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How many roads must a man walk down
Before you call him a man?

How many seas must a white dove sail
Before she sleeps in the sand?

How many times must the cannon balls fly
Before they're forever banned?

The answer, my friend, is blowin'in the wind,
The answer is blowin'in the wind.

Bob Dylan
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RESUMO

O elemento selénio é um mineral essencial, componente de varias proteinas, incluindo a
glutationa peroxidase. Na ltima década foram realizados muitos estudos sobre as
propriedades quimicas e bioldgicas dos compostos organicos sintéticos de selénio. No
presente estudo foi analisado o potencial antioxidante e protetor do composto organico
sintético de selénio difenil disseleneto contra dano oxidativo induzido por H,O, em fatias
hipocampais de ratos adultos. Além disso, o efeito pro-apoptotico deste composto foi testado
na linhagem de neuroblastoma humano SH-SY5Y. Paralelamente, o potencial antidepressivo
do composto de selénio ebselen foi investigado em modelos animais de depressao.
Primeiramente, o tratamento com H,O, causou uma significativa diminui¢do na viabilidade
celular em fatias hipocampais, além de aumentar a peroxidacdo lipidica destas fatias. Estes
efeitos foram revertidos pela co-incubagdo com difenil disseleneto. A protecdo mediada pelo
calcogénio contra o dano induzido por H,O, foi aumentada pela adicdo de tidis ndo
permeaveis (GSH e DTT) no meio de incubacdo, o mesmo ndo foi observado quando o
composto permeavel GSH monoetilester foi adicionado ao meio. Apos incubacdo com H,0,
foi também observada uma estimulacéo transitoria na fosforilagdo de ERK1/2, sendo este
efeito bloqueado por difenil disseleneto. O tratamento prolongado de células SH-SY5Y (24h)
com difenil disseleneto aumentou significativamente o namero de células apoptdticas. Este
efeito foi acompanhado por aumento na fosforilacio de ERK1/2 e inibicdo de p38™A"¥ e de
PKC. Interessantemente, a inibi¢do da via de ERK1/2 potencializou os efeitos citotoxicos do
difenil disseleneto. O efeito antidepressivo de outro composto orgénico sintético de selénio,
ebselen, foi avaliado atravées de sua administracdo aguda em camundongos. Ebselen (10-20
mg/Kkg; via subcutanea) diminuiu o tempo de imobilidade dos animais submetidos ao teste do
nado forgcado. Este efeito anti-imobilidade do ebselen foi revertido pelo antagonismo dos
receptores adrenérgicos e dopaminérgicos e inalterados pelo antagonismo dos receptores
serotoninérgicos, ou mesmo pela inibicdo da sintese de serotonina. Estes resultados
demonstram um efeito antidepressivo do ebselen envolvendo uma interacdo com os sistemas
dopaminérgico e noradrenérgico. Metais pesados sdo importantes agentes neurotoxicos que
podem alterar vias de sinalizacdo intracelular e produzir estresse oxidativo. O manganés tem
sido indicado como um metal capaz de causar neurotoxicidade por mecanismos pouco
conhecidos. Nosso estudo avaliou o efeito do manganés sobre a fosforilacédo e atividade de
tirosina hidroxilase em células PC12. O tratamento com Mn (100 uM) por 24 horas aumentou
de forma prolongada a fosforilacdo de TH em Ser40, resultando em um aumento da atividade
desta enzima, sem alterar a viabilidade celular. Este efeito ndo foi dependente da ativacao de
PKA ou PKC. O co-tratamento com o antioxidante Trolox ™, nao foi capaz de bloquear o
efeito do Mn em relagdo a fosforilagdo de TH, embora o estresse oxidativo tenha sido
implicado como mediador dos eventos citotoxicos do Mn. Em resumo, nossos resultados
demonstraram um efeito neuroprotetor de difenil disseleneto contra insulto oxidativo com
H.0,, atuando de uma forma extracelular. Além disso, foi demonstrado o potencial pro-
apoptético do difenil disseleneto em uma linhagem de células tumorais humanas, atribuindo a
ERK1/2 um papel critico na sobrevivéncia destas células. A propriedade antidepressiva do
ebselen foi demonstrada em camundongos submetidos ao teste do nado forcado, sendo este
efeito ndo relacionado com o sistema serotoninérgico, ao contrario de antidepressivos
classicos. Além disso, foi proposto um novo mecanismo mediando a neurototoxicidade do
manganés em neurdnios dopaminérgicos, que envolve a ativacdo da fosforilacdo e atividade
de tirosina hidroxilase, independentemente da PKA, PKC ou estresse oxidativo.
Financiamento: CNPg, FINEP, FAPESC, CAPES e International Society for
Neurochemistry.



ABSTRACT

Selenium is an essential trace element and is component of several proteins, including
glutathione peroxidases. The studies related with chemical and biological properties of
synthetic organic selenium compounds increased in the last decade since many of these
compounds presented antioxidant and protective effects against oxidative insults, which is
attributed in part to their glutathione peroxidase —like activity. In the present study we
analysed the protective and antioxidant potential of synthetic organic selenium compound
diphenyl diselenide against H,O,-induced insult in adult rat hippocampal slices. Moreover the
pro-apoptotic effects of this compound were tested in the human neuroblastoma cell line SH-
SY5Y. In parallel studies, the antidepressant-like property of the selenium compound
ebselen was investigated in animal models of depression. Firstly, in hippocampal slices the
treatment with H,O, caused a significant decrease in cell viability which was concomitant
with an increase in lipid peroxidation. These effects were reverted by co-incubation with
diphenyl diselenide. The protection mediated by the chalcongen against H,O, damage was
ameliorated by addition of non permeable thiols (GSH and DTT) to the incubation media, but
it was unaltered by addition of the permeable GSH monoethylester. We also observed a
transient stimulation of ERK1/2 phosphorylation after incubation with H,O, and such effect
was blocked by diphenyl diselenide. It was demonstrated that prolonged treatment of human
neuroblastoma cells SH-SY5Y (24 h) with diphenyl diselenide significantly increased the
number of apoptotic cells. This effect was accompanied by increase in ERK1/2
phosphorylation and inhibition of p38™*" and PKC activity without altering the total content
of these kinases. Interestingly, the inhibition of ERK1/2 signaling pathway, potentiated the
citotoxic effects of diphenyl diselenide in SH-SY5Y cells. The antidepressant like effect of
ebselen was evaluated after acute administration in mice. Ebselen administration (10-20
mg/kg subcutaneously) decreased the immobility time of mice submitted to the forced
swimming test. This antiimobility effect of ebselen was prevented by antagonism of
adrenergic and dopaminergic receptors, and it was unaltered by antagonism of serotonergic
receptors, or even inhibition of serotonin synthesis. These results suggest an antidepressant-
like effect of ebselen involving an interaction with dopaminergic and noradregergic systems.
Heavy metals are important neurotoxic compounds that alter cell signalling pathways and
produce oxidative stress. Manganese has been indicated as a neurotoxic metal, however, the
mechanism of this process are not well understood. In the present study it was investigated
the effects of manganese on the phosphorylation and activity of tyrosine hydroxylase in PC12
cells. Mn treatment (100 uM) for 24 h caused a sustained increase in Ser40 phosphorylation
which resulted in increased TH activity without altering cell viability. Such effect was not
dependent on PKA and PKC activation, since the inhibition of these kinases did not prevent
Mn effects on Ser40. The co-treatment with the antioxidant Trolox™, was not able to block
the Mn effect toward TH phosphorylation, although oxidative stress has been implicated in
Mn citotoxic events. In summary, our results demonstrated a neuroprotective effect of
(PhSe), against H,O, oxidative insult, acting in an extracellular manner. Moreover, it was
shown the pro-apoptotic potential of diphenyl diselenide in a human tumoral cell line,
attributing to ERK1/2 a critical role in cell survival. The antidepressant-like properties of
ebselen was confirmed in mice submitted to the forced swimming test and this effect seems
to be not related to serotoninergic system, as does classical antidepressants. In addition, we
proposed a new mechanism that could mediate manganese neurototoxicity in dopaminergic
neurons, which involves stimulation of TH phosphorylation and activity in a manner
independent of PKA, PKC or oxidative stress.

Supported by CNPqg, FINEP, FAPESC, CAPES and the International Society for
Neurochemistry.
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CAPITULO |

1. INTRODUCAO

1.1. Estresse Oxidativo e 0 SNC

O estresse oxidativo pode resultar de uma alteragdo na homeostase celular
caracterizada por um aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio EROs e/ou
diminuicdo das defesas celulares antioxidantes responsaveis pela neutralizagdo destas
espécies quimicas. O resultado deste fendmeno € o dano celular pela oxidacdo de
macromoléculas, como proteinas e lipidios que ainda podem gerar outras espécies reativas, 0s
chamados produtos de oxidacdo, ampliando o dano celular através de uma reagdo em cascata,
conforme representacdo na figura 1. Para evitar este processo as células dispdem de diversos
mecanismos de defesa antioxidante que incluem enzimas como superoxido dismutase,
catalase e glutationa peroxidase e moléculas antioxidantes como vitamina E, ascorbato,

piruvato, flavondides e glutationa (GSH) (Finkel e Holbrook, 2000; Floyd and Hensley,

2002).
Proteinas Proteinas oxidadas

H,0,, *OH, *0-, Lipidios geroxldog Lipidicos, HNE
LOOH, Fe, Cu e .. ases oxidadas,

! : —’ Acidos Nucléicos _’ Prod d idacdo do DNA
NO, ONO- o rodutos da oxidagdo do ,

) 2 Metabdlitos 8-OHdG, etc.
Espécies oxidantes Alvos celulares Produtos de oxidagao

Figura 1. Espécies oxidantes interagem com alvos celulares gerando produtos de oxidagdo
que em alguns casos também podem levar ao dano oxidativo nos tecidos. As abreviagdes das
espécies oxidantes acima incluem H,0,, peréxido de hidrogénio; OH, radical livre hidroxila;
02, superéxido; LOOH, hidroperéxido lipidico; Fe, fons ferro; Cu, fons cobre; NO, éxido
nitrico; ONO?%, peroxinitrito; HNE, 4-hidroxi-2-nonenal; 8-OHdG, 8-hidroxi-2-
deoxiguanosina. Modificado de Floyd and Hensley, 2002.

Patologias do sistema nervoso central (SNC) como doencas de Alzheimer e
Parkinson, insultos como isquemia seguida de reperfusdo, exposicdo a metais pesados,

compostos quimioterapicos ou o proprio processo de envelhecimento podem levar a um



aumento da producdo de EROs o que pode causar estresse oxidativo e consequentemente
danos celulares irreversiveis (McKubrey et al., 2006).

A producdo de EROs ocorre naturalmente como resultado do metabolismo celular.
Sistemas enzimaticos como o da NADPH oxidase e Oxido nitrico sintase (NOS) sdo
exemplos de geradores de EROs. Entretanto, o metabolismo mitocondrial é considerado o
maior gerador de EROs na célula, processo que ocorre ao longo dos complexos da cadeia
respiratéria. Algumas EROs sdo bastante instaveis como o radical superéxido (O;7) e o
radical hidroxila (OH'). Entretanto, outras espécies como o peréxido de hidrogénio (H,0,)
tem uma meia vida bem maior e pode se difundir através das membranas bioldgicas e ao
reagir com metais livres como o Fé(Il), Cu(l), Ti(lll), Co(ll), através da reacdo de Fenton
(reacdo 1), podem levar a producgéo de radical hidroxila, consistindo esta a principal fonte

deste radical in vivo (Valko et al., 2007).

