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RESUMO

A descoberta do papel essencial do selénio no centro ativo da enzima antioxidante
glutationa peroxidase despertou o interesse cientifico por este elemento, que até entdo
tinha sua toxicidade como o unico alvo de estudos biologicos. Muitas propriedades
farmacoldgicas foram descobertas a partir de entdo, e isto motivou a sintese de
compostos organicos de selénio que apresentassem menor toxicidade e maior potencial

terapéutico. Nesta busca, o disseleneto de difenila, (PhSe),, tem merecido destaque

desde a década de 80 principalmente por ser um mimético da enzima glutationa
peroxidase. Estudos tém revelado que além de antioxidante, este composto possui
propriedades neuroprotetoras, antiinflamatorias e antiilcera. No entanto, sua habilidade
em oxidar proteinas sulfidrilicas lhe confere caracteristicas toxicas. Alteracdes
importantes causadas por este composto sobre o sistema glutamatérgico vém sendo

relatadas. Entretanto, estudos que avaliem mecanismos moleculares da agéo do (PhSe),

sobre o sistema nervoso central ainda estdo sendo investigados. Neste trabalho, a

administracdo aguda de (PhSe), pela via oral causou uma inibi¢do na captagdo de

glutamato em fatias de hipocampo. Mecanismos moleculares foram avaliados na
tentativa de compreender como este composto atua sobre a neurotransmissao

glutamatérgica. O efeito do (PhSe), sobre o imunoconteudo de todos os transportadores

de glutamato mostrou, de um modo geral, que este composto organico de selénio pode
afetar a neurotransmissao glutamatérgica por alterar o imunoconteido dos
transportadores de glutamato. Seus efeitos sobre a captacdo de glutamato foram
atribuidos a uma redug¢do no imunocontetdo de GFAP e do transportador vesicular de
glutamato 1 (VGLUT1), associados a uma reducdo no imunoconteudo da SNAP-25.

Estes resultados demonstram que os efeitos do (PhSe), atingem tanto os terminais

nervosos quanto as células gliais, ambos responsaveis pela remo¢do do glutamato
extracelular. O transportador neuronal EAAC1 e o glial GLAST tiveram seus
imunoconteudos aumentados, o que nos leva a sugerir um mecanismo compensatorio
condicionado por estes transportadores com o objetivo de reduzir os niveis de glutamato
extracelulares. O possivel envolvimento das espécies reativas de oxigénio no efeito
inibitério da captacdo de glutamato também foi testado. Entretanto, como nenhuma
alteragdo foi encontrada a influéncia do estresse oxidativo sobre a inibicdo da captagao
poderia ser descartada pelo menos nas doses e via de administracdo testadas neste

trabalho.



ABSTRACT

The essential role of selenium was firstly described as the active center of the
antixiodant enzyme glutathione peroxidase. Since then, the biological research have
been increased specially concerning the pharmacological properties, which lead to the
synthesis of new organo seleno compounds that present lower toxicity and higher

therapeutic potential. In this way, diphenyl diselenide (PhSe), has deserved attention

since the 80’s, mainly because it is a glutathione peroxidase-mimetic. Besides the
antioxidant activity, some studies have shown that this compound has neuroprotector,
anti-inflammatory and anti-ulcer properties. Its ability to oxidize sulphydryl proteins has
been shown to be the major mechanismo for toxicity. Recently, it was reported that

(PhSe), administered in rodents was able to modify some parameters of glutamatergic
system. However, studies that evaluate molecular mechanisms of (PhSe), action on

central nervous system were not quite elucidated. In this work, oral acute administration

of (PhSe), caused an inhibition on glutamate uptake in hippocampal slices. Molecular

mechanisms were evaluated for understanding how this compound acts on

glutamatergic neurotransmission. Altogether, the effect of (PhSe), on immunocontent of

all glutamate transporters showed that this organo seleno compound altered the
immunocontent of glutamate transporters. Its effects on glutamate uptake were
attributed by a reduction on glial fibrilar acid protein (GFAP) and vesicular glutamate
transporter 1 (VGLUTI1) immunocontent, associated with a reduction on SNAP-25

immnunocontent. These results demonstrate that (PhSe), affect terminal nerves and also

glial cells, both responsible by removing extracellular glutamate. On the other hand, the
neuronal (EAACI1) and glial (GLAST) transporters presented and increase in their

immunocontent by the treatment with (PhSe),, which may suggest a compensatory

mechanism conditioned by these transporters in order to reduce the extracellular
glutamate levels. The possible involvement of oxygen reactive species in inhibitory
effect of glutamate uptake was also tested. Because no alterations were found, the
influence of oxidative stress on inhibition glutamate uptake could be discarded, at least

in doses and administration route tested in this work.
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APRESENTACAO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a forma de

artigo, o qual encontra-se no item ARTIGO CIENTIFICO.

Os itens DISCUSSAO E CONCLUSOES, encontrados no final desta dissertacio,

apresentam interpretagdes e comentarios sobre o artigo cientifico contido neste trabalho.

As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS referem-se somente as citagdes que

aparecem nos itens INTRODUCAO e DISCUSSAO GERAL desta tese.



CAPITULO1

INTRODUCAO



I - INTRODUCAO

I.1.- Selénio
I.1.1.- Historico

Em 1817, ao visitar uma fabrica de acido sulfurico, o quimico sueco Jons Jacob
Berzelius observou um liquido pardo avermelhado que ao ser aquecido com magarico,
desprendia um odor fétido. O resultado das investigacdes sobre este material levou a
descoberta do Selénio. Este elemento pertencente ao grupo 16 da tabela periddica ¢
irregularmente distribuido na crosta terrestre, sendo encontrado em rochas sedimentares
das regidoes mais aridas. Ele apresenta-se em trés formas alotropicas incluindo selénio
cinza, vermelho e preto e nos seguintes estados de oxidacdo: selénio elementar (Se”),
selenito (Se™), selenato (Se™) e seleneto (Se™?).

Raramente encontrado em sua forma elementar, o seclénio €é obtido
principalmente como um subproduto da refinacao do cobre, sendo a produgdo comercial
realizada pela queima dos lodos com cinzas de soda ou adi¢cdo de acido sulftrico. O
selénio, assim como seus derivados, ¢ utilizado em alguns aparelhos fotograficos,
plésticos, tintas, xampus anticaspa, suplementos de vitaminas e minerais, fungicidas, e
certos tipos de vidros. Entretanto, ¢ considerado um elemento perigoso para o meio
ambiente, fazendo-se necessario o seu armazenamento em locais secos evitando, dessa
forma, infiltragdes que contaminem as aguas. No século XIII, Marco Polo descreveu a
intoxicacdo de animais que se alimentavam com plantas da regido de Succuir, na China.
Posteriomente, fez-se a relagdo de uma doenca que acometia animais de fazendas nos
EUA, denominada “alkali disease”, com os relatos prévios de Marco Polo,
diagnosticando-se a intoxicagdo por selénio, decorrente da ingestdo de plantas que

acumulam grandes quantidades deste elemento absorvendo-o do solo (Spallholz, 1993).



Durante muito tempo a toxicidade causada pelos altos niveis deste elemento foi
o unico alvo de estudos biologicos (Levander e Burk, 1994), uma vez que a sua
importancia nutricional s6 foi reconhecida por Schwartz & Foltz que em 1957,
identificaram o selénio como um micronutriente para todas as formas de vida.
Atualmente, a deficiéncia deste elemento tem sido apontada como uma das causas
principais de algumas patologias envolvendo o sistema cardiovascular, estando também
associada ao progresso de distirbios neuroldgicos e de humor, infecgdes virais e cancer
(Ge e Yang, 1993; Benton, 2002; Beck et al., 2003; Navsariwala et al., 2006; Hill et al.,
2004). Na forma de selenocisteina, o selénio ¢ um constituinte do sitio ativo de muitas
enzimas antioxidantes, como a glutationa peroxidase, tioredoxina redutase e
selenoproteina P (Flohé et al., 1973; Holmgren, 1985; Ursini et al., 1990). Neste
contexto, a descoberta das propriedades farmacologicas de compostos organicos de
selénio, e também a menor toxicidade em relacdo as espécies inorganicas, tem
despertado interesse pela sintese de novos compostos orginicos que apresentem

potencial terapéutico.

1.1.2 — O selénio em sistemas bioldgicos

O selénio entra na cadeia alimentar pelas plantas que o absorvem do solo. Sua
importancia como elemento essencial na dieta foi reconhecida ap6s a descoberta da
doenca de Keshan, uma cardiopatia infantil com alta incidéncia em algumas regides da
China onde o solo é extremamente pobre em selénio (Ge e Yang, 1993). Este elemento
compartilha propriedades quimicas e fisicas com o enxofre e esta similaridade permite
que o selénio substitua o enxofre, promovendo interagdes selénio-enxofre nos sistemas
bioldgicos. Por outro lado, as diferencas nas propriedades fisico-quimicas entre estes

elementos constituem a base de seus papéis biologicos especificos (Stadtman, 1980). Os



selendis (R-SeH) sdo as formas correspondentes aos tidis (R-SH), onde ocorre a
substitui¢do do atomo de enxofre pelo atomo de selénio (Klayman e Giinther,1973). O
consumo diario de selénio varia de 100 a 200 pg/ dia, podendo ser encontrado nos
seguintes alimentos: castanha-do-para, alho, cebola, brocolis, cogumelos, cereais,
pescados, ovos e carnes (Dumont et al., 2006; Reilly, 1996). As espécies de selénio
estdo distribuidas no organismo em diferentes 6rgaos, sendo que grandes quantidades
deste elemento estdo presentes em ordem de concentracdo: nos rins, figado, bago,
musculo cardiaco, pulmao e cérebro (Dumont et al., 2006). Uma reducdo nos niveis de
selénio no cérebro pode causar varios disturbios neuroldgicos, sendo este 6rgao um dos
mais susceptiveis ao estresse oxidativo pela caréncia de enzimas antioxidantes como a
catalase (Switala and Loewen, 2002). Sendo assim, os produtos da peroxidacdao de
lipidios precisam ser removidos por selenoproteinas, como a glutationa peroxidase, que
contem selénio como parte de seu sitio ativo. Alguns estudos demonstraram a
importancia do selénio sobre a atividade cerebral. A caréncia de selénio leva a um
estado de humor mais deprimido (Hawkes & Hornbostel, 1996) e, mesmo em
quantidades limitadas, observa-se um aumento na incidéncia de depressdo e outros
sintomas negativos do estado de humor como ansiedade, confusdo e hostilidade (Benton
& Cook, 1991; Hawkes & Hornbostel, 1996; Finley & Penland, 1998).

