995). 

A ativação do receptor NMDA está envolvida no processo de plasticidade neuronal, 

entretanto, sua estimulação excessiva acarreta aumento do Ca2+ intracelular com 

conseqüente toxicidade celular (Mody and  Macdonald, 1995). Existem evidências de que 

a excitotoxicidade esteja envolvida na morte neuronal observada em algumas doenças 

neurodegenerativas, tais como Alzheimer, síndrome de Huntington, esclerose lateral 

amiotrófica, neurodegeneração associada a infecções por HIV; bem como em patologias 

agudas, como o dano neuronal isquêmico e hipoglicêmico (Meldrum, 1991, 1995; Price, 

1999). 

Diferentemente dos receptores ionotrópicos, os receptores glutamatérgicos 

metabotrópicos estão associados a sistemas de segundos mensageiros intracelulares. Estes 

receptores são acoplados a proteínas G (proteínas ligantes de nucleotídeos da guanina), as 

quais modulam a atividade de efetores intracelulares, tais como a adenilato ciclase e a 

fosfolipase C (Cotmann et al., 1995). 

Os receptores glutamatérgicos metabotrópicos, assim como o ionotrópico NMDA, 

estão envolvidos no processo de indução da plasticidade neuronal. Localizados nos 

terminais pré e pós-sinápticos e nas células gliais, estes receptores também possuem papel 

importante na indução de convulsões e morte neuronal (Nicoletti et al., 1996). 

Particularmente, a ativação de receptores de glutamato metabotrópicos 

présinápticos pode promover efeitos excitatórios ou inibitórios (Ozawa et al., 1998). 

 

 

2.2.1.2 A Captação de Glutamato 

 

A captação de glutamato é o principal mecanismo responsável pela manutenção dos 

níveis extracelulares de glutamato abaixo dos níveis tóxicos, sendo realizados por 

transportadores de glutamato presentes na membrana plasmática de neurônios e células 

gliais, principalmente em astrócitos (Danbolt, 2001). 



 13 

Esta captação do glutamato envolve dois sistemas de transporte: um carreador com 

alta afinidade e dependente de Na+, localizado nas membranas pré-sinápticas e gliais, e 

outro com baixa afinidade e independente de Na+, localizado nas membranas das vesículas 

sinápticas. Devido à ação coordenada destes transportadores o glutamato é armazenado nas 

vesículas, diminuindo sua concentração na fenda sináptica (Robinson and Dowd, 1997). 

Claramente, a captação de moléculas de glutamato apresenta uma função vital na 

manutenção dos níveis de glutamato, a fim de evitar excessiva ativação dos receptores 

glutamatérgicos e conseqüente excitotoxicidade. Resultados indicaram que alterações nos 

transportadores de glutamato podem desencadear um importante papel no processo 

epileptogênico (Meldrum et al., 1999). Além disso, a captação de glutamato tem vital 

importância de prover glutamato para síntese de GABA, glutationa, para a liberação de 

energia desempenha papel importante como acoplador da atividade neuronal com o 

metabolismo da glicose em astrócitos (Danbolt, 2001). 

 

 

2.2.2. O Sistema GABAérgico 

 

O ácido γ-amino-butírico (GABA), principal neurotransmissor inibitório do SNC de 

adultos, é sintetizado em 20 a 30 % dos neurônios, pelos chamados neurônios 

GABAérgicos e é indispensável para o controle de funções do SNC como a atividade 

locomotora, o aprendizado e o ritmo circadiano (Chaudhry et al., 1998; Varju et al., 2001). 

No SNC de vertebrados o GABA é o principal neurotransmissor inibitório. Está localizado 

em interneurônios de axônios curtos que fazem sinapse com o corpo celular e axônios 

proximais, e mantém o tônus inibitório que contrabalança a excitação neuronal. Quando 

este balanço é perturbado, pode ocorrer a convulsão (Treiman, 2001). O GABA é formado 

dentro dos terminais dos axônios GABAérgicos por meio da transaminação do α-

cetoglutarato a ácido glutâmico (Treiman, 2001), que é descarboxilado a GABA pelas duas 

isoformas da ácido glutâmico descarboxilase GAD65 e GAD67. Ambas as isoformas estão 

presentes em “pools” de GAD solúvel e associadas à membrana (Gadea and Colone,  

2001). A distribuição preferencial da GAD65 em terminais nervosos e sua associação com 

vesículas sinápticas sugere que possa estar envolvida na síntese de GABA vesicular que 

medeia a comunicação sináptica rápida (Gadea and Colone et al., 2001). 

Antes da liberação na fenda sináptica, o GABA é transferido para vesículas 

sinápticas por ação de proteínas integrais de membrana, denominadas transportadores 
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vesiculares de GABA (VGAT), as quais são cruciais para a função GABAérgica  e cuja 

atividade depende do pH e de gradientes elétricos (Devaud, 2001).  

A liberação pré-sináptica de GABA pode ser vesicular, cálcio dependente e 

estimulada por altas concentrações de potássio e não vesicular, cálcio independente e 

secundária à despolarização da membrana celular e influxo de sódio. A liberação não 

vesicular de GABA depende do transporte reverso de GABA (Treiman, 2001). Depois do 

GABA ser liberado dos terminais dos axônios e de agir sobre os receptores ionotrópicos e 

metabotrópico, esta ação é terminada pela sua rápida recaptação via transportadores 

Na+/Cl- dependentes, ligados a membranas pré e pós- sinápticas de neurônios e também  

em células gliais. O GABA é então catabolizado pela GABA transaminase (GABA-T) a 

semialdeído succínico, que é convertido a ácido succínico pela semialdeído ácido succínico 

desidrogenase, entrando, então, no ciclo de Krebs (Treiman, 2001). O aumento da 

atividade da enzima GABA-T no cérebro, diminui as concentrações de GABA e pode levar 

a convulsões, coma e óbito. A inibição desta enzima aumenta consideravelmente as 

concentrações de GABA (Devaud, 2001). 

 

 

2.2.2.1 Os Receptores de GABA 

 

 Os receptores GABAA são ionotrópicos, constituindo-se de um complexo de 

estrutura hetero-oligômera, cujas subunidades formam um canal de cloreto, o qual, ao 

aumentar o influxo, hiperpolariza o neurônio. Estes receptores medeiam a resposta 

inibitória rápida em cérebro de mamíferos (Korpi et al., 2002). A inibição é um processo 

fundamental na atividade cerebral, e, portanto, a maior parte das células neuronais 

expressam estes receptores nas suas membranas celulares (Korpi et al., 2002). Os 

receptores GABAA apresentam sítios de ligação para GABA, benzodiazepínicos, 

barbitúricos, neuroesteróides, picrotoxina e etanol (Figura 4). Foram isoladas várias 

subunidades do complexo GABAA (α1-6, β1-4, γ1-4, δ, π, ε, segundo Bormann, 2000. 

Os subtipos de receptores GABAA são formados por diferentes combinações de 

subunidades, sendo que há uma variação na sua expressão e suas propriedades 

farmacológicas em diferentes células e regiões do cérebro (Korpi et al., 2002). Sperk et al. 

(1997) sugerindo que a distribuição das subunidades de receptores GABAA difere entre 

células e mesmo entre regiões do mesmo neurônio. Mudanças na expressão das 

subunidades ocorrem em resposta a tratamento com drogas, como, por exemplo, o etanol, 
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barbitúricos, neuroesteróides e benzodiazepínicos. Portanto, a densidade relativa de 

subtipos de receptores e sua eficácia funcional no cérebro adaptam-se a um ambiente 

interno alterado (Korpi et al., 2002). 

Um segundo tipo de receptores ionotrópicos foi descrito em retina de vertebrados. 

Compostos de sub-unidades ρ, estes receptores de GABA, insensíveis à bicuculina e 

baclofen, são frequentemente denominados de receptores GABAC (Bormann, 2000; 

Alakuijala et al., 2005).  

Já os receptores GABAB ligados a proteínas G, hiperpolarizam o neurônio 

aumentando a condutância do potássio e diminuindo o influxo de cálcio, tendo efeito 

inibitório lento. Estão presentes em terminais de axônios excitatórios e inibitórios e são 

ativados por baclofen e resistentes a drogas que modulam os receptores GABAA (Marshal 

et al., 1999).  

 

 

 

Figura 4 – Representação esquemática do receptor GABAérgico  ionotrópico GABAA..  

Fonte: http://img.medscape.com/pi/emed/ckb/neurology/1134815.png 

 

 

2.2.2.2 A Captação de GABA 

 

Além da biossíntese, liberação e interação com seu receptor, a inativação de 

neurotransmissores é condição para garantir adequadas funções cerebrais. Na finalização 
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da atividade GABAérgica são responsáveis transportadores de alta afinidade, localizados 

no terminal pré-sináptico de interneurônios, em processos gliais adjacentes (Cherubini and 

Conti, 2001; Gadea and Lopez-Colome, 2001) e, possivelmente, também em membranas 

celulares pós-sinápticas (Frahm and Draguhn, 2001). 

Enquanto na neurotransmissão glutamatérgica, os transportadores astrocitários são 

os mais proeminentes, na neurotransmissão GABAérgica a captação em terminais nervosos 

pré-sinápticos prevalece sobre a captação pelos astrócitos (Schousboe, 2003), o que dá 

suporte à noção de que a neurotransmissão GABAérgica está preferencialmente baseada na 

reciclagem de GABA (Schousboe et al., 2004). Isto não implica o fato de que o transporte 

glial não tenha importância funcional. Pelo contrário, inibidores do transporte astroglial de 

GABA são capazes de aumentar a disponibilidade de GABA no “pool” dos 

neurotransmissores (Schousboe, 2003), sugerindo que a captação glial de GABA constitui 

importante fator regulador da disponibilidade de GABA na sinapse (Schousboe et al., 

2004). 

Levando em consideração que o tônus GABAérgico diminuído relativamente ao da 

neurotransmissão excitatória, pode resultar em atividade convulsivante (Meldrum, 2002), 

uma série de drogas anticonvulsivantes, atuando na neurotransmissão GABAégica, foram 

desenvolvidas (Löscher, 1998). Enquanto o GABA captado pelos neurônios GABAérgicos 

pode ser reutilizado como neurotransmissor, o captado em células gliais circunvizinhas é 

consumido no metabolismo via GABA transaminase e ciclo do ácido tricarboxílico 

(Schousboe et al., 2003). Partindo deste princípio e baseados no fato de que existe uma 

correlação estabelecida entre atividade anticonvulsivante de inibidores de transporte 

astroglial de GABA, enquanto que esta correlação parece não existir para a inibição 

neuronal de captação de GABA (White et al., 2002), o desenvolvimento de drogas 

antiepilépticas, cuja a ação é baseada na inibição seletiva do transporte astrocitário, é de 

grande importância farmacológica. 

 

 

2.3 Excitotoxicidade, Formação de Espécies Reativas e Convulsões 

 

Apesar da transmissão GABAérgica e glutamatérgica serem fundamentais para os 

processos fisiológicos, sabe-se que um desequilíbrio nos neurotransmissores inibitório e 

excitatório, pode favorecer uma ativação supra-fisiológica dos receptores glutamatérgicos 

causando morte neuronal e um aumento na produção de espécies reativas. Esse processo é 
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chamado de excitotoxicidade (Patel, 2004). O termo excitotoxicidade foi inicialmente 

usado para descrever um aumento na ativação de receptores glutamatérgicos via 

administração de altas doses de glutamato exógeno. Após a descoberta de que antagonistas 

glutamatérgicos poderiam proteger contra a perda neuronal induzida por diversos insultos 

neurológicos, passou-se a admitir que o glutamato endógeno pudesse ser mediador de 

processos excitotóxicos quando em altas concentrações na fenda sináptica (Obrenovitch, 

1999; Obrenovitch et al, 2000). 

A neurotoxicidade induzida pelo glutamato pode ter como causa: i) uma redução na 

transmissão GABAérgica; ii) um aumento na concentração de glutamato no meio 

extracelular (aumento na liberação ou redução da captação); iii) uma hipersensibilidade 

dos receptores ao glutamato devido a uma perda na seletividade iônica, um aumento na 

densidade ou anormalidades na modulação; e/ou iv) uma deficiência no metabolismo 

energético e nas defesas antioxidantes (Halliwell and Gutteridge, 1989;  Galé, 1992; 

Cotman et al., 1995; Chapman, 2000). 

Uma estimulação excessiva de receptores glutamatérgicos, induz a perda do 

equilíbrio do Ca2+ intracelular. O aumento da concentração de Ca2+ intracelular provoca 

um aumento na produção de EROs, disfunção mitocondrial, e conseqüente diminuição na 

produção de energia (Chapman, 2000). Nesse contexto, a excitotoxicidade também tem 

sido relacionada a um aumento na produção de espécies reativas (Patel, 2004). 

 Estudos mostram que a toxicidade induzida por disseleneto de difenila (PhSe)2 está 

associada à produção de EROs e a inibição de várias enzimas importantes para o 

metabolismo energético, como a Na+, K+- ATPase (Borges et al., 2005). A depleção 

energética aumenta a liberação de glutamato não só por mecanismos dependentes de cálcio 

(por despolarização da membrana), mas também pela inibição e/ou reversão de 

mecanismos de recaptação deste aminoácido excitatório na pré-sinapse e nas células gliais, 

levando a um aumento de glutamato na fenda sináptica (Madl and Burgesser, 1993) e, a 

ativação secundária dos receptores glutamatérgicos subtipo NMDA e AMPA/cainato 

(Zeevalk et al., 1998). 

O GABA também pode ter um papel crucial na despolarização neuronal e na 

formação de EROs. O bloqueio do receptor GABAA resulta em uma redução do influxo de 

íons Cl- e facilita a despolarização da membrana e, assim, o influxo de Ca2+ através de 

canais associados ao receptor NMDA (Sankar et al., 1997). A despolarização da membrana 

pós-sináptica leva à saída do íon Mg2+, que bloqueia o canal do receptor NMDA de 

maneira dependente de voltagem, e permite a entrada de íons Na+ e Ca2+ para o meio 
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intracelular (McDonald & Schoepp, 1993). O dano excitotóxico primário é desencadeado 

pela entrada de Na+ através de receptores ionotrópicos do subtipo AMPA/cainato (Chan et 

al, 1979). O aumento de Ca2+, via ativação de receptores do subtipo NMDA, leva à 

ativação de enzimas dependentes deste íon, e que estão envolvidas na produção de radicais 

livres como fosfolipase C (Umemura et al., 1992) e óxido nítrico sintetase, que produz 

óxido nítrico (NO•) (Snyder and Bredt, 1992). O NO• pode interagir com radicais 

superóxido (O2•) e formar peroxinitrito (ONOO-). Este radical pode difundir-se para o 

meio intra, ou extracelular e então promover a oxidação de lipídios, proteínas e DNA 

(Almeida et al., 1998), que estão associados ao aparecimento de convulsões e morte 

celular. 

Estudos relacionam o envolvimento do estresse oxidativo ao processo convulsivo. 

Recentes trabalhos demonstraram um aumento em diversos marcadores de formação de 

espécies reativas, como substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) (Patsoukis et 

al., 2004) e proteína carbonila (Oliveira et al 2004), assim como uma redução na atividade 

da enzima Na+, K+-ATPase (Oliveira et al., 2004) em modelos de convulsão induzidas por 

pentilenotetrazol (PTZ), o que sugere que a geração de espécies reativas de oxigênio e 

nitrogênio estariam relacionadas com os efeitos convulsivantes e neurotóxicos do PTZ 

(Bashkatova et al., 2003). Do mesmo modo, o tratamento com antioxidantes foi capaz de 

atenuar as convulsões induzidas por PTZ e/ou o dano induzido pelas espécies reativas 

(Bashkatova et al., 2003). 

 

 

2.3.1 Espécies Reativas e Estresse Oxidativo 

 

Do ponto de vista químico, um radical livre (RL) é definido como qualquer átomo, 

grupo de átomos ou moléculas capazes de existir sob a forma independente e que contém 

um ou mais elétrons desemparelhados (Halliwell and Gutteridge, 2007). Portanto, os 

radicais livres podem ser formados pela adição ou pela perda de um elétron de uma 

substância não-radical. Entretanto, existem compostos igualmente reativos quanto aos 

radicais livres que não possuem elétron não-pareado na última camada e, portanto não 

podem ser classificados como radicais livres (Dröge, 2002). Essas substâncias são 

classificadas de maneira mais ampla como espécies reativas de oxigênio (EROs) ou 

espécies reativas de nitrogênio. 
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 As (EROs) são capazes de gerar estresse oxidativo em conseqüência de suas 

propriedades oxidantes e reação com os constituintes celulares (Timbrell, 2000). Estas são 

geradas por uma variedade de processos, podendo atacar uma diversidade de biomoléculas 

alvo, tais como, DNA, lipídeos e proteínas.  

 As membranas biológicas apresentam uma estrutura geral comum. Estas são 

constituídas de uma bicamada lipídica as quais estão associadas a proteínas. As proteínas 

presentes na membrana celular são responsáveis pelo transporte de moléculas específicas 

através da bicamada lipídica. Além disso, essas proteínas podem agir como catalisadoras 

de reações associadas às membranas, como a síntese de ATP (Alberts et al., 1994). 

 As membranas biológicas são constituídas principalmente por fosfolipídeos, os 

quais possuem uma cabeça polar e duas caudas hidrofóbicas. Geralmente, as caudas 

hidrofóbicas são compostas por ácidos graxos, que podem diferir no comprimento e na 

configuração em que se apresentam, podendo uma das caudas apresentar uma ou mais 

ligações duplas (insaturações) (Alberts et al., 1994; Halliwell and Gutteridge, 2007). 

Quando os RL reagem com esses ácidos graxos insaturados modificam os lipídeos e a 

membrana perde suas características arquitetônicas, tornando-se menos firme e menos 

flexível, criando-se verdadeiras fendas iônicas que alteram sua semipermeabilidade, o que 

favorece a entrada e saída indiscriminada de metabólitos e detritos da célula, provocando 

sua ruptura e lise com necrose (Timbrell, 2000). 

 As principais EROs vinculadas ao estresse oxidativo são: o radical ânion 

superóxido (O-
2

.), radical hidroxil (.OH), peróxido de hidrogênio (H2O2), óxido nítrico 

(NO) e peroxinitrito (ONOO-). Estes por sua vez são neutralizados por um elaborado 

sistema de defesa antioxidante. Neste contexto o estado de estresse oxidativo pode resultar 

tanto de um aumento na produção de EROs quanto da redução da capacidade antioxidante 

celular total (Dawson and Dawson, 1996). 

 Estudos bioquímicos sugerem que reações de oxidação podem ser importantes em 

patologias cerebrais, e estão associadas com um desequilíbrio da regulação redox no SNC 

(Halliwell and Gutteridge, 2007). 

 

 

2.3.2 Espécies Reativas e Sistema Nervoso Central 

 

 Todos os tecidos dos organismos aeróbicos podem sofrer dano oxidativo, porém o 

tecido nervoso é o mais suscetível em comparação aos demais tecidos. Uma das razões é 
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seu alto consumo de O2, já que é responsável por aproximadamente 20% do consumo basal 

de O2 corporal (Halliwell and Gutteridge, 2007). Assim, o alto consumo de O2 pode 

resultar em um aumento da formação de O2
•.  Além disso, outros fatores também 

contribuem para tornar o cérebro vulnerável às reações de oxidação. Dentre eles estão a 

baixa quantidade de defesas antioxidantes;  as altas concentrações de lipídios 

poliinsaturados, que servem como substrato para peroxidação lipídica e a presença do ferro 

encontra-se presente em altas concentrações em algumas regiões cerebrais, favorecendo a 

lipoperoxidação e a autooxidação de neurotransmissores devido ao OH• formado na reação 

de Fenton (Sousa et al., 2003; Wajner et al., 2004). 