M™( cu®, Fe* Ti**, Co?) + H,0, » M™V*(= cu®, Fe**, Ti*",Co®) + OH + OH™ onde
M™ & um metal de transicéo

Reacédo 1. Reacdo de degradacéo de H,0, e formacao de radical OH' catalisada por metais de
transicdo, de acordo com a reacdo de Fenton. Modificado de Valko et al., 2006.

No que se refere ao SNC deve ser ressaltado que o cérebro é considerado um alvo
especialmente suscetivel a danos oxidativos tendo em vista algumas caracteristicas singulares
deste tecido que incluem: alto contedo de &cidos graxos (suscetiveis a oxidacdo), alto
consumo de oxigénio (20% do oxigénio consumido pelo organismo) e regides com alto
acumulo de Fe, conferindo maior producdo potencial de EROs. Além disso, o cérebro
apresenta baixos niveis de defesas antioxidantes quando comparado a outros tecidos (Finkel e

Holbrook, 2000; Floyd and Hensley, 2002) como esta representado na figura 2.



Fatores que fazem do cérebro um alvo suscetivel ao
estresse oxidativo

DANO OXIDATIVO POTENCIAL CAPACIDADE ANTIOXIDANTE
-Catalase
- Alta utilizagao de oxigénio e glicose
gerando ERO; -SOD, GSH Px
- Rico em acidos graxos peroxidaveis; -GSH, Ascorbato

- Areas ricas em Fe -o.-Tocoferol
\/

Figura 2. Figura representativa dos fatores que fazem do cérebro um tecido especialmente
suscetivel ao estresse oxidativo. Modificado de Floyd and Hensley, 2002.

1.2. MAPKs
Proteinas cinases ativadas por mitdgeno (MAPKS) compdem um grupo de proteinas

serina-treonina cinases cuja funcéo e regulacdo tém sido conservadas ao longo da evolucéo
desde organismos unicelulares como leveduras a organismos complexos como o homem
(Nebreda & Porras, 2000; Martin-Blanco, 2000; Schlessinger, 2000; Chang & Karin, 2001;
Johnson & Lapadat, 2002).

As MAPKSs conduzem, amplificam e integram sinais originados de uma diversidade
de estimulos extracelulares recebidos na superficie da célula. Entre estes sinais estdo fatores
de crescimento, toxinas, citocinas ou estresse ambiental (Tibbles & Woodgett, 1999; Martin-
Blanco, 2000; Chang & Karin, 2001). O resultado disto inclui a execugdo de respostas
celulares como proliferacéo, diferenciacdo, desenvolvimento, inflamacdo ou apoptose (Davis,
2000; Dong & Bode, 2003).

Nos mamiferos, as MAPKSs sdo agrupadas em pelo menos trés familias com base na
similaridade das sequiéncias de aminodcidos, mecanismos de regulacdo por proteinas
colocadas acima na via de sinalizacdo e sensibilidade a ativagdo (Robinson & Cobb, 1997).

Estas familias compreendem as proteinas cinases ativadas por estresse (SAPKSs) que

incluem as JNKs ou Jun cinases, composta por JNK1/2/3 (Tibbles & Woodget, 1999), a



proteina ativada por estresse p38™A" composta por proteinas p38c, p38M, p38y, p38s
(Martin-Blanco, 2000) e a ERK1/2 (proteina cinase ativada por sinal extracelular), uma das
familias de MAPKs melhor estudada no cérebro (Chang & Karin, 2001). Todas as MAPKs
sdo ativadas por dupla fosforilagdo em residuos de treonina e tirosina (Yang et al., 2003).

A cascata de sinalizacdo das MAPK compde-se de uma cascata de trés cinases (figura
3) a qual se inicia pela chamada cinase da cinase da proteina cinase ativada por mitégeno
(MAPKKK). Esta, por sua vez, ativa uma segunda cinase, a MAPKK através da fosforilacéo
de residuos de serina e treonina. A ativacdo da MAPKK é responsavel pela subsequente
fosforilacdo de MAP cinases em residuos de treonina e tirosina (Robinson & Cobb, 1997,
Keyse, 2000).

Os principais alvos das MAPKs sdo os fatores de transcricdo. Para que haja
fosforilacdo destes fatores, as MAPKs podem translocar-se do citoplasma para o nucleo,
sendo que esta translocacdo geralmente estd associada com ativacdo das MAPKSs (Keyse,
2000; Chang & Karin, 2001). A ativacdo de fatores de transcricdo pode resultar em
transcricdo génica de proteinas celulares importantes como citocinas, receptores e fatores de

crescimento (Chang & Karin, 2001).



) Fator de crescimento Fator de crescimento’ Fator de crescimento
Estimulos citocinas estresse, TGFB  ceramidas, citocinas

m A-Raf, B-Raf) MEKK1-4, DLK, MLK2, Tpl-2,
Raf-1, c-Mos ASK1, TAK1, TAO1/2

Figura 3. Cascata de sinalizacdo de MAPKSs. Conforme descrito no texto a via das MAPKSs ¢
composta por trés modulos ativados em série: as MAPKKK, a MAPKK e as MAPK. Alguns
substratos de cada via estdo indicados no esquema. A cascata das MAPKSs é organizada em
complexos através das proteinas de ancoramento, contribuindo assim para a especificidade e
localizacdo das vias. Abreviagcdes: ATF, fator de transcricdo de ativacdo; ASK, cinase
regulada por sinal apoptético; DLK, cinase voltada para duplo zipper de leucina; ER, receptor
de estrogeno; ERK, cinase regulada por sinal extracelular; hsp27, proteina de choque térmico
de 27 kDa; JNK, cinase c-Jun amino-terminal; MAPKAP, MAP cinase ativada por proteina
cinase; MEF, fator estimulador de midcitos; MEK, MAP/ERK cinase; MEKK, MEK cinase;
MLK, proteina cinase de linhagem mista; Mnk, cinase que interage com MAP cinase; Msk,
proteina cinase ativada por estresse e mitégeno; NFAT4, fator nuclear de células T ativadas
4; PLA2, fosfolipase A2; PPAR, receptor ativado por peroxisoma proliferativo; Rsk, cinase
S6 ribosomal; STAT, sinal transdutor e ativador de transcri¢do; TAK, proteina cinase ativada
por fator de crescimento transformante . Modificado de Aouadi et al., 2006.



1.3. Selénio

O elemento selénio (Se) foi descoberto em 1817 pelo quimico sueco Berzelius, que
nomeou este elemento em homenagem a deusa grega da lua, Selena. O Se consiste em um
micronutriente de fundamental importancia para a saiude do seres humanos, cuja principal
fonte ¢é a dieta, sendo localizado no grupo 16 da tabela periddica e podendo ser encontrado
sob diferentes estados de oxidagao (Papp et al., 2007).

O Se entra para a cadeia alimentar animal através do consumo de plantas, que o
absorve a partir do solo na forma inorganica. Nas plantas, o Se é convertido em formas
organicas, como o aminoacido selenometionina (SeMet) e selenocisteina (Sec). SeMet é
considerado o principal composto de selénio em cereais, graos, legumes e soja, e serve de
precursor para a sintese de Sec em animais. O aminoacido Sec é encontrado no sitio de pelo
menos 25 diferentes selenoproteinas, todas com importantes fungdes bioldgicas sendo
algumas delas descritas na Tabela 1, juntamente com suas respectivas funcdes. Sec é
estruturalmente similar ao aminoacido cisteina, entretanto, pelo fato de o Se ser um melhor
nucleéfilo do que o S, em pH fisiologico o grupo selenol das selenocisteinas € ionizado,
enquanto que o grupo tiol das cisteinas é normalmente protonado (Chen e Berry, 2003; Papp

et al., 2007; Navarro-Alarcon e Cabrera-Vique, 2008).



Importantes selenoproteinas e suas respectivas fungdes bioldgicas

Selenoproteinas Funcdes Biologicas

Isofomas de Glutationa Peroxidase Enzimas antioxidantes que protege contra o
estresse oxidativo por degradar peréxido de
hidrogénio e hidroperéxidos lipidicos e
fosfolipidicos formando agua e respectivos

alcoois.

lodotironina deidodinases Sintese e regulacdo metabdlica de horménios
da tiredide (T2, T3, T4).

Tioredoxina redutases Redugdo de substratos intracelulares como

deidroascorbato, sendo relacionada com
efeitos antitumorais. Participa na reducéo de
nucleotideos durante a sintese de DNA e
regulacdo da expressdo génica por controle
redox da ligacdo de fatores de transcrigcdo ao
DNA.

Selenoproteina P Antioxidante  extracelular associada ao
endotélio vascular; protege as células
endoteliais do dano promovido pelo

peroxinitrito. Importante papel

suplementando as células com Se.
Selenoproteina W Necessaria para fungdo muscular.
Selenofosfato sintetase Necesséria para a biosintese de selenofosfato

Tabela 1. Importantes selenoproteinas de mamiferos e suas respectivas fungdes bioldgicas.
Modificado de Navarro-Alarcon e Cabrera-Vique, 2008.

A proteina glutationa peroxidase (GPx) foi inicialmente descoberta em 1957, em
tecido animal, embora seja também encontrada em plantas e bactérias aerobica (E.coli). A
familia glutationa peroxidase inclui os seguintes membros: GPx1, GPx2, GPx3, GPx4, GPx5,
GPx6 e GPx7, sendo que estas enzimas diferem em muitas propriedades, entre elas
localizacdo, numero de subunidades, estrutura e propriedades enzimaticas (Halliwell e
Gutteridge, 2007; Nogueira et al., 2004). Nas células, a GPx efetua a remoc¢do de H,0,,
reduzindo-o a 4gua pela oxidacdo de glutationa reduzida (GSH), um tripeptideo que contem
tiol (figura 4). Outros peroxidos além de H,O, podem ser reduzidos por essas enzimas, como
hidroperdxidos de acidos graxos e outros hidroperéxidos sintéticos, como hidroperéxido
cumeno e t-butil hidroperdxido, frequentemente utilizados como substratos em ensaios in

vitro sendo que neste caso, o perdxido é reduzido a alcool (Arthur, 2000; Halliwell e



Gutteridge, 2007). Considerando que a GPx catalisa a reducéo de diferentes hidroperéxidos e
juntamente com a GSH constitui um poderoso sistema de defesa celular contra o estresse
oxidativo, muitas pesquisas visando a sintese de compostos capazes de imitar a propriedade
catalitica da GPx tém sido realizadas. Desde entdo, diferentes compostos organicos de selénio

com atividade GPx foram sintetizados.

GSH

ESeSG
oy
GSH {I GSSG

ESeOH ESeH
¢ b

N

ROH ROOH

Figura 4. O esquema acima demonstra a reducdo de H,O; a partir de GSH, catalisada pela
GPx, seguindo um mecanismo “ping-pong”. O selenol (b) de uma selenocisteina reduzida é
oxidado por hidroperéxidos gerando o acido seleninico (c). O tripeptideo GSH entdo reage
com o composto ¢, formando agua e o selenenil sulfeto (a). Uma segunda molécula de GSH
ataca o grupo S, de selenenil sulfeto (a) gerando um dissulfeto e regenerando selenol (b),
completando o ciclo catalitico. Retirado de Nogueira et al., 2004.