Assim, a descoberta do papel essencial do selénio no centro ativo da enzima
glutationa peroxidase (Rotruk et al., 1973) e o avango do conhecimento sobre o papel
fisiologico do selénio na regulacdo do dano oxidativo (Cadenas & Sies, 1985; Ursini &
Brindoli, 1987), aumentou o interesse de compostos organicos contendo selénio que
possuam propriedades bioldgicas e aplicacdes farmacologicas (Parnham & Graf, 1991).
Além de atuarem como antioxidantes, os compostos organicos de selénio também

apresentam propriedades antiinflamatdrias por reduzir hidroperoxidos intermedidrios



formados na via da ciclooxigenase e lipoxigenase diminuindo a producdo de
prostaglandinas e leucotrienos (Spallholz et al., 1990; Rayman, 2000; Nogueira et al.,

2002).

I.1.3 - Disseleneto de difenila - (PhSe),

1.1.3.1 - Propriedades farmacoldgicas e toxicolégicas

Os compostos organicos de selénio podem substituir o enxofre nos grupamentos
tiolicos das cisteinas, ditiotreitol e glutationa reduzida (GSH) originando
selenocisteinas, selendis e dissulfetos (Walter et al., 1972). Varios relatos tém
demonstrado atividade antioxidante de compostos organicos de selénio em diferentes
modelos experimentais, tanto ao reagir com hidroperdxidos como com peroxinitritos

(Andersson et al., 1994; Meotti et al., 2004; Roussyn et al., 1996).

O composto disseleneto de difenila, (PhSe), (Figura 1), tem merecido destaque

na literatura desde a década de 80 principalmente por ser um mimético da enzima
glutationa peroxidase (Wilson et al., 1989). Neste contexto, diversos trabalhos tém

apresentado o (PhSe), como um bom agente antioxidante na redugéo da peroxidagéo de

lipidios provocada por diversos agentes ¢ em diferentes tecidos (Meotti et al., 2004;
Santos et al., 2004; 2005; Posser et al., 2006). Dados da literatura também indicam que
esse composto organico de selénio apresenta varias propriedades farmacologicas, tais
como anti-ulcera (Savegnago et al., 2006), neuroprotetor (Ghisleni et al., 2003),
hepatoprotetor (Borges et al., 2005; 2006), anti-hiperglicemiante (Barbosa et al., 2006) e
também protege contra a discinesia orofacial induzida por reserpina e haloperidol

(Burger et al., 2004, 2006). Além disso, Rosa et al., (2007) demonstraram que o (PhSe),

administrado em camundongos aumenta o desempenho em tarefas de aprendizado e

memoria sem causar neurotoxicidade.



Figura 1. Estrutura quimica do disseleneto de difenila — (PhSe),.

No entanto, apesar da sua atividade como mimético da glutationa peroxidase,
que protege as membranas celulares da peroxidacao lipidica, bem como a sua agdo anti-
inflamatoria, os compostos organicos de selénio podem também oxidar proteinas

sulfidrilicas, evento que seria responsavel pela sua toxicidade (Nogueira et al., 2004).

O potencial toéxico do (PhSe), tem sido sugerido pela administracdo de altas
doses tanto de forma cronica como aguda que levaram a sua deposi¢do no figado, rim e
cérebro (Jacques-Silva et al., 2001; Maciel et al., 2003). O efeito agudo da toxicidade

por (PhSe), também foi observado pela sua habilidade em provocar convulsdes em

camundongos, que foram prevenidas pela administragdo de agonistas e moduladores
alostéricos do sistema GABAérgico (Nogueira et al., 2003). Altas doses desse composto
organico de selénio também aumentaram o limiar de indugdo de convulsdes por

pentilenotetrazol (PTZ), um antagonista de receptores do tipo GABA,, que culminou

numa maior incidéncia de morte nesses animais (Brito et al., 2006). Por meio desses

estudos se pode observar que (PhSe), ¢, de fato, capaz de desencadear danos cerebrais

em camundongos.

No que diz respeito a alteragdes em sistemas de neurotransmissdo importantes

para o funcionamento do sistema nervoso central, observou-se que o composto (PhSe),
altera pardmetros do sistema glutamatérgico em cérebro de ratos. De fato, o (PhSe),

diminuiu a unido de glutamato e seu antagonista MK-801 em membranas preparadas de



animais tratados com esse composto ¢ em experimentos in vitro (Nogueira et al., 2001)
bem como em ensaios com plaquetas humanas (Borges et al., 2004). Além disso, o

(PhSe), inibiu a captagdo de glutamato por vesiculas sindpticas e fatias de cortex

cerebral (Nogueira et al., 2002; Moretto et al., 2007). Estes resultados indicam que a

administragdo de (PhSe), ¢ capaz de alterar sistemas de neurotransmisséo importantes

para o funcionamento do sistema nervoso central tais como o glutamatérgico.

1.2 — Sistema Glutamatérgico
I.2.1 — Transmissao sinaptica glutamatérgica

As principais vias excitatorias do sistema nervoso central utilizam glutamato
como neurotransmissor (Ozawa et al., 1998; Meldrum et al., 1999). O glutamato ¢
encontrado no cérebro de mamiferos em altas concentragdes (10 mM) e participa de
fungdes metabolicas idénticas as exercidas em outros tecidos (Meldrum et al., 1999).
Estd envolvido em varios processos fisiologicos, tais como cognic¢do, aprendizado,
memoria e formagdo de redes neurais durante o desenvolvimento (Izquierdo & Medina,

1997; Ozawa et al., 1998; Castellano et al., 2001).

Este aminoacido ¢ sintetizado nos terminais pré-sinapticos, predominantemente
a partir da glutamina devido a acdo da enzima glutaminase, mas pode provir também do
a-cetoglutarato, via glutamato desidrogenase e a-cetoglutarato desidrogenase (Kvamme,
1998). Apds ser liberado para o espago extracelular, o glutamato exerce suas fungdes
pela ativagdo de receptores presentes nas membranas pré e pos-sinapticas. Estes
receptores estdo categorizados em duas classes distintas: receptores ionotropicos e
metabotropicos. Os receptores ionotropicos (iGluR) sdo assim denominados, pois sdo
canais que permitem a passagem de um cation especifico quando ativados por um

agonista (Ozawa et al., 1998) e foram subdivididos em N-metil-D-aspartato (NMDA),



a-amino-3-hidréxi-5-metil-4-isoxazol-acido propidnico (AMPA) e acido cainico (KA),
de acordo com a sensibilidade a estes agonistas. Os receptores metabotropicos (mGIluR)
pertencem a uma familia de receptores que estdo acoplados as proteinas ligantes de
nucleotideos da guanina (proteinas G), promovendo entdo a modulagdo de efetores
intracelulares que por sua vez ativam e/ou inibem diversos eventos de transducdo de

sinal (Conn e Pin, 1997; Osawa et al., 1998).

A agdo excitatoria do glutamato ¢ finalizada pela sua remog¢ado da fenda sinaptica
predominantemente por transportadores especificos localizados nas células gliais.
Entretanto, a expressdo de alguns transportadores presentes nas células gliais podem ser
encontrados nas membranas pré-sinapticas dos neuronios. A captacdo do glutamato da
fenda sinaptica envolve dois sistemas de transporte: um carreador com alta afinidade
dependente de Na’, localizado nas membranas pré-sinapticas e gliais (Robinson &
Dowd, 1987) e outro com baixa afinidade e independente de Na', nas membranas das
vesiculas sindpticas (Fykse & Fonnum, 1996). Os transportadores presentes nas
membranas dos astrocitos sdo os responsaveis pela remog¢do da maior parte do
glutamato presente na fenda sinaptica (Schousboe, 1981). Devido a acdo coordenada
destes transportadores, o glutamato apds ser removido da fenda sinaptica ¢ transportado
na forma de glutamina para o meio extracelular onde o neurdnio capta glutamina e
reconverte em glutamato no meio intracelular pela a¢do da enzima glutaminase.
Atualmente observou-se que os astrocitos também apresentam vesiculas sindpticas
(Bezzi et al., 2004) que seriam responsaveis pela exocitose do glutamato. A captacdo de
glutamato ¢ responsavel direta pela manutencdo de altos niveis de precursores de
glutamato e baixas concentragdes extracelulares deste neurotransmissor (Dichter

&Wilcox, 1997).