 

 

2.3.3 Sistema de Defesas Antioxidantes Contra as Espécies Reativas de Oxigênio e 

Nitrogênio 

 

 Os seres vivos dispõem de mecanismos protetores para evitar o acúmulo de 

espécies ativas de oxigênio que incluem mecanismos enzimáticos e não enzimáticos 

(Figura 5). As principais enzimas antioxidantes são a superóxido dismutase, a catalase e a 

glutationa peroxidase. Essas enzimas evitam o acúmulo de O2• e de H2O2, e a conseqüente 

produção de •OH, contra o qual não existe nenhum sistema enzimático de defesa. Existem 

substâncias que neutralizam ação do •OH, levando à formação de produtos menos tóxicos. 

As substâncias que neutralizam os radicais livres na fase de iniciação ou de propagação da 

lipoperoxidação, levando à formação de produtos menos tóxicos, são os denominados 

scavengers, enquanto aquelas que atuam absorvendo a energia de excitação dos RLs, 

neutralizando-os, são chamadas de quenchers. As defesas não-enzimáticas incluem os 

antioxidantes lipofílicos (tocoferóis, carotenóides e bioflavonóides) e hidrofílicos 

(glutationa e ascorbato) ( Halliwell and Gutteridge, 2007). 
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Figura 5: Representação esquemática dos mecanismos de defesa antioxidante enzimáticos e não enzimáticos. 

Fonte: www.biozentrum.uni-frankfurt.de/Pharmakologie/index.html. 

 

 

2.4 Selênio 

 

 O selênio (Se) foi descoberto em 1817, pelo químico sueco J. J. Berzelius. O Se é 

um elemento do grupo 16 da tabela periódica, podendo apresentar-se sob quatro estados de 

oxidação: selenato (Se+6), selenito (Se+4), selênio elementar (Se0) e seleneto (Se-2). 

 O Se compartilha propriedades químicas e físicas com o enxofre (S). Esta 

similaridade permite que o Se substitua o S, promovendo interações Se-S nos sistemas 

biológicos. Por outro lado, as diferenças nas propriedades fisico-químicas entre Se e S 

constituem a base de seus papéis biológicos específicos (Stadtman, 1980). 

 Os selenóis (R-SeH) são as formas correspondentes aos tióis (R-SH), onde ocorre a 

substituição do átomo de S pelo átomo de Se (Klayman and Günther,1973). 
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2.4.1 Atividade Biológica 

 

O Se é um elemento traço, cuja essencialidade nutricional foi demonstrada em 1957 

por Schwartz and Foltz (1957). O Se apresenta um grande número de funções biológicas, 

sendo a mais importante como um antioxidante. Já é conhecido que o Se está presente 

como resíduo de selenocisteína no sítio ativo das enzimas glutationa peroxidase (Wingler 

and Brigelius-Flohé, 1999), tioredoxina redutase (Holmgren, 1985), 5’-deiodinase (Behné 

and Kyriakopoulos, 1990) e selenoproteina P (Ursini et al., 1990). A atividade redox do Se 

tem fundamental importância para o sítio catalítico dessas enzimas (Wingler and Brigelius-

Flohé, 1999). Além disso, vários relatos demonstraram que compostos de Se mimetizam a 

atividade da enzima glutationa peroxidase.  

Nos últimos anos, tem sido descrito que baixos níveis de Se podem levar à pré-

disposição para o desenvolvimento de algumas doenças, tais como câncer, esclerose, 

doença cardiovascular, cirrose e diabetes (Navarro-Alarcón and López-Martinez, 2000). 

Neste contexto, a suplementação de dietas com Se, tanto para animais quanto para 

humanos, tem sido aceita pela comunidade científica. A Junta de Alimentação e Nutrição 

da Academia de Ciências dos Estados Unidos propõe uma ingestão diária de 50-200 µg de 

Se, a qual é considerada segura para indivíduos adultos (Food and Nutrition Board, 1989). 

 

 

2.4.2 Toxicologia 

 

O homem é sucetível à intoxicação por selênio, principalmente devido ao seu 

amplo uso na indústria (Wilber, 1980), particularmente na síntese de compostos, uma vez 

que este elemento constitui um importante intermediário em síntese orgânica (Comasseto 

et al., 1997). 

Quando a ingestão diária do selênio excede a capacidade corporal de eliminação, 

algum tipo de intoxicação pode ocorrer e os sintomas crônicos mais comuns são: severa 

irritação das vias respiratórias, gosto tipicamente metálico na boca, edema pulmonar e 

característico odor gárlico (Bedwall et al., 1993; Diaz et al., 1997). 

Os mecanismos envolvidos na toxicidade do selênio ainda não estão bem definidos. 

Painter (1941) propôs que a toxicidade do selenito era devido à sua interação com tióis. 

Yan and Spalallhoz (1991) evidenciaram danos oxidativos como a provável causa da 
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toxicidade do selênio, enquanto Schwarz (1961) demonstrou que o excesso de Se causaria 

inativação de enzimas sulfidrílicas. 

 

 

2.5 Disseleneto de Difenila 

 

 A partir da década de 30, os organocalcogênios têm sido alvos de interesse para os 

químicos orgânicos em virtude da descoberta de suas aplicações sintéticas (Comasseto, 

1983), suas propriedades biológicas e aplicações farmacológicas (Parnham & Graf, 1991; 

Kanda et al., 1999; Nogueira et al., 2004).  

 O disseleneto de difenila [(PhSe)2 – Figura 6] é um composto orgânico que contém 

Se, portanto um organocalcogênio, largamente utilizado como intermediário em reações de 

síntese orgânica (Paulmier, 1986; Braga et al., 1996).  

 

 

 
           Figura 6. Estrutura química do disseleneto de difenila 

 

 

2.5.1 Propriedades Farmacológicas 

 

 Nosso grupo de pesquisa tem demonstrado que o (PhSe)2 possui inúmeras 

propriedades farmacológicas, tais como antioxidante (Rossato et al., 2002; Meotti et al., 

2004), anti-úlcera (Savegnago et al., 2006), neuroprotetor (Ghisleni et al., 2003), 

hepatoprotetor (Borges et al., 2005), anti-inflamatório e antinociceptivo (Savegnago et al., 

2007), do tipo antidepressiva (Savegnago et al., 2008), do tipo ansiolítica (Ghisleni et al., 

2008), anti-hiperglicêmico (Barbosa et al., 2006) e pode apresentar atividade complexante 

em animais expostos ao cádmio (Santos et al., 2005).  Além disso, o (PhSe)2 apresenta 
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efeitos antioxidantes em diversos modelos de toxicidade induzida por estresse oxidativo 

(Meotti et al. 2004; Santos et al., 2004, 2005; Luchese et al., 2007, Prigol et al., 2009). 

 

 

2.5.2 Toxicologia 

 

 O (PhSe)2 também possui efeitos tóxicos in vitro e in vivo. O (PhSe)2 pode causar 

efeitos nocivos para proteínas ou enzimas de vários tecidos de mamíferos, tais como a 

enzima δ-aminolevulinato desidratase (δ-ALA-D) (Barbosa et al., 1998; Farina et al., 2003; 

Nogueira et al., 2003b), Na+, K+-ATPase (Borges et al., 2005), e lactato desidrogenase 

(Kade et al., 2009). Além disso, pode causar toxicidade renal (Meotti et al, 2003) para 

roedores adultos. 

 A exposição prolongada a doses altas do (PhSe)2 é causa de neurotoxicidade em 

roedores (Nogueira et al., 2003a). Estudos em camundongos demonstraram que, devido a 

sua lipofilicidade, o (PhSe)2 atravessa facilmente a barreira cérebro-sangue após 

tratamento agudo ou prolongado, aumentando os níveis de selênio no cérebro dos animais 

(Jacques Silva et al., 2001; Maciel et al., 2003). Portanto, esses trabalhos dão suporte para 

a hipótese que o cérebro é um alvo potencial para as ações farmacológicas e também 

tóxicas do composto orgânico (PhSe)2. 

 Estudos prévios demonstraram que a exposição ao (PhSe)2 modula a funcionalidade 

do sistema glutamatérgico in vivo e in vitro (Nogueira et al., 2001), e também causa 

modificações no sistema neural  que podem ocasionar convulsões (Nogueira et al., 2001, 

2003). A modulação de grupos tiólicos de transportadores e receptores de glutamato no 

tecido cerebral pode representar a causa da toxicidade provocada por organocalcogênios 

em ratos (Nogueira et al., 2001; 2004). 

 

 

2.5.3. Disseleneto de Difenila e Convulsão 

 

 Foi demonstrado que o (PhSe)2 pode induzir convulsões e que estas dependem da 

via de administração (intraperitoneal, i.c.v ou subcutânea) e da espécie considerada (ratos 

ou camundongos). O (PhSe)2 não causa convulsões e nem morte em camundongos quando 

administrado pela via subcutânea e intracerebroventricular, porém, quando administrado 
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pela via intraperitoneal, este composto causa convulsão em camundongos, mas, não em 

ratos adultos, demonstrando ser mais neurotóxico nessa espécie (Nogueira et al., 2003a).  

 Mudanças na estrutura dos disselenetos, como a introdução de grupos funcionais 

(doadores ou retiradores de elétrons) reduzem ou abolem o aparecimento de episódios 

convulsivos. Além disso, disselenetos dialquílicos são mais tóxicos em comparação a 

disselenetos diarílicos, em ratos e camundongos, causando episódios convulsivos em 

camundongos, sendo que a latência para o aparecimento de episódios convulsivos aumenta 

com o aumento no número de carbonos da cadeia ligados ao disseleneto (Nogueira et al., 

2003a).  

 Demonstrou-se também que moduladores alostéricos GABAérgicos (diazepam, 

fenobarbital e muscimol) e antagonistas muscarínicos competitivos são hábeis em abolir ou 

reduzir  as convulsões induzidas pelo (PhSe)2, sugerindo que ocorra a modulação de mais 

de um sistema de neurotransmissão nas convulsões induzidas por este composto (Nogueira 

et al., 2003a). 
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CAPÍTULO II 

 

 

2.6 Absorção, Distribuição, Biotransformação e Excreção de Drogas 

 

 

Os conhecimentos da disposição cinética e da biotransformação das drogas no 

organismo são de grande importância no processo de desenvolvimento e estudo de suas 

propriedades farmacológicas e toxicológicas (Martín-Liménz et al., 2008).  

 Um fármaco precisa estar presente em concentrações adequadas nos seus locais de 

ação para produzir seus efeitos característicos. Embora seja obviamente uma função da 

quantidade da droga administrada, as concentrações atingidas também dependem da 

absorção, distribuição, ligação às proteínas plasmáticas ou localização nos tecidos, da sua 

biotransformação e da sua excreção (Figuras 7 e 8) (Goodman and Gilman, 2007). 

 A absorção representa a taxa na qual uma droga deixa seu local de administração e 

o grau em que isto ocorre. A absorção de uma droga depende de um grande número de 

fatores, os dois mais importantes que se pode ressaltar são as propriedades físico-químicas 

da droga (solubilidade, lipofilicidade, grau de ionização) e as vias de administração, cada 

um destes fatores, separadamente ou em conjunto, podem ter efeitos acentuados na eficácia 

clínica e na toxicidade de uma droga (Avdeef, 2001). A absorção pelo trato gastrointestinal 

é regulada pelo estado físico da droga e a área de superfície de absorção. O fármaco é 

melhor absorvido na forma não ionizada e mais lipofílica, sofrendo metabolismo de 

primeira passagem. Em contrapartida, a cavidade intraperitoneal oferece uma grande 

superfície de absorção a partir da qual os fármacos entram rapidamente na circulação, mas 

em especial através da veia porta, assim é possível a ocorrência de perdas na primeira 

passagem pelo fígado. Já a velocidade de absorção após a injeção subcutânea de uma droga 

é, com freqüência, suficientemente constante e lenta para proporcionar a manutenção do 

efeito (Mannhold, 2005; Bergstrom, 2005). 

 Após o fármaco ser absorvido, ele chega à circulação sistêmica, o que é chamado 

de biodisponibilidade sistêmica. Na circulação, ele atinge uma concentração plasmática 

máxima obtida após administração extra vascular (Cmáx). A importância do Cmáx está 
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relacionada à eficácia e à segurança. É representado, geralmente, pelas unidades mcg/mL, 

ng/mL ou µg/mL e é diretamente proporcional à fração absorvida do fármaco (Consiglieri 

and Storpirtis, 2000). 

 Em relação à velocidade de absorção, tem-se o Tmáx, que corresponde ao tempo 

em que a concentração plasmática do fármaco atinge a concentração máxima após a 

administração. A absorção do fármaco continua após se atingir o Tmáx, mas em uma 

velocidade menor. A unidade empregada é tempo (horas ou minutos) (Consiglieri and 

Storpirtis, 2000). 

 Uma vez que as moléculas alcançam a circulação sanguínea sistêmica elas são 

transportadas para todos os compartimentos do organismo. Os padrões de distribuição das 

drogas refletem alguns fatores fisiológicos e suas propriedades físico-químicas (van de 

Waterbeemd, 2005). A fase inicial de distribuição reflete o débito cardíaco e o fluxo 

sanguíneo, onde o coração, fígado, rim, cérebro e outros órgãos bem perfundidos recebem 

grande parte da droga nos primeiros minutos após a sua absorção, e a oferta aos músculos, 

a maioria das vísceras, à pele e a gordura é mais lenta. A segunda fase da distribuição é 

limitada pelo fluxo sanguíneo ( Lin et al., 2003; Roberts, 2003). Os fatores que determinam 

a taxa de difusão das drogas nos tecidos superpõem-se aos padrões de distribuição do fluxo 

sanguíneo. A difusão para o compartimento intersticial é rápida por causa da natureza 

permeável das membranas do endotélio capilar (exceto no cérebro) (Roberts, 2003; van de 

Waterbeemd, 2005). A distribuição pode ser limitada pela ligação da droga às proteínas do 

plasma em especial a albumina (Kratochwil et al., 2004). 

Muitas drogas ligam-se a proteínas do plasma, essa ligação costuma ser reversível. 

A fração da quantidade do fármaco no plasma que está ligado é determinada pela 

concentração da droga, afinidade das drogas com as proteínas e pela concentração protéica 

(número de locais de ligação) (Huang and Zhang, 2004). A ligação de uma droga às 

proteínas plasmáticas limita a sua concentração nos tecidos e seu local de ação, visto que 

apenas o fármaco livre está em equilíbrio estável com as membranas. A ligação com as 

proteínas plasmáticas não é seletiva, muitas drogas com características físico-químicas 

semelhantes podem competir entre si e com substâncias endógenas por esses locais de 

ligação (Kratochwil et al., 2004; Huang Y and Zhang, 2004). 

As drogas fortemente ligadas a proteínas possuem volume de distribuição pequeno, 

pois permanecem principalmente no plasma. As drogas hidrossolúveis permanecem 

principalmente no plasma e no líquido intersticial enquanto as drogas lipossolúveis chegam 

a todos os compartimentos, podem acumular-se nos tecidos adiposos (Mannhold, 2005). 
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(geralmente atravessam barreiras hematoencefálica e placentária), apresentando assim um 

alto volume de distribuição (Pardridge, 2005). A droga que se acumula em determinado 

tecido pode atuar como reservatório que prolonga sua ação nesse mesmo tecido ou em um 

local distante atingido pela circulação (Mannhold, 2005). 

 

 
Figura 7: Absorção, distribuição, ligação ou localização nos tecidos, biotransformação e excreção de drogas.  

Fonte:http://www.portalesmedicos.com/images/publicaciones/1107_farmacocinetica/farmacocinetica_17.jpg 

 

 

 As características lipofílicas das drogas que atravessam membranas biológicas e 

depois têm acesso a seu local de ação prejudicam sua eliminação pelo organismo 

(Mannhold, 2005). Por isso a biotransformação de drogas e outros agentes xenobióticos em 

metabólitos mais hidrófilos é essencial para o término de sua atividade biológica e para a 

eliminação destes compostos do organismo (Goodman and Gilman, 2007).  Em geral as 

reações de biotransformação geram metabólitos inativos mais polarizados que são 

prontamente excretados do organismo. Contudo, em alguns casos são produzidos 

metabólitos com atividade biológica potente ou propriedades tóxicas (Robert, 2003; 

Alavijeh and Palmer, 2004; Nassar et al., 2009). 

 As reações de biotransformação de um fármaco são classificadas como reações de 

funcionalização da fase I e reações biossintéticas da fase II. As reações da fase I 

introduzem ou expõem um grupo funcional no composto original. Em geral a conversão 
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metabólica das drogas tem natureza enzimática, e os sistemas enzimáticos participantes da 

biotransformação dos fármacos localizam-se principalmente no fígado. A família de 

enzimas do citocromo P450 é o principal catalisador das reações de biotransformação de 

fármacos (Alavijah and Palmer, 2004; Nassar et al., 2009).  

 As reações de conjugação da fase II determinam a formação de uma ligação 

covalente entre um grupo funcional no composto original e o ácido glicurônico, o sulfato, a 

glutationa, aminoácidos ou o acetato. Esses conjugados altamente polares costumam ser 

inativados e são excretados com rapidez na urina e nas fezes (Nassar et al., 2009). 

  

 
Figura 8: Representação da curva dose-resposta: Parâmetro utilizado na farmacocinética e farmacodinâmica 

para correlacionar a concentração plasmática das drogas aos seus efeitos clínicos. 

Fonte:http://www.saludmentalinfantojuvenil.com/smij/psiquiatria/psicofarmacologia/generalidadesfarmacol

ogia.html 

 

 

2.6.1 Absorção, Distribuição, Metabolismo e Excreção de Drogas em Bebês 

 

 Mudanças profundas no desenvolvimento e maturação de órgãos e sistemas em 

neonatos, potencializam os riscos ou submetem os mesmos a diferentes riscos quando 

comparados aos adultos em relação à exposição a agentes farmacêuticos. As doses 

utilizadas em adultos, mesmo quando ajustadas as diferenças de peso corporal, podem 

levar a drásticas consequências em pacientes neonatos (Alcorn and McNamara., 2003).  

 As diferenças entre crianças e adultos podem ser agrupadas em duas diferentes 

categorias: fatores farmacocinéticos: os que influenciam a chegada da droga ao tecido alvo 

à partir da administração externa, e os fatores farmacodinâmicos: aqueles que influenciam 
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a resposta no tecido alvo à partir da dose que chega neste tecido (Choonara and Conroy, 

2002). 

 As diferenças de absorção relacionadas a idade se devem a uma série de fatores 

anatômicos e fisiológicos que influenciam a taxa e a quantidade de absorção 

gastrointestinal. Dentre estes fatores podemos citar a redução no tempo de esvaziamento 

gástrico, no trânsito intestinal, na superfície de absorção do intestino delgado e ainda a 

redução no metabolismo de primeira passagem. Além disso a função pancreática e biliar 

está muito pouco desenvolvida (Besunder et al., 1988; Alcorn and McNamara., 2003). 