1.3.1. Compostos organicos sintéticos de Selénio

A implicacdo do estresse oxidativo em doencas neurodegenerativas, processos
isquémicos e no mecanismo de toxicidade por metais pesados tem impulsionado a pesquisa
por novos compostos com propriedade antioxidante e potencial para serem utilizados como
agentes terapéuticos contra danos cerebrais promovidos pelo estresse oxidativo.

Nas ultimas décadas, o interesse pela sintese de compostos organicos de selénio
aumentou consideravelmente devido ao fato de muitos destes compostos apresentarem
propriedades antioxidantes (Mugesh e Singh, 2000; Mugesh et al., 2001). De particular
interesse, o composto ebselen (Figura 5 B) foi demonstrado originalmente agir como
mimético da enzima GPx (Muller et al., 1984). Entretanto, diferente de varias isoformas de

GPx, ebselen é capaz de reduzir peroxidos através do consumo de diversos compostos



tidlicos além de GSH. Além do ebselen (figura 5A) outros compostos de selénio tém sido

-0

Ebselen

sintetizados, entre eles o difenil disseleneto (figura 5 B).

A
O
O

Difenil

Figura 5. Estrutura quimica do difenil disseleneto e ebselen

O difenil disseleneto é um composto organico sintético de selénio que compartilha
propriedades quimicas com o ebselen, entre estas a atividade tiol peroxidase (Wendel, 1984;

Nogueira et al., 2004).

1.3.2. Neuroprotecdo por compostos de Selénio

Os efeitos neuroprotetores do ebselen foram demonstrados tanto in vivo quanto in
vitro em modelos de isquemia (Dawson et al., 1995; Namura et al., 2001; Imai et al., 2003),
toxicidade glutamatérgica (Porcitncula et al., 2001; Centurido et al., 2005; Xu et al., 2006),
inducdo de dano a medula espinhal (Kalayci et al., 2005) e neurotoxicidade por exposi¢ao ao
metil mercario (Farina et al., 2003). Além disso, é importante ressaltar que o composto
ebselen foi testado em estudos clinicos para o tratamento de infarto isquémico agudo e
hemorragia subaracndidea apresentando melhora relativa no quadro clinico destes pacientes
(Yamaguchi et al., 1998; Saito et al., 1998).

Dentre os mecanismos potencialmente envolvidos no neuroprotecdo por ebselen,
citam-se a inibicdo da peroxidacédo lipidica (Porcitncula et al., 2001), inibicdo de enzimas
envolvidas em processos inflamatérios (lipoxigenases, NADPH oxidase, PKC, lipoxigenases,
NAPH oxidase, PKC, H'/K" ATPase) (Schewe, 1995) e interacio com peroxinitrito
(Masumoto e Sies, 1996). Além disso, o tratamento prolongado de culturas celulares com

ebselen induziu a transcri¢do de genes dependentes do fator de transcricdo NRF-2, bem como
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aumentou os niveis de GSH em culturas celulares (Tamasi et al., 2004). Além disso, ebselen
reverteu tanto a inibicdo da expressdo da proteina anti-apoptética Bcl-2 como a inducdo da
expressdao da proteina pré apoptética Bax induzida por glutamato (Xu et al., 2006).
Adicionalmente, o tratamento com ebselen levou a diminuicdo de danos celulares induzidos
por isquemia in vivo entre eles a inibicdo da liberacdo de cit C, ativacdo de caspases e
fragmentacdo de DNA (Namura et al., 2001). Embora o efeito antioxidante do ebselen seja
principalmente atribuido a sua atividade GPx, outros estudos sugerem que a interacdo do
ebselen com peroxinitrito bem como com o sistema tioredoxina redutase, podem ser
importantes mecanismos responsaveis pelo efeito antioxidante deste composto (Zhao et al.,
2002).

Com relagdo ao composto difenil disseleneto, apesar de sua propriedade antioxidante
ter sido demonstrada em diferentes modelos (Rossato et al., 2002; Santos et al., 2005; Puntel
et al., 2007; Luchese et al., 2007; Borges et al., 2006), existem poucos estudos relacionados
ao efeito neuroprotetor deste composto (Ghisleni et al., 2003; .de Freitas et al., 2009). Além
disso, torna-se importante ressaltar que difenil disseleneto apresentou menor toxicidade em
relacdo ao ebselen quando administrado in vivo (Meotti et al., 2003). Além disso, o0 ebselen
demonstrou efeitos pré oxidantes em estudos in vivo, quando associado ao MeHg, sendo

atribuido principalmente a oxidacdo da GSH (Farina et al., 2004).

10



1.3.3. Compostos de selénio e depressao

A depresséo € um tipo de transtorno mental crénico e recorrente, caracterizado por
sintomas como altera¢des no humor, irritacdo, baixa capacidade de concentracdo, diminuicdo
ou aumento de apetite, disturbios do sono, cansaco e anedonia (perda de interesse por
estimulos prazerosos) (Richardson, 1991). A depressdo afeta uma significativa parcela da
populacédo e é uma das principais causas de afastamento do trabalho e suicidios (Wong e
Licinio, 2001; Nestler et al., 2002; Berton e Nestler, 2006).

Entre as teorias da depressao, a hipdtese monoaminérgica, baseada em observacdes
clinicas, atribui a causa da depressdo a uma diminuida funcdo monoaminérgica no SNC.
Desta forma, os neurotransmissores serotonina (5-HT), noradrenalina (NE) e dopamina (DA),
tém sido considerados mediadores dos efeitos comportamentais de agentes antidepressivos
(Krishnan e Nestler, 2008).

Atualmente, as terapias disponiveis para o tratamento da depressdo atuam
principalmente aumentando a transmissdo monoamineérgica, tanto inibindo a recaptacéo
neuronal de monoaminas como inibindo a sua degradacdo. Entretanto estas terapias Sao
associadas a muitos efeitos colaterais, além disso, elas ndo tem se demonstrado eficaz a uma
significativa parcela de pacientes (Wong and Licinio, 2001; Nestler et al., 2002; Berton and
Nestler, 2006). Desta forma, a investigagdo por terapias alternativas com potencial para
serem utilizadas no tratamento da depressdo é de grande relevancia, dada a gravidade do
tema.

Neste sentido, a baixa toxicidade de compostos de selénio e suas propriedades
bioldgicas tornam-os alvos atrativos para o tratamento da depressdo. Além disso, diferentes
trabalhos demonstraram que antidepressivos clinicamente utilizados, bem como compostos
com atividade antidepressiva, também exibiram propriedades neuroprotetoras relacionadas

com neuroplasticidade e viabilidade celular (Kolla et al., 2005; Brocardo et al., 2007; Peng et
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al., 2008). Este fato aponta para o estudo de compostos com propriedades neuroprotetoras
como potenciais agentes antidepressivos.

Recentemente, o composto difenil disseleneto exerceu efeito antidepressivo em ratos
quando expostos ao TNF, sendo que este efeito foi mediado pelos sistemas de monoaminas 5-
HT, DA e NE, como demontrado através de inibidores farmacologicos de receptores
especificos destes sistemas. Outro achado importante do estudo, que o composto levou a
inibicdo da atividade da enzima monoamina oxidase (MAQ), responsavel pela oxidacao de
monoaminas (Savegnago et al., 2007).

EROs exercem um papel importante na patogénese de muitas doencas, principalmente
neurologicas e psiquiatricas, sendo este fato associado a grande vulnerabilidade do SNC ao
estresse oxidativo (Bilici et al., 2001; Takuma et al., 2004; Eren et al., 2007). Foi
demonstrado que ERO modulam reversivelmente a transmisséo sinéptica (Chen et al., 2001),
podendo causar diminuigdo da liberagdo de neurotransmissores como glutamato e dopamina
(Zoccarato et al., 1995; Joseph et al., 1996).

Estudos realizados em pacientes deprimidos correlacionaram a depressédo com
alteracdo da atividade de enzimas antioxidantes e peroxidacdo lipidica no sangue e cérebro
(Bilici et al, 2001; Michel et al, 2007), sendo estes efeitos revertidos pelo tratamento com
antidepressivos (Herken et al., 2007). Alem disso, estudos demonstraram aumento na
atividade de MAO em pacientes com depressao (Pandey et al., 1992). Sabe-se que a oxidacéo
de catecolaminas como dopamina e norepinefrina por MAO pode estimular a produgdo de
espécies radicalares (Herken et al., 2007), sugerindo assim uma correlacdo entre aumentada
atividade de MAO e estresse oxidativo em pacientes com depressao. Além disso, estimulacéo
de respostas inflamatdrias imunes e alteracdo na estrutura de certos lipidios, pode levar a
aumento de ERO, bem como peroxidacao lipidica (Bilici et al., 2001). Tendo isto em vista,
supde-se que o0 uso de antioxidantes em terapias antidepressivas poderia ser de grande valia,

dado o envolvimento de ERO nesta doenga.
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1.4. MAPKSs e tumores

INK e p38MAP% podem ser ativadas em resposta a agentes quimioterapicos, sendo que
esta ativacdo esta implicada na apoptose das células tumorais (Boldt et al., 2002). Ao
contrario, a proteina ERK parece ter importante papel na sobrevida celular, desde que a
inibicdo de ERK1/2 aumenta a morte celular promovida pela droga paclitaxel em linhagens
tumorais (MacKeigan et al., 2000). Em linhagens de feocromocitoma PC12, a remocao de

NGF (nerve growth factor) do meio causa ativacdo sustentada de JNK e p38MAPK

, € inibigdo
de ERK1/2 além de morte celular apoptotica, sendo que a inativacdo da via de fosforilagdo de
INK e p38M*PK e ativacdo da via de ERK bloguearam a apoptose causada por remocdo de
NGF (Xia et al., 1995).

Entre as consenquéncias da ativacdo de MAPKSs por estimulos extracelulares, como
agentes quimioterapicos, esta a fosforilacdo e ativacdo do fator de transcricdo NRF-2 o qual
se liga ao elemento ARE (antioxidant-electrophile responsive element), que esta presente em
muitos genes responsivos ao estresse, incluindo o gene das enzimas metabolizadoras de
drogas glutationa S-transferase (GST) e quinona redutase (QR), bem como genes que

codificam proteinas de defesa ao estresse oxidativo como hemeoxigenase-1 (HO-1) (Yu et

al., 2000; Owor e Kong, 2002) (figura 6).
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Figura 6. Modelo de resposta ao estresse causado por agentes quimicos levando a ativacdo

da via de sinalizagdo de MAPKSs e subsequente ativacdo de genes responsivos ao fator de
transcricdo NRF-2. Modificado de Owor e Kong, 2002.