O glutamato, como mediador de sinapses excitatorias, tem um papel
fundamental em fungdes essenciais do sistema nervoso central; no entanto, um aumento
nas concentragdes de glutamato na fenda sindptica leva a estimulagdo excessiva dos
receptores glutamatérgicos, desencadeando uma cascata de eventos intracelulares que
incluem aumento na producao de espécies reativas de oxigénio, diminui¢ao nos niveis
de enzimas antioxidantes e maior influxo de calcio e sdédio, podendo provocar danos
celulares que culminam na morte neuronal (Forder and Tymianski, 2009; Singh et al.,
2003; Lipton e Rosenberg, 1994; Olney, 1978; Price, 1999). Alguns estudos tém
demonstrado que o tratamento com compostos de selénio restabelece o nivel e a
atividade de enzimas antioxidantes, reduzindo a peroxidacao de lipideos e prevenindo a
morte celular em modelos de toxicidade pelo glutamato e seus agonistas (Porciuncula et

al., 2001; Savaskan et al., 2003).

I.2.1.1 — Transportadores de Glutamato

Atualmente, cinco subtipos de transportadores de glutamato foram
caracterizados: em roedores glutamate-aspartate transporter (GLAST) e seu
equivalente em humanos excitatory amino acid transporter (EAATI), glutamate
transporter I (GLT1) e em humanos (EAAT2), que sdo expressos predominantemente
em astrocitos. GLAST ¢ o principal transportador presente durante o desenvolvimento
do sistema nervoso central (Furuta et al, 1997), enquanto o GLT1 ¢ responsavel por
90% de todo o transporte nos tecidos adultos (Tanaka et al., 1997). Estes dois
transportadores sdo quantitativamente os principais transportadores de glutamato, sendo
responsaveis pela maior parte da sua remog¢ao da fenda sinaptica (Anderson & Swanson,
2000). Outro subtipo de transportador é o excitatory aminoacid carrier 1 (EAAC1) ou
excitatory aminoacid transporter 3 (EAAT3), que € encontrado predominantemente em

neuronios (Conti et al., 1998; Torp et al., 1997), sendo expresso no compartimento



somatodendritico, possivelmente extra-sindptico (Coco et al., 1997). No entanto, este
transportador ndo € restrito a neuronios, sendo encontrado também nas membranas dos
astrocitos (Conti et al., 1998). Esse transportador diferentemente dos transportadores
astrocitarios ndo € o principal responsavel pela remocdo do glutamato no meio
extracelular. Ao invés disso, recente estudo demonstrou que a funcdo desse
transportador seria a captacdo de cisteina para a sintese de glutationa pelos neurdnios
(Aoyama et al., 2006). O quarto subtipo, excitatory aminoacid transporter 4 (EAAT4),
¢ encontrado nas células de Purkinje (Dehnes et al., 1998) e o excitatory aminoacid
transporter 5 (EAATS), é presente na retina de mamiferos (Arriza et al., 1997; Danbolt,

2001).

Por fim, cabe citar a existéncia dos transportadores vesiculares de glutamato,
VGLUTs 1-3, que estdo localizados nas membranas das vesiculas sinapticas (Fykse and
Fonnum, 1996; Hisano, 2003). As vesiculas sindpticas (Figura 2) sdo organelas de
aproximadamente 40 nm, que possuem uma diversidade surpreendente de proteinas
essenciais para o trafego de membrana e captagdo de neurotransmissores (Takamori et
al., 2006). O sistema de transporte vesicular do glutamato ¢ independente de sddio e
esta acoplado a agdo de uma proton ATPase (H-ATPase) que forma um gradiente de
prétons durante o processo de captagdo do neurotransmissor. Este sistema de transporte
conta com complexos protéicos localizados na chamada zona ativa e responsaveis pelo

ancoramento e fusdo das vesiculas a membrana pré-sindptica.
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Fonte: Basic Neurochemistry, Capitulo 15, Figura 2.

Figura 2. Terminal nervoso pré-sinaptico de uma sinapse axodendritica glutamatérgica
e espinha dendritica pos-sinaptica. O terminal nervoso pré-sindptico contém vesiculas
sindpticas com transportadores de glutamato, mitocondria com glutaminase, receptores
de glutamato metabotropicos e transportadores para glutamato (EAAT2) e para
glutamina. O terminal dendritico poOs-sindptico contém receptores de glutamato
ionotropicos (AMPA e NMDA) e metabotropico, e transportadores de glutamato
(EAAT3 e EAAT4). As voltas da sinapse estdo os processos astrocitarios com
transportadores de glutamato (EAATI1 e EAAT2) e glutamina, receptores de glutamato
e até vesiculas repletas de glutamato. O glutamato que escapa da sinapse sem ser
removido pelos transportadores pode extravasar para sinapses vizinhas. AMPA-R,
receptores AMPA; EAATI—4, excitatory amino acid transporters 1-4; Gln, glutamina;
Glu, glutamato; mGlu-R, receptor de glutamate metabotrépico; S4 e SN, sistemas de

transporte A e N respectivamente (para glutamina).
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1.2.1.1.1 — Estado redox e o transporte de glutamato

Todos os transportadores de glutamato sdo susceptiveis as variagdes do estado
redox de suas proteinas e, por sua vez, passam por alteracdes funcionais em resposta a
oxidacdo e redugdo de grupos sulfidrilicos reativos presentes em suas estruturas. Os
transportadores astrocitirios e o transportador neuronal contem grupamentos tiois
reativos cuja oxidacdo leva a uma redugdo da captacdo de glutamato (Trotti et al., 1998,
1997a; Aoyama et al., 2008). As vesiculas sinapticas também apresentam seu sistema de
captagdo de glutamato comprometido na presenca de agentes oxidantes com evidéncias
de que os grupamentos tiois presentes na H'V-ATPase estariam oxidados (Nogueira et
al., 2002; Porciuncula et al., 2004). Portanto, a oxidacdo de tidis (SH-) e a redugdo de
dissulfetos presentes em proteinas parecem contribuir para o comprometimento tanto
dos transportadores astrocitarios e neuronal como os vesiculares de glutamato (Volterra
et al., 1994a, b, c; Trotti et al., 1997b, 1998). Além de oxidantes exdgenos, sabe-se que
os sitios modulatorios redox baseados em grupos SH existentes nos transportadores de
glutamato, também sdo alvos de oxidantes enddgenos tais como espécies reativas de
oxigénio ou radicais livres, e constituem-se um importante mecanismo regulatorio
fisiologico e patofisiologico da captagdo de glutamato.

Acredita-se que a inibicdo dos transportadores de glutamato via oxidag¢do de
grupos tidis ¢ regulada pelo estado redox dos residuos de cisteina contidos nas proteinas
que fazem parte da estrutura dos transportadores (Trotti et al., 1997a; 1997b). E
importante ressaltar que, no mecanismo de toxicidade envolvendo grupos tidis e o
sistema glutamatérgico, os transportadores de glutamato ndo sdo os unicos alvos
moleculares de oxidacdo, pois os receptores de glutamato também podem ser afetados
por alteragdes no seu estado redox. O receptor [N-metil-D-aspartato] NMDA possui um

mecanismo regulatério redox baseado em grupos sulfidrila similar aos dos
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transportadores (Aizenman et al., 1989) e, alteracdes no seu estado redox modificam a

sua fung¢ao.

O (PhSe), também pode atuar como um oxidante dependendo da concentracao,
desta forma exercendo seus efeitos toxicos por alterar a estrutura e fungdao de
determinadas proteinas por oxidagdo de grupos sulfidril como, por exemplo, os

presentes nos transportadores de glutamato (Nogueira et al., 2004).

1.2.1.2 - Proteina Acida Fibrilar Glial (GFAP)

A GFAP ¢ a principal proteina de filamentos intermedidrios de 8-9 nm em
astrocitos maduros no sistema nervoso central, que foi originalmente descoberta em
casos de esclerose multipla, uma doenga caracterizada por desmielinizagdo, gliose
reativa intensa e formagao de cicatrizes compostas de axonios expostos circundados por
astrocitos repletos de filamentos gliais (Eng et al., 2000). Como um membro da familia
das proteinas do citoesqueleto, ¢ um importante modulador da motilidade e forma dos

astrocitos, por prover a estabilidade estrutural aos processos astrociticos.

Os astrocitos tornam-se reativos e respondem de uma maneira especifica
denominada astrogliose quando o tecido cerebral sofre injuria resultante de trauma,
doenca, desordem genética ou insulto quimico (Eng et al., 2000). A astrogliose ¢
caracterizada pela rapida sintese de GFAP e filamentos intermediarios, proliferacao e/ou
hipertrofia glial. Devido ao aumento de sua expressao durante danos ao sistema nervoso
central, a GFAP pode ainda ser um indicador de neurotoxicidade (O'Callaghan et al.,
1995). Sua sintese ¢ aumentada quando os astrocitos sdo ativados em resposta a uma

situagdo de estresse ou aumento anormal da atividade neuronal (Hansen et al., 1990).

A GFAP também ¢ importante para as interagdes astrocito-neurénio (McCall et

al., 1996; Eliasson et al., 1999), que apresentam um sofisticado sistema de comunicagao

13



reciproca que pode regular a liberagdo de neurotransmissores, a excitabilidade neuronal
e a transmissao sindptica (Carmignoto, 2000). Em situagdes de injuria celular como, por
exemplo, por tratamento com lipopolissacarideo (LPS) como um indutor de processos
inflamatorios, observa-se um aumento da astrogliose por marcacdo com GFAP e
consequentemente o transporte de glutamato e a expressdo de suas proteinas sdo

aumentados (Pekny and Nilsson, 2005; O’Shea et al., 2006).