 A composição corporal afeta diretamente o volume de distribuição das drogas. 

Neste sentido, os bebês apresentam um maior volume corporal de água no organismo, em 

contrapartida apresentam uma menor quantidade de proteínas plasmáticas e lipídios 

corporais quando comparados a adultos. Em geral, bebês e crianças apresentam uma 

grande fração das drogas livre na circulação, devido a menor quantidade de proteínas 

plasmáticas, o que aumenta a distribuição nos tecidos (Choonara and Conroy., 2002; 

Alcorn and McNamara., 2003). 

O metabolismo de drogas também sofre profunda transformação no período de 

desenvolvimento. O sistema citocromo P450, principal catalizador das reações de 

biotransformação de fase I, sofre um significante impacto na eficácia terapêutica e na 

suceptibilidade tóxica em bebês e crianças. Diferenças interindividuais, polimorfimo 

genético, e potencial de indução/inibição, associados a maturação do sistema enzimático 

P450, causam alterações farmacocinéticas no período de desenvolvimento (Alcorn and 

McNamara., 2003).  

As reações de conjugação ou de fase II, as quais contribuem para a eliminação de 

uma variedade de compostos endógenos e exógenos também sofrem alterações durante o 

período de desenvolvimento. Em geral ocorrem mudanças na expressão de diversas 

enzimas responsáveis pelas reações metabólicas de fase II ou ainda na concentração dos 

substratos responsáveis pela conjugação. Estas mudanças podem resultar em uma 

significante redução na habilidade dos bebês em eliminar compostos endógenos ou 

exógenos, podendo levar a um aumento na toxicidade (McCarver and Hine., 2002). 

Os mecanismos de eliminação renal das drogas também são diferentes em bebês. 

Em geral, a eliminação das drogas em recém nascidos é menor se comparado com adultos 

e crianças mais velhas, isso é atribuído a imaturidade anatômica e funcional do rim, que 

apresenta uma reduzida filtração glomerular (Anker et al., 1996; Alcorn and McNamara., 

2003). 
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 Além disso, a barreira hemato-encefálica, que exerce um controle sobre a entrada 

de drogas no cérebro não está completamente desenvolvida no sistema nervoso central de 

recém nascidos (Mares et al., 2000). 

 

 

2.7 Absorção, Distribuição, Biotransformação e Excreção do Selênio 

 

Vários estudos têm demonstrado a biotransformação do selênio oriundo de 

compostos inorgânicos de selênio e selenoaminoácidos provindos de alimentos em um 

intermediário comum, o seleneto, para a síntese de selenoproteínas para utilização e 

posterior excreção na urina na forma de seleno-açúcar (Schomburg et al., 2004; Park et al., 

2004; Suzuki et al., 2005a,b). 

 Os compostos de selênio parecem ser rapidamente absorvidos no duodeno, seguido 

pelo jejuno e íleo. Após absorvidas, as formas inorgânicas de selênio são diretamente 

reduzidas para assumir um intermediário, o seleneto (Park et al., 2004). A administração de 

selênio inorgânico na forma de selenito é reduzido a seleneto nos eritrócitos pela 

abundante quantidade de glutationa e este é transportado no plasma ligado a albumina 

(Shiobara et al., 1998). Por outro lado, as formas orgânicas de selênio na forma de 

aminoácidos são transformadas em seleneto por diversas rotas: a selenocisteína é 

tranformada em seleneto por reações com a β-lyase, enquanto selenometionina passa 

primeiro por reações de trans-selenação (Spallholz et al., 2004). 

O intermediário seleneto é transportado para vários órgãos, principalmente ao 

fígado para utilização na biosíntese de selenoproteínas via selenofosfato e selenocisteína. 

 Por fim, o seleneto é excretado em maior parte na urina na forma de 1 β-

metilseleno-N-acetil-D-galactosamina, também chamado de selenoaçúcar. O seleno-açúcar 

é formado à partir da transferência de uma forma ativada do selênio (glutationa conjugada 

ao seleneto) a uma forma ativa de açúcar, para produzir o GSH conjugado ao selenoaçúcar 

(seleno-açúcar A), este é metilado para poduzir um seleno-açúcar urinário (seleno-açúcar 

B). Entretanto, nos casos de doses excessivas de selênio, o seleneto é excretado na forma 

de dimetilselenônio e trimetilselenônio (Figura 9) (Suzuki and Itoh, 1997; Kobayashi et 

al., 2002; Suzuki et al., 2005a, 2006).   
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Figura 9: Esquema metabólico proposto para os compostos de selênio metilselenocisteína (MeSeCys), ácido 

metil selenínico (MSAIV), e selenito. Abreviações: dimetilseleneto (DMSe), metilselenol (MMSe), ácido 

metilselenínico (MSAIV), metilselenocisteína (MeSeCys), selenocisteína (SeCys), selenometionina  (SeMet) 

e trimetilselenonio (TMSe). Fonte: Suzuki et al., 2008. 

 

 

 Estudos demonstram ainda que as reservas de açúcar que se conjugam ao selenito 

para formar o selenosugar são mais abundantes em ratos adultos do que em ratos jovens e 

que a fonte de açúcar é de origem endógena e que aumenta com a idade (Suzuki and Itoh, 

1997; Suzuki et al., 2005b). Com isso o TMSe é muito mais aumentado na urina de ratos 

jovens após uma ingestão excessiva de Se, sendo sempre um metabólito menor em ratos 

adultos (Suzuki et al., 2005b).  
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2.7.1 Absorção, Distribuição, Biotransformação e Excreção do Ebselen 

 

O ebselen é um composto orgânico heterocíclico de selênio que apresenta 

propriedades farmacológicas conhecidas como mimético da enzima glutationa peroxidase 

in vitro e atividade antiinflamatória in vivo (Schewe, 1995). Por ser uma droga utilizada na 

clínica médica, a farmacocinética do ebselen já foi amplamente estudada e serve de 

parâmetro para o estudo da farmacocinética ou toxicocinética de outros compostos de 

selênio, como é o caso do (PhSe)2. 

O ebselen apresenta uma rápida e extensa ligação à albumina, e esta representa seu 

mecanismo fisiológico de transporte na circulação sanguínea. Wagner et al (1994), em um 

estudo utilizando camundongos, demonstrou que mais de 90% do [14C] ebselen, 

administrado pela via intravenosa, apresenta-se ligado a albumina 30 minutos após a 

administração. A ligação do ebselen a albumina ocorre principalmente de forma covalente, 

e se deve a rápida reação do ebselen com o grupo sulfidrila da cisteína 34, o único grupo 

tiol reativo da albumina (Wagner et al., 1994). 

Varios estudos in vitro e in vivo demonstraram que o ebselen é metabolizado no 

fígado. É característica em todos os metabólitos detectados a abertura do anel 

isoselenoazol, devido a uma clivagem da ligação Se-N (Kamigata et al., 1986; Fisher and 

Dereu., 1987). No fígado o ebselen é reduzido por tióis a 2-selenilbenzenoanilida (Ziegler 

et al., 1992) ou reage com grupos de tióis endógenos de proteínas para formar 

selenosulfetos em proteínas (Dimmeler et al., 1991). Após a transformação a 2-

selenilbenzenoanilida, o ebselen sofre glucuronidação ou metilação, formando metabólitos 

mais polares, para serem excretados pela urina (Muller et al., 1988). Trabalhos 

demonstram que o ebselen pode causar inativação no citocromo P450 in vitro, 

provavelmente por interagir com o resíduo de cisteína presente no sítio ativo da enzima 

(Vendel et al., 1986; Kuhn-Velten and Sies., 1988).  

A distribuição do ebselen no organismo está relacionada com a presença de 

grupamentos tiólicos.  Segundo Wagner et al., (1994) e Ullrich et al (1996), o ebselen 

encontra-se em equilíbrio dinâmico com todos os grupos tióis acessíveis, portanto, apesar 

da maioria do composto estar ligada covalentemente à albumina, a entrada do mesmo  nas 

células ocorre rapidamente, devido a trocas com outras proteínas-alvo nos tecidos (Ullrich 

et al. 1996) (Figura 10). 
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Figura 10: Esquema demostrando o equilíbrio da ligação do ebselen entre as proteínas plasmáticas e as 

proteínas alvo nas células. 

Fonte: Ullrich et al., 1996. 

 

 

2.7.2 Absorção, Distribuição e Excreção do Disseleneto de Difenila 

 

 Pouco se conhece sobre a absorção, distribuição e excreção do (PhSe)2 até o 

momento. Sabe-se que o (PhSe)2 pode causar efeitos farmacológicos e toxicológicos e que 

estes podem variar de acordo com a dose, espécie animal, via de administração ou modelo 

experimental utilizado (Brito et al., 2006; Ghisleni et al., 2008; Ineu et al., 2008; Nogueira 

et al., 2002; Nogueira et al., 2003a; Savegnago et al., 2008). O que se tem em comum é 

que estudos farmacológicos usando curvas de dose-resposta demonstraram que o efeito 

máximo do composto em modelos de dor, inflamação, nocicepção e memória ocorrem 30 

minutos após sua administração pela via oral (Rosa et al., 2003; Savegnago et al. 2007a,b), 

sugerindo que haja uma rápida absorção do composto. 

 Em relação à distribuição do (PhSe)2, Maciel et al. (2003) demonstraram que o 

tratamento agudo e crônico com (PhSe)2 aumentou significantemente as concentrações de 

selênio no fígado, no rim e no cérebro de camundongos. Sendo que a deposição foi 

dependente da dose; e maior no fígado, seguida pelo rim e cérebro. No entanto, nada se 

sabe em relação ao metabolismo do composto. Nogueira et al. (2004) sugeriram que o 
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(PhSe)2 é biotransformado à selenol, e que esta poderia ser a forma ativa, mas não há dados 

experimentais concretos demonstrando isto. 

 Em relação à excreção, Adams Jr et al (1989) em estudo usando (PhSe)2 marcado  

com 14C, demonstraram que o conteúdo de selênio do (PhSe)2 parece ser totalmente 

eliminado em camundongos até 120 horas após a administração intraperitoneal do 

composto. Kostyniak (1984) demonstrou dados semelhantes para outro composto orgânico 

de selênio, o bis, beta-(n,n-dimorpholino) etilseleneto. O (PhSe)2 é excretado na urina, 

aparentemente em uma forma que não possui relação à forma química administrada. Cerca 

de um terço do selênio biotransformado contém o grupamento orgânico 14C, que pode ser 

resultado de  glicuronido-conjugados do selênio, contendo análogos de fenol e catecol; a 

outra via pode resultar em metabolitos contendo selênio porém não identificados (Adams 

Jr et al., 1989). 
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3. OBJETIVOS 

 

 

 Considerando que o (PhSe)2 apresenta inúmeras propriedades farmacológicas, que 

o tornam  potencial candidato a fármaco, o estudo da toxicologia do composto torna-se 

importante. Desta forma, os objetivos deste estudo foram delineados em duas linhas gerais 

de investigação: 

 

(I) Estudo da neurotoxicidade aguda induzida por (PhSe)2 em ratos bebês, avaliando o 

aparecimento de convulsões induzidas pelo (PhSe)2,  o envolvimento do estresse oxidativo 

e dos sistemas glutamatérgico e GABAérgico no efeito convulsivante do composto; 

 

 (II) Determinação e quantificação dos níveis plasmáticos de (PhSe)2 em ratos e 

camundongos, verificando o envolvimento de diferentes vias de administração, veículos e 

espécie animal nos níveis plasmáticos do composto e no aparecimento de convulsões 

induzidas pelo mesmo; determinação e quantificação dos níveis de (PhSe)2  no plasma, 

fígado e cérebro de ratos bebês e correlacão  destes níveis à latência para o aparecimento 

de convulsões; investigação as propriedades cinéticas do (PhSe)2 in vitro, tais como: 

estabilidade, solubilidade, absorção, distribuição, ligação às proteínas plasmáticas e 

biotransformação;  
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4. ARTIGOS CIENTÍFICOS E MANUSCRITOS 

 

 Os resultados que fazem parte desta tese estão apresentados sob a forma de artigos 

científicos e manuscritos, os quais encontram-se assim organizados. Os itens Materiais e 

Métodos, Resultados, Discussão dos Resultados e Referências Bibliográficas encontram-se 

nos próprios artigos e manuscritos.  Os artigos estão dispostos da mesma forma que foram 

publicados nas revistas científicas (artigos 1, 2, 3, 4 e 5). Os manuscritos 1 e 2 estão 

dispostos da mesma forma que serão submetidos para avaliação.  
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4.1 Envolvimeto do estresse oxidativo nas convulsões induzidas por disseleneto 

de difenila em ratos bebês 

 

4.1.1 Artigo 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

INVOLVEMENT OF OXIDATIVE STRESS IN SEIZURES INDUCED BY 

DIPHENYL DISELENIDE IN RAT PUPS 
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4.2 Convulsões induzidas pelo disseleneto de difenila em ratos bebês: Possível 

interação com o sistema glutamatérgico 

 

 

4.2.1 Artigo 2  

 

 

 

 

 

 

 

DIPHENYL DISELENIDE-INDUCED SEIZURES IN RAT PUPS: POSSIBLE 

INTERACTION WITH GLUTAMATERGIC SYSTEM 
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4.3 Disseleneto de difenila induz convulsões em ratos bebês: Possível interação 

com o sistema GABAérgico 

 

 

4.3.1 Artigo 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

DIPHENYL DISELENIDE-INDUCED SEIZURES IN RAT PUPS: POSSIBLE 

INTERACTION WITH GABAERGIC SYSTEM 
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4.4 Efeito convulsivante do disseleneto de difenila em ratos e camundongos e 

sua relação com os níveis plasmáticos 

 

 

4.4.1 Artigo 4 

 

 

 

 

 

 

 

CONVULSANT EFFECT OF DIPHENYL DISELENIDE IN RATS AND MICE 

AND ITS RELATIONSHIP TO PLASMA LEVELS 
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4.5 Ação convulsivante do disseleneto de difenila em ratos bebês: Dosagem e 

correlação com os níveis do composto no plasma, fígado e cérebro 

 

 

4.5.1 Artigo 5 

 

 

 

 

 

 

CONVULSANT ACTION OF DIPHENYL DISELENIDE IN RAT PUPS: 

MEASUREMENT AND CORRELATION WITH PLASMA, LIVER AND BRAIN 

LEVELS OF COMPOUND 
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4.6 Determinação das propriedades tipo droga do disseleneto de difenila: 

Estabilidade, solubilidade, absorção e ligação às proteínas plasmáticas in vitro 

 

 

4.6.1 Manuscrito 1 

 

 

 

 

 

 

DETERMINATION OF DRUG-LIKE PROPERTIES OF DIPHENYL 

DISELENIDE: IN VITRO STABILITY, SOLUBILITY, ABSORPTION AND 

PLASMA PROTEIN BINDING  

 

 

Em fase de Redação 
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Abstract 

In order to increase the success rate in clinical studies, lead compounds in drug discovery 

research, should not only be potent and selective but also must pocess acceptable 

pharmacokinetic properties such as absorption and distribution, and a suitable stability. In 

this study, we carried exploration of drug-like properties of diphenyl diselenide (PhSe)2, a 

selenoorganic compound, with interesting pharmacological properties. Experimental 

protocols were established for chemical stability in isotonic phosphate buffer (PBS) pH 7.4 

and in simulated gastric and intestinal fluid), biological stability (human serum albumin 

(HAS) and plasma), solubility in PBS pH 7.4, distribution coefficient (Log D) in 

octanol/PBS and determination of free (PhSe)2 concentrations in human serum albumin 

(HAS) and plasma by using liquid chromatography (LC) with UV detection and tandem 

mass spectrometry (MS).  (PhSe)2 was found to be chemically stable and it was not 

susceptible to degradation in plasma. The aqueous solubility was 0.98 ± 0.072 µM and the 

distribution coefficient (Log D) in octanol/PBS system was found to be 3.14. The 

percentage unbound fractions of (PhSe)2 obtained by equilibrium dialysis from HAS and 

plasma solution incubated with 100 µM of the drug were: 0.69 ± 0.12% and 0.44 ± 0.09 %, 

respectively. The findings of our study indicated that (PhSe)2 presents a good chemical and 

biological stability. Though, the compound showed low aqueous solubility, high Log D 

value and high binding to plasmatic protein. These data permit the knowledge of the 

pharmacokinetic properties of (PhSe)2 and help to understand its pharmacological and 

toxicological effects. 

 

Keywords: diphenyl diselenide, selenium, protein binding, stability, solubility. 
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1. Introduction 

Of the many novel compounds, that a drug discovery find that bind to the 

therapeutic target, only a small fraction has sufficient ADME properties to become a drug 

product. If the properties are weak, the candidate will have a high risk of failure or be less 

desirable as a drug product. Thus these studies must be performed in an early stage of 

discovery so the findings can be incorporated in the development of the product and 

alterations can be performed in a molecule before it reaches clinical assays (Wang and 

Urban, 2004). In recent years, many in vitro approaches have been developed for 

evaluation of such properties to speed up the discovery process, reduce failure rate at the 

final stage, minimize time and cost, and also to avoid complexities associated with animal 

experiments. These approaches not only show good correlation with in vivo findings but 

also have accelerated the drug-discovery process to a great extent (Kerns, 2000; Di and 

Kerns 2003; Kaplitaand Liu 2005). 

Oral delivery is the most convenient and desirable route of drug administration, 

which demonstrates for absorption-related studies along with distribution, metabolism, and 

excretion that are common for all types of formulation irrespective of the route of 

administration. Stability and dissolution of the drug compound in the gastro-intestinal 

(GIT) fluid; permeation through gastro-intestinal barrier; binding to plasma proteins; 

distribution throughout the body are some of the crucial parameters to be evaluated for an 

oral drug, and an active compound should have all these properties to an optimum level to 

become a successful drug (Di and Kerns, 2003; Mondal et al., 2009). 

Diphenyl diselenide (PhSe)2 is a highly lipophylic compound that, exhibits a 

concentration-time profile characterized by an early peak concentration, rapid distribution 

from blood to the central nervous system, where it exerts its pharmacological and 
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toxicological effects (Maciel et al., 2000; Prigol et al., 2009a, 2010). (PhSe)2 has been 

proven effective against neurotoxicity (Ghisleine et al., 2003), hyperglycemia (Barbosa et 

al., 2006), lipid peroxidation (Meotti et al., 2004; Luchese et al., 2007; Prigol et al., 

2009b), inflammation (Savegnago et al., 2007a), nociception (Savegnago et al., 2007b), 

anxiety-like (Savegnago et al., 2007c) and depressant-like (Ghisleine et al., 2008) models 

using rats and mice. On the other hand, (PhSe)2, when administered at a high dose, has 

been reported to cause seizure episodes in rats and mice (Prigol et al., 2009a).  

The present study investigated the drug-like properties of (PhSe)2 in regards to 

stability, solubility, absorption, distribution and plasma protein binding (PPB), considering 

that the study of these stages is crucial to understand the pharmacological or toxicological 

effect of the compound. 