Foi demonstrado que a ativagdo de ERK por compostos quimioprotetores levou a
transcricdo génica mediada por ARE, enquanto que a ativacdo de p38™"¥ causou uma
diminuicdo na expressao de genes ligados a este elemento (Yu et al., 1999; Yu et al., 2000).
Estes estudos sugerem que a modulagédo da cascata de MAPKSs por xenobioticos ou estresse
oxidativo pode ser critica na regulacdo de genes responsivos ao elemento ARE, sendo assim
uma forma de regular a sobrevivéncia celular. Além disso, entre 0os mecanismos envolvidos
nos efeitos pro apoptotico das MAPKS, foi demonstrado que a ativacdo de JNK por agentes
antitumorais pode levar a fosforilacdo e inibicdo de Bcl-2 e liberacdo de citocromo C da
mitocdndria, tornando as células mais suscetiveis ao estresse (Fan et al., 2001). Além disso,
pode estimular a transcricdo de produtos génicos pro-apoptoticos entre eles, o TNFa (Fan et

al., 2001).
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1.5. Selénio e tumores

A relagdo entre Se e anticarcinogenicidade foi sugerida na década de 60, baseada na
observacdo de uma relacdo inversa entre niveis de Se na populacdo e nimero de mortes
atribuidas a cancer. Sendo que os maiores niveis de Se foram encontrados na populacédo de
regides cuja agricultura baseava-se em gréos e vegetais com maiores indices deste elemento
(Shamberger e Frost, 1969). A partir deste periodo, muitos estudos em humanos tém
demonstrado o papel antitumoral do Se em diferentes tumores, incluindo pulmonar, esofagico
e cardio gastrico e de préstata (Zhuo et al. 2004; Wei et al., 2004; van den Brandt et al., 2003;
Li et al. 2004).

Os efeitos antitumorais do Se sdo atribuidos em parte a producdo in vivo de
metabdlitos de baixo peso molecular como CHsSeH (metilselenol), que demonstrou
apresentar potente atividade antitumoral em diversos estudos (Ip, 1998; Jiang et al. 1999; Ip
et al. 2000; Whanger, 2004). S&o muitos os mecanismos associados ao efeito antitumoral do
Se, entre estes a diminuicdo de dano ao DNA (Kowalska et al., 2005), diminuicdo do estresse
oxidativo (Rayman, 2005) e de inflamacdo (Rayman, 2005) e inativacdo de PKC
(Gopalakrishna e Gundimeda, 2002).

O estudo de compostos organicos de selénio sintéticos como agentes antitumorais em
animais de laboratério foi primeiro demonstrado nos anos 80. Desde entdo, modificagfes em
suas estruturas tém sido realizadas tornando estes compostos mais efetivos e menos tdxicos
(El-Bayoumy, 1985; Reddy et al., 1985; Nogueira et al., 2004).

A modulacdo de vias de sinalizacdo celular ocupa um papel importante nos
mecanismos envolvidos na acdo antitumoral de compostos de selénio. Foi demonstrado que
tratamento de linhagem de células endoteliais humanas com MSeA (acido metilseleninico),
um precursor imediato do metilselenol, causou apoptose, diminuicao da fosforilacdo de AKT,
ERK e JNK1/2 e ativacdo de p38™*"K (Wang et al., 2001). Em linhagem de cancer de

prostata, MSeA aumentou a fosforilagdo de ERK1/2, sendo que a inibicdo desta proteina
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estimulou a morte apoptotica destas células quanto submetidas ao tratamento com MSeA (Hu
et al., 2005). Outro composto testado foi o benzilselenocianato, que inibiu a atividade de
PKC e PKA em cultura de fibroblastos humanos (Foiles et al., 1995). O composto ebselen
tem demonstrado ser capaz de modular vias de sinalizacdo em diferentes modelos celulares.
Em hepatocarcinoma humano, foi demonstrada ativagéo da transcri¢cdo de genes dependentes
do fator NRF-2, sendo este processo dependente da ativacdo de ERK1/2 (Tamasi et al.,
2004). Além disso, em células PC12, o ebselen estimulou a fosforilagdo de ERK1/2, sendo
este efeito associado ao efeito citoprotetor do composto contra insulto com NO (Sarker et al.,

2003).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

Este trabalho teve como objetivo expandir a pesquisa relacionada aos efeitos
bioldgicos de compostos organicos sintéticos de Se no que diz respeito a neuroprotecdo, acao
antidepressiva e atividade antitumoral. Dentro deste contexto, pardmetros como a modulacéo
de MAPKS, estado redox celular e sistemas de neurotransmissores potencialmente envolvidos

no mecanismo de acdo destes compostos foram alvos de nossos estudos.

2.2. Objetivos especificos

i) Padronizar um modelo de insulto oxidativo por H,O, em fatias hipocampais de
cérebro de rato e avaliar o possivel efeito neuroprotetor do difenil disseleneto.

i) Avaliar o estado redox das fatias hipocampais apds serem submetidas a tratamento
com H,0, e/ou difenil disseleneto com énfase na concentracdo de tidis intracelular e
atividade de enzimas antioxidantes, como a GPx;

iii) Avaliar a modulacdo de MAPKSs pelo tratamento com H,O; e/ou difenil disseleneto;

iv) Investigar o efeito da adicdo de tidis permeaveis e ndo permeaveis em relacdo a acédo
neuroprotetora do difenil disseleneto contra o H,O,,

v) Através de modelos animais preditivos da atividade antidepressiva de compostos,
TNF e TSC, avaliar o efeito antidepressivo do composto ebselen.

vi) Avaliar o envolvimento de sistemas monoaminérgicos (dopaminérgico, serotonérgico,
noradrenérgico) no efeito antidepressivo do ebselen pelo uso de antagonistas de

receptores especificos.

17



vii)Através do uso de linhagem de neuroblastoma humano SH-SY5Y, investigar o
possivel efeito citotdxico do tratamento prolongado com difenil disseleneto através da
analise de viabilidade celular e apoptose;

viii) Avaliar a modulacdo de fosforilacdo de MAPKSs e atividade de PKC pelo composto
difenil disseleneto; Investigar o envolvimento de ERK1/2 no efeito antitumoral do

composto através de inibidor especifico desta proteina.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados ratos machos da linhagem
Wistar, com dois meses de idade, pesando aproximadamente 130 g. Os animais receberam
agua e comida ad libitum e foram mantidos em ambiente com ciclo claro-escuro de 12 horas
com temperatura entre 22 e 27 ° C.

Camundongos Swiss machos adultos pesando aproximadamente 40 g foram mantidos
com livre acesso a agua e comida, temperatura entre 22-27 °C e ciclo claro-escuro de 12
horas. Estes eram mantidos em caixas com no maximo 20 camundongos, as quais eram
colocadas no ambiente de experimentacdo 24 horas antes dos testes para climatizacdo dos
animais. A manipulacdo dos animais ocorreu entre 9:00 h e 17:00 h sendo cada animal
testado apenas uma vez.

Todos os animais foram fornecidos pelo Biotério Central (UFSC) e foram mantidos,
manipulados e sacrificados em acordo com o codigo de ética de utilizacdo de animais para
pesquisa, conforme protocolo aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (Processo

054/CEUA-UFSC).

3.2. Reagentes e drogas

B-mercaptoetanol, Acido Bérico, Comassie Blue R-250, Glicina, Nitrocelulose, Persulfato de
Amonia, SDS, Padrdo de Peso Molecular, TEMED, Acrilamida, Bis-acrilamida, Tris,
HEPES, MTT, anti-corpos secundarios (IgG anti rabbit ou anti mouse) conjugados a
peroxidase (HRP) e kit ECL foram obtidos da Amersham Pharmacia Bioscience®. Anti-
PARP-1 foi obtido da Santa Cruz Biotechnology® Anti p-actina, NADPH, DTNB, GR (S.

cerevisiae), DTT, GSH e anticorpos primérios anti fosfo e total ERK1/2, tartarato de
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cetanserina, 1-(2-metoxifenil)-4[-(2-ftalimido)butil]piperazina) (NAN-190), p-
clorofenilalanina metil ester (PCPA), sulpirida, prazosin, ioimbina, (R)-(+)-7-

cloro-8-hidroxi-3-metil-1-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-3-benzazepina hidrocloride
(SCH23390) e fluoxetina foram obtidos da Sigma® (St. Louis, MO, USA). Anticorpo
primario anti total JNK1/2 e GHS monoetil ester foram obtidos da Calbiochen® (U.S.,
Canada). Anti-corpos especificos para substratos fosforilados de PKA e PKC (Ser),
anticorpo primario anti JNK1/2 e anti p38M*"" total e fosforilada foram obtidos da Cell
Signalling® (Beverly, MA, USA). A solucdo Fixadora e Reveladora e filme sensivel a

quimiluminescéncia Biomax foram obtidos da KODAK®.

3.3. Equipamentos

Agitador Orbital BIOMIXER® modelo MOS-1, sistema de gel gradiente Amershan
Pharmacia Biotech®, balanca analitica SCIENTECH® modelo SA 12, espectrofotometro
MICRONAL® modelo B 382, fonte para eletroforese modelo EPS 301 e sistema de
eletrotransferéncia semidry modelo TE70 da Amersham Pharmacia Biotech®, leitor de Elisa
WHITTAKER® modelo 2001, pH metro DIGIMED® modelo DM 20. Centrifuga Uniscience
modelo Mikro 20, vortex FANEM®, scanner Genius® modelo Color Page-Vivid 111 V2,

sistema de captagdo de imagem Fuji® LAS 3000, espectrofotdmetro Varian® modelo Cary 50.

3.4. Sintese de difenil disseleneto e ebselen

O composto difenil disseleneto foi sintetizado de acordo com Paulmier, 1986. Ebselen
foi sintetizado de acordo com Engman (1989). A andlise dos espectros de *H-NMR e *C-
NMR demonstraram que 0s compostos apresentaram dados analiticos e espectroscopicos de
acordo com sua estrutura original. Estes compostos foram fornecidos pelo Prof. Jodo Batista

Rocha, Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).
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3.5. Preparacdo e tratamento de fatias hipocampais

Para a preparacdo de fatias hipocampais, os animais foram mortos por decapitacao,
em seguida os cérebros foram retirados a 4°C e os hipocampos dissecados e fatiados na
espessura de 400 pum, utilizando um fatiador de tecidos de Mcllwain. As fatias foram sempre
mantidas em “cutting solution” (110 mM de sacarose, 60 mM de NaCl, 3 mM de KCI, 1,25
mM de KH,PO,4, 0,5 mM de CaCl,, 7 mM de MgSQ,, 5 mM de glicose, 25 mM de HEPES;
pH 7.4).

As fatias hipocampais foram pré-incubadas individualmente em placa de ELISA
durante 30 min em tampdo HEPES-salina (124 mM de NaCl, 4 mM de KCI, 1.2 mM de
MgSO,, 12 mM de glucose, ImM de CaCl, e 25 mM de HEPES; pH 7.4) previamente
oxigenado por 30 min (300 pl/fatia).