1.2.2.3 — Proteinas Pré-sinapticas

A formacao da sinapse excitatdria no sistema nervoso central requer a agdo
coordenada de um grande numero de proteinas complexas e dominios de membranas
especializados necessarios para a transmissao sinaptica. Alguns trabalhos recentes tém
identificado alguns eventos celulares na formag¢dao da sinapse bem como sinais
moleculares que iniciam este processo (Scheiffele 2003; Waites et al. 2005). A
transmissao sinaptica envolve a fusdo de vesiculas que contem neurotransmissores com
a membrana plasmatica e a ativacdo de receptores poOs-sindpticos. O processo de
liberacao de neurotransmissores por meio da exocitose vesicular € repetido muitas vezes
por minuto e esta razdo ¢ mantida por todo o tempo de vida da sinapse. Complexos de
proteinas, SNARE (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein
receptor), sao essenciais na fusdo vesicular para a neurotransmissao (Sudhof, 2004).
Para a exocitose vesicular sindptica, as SNARESs relevantes sdo sinaptobrevina/VAMP 1
e 2, sintaxina 1, e  synaptosomal-associated  protein-25  (SNAP-25).
Sinaptobrevinas/VAMPs estdo localizadas primeiramente sobre as membranas das
vesiculas sindpticas, e sintaxina ¢ SNAP-25, primeiramente sobre a membrana pré-
sinaptica, nos terminais nervosos (Figura 3). Uma vez que as proteinas pré-sinapticas

citadas acima desempenham um importante papel na liberagcdo de neurotransmissores, a
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alteracdo nos niveis de glutamato extracelular poderia modular a atividade de exocitose

vesicular sinaptica via SNARE:s.

Synaptic vesicle

Synaptotagmin

Synaptobrevin/\VAMP

channels

Fonte: www.ipsifar.rm.cnr.it/inglese/Luvisetto 1UK.html

Figura 3. Localizacdo das proteinas envolvidas na liberacdo vesicular de

neurotransmissores.
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I. 3- Objetivos

Considerando que:

- A regulagdo ¢ manutencdo dos niveis de glutamato extracelulares sdo de singular
importancia para o funcionamento celular;

- A funcdo dos transportadores de glutamato gliais, neuronal e vesicular pode ser
alterada pelo estado redox dos grupos SH contidos em suas estruturas;

- (PhSe), causa alteragdes em parametros do sistema glutamatérgico;

Este estudo teve por objetivo avaliar o efeito da administracdo aguda do (PhSe);
pela via oral sobre a captagdo de glutamato, in vivo. Com o intuito de investigar os
mecanismos moleculares pelos quais a captacdo de glutamato ¢ inibida, o
imunoconteudo dos transportadores glutamatérgicos gliais, neuronal e vesicular foram
quantificados. A participacdo de células da glia foi complementada por analise de
western blot e imunoistoquimica da proteina glial fibrilar dcida (GFAP), e a neuronal
pela detec¢do do imunoconteido da [synaptosomal-associated protein-25] SNAP-25,
uma proteina de ancoragem localizada na membrana pré-sinaptica neuronal e essencial
para a fusdo das vesiculas sinapticas & membrana do terminal pré-sindptico. A possivel
influéncia do estresse oxidativo causado pelo (PhSe), sobre a inibi¢do da captacido de
glutamato também foi avaliada pela medida das defesas antioxidantes enddgenas e

parametros de dano oxidativo.
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Abstract

Although diphenyl disselenide (PhSe), an organo seleno compound, is able to

inhibit glutamate uptake into brain slices, there are no studies focus on modifications on
glutamate transporters and synaptic-related proteins. In this study, acute administration

of (PhSe), was evaluated on glutamate uptake into rat hippocampal slices, as well as on

the immunocontent of glutamate transporters, glial fibrilar acid protein (GFAP), and

synaptosomal-associated protein 25 (SNAP-25). The redox state of hippocampal slices
from rats treated with (PhSe), was also evaluated. Hippocampal slices from rats treated
via oral with a single administration of 1, 10 and 100 mg/kg (PhSe), showed an

inhibition on glutamate uptake (53, 38 and 45 %, respectively). The immunocontent of

GLAST (glial transporter) increased with 100 mg/kg (PhSe), and EAACI (neuronal

transporter) in all doses tested. Otherwise, the higher dose of (PhSe), decreased the
immunocontent of vesicular glutamate transporter 1 (VGLUT1) and GFAP as well as
SNAP-25 at 1 and 100 mg/kg . Immunohistochemical analysis revelead that 100 mg/kg

(PhSe), decreased the number of GFAP-stained astrocytes in the CAl area, with no

evidence of oxidative stress. We supposed that the increase on EAAC1 and GLAST
immunocontent could be a compensatory mechanism conditioned by these transporters
in order to reduce the extracellular glutamate levels, avoiding neurotoxic effects caused

by (PhSe),. Since there was no signs of oxidative stress, the inhibitory effect of (PhSe),

on glutamate uptake seems to be related to a decrease on immunocontent of VGLUT],
GFAP and SNAP-25. The results suggest that administration of (PhSe), may cause
deleterious effects on the hippocampus since decreased the immunocontent of important

proteins involved in the brain homeostasis.
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oxidative stress.

1. Introduction

Selenium, as a trace element, is essential for normal growth and development of
the organism. Selenium and its organic and inorganic analogs usually present
antioxidant properties, since selenium is an integral component of the active site of the
mammalian enzyme glutathione peroxidase (GSH-Px) (Rotruck et al., 1973). However,
inorganic selenium can be highly toxic to several species of mammals and this toxicity
could be related to oxidation of endogenous thiol (Painter, 1941; Penrith, 1995).

Diphenyl diselenide (PhSe), is an organic-selenium compound that presents
antioxidant, anti-inflammatory and anti-nociceptive properties (Rossato et al., 2002;
Nogueira et al., 2003). Some assays in vitro with this compound revealed its gluthatione
peroxidase-like activity (Meotti et al., 2004) and others models in vivo showed an
increase on total selenium content in the brain, indicating that (PhSe), crosses the
blood-brain barrier (Maciel et al, 2003; Jacques-Silva et al, 2001). (PhSe), protected
hippocampal slices from deleterious effects of oxygen-glucose deprivation and
presented anti-depressant and anxiolytic-like effects that involved serotoninergic and

GABAergic systems (Ghisleni et al., 2003; 2008; Savegnago et al., 2007, 2008).

Glutamate is the main excitatory neurotransmitter in mammals and it is believed
to play important roles in several physiological and pathological processes. Glutamate
exerts its neurotransmission via two classes of receptors named ionotropic (ligand-gated
ion channel) and metabotropic (coupled to G-proteins) (Ozawa et al, 1998; Lipton and
Rosenberg, 1994). Extracellular glutamate concentrations are maintained below to toxic
levels by high affinity Na'-dependent carriers located preferentially at plasma

membrane of the astrocytes. There are five excitatory amino acid carriers (EAAC)
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present presynaptically and/or postsynaptically in neurons as well as in neighboring
glial cells (Masson et al., 1999). In rodents glutamate/aspartate transporter (GLAST,
EAATI! in humans) and glutamate transporter type I (GLT1, EAAT2 in humans) was
found primarily only astrocytes membranes (Rothstein, et al., 1994). Two lines of
evidence suggest that these two glial transporters are not uniformly distributed on the
astrocytic membrane. GLT1 protein co-localizes with the synaptic vesicle protein
synaptophysin suggesting its presence in nerve terminals (Minelli et al., 2001).
Quantitative electron microscopic analysis shows that GLT1 and GLAST are enriched
on astrocytic processes near synaptic termini, suggesting that they are targeted to
portions of the membrane that are near to the synapse (Chaudhry et al., 1995). GLT1 is
found in high density in the hippocampus and cerebral cortex, while GLAST is more
abundant in the Bergmann glia of the cerebellar molecular layer (Chauldhry et al.,
1995). Excitatory amino acid transporter 3 (EAAT3, EAACI] in humans) is
preferentially found in neurons albeit it can be detected in astrocytes membranes and
seems not be restricted to glutamatergic neurons. The fourth subtype EAAT4 is
concentrated in the spines of Purkinje Cells and EAATS is a mammalian retina protein

(Trotti et al., 1998; for review see Danbolt, 2001).

Glutamate is stored in synaptic vesicles that present a transport system Na'-independent
and coupled to H+-ATPase activity. So far, there are three vesicular glutamate
transporters (VGLUTs) located in the membranes of synaptic vesicles (Fykse and
Fonnum, 1996). VGLUTs are expressed mainly in glutamatergic neurons and
distributed in several regions of brain, with VGLUT1 being the more abundant
transporter and preferentially located at the hippocampus (Herzog et al., 2001, 2004).

The importance of VGLUT1 for normal brain function has been evidenced by studies
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where genetic deletion of VGLUT1 has been shown to disrupt synaptic glutamate

release and to cause defects in brain development (Wojcik et al., 2004).

Glutamate transporters located at either plasma or vesicular membrane contain
reactive thiol groups in their structure and oxidation of these critical cysteinyl residues
results in an impairment of glutamate uptake. Consequently, oxidant agents can produce

neurotoxicity by increasing extracellular glutamate (Trotti et al., 1997b).