 

2. Materials and Methods 

2.1 Chemicals and reagents 

Solvents, for liquid chromatography (LC), and human serum albumin (HAS) were 

purchased from Sigma (Sigma Aldrich SA). (PhSe)2 was synthesized according to 

Paulmier (1986). Analysis of the 1H NMR and 13C NMR spectra showed that (PhSe)2 

obtained presented analytical and spectroscopic data in full agreement with its assigned 

structure. The chemical purity of compound (99.9%) was determined by liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS). All other chemicals and standard 

drugs were purchased from Merk. Human plasma was prepared from healthy male 

volunteers and was kept at 20 ºC until use. 

 

2.2 Chromatographic analyses 
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Aliquots of samples were analyzed using LC techniques in two different systems. 

One LC system unit consists of a pump controller and a UV detector. The LC unit consists 

of a pump controller Merk Hitachi L7110 and a UV detector (Merk Hitachi L7410). 

(PhSe)2 was quantified at 243 nm using a 12.5cm RP-8 Merck (Licrocart) column (5 µm). 

The mobile phase was prepared with water: methanol (30:70) both containing 0.1% formic 

acid, using a flow rate of 1 ml/min and the sample injection volume was 20 µl. Validation 

of chromatographic method was based on specificity, repeatibility (%RSD for RT and area 

< 2% with 10 injections of same sample), and linearity using nine calibration standards. 

The standard curve for (PhSe)2 was linear (R= 0.9908) over the concentration 0.5-1000 

µM. 

Other LC system (Alliance, Waters 2695 Separation Module) with a photodiode 

array detector (DAD, Waters 2996) set at 243 nm was used in tandem with a mass 

spectrometer (Micromass Quattro Micro API).   Samples were analyzed using a 150 x 2.1 

mm i.d., 5µm Atlantis dC18 column (Waters, Milford, USA) and a pre-column with the 

same stationary phase was also used all at 35ºC. The analytes were eluted using a gradient 

mixture of two solvents referred as A (water + 1% formic) and B (methanol+1% formic). 

A linear gradient was used from 30% to 70% solution B in 30 minutes and the flow rate 

was 0.2 ml/min. The injection volume was 1 µL. A divert valve was used to discard the 

eluate from the first 30 second of analysis. The total run time was 30 minutes and the 

retention time for (PhSe)2 was found to be 23.8 minutes.  

Mass Spectrometry. The mass spectrometer was operated using an electrospray 

ionization source in the negative ion mode (ESI-) and a triple quadrupole as analiser. 

Acquisition and data processing were performed using the MassLynx software, from 

Waters. Analysis were carried out using full scan from and product-ion scan (MS/MS) was 

performed to detect fragment ions using collision energy. For the monitorization of (PhSe)2 
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SIR mode (single ion recording) was performed at m/z 189, according to data obtained 

from mass spectra obtained in SCAN mode. Source temperature was 120ºC and 

desolvation temperature was 350ºC. Cone gas flow and desolvation gas flow were 50 and 

750 L/Hr respectively. The capillary voltage was set at 2.5kV and cone voltage 50V. 

2.3 Solubility 

A 5µl of a 50 mM stock solution of (PhSe)2 in dimethyl sulfoxide (DMSO) was 

diluted to 1000 µl with phosphate buffer (PBS) pH 7.4 and incubated at 25º C for 2 hours 

with constant shaking. The undissolved compound was centrifuged to 3,000x g for 10 

minutes. To 50 µl of the supernatant, 50µl of methanol was added and mixed thoroughly. 

The concentration of (PhSe)2 in the sample was determined by LC-UV using the 

calibration curve obtained in the linearity study ( range 0.5-1000µM) of the compound 

prepared in a solution 1:1 (v/v) of  PBS and  methanol. 

 

2.4 Distribution coefficient (Log D) in octanol/PBS pH 7.4 

Octanol and PBS pH 7.4 with ratio 1:1 (v/v) were taken in a flask and shaken 

mechanically for 2 hours to pre-saturate PBS with octanol and octanol with PBS. These 

pre-saturated solvents were used for the present study (Hitzel et al., 2000). A 5µl of 50 

mM(PhSe)2 in 1000 µl octanol was allowed to undergo partitioning with 1000 µl PBS. 

After phase mixing by vigorous shaking for 2 hours, phase separation was done by 

centrifugation at 3,000 x g for 10 minutes followed by 1 hour standing without disturbance. 

The PBS layer was taken out. The concentration of (PhSe)2 in octanol and PBS phases was 

determined by LC-UV using the calibration curve obtained in the linearity study ( range 

0.5-1000µM). 
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Log D (the logarithm of concentration ratio of compound in organic and aqueous 

phase) was calculated according to Dellis et al (2007). Log D should be within average 

Log D ± 0.3 log units. 

 

2.5 Chemical stability 

Chemical stability was carried out according to Mondal et al (2009). Due to 

solubility characteristics of (PhSe)2 the chemical stability was carried out using a medium 

with 50:50 of methanol: PBS pH 7.4. A 5 µl of 50 mM (PhSe)2 solution in DMSO was 

diluted in the medium above mentioned and was kept at 25°C for 24 hours. Stability was 

determined based on comparison of the chromatographic peak area of the compound after 

analysis at 0 hour (freshly prepared and injected) and after 24 hours. 

Similar studies were carried out at 37°C replacing PBS with simulated gastric fluid 

(SGF) and simulated intestinal fluid (SIF) which was prepared following United States 

Pharmacopoeia without enzyme content. Stability was checked for up to 2 hours for SGF 

and 4 hours for SIF. 

 

2.6 Biological stability 

In a test tube, pooled human plasma (700 µl + 300 µl PBS pH 7.4) or HSA (40 

g/lin1000 µl PBS pH 7.4) were mixed with 5 µl of 20 mM (PhSe)2 dissolved in DMSO. 

The test tube, with a final concentration of 100 µM (PhSe)2, was incubated at 37 ºC and at 

predetermined time points 0 (freshly prepared and injected) and 1 hour, a 100 µl aliquot 

was removed, mixed with 200 µl of methanol and centrifuged at 3,000 x g for 10 minutes. 

The supernatant was removed and analyzed by LC-UV. The concentration of (PhSe)2 was 

determined using the calibration curve obtained in the linearity study ( range 0.5-1000µM). 
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LC-MS analyses were performed to check the possible degradation of (PhSe)2 by plasmatic 

enzymes. 

 

2.7 Determination of free (PhSe)2 concentrations in HAS and plasma 

Determination of free (PhSe)2 concentrations in HAS and plasma study was carried 

out according to Herforth et al. (2002), by using two chamber equilibrium dialysis cells, 

each with a capacity of 1.0 ml. The two chambers in each cell are separated by a 

membrane with a molecular weight cut-off of 12000 Da. Prior to use, the membrane was 

boiled in distilled water for 2 hours to remove preservatives. Then, it was kept in isotonic 

phosphate buffer (PBS, pH 7.4). A aliquot of 5 µl of 20 mM (PhSe)2 in DMSO was added 

to human plasma or HAS solutions. Drug-protein solutions were added to one side 

chamber (donor) of the dialysis cell (1ml) and the other side (receiver) was filled with 1 ml 

of PBS. Dialysis was carried out for 8 hours at 37 ºC in a water bath with rotation at 15 

rpm. After 8 hours, 100 µl aliquot of PBS solution (receiver dialysis cell) was removed and 

analyzed by LC-UV. It represents the fraction of unbound drug. The remain bound fraction 

was obtained by the difference between the initial concentration (100 µM) and unbound 

fraction of (PhSe)2. 

 

3. Results 

Solubility of (PhSe)2 was 0.98 ± 0.072µM in PBS pH 7.4 (Table 1). It showed Log 

D value of 3.14± 0.09 log units in the octanol /PBS system (Table 1). 

It was observed that (PhSe)2 was stable (>88%) in PBS pH 7.4, SGF, and SIF. 

Stability was 88.5 ± 5.5 % in PBS pH 7.4; 90.33 ± 3.93% in SGF and 96.22 ± 3.30 % in 

SIF, at the tested conditions (Table 2). 
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The amount of (PhSe)2 obtained from extracted HAS and serum solution incubated 

with 100 µM of the drug were : 76 ± 9.71µM at initial time (0 hours) and 65 ± 10,6µM at 1 

hour  after incubation with HAS;  64 ± 7.6 µM at initial (0 hour) time and 56.5 ± 9.2 µM at 

1 hour after incubation with plasma (Table 3). The presence of other possible compounds 

derived from the molecule of (PhSe)2 was analyzed by LC-MS. Fig. 1 shows the mass 

chromatograms of the HAS and plasma following different incubation times at 37 °C. Only 

(PhSe)2  was detected, with a retention time of 23.9min. Mass spectra and retention time of 

the peak detected are the same of standard solution of (PhSe)2 (Fig. 2), confirming the 

identification of the compound. 

Percentage unbound fraction of (PhSe)2 obtained by equilibrium dialysis from HAS 

and plasma solution incubated with 100 µM of the drug were: 0.69 ± 0.12% and 0.44 ± 

0.09 %, respectively. The remain bound fraction in HAS and plasma, obtained by the 

difference between the initial concentration (100 µM) and unbound fraction of (PhSe)2 

were: 99.31 ± 0.17 and 99.56 ± 0.09, respectively (Table 4). 

 

4. Discussion 

The purposes of the current study were to establish in vitro drug-like properties of 

(PhSe)2 such as: (1) solubility in PBS pH7.4, (2) distribution coefficient(Log D) in 

octanol/PBS pH 7.4; (3) chemical stability (in PBS pH7.4, simulated gastric and intestinal 

fluid), (4) biological stability in HSA and plasma and (5) determination of free drug 

concentrations in HAS and plasma. 

Determination of compound solubility in PBS pH 7.4 or water has become an 

essential early measurement in the drug discovery research. Poor aqueous solubility can 

cause problems in many different in vitro testing techniques, resulting in unreliable results 

and reproducibility problems. Even larger problems may arise when insoluble precipitates 
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cause false positives in bioassays, potentially wasting time and significant cost (Yan and 

Caldwell, 2004). The standard way to determine the solubility of a compound is to use the 

shake-flask solubility method (Chait, 2003). The solubility of (PhSe)2 was found to be 

0.98µM in PBS, pH 7.4. This result indicates that the compound is poorly soluble and may 

create solubility-related problems when formulated as oral dosage form. Accordingly, our 

previous study demonstrated that (PhSe)2 administered at a high dose (500 mg/kg) by oral 

route, dissolved in canola oil, produced a lower C max (13.13 and 10.11µg/ml for rats and 

mice, respectively).These two data together suggest that only a small amount of the 

compound can be dissolved in gastrointestinal fluid in order to be absorbed into the 

bloodstream. 

Log D value of (PhSe)2 was determined to be 3.14 in Octanol/PBS. Log D 

(Octanol/PBS) determines lipophilicity of the compounds and thus determines the 

ability/inability of the drug to cross the gastrointestinal barrier (Di and Kerns, 2003). High 

Log D (>3) leads to low solubility, erratic/poor absorption, high plasma binding, whereas 

very low Log D (<0) indicates low permeability and high renal clearance. Compounds with 

moderate Log D (0-3) have good balance between solubility and permeability and are 

optimal for oral absorption and cell membrane permeation in cell-based assays (Di and 

Kerns, 2003; Hitzel et al., 2000; Dellis et al., 2007). (PhSe)2  (Log D = 3.14) presents a 

high Log D value and, therefore, bears low solubility as observed here. On the other hand, 

the high Log D of (PhSe)2 in octanol/PBS is indicative of its ability to cross membranes as 

well as blood-brain barrier. This result helps to explain the early peak concentration of the 

compound in the plasma (30 minutes) (Prigol et al., 2009) as well as the speed at which the 

compound reaches the brain and causes seizures in animal models (Prigol et al., 2009, 

2010). 
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Drug chemical stability in the stomach and intestine is critical for promoting drug 

absorption in the GI tract (Wasan et al., 2009). Stability study in PBS pH 7.4, and SIF 

revealed that (PhSe)2 is stable at both conditions indicating its acceptability for intended 

absorption from the high surface area of the intestine.  

Drug stability in plasma is a concern in both drug discovery and development areas 

(Chow et al., 1997; Pop et al., 1999; Shipkova et al., 2000). Except for “pro-drugs”, drug 

candidates undergoing rapid degradation in plasma generally have undesirable 

pharmacokinetic parameters and pose analytical challenges. For drug development 

candidates, plasma instability will cause some problems in the validation of the 

bioanalytical assays, for the unstable pharmaceutical components or their metabolites 

present in plasma samples (Kerbusch et al., 1998). For these reasons, plasma stability data 

can be useful in drug discovery programs to avoid the selection of unstable drug 

candidates. In the he chromatograms obtained in the analysis of (PhSe)2 in HAS and 

plasma following different incubation times using the mass spectrometry as detector a peak 

with a with a retention time of 23.9 min was detected and no other compounds, possible 

metabolites of (PhSe)2 obtained after degradation were detected. This result provides 

evidence that (PhSe)2 has biological stability, and it is not susceptible to degradation in 

plasma. 

Determination of free drug concentration is another important parameter that needs 

to be evaluated in the pharmacokinetic studies, as unbound drug plasma concentration 

decides the pharmacological effects of a compound in regards to tissue distribution, cell 

entry, receptor interaction and availability for elimination (Yan and Caldwell, 2004; 

Banker et al, 2003). Previous reports suggest that dialysis for 6 to 8 hours is optimum to 

reach equilibrium (Banker et al., 2003) and hence 8-hour dialysis was performed in these 

studies. Since albumin is the most abundant plasma protein and it is well known to bind 
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and carry out a large number of amphiphilic molecules in plasma, we have performed 

binding assays using HAS and human plasma proteins. The unbound fraction of (PhSe)2 in 

HAS and plasma were 0.69 % and 0.44%, respectively, while 99.31% (PhSe)2 was bound 

to BSA and 99.56% inhuman plasma proteins. These data provide three main evidences: 

(1) (PhSe)2 unbound fraction in HAS and plasma is much lower, (2) the compound has a 

large plasma protein binding and (3) most of the compound is bound to albumin.  

Plasma protein binding is typically a reversible interaction; however, irreversible or 

covalent binding can occasionally occur (Nassar et al., 2009). To analyze the interaction 

between (PhSe)2 and proteins, (PhSe)2 was incubated with HSA and plasma. The mixture 

was extracted with methanol. The extraction with methanol is able to denature proteins and 

break weak bonds, but is not capable of breaking covalent bonds. It was observed that 

when incubated with HSA and plasma, already at baseline, an average value of 77% and 

65% of the compound, respectively, appears free of proteins after extraction. These results 

indicate that most of the compound is covalently bound to proteins and thus remains in the 

precipitate. (PhSe)2 interacts with sulfhydryl groups to proteins oxidizing them to 

disulfides (Nogueira et al., 2004), a hypothesis is that it reacts with the sulfhydryl group of 

cysteine 34, the only reactivethiol group in serum albumin (Cotgreave et al., 1992; Wagner 

et al., 2004) to form a selenosulfide. Accordingly to a metabolic study with another 

selenoorganic compound, ebselen, more than 90% of intravenously administered ebselen in 

mouse plasma is bound by selenium-sulfur bounds to reactive thiols in serum albumin. The 

compound is transferred from the BSA complex to membrane-associated proteins after 

reductive cleavage of the Se-S bound effected by endogenous protein thiols or externally 

added reductants such as, GSH (Wagner et al., 2004). 

The findings of the present study indicate that (PhSe)2 presents good chemical and 

biological stability. However, compound showed low aqueous solubility, high Log D 
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values and high binding to plasmatic protein. These data are very important since: (a) 

permit the knowledge of the pharmacokinetic properties of (PhSe)2, (b) explain the low 

bioavailability of the compound, which was demonstrated in previous studies and (c) 

suggest future changes in the chemical structure of (PhSe)2 for an improvement in its 

pharmacokinetic properties. 
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Tables 
 
 
 
Table 1: Solubility and distribution coefficient (Log D) in octanol/PBS pH 7.4 of (PhSe)2. 

Solubility (µM)a Log D Octanol/PBS (log Unit)b 
 
0.98 ± 0.072 
 

 
3.13 ± 0.091                                                      

a,bResults are average of two experiments ± SD. 
bIndividual distribution coefficient (Log D) values were within  ± 0.3 log unit of average Log D (PhSe)2. 
 
 
 
 
Table 2: Chemical Stability of (PhSe)2 in PBS pH 7.4, simulated gastric fluid and 
simulated intestinal fluid 

Medium (PhSe)2chemical stability(%)a 
PBS pH 7.4 88.11 ± 5.5 

Simulated Gastric Fluid 90.33 ± 3.93    

Simulated Intestinal Fluid 96.22 ± 3.30 

Results are average of three experiments ± SD. 
aChemical Stability was reported as percentage of compound that remains after incubation time 
predetermined for each medium. 
 
 
 
 
Table 3: Amount of (PhSe)2 obtained from extrated HAS and plasma solution incubated 
with 100 µM of the drug. 

            Concentration (µM)   

Medium    0 houra 1 hour 

HSA 76 ± 9.71 65 ± 10.6 

Plasma 64 ± 7.6 56.5 ± 12.2 

Results are average of two or three experiments ± SD. 
a
Time point 0 hour denotes to freshly prepared and injected solution 
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Table 4: Percentage unbound fraction of (PhSe)2 obtained by equilibrium dialysis from 
HAS and plasma solution incubated with 100 µM of the drug. 

   

 Unbound fraction (%)a,b Remain bound fraction (%)a,c 

HSA 0.69 ± 0.12 99.31 ± 0.17 

Plasma 0.44 ± 0.09 99.56 ± 0.09 

Results are average of two or three experiments ± SD. 
aUnbound fraction and remain bound fraction were reported as percentage of compound that remains after 
incubation time predetermined for each medium. 
bUnbound fraction were obtained by equilibrium dialysis after 8 hours of incubation. 
rRemain bound fraction was obtained by the difference between the initial concentration (100 µM) and 
unbound fraction of (PhSe)2 
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Figures: 
 
 
Figure 1 
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(b)Plasma 0  and 1 hour 
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Figure 1: Chromatogram of  LC-MS analysis of (a) HAS sample (0 and 1 hour) and (b) 
plasma sample (0 and 1 hour). 
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Figure 2 
 
 

 
Figure 2: MS ion spectra obtained of (PhSe)2 (m/z 189) eluted at 23.9 min. The ion 
structure is presented. 
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4.7 Estudo do metabolismo do disseleneto de difenila in vitro: Identificação de 

intermediários reativos por análise da formação de adutos com a glutationa 

 

 

4.7.1 Manuscrito 2 
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Abstract  

In spite of extensive literature describing pharmacological and toxicological properties of 

diphenyl diselenide (PhSe)2, little is known about its metabolism. The present study 

investigated, for the first time, (PhSe)2 metabolic pathways in vitro: (1) 100 µM (PhSe)2 

was incubated with different liver fractions (Total Homogenate, S9, Soluble and 

Microsomal Faction). Samples were qualitatively analyzed using liquid chromatography-

tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). Reduced glutathione (GSH)-selenol adduct was 

detected in four different liver fractions, with a ion scan spectrum of m/z 462; (2) 

Microsomal fraction was incubated with 100 µM (PhSe)2, supernatant and precipitate were 

quantitatively analyzed using liquid chromatography (LC) and inductively coupled plasma 

(ICP) respectively.45 µM (PhSe)2 appears in supernatant at baseline and 18 µM after 1 

hour of incubation, while 57 ppb of selenium remaining in the precipitate after 1 hour of 

incubation. The addition of GSH maintains constant (PhSe)2 levels in supernatant and 

significantly reduces the amount of selenium in the precipitateafter 1 hour of incubation. In 

microsomal incubation of (PhSe)2 with N-acetylcysteine (NAC), a NAC-selenol adduct 

was detected by LC-MS with a ion scan spectrum of m/z 318. NAC significantly reduces 

the amount of selenium in the precipitate. The inhibition of microsomal P450 activity by 

carbon monoxide did not alter the amount of (PhSe)2 in supernatant and selenium levels in 

precipitate. These data indicate that (PhSe)2 is not metabolized by phase I reactions and it 

reacts chemically with GSH and NAC forming adducts, these decreases covalent binding 

of the compound with proteins; (3) Potential of (PhSe)2 to inhibit the cytochrome P450 

enzymes was assessed (PhSe)2 already at 1 µM reduced microsomal activity. The 

calculated IC50 value for microsomal activity inhibition by (PhSe)2 was 78 µM. 