Apos o pré-tratamento, o tampao foi substituido por tampéo fresco com ou sem H,0,
(2 mM) e difenil disseleneto (0-10 uM) e as fatias foram entdo incubadas por 1 h a 35 °C
(figura 7; tratamento 1). Para outros ensaios, glutationa (GSH; 100 uM) ou ditiotreitol (DTT;
100 uM) foi co-incubado com difenil disseleneto e H,O, por 1 h (figura 7; tratamento 2). Em
outra série de experimentos, GSH monoetilester (2 mM) foi adicionada durante o periodo de
pré incubacdo. Apo6s, o tampao foi removido e as fatias lavadas antes da adicdo de tampé&o
contendo H,0, (2 mM) e/ou difenil disseleneto (0,1, 1 ou 10 uM) (figura 7; tratamento 3).
Difenil disseleneto foi solubilizado em etanol poucos minutos antes dos tratamentos, sendo a
concentracdo final de etanol no tampdo de incubacdo igual a 0,5 % e ndo alterando 0s
pardmetros analisados neste estudo. Todos os demais reagentes foram dissolvidos no préprio

tampé&o de incubacgdo poucos minutos antes dos tratamentos.
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Pré incubacgéo Incubacao

1| 30’ 1h |
tampao Hepes-salina 2mM H,0, + Difenil Disseleneto (0,1-10uM)
Pré incubagéo Incubacgao
30 Th |
_eali DTT + H,0, + difenil disseleneto
A Hepes-salina (100uM)  (2mM) (0,1-10uM)
B Hepes-salina GSH + H,0, + difenil disseleneto
(100pM)  (2mM) (0,1-10uM)
Pré incubagéo Incubacéo
3| 30’ 1h
GSH monoetil ester H,O, + difenil disseleneto
(2mM) (2mM) (0,1-10uM)

Figura 7. Diferentes tipos de tratamento aos quais foram submetidas as fatias hipocampais.

3.6. Viabilidade celular das fatias hipocampais

Finalizado os tratamentos, as fatias hipocampais ou culturas celulares foram
incubadas com MTT (0,05 % em tampdo HEPES-salina) por 30 min a 35 °C. O MTT
(brometo de 3-[4,5-Dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolium = “Thiazolyl blue”) ¢ um sal de
tetrazdlio solivel em agua, o qual é convertido em um formazam purpura apds clivagem do
anel de tetrazolio por desidrogenases (Liu et al., 1997). O formazam foi solubilizado com a
adicdo de 200 ul de dimetil sulfoxido (DMSO), formando um composto colorido cuja

densidade Optica € medida em Leitor de ELISA (A=540 nm).

3.7. Separacdo de proteinas das fatias hipocampais

Ap0s os tratamentos, as fatias hipocampais foram transferidas para microtubos do tipo
Eppendorf e solubilizadas em 100 pl de tampéo de amostra (4% de SDS, 50 mM de Tris, 100
mM de EDTA, pH 6,8) e a seguir incubadas por 5 minutos a 90°C para completa
solubilizacdo. Apos a retirada de 3l de amostra para dosagem de proteina, foi adicionado -

mercaptoetanol (8% v/v). A seguir, foi adicionada a solucédo de diluicdo de amostra (40 % de
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glicerol, 25 mM de Tris e Azul de Bromofenol; pH 6,8) na relacdo de 25:100 (solucdo de
diluicdo: solucdo de solubilizacdo). As proteinas (100 pg por pogo) foram separadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE), usando gel de separacdo
10% e gel de entrada com 4% de acrilamida/bis-acrilamida (Cordova et al., 2004).

Para preparo dos géis foi utilizado um sistema de eletroforese em mini-gel utilizando
espacadores de 1 mm de espessura. Em cada placa adicionava-se a mistura de gel composta
por 10% de acrilamida/bis-acrilamida na relagcdo 37,5: 1(w/w), 375 mM de Tris, 0,1% de
SDS, 0,06% de TEMED e 0,036% de persulfato de aménia; pH 8,8). Ap6s o preenchimento
das placas, o gel permanecia em repouso durante 30 minutos para plena polimerizagéo. Logo
a seqguir era adicionado o gel de entrada composto por 4% de acrilamida/bis-acrilamida
37,5:1(w/w), 125mM de Tris, 0,1% de SDS, 0,05% de TEMED e 0,1% de persulfato de
amonia; pH 6,8. Sobre este gel foi colocado um pente de 10 dentes. Apds 1 hora e 30 minutos
eram aplicadas as amostras para separacdo. A eletroforese foi realizada com corrente fixa de
20 mA por placa e voltagem méxima de 140 V durante aproximadamente 2 horas, em
temperatura ambiente, utilizando-se os tampdes superior (190 mM de glicina, 25 mM de Tris
e 0,1% de SDS) e inferior (50 mM de Tris; pH 8.3). Apdés a corrida, os géis foram submetidos

a eletrotransferéncia.

3.8. Eletrotransferéncia

Apos a eletroforese o gel foi incubado com tampéo de equilibrio (25 mM de Tris, 190
mM de glicina, 5 % de metanol e 0,1 % de SDS) por 30 minutos. As proteinas foram
transferidas do gel para a membrana de nitrocelulose através de um sistema semi-dry
utilizando tampdo de transferéncia (25 mM de Tris, 190 mM de glicina, 5 % de metanol) com
uma corrente de 1,2 mA/cm? durante 1,5 h. Ap6s a eletrotransferéncia, para controle da
eficiéncia do processo de transferéncia os géis foram corados com solucdo de Comassie Blue

[Comassie blue R-250 0,1% (p/v), metanol 50% (v/v), acido acético 7% (v/v)]. As
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membranas foram coradas com solucdo de Ponceau [Ponceau 0,5% (p/v) em é&cido acético

1% (vIV)].

3.9. Imunodeteccéo

Apos a eletrotransferéncia, as membranas foram lavadas com TBS (10 mM de Tris,
150 mM de NaCl; pH 7,5) por 5 minutos para retirar a marcagdo com Ponceau, e a seguir
foram bloqueadas por 1 hora com 5 % de leite desnatado (Molico®) em TBS a temperatura
ambiente. Ap0Os esse primeiro bloqueio, as membranas foram lavadas por 3 vezes de 5
minutos com TBS-T (Tween-20 0,05 %, 10 mM de Tris, 150 mM de NaCl; pH 7,5) e
submetidas a um segundo bloqueio de 1 hora usando uma solucdo de 2,5 % de gelatina
(Royal® sem sabor) em TBS (Bobrovskaya et al., 2001; Cordova et al., 2004). As membranas
foram novamente lavadas 3 vezes (5 minutos cada) com TBS-T, para finalmente serem

gMAPK total

incubadas com os anti-corpos primarios: anti-ERK1/2 total (1:40.000), anti-p3
(1:1.000), anti-JNK1/2 total (1:1.000) por um periodo de 2 horas a temperatura ambiente e
com anti-fosfo-p38™**(1:1000), anti-fosfo-ERK1/2 (1:10.000) e anti-fosfo-JINK1/2
(1:1.000) durante 12 horas a 4°C. Apdés as incubacdes, as membranas foram novamente
lavadas com TBS-T (3 vezes de 5 minutos) e incubadas por 1 hora em temperatura ambiente
com anti-corpos secundarios anti-rabbit (ligados a peroxidase). Para a deteccdo dos
complexos imunes, as membranas foram lavadas 3 vezes (5 minutos) com TBS-T e 2 vezes
com TBS, sendo que as bandas correspondentes as respectivas proteinas foram reveladas
através de kit ECL (quimiluminescéncia) (Cordova et al, 2004), conforme demonstrado na

figura 8. As medidas de fosforilacdo e imunoconteddo das proteinas foram realizadas através

de densitometria das bandas usando o programa Scion Image® verséo Beta 3.
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Figura 8. Imunodeteccdo de um polipeptidio através de Quimiluminescéncia usando anticorpo

especifico.

3.10. Dosagem de proteinas

Para Western Blotting as proteinas foram dosadas através do método de Peterson
(1977). Sobre aliquotas de 3ul das amostras foram adicionados 397ul de agua e 400ul do
reagente de Lowry (0,2 N de NaOH, 2,5 % de SDS, 5 % de Na,COs, 0,2 % de CuSO4 e 0,1 %
de tartarato duplo de sodio e potassio). Apés 10 minutos foram adicionados 200 ul do
reagente de Folin 0,4 N e as proteinas incubadas por 30 min. A leitura foi realizada em 750
nm e as concentracdes foram obtidas através de uma curva padrdo utilizando albumina sérica
bovina (BSA).

Para os demais experimentos a quantificacdo protéica foi realizada pelo método de

Bradford (1976), ulilizando BSA como padrao.

3.11. Peroxidacéo Lipidica

Os produtos finais da peroxidacao lipidica foram determinados nas fatias hipocampais
pelo método de Ohkawa et al., (1979) com algumas modificacdes o qual mede as substancias

reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS).
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Ap0s os tratamentos, um pool de 4 fatias hipocampais por grupo foi homogeneizado
em tampdo HEPES 20 mM, pH 7,0 e incubado com tampéo acido acético 450 mM/HCI; pH
3,4, 0,28 % de acido tiobarbiturico e 1,2 % de SDS por 60 min a 95°C levando a producao
de cor, cuja leitura é feita em 532 nm. Foi utilizada uma curva de malonildialdeido (de zero a

3 nmol) como padrdo. Os niveis de TBARS foram normalizados pela concentracdo protéica.

3.12. Niveis de Tiois

Os niveis de GSH foram dosados como tidis ndo protéicos de acordo com Ellman
(1959), com algumas modificacBes (Franco et al., 2006). Ao término dos tratamentos, duas
fatias por grupo experimental foram homogeneizadas em &cido perclorico 0,5 mM e
centrifugadas a 15.000 g por 2 min (4 °C). Uma aliquota do sobrenadante foi retirada e
incubada por 20 min a temperatura ambiente em solucdo contendo 0,15 mM de DTNB e 0,5
M de Tris-HCI; pH 8,0 para a medida de GSH. O pellet foi lavado com 0,5 M de acido
perclérico e ressuspenso em 0,5 M de Tris-HCI/0,1 % de SDS; pH 8,0. Uma aliquota foi
removida e incubada por 20 min a temperatura ambiente com 0,15 mM de DTNB, 0,5 M de
Tris-HCI; pH 8,0 para a determinacéo dos tiois protéicos (PSH). Apds a reacdo colorimétrica,
foi medida a absorbancia em 412 nm. A concentracdo de GSH e PSH foi estimada pelo

coeficiente de extingdo molar de 13.600 M 1 cm 1.

3.13. Atividade GPx

Para medir a atividade GPx, foram utilizadas 6 fatias por grupo experimental, as quais
foram homogeneizadas em 20 mM de HEPES; pH 7,0. A atividade GPx foi determinada de
acordo com método de Wendel (1981) que se baseia no consumo indireto de NADPH
resultando na diminuicdo da absorbancia em 340 nm, seguindo a degradacdo de tert

butilhidroperdxido e consumo de GSH.
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3.14. Preparacao de cultura de células de neuroblastoma humano SH-SY5Y e tratamentos

Utilizamos a linhagem de neuroblastoma humano SH-SY5Y (CRL-2266) proveniente

do American Type Tissue Culture (http://www.atcc.org). As células foram crescidas em

garrafas de 25cm? em meio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) suplementado
com 10 % de soro fetal bovino (SFB), 100 U/ml de penicilina, 100 g/ml de estreptomicina, 4
mmol/l de L-glutamina, 15 mmol/l HEPES; pH 7.4.  As células foram manipuladas
esterilmente em fluxo laminar e mantidas em atmosfera com 95% de umidade, 5% de CO; e
37°C em meio completo trocado a cada 3-4 dias. Depois de atingir 80 % de confluéncia, as
células foram incubadas (1 minuto, 25°C) em solucéo tripsina (0, 125% e EDTA 0,5mM) e
tampéo salina fosfato (PBS), pH 7,4 . A reacdo foi interrompida com a adi¢do de meio de
cultura contendo 5% de SFB. Apoés lavagem com PBS, as células foram contadas e semeadas
na densidade de 40 x 10* células (placas de 12 pocos) ou 4 x 10* células por poco em placa de
96 pocos 48 horas antes dos tratamentos. O meio completo foi trocado por meio sem soro 1,5
h antes dos tratamentos. Para os tratamentos, foram utilizadas diferentes concentracdes de
difenil disseleneto (0,3, 3, 10 e 30 uM), que era diluido em etanol e aplicado diretamente
sobre as células, de modo gque a concentracdo final de etanol no meio néo ultrapassasse 0,1
%. O inibidor da via de ERK1/2 (UO126; 10 uM) era adicionado 30 min antes da adi¢cdo de
difenil disseleneto e era diluido em DMSO. Quando o inibidor estava presente no meio de
incubacéo das células, a concentracdo final de DMSO era de 0,2 %. Para cada condicdo de

tratamento, foram feitos grupos controles apropriados.