Independent on their pharmacological properties or even toxic effects, organic
selenium compounds also affect glutamatergic system. Data from in vitro experiments
showed that organic selenium analogs that included (PhSe), inhibited glutamate uptake
into cortical slices and isolated synaptic vesicles, both inhibitory effects seem to be
related to oxidation of thiol groups (Nogueira et al., 2002; Porciuincula et al., 2003;
Moretto et al., 2007). In addition, synaptic plasma membranes from rats treated with
(PhSe), presented an inhibition of glutamate and MK-801 binding (Nogueira et al.,
2001). Even though in vivo and in vitro experiments have shown that (PhSe), causes
alterations on glutamatergic system, there are no studies focus on molecular
modifications of glutamate transporters and/or receptors as well as synapse-related
proteins caused by this organo seleno compound. Considering 1) the importance of the
regulation and maintenance of the extracellular glutamate levels by glutamate
transporters; ii) the redox-regulation of the glutamate transporters and iii) previous
studies in which (PhSe), administration caused alterations on some parameters of
glutamatergic neurotransmission, we sought to investigate whether acute administration
of (PhSe), could affect glutamate uptake after in vivo administration. Besides, we tried
to correlate this inhibition with alterations on glutamate transporters, glial fibrilar acid

protein (GFAP) and synaptosomal-associated protein-25 (SNAP-25) immunocontent.
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Finally, we also evaluated the redox state of hippocampal slices treated with (PhSe), to

find some relationship between the glutamate uptake inhibition with oxidative stress.

2. Materials and Methods

2.1 Chemicals

(PhSe), was synthesized according to Paulmier, 1986 and dissolved in canola

oil. All other chemicals were obtained from Sigma, except when indicated.

2.2 Animals and Exposure

Male albino adult Wistar rats (200 —250 g) from our own breeding colony were
used. The animals were kept on separate animal rooms, on a 12 light /dark cycle, at a
room temperature of 22°C, with free access to food and water. Rats received (PhSe); (1,
10, or 100 mg/kg) by oral route in a single dose. A group of six rats was usually tested
in each experimental group. The control group received only canola oil. Twenty-four
hours after (PhSe)2 administration the animals were euthanized for neurochemical
analysis. All procedures were carried out according to NIH Guide for Care and Use of
Laboratory Animals and also were approved by the ethical committee of Federal

University of Rio Grande do Sul.

2.3 Glutamate uptake into rat hippocampal slices

Glutamate uptake was performed according to Duan et al., 1999, with some
modifications. Briefly, after treatment animals were euthanized, hippocampi was
dissected out and immediately humidified with PIPES-balanced salt solution (BSS)
containing (in mM): NaCl 135, KCI 3.1, CaCl, 1.2, MgS04 1.2, KH,PO4 0.5, PIPES 5,
and glucose 2, pH was adjusted to 7.2 with NaOH. Slices from hippocampus (0.4 mm)
were obtained using a Mclllwain tissue chopper. Slices were pre-incubated at 37°C for

15 min and the medium was replaced by PIPES-BSS. Glutamate uptake was started by
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adding 100 uM [*H]glutamate. Incubation was stopped after 6 minutes by aspiration of
the medium and rinsing slices twice with ice-cold Na'-free BSS. Slices were then lysed
in a solution containing 0.1 M NaOH and 0.01% SDS. Unspecific uptake was carried
out with Na'-free HBSS (replaced by choline chloride) at 4° C. Specific uptake was
considered as the difference between the total uptake and the unspecific uptake.

Incorporated radioactivity was measured using a Wallac liquid scintillation counter.

2.4 Western blotting analysis

Animals were sacrificed twenty-four hours after treatment with (PhSe), or
canola oil, hippocampi were dissected out, homogenized in 5% SDS solution containing
protease inhibitor cocktail (Sigma, Sao Paulo/Brazil) and kept at -70° C. Protein content
was further determined by using Bicinchoninic acid assay using bovine serum albumin
(BSA) as standard (Pierce, Sao Paulo/Brazil). Hippocampal extracts were diluted to a
final protein concentration of 2 mg/ml in SDS-PAGE buffer and 80 pg of the samples
(for GLAST, GLT1, EAACI1, VGLUTI, GFAP and SNAP-25), and dual-color
prestained molecular weight standards (Bio-Rad, Sdo Paulo, Brazil) were separated by
SDS-PAGE (12% with 4% concentrating gel). After electro-transfer, the membranes
were incubated overnight with Tris—buffered saline 0.1% Tween-20 (TBS-T) containing
3% BSA. After blocking, the membranes were incubated for 24 h at 4° C with rabbit
anti-GLAST antibody (1:1000; Abcam, Cambridge MA, USA), rabbit anti-GLT1 and
anti-EAACI antibodies (1:1000; Alpha Diagnostics, San Antonio, TX, USA), goat anti-
VGLUT1 (1: 10,000), mouse anti-GAPDH (1:3000) and mouse anti-SNAP-25
antibodies (1: 1000) from Chemicon /Millipore, Sdo Paulo/Brazil, and mouse anti-actin
(1:2000), rabbit anti-GFAP (1:1000) (Sigma, Sao Paulo/Brazil). After primary
antibodies incubation, membranes were washed and incubated with alkaline

phosphatase-conjugated secondary antibodies for 2 h at room temperature and
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developed with ECL (Amersham, Sao Paulo/Brazil). The autoradiographic films were
scanned and densitometric analyses were performed using public domain NIH Image
Program (developed at the U.S. National Institutes of Health and available on the
internet at http://rsb.info.nih.gov/nih-image/). As an additional control of the protein
loading, membranes were stained with Ponceau S. Results were presented by GLAST,
GLTI1, EAACI or VGLUTI1/ GAPDH density unit lines. For GFAP and SNAP-25

results were present by density unit lines using actin as a control of the protein loading.

2. 5 Immunohistochemistry

Perfusion and fixation of the brain was performed through trans-cardiac perfusion
with 4% paraformaldehyde. The frozen brain was sectioned (20 pm coronal sections)
using a cryostat Leica CM 1850 (Leica Microsistemas, Sao Paulo, Brazil) and sections
were mounted on slides coated with 2% gelatin with chromium and potassium sulfate.
After drying at room temperature, the mounted sections were stored at -20°C. The
detection of astrocytes was carried out using an immunohistochemical detection for
GFAP as a marker of astrocytes (Pekny and Nilsson, 2005). The sections were first
rinsed for 5 min with phosphate buffered saline (PBS: 140 mM NacCl, 3 mM KCI, 20
mM Na,HPO,, 1.5 mM KH;PO4) and then three times for 5 min with Trizma base
buffer (TBS - 0.05 M containing 150 mM of NaCl, pH 7.2) at room temperature. The
sections were blocked with TBS containing 0.2% Triton X-100 and 10% goat serum
during 45 min, incubated in the presence of the rabbit anti-GFAP antibody (1:500
dilution in TBS containing 0.2% Triton X-100 and 10% normal goat serum) for 72
hours at 4°C, rinsed three times for 10 min in TBS and subsequently incubated with goat
anti-rabbit secondary antibody conjugated with a fluorophore (Alexa Fluor 488,
Invitrogen, Sdo Paulo, Brazil) (1:200 dilution in 0.1 M TBS containing 0.2% Triton X-

100 and 10% normal serum) for 2 hours at room temperature. After rinsing three times
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for 10 min in TBS, the sections were mounting on slides, using Vectashield mounting
medium (Vector Laboratories, Sdo Paulo/ Brazil). All sections were examined under a
transmission and fluorescence Zeiss Axiovert 200 microscope, with Axiovision

software 4.6.

2.5.1 Image analysis

The number of GFAP-stained astrocytes per mm” in the CA1, CA3, fimbria and
dentate gyrus were estimated (Xavier et al., 2005, Martinez et al., 2006) using Nikon
NIS Elements AR 2.30 software. All lighting conditions and magnifications were kept
constant. Briefly, a ROI square of 17.918,19 um” was overlaid on the analyzed regions.
GFAP-reactive astrocytes located inside this square or intersected by the lower and/or
right edges of the square were counted. Astrocytes intersected by the upper and/or left

edges of the square were not counted. Nine fields were analyzed for each animal.

2.6 Assays for measurement of endogenous antioxidant defenses

2.6.1 Catalase Activity

Catalase (CAT) activity was assayed by measuring the rate of decrease on H,O,

absorbance at 240 nm (Aebi 1984).

2.6.2 Superoxide Dismutase Activity

Superoxide dismutase (SOD) activity was assayed by measuring the inhibition

of adrenaline auto oxidation, as previously described (Bannister and Calabrese 1987).

2.6.3 Glutathione Peroxidase Activity

The measure of glutathione peroxidase (GPx) activity was assayed measuring

nicotinamide adenine dinucleotide phosphate diaphorase (NADPH) oxidation at 340 nm
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in the presence of reduced glutathione, tert-Butyl hydroperoxide, and glutathione

reductase (Flohé and Giinzler, 1984).

2.7 - Assays for measurement of oxidative damage

2.7.1 Lipid peroxidation

As an index of lipid peroxidation, the formation of thiobarbituric acid-reactive
substances (TBARS) during an acid-heating reaction has been used (Draper and Hadley
1990). Briefly, the samples were mixed with 1 ml of TCA 10% and 1 ml of
thiobarbituric acid 0.67%, then heated in a boiling water bath for 15 min. TBARS were
determined by the absorbance at 535 nm. All the results were normalized by the protein

content (Lowry et al. 1951).

2.7.2 Protein Damage

The oxidative damage to proteins was assessed by the determination of carbonyl
groups based on the reaction with dinitrophenylhydrazine (DNPH), as previously
described (Levine et al. 1990). Briefly, proteins were precipitated by the addition of
20% trichloroacetic acid (TCA) and redissolved in DNPH and the absorbance read at

370 nm.