Keywords: diphenyl diselenide, metabolism, rat liver microsome, selenium. 
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1 Introduction 

In last years, a large number of novel pharmaceutical agents derived from selenium 

are under research (Mugesh et al., 2001; Nogueira et al., 2004; Rosa et al., 2007). Among 

them are the organoselenium compounds, with emphasis to diphenyl diselenide (PhSe)2, 

widely studied in several animal models (Nogueira et al., 2004; Rosa et al., 2007; 

Savegnago et al., 2007; Ghisleni et al., 2008; Prigol et al., 2009a).  

(PhSe)2 is a highly lipophylic compound that possesses double face due to its 

contrasting behaviour, which depends on the dose used (Nogueira et al., 2004). (PhSe)2 has 

antioxidant activity, confirmed in several in vitro and in vivo models (Meotti et al., 2004; 

Luchese et al., 2007; Prigol et al., 2009a), and thus has a protective effect against hepatic 

(Borges et al., 2005), and gastric (Savegnago et al., 2005) injuries, in addition to its 

neuroprotective (Ghisleine et al., 2003), anti-inflammatory (Savegnago et al., 2007) and 

antidepressant-like (Ghisleni et al., 2008) activities. 

On the other hand, (PhSe)2 has been reported to cause neurotoxicity in rodents 

(Nogueira et al., 2003a; Prigol et al., 2007, 2008) and inhibition of sulfhydryl enzymes 

(Barbosa et al., 1998; Borges et al., 2005; Nogueira et al., 2003b; Prigol et al., 2007). In 

addition, a different toxicity across species induced by (PhSe)2 has been documented, since 

the chemical failed to produce any adverse effects in rats, despite a much higher dose. In 

contrast, a similar dose of the compound induces seizures and death in mice (Nogueira et 

al., 2003a). The reasons for differential toxicity between mice and rats are presently 

unknown. 

A recent pharmacokinetic study of (PhSe)2 in rats and mice indicated that the 

maximum concentration  for (PhSe)2 in plasma of rats and mice occurs at 30 min after oral 

administration of compound dissolved in canola oil. Animals exhibited a concentration–

time profile characterized by an early peak concentration followed by a continuous decay 
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in plasma concentration, which remained at detectable levels for up to 8 h after dosing. 

Furthermore, the same study demonstrated that the use of different administration routes 

(p.o., i.p. and s.c.) and vehicle solutions (canola oil or DMSO) in rats and mice indicates 

that the appearance of seizures and (PhSe)2 plasmatic levels are dependent of 

administration routes (i.p. >p.o.>s.c.), vehicle solutions (DMSO> canola oil) and animal 

species (mice > rat) (Prigol et al., 2009b). Similar study done in rat pups showed that 

plasma concentration of (PhSe)2 in the rat pups is about 4.3-fold lower compared to that of 

seen in adult rats. However (PhSe)2 has shown evidence of toxicity in rat pups, even 

though in lower concentrations in plasma, demonstrating that rat pups is more sensible to 

toxic effect produced by (PhSe)2 when compared to adult rats (Prigol et al., 2010). 

In spite of extensive literature reporting pharmacological properties of (PhSe)2, 

little is known about its metabolism. The aim of our study was to identify possible 

metabolic pathways of (PhSe)2 by (1) incubation of the compound with different liver 

fractions (Total Homogenate, S9, Soluble and Microsomal Faction). Based on these 

results, the next objective were (2) to carry out (PhSe)2 incubations with microsomal 

fraction in different conditions and (3) assessed the potential of (PhSe)2 to inhibit the 

cytochrome P450 enzymes. 

 

2. Materials and Methods 

2.1 Chemicals and reagents 

Solvents for high performance liquid chromatography (LC) and liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS), nicotinamide adenine dinucleotide 

phosphate (NADP), glucose-6-phosphate, glucose-6-phosphate dehydrogenase, reduced 

glutathione (GSH) and N-acetylcysteine (NAC) were purchased from Sigma (St. Louis, 

MO, USA). (PhSe)2 was synthesized according to Paulmier (1986). Analysis of the 1H 
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NMR and 13C NMR spectra showed that (PhSe)2 obtained presented analytical and 

spectroscopic data in full agreement with its assigned structure. The chemical purity of 

compound (99.9%) was determined by liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

(LC-MS). All other chemicals and standard drugs were purchased from Merk. 

 

2.2 Liver Fractions preparation 

Ethical authorization was obtained from Committee on Care and Use of 

Experimental Animal Resources, Federal University of Santa Maria, Brazil for use of 

animals for the present study. 

The liver fractions were prepared accordingly to Constantino et al. (1999), with 

same modifications. Rats were euthanized and liver was rapidly removed, immersed in ice-

cold phosphate buffer (PBS) pH 7.4, minced and washed with the same solution. The 

mince was homogenized with Teflon/glass homogenizer, immersed in ice, using 3 ml of 

washing solution per g of liver. 

Total Homogenate: The homogenate was centrifuged at 1,000 x g for 10 minutes at 

4 ºC. The pellet was discarded and supernatant was used as liver total homogenate. This 

preparation was divided in two parts. One was characterized and stored at -80C to use in 

incubation studies. The other was used to prepare other liver fractions. 

S9 fraction: Liver homogenate was centrifuged at 9,000 x g for 10 minutes at 4 ºC. 

The pellet was discarded and supernatant was used as S9 fraction. This preparation was 

divided in two parts. One was characterized and stored at -80C to use in incubation studies. 

The other was used to prepare other liver fractions. 

Microsomal and soluble fractions: S9 fraction was centrifuged at 100,000 x g for 1 

hour at 4 ºC. The supernatant was used as soluble fraction and stored at -80C. The pellet 
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was suspended in PBS (same to initial volume) and was used as microsomal fraction and 

stored at -80C. 

Protein concentration was determined by the method of Lowry (Lowry et al., 1951) 

using bovine serum albumin as a standard. 

2.3 In vitro assays 

2.3.1 (PhSe)2 incubations with different liver fractions 

Incubations were performed at 37ºC in PBS pH 7.4 using total volume of 1 ml with 

0.5 mg protein/ml of the liver fraction under study, 6.25 mmol/ml glucose-6-phosphate, 

1.25 mmol/ml NADP, 5mmol/ml MgCl2 and 2.5 U/ml of glucose-6-phosphate 

dehydrogenase. Reactions are started by the addition 20 µl of (PhSe)2 dissolved in 

methanol. Final substrate concentration was 100 µM. Aliquots (100 µl) were withdrawn at 

timed intervals (0 and 1 hour), and quenched by the sequencial addition of 400 µl 

methanol. After centrifugation to 3,000x g for 10 minutes, the supernatant was analyzed by 

LC-MS to verify the formation of possible metabolites and characterize them. 

 

2.3.2 (PhSe)2 incubations with microsomal fraction 

Incubations were performed at 37ºC in PBS pH 7.4 using total volume of 1 ml with 

0.5 mg protein/ml of  microsomal fraction, 6.25 mmol/ml glucose-6-phosphate, 1.25 

mmol/ml NADP, 5mmol/ml MgCl2 and 2.5 U/ml of glucose-6-phosphate dehydrogenase. 

Reactions are started by the addition 20 µl of (PhSe)2 dissolved in methanol. Final 

substrate concentration was 100 µM. Aliquots (100 µl) were withdrawn at timed intervals 

(0 and 1 hour), and quenched by the sequential addition of 400 µl methanol. After 

centrifugation to 3,000x g for 10 minutes, the supernatant was analyzed by LC-UV to 

assess the concentration of the (PhSe)2 and  LC-MS to verify the formation of possible 

metabolites and characterize them. The protein precipitate was analyzed by inductively 
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coupled plasma (ICP) to verify Se concentration, it is an indicative of (PhSe)2 covalent 

binding in microsomal proteins. 

Experiments using GSH or NAC were conducted to verify the formation of 

adducts, since GSH and NAC are nucleophilic agents that react with electrophilic 

compounds. GSH or NAC both at 1mM were added to the incubation medium. 

Experiment using carbon monoxide was conducted in order to cause inhibition of 

enzyme activity of the P450 complex, which is oxygen-dependent. Carbon monoxide as 

bubbled into the microsomal solution for 5 min prior to the addition of the substrate. 

 

2.3.3 Assessment of (PhSe)2 potential to inhibit the Cytochrome P450 enzymes. 

(PhSe)2 potential to inhibit the cytochrome P450 enzymes was assessed through the 

initial rate of formation of N, ethilbenzamide, a metabolite of N, N diethilbenzamide, 

formed from a reaction with cytochrome P450. 

Incubations were performed at 37ºC in PBS pH 7.4 using total volume of 1 ml with 

0.5 mg microsomal fraction, 6.25 mmol/ml glucose-6-phosphate, 1.25 mmol/ml NADP, 

5mmol/ml MgCl2 and 2.5 U/ml of glucose-6-phosphate dehydrogenase. Reactions are 

started by the addition 20 µl of (PhSe)2 dissolved in methanol, at concentrations ranging 

from 1 to 1000 µM. The incubation mixture was pre incubated for 10 minutes prior to the 

initiation of metabolic reaction with N, N diethilbenzamide (final concentration of 100 

µM). Aliquots (100 µl) were withdrawn at timed intervals (0, 10 and 20 minutes), and 

quenched by the sequential addition of 400 µl methanol. After centrifugation to 3,000x g 

for 10 minutes, the supernatant was analyzed by LC to assess the concentration of N, 

ethilbenzamide. 
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Potential of (PhSe)2 to inhibit cytochrome P450 was assessed by calculating the 

initial rate of formation of the substrate N, ethilbenzamide in the first 20 minutes of 

incubation of the N, N diethilbenzamide in the presence and absence of (PhSe)2. 

 

2.4 Analysis Methods 

2.4.1 Chromatographic analyses 

Aliquots of samples were analyzed using LC techniques in two different systems, to 

assess the concentration of the samples. One LC system unit consists of a pump controller 

and a UV detector. The LC unit consists of a pump controller Merk Hitachi L7110 and a 

UV detector (Merk Hitachi L7410). (PhSe)2 was quantified at 243 nm using a 12.5cm RP-8 

Merck (Licrocart) column (5 µm). The mobile phase was prepared with water: methanol 

(30:70) both containing 0.1% formic acid, using a flow rate of 1 ml/min and the sample 

injection volume was 20 µl. Validation of chromatographic method was based on 

specificity, repeatibility (%RSD for RT and area < 2% with 10 injections of same sample), 

and linearity using nine calibration standards. The standard curve for (PhSe)2 was linear 

(R= 0.9908) over the concentration 0.5-1000 µM. 

Other LC system (Alliance, Waters 2695 Separation Module) with a photodiode 

array detector (DAD, Waters 2996) set at 243 nm was used in tandem with a mass 

spectrometer (Micromass Quattro Micro API).   Samples were analyzed using a 150 x 2.1 

mm i.d., 5µm Atlantis dC18 column (Waters, Milford, USA) and a pre-column with the 

same stationary phase was also used all at 35ºC. The analytes were eluted using a gradient 

mixture of two solvents referred as A (water + 1% formic) and B (methanol+1% formic). 

A linear gradient was used from 30% to 70% solution B in 30 minutes and the flow rate 

was 0.2ml/min. The injection volume was 1 µL. A divert valve was used to discard the 

eluate from the first 30 second of analysis. The total run time was 30 minutes. 
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Mass Spectrometry. The mass spectrometer was operated using an electrospray 

ionization source in the negative ion mode (ESI-) and a triple quadrupole as analiser. 

Acquisition and data processing were performed using the MassLynx software, from 

Waters. Analysis were carried out using full scan from and product-ion scan (MS/MS) was 

performed to detect fragment ions using collision energy. For the monitorization of (PhSe)2 

and GSH-selenol and NAC-selenol adducts, SIR mode (single ion recording) was 

performed at m/z 189, m/z 462 and m/z 318, respectively, according to data obtained from 

mass spectra obtained in SCAN mode. Source temperature was 120ºC and desolvation 

temperature was 350ºC. Cone gas flow and desolvation gas flow were 50 and 750 L/Hr 

respectively. The capillary voltage was set at 2.5kV and cone voltage 50V. 

2.4.2 Inductively coupled plasma (ICP) analyses 

A microsomal precipitate was treated at 60 ºC for 1 hour with concentrated nitric 

acid (100 µl) and H2O2 (10 µl). Samples were diluted to 5 ml with water and analyzed in 

ICP. Selenium was determined with ICP (Shimadzu Corp). 

Selenium concentration in microsomal precipitate is expressed as ppb (parts per 

billion) in the sample. 

 

2.5 Statistical analysis 

The results are presented as means ± S.D. Statistical analyses were performed using 

a one-way analysis of variance (ANOVA), followed by the Duncan’s range test when 

appropriate. The IC50 (inhibitory concentration) was calculated by using the two data 

points traversing the 50% inhibition lines in terms of the activity. The p values less than 

0.05 were considered as indicative of significance. 

 

3 Results 
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3.1 (PhSe)2 incubations with different liver fractions 

(PhSe)2 was incubated with four different liver fractions: Total homogenate, S9, 

soluble and microsomal fraction. The presence of other possible metabolites derived from 

the molecule of (PhSe)2 was analyzed by LC-MS. Fig. 1, 2 and 3 show the mass 

chromatograms of total homogenate, S9, soluble and microsomal fraction following 

different incubation times (0 and 1 hour) at 37 °C. (PhSe)2 was found, with a retention time 

of 23.9 min and ion scan  m/z 189, the same of standard solution of (PhSe)2 (Fig. 4). GSH-

selenol adduct was detected in four different liver fractions, already at baseline, with a 

retention time of 7 minutes (Fig. 1-3) and ion scan spectrum of m/z 462. Collision-induced 

dissociation of GSH-selenol adduct gave rise to a major fragment ion m/z 304 with resulted 

from selenol loss (Fig. 5). 

3.2 (PhSe)2 incubations with microsomal fraction 

In microsomal incubation with (PhSe)2 the amount of compound which remains 

free in the supernatant was analyzed by LC (Table 1) and the amount of compound that 

remains bound to protein in the precipitate was measured in the form of selenium by ICP 

(Table 2). 

It was observed that when microsomal fraction was incubated with 100 µM 

(PhSe)2, already at baseline, an amount of 45 µM (PhSe)2 appears in the supernatant, 

regardless of the different conditions tested. After 1 hour, only 18 µM (PhSe)2 appears in 

the supernatant (Table 1). The quantity of 57 ppb of selenium remained in the precipitate 

after 1 hour of incubation (Table 2). 

The addition of GSH in incubation medium maintained constant the levels of 

(PhSe)2 in the supernatant, even after 1 hour of incubation of 46 µM (PhSe)2 (Table 1). 

The addition of GSH significantly reduced the amount of selenium in the precipitate (35 

ppb) after 1 hour, when compared to all other groups (Table 2). 
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In microsomal incubation of (PhSe)2 with NAC, a NAC-selenol adduct was 

detected, already at baseline, with a retention time of 13 minutes (Fig. 6) and ion scan m/z 

318. Collision-induced dissociation of  NAC-selenol adduct gave rise to two major 

fragment ions m/z 189 and 157 with resulted from selenol-thiol and selenol loss (Fig. 7). 

The amount (PhSe)2 in supernatant after 1 hour of incubation (26 µM) is significantly less 

than the amount at 0 hour. The addition of NAC significantly reduced the amount of 

selenium in the precipitate (39 ppb), when compared to (PhSe)2 group (Table 2). 

The inhibition of microsomal P450 activity by preincubating the microsomal 

fraction with carbon monoxide did not alter the amount of (PhSe)2 that appears in 

supernatant (52 µM at 0 hour and 20 µM at 1 hour) when compared to (PhSe)2 group. 

Levels of selenium in the precipitate after 1 hour of incubation were 46 ppb. These values 

are significantly similar when compared to the values of microsomal fraction incubated in 

the presence of oxygen. 

3.3 Potential of (PhSe)2 to inhibit cytochrome P450 enzymes 

The microsomal activity of cytochrome P450 enzymes responsible by formation of 

N, ethilbenzamide, a metabolite of N, N diethilbenzamide, was significantly reduced by 

(PhSe)2 already at the lowest concentration tested (1 µM). The calculated IC50 value for 

microsomal activity inhibition by (PhSe)2 was 78 µM (Table 3). 

 

4 Discussion 

(PhSe)2 is a highly lipophilic compound, thus it is likely that its metabolism and 

elimination depends on metabolism in the liver. The aim of this study was to characterize 

the metabolism of the compound in rat liver in vitro. Metabolism occurs through reactions 

representing two distinct phases. Phase I reactions are most commonly described as 

“functionalization” reactions and include oxidations, reductions and hydrolyses, these 
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introduce a new polar functional group and are majority catalyzed by cytochrome P450 

enzymes. Phase II reactions are most commonly describes as conjugation reactions, and 

include glucuronidation, sulfonation, acetylation, methylation and GSH conjugation. These 

cause a drastic increase in the polarity, and thus excretion of a drug (Nassar et al., 2009). In 

this way, we carried out metabolic study of (PhSe)2 using four different liver homogenate 

fractions: total homogenate, S9, soluble and microsomal fraction. The results of four 

different fractions analyzed by LC-MS demonstrated the same profile described by 

appearance of initial compound (PhSe)2 and a selenol-GSH adduct, characterized by LC-

MS-MS. 

There are many evidences that toxicology of (PhSe)2 involves the oxidation of SH 

groups from proteins and of low-molecular weight thiol containing molecules such as GSH 

(Barbosa, 1998; Bruning et al., 2009). In this way, many works of our research group 

suggested the formation of the complex selenol-SR as product of oxidation of thiol groups 

(Nogueira 2004; Bruning et al., 2009), but it was never structurally characterized. This 

study showed, for the first time, the existence and characterization of adduct selenol-GSH. 

An important observation of this study is that when (PhSe)2 was incubated with 

different liver fractions, already at initial time occurred the formation of selenol-GSH 

adduct. These data indicates that (PhSe)2 does not react enzymatically with GSH, but 

chemically, forming adducts. We propose that GSH, an endogenous nucleophile, reacts 

with (PhSe)2 via a thiol nucleophilic attack in the selenium atom of (PhSe)2, capturing the 

chemically reactive intermediate selenol, this electrophilic species is then free to covalently 

bind to proteins; thus preventing it from reacting with thiols of endogenous proteins. 