3.15. Analise de apoptose e viabilidade celular

A inducdo de apoptose nas culturas de células SH-SY5Y submetidas ao tratamento
com difenil disseleneto foi analisada pelos seguintes métodos: (1) clivagem de PARP:
finalizados os tratamentos, as células foram solubilizadas com a adicdo de 2 % de SDS, 2

mM de EDTA, 1 % de ditiotreitol, 10 mM de glicerol, 50 mM de Tris (pH 6,8). As proteinas
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foram separadas por SDS-PAGE utilizando gel de separacdo 10 % e entdo eletrotransferidas
para membranas de nitrocelulose. As membranas foram lavadas em tampdo TBS-T e
incubadas por 12 horas a 4 °C com anticorpo primario especifico para PARP-1.
Subsequentemente, as membranas foram lavadas em TBS-T e incubadas por 1 h a
temperatura ambiente com anticorpo secundario anti rabbit (ligado a peroxidase). As bandas
referentes a PARP-1 foram visualizadas no sistema de imagem Fuji LAS 3000, utilizando
reagentes de deteccdo ECL-plus. O controle da quantidade de proteinas foi feito através do
uso de anticorpo primario anti-p-actina. (2) lodeto de Propidio: o ensaio para analise dos
nucleos apoptoticos foi baseado no método de Nicoletti et al., 1991. Finalizados 0s
tratamentos, as células foram lavadas com tampdo salina e fosfato (PBS), ressuspendidas e
coletadas para um tubo de poliestireno (12 x 75 mm) e centrifugadas a 200 x g.
Posteriormente, 0,5 ml de tampéo hipotdnico (50 pg/ml de iodeto de propidio em 0,1 % de
citrato de sddio e 0,1 % de Triton X-100) foi adicionado ao pellet de células e os tubos
mantidos no escuro, a 4 °C por 12 h antes de analise em citdmetro de fluxo. A fluorescéncia
do iodeto de propidio em nucleos individuais foi medida utilizando citdmetro de fluxo
FACscan (Becton Dickinson, Mountain View, CA). Foram analisadas no minimo 10* células
por grupo de tratamento. Os nulcleos apoptdticos sdo representados como um amplo pico de
DNA hipodipl6ide, distinguivel do pico pontiagudo hiperdiploide representando o nlcleo das

celulas sem tratamento (controles).

3.16. Analise de fosforilacdo de proteinas em cultura de células

A anélise de fosforilacéo e contetido de p38™*" e ERK1/2, bem como a fosforilagdo
de substratos de PKC foi realizada pela técnica de Western Blotting. Ao término dos
tratamentos, o meio foi removido e as células foram solubilizadas com a adigdo de 200 pl de
solucéo 2 % de SDS, 2 mM de EDTA, 1 % de ditiotreitol, 10 mM de glicerol, 50 mM de Tris

(pH 6,8) por poco. As proteinas foram separadas por SDS-PAGE, em gel 10 % e entdo
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eletrotransferida para membranas de nitrocelulose. As membranas foram lavadas em tampéo
TBS-T, submetidas ao blogueio com BSA 0,5 % por 1 hora e incubadas por 12 horas a 4 °C
com anticorpo primario especifico para as formas fosforiladas e totais de p38™MA”< e ERK1/2
ou anticorpo primario especifico para os substratos fosforilados de PKC. Subseqlientemente,
as membranas foram lavadas em TBS-T e incubadas por 1 h a temperatura ambiente com
anticorpo secundario (ligado a peroxidase). As proteinas foram visualizadas no sistema de
imagem Fuji LAS 3000, utilizando reagentes de deteccdo ECL-plus. O controle da

quantidade de proteinas foi feito através do uso de anticorpo primério anti-p-actina.

3.17. Tratamentos in vivo

Todas as drogas foram administradas por via intraperitonial (i.p.) em um volume constante de
10 ml/kg de peso corporal, exceto o ebselen e SCH13390, que foram administrados por via
subcutanea (s.c.), 10 ml/kg de peso corporal. As drogas foram dissolvidas em solucéo salina,
exceto o0 ebselen, que foi dissolvido em dleo mineral, NAN-190 que foi diluido em salina
contendo 1 % de Tween 80 e sulpirida que foi diluida em salina contendo 5 % de DMSO. Os
animais controle receberam os veiculos apropriados para cada tratamento. Com o intuito de
investigar o possivel efeito antidepressivo do ebselen, os animais foram tratados s.c. com
ebselen (3-30 mg/kg) 30 min antes de serem submetidos aos testes. Para investigar o efeito
antidepressivo do ebselen (10 mg/kg) ao longo do tempo, foi avaliado o tempo de
imobilidade no teste do nado for¢cado em grupos independentes de camundongos nos tempos
30, 60, 120 e 240 min apds a administracdo de ebselen. Para avaliar o envolvimento do
sistema serotonérgico no efeito antidepressivo do ebselen, os camundongos foram pré-
tratados com PCPA (100 mg/kg; um inibidor da sintese de serotonina) ou veiculo, uma vez
por dia, durante 4 dias (Rodrigues et al., 2002; Kaster et al., 2005). Passado 24 horas da
altima administracdo de PCPA ou veiculo, os animais foram tratados com ebselen (10
mg/kg), fluoxetina (32 mg/kg; como controle positivo) ou veiculo e foram submetidos ao

teste do nado forgado ap6s 30 min. Foi também avaliado o envolvimento de diferentes
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subtipos de receptores de serotonina (5-HT) no efeito do ebselen no teste do nado forcado.
Para isto, camundongos foram pré-tratados com NAN-190 (0,5 mg/kg, um antogonista de
receptor 5-HT14), cetanserina (5 mg/kg, um antagonista preferencial de receptor 5-HT;,A) ou
veiculo e apds 30 min foi administrado ebselen (10 mg/kg) e apds 30 min os animais foram
submetidos ao teste do nado forgado. Para investigar o possivel envolvimento dos sistemas
noradrenérgico e dopaminérgico no efeito antidepressivo do ebselen no teste do nado
forcado, os animais foram pré-tratados com prasozim (1 mg/kg, um antagonista do
adrenoceptor al), ioimbina (1 mg/kg, um antagonista do adrenoceptor a2), SCH23390 (0,05
mg/kg, um antagonista do receptor de dopamina, D1) ou sulpirida (50 mg/kg, um antagonista
de receptor de dopamina D2) e ap6s 30 min os animais receberam injecdo de ebselen (10
mg/kg) ou veiculo e foram submetidos ao teste do nado forcado ap6s 30 min. As drogas e
doses utilizadas neste estudo estiveram baseadas em estudos prévios (Redrobe e Bourin,
1997; O'Neill e Conway, 2001; Rodrigues et al., 2002; Yamada et al., 2004; Kaster et al.,

2005, 2007) e ndo apresentaram efeito per se nos parametros comportamentais analisados.

3.18. Teste do nado forgado

O teste do nado forcado foi realizado em um cilindro plastico com 25 cm de
altura e 10 cm de didmetro, contendo 19 cm de agua a 25°C + 1°C, e é baseado na observacao
de roedores colocados dentro de um cilindro inescapével preenchido com agua. Inicialmente
0 roedor demonstra movimentos vigorosos visando o escape, porém, dentro de minutos, 0
animal ficard imovel. O tempo de imobilidade é cronometrado durante 6 minutos. O
camundongo é considerado imével quando flutua ou faz movimentos necessarios apenas para
manter sua cabeca acima da dgua. Uma diminuicdo no tempo de imobilidade é indicativa de

efeito antidepressivo (Porsolt et al., 1977).
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Figura 9. Teste do nado forgado

3.19. Teste de suspensdo da cauda

A avaliacdo do tempo de imobilidade pelo teste de suspensdo da cauda foi feita conforme o
método descrito por Steru et al., 1985, onde os animais foram isolados acusticamente e
visualmente e suspensos 50 cm acima do chéo por meio de fita adesiva colocada a 1 cm da
ponta da cauda. O tempo de imobilidade foi cronometrado durante 6 min (Rodrigues et al.,

2002; Machado et al., 2007).

R e R i A —

Figura 10. Teste de suspensédo da cauda

3.20. Teste do campo aberto

A ambulacdo dos animais foi avaliada no teste do campo aberto como foi previamente
descrito (Rodrigues et al., 1996). O aparato do campo aberto consiste de uma caixa de

madeira medindo 40x60x50 cm. O assoalho da arena € dividido em 12 quadrados iguais. O
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numero de quadrados cruzados com todas as patas (cruzamentos) foi contado durante sesséo

de 6 min.

Teste do Campo Aberto

3.21. Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como percentagem do controle (considerado 100 %) e
foram apresentados como média = E.P de todos os experimentos. Os dados foram analisados
através de analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguido, quando apropriado, pelo teste
post hoc de Duncan. Os resultados foram considerados significativos quando p < 0,05.

Os dados comportamentais sdo expressos como média + E.P. A analise dos dados foi
realizada através de ANOVA de duas vias, exceto nos estudos de dose resposta e curva de
tempo, nos quais foi aplicada ANOVA de uma via. Em todas as analises, o teste post hoc de
Newman-Keuls foi aplicado quando apropriado. Os resultados foram considerados

significativos quando p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Analise da viabilidade celular e metabolismo redox celular em fatias hipocampais

incubadas com H,0, e protecéo por difenil disseleneto

Baseado no fato de que EROs sdo mediadoras de muitos processos neurotdxicos
(Finkel e Holbrook, 2000) neste estudo foi investigado os danos celulares causados pela
exposicdo de fatias hipocampais ao H,O, e a capacidade neuroprotetora do composto
organico de Se, difenil disseleneto, bem como seu possivel mecanismo de acdo. Para isto,
fatias hipocampais de ratos adultos foram incubadas por 1 hora com H;O, (2 mM) na
presenca ou auséncia do composto organico de selénio difenil disseleneto (0,1, 1,0 e 10 uM)
ao longo do periodo de incubacdo. Ao término do tratamento, a viabilidade das fatias foi
avaliada através do teste de reducdo do composto MTT. Além disso, a lipoperoxidacdo da
fatias, medida através dos niveis de TBARS (espécies reativas ao acido tiobarbitdrico),
também foi analisada.

De acordo com a figura 11A, o tratamento com difenil disseleneto ndo alterou a
viabilidade das fatias, mesmo quando incubado por até 2 horas e em concentracdes mais
elevadas (30 e 100 uM). Entretanto, o tratamento com 2 mM de H,O; por 1 hora causou uma
reducéo significativa (aproximadamente 25 %) na viabilidade das fatias, sendo que este efeito
foi revertido quando as fatias foram co-incubadas com H,0, e difenil disseleneto (10 uM)
(figura 11B).