2.7.3 Determination of non-protein thiols (NPSH)

NPSH in S1 were determined by the method of (Ellman 1959). Briefly, the S1
was mixed (1:1) with 10% trichloroacetic acid. After the centrifugation, the protein
pellet was discarded and free -SH groups were determined in the clear supernatant. An
aliquot of clear supernatant was added in potassium phosphate buffer 1 M pH 7.4 and
10 mM 5,5-dithio-bis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB). The color reaction was measured

at 412 nm. NPSH levels were expressed as umol NPSH/g tissue.

2.8. Statistic Analysis

27



All data were presented as means + standard error of the mean (SEM). Comparisons
between control and (PhSe), groups were performed with one-way ANOVA followed
by Newman-Keuls Multiple Comparisons test. Differences between the groups were

considered significant for P<0.05.

3. Results

Hippocampal slices from rats treated with 1, 10 and 100 mg/kg (PhSe),
presented an inhibition of glutamate uptake (53%, 38% and 45%, respectively) when
compared to hippocampal slices from canola oil (Fig. 1). Immunoblotting analysis of all
glutamate transporters revealed that treatment with 1, 10 and 100 mg/kg (PhSe), caused
distinct modification on immunocontent according to the transporter analyzed. The glial
transporter GLT1 immunocontent was not affected by treatment with (PhSe), (Fig. 2a).
However, hippocampal slices from rats treated with 100 mg/kg (PhSe), presented an
increase of 32% on GLAST immunocontent when compared to hippocampal slices from
canola oil (Fig. 2b). For the neuronal transporter (EAAC1/EAAT3) 1, 10 and 100
mg/kg (PhSe), caused an increase on the immunocontent (94%, 80% and 79%,
respectively) when compared to hippocampal slices from canola oil (Fig. 3a). Analysis
of the immunocontent of the VGLUT1 revealed that hippocampal slices treated with

100 mg/kg (PhSe), presented a decrease of 34 % on VGLUT1 immunocontent (Fig. 3b).

Given that (PhSe), caused modifications on the immunocontent of some
glutamate transporters, it was further investigated whether (PhSe), could modify the
immunocontent of GFAP as a marker of astrocytes and SNAP-25 as a marker of nerve
terminals. (PhSe), caused a decrease of 21 % on GFAP immunocontent only in the
highest dose (Fig. 4a), while the immunocontent of SNAP-25 was equally diminished

by treatment with 1, 10 and 100 mg/kg (PhSe), (23, 18.85 and 22.2%, respectively)
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(Fig. 4b). Immunohistochemical analysis for GFAP revealed that from all subregions of
the hippocampus analyzed (CA1l, CA3, fimbria and dentate gyrus (DG), only in the
CA1 the treatment with 100 mg/kg (PhSe), caused a decrease of 25 % on the number of

GFAP-stained astrocytes (Figs. 5a and b).

In order to evaluate if oxidative stress triggered by (PhSe), may be involved in
the inhibitory effect of glutamate uptake, it was measured the activity of the enzymes
responsible for the endogenous antioxidant defenses. The activity of CAT, the
antioxidant enzyme that metabolizes hydroperoxides, presented an increase of 34% in
the hippocampal extracts from 1 mg/kg (PhSe), (Fig. 6a). Although SOD activity
presented a slightly increase by treatment with (PhSe), the results are not statistically
significant (Fig. 6b). The glutathione peroxidase activity was also evaluated and (PhSe),

treatment did not cause any effect (Fig. 6¢).

The oxidative damage of the hippocampal extracts was evaluated by
determination of carbonyl groups, lipid peroxidation and non proteic thiols
measurements. The results showed that 1 and 100 mg/kg (PhSe), reduced products of
lipid peroxidation (54 and 37.5%, respectively) (Fig. 7a). However, the content of
carbonyl groups and the determination of non-protein thiols (NPSH) did not present any

differences in hippocampal extracts from canola oil and (PhSe); (Figs. 7b and c).

4. Discussion

Previous studies have shown that (PhSe), modified some parameters of the
glutamatergic neurotransmission such as glutamate and analogs binding as well
glutamate uptake into isolated synaptic vesicles and acutely dissociated slices (Nogueira
et al., 2002, 2001; Moretto et al., 2007). In our study, hippocampal slices from acute

treatment with (PhSe), presented an inhibition on glutamate uptake in all doses tested.
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Our results are in agreement with other in vitro studies, where this inhibitory effect was
observed in cortical slices incubated with (PhSe), (Moretto et al., 2007). The
immunocontent of all glutamate transporters was analyzed and distinct effects could be

observed by (PhSe), treatment.

Hippocampal extracts from rats treated with (PhSe), presented an increase on the
neuronal transporter (EACCI1) and the glial transporter (GLAST) immunocontent,
findings that did not match with the inhibitory effect on glutamate uptake. Although it is
believed that GLT1 is the main transporter responsible for the removal of glutamate
from the synaptic cleft avoiding neurotoxicity, we supposed that the increase on
neuronal transporter (EACC1) and the glial transporter (GLAST) may be a
compensatory mechanism to avoid toxic effects caused by (PhSe),, because these
transporters also respond to brain insults (Zagami et al., 2009). Even though GLT1 is
the most abundant transporter when compared to GLAST in the hippocampus, (PhSe),
did not cause any effect on GLT1 immunocontent, a finding that could discard the
participation of this transporter in the inhibitory effects on glutamate uptake. Our results
showed a decrease on VGLUTI immunocontent by the treatment with 100 mg/kg
(PhSe),. VGLUT! is highly enriched in the hippocampus being used for identifying
glutamatergic neurons and considered the main vesicular transporter. Thus, a decrease
on VGLUT1 immunocontent by the highest dose of (PhSe), could explain the reduction
on the glutamate uptake. In agreement, the uptake activity into acutely dissociated slices
seems to be more related to nerve terminal rather than glial uptake (Furness et al., 2008;
for review see Danbolt, 2001). It is important to emphasize that albeit astrocytes also
contain synaptic vesicles and express VGLUTs (Bezzi et al., 2004), the role of the

uptake and release process in glial cells remains still an unresolved question.
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Differently from in vitro data where incubation with this organo seleno
compound did not cause any effect on GFAP (Moretto et al., 2005), the treatment with
(PhSe), caused a decrease on GFAP immunocontent followed by a reduction on the
number of GFAP-stained astrocytes in the highest dose of (PhSe),. These findings
showed that an important protein from the cytoskeleton of the astrocytes was decreased
by (PhSe), with subsequent changes in the functionality of these cells such as glutamate
uptake. In fact, some experimental treatments that result in phenotypic changes
resembling glial activation have been shown to decrease GFAP staining with
subsequent inhibition of glutamate uptake (Swarowsky et al., 2008). On the other hand,
studies have reported an increase on GFAP and glutamate transporters (Pekny and
Nilsson, 2005) whereas after brain trauma there was a reduction in the GFAP-stained
astrocytes with a consequent decrease on the glutamate transporters expression (van
Landeghem et al., 2006). Otherwise, lypopolissacharide-induced inflammation increases
GFAP expression with a decrease on GLT1 content (O'Shea et al., 2006). Thus, our
findings lead us to consider that astrocytes may be a target of deleterious effects caused
by (PhSe),. Based on these statements, our results suggest that a decrease on GFAP
immunoreactivity caused by (PhSe), with a reduction on glutamate uptake could be

related to its toxic effects.

The analysis of presynaptic marker proteins such as SNAP-25 usually reveals
the viability and functionality of nerve terminals since a decrease observed on the
immunocontent of SNAP-25 was frequently accomplished by neuronal death in some
models of brain injury (Ishimaru et al., 2001; Suh et al., 2008). Our findings showed
that (PhSe), may be toxic to nerve terminals, since the immunocontent of SNAP-25 was
dramatically diminished by treatment with (PhSe),. Besides astrocytes, this organo

seleno compound could also be toxic to nerve terminals and subsequently the
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glutamatergic neurotransmission may be impaired because there are less vesicular
transporters followed by a decrease on an important protein that anchors synaptic

vesicles.

It is well known that seleno organic compounds including (PhSe), present dual
effects on redox state of cells because according to the dose they can act as antioxidant
or oxidant (Rossato et al., 2002; Rosa et al; 2007). ROS oppose the removal of
glutamate from the extracellular space by inhibiting the high affinity glutamate
transporters, which supports the concept that ROS formation and the development of
excitotoxicity are interdependent (Coyle and Puttfarchen, 1993). Moreover, this event
may trigger a vicious amplifying cycle of the neurotoxic cascades, since increased
extracellular glutamate would further enhance ROS formation (Pellegrini-Giampietro et
al., 1990). In the same context, studies demonstrated that glutamate uptake in astrocytes
is reduced by ROS (Volterra et al., 1994) and that inhibition probably derives from
direct oxidation of reactive cysteine residues in the transporter protein structure (Trotti
et al., 1997a; 1997b). Thus, EAACI neuronal transporter, GLT1 and GLAST astroglial
transporters exhibit redox-sensitive properties (Trotti et al., 1997b) and are equally
inhibited by oxidants via direct action on the transporter proteins (Trotti et al., 1998).
Based on these statements, alterations on redox state of the hippocampal extracts
submitted to treatment with (PhSe), could explain the inhibition on glutamate uptake.
However, the redox state of hippocampal extracts from rats treated with (PhSe), did not
show signs of oxidative stress. On the other hand, products of lipid peroxidation were
diminished and the activity of catalase was increased in the lowest dose. Superoxide
dismutase activity not presented and glutathione peroxidase activity was not altered in
hippocampal extracts from rats treated with (PhSe),. These results discard the

involvement of oxidative stress in the inhibition of glutamate uptake.