To prove the formation of adducts between selenol and SH groups, we carried out 

microsomal incubations using NAC, an exogenous thiol compound. Already at initial time 

occurs the formation of selenol-NAC adduct, proving that complex formation occurred by 



 113

a chemical mechanism of nucleophilic attack in the selenium atom of (PhSe)2. This study 

showed, for the first time, the existence and characterization of complex selenol-NAC. 

Based on data from this study, we propose that the formation of adduct with GSH 

could be the first step in metabolism of the compound, involving the formation of 

mercapturic acid derivatives which are except in the urine. Mercapturic acids (MAs) are 

excretion products formed during the metabolism of electrophilic chemicals. MAs are 

formed from GSH S-conjugate via the MA pathway. When GSH S-conjugates metabolize 

to the corresponding MAs, γ-glutamyl and glycinyl residues are removed from de GSH S-

conjugate by γ-glutamyl-transpeptidase and dipeptidases, with subsequent acetylation to 

MAs (N-acetyl-L-cysteine S-conjugates) by cysteine S-conjugate N-acetyltransferase (De 

Rooij et al., 1998). Future studies, using in vivo experimental models, will be needed to 

identify whether the liver selenol-GSH adducts identified by us in this work are excreted in 

urine as the corresponding MAs. 

Many xenobiotics are converted to highly reactive intermediates in living systems 

where they subsequently interact with cell constituents. This has been widely implicated as 

a critical event in target organ toxicity induced by therapeutic and environmental chemicals 

(Hinson et al., 1994). The mechanism by which chemicals cause toxicity is for the most 

part unknown, but protein covalent binding by xenobiotic metabolites has long been 

associated with target organ toxicity (Cohen et al., 1997). 

To analyze the interaction between (PhSe)2 and microsomal fraction, microsomal 

fraction was incubated with 100 µM (PhSe)2. It was observed that already at baseline, an 

amount of 45 µM (PhSe)2 appeared in the supernatant, after 1 hour only 18 µM (PhSe)2  

was found in the supernatant, as well 57 ppb of selenium remaining in the precipitate after 

1 hour of incubation. These results indicate that most of the compound, upon contact with 

liver microsomal fraction, rapidly bound to proteins and that the amount of compound that 
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bound to proteins increased with the increase of time. We believe that (PhSe)2 reacted with 

essential thiol groups of proteins via a thiol nucleophilic attack in the selenium atom of 

(PhSe)2, capturing the chemically reactive intermediate selenol, and oxidizing endogenous 

proteins. In this way, several works of our research group demonstrated that (PhSe)2 causes 

reduction on the activity of δ-ALA-D and Na+, K+ ATPase, sulfhydryl containing enzymes, 

and relate, at least in part, this event to the toxicological effect of the compound (Nogueira 

et al., 2004, Borges et al., 2005; Prigol et al., 2007, 2008). Besides, studies with ebselen, an 

organoselenium compound, demonstrated that intracellular effect of covalent binding of 

the compound to essential thiol groups in protein causes inhibition in enzymes such as 

glutathione S-transfereses (Nikawa et al., 1994), monooxygenases (Ziegler et al., 1992) 

and the inhibition of IP3-induced calcium release (Dimmeler et al., 1991). 

To understand the role of GSH on (PhSe)2 metabolism, further experimental 

protocols were carried out in the presence of GSH. The addition of GSH did not alter the 

initial amount of (PhSe)2 in supernatant (45µM), however after 1 hour of incubation the 

levels of compound remained equal to the initial levels (46%). Furthermore, levels of 

selenium in the precipitate after 1 hour of incubation were 35 ppb, much lower than those 

observed in the incubation without GSH. These data indicate that GSH acts has a 

protective effect in tissues, since it forms an adduct with selenol, consequently preventing 

the oxidation of endogenous proteins. In this manner, several researchers have 

demonstrated the relationship between (PhSe)2 administration and GSH levels. Maciel et 

al. (2000) have shown that GSH and other thiols (such as DTT) could be oxidized by 

(PhSe)2 and that acute and two week exposure to (PhSe)2 caused a decrease in the hepatic 

and renal content of non-protein-SH in mice. Adams et al. (1989) demonstrated that 

administration of (PhSe)2 in mice decreased hepatic GSH content by 50% after 1 h 

exposure. 
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The hepatic cytochrome P450 monooxygenase catalyzes the oxidation of a large 

number of endogenous compounds and the majority of ingested environmental chemicals, 

leading to their elimination and often to their metabolic activation to toxic products. This 

enzyme system therefore provides our primary defense against xenobiotics and is a major 

determinant in the therapeutic efficacy of pharmacological agents (Raucy and Allen., 

2001). The hepatic cytochrome P450 (CYP) monooxygenase catalyze is strictly on 

molecular oxygen and is inhibited by carbon monoxide. To evaluate the importance of 

hepatic P450s in (PhSe)2 biotransformation we have conditionally inhibited microsomal 

P450 activity by preincubating the microsomes with carbon monoxide. We observed that 

on average 52 µM (PhSe)2 appeared free after extraction, after 1 hour only 20 µM (PhSe)2 

was detected free. Levels of selenium in the precipitate after 1 hour of incubation were 46 

ppb. These values are significantly similar when compared to the values of microsomes 

incubated in the presence of oxygen. These in vitro data together with those shown above 

indicate that (PhSe)2 biotransformation does not depend on the cytochrome P450 

monooxygenase enzymes. 

Some studies conducted in our research group demonstrated that administration of 

the (PhSe)2 in different experimental models tends to be more toxic for mice than for rats 

(Nogueira et al., 2004; Prigol et al., 2009b). Moreover, it was shown that the compound 

caused more toxicity for rat pups than for adult rats (Prigol et al., 2007; 2008; 2009b; 

2010). There were speculations that these differences were related to a possible 

biotransformation of the compound, and a possible metabolite would be responsible for the 

toxic effects of the compound in animals. Considering results of present study, we can 

infer that (PhSe)2 causes toxicity by reacting with endogenous thiol groups in protein to 

form protein seleno dissulfides. We can also infer that differences in toxicity related to age 

or species could be associated to conjugation of the compound with GSH, since the 
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formation of this adduct protects against protein oxidation. In this manner, Degan and 

Neumann (1978) report that GSH content may be critical in inhibition of the cellular 

macromolecule bindings to foreign compounds like aflatoxin B1, elimination of which rely 

mainly on GSH-conjugation. Additionally, Prescott (1983) related species differences in 

susceptibility to the acetaminophen hepatotoxicity, in his study, mice and hamsters are 

more sensitive, while rats are more resistant. Other studies revealed that he hepatic GSH 

levels are equal in resistant and susceptible species, while the rate of GSH conjugation to 

acetaminophen varies greatly in different animal species (Allamed et al., 1987; Smolarek et 

al., 1990). 

Oxidative metabolism mediated by the superfamily of hepatic enzymes known as 

the cytochrome P450 represents a significant clearance pathway for many drugs prescribed 

today, and the inhibition of the metabolism of one drug by another drug taken concurrently 

by the patient has now been shown to be a very important cause of adverse drug reactions 

(Wienkers and Heath., 2005). At the center of P450 catalysis is the iron protoporphyrin IX 

(heme) with a thiolate of conserved cysteine residue as the fifth ligand (Nassar et al., 

2009). Given that, the reactive groups present within enzyme’s active site are nucleophiles, 

irreversible inhibition via covalent binding to electrophilic species can occur. Thus, we 

investigated whether (PhSe)2 could cause an inhibitory effect on cytochrome P450s, since 

it readily reacts with thiol groups. Findings reported in this study clearly demonstrated that 

(PhSe)2 inhibited P450 mediated metabolism of N, N,dietil benzamide. Our data indicate 

that (PhSe)2 can interfere with the metabolism of other drugs that need to be metabolized 

by P450, when administered concomitantly with them. This interaction can reduce the 

formation of metabolites of drugs and change their effect. 

Partial inactivation of cytochrome P-450 was also observed by organochalcogen 

compound ebselen (Kuhn-Velten and Sies., 1989). It appears to be associated with a Se-N 
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bond cleavage in the ebselen molecule due to interaction with SH groups of microsomal 

proteins in vitro (Kamigata et al., 1986). Ebselen could interact either directly (i.e. by 

formation of a Se-S bond) or indirectly (i.e. by formation of a Se-Fe3+ complex and 

consecutive protonation of the S- anion) with the thiolate group in rat liver microsomal 

cytochrome P-450 (Kuhn-Velten and Sies., 1989). Furthermore, in vivo, ebselen is 

obviously largely bound to plasma proteins and may react with intracellular thiols, notably 

GSH, before reaching the cytochrome P-450-containing membranes of the endoplasmic 

reticulum in vivo. This may contribute to the low toxicity of this substance (Wendel et al., 

1986). 

The main results of our in vitro study indicate that: (1) (PhSe)2 was not metabolized 

by phase I reactions catalyzed by cytochrome P450 enzymes; (2) (PhSe)2 reacted 

chemically with GSH and NAC forming adducts; (3) (PhSe)2 reacted with SH groups from 

proteins, and the presence of GSH and NAC decreased this covalent binding and (4) 

(PhSe)2 reduced microsomal activity of cytochrome P450 enzymes. 

 
Acknowledgements     
 
PDEE CAPES, Universidade de Lisboa, Universidade Federal de Santa Maria. 
 
 
 
  5 References     
 

Adams Jr, W J, Kocsis JJ, Snyder R. Acute toxicity and urinary excretion of Diphenyl 

diselenide. Toxicology Letters, (1989) 48: 301-310. 

 

Allameh A, Saxena M, Mehta LM, Raj HG. Comparison of pulmonary and hepatic 

glutathione depletion by diethyl maleate. Med. Sci. Res., (1987) 15: 957–958. 



 118

Barbosa, N.B.V., Rocha, J.B.T., Zeni, G., Emanuelli, T., Beque, M.C., Braga, A.L. Effect 

of organic forms of selenium on delta-aminolevulinate dehydratase from liver, kidney, and 

brain of adult rats. Toxicol. Appl. Pharm., (1998) 149: 243-253. 

 

Borges LP, Nogueira CW, Panatieri RB et al. Acute liver damage induced by 2-

nitropropane in rats: Effect of diphenyl diselenide on antioxidant defenses.  Chem. Biol. 

Interactions, (2005) 160: 99-107.   

 

Borges, V.C., Rocha, J.B.T., Nogueira, C.W. Effect of diphenyl diselenide, diphenyl 

ditelluride and ebselen on cerebral Na+, K+-ATPase activity in rats. Toxicology, (2005) 

215: 191-197. 

 

Brüning, CA., Prigol, M., Barancelli, DA., Nogueira, CW., Zeni, G. Disubstituted diaryl 

diselenides inhibit δ-ALA-D and Na+, K+-ATPase activities in rat brain homogenates in 

vitro. Molecular and Cellular Biochemistry., (2009) 332: 17-24. 

 

Cohen SD, Pumford NR, Khairallah EA, Boekelheide K, Pohl LR, Amouzadeh HR, 

Hinson JA. Selective protein covalent binding and target organ toxicity. Toxicology And 

Applied Pharmacology, (1997) 143(1), 1-12. 

 

Constantino, L., Paixão P., Moreira R., Iley, J., Do Rosário V.E. Metabolism of 

primaquine by liver homogenate fractions. Evidence for MAO and Cyt P450 involvement 

in the oxidative deamination of primaquine to Carboxyprimaquine. Exp. Toxic Pathol., 

(1999) 51: 299-303. 



 119

De Rooij BM, Commandeur JN, Vermeulen PE. Mercapturic acid as biomarkers of 

exposure to electrophilic chemicals: aplications to environmental and industrial chemicals. 

Biomarkers, (1998) 3: 239-303,  

 

Degan GH, Neumann, HG. The major metabolite of aflatoxin B1 in the rat is a glutathione 

conjugate. Chemico Biol. Interaction, (1978) 22: 239-255. 

 

Dimmeler S, Briine B and Ullrich V. Ebselen prevents inositol (1,4,5)-trisphosphate 

binding to its receptor. Biochem Pharmaco (1991) l42: 1151-1153. 

 

Ghisleine, G., Porciúncula, L.O., Cimarosti, H., Rocha, J.B.T., Salbego, C.G., Souza, D.O. 

Diphenyl diselenide protects rat hippocampal slices submitted to oxygen–glucose 

deprivation and diminishes inducible nitric oxide synthase immunocontent. Brain Res. 

(2003) 986: 196-199. 

 

Ghisleni, G., Kazauckas, V., Both, FL., Pagnussat, N, Mioranzza, S, Rocha, JBT, Souza, 

DO. Diphenyl diselenide exerts anxiolytic-like effect in Wistar rats: Putative roles of 

GABAA and 5HT receptors. Prog. Neuro-Psychoph. (2008) 32: 1508-1515. 

 

Hinson JA, Pumford NR, Nelson SD. The role of metabolic activation in drug toxicology. 

Drug Metabolism Rev. (1994) 26, 395-412. 

 

Kamigata N, Takata M, Matsuyama H and Kobayashi M. Novel ring opening reaction of 

2-aryl-1,2-benzisoselenazol- 3(2H)-one withthiols. Heterocycles (1986) 24: 3027- 3030. 



 120

Kuhn-Velten N and Sies H, Optical spectral studies of ebselen interaction with cytochrome 

P450 of rat liver microsomes. Biochem Pharmacol (1989) 38: 619-625. 

 

Lowry, O H., Rosebrough, N.J., Farr, A L., Randall, R. Protein measurement with the 

Folin phenol reagent. J. Biol. Chem, (1951) 193: 265-275. 

 

Luchese, C., Brandao, R., Oliveira de, R., Nogueira, C.W., Santos, F.W. Efficacy of 

diphenyl diselenide against cerebral and pulmonary damage induced by cadmium in mice 

Toxicol. Lett. (2007) 173 (3): 181-190.     

 

Maciel, E.N., Bolzan, R.C., Braga, A.L., Rocha, J.B.T. Diphenyl diselenide and diphenyl 

ditelluride differentially affect delta-aminolevulinate dehydratase from liver, kidney, and 

brain of mice. J. Biochem. Mol. Toxic. (2000) 14: 310-319. 

 

Meotti, F.C., Stangherlin, E.C., Zeni, G., Rocha, J.B.T., Nogueira, C.W. Protective role of 

aryl and alkyl diselenides on lipid peroxidation. Environ. Res. (2004) 94: 276–282. 

 

Mugesh, G., Du Mont, WW., Sies, H. Chemistry of biologically important synthetic 

organoselenium compounds. Chem. Rev. (2001) 101: 2125-2179. 

 

Nassar AF, Hollenberg P F, Scatina JA. Drug Metabolism Handbook: Concepts and 

Aplications. A John Wiley & Sons, INC., Publication, 2009. 

 

Nikawa T, Schuch G, Wagner G and Sies H, Interaction of ebselen with glutathione S-

transferase and papain in vitro. Biochem Pharmacol , (1994) 47: 1007-1012. 



 121

Nogueira CW, Meotti FC, Curte E, Pilissao C, Zeni G, Rocha JBT. Investigations into the 

potential neurotoxicity induced by diselenides in mice and rats. Toxicology (2003a) 183: 

29-37.    

 

Nogueira CW, Borges VC, Zeni G, Rocha JBT. Organochalcogens effects on delta-

aminolevulinate dehydratase activity from human erythrocytic cells in vitro. Toxicology 

(2003b)191: 169-178. 

 

Nogueira CW, Zeni G, Rocha JBT. Organoselenium and organotellurium compounds: 

toxicology and pharmacology. Chem. Rev. (2004) 104: 6255-6285. 

 

Prescott LF, Critchley J. The Treatment of Acetaminophen Poisoning. Annual Review of 

Pharmacology and Toxicology. (1983) 23: 87-101. 

 

Prigol M, Wilhelm EA, Schneider CC, Rocha JBT, Nogueira CW,  Zeni G. Involvement of 

oxidative stress in seizures induced by diphenyl diselenide in rat pups. Brain Res. (2007) 

1147: 226-232. 

 

Prigol M, Wilhelm EA, Stangherlin EC, Barancelli DA, Nogueira CW, Zeni G. Diphenyl 

diselenide-induced seizures in rat pups: Possible interaction with glutamatergic system. 

Neurochem. Res. (2008) 33: 996-1004. 

 

Prigol M, Luchese C, Nogueira CW. Antioxidant effect of diphenyl diselenide on oxidative 

stress caused by acute physical exercise in skeletal muscle and lungs of mice. Cell 

Biochem. Funct. (2009a) 27 (4), 216-222.     



 122

Prigol M, Schumacher RF, Nogueira CW, Zeni G. Convulsant effect of diphenyl diselenide 

in rats and mice and its relationship to plasma levels. Toxicol Lett (2009b) 189(1): 35-39.  

Prigol M, Pinton S, Schumacher RF, Nogueira CW, Zeni G. Convulsant action of diphenyl 

diselenide in rat pups: measurement and correlation with plasma, liver and brain levels of 

compound. Arch Toxicol (2010) 84: 373–378. 

Raucy JL, Allen SW. Pharmacogen. J. (2001) 1: 178–186 

Rosa RM, Roesler R, Braga AL, Saffi J, Henriques JA.  Pharmacology and toxicology of 

diphenyl diselenide in several biological models. Braz.  Med. Biol. Res. (2007) 40: 1287-

1304. 

Savegnago L, Trevisan M, Alves D et al. Antisecretory and antiulcer effects of diphenyl 

diselenide. Environ. Toxicol.  Pharmacol. (2006) 21: 86-92. 

Savegnago L, Pinto LG, Jesse CR,  Alves D,  Rocha JBT,  Nogueira CW,  Zeni G. 

Antinociceptive properties of diphenyl diselenide: Evidences for the mechanism of action. 

Eur. J. Pharmacol. (2007) 555: 129-138. 

Smolarek TA, Higging CV, Amacher T. Metabolism and cytotoxicity of acetaminophen in 

hepatocyte cultures from rat, rabbit, dog and monkey. Drug Metab. Dis., (1990) 18: 859–

863. 

Wendel A, Otter R, Tiegs G. Inhibition by ebselenof microsomal NADPH-cytochrome 

P450-reductase in vitro but not in vivo.BiochemPharmacol (1986) 35: 2995- 2997. 

 

Wienkers LC, Heath TG. Predicting in vivo drug interactions from in vivo drud discovery 

data. Biological Chemistry, (2005) 257:3073-3083. 

Ziegler DM, Graf P, Poulsen LL, Stahl W and Sies H, NADPH-dependent oxidation of 

reduced ebselen, 2- selenylbenzanilide, and of Z-(methylseleno)benzanilidecatalyzed by 

pig liver flavin-containing monooxygenase, Chem Res Toxic., (1992) 5: 163-166. 