Quando avaliado os niveis de peroxidacdo lipidica, foi observado que as fatias
hipocampais tratadas com H,O, apresentaram um aumento de 60% nos niveis de TBARS
(figura 11C), sendo que este efeito foi completamente evitado com a co-incubagdo com
difenil disseleneto a partir de 1 M.

Em ensaios paralelos (tabela 2), foi determinado o estado redox celular pela medida

da atividade da enzima GPx, contetdo de GSH e de tidis protéicos (PSH). Como pode ser
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observado na tabela 2, o tratamento com H,O, causou uma diminuicdo de 23% no contedo
de glutationa intracelular, sendo este efeito parcialmente revertido pela co-inbubacdo com
difenil disseleneto. Entretanto, ndo foi verificada alteracdo na atividade da enzima GPx, nem

do conteudo de tidis protéicos frente aos tratamentos.
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Figura 11. Efeito do difenil disseleneto sobre a viabilidade e seu papel protetor em fatias
hipocampais submetidas ao insulto com H,0O,. Fatias hipocampais foram incubadas somente
com difenil disseleneto (0,1 -100 uM) por 1 ou 2 horas (A) ou pelo periodo de 1 hora com
H,O, (2mM) na presenca ou ndo de difenil disseleneto (0,1, 1 ou 10 uM) (B e C) ap6s 0s
tratamentos a viabilidade das fatias foi avaliada através do teste do MTT e a lipoperoxidacao
pela medida dos niveis de TBARS. (A) Mostra o efeito do difenil disseleneto sobre a
viabilidade celular. (B) Mostra a agéo citotoxica do H,O, e o efeito neuroprotetor de difenil
disseleneto. (C) Mostra os niveis de lipoperoxidacdo em resposta a exposicdo ao H,O;, e 0
efeito protetor do difenil disseleneto. Os niveis de lipoperoxidacdo para o grupo controle foi
3,02 £ 0,18 nmol de TBARS/mg de proteina. Os dados estdo representados em percentagem
do controle (fatias ndo incubadas com difenil disseleneto) e expressam a média + D.P. de
todos os experimentos, n=8-12. *P<0,001 comparado com 0 grupo controle; # P<0,05
comparado com o grupo controle e P<0,01 comparado aos demais grupos.
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(PhSe),uM H,0, GSH PSH GPx
0 2mM 772 + 6.5* 100.7 +5.4 91.1+45
0.1 2mM 81.5+7.2" 96.99+14 .4 952+19.5
)i 2mM 86.0+9.0" 102.9+16.7 101.5+10.6
10 2mM 86.0+9.0" 102.9+16.7 101.5+10.6
10 0 93.56+0.05 94.52+13.83 116.65+15.31

Tabela 2. Efeito do tratamento com difenil disseleneto e H,O, na atividade da enzima
glutationa peroxidase (GPx) e contetdo de tidis protéicos (PSH) e ndo protéicos (GSH total)
em fatias hipocampais. Os resultados sdo expressos como percentagem em relagcdo ao grupo
controle (sem tratamento) e representa a média £ D.P. de 5-8 experimentos independentes. Os
valores de GSH total e PSH obtidos para o grupo controle foram 37,9 + 3,8 uM/fatia e 68,6 +
6,5 uM/fatia, respectivamente. O valor da atividade da enzima GPx obtido no grupo controle
foi 11,06 £ 3,9 um/mg proteina. *P<0,0001 em rela¢do ao grupo controle. #P<0,0001 em

relagdo ao grupo H,O; e grupo controle.
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4.2. Estudo dos possiveis mecanismos de acdo envolvidos na protecdo pelo composto difenil

disseleneto

O composto difenil disseleneto exibe atividade mimética da GPx, através da qual,
promove a degradacdo de perdxidos através do consumo de tidis, entre estes GSH e DTT
(Nogueira et al., 2004).

Neste sentido, foi investigado o efeito da adicdo de compostos tidlicos juntamente
com difenil disseleneto sobre a protecédo de fatias hipocampais expostas a insulto com H,0,.
Observou que a adicdo GSH (100 uM) juntamente com difenil disseleneto, reverteu a queda
de viabilidade causada pelo H,O, (2 mM) na concentracdo de 10 puM do composto.
Adicionalmente, houve uma reversdo parcial da queda de viabilidade na concentragdo de 1
MM de difenil disseleneto quando adicionado GSH ao meio, como pode ser observado na
figura 12A. Paralelamente, quando adicionado o composto tidlico DTT (ditiotreitol; 100
UM) (figura 12B) junto ao tratamento de difenil disseleneto, foi observada uma protecéo total
da queda de viabilidade promovida pelo H,O, a partir da concentracdo de 1 puM do
organocalcogénio e uma protecdo parcial pelo composto na concentracdo de 0,1 pM. Estes
dados apontam para uma melhora no efeito protetor do composto ao insulto com H,0,
quando compostos tidlicos estdo presentes no tampao de incubacéo.

Estudos prévios demonstraram que a utilizacdo de forma esterificada de GSH
aumentou significativamente os niveis intracelulares deste tiol em culturas celulares
mesencefalicas e in vivo, enquanto que o tratamento com GSH néo esterificada, ndo foi capaz
de aumentar a concentracdo intracelular de GSH (Zeevalk et al., 2006). No presente trabalho,
como forma de aumentar os niveis intracelulares de GSH, as fatias hipocampais foram pré-
incubadas (30 min) com glutationa mono etil ester GSHEE, 2 mM e ao final deste periodo, o
meio foi removido e substituido pelo meio com H,0; e difenil disseleneto . O conteddo
intracelular de GSH foi medido, apds a pré-incubagdo (figura 12D) e observou-se um

substancial aumento na concentragdo intracelular de GSH. Apesar disso, os resultados
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mostraram que o0 aumento dos niveis intracelulares de GSH ndo causou melhora no efeito
protetor do difenil disseleneto (figura 12C) como observado com a GSH nao esterificada e

DTT adicionados juntamente com o composto.

38



— 1004

— 100+ # ) #
@ ° . *
= o " =
£ 75+
5 754 _* 3
o o
o =l
h=] R
2 504 = i
1] i=]
3 S
2 25- 3 257
2 8
3 s
g 0- 0-
H;0; + + + + + H20, + + + + +
PhSe, (uM) - 0,1 1 10 PhSe, (uM) - - 0,1 1 10
GSH . + + + + DTT - + + + +
C D
30+ *
__100-
ié T 251
g T 20-
< o
[=] [s 8
pel - -
2 50+ g 15
e = 104
B2 T
5 254 %)
g s O 54
o
Y
> 0- 0
0 1mM 2mM
H,0, + + + + +
PhSe, (uM) - 0,1 1 10 GSHEE
GSHEE - + 4 + "

Figura 12. Efeito da adicdo de compostos tidlicos, DTT, GSH e GSH monoetil ester
(GSHMEE), junto ao tratamento com difenil disseleneto e H,0,, sobre a viabilidade celular
de fatias hipocampais. Fatias hipocampais foram incubadas com GSH (100 puM) (A) ou DTT
(100 pM) (B) juntamente com difenil disseleneto e H,O, por 1 hora. Alternativamente, fatias
hipocampais foram pré-incubadas com 2 mM de GSHMEE por 30 min e apds, submetidas ao
tratamento com difenil disseleneto e H,O, (C). Ao final dos tratamentos a viabilidade das
fatias foi avaliada através do teste do MTT. (A, B, C) Mostra o efeito da adicdo de tidis ao
tratamento com difenil disseleneto e H,O, sobre a viabilidade das fatias hipocampais. Os
resultados estdo expressos como percentagem em relacdo ao controle (sem tratamento) e
representam a média de 5-8 experimentos (média + D.P.). *P<0,0001 em relacdo ao grupo
controle. #P<0,0001 em relacdo ao grupo H,O; e controle. O conteudo intracelular de GSH
foi medido (D) ap0s o pre-tratamento das fatias com GSHMEE (30 min). Os resultados sdo
expressos em UM GSH/slice e representam a média £ D.P. de 2 experimentos independentes
em duplicata. *P<0,05 em relagdo ao grupo controle (sem tratamento).
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4.3. Analise da fosforilacdo de MAPKSs em resposta ao tratamento de fatias hipocampais com

H,0O, e difenil disseleneto

A fosforilacdo de MAPKS em resposta ao estresse oxidativo foi demonstrada em uma
variedade de estudos (Kamata e Hirata, 1999), além disso, a fosforilacdo de ERK parece estar
diretamente relacionada a inducdo de morte celular por insultos oxidativos (Park et al., 2005;
Seo et al., 2001; Chu et al., 2004).

Neste contexto, foi analisado o efeito do tratamento com H,O, sobre o nivel de
fosforilagdo das MAPKs ERK1/2, JNK1/2 e p38M*"® em trés diferentes periodos de
incubacéo (15, 30 e 60 min). A fosforilacdo de ERK1/2, p38 e JNK1/2 foram analisadas pela
técnica de Western Blotting. H,O, estimulou a fosforilagdo de ERK1/2 apds 15 min de
incubacdo (figura 13 A), mas este efeito ndo foi mais observado apds 30 min ou 60 min de
incubacdo. Por outro lado, o tratamento com H,0, ndo alterou os niveis de fosforilagdo de
INK1/2 e p38M4"K em nenhum dos periodos testados (figura 3A).

Foi entdo analisado o efeito da co-incubagdo de H,O, com difenil disseleneto sobre a
fosforilagdo de ERK1/2 apds 15 min de tratamento. Conforme observado na figura 14B, a co-
incubacdo com o organocalcogénio bloqueou o efeito do H,O, sobre a fosforilacdo de
ERKZ1/2. Difenil disseleneto isoladamente ndo alterou a fosforilacdo de ERK1/2 ap6s 15 min
de incubacdo, mesmo quando utilizado em concentracdes mais elevadas (figura 13B). Além
disso, com o intuito de verificar o possivel efeito modulatorio do difenil disseleneto sobre a
fosforilacdo de MAPKS, fatias hipocampais também foram incubadas por 1 hora com
diferentes concentragdes do composto (10-100 uM). Entretanto, o tratamento com difenil

disseleneto per se ndo alterou os niveis de fosforilacéo destas proteinas (figura 13C).
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Figura 13. Efeito do tratamento com difenil disseleneto e/ou H,O, sobre a fosforilagdo de
MAPKSs. Fatias hipocampais foram incubadas por 15, 30 e 60 min com H,0, (2 mM) e/ou
difenil disseleneto em diversas concentracdes. Ao térmico de cada tratamento, as fatias
foram solubilizadas em solugdo de lise para eletroforese. A fosforilagdo de p38MAPK, ERK1/2
e JNK1/2, bem como suas respectivas formas totais, foram avaliadas por Western Blotting
utilizando anti-corpos especificos. Cada figura € representativa de 4 experimentos
independentes. (A) Mostra o efeito de H,O, sobre a fosforilagdo de MAPKs em diferentes
periodos de incubacéo. (B) Mostra que o difenil disseleneto reverteu o efeito de H,O, sobre a
fosforilagdo de ERK1/2. Neste caso, as fatias hipocampais foram incubadas por 15 min com
H.0O, (2 mM) na presenca de diferentes concentracdes de difenil disseleneto (10-100 pM).
(C) Avalia a agdo do difenil disseleneto isoladamente sobre a fosforilacdo de MAPKSs apds 1h
de incubacdo. Os resultados sdo expressos em percentagem em relacdo ao grupo controle
(sem tratamento) e representam a média £ D.P. de 4 experimentos independentes. *P<0,01
em relacdo ao grupo controle.
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4.4. Estudo do possivel efeito antidepressivo do ebselen

A utilizacdo de modelos animais foi de grande valia para 0 progresso das pesquisas
relacionadas ao estudo da depressdo. Dentre estes modelos, o teste do nado forcado (TNF)
(Figura 10) é o mais utilizado. Outro teste relacionado é o teste de suspensao da cauda (TSC)
(Figura 11). Estes modelos tém sido amplamente utilizados na descoberta de novos
antidepressivos e sdo validados pelo fato de que, a administracdo de diversas classes de
antidepressivos clinicamente efetivos leva a comportamentos dirigidos ao escape por
periodos maiores do que quando administrado o respectivo veiculo (Porsolt et al.,1977; Cryan
et al., 2002; Petit-Demouliere et al., 2005; Cryan et al.,2005).