32



Altogether, our results showed that treatment with 100 mg/kg (PhSe), decrease
the immunocontent of vesicular glutamate transporter and GFAP causing an impairment
on the functionality of glutamatergic system which could be associated to injuries in the

nerve terminals and astrocytes.

Given that (PhSe), presents pharmacological benefits that included antioxidant,
anti-inflammatory and neuroprotective properties, our results prompt us to carefully
analyze the route and doses of administration of (PhSe), to avoid neurotoxic effects.
Besides, all behavioural alterations described by this compound may be related to
alterations on important proteins that help to maintain the normal functioning of the

glutamatergic neurotransmission.
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Legends

Figure 1. Acute administration of 1, 10 or 100 mg/kg (PhSe), on glutamate uptake into
rat hippocampal slices, in vivo. Adult rats were treated by oral route with a
single dose of (PhSe), and the control group received a single of canola oil.
Data are expressed as nmol/mg protein/min. Data are reported as mean + SEM
of 4-6 animals per group. *p<0.05 as compared to the control group (one-way

ANOVA/Newman-Keuls).

Figure 2. Representative and quantitative Western blotting analysis of the hippocampal
GLTI1 and GLAST immunocontent from control and (PhSe),-treated. Adult
rats were treated by oral route with a single dose of 1, 10 or 100 mg/kg
(PhSe); and the control group received a single of canola oil. A) At the top are
representative bands of the quantitative analysis: GLT1 at 69 kDa GLAST at
64 kDa; GAPDH at 37 kDa. B) At the top are representative bands of the
quantitative analysis: GLAST at 64 kDa; GAPDH at 37 kDa. Graphic
represents means = SEM of the ratio of optical densities from 3-5 (A) and 5-7
(B) hippocampal extracts per group. *p<0.05 as compared to the control group

(one-way ANOVA/Newman-Keuls).

Figure 3. Representative and quantitative Western blotting analysis of EAAC1 and
VGLUT! immunocontent from hippocampal extracts from control and
(PhSe),-treated. Adult rats were treated by oral route with a single dose of 1,
10 or 100 mg/kg (PhSe), and the control group received a single of canola oil.
A) At the top are representative bands of the quantitative analysis: EAACI at
70 kDa; GAPDH at 37 kDa. B) At the top are representative bands of the

quantitative analysis: VGLUT1 at 61 kDa; GAPDH at 37 kDa. Graphic
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represents means = SEM of the ratio of optical densities from 4-7 (A) and 4-6
(B) hippocampal extracts per group. *p<0.05 as compared to the control

group (one-way ANOVA/Newman-Keuls).

Figure 4. Representative and quantitative Western blotting analysis of the hippocampal
GFAP and SNAP-25 immunocontent from control and (PhSe),-treated . Adult
rats were treated by oral route with a single dose of 1, 10 or 100 mg/kg
(PhSe); and the control group received a single administration of canola oil. A)
At the top are representative bands of the quantitative analysis: GFAP at 50
kDa; B-actina at 42 kDa. B) At the top are representative bands of the
quantitative analysis: SNAP-25 at 25 kDa; B-actina at 42 kDa. Graphic
represents means = SEM of the ratio of optical densities from 4-5 (A) and 5-6
(B) hippocampal extracts per group. *p<0.05 as compared to the control

group (one-way ANOVA/Newman-Keuls).

Figure 5. Representative and quantitative immunohistochemistry analysis of GFAP
CA1l, CA3, fimbria and dentate gyrus from control and (PhSe),-treated. Adult
rats were treated by oral route with a single dose of 1 or 100 mg/kg (PhSe),
and the control group received a single administration of canola oil. The
number of animal was of 3 per group. A) The representatives images of the
CA1 area from control, 1 and 100 mg/kg (PhSe),. Images represent the GFAP-
stained astrocytes. B) Graphic represents means = SEM the number of
reactives astrocytes for GFAP. Data are expressed as number of cells /mm’.
*p<0.05 as compared to the control group (one-way ANOVA/Newman-

Keuls). Scale bar: 46 pum= 100 pixels.
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Figure 6. Effect of (PhSe), acute administration on endogenous antioxidant defenses in
hippocampal extracts of adult rats, in vivo. Adult rats were treated by oral
route with a single dose of 1 or 100 mg/kg (PhSe), and the control group
received a single administration of canola oil. A) Effect of (PhSe), acute
administration on catalase (CAT) activity. Data are expressed as U CAT/mg
protein and reported as mean = SEM of 4 animals per group. B) Effect of
(PhSe), acute administration on superoxide dismutase (SOD) activity. Data
are expressed as U SOD/mg protein and reported as mean + SEM of 4 animals
per group. C) Effect of (PhSe), acute administration on glutathione peroxidase
(Gpx) activity. Data are expressed as U GPx/mg protein and reported as mean
+ SEM of 4-5 animals per group. *p<0.05 as compared to the control group

(one-way ANOVA/Newman-Keuls).

Figure 7. Effect of (PhSe), acute administration on oxidative damage parameters in
hippocampal extracts of adult rats, in vivo. Adult rats were treated by oral
route with a single dose of 1 or 100 mg/kg (PhSe), and the control group
received a single administration of canola oil. A) Effect of (PhSe), acute
administration on tiobarbituric acid reactive species (TBARS) formation. Data
are expressed as nmol MDA (malondialdehyde)/mg protein and reported as
mean = SEM of 3-5 animals per group. B) Effect of (PhSe), acute
administration on carbonyl protein levels. Data are expressed as nmol carbonyl
groups/mg protein and reported as mean = SEM of 4-6 animals per group. C)
Effect of (PhSe), acute administration on non-protein thiol groups content.
Data are expressed as nmol SH/mg protein and reported as mean + SEM of 4-5
animals per group. *p<0.05 as compared to the control group (one-way

ANOVA/Newman-Keuls).
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Figure 2.
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Figure 3.
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Figure 4.
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Figure 5.
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Figure 6.
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Figure 7.
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CAPITULO III

DISCUSSAO GERAL



IIT - DISCUSSAO GERAL

Estudos prévios demonstraram que o (PhSe), foi capaz de modificar alguns
parametros da neurotransmissdo glutamatérgica tais como o binding de glutamato e
analogos, bem como a captacdo de glutamato em vesiculas sinapticas e em fatias de
cortex (Nogueira et al., 2002, 2001; Moretto et al., 2007). Em nosso estudo, o
tratamento agudo com (PhSe), inibiu a captacdo de glutamato em fatias do hipocampo
em todas as doses testadas. Nossos resultados estdo de acordo com estudos in vitro onde
este efeito inibitorio foi observado em fatias de cortex incubadas com (PhSe), (Moretto
et al., 2007). O imunocontetido de todos os transportadores de glutamato foi analisado e

foram encontrados efeitos distintos pelo tratamento com (PhSe);.

O extrato de hipocampo de ratos tratados com (PhSe), apresentou um aumento
no imunoconteudo do transportador de glutamato glial (GLAST) e neuronal (EAACI),
entrando em desacordo com o efeito inibitério sobre a captacdo de glutamato. Embora
se acredite que o GLT1 ¢ o principal transportador responsavel pela remocao do
glutamato da fenda sinaptica evitando a neurotoxicidade, ndés podemos sugerir que o
aumento no imunocontetido do transportador glial (GLAST) e neuronal (EAAC1) possa
ser um mecanismo compensatorio para evitar os efeitos toxicos causados pelo (PhSe),
uma vez que esses transportadores também respondem a insultos cerebrais (Zagami et
al., 2005, 2009). Mesmo que o GLTI1 seja o transportador mais abundante no
hipocampo quando comparado ao GLAST, o (PhSe), ndo foi capaz de alterar o seus
imunoconteudo, uma descoberta que poderia descartar a participacdo deste
transportador nos efeitos inibitorios sobre a captacao de glutamato. Nossos resultados
apontaram um decréscimo sobre o imunocontetido do transportador vesicular de
glutamato VGLUTI1, como o causador do efeito inibitério encontrado na captagdo de

glutamato. Além disso, alguns trabalhos confirmam que em fatias de hipocampo a
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captacdo ocorre preferencialmente dentro dos terminais nervosos do que células gliais
(Furness et al., 2008; for review see Danbolt, 2001). O hipocampo ¢ altamente
enriquecido de VGLUT1 e normalmente anticorpos contra este transportador sao
utilizados para identificar neurdnios glutamatérgicos. O VGLUT1 ¢ considerado ainda,
o principal responsavel pela liberacdo de glutamato e um prejuizo funcional neste
transportador interrompe a liberagdo de glutamato no hipocampo (Fremeau et al., 2004;

Wojcik et al., 2004).

E importante enfatizar que apesar dos astrécitos também conterem vesiculas
sinapticas e expressarem VGLUTs (Bezzi et al., 2004), o papel da captacdo e liberacao

de glutamato nas células gliais ainda permanece oculto.