 123

 
 
Tables 
 
 
 
Table 1: (PhSe)2 concentration in supernatant after incubation with liver microsomal 
fraction. The sample preparation and data processing are described in Section 2.3.2 

                          Incubation Time 
 0 hour 0.5 hour  1 hour 
(PhSe)2 100 µM 44.1 ± 8.4 µM 26.2 ± 13.4 µM 18.1 ± 10.07 µMa, b 

(PhSe)2 100 µM + GSH 1mM 45.5 ± 0.8 µM 45.1 ± 0.10  µM 46.3 ± 4.50 µM 

(PhSe)2 100 µM + NAC 1mM 35.8 ± 4.1 µM 32.2 ± 1.5 µM 26.5 ± 0.30 µMa,c 

(PhSe)2 100 µM at CO2 52.0 ± 10.8 µM 35.2 ± 12.4 µM 20.6 ± 6.60 µMa,d 

Results are average of three experiments ± SD. 
(a) Denotes p < 0.05 as compared to the (PhSe)2 100 µM + GSH 1mM (1 hour) group. 
(b) Denotes p < 0.05 as compared to the (PhSe)2 100 µM (0 hour) group. 
(c) Denotes p < 0.05 as compared to the (PhSe)2 100 µM + NAC 1mM (0 hour) group. 
(d) Denotes p < 0.05 as compared to the (PhSe)2 100 µM + at CO2 (0 hour) group. 
 
 
 
 
 
 

Table 2: Concentration of selenium in microsomal fraction precipitate. 
Incubation Medium Selenium (ppb)a 
(PhSe)2 100 uM 52.76 ± 10.79a 

(PhSe)2 100 uM + GSH 1mM 35.50 ± 0.84b   

(PhSe)2 100 uM + NAC 1mM 39.45 ± 0.35 b 

(PhSe)2 100 uM at CO2 46.00 ± 3.9 a 

Results are average of three experiments ± SD. 
Selenium concentration in microsomal precipitate is expressed as ppb (parts per billion) in the sample. 
(a) Denotes p < 0.05 as compared to the (PhSe)2 100 µM + GSH 1mM and (PhSe)2 100 µM + NAC 1mM 
groups. 
(b) Denotes p < 0.05 as compared to other groups. 
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Table 3: (PhSe)2 potential to inhibit cytochrome P450 enzymes, assessment through the 
initial rate of formation of  N, ethilbenzamide, a metabolite of N, N diethilbenzamide. 

(PhSe)2 (uM) Microsomal Activity (%)a
 

0 100 ± 0.00 

1 93.0 ± 4.4 

10 64.6 ± 6.42   

100 46.1 ± 1.73  

1000 23.1 ± 8.88 

Results are average of three experiments ± SD. 
a 

Microsomal activity  was reported as percentage of microsomal activity after preincubation with different 
(PhSe)2 concentrations. Potential of (PhSe)2 to inhibit cytochrome P450 was assessment by calculating the 
initial rate of formation of the substrate N, ethilbenzamide in the first 20 minutes of incubation of the N, N 
diethilbenzamide in the presence and absence of (PhSe)2. 
The incubation medium without pre incubation with (PhSe)2 was considered  as 100% microssomal activity. 
All results are different all results from each other. 
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Figure 1: Chromatogram of LC-MS analysis of Liver Total Homogenate incubated with 
(PhSe)2 100 uM (a) 0 hour (b) 1 hour. 
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Figure 2  
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Figure 2: Chromatogram of LC-MS analysis of  Liver Soluble Fraction incubated with 
(PhSe)2 100 uM (a) 0 hour (b) 1 hour. 
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Figure 3  
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Figure 3: Chromatogram of LC-MS analysis of  Liver Microsomal Fraction incubated 
with (PhSe)2 100 uM (a) 0 hour (b) 1 hour. 
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Figure 4 

µ  
Figure 4: MS ion spectra obtained of (PhSe)2 (m/z 189) eluted at 23.9 min. The ion 
product fragment ion and proposed structure are presented. 
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Figure 5 
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Figure 5: MS ion spectra obtained of GSH-selenol adduct (m/z 462) eluted at 7 min. The 
ion structure, product fragment ions and proposed structure are presented. 
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Figure 6 
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Figure 6: Chromatogram of LC-MS analysis of Liver Microsomal Fraction incubated with  
(PhSe)2 100 uM + NAC 1mM  (a) 0 hour (b) 1 hour. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 131

 
 
 
Figure 7 
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Figure 7: MS ion spectra obtained of NAC-selenol adduct (m/z 318) eluted at 13 min. The 
ion structure, product fragment ions and proposed structures are presented. 
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5. DISCUSSÃO 

 
 
5.1 Convulsões Induzidas pelo Disseleneto de Difenila e Mecanismos Neuroquímicos 

Envolvidos nas Convusões Induzidas pelo Composto 

 
 

Muitos estudos tem sido realizados com o objetivo de elucidar as propriedades 

farmacológicas do (PhSe)2. Tem sido documentado que este composto de Se possui 

propriedade antioxidante (Rossato et al., 2002; Meotti et al., 2004; Prigol et al., 2009), anti-

úlcera (Savegnago et al., 2006), neuroproteção (Ghisleni et al., 2003), hepatoproteção 

(Borges et al., 2005), anti-inflamatória e antinociceptiva (Savegnago et al., 2007a,b), do tipo 

ansiolítica (Ghisleni et al., 2008) e anti-hiperglicêmica (Barbosa et al., 2006). Porém, 

destacam-se também vários efeitos toxicológicos do composto, principalmente relacionados 

ao SNC (Nogueira et al., 2001, 2002, 2003a). No entanto, os estudos realizados, até o 

momento, com o (PhSe)2 utilizaram somente modelos experimentais com animais adultos.  

Nas últimas décadas tem aumentado o número de pesquisas demonstrando que há 

uma grande diferença na suscetibilidade aos efeitos tóxicos de drogas, e que esta está 

relacionada a diferentes estágios da vida (bebês, crianças, adultos e velhos) (Alcorn and 

McNamara., 2003). Os bebês, em particular, apresentam muitas mudanças fisiológicas e 

bioquímicas relacionadas ao desenvolvimento, que afetam a disposição e conseqüente efeito 

das drogas. Neste contexto, consideramos importante a investigação dos efeitos 

toxicológicos do (PhSe)2 em ratos bebês, para melhor entender o comportamento deste 

composto na fase do desenvolvimento. 

No Artigo 1 demonstrou-se, pela primeira vez, que o (PhSe)2, administrado pela via 

oral, causa toxicidade em ratos bebês, evidenciada pelo aparecimento de convulsões. 

Nogueira et al. (2003a) demonstraram que o (PhSe)2 causava convulsões em camundongos 

adultos, porém este efeito não era observado em ratos adultos. A respeito desta diferença 

entre adultos e bebês, Mares et al. (2004) demonstraram que a penetração de drogas no 

cérebro é de extraordinária importância para a obtenção dos efeitos farmacológicos ou 

toxicológicos. Neste sentido, a barreira hemato-encefálica, que controla a entrada de drogas 

no cérebro não está perfeitamente formada no período pós natal, tanto de animais 
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experimentais quanto no homem (Mares et al., 2000; Morgane et a., 2002). E muitas drogas 

com efeito convulsivante, que não atravessam a barreira hemato-encefálica madura, podem 

exibir efeitos tóxicos após a administração sistêmica em ratos bebês (Mares et al., 2004). 

Do mesmo modo, verificou-se que as convulsões causadas pela administração do 

(PhSe)2 são dependentes da dose, sendo que a dose do composto a qual induz convulsão é 

cerca de 10 vezes superior a dose que possui propriedades farmacológicas (Nogueira et al., 

2004; Savegnago et al., 2007a,b). Porém, sabe-se que em virtude de nos primeiros anos de 

vida o cérebro estar em desenvolvimento, convulsões nesta faixa etária podem desencadear 

sérios prejuízos neurológicos que podem se refletir na idade adulta (Vingerhoets, 2006). 

As análises bioquímicas realizadas no cérebro dos animais, após o episódio 

convulsivo, demonstraram um aumento nos níveis de peroxidação lipídica e um aumento da 

atividade da enzima catalase, sugerindo que o estresse oxidativo está associado às 

convulsões induzidas pelo (PhSe)2, podendo ocasionar um dano neuronal.  Além disso, 

observou-se uma significante diferença nos níveis de TBARS e na atividade da δ-ALA-D e 

Na+, K+-ATPase entre os ratos que apresentaram e os que não apresentaram convulsão, na 

dose de 150 mg/kg, o que sugere que o episódio convulsivo pode estar diretamente 

relacionado com o estresse oxidativo e a injúria cerebral no modelo convulsivo induzido por 

(PhSe)2. Na dose de 50 mg/kg de (PhSe)2, os níveis de TBARS não foram alterados em 

ambos os grupos, com ou sem convulsão, o que sugere que o estresse oxidativo está em parte 

relacionado com a dose do composto administrada. As espécies reativas podem ser nocivas 

para as células, devido à oxidação de constituintes essenciais como lipídeos, proteínas e 

DNA, que podem ser medidos por identificação de seus produtos formados durante as 

reações, como o MDA (Reiter, 1995). Tem sido descrito que os radicais livres estão 

envolvidos na gênese das convulsões, um exemplo disso é que a administração intracortical 

de ferro induz descargas epileptiformes e concomitante aumento de radicais livres no 

cérebro e, ambos os fenômenos são inibidos por antioxidantes (Jyoti et al., 2009).  

Outro resultado importante demonstrado neste trabalho foi a redução da atividade das 

enzimas δ-ALA-D e Na+, K+-ATPase, que são enzimas sulfidrílicas e sensíveis a agentes 

oxidantes (Nogueira et al., 2003b; Borges et al., 2005). De fato, estudos demonstraram que a 

toxicidade dos compostos orgânicos de selênio está diretamente relacionada com sua 

capacidade de oxidar grupos SH (Spalholz et al., 2001).  

A importância destes achados está no fato de que a inibição da δ-ALA-D pode levar 

ao acúmulo do seu substrato, o δ-ALA (Emanuelli et al., 2001), o qual pode se auto-oxidar, 
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dando origem às espécies reativas de oxigênio. Estas, por sua vez, são nocivas aos sistemas 

biológicos, uma vez que podem oxidar biomoléculas importantes, provocando injúria 

tecidual e morte celular (Emanuelli et al. 2003). Existem evidências que sugerem o 

envolvimento do δ-ALA, substrato da δ-ALA-D, em manifestações neurológicas como as 

convulsões (Kappas et al., 1995; Emanuelli et al., 2003). 

Do mesmo modo, tem sido descrito que os radicais livres podem estar relacionados com 

a inativação da Na+-K+-ATPase (Dawson & Dawson, 1996). Como a Na+-K+-ATPase é 

uma proteína integral de membrana, ela é um alvo fácil ao ataque dos radicais livres na 

membrana lipídica, principalmente no cérebro, uma estrutura rica em ácidos graxos 

poliinsaturados, os quais são altamente suscetíveis à lipoperoxidação (LPO). O prejuízo na 

atividade desta enzima ocasiona um aumento da excitabilidade neuronal (Grisar et al., 

1983; Furian et al., 2007). Sabe-se que a Na+-K+-ATPase desempenha papel primordial na 

manutenção do gradiente iônico, uma vez que sua inibição aumenta a excitabilidade 

neuronal e facilita o aparecimento da convulsão (Vasilets and Schwarz, 1993; Fighera et 

al., 2006; Royes et al., 2007; Furian et al., 2007).  

Além desses achados, também se observou que a administração oral do (PhSe)2 em 

ratos bebês inibiu a atividade da enzima δ-ALA-D hepática. De fato, compostos que são 

absorvidos pelo trato gastrointestinal sofrem um extenso metabolismo hepático (Timbrell, 

2000). Associado a isso está a capacidade dos compostos de selênio em oxidar grupos SH 

(Nogueira et al., 2004), tornando a enzima δ-ALA-D hepática alvo da ação destes compostos 

(Barbosa et al., 1998; Farina et al., 2003). 

  Neste contexto pode-se inferir que o (PhSe)2 demonstrou efeitos neurotóxicos 

quando administrado pela via oral em ratos bebês. Esses efeitos foram caracterizados pelo 

aparecimento de convulsões, as quais podem estar, pelo menos em parte, associadas ao 

estresse oxidativo. 

Estudos têm demonstrado que compostos organocalcogênios, dentre eles o (PhSe)2, 

atuam sobre o sistema glutamatérgico (Nogueira et al., 2004). O artigo 2, no qual o 

objetivo foi investigar a interação entre o sistema glutamatérgico e o aparecimento de 

convulsões induzidas pelo (PhSe) em ratos bebês, demonstrou que a administração 

concomitante de glutamato e (PhSe)2 aumenta a latência para o primeiro episódio 

convulsivo induzido pelo (PhSe)2. Este resultado sugere que o efeito observado nos 

animais seja apenas do glutamato, já que os dois compostos, como são administrados em 

grande quantidade (glutamato 4g/kg e (PhSe)2 500 mg/kg), devem competir pela 
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metabolização hepática, fazendo com que uma menor dose de (PhSe)2 chegue ao cérebro. 

Alguns dados obtidos neste trabalho sustentam esta hipótese, tais como: marcadores de 

estresse oxidativo, como o TBARS e enzimas antioxidantes, como a catalase, estão 

alterados nos grupos tratados com (PhSe)2, enquanto estes mesmos parâmetros estão 

inalterados nos animais tratados somente com o glutamato. Estes resultados corroboram 

com os apresentados no artigo 1, evideciando que as convulsões induzidas pelo (PhSe)2 

em ratos bebês estão associadas ao estresse oxidativo. 

Além disso, demonstrou-se que o (PhSe)2 modula receptores glutamatérgicos do 

tipo NMDA, uma vez que a pré-administração de MK-801 aumentou a latência para o 

primeiro episódio convulsivo induzido por (PhSe)2, na dose de 500 mg/kg (Artigo 2) e 

aboliu completamente as convulsões induzidas por (PhSe)2, na dose de 50 mg/kg (Anexo 

1). Em contrapartida, o (PhSe)2 não causa convulsões por agir em receptores 

glutamatérgicos do tipo AMPA/cainato, uma vez que a pré-administração de DNQX não 

alterou a latência para o primeiro episódio convulsivo induzido por (PhSe)2 nas doses de 50  

e 500 mg/kg (Artigo 2) e (Anexo 1). Por fim, demonstrou-se que o (PhSe)2 diminui a 

captação de glutamato em sinaptossomas de ratos bebês. A captação de glutamato é um 

dos mecanismos pelo qual o glutamato é removido da fenda sináptica, e esta inibição 

contribui para um aumento nas concentrações do glutamato extracelular. Em conjunto, os 

resultados do artigo 2 demonstram que o (PhSe)2 produz convulsões em ratos bebês 

atuando, pelo menos em parte, nos receptores glutamatérgicos ionotrópicos do tipo NMDA 

e inibindo a captação de glutamato, causando uma  superestimulação do sistema 

glutamatérgico.  

Sabe-se que não apenas a superestimulação do sistema glutamatérgico pode causar 

convulsões, mas também a inibição da resposta GABAérgica é um importante mecanismo 

envolvido na gênese das convulsões. Com isso, no artigo 3 verificou-se os efeitos sobre o 

sistema GABAérgico do aparecimento de convulsões induzidas pelo (PhSe)2  nos ratos 

bebês.  

Agonistas de receptor GABAA, diazepam, fenobarbital e GABA protegeram 

completamente das convulsões induzidas por (PhSe)2  na dose de 50 mg/kg, e aumentaram 

a latência para o início do primeiro episódio convulsivo induzido por (PhSe)2  na dose de 

500 mg/kg. Além disso, o antagonista de receptor GABAA, picrotoxina, diminuiu a latência 

para o primeiro episódio convulsivo induzido por (PhSe)2  nas doses de 50 e 500 mg/kg. 

Estes resultados demonstram o envolvimento do receptor GABAA, direta ou indiretamente, 

nas convulsões induzidas pelo (PhSe)2 em ratos bebês.. 
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Adicionalmente, o pré-tratamento com AOAA, inibidor da GABA transaminase, 

enzima que degrada o GABA na fenda sináptica foi capaz de abolir as convulsões 

induzidas por (PhSe)2, na dose de 50 mg/kg, e aumentou a latência para o início do 

primeiro episódio convulsivo induzido por (PhSe)2, na dose de 500 mg/kg. Estes resultados 

demonstram o envolvimento da enzima GABA transaminase, direta ou indiretamente, nas 

convulsões induzidas pelo (PhSe)2 em ratos bebês.  

Por último, o pré-tratamento com DABA, um inibidor da captação do GABA 

protegeu completamente as convulsões induzidas por (PhSe)2, na dose de 50 mg/kg e 

aumentou a latência para o início do primeiro episódio convulsivo induzido por (PhSe)2, na 

dose de 500 mg/kg. Além de disso, o (PhSe)2 aumentou a captação de GABA em fatias de 

córtex e hipocampo dos ratos bebês, que apresentaram convulsões. Este resultado 

demonstra um efeito direto do (PhSe)2 sobre o sistema GABAérgico. De fato, a diminuição 

na neurotransmissão GABAérgica no SNC contribui para a hiperexcitabilidade, que é 

responsável pelo estatus epilético (Olsen et al., 1999). 

Juntos os artigos 2 e 3 evidenciaram que um aumento na transmissão excitatória 

glutamatérgica associado a uma diminuição na transmissão GABAérgica inibitória é um 

importante mecanismo envolvido na gênese das convulsões (Mares et al., 2000). 

Os artigos 1, 2 e 3 demostraram que o (PhSe)2 apresenta efeito convulsivante em 

ratos bebês e alguns dos mecanismos envolvidos neste efeito foram elucidados e estão 

sumarizados na figura 11. 
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Figura 11: Mecanismos de ação do (PhSe)2 envolvidos no efeito convulsivante do composto. O (PhSe)2 

provoca convulsões através: (A) da produção direta de espécies reativas de oxigênio (EROs); (B) da inibição 

da resposta GABAérgica e (C) da superesimulação da resposta excitatória glutamatérgica. 
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5.2 Estudo da Absorção, Distribuição e Biotransformação do Disseleneto de Difenila 

 

 

O mais elementar princípio que rege a farmacologia é que a intensidade dos efeitos 

terapêuticos e tóxicos de uma droga e dos seus metabólitos no organismo, e estes efeitos 

são determinados pelas suas características farmacocinéticas e farmacodinâmicas (Martín-

Liménz et al., 2008) 

Em relação ao (PhSe)2, estudos utilizando diferentes modelos experimentais 

demonstraram a existência de diferentes propriedades farmacológicas e toxicológicas 

conhecidas até o momento. No entanto, pouco se conhece sobre a cinética e o metabolismo 

deste composto. 

No artigo 4, realizou-se pela primeira vez a determinação e a quantificação do 

(PhSe)2 no plasma de ratos e camundongos. Os achados demonstraram que os níveis 

máximos do composto no plasma ocorrem 30 minutos após sua administração por via oral, 

e são semelhantes tanto para ratos quanto para camundongos. Estes dados correspondem a 

dados prévios de curva de dose-resposta realizados em modelos experimentais usando 

ratos e camundongos, na qual o (PhSe)2 teve atuação  máxima como antinociceptivo, tipo-

antidepressivo e antiinflamatório, 30 minutos após sua administração (Savegnago et al., 

2007a,b; 2008).  

As concentrações de (PhSe)2 encontradas na circulação são baixas (12 µg/mL), se 

relacionadas a dose administrada (500 mg/kg). Uma explicação para isso é o alto grau de 

lipofilicidade do composto. Sabe-se que a lipossolubilidade é um dos fatores envolvidos na 

absorção dos medicamentos. A eficácia das drogas lipofílicas é reduzida devido à sua 

pequena solubilidade em água o que faz com que a sua absorção seja menor. A 

lipofilicidade explicaria também a rápida absorção e disponibilidade na corrente sanguínea 

e a rápida queda nos níveis do composto, já que se observou que o (PhSe)2 apresenta-se 

circulante até 8 horas após sua administração.  