Através do TNF foi avaliado o possivel efeito antidepressivo do ebselen apés
administracdo s.c. de 10-30 mg/kg do composto. Ebselen levou a uma diminuicdo
significativa no tempo de imobilidade dos camundongos entre 10-20 mg/kg. Este efeito ndo
foi observado nas doses mais baixas (3 e 5 mg/kg) e mais alta do composto (30 mg/kg)
(Figura 14 A). Quando avaliado no teste de suspensdo da cauda, ebselen (3-30 mg/kg) néo
afetou o tempo de imobilidade dos animais (Figura 14C). A administracdo de ebselen (3-30
mg/kg; s.c.) néo alterou a ambulagdo dos camundongos quando avaliada no teste do campo
aberto (figura 15B). Demonstrando que a diminui¢do no tempo de imobilidade causada pelo
ebselen, ndo foi atribuida a uma alteracdo na locomocao destes animais. Como a dose de 10

mg/kg foi a mais efetiva, nos utilizamos esta dose para a realizagdo dos demais experimentos.

O efeito antidepressivo do ebselen foi avaliado ao longo de diferentes periodos por
meio de uma curva de tempo. Os animais foram submetidos ao teste do nado forgado 30, 60,
120 e 240 min ap6s a administracdo de ebselen. O efeito antidepressivo do composto foi
observado logo apds 30 min da sua administracdo e manteve-se estatisticamente significante

até 120 min (Figura 14D).
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Figura 14. Efeito da administracdo do ebselen (3-30 mg/kg; s.c.) no TNF (A), campo aberto
(B), TST (C) e curva de tempo do efeito anti-imobilidade do ebselen no TNF (D). Ebselen foi
administrado 30 min antes dos testes. Para a realizacdo da curva de tempo, ebselen (10
mg/kg; s.c.) foi administrado 30, 60,120 e 240 min antes do TNF. Os valores sdo expressos
como a média + E.P; n=7-9. * p < 0,05, ** p < 0,01 em relagdo ao grupo tratado com

veiculo.
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4.5. Estudo de mecanismos envolvidos no efeito antidepressivo do ebselen no teste do nado

forcado

4.5.1. Estudo do envolvimento do sistema serotoninérgico

O sistema serotoninérgico ocupa um papel central depressdo e consiste no principal
alvo da acéo de antidepressivos (Millan, 2004; Ansorge et al., 2007).

Tendo isto em vista, para investigar o possivel envolvimento deste sistema no efeito
antidepressivo do ebselen, camundongos foram pré-tratados com um inibidor da enzima
triptofano hidroxilase, o PCPA, que depleta os niveis de serotonina endogena (Eckeli et al.,
2000; Page et al., 1999). Como verificado na figura 15A, o pré-tratamento com PCPA nao
reverteu 0 a diminuicdo no tempo de imobilidade causada pelo tratamento com ebselen (10
mg/kg) no TNF. Entretanto, a inibicdo da sintese de serotonina com PCPA bloqueou
completamente o efeito antidepressivo da fluoxetina (32 mg/kg), a qual foi utilizada como
um controle positivo. Paralelamente, o pré-tratamento com antagonistas de receptores
serotoninérgicos 5HT1a (NAN-190) (figura 15B) ou 5HT,a (cetanserina) (figura 15C) ndo
reverteram o efeito antidepressivo do ebselen no TNF sugerindo um ndo envolvimento deste

sistema na acdo do ebselen.
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Figura 15. Efeito do pré-tratamento com PCPA (100 mg/kg; i.p; por 4 dias consecutivos)
(A), NAN-190 (0,5 mg/kg; i.p.) (B) e cetanserina (5 mg/kg; i.p.) (C) sobre a diminui¢do do
tempo de imobilidade causada pelo ebselen (10 mg/kg; s.c.) no TNF. Os valores sdo
expressos como a média + E.P; n=5-8. ** p < 0,01 em relacdo ao grupo controle tratado com
veiculo. # p < 0,01 em relagdo a0 mesmo grupo pré-tratado com veiculo.
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4.5.2. Estudo do envolvimento do sistema noradrenérgico

Algumas drogas antidepressivas aumentam a concentracdo sinaptica de noradrenalina
ou atuam diretamente em receptores noradrenérgicos (Elhwuegi, 2004).

Com o intuito de investigar a participacdo do sistema noradrenérgico no efeito anti-
imobilidade do ebselen, camundongos foram pré-tratados com antagonista do adrenoceptor
al, o qual causou reversdo do efeito antidepressivo do ebselen (figura 16A). Paralelamente, o
envolvimento do receptor a2 foi também analisado, através do pré-tratamento com o
antagonista deste receptor, ioimbina, que também reverteu o efeito antidepressivo causado
pelo tratamento com ebselen no TNF (figura 16B), apontando para um envolvimento deste

sistema no mecanismo de acdo do ebselen.
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Figura 16. Efeito do pré-tratamento com prazosim (1 mg/kg; i.p.) (A) ou ioimbina (1 mg/kg;
i.p.) (B) sobre a diminui¢do do tempo de imobilidade causada pelo ebselen (10 mg/kg; s.c.)
no TNF. Os valores sdo expressos como a média + E.P; n=5-7. ** p < 0,01 em relacdo ao

grupo controle tratado com veiculo. # p < 0,01 em relacdo ao mesmo grupo pré-tratado com
veiculo.
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4.5.3. Estudo do envolvimento do sistema dopaminérgico

Embora a maioria dos antidepressivos prescritos atue via neurotransmissao
serotoninérgica ou noradrenérgica, um crescente numero de estudos sugere que o sistema
dopaminérgico representa um importante alvo terapéutico no tratamento da depressdo
(D'Aquila et al., 2000; Papakostas, 2006).

Neste estudo, n6s avaliamos o envolvimento do sistema dopaminérgico no efeito
depressivo do ebselen através do pré-tratamento dos camundongos com antagonistas dos
receptores D1 e D2. Conforme visualizado na figura 17A, o pré-tratamento com SCH23390,
um antagonista do receptor D1, e sulpirida, um antagonista do receptor D2 (figura 17B),
bloqueou o efeito antidepressivo causado pelo ebselen, sugerindo o envolvimento do sistema

dopaminérgico no mecanismo de acao do calcogénio.
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Figura 17. Efeito do pré-tratamento com SCH23390 (0.05 mg/kg, s.c.) (A) ou sulpiride (50
mag/kg, i.p. (B) sobre a diminui¢do do tempo de imobilidade causada pelo ebselen (10 mg/kg;
s.c.) no TNF. Os valores sdo expressos como a média £ E.P; n=5-6. ** p < 0,01 em relacdo
ao grupo controle tratado com veiculo. # p < 0,01 em relacdo ao mesmo grupo pré-tratado

com veiculo.
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4.6. Efeito do difenil disseleneto sobre a viabilidade celular e clivagem de PARP em células

de neuroblastoma humano SH-SY5Y.

Culturas celulares da linhagem de neuroblastoma humano SH-SY5Y foram incubadas
por 24 horas na presenca ou auséncia de difenil disseleneto (0,3-30 M) em meio sem soro
fetal bovino. Apds os tratamentos, foi avaliada a viabilidade celular por meio do teste do
MTT. O tratamento com difenil disseleneto diminuiu em 25 % e 60 % a viabilidade celular
quando nas concentracfes de 10 uM e 30 UM, respectivamente (Figura 18A).

PARP, uma poli (ADP-ribose) polimerase nuclear de 116 kDa, estad envolvida no
reparo ao DNA em resposta ao estresse, ajudando a manter a viabilidade celular. Sendo um
dos principais alvos de caspase-3, a clivagem de PARP em fragmento de 89 kDa é
considerada marcador de células em processo apoptotico (Satoh e Lindahl, 1992). Neste
estudo, foi verificado que o tratamento por 24 horas com difenil disseleneto causou clivagem
de PARP, em fragmento de 89 kDa, a partir da concentracdo de 3 uM (Figura 18B).

Além disso, através da marcacdo com iodeto de propidio e analise em citdmetro de
fluxo, confirmou-se o dano apoptotico pelo aumento dependente de concentragdo no nimero

de células apoptoticas (18C).
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Figura 18. Efeito do tratamento com difenil disseleneto sobre a viabilidade celular. Culturas
de células de neuroblastoma human SH-SY5Y foram incubadas por 24 horas com diferentes
concentracdes de difenil disselento (0,3-30 uM). Ao término do tratamento, as células foram
utilizadas para anélise da viabilidade celular através do teste do MTT. Em paralelo a morte
apoptotica foi avaliada através de incubacao das células com iodeto de propidio e a analise
em citometro de fluxo. A clivagem de PARP foi analisada através de Western Blotting, para
isso, ao término do tratamento, as células foram solubilizadas em solucdo de lise para
eletroforese e a clivagem de PARP foi avaliada pelo uso de anti-corpos especificos. (A)
Mostra o efeito do tratamento com difenil disseleto sobre a reducdo do MTT, um indice de
viabilidade celular. (B) Mostra a clivagem da proteina PARP ap6s o tratamento com
diferentes concentracdes de difenil disseleneto; a figura é representativa de 4 experimentos
realizados independentemente em duplicata. (C) Representa a percentagem de células
apoptoticas apds o tratamento com o calcogénio. (A,C) Os resultados sdo expressos em
percentagem em relacdo ao grupo controle (sem tratamento) e representam a média = E.P. de
4 experimentos independentes. * P<0,05 em relacdo ao grupo controle. ** P<0,01 em
relagdo ao grupo controle.

51



4.7. Efeito do tratamento com difenil disseleneto na fosforilagdo das MAPKs ERK1/2 e

p38MAPK e substratos de PKC.

Culturas celulares da linhagem de neuroblastoma humano SH-SY5Y foram incubadas
por 24 horas com ou sem difenil disseleneto (0,3-30 M) em meio sem soro fetal bovino. A

gMAPK" “hem como

fosforilacdo e conteudo das proteinas da familia MAPK, ERK1/2 e p3
fosforilacdo dos substratos de PKC, foi avaliada apos