Diferentemente de resultados in vitro, onde a incubacdo com (PhSe), nao
demonstrou qualquer efeito sobre a GFAP (Moretto et al.,2005), a maior dose de
(PhSe), utilizada neste trabalho causou uma redugdo no imunocontetido de GFAP e no
numero de astrocitos marcados por esta proteina. Com esses resultados poderiamos
sugerir que (PhSe); estaria causando danos sobre estas células e este evento se refleteria
sobre o processo de captacdo de glutamato. Nossos resultados estdo de acordo com
outros estudos experimentais que demonstraram alteracdes fenotipicas semelhantes ao
processo ativagao glial seguidos de uma redugdo na reatividade para GFAP e na
expressao dos transportadores de glutamato com subseqiiente inibi¢ao da captacao desse
neurotransmissor apds uma situacdo de trauma cerebral (Swarowsky et al., 2008; van
Landeghem et al., 2006). Entretanto, alguns dados controversos indicam um aumento
dos transportadores de glutamato ¢ GFAP (Pekny and Nilsson, 2005), ou ainda, um
aumento na expressdo de GFAP com uma redu¢do no imunoconteudo de GLTI

induzida por lipopolissacarideo (O'Shea et al., 2006). Assim, nossas descobertas nos
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levam a considerar que os astrocitos possam ser alvo dos efeitos toxicos causados pelo

(PhSe)s.

A viabilidade e funcionalidade dos terminais nervosos podem ser avaliadas pela
analise de proteinas marcadoras pré-sinipticas tais como a SNAP-25. Uma redugdo
sobre o imunocontedo desta proteina ¢ freqiientemente acompanhada de morte
neuronal em alguns modelos de injuria cerebral (Ishimaru et al., 2001; Suh et al., 2008).
Nossas descobertas mostram que o (PhSe), pode ser toxico para os terminais nervosos,
uma vez que diminui drasticamente o imunocontetido da SNAP-25 em todas as doses
testadas. Dessa forma, a inibi¢do da captagdo de glutamato encontrada neste trabalho
pode estar condicionada ao prejuizo gerado por esse composto nas células astrocitarias e
nos terminais nervosos, os quais sdo responsaveis diretos pela remogdo de grande parte
do glutamato extracelular via transportadores de glutamato. A reducdo no
imunoconteudo do transportador vesicular também pode estar associada a diminuig¢ao
do imunoconteido da SNAP-25 e conseqliente déficit na neurotransmissdo
glutamatérgica, uma vez que a SNAP-25 juntamente com a sintaxina ancoram a

vesicula na membrana pré-sindptica, para a liberacdo dos neurotransmissores.

Acredita-se que compostos organicos de selénio incluindo o (PhSe), apresentem
efeitos contrarios sobre o estado redox das células podendo atuar como antioxidante ou
oxidante conforme a dose que for utilizada (Rossato et al., 2002; Rosa et al., 2007). As
espécies reativas de oxigénio (ROS) prejudicam a remocdo do glutamato do espago
extracelular por reduzir a afinidade dos transportadores pelo glutamato, ratificando o
conceito de que a formagdo de ROS e o desenvolvimento da excitotoxicidade sdo
eventos interdependentes (Coyle & Puttfarchen, 1993). Além disso, este evento pode
ativar cascatas neurotoxicas, € dar inicio a um circulo vicioso onde o0s niveis

extracelulares de glutamato aumentam a formagdo de ROS e a reacdo inversa também
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torna-se efetiva (Pellegrini-Giampietro et al, 1990). Neste mesmo contexto, alguns
trabalhos mostram que a inibicdo da captacdo de glutamato em astrocitos gerada por
ROS, provavelmente deriva da oxidagdo direta dos residuos de cisteina reativos que
estdo presentes na estrutura das proteinas transportadoras (Volterra et al, 1994b; Trotti
et al, 1997a; 1997b). Portanto, os transportadores gliais GLAST e GLTI e o
transportador neuronal EAACI, exibem propriedades sensiveis ao estado redox (Arriza
et al., 1997) e sdo igualmente inibidos pela acdo direta de oxidantes (Trotti et al., 1998).
Baseando-se nessas declaragdes, a andlise do estado redox dos extratos de hipocampo
dos animais tratados com (PhSe),, poderia ajudar a explicar a inibi¢do da captagdo de
glutamato. Entretanto, o estado redox dos extratos hipocampais dos animais tratados
com este composto organico de selénio, ndo apresentou sinais de estresse oxidativo nos
parametros analisados. Por outro lado, os resultados mostraram uma redu¢do na
formagdo de espécies reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) nas duas doses de
(PhSe), testadas e um aumento da atividade da catalase (CAT) na dose mais baixa do
composto. A superdxido dismutase parece ter tido um ligeiro, mas ndo significante
aumento na sua atividade e a glutationa peroxidase ndo apresentou qualquer alteragdo
pelo tratamento com (PhSe),.Esses resultados descartam o envolvimento do estresse

oxidativo na inibicao da captacdo de glutamato.

Em geral, nossos resultados mostram que o tratamento com (PhSe), inibe a
captacdo de glutamato e diminui o imunoconteudo do transportador vesicular de
glutamato VGLUTI1, GFAP e SNAP-25 prejudicando a funcionalidade do sistema
glutamatérgico. Esses efeitos inibitorios podem caracterizar uma situacdo de injlria nos
terminais nervosos e nas células gliais. Assim, tendo em vista que o (PhSe), apresenta
beneficios farmacologicos que incluem propriedades neuroprotetoras, antioxidantes e

anti-inflamatdrias, nossos resultados apontam para a necessidade de uma andlise
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cuidadosa das doses e vias de administrag@o a serem utilizadas, a fim de evitar os efeitos
neurotdxicos deste composto. Além disso, todas as alteracdes comportamentais
descritas por este composto podem ser associadas a alteragdes em proteinas importantes

que ajudam a manter a homeostase da neurotransmissao glutamatérgica.
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CONCLUSOES



IV - CONCLUSOES

Com base nos resultados deste trabalho, pode-se concluir que o efeito sobre a
funcionalidade da neurotransmissdo glutamatérgica causado pelo tratamento com
(PhSe), involve alteragdes na densidade de proteinas importantes para o funcionamento
da sinapse glutamatérgica. A inibicdo da captacdo de glutamato pela administra¢do
aguda do (PhSe), pela via oral, foi acompanhada de uma redu¢ao no imunocontetido do
transportador vesicular de glutamato (VGLUT1) na maior dose testada. Assim, a
reducdo na densidade do VGLUT1 parece ser responsavel pelo efeito inibitorio causado
pelo (PhSe), na captacdo de glutamato. O (PhSe), diminuiu o imunoconteido da SNAP-
25, uma proteina importante para a manuten¢do da viabilidade e funcionalidade dos
terminais nervosos, uma vez que facilita o processo de ancoramento na membrana pré-
sinaptica para posterior adesdo e fusdo das vesiculas sinapticas. Este resultado poderia
apontar a toxicidade do (PhSe), sobre os terminais nervosos e conseqiiente
comprometimento da capta¢do de glutamato durante a neurotransmissdo sinaptica. Um
possivel efeito toxico sobre as células gliais também foi observado no tratamento com
este composto, pela redu¢do do imunoconteudo da GFAP e do numero de astrdcitos
marcados para esta proteina. Assim, os efeitos toxicos do (PhSe), poderiam estar agindo

tanto sobre os terminais nervosos quanto sobre as células gliais.

A formacdo de ROS ¢ descrita na literatura como um dos processos envolvidos
na inibi¢do da captacao de glutamato via oxidacao de residuos de cisteina presentes na
estrutura das proteinas transportadoras. Porém, o papel do (PhSe), como um possivel
oxidante exdgeno destes residuos de cisteina ndo foi evidenciado neste trabalho. Os
parametros de estresse oxidativo analisados aqui, ndo foram alterados e isto nos da
suporte para descartar a influéncia do estresse oxidativo sobre a inibicao da captagdo de

glutamato.
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Finalmente, os resultados desse trabalho sugerem que embora (PhSe), apresente
uma série de propriedades farmacologicas deve-se sempre considerar a sua dose e forma
de administragdo para que os efeitos benéficos se sobreponham a sua toxicidade.
Considerando que o (PhSe), ainda apresenta muitos efeitos desconhecidos sobre o
sistema nervoso central, esse trabalho demonstrou que esse composto pode causar
alteracdes em proteinas importantes para o funcionamento ¢ manutengdo da homeostase

do sistema nervoso central.
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V — PERPECTIVAS

Considerando as doses ¢ via de administracdo utilizadas neste trabalho, o
(PhSe), apresentou toxicidade aos terminais nervosos e células gliais por alterar a
densidade de proteinas importantes para o funcionamento ¢ manutengdo da homeostase
do sistema nervoso central. Tendo em vista estes resultados, torna-se necessaria uma
caracterizagdo farmacologica detalhada de doses e vias de administragdo que permita

estabelecer um limite entre a toxidicade e o uso terapéutico deste composto.

Para a melhor compreensao dos mecanismos neurotoxicos e neuroprotetores do
(PhSe), sobre o sistema glutamatérgico, propomos a investigacdo dos seguintes

aspectos:

- Estabelecer uma curva de tempo e dose da administragao oral do (PhSe),, sobre
a densidade dos transportadores de glutamato e proteinas sinapticas como a SNAP-25,
sintaxina, sinaptobrevina e PSD-95. Esta andlise poderia ajudar a esclarecer o papel
controverso do (PhSe); sobre a sinapse glutamatérgica, uma vez que este composto pode

atuar como neuroprotetor ou neurotoxico;

- Avaliar as modifica¢des no imunocontetido dos receptores de glutamato pelo
tratamento com (PhSe), no intuito de estabelecer se essas modificagdes estdo
relacionadas aos seus efeitos neurotdxicos ou neuroprotetores, uma vez os receptores de

glutamato também sdo susceptiveis a oxidacdes.
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