Outros importantes achados deste estudo envolvem mudanças nas vias de 

administração (oral, intraperitoneal e subcutânea), no solvente utilizado para diluir o 

(PhSe)2 (óleo de canola ou DMSO) e na espécie de animal utilizada (ratos ou 

camundongos). Estas variações nos permitiram chegar a várias conclusões, relacionadas 
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aos diferentes efeitos farmacológicos e toxicológicos do composto, nos diferentes modelos 

testados.  

O efeito tóxico do (PhSe)2, caracterizado pelo aparecimento de convulsões, 

demonstrou ser dependente: da espécie testada, sendo os camundongos mais sensíveis que 

os ratos; da via de administração, sendo a via intraperitoneal a menos segura, seguida pela 

via oral e pela via subcutânea; e do solvente utilizado, sendo o óleo mais inerte que o 

DMSO. A respeito disso, diferentes estudos utilizando doses de (PhSe)2 e vias de 

administração similares, porém utilizando diferentes solventes exibiram diferentes 

resultados. O (PhSe)2 se mostrou tóxico quando dissolvido em DMSO, causando convulsão 

em camundongos (Nogueira et al., 2003a), porém apresentou atividade ansiolítica quando 

diluído em óleo de canola (Ghisleni et al., 2008). 

Juntos os artigos 1 e 4 destacaram o fato de que as convulsões induzidas por 

(PhSe)2 são dependentes da idade, já que o (PhSe)2 na dose de 500 mg/kg, administrado 

pela via oral, dissolvido em óleo de canola, provoca convulsão em 100% dos ratos bebês e 

não causa nenhum sinal de convulsão em ratos adultos. Sendo assim, no artigo 5, buscou-

se determinar e quantificar os níveis do (PhSe)2  no plasma, fígado e cérebro de ratos 

bebês, após o primeiro episódio convulsivo. 

O artigo 5 demonstrou que os níveis plasmáticos de (PhSe)2 nos ratos bebês após o 

episódio convulsivo era de 3.67 µg/ml, valor 4 vezes menor que o encontrado no artigo 4 

para ratos adultos. Mesmo apresentando níveis plasmáticos menores de composto, os ratos 

bebês apresentaram convulsão, o que nos leva a entender que os ratos bebês são mais 

sensíveis aos efeitos tóxicos do (PhSe)2 do que os adultos.  

Observou-se ainda uma correlação negativa entre os níveis hepáticos do composto e 

a latência para o primeiro episódio convulsivo. Isto possivelmente está relacionado com as 

características químicas do composto (altamente lipofílico) associado às diferenças 

fisiológicas nos animais (relacionadas à idade). Estas diferenças podem produzir uma 

diminuição na taxa de eliminação do composto, aumentando assim seu efeito tóxico, 

manifestado aqui pelas convulsões. 

O estudo revela ainda uma correlação negativa entre os níveis cerebrais do (PhSe)2 

e a latência para o primeiro episódio convulsivo, demonstrando que os animais que 

apresentam uma maior quantidade de composto no cérebro, convulsionam antes. Os dados 

encontrados no artigo 5 explicam, pelo menos em parte, os efeitos neurotóxicos 

apresentados pelos ratos bebês tratados com (PhSe)2 (Artigos 1, 2 e 3). E corroboram com 

os dados encontrados no artigo 1 que demonstraram que a latência para o primeiro 
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episódio convulsivo é dependente da dose administrada (50, 150 ou 500 mg/kg). De fato, 

quanto maior a dose administrada, maior o potencial do composto em chegar ao cérebro e 

causar convulsão nos animais. 

Até o momento (Artigos 4 e 5) conseguiu-se desvendar parte do comportamento 

cinético do (PhSe)2 no modelos in vivo realizados. Contudo, devido à necessidade de obter 

mais informações sobre o composto, que viessem a complementar os dados obtidos, 

realizou-se modelos cinéticos in vitro, nos quais foram investigados parâmetros 

relacionados ao comportamento da droga no organismo (Manuscritos 1 e 2). 

Estima-se que grande parte dos compostos sintetizados, mesmo após passar por 

uma modelagem molecular, deixam de se tornar drogas bem sucedidas, principalmente 

devido a sua pobre farmacocinética ou toxicidade (Wang e Urban, 2004). Assim, a 

avaliação inicial das propriedades farmacocinéticas torna-se obrigatória para aumentar a 

taxa de sucesso no estudo de drogas. Nos últimos anos muitas abordagens in vitro têm sido 

desenvolvidas para a avaliação das propriedades farmacocinéticas de drogas, com o 

objetivo de acelerar o processo de descoberta, minimizar tempo e custo, e reduzir a taxa de 

insucesso nos testes in vivo em animais (Kerns, 2000; Di e Kerns 2003; Kaplitaand and Liu 

2005). 

O manuscrito 1 mostrou que o (PhSe)2 apresenta uma baixa solubilidade em PBS 

pH 7.4 (0.98 µM). Os compostos com baixa solubilidade em água apresentam baixa 

biodisponibilidade, uma vez que não se dissolvem adequadamente no fluído 

gastrointestinal, possuindo assim uma baixa taxa de absorção para a circulação sanguínea. 

Segundo Gursoy and Beita (2004), a taxa de absorção gastrointestinal é controlada pela 

dissolução do composto no fluído gastrointestinal. Este dado explica os resultados obtidos 

nos artigos 4 e 5, nos quais a administração oral de uma alta dose de (PhSe)2 (500 mg/kg) 

produziu uma baixa Cmáx (13.13, 10.11 e 3.67 µg/ml para ratos, camundongos e ratos 

bebês, respectivamente). Provavelmente apenas uma pequena quantidade do composto 

administrado pela via oral foi absorvida para a circulação sanguínea.   

Observou-se ainda que o logarítimo do coeficiente de partição octanol/água (o qual 

prediz a habilidade do composto em atravessar as membranas) do (PhSe)2 foi bastante 

elevado (3.14). Este valor indica que o composto apresenta uma rápida absorção pelo trato 

intestinal e explica os resultados obtidos no artigo 4, no qual o composto atinge uma 

concentração plasmática máxima 30 minutos após a administração pela via oral em ratos e 

camundongos adultos. Este resultado indica ainda que o (PhSe)2, devido a sua 

lipofilicidade, atravessa a barreira hemato-encefálica, corroborando com o artigo 5, no 
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qual 1.15 µg/ml de (PhSe)2 é encontrado no cérebro de ratos bebês 20 minutos após a 

administração do composto pela via oral. Essa rápida distribuição deve ser responsável 

pelos efeitos tóxicos do composto demonstrados nos artigos 1, 2, 3, 4 e 5. 

O manuscrito 1 evidenciou ainda que o (PhSe)2 apresenta uma forte ligação às 

proteínas plasmáticas (˃99%), principalmente à albumina. A determinação da 

percentagem de droga que está livre ou ligada às proteínas é um parâmetro muito 

importante na farmacocinética de uma droga, uma vez que somente a droga livre consegue 

passar pelas membranas e exercer seu efeito nos tecidos alvos (Yan and Caldwell, 2004; 

Banker et al, 2003). Contudo, nossos dados indicaram que a ligação do (PhSe)2 ocorre 

principalmente de forma covalente. Uma hipótese é que o (PhSe)2 reaja com o grupo 

sulfidrila da cisteína 34, o único tiól reativo da albunina, formando um selenosulfeto. Os 

artigos 1 e 2 já demonstravam que o (PhSe)2 interage com grupos sulfidrila das enzimas 

como a δ-ALA-D e a Na+, K+-ATPase, oxidando-os, o que é responsável pela perda da 

função da enzima. 

Em relação à distribuição do (PhSe)2, acredita-se que mesmo ligado, ele seja 

transferido da albumina para os tecidos através de tióis de proteínas associadas a 

membrana ou por tióis endógenos como o GSH, que sejam capazes de clivar a ligação Se-

S, deixando-o livre. Esta hipótese é baseada no estudo realizado por Wagner et al. (1994) 

para o composto orgânico de selênio ebselen.  

Por fim o manuscrito 1 evidenciou que o (PhSe)2 apresenta estabilidade química 

frente aos fluídos gástrico e intestinal simulados, bem como apresenta estabilidade quando 

em contato com o plasma. Estes dados são importantes, uma vez que complementam os 

resultados obtidos nos artigos 4 e 5, enfatizando que o (PhSe)2 quando administrado aos 

animais não sofre degradação estomacal, intestinal ou mesmo pelas enzimas plasmáticas. 

Muitas drogas são descartadas dos estudos farmacológicos por apresentarem degradação 

frente a diferenças de pH ou por enzimas estearases plasmáticas. 

Como já citado anteriormente, o (PhSe)2 é um composto altamente lipofílico, 

portanto, ele necessita ser biotransformado no organismo em compostos mais polares para 

serem posteriormente excretados. No manuscrito 2 realizou-se um estudo in vitro para 

identificar as vias metabólicas responsáveis pela biotransformação do (PhSe)2 no 

organismo. 

O manuscrito 2 revelou que o (PhSe)2 incubado com diferentes frações hepáticas 

(homogenato total, S9, fração solúvel e microssomas) sofre conjugação com o GSH 

endógeno gerando um complexo selenol-SG, o qual foi, pela primeira vez, caracterizado 



 142

por espectro de massas. A formação do conjugado ocorre no tempo inicial de incubação, 

indicando que não se trata de uma reação enzimática de conjugação com o GSH, mas sim 

uma reação química, através da formação de aduto. 

O GSH, um tiol endógeno, reage com o (PhSe)2, via ataque nucleofílico do grupo 

tiól no átomo de selênio do (PhSe)2, capturando quimicamente o intermediário reativo 

selenol, e gerando o produto final PhSe-SG.  A adição de NAC, um tiól exógeno, ao meio 

de incubação, também foi capaz de formar aduto com o (PhSe)2, o qual foi caracterizado 

pelo espectro de massas. 

A formação de adutos com espécies nucleofílicas como GSH e NAC demonstram 

que o (PhSe)2 apresenta um intermediário reativo, o selenol, que tem o potencial de formar 

ligações covalentes com um grande número de constituíntes celulares tais como proteínas e 

enzimas, causando prejuízo as mesmas. A respeito disso o artigo 1 demontrou que a 

administração oral de (PhSe)2 em ratos bebês causou inibição nas enzimas sulfidrílicas δ-

ALA-D e Na+, K+-ATPase bem como levou ao aparecimento de convulsões nos animais. 

Adicionalmente, o manuscrito 1 demonstrou uma extensa ligação do (PhSe)2 à albumina 

plasmática, a qual ocorre provavelmente por ligação covalente do composto ao grupo  

sulfidrila presente na albumina. 

Os artigos 1, 2, 3, 4 e 5 sugerem que o (PhSe)2 seja metabolizado no fígado pelo 

complexo de enzimas do sistema P450, uma vez que há diferenças entre espécies (ratos e 

camundongos) e idade (ratos bebês e adultos) no efeito tóxico do composto. Além disso, 

Nogueira et al. (2003) demonstraram que a administração de (PhSe)2 pela via 

intracerebroventricular não produz convulsões nos animais. 

No manuscrito 2, a incubação do (PhSe)2 com a fração microsomal (fração rica em 

enzimas do sistema P450) não produziu nenhum metabólito diferente, apenas o conjugado 

PhSe-SG. A inibição das enzimas microssomais com a utilização de CO não alterou a taxa 

de aparecimento do conjugado PhSe-SG, confirmando que ele ocorre de forma 

independente das enzimas do sistema P450. A partir destes dados sugere-se duas hipóteses: 

(1) não ocorre a formação de metabólito hepático; (b) o(s) possível (is) metabólito(s) do 

(PhSe)2 poderia(m) estar sendo produzido(s) em quantidade reduzida, estando abaixo do 

limite de detecção do aparelho.  

Em relação à excreção do (PhSe)2, não tem-se dados concretos, mas sugere-se que a 

formação do aduto com a glutationa pode ser o primeiro passo para a excreção do 

composto, a qual envolve a formação de derivados do ácido mercaptúrico, forma mais 

polar e excretada na urina. Segundo De Rooij et al. (1998) e Scholz et al. (2005), grande 
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parte das drogas eletrofílicas são excretadas pela urina na forma de produtos do ácido 

mercaptúrico. 

O manuscrito 2 mostrou ainda que o (PhSe)2 é capaz de inibir o metabolismo da 

N,N dietilbenzamida, droga que é metabolizada pelo citocromo P450 em N etilbenzamida.  

Este resultado indica que o (PhSe)2 pode interferir no metabolismo de drogas que 

necessitam ser metabolizadas pelo citocromo P450, reduzindo a formação de metabólitos e 

mudando o efeito das mesmas. Supõe-se que o (PhSe)2 possa interagir com grupamentos 

tiólicos do sítio ativo das proteínas microssomais, causando oxidação e perda da função 

dos mesmos. Kuhn-Velten and Sies. (1989) demonstraram que o ebselen, causa inativação 

do citocromo P450 por interagir diretamente com tióis do sítio ativo dos microssomas. 

Os artigos 4 e 5 e os manuscritos 1 e 2 demonstraram a absorção, distribuição e 

metabolismo do (PhSe)2 através de estudos in vitro e in vivo. Algumas destas etapas foram 

elucidadas e estão sumarizadas na figura 12. 
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Figura 12: Esquema demonstrando: (A) a absorção do (PhSe)2 pelo trato gastrointestinal (TGI); (B) o 

transporte do composto na circulação sanguínea através da ligação à albumina; (C) a entrada do (PhSe)2  nas 

células e a oxidação de proteínas, levando aos efeitos farmacológicos e/ou toxicológicos do composto e (D) 

um possível mecanismo de excreção do (PhSe)2, na urina, através da formação de derivados do ácido 

mercaptúrico. 
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6. CONCLUSÕES 
  
De acordo com os resultados obtidos podemos concluir que: 
 
• Artigo 1:  A administração de (PhSe)2, pela via oral, causou neurotoxicidade em ratos 

bebês, evidenciada pelo aparecimento de convulsões. As convulsões causadas pela 

administração do (PhSe)2 foram dependentes da dose. O estresse oxidativo está 

relacionado, pelo menos em parte, com as convulsões induzidas pelo (PhSe)2;  

• Artigo 2: Um dos mecanismos de ação envolvidos no efeito convulsivante do (PhSe)2 

envolve a interação com o sistema glutamatérgico, por estimular os receptores 

glutamatérgicos ionotrópicos do tipo NMDA e por inibir a captação de glutamato, 

causando uma  superestimulação do sistema glutamatérgico;  

• Artigo 3: O (PhSe)2 interaje com o sistema GABAérgico, antagonizando os receptores 

GABAégicos do tipo GABAA, estimulando a enzima GABA transaminase e 

estimulando a captação de GABA, diminuindo assim a neurotransmissão inibitória 

GABAérgica;  

• Artigo 4: A concentração máxima de (PhSe)2 no plasma de ratos e camundongos 

adultos ocorreu 30 minutos após a administração do composto, e decaiu 

continuamente, permanecendo detectável até 8 horas após sua administração. O uso de 

diferentes vias de administração e veículos em ratos e camundongos indicou que o 

aparecimento das convulsões e os níveis plasmáticos de (PhSe)2 são dependentes da via 

de administração (i.p > p.o > s.c), do veículo (DMSO > óleo de canola) e da espécie 

animal (camundongo > rato); 

• Artigo 5: Os níveis de (PhSe)2 no fígado e no cérebro de ratos bebês após o primeiro 

episódio convulsivo, apresentam uma correlação negativa com a latência para o 

primeiro episódio convulsivo. Este resultado ratifica a estreita relação entre as 

convulsões causadas pelo composto e a quantidade dele que é biotransformada e chega 

ao cérebro. Os ratos bebê convulsionam, mesmo apresentando menores valores 

plasmáticos de composto que os adultos, o que nos leva a entender que estes são mais 

sensíveis aos feitos tóxicos do (PhSe)2. 
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• Manuscrito 1: O (PhSe)2 apresentou estabilidade química e biológica. No entanto, o 

composto apresentou uma baixa solubilidade em água, um alto coeficiente de partição 

octanol-água e uma extensa ligação às proteínas plasmáticas. Estes dados são muito 

importantes uma vez que nos permitem entender a baixa biodisponibilidade do 

composto demonstrada em estudos prévios; 

• Manuscrito 2: O (PhSe)2 não é biotransformado por reações de fase I catalizadas pelo 

citocromo P450. Ele  reage quimicamente com GSH e NAC, formando aductos ou 

ainda reage com grupos SH de proteínas. A presença de GSH ou NAC no meio de 

incubação diminuiu a ligação do (PhSe)2  às proteínas. O (PhSe)2 reduziu a atividade 

das enzimas do citocromo P450. 
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8.0 ANEXO 

 

8.1 Influência do pré tratamento com MK 801 e DNQX nas convulsões induzidas por 

glutamato (4 g/kg) e (PhSe)2 (50 mg/kg). 

 

 

 Os resultados apresentados na tabela abaixo são complementares aos resultados 

apresentados no artigo 2 e têm como objetivo avaliar o papel desempenhado pelo receptor 

glutamatérgico NMDA nas convulsões induzidas por (PhSe)2 em ratos bebês. A 

metodologia utilizada é a mesma utilizada no artigo 2, página 49. 

 

 

Table 1: Influence of pretreatment with MK 801 and DNQX in glutamate (4 g/kg) and 

(PhSe)2 (50 mg/kg)-induced  seizures in rat pups. 

Groups Appearance of Seizuresa Latencyb (min) 

Control 0/8 Ns 
Glutamate 4 8/8 33.87 ± 4.64 
(PhSe)2   50 3/8 45.00 ± 14.55 
Glutamate 4+ MK 801 0/8** Ns 
Glutamate 4+DNQX 3/8 47.00 ± 6.80* 
(PhSe)2   50  +MK 801 0/8## Ns 
(PhSe)2   50  +DNQX 2/8 52.5 ± 3.53 

a Number of animals which presented seizures/N of animals per group. 
btime (min) to the appearance for the first seizure episode. “ns” animals which did not present seizure (in 60 

minutes of observation). (PhSe)2 MK 801 and DNQX (mg/kg). Glutamate (g/kg). Data are reported as mean 

± S.D.; (**)Denoted p < 0.05 as compared to the Glutamate 4 group (X2 method and Fischer’s exact 

probability test); (##) Denoted p< 0.05 as compared to the (PhSe)2   50 + MK 801 group (X2 method and 

Fischer’s exact probability test);  (*) Denoted p < 0.05 as compared to the Glutamate 4 group (one-way 

ANOVA/Duncan). 
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 Observou-se que a pré administração de MK 801 protegeu completamente das 

convulsões induzidas por glutamato (4 g/kg) e por (PhSe)2 (50 mg/kg). Enquanto que a pré 

administração de DNQX aumentou a latência para o início do primeiro episódio 

convulsivo induzido por glutamato, porém não causou alteração no latência para o início 

do primeiro episódio convulsivo induzido por (PhSe)2. Estes resultados corroboram com os 

apresentados no artigo 2 e reforçam o envolvimento do receptor glutamatérgico do tipo 

NMDA nas convulsões induzidas por (PhSe)2. 

 
 

 

 

 

 

 
 

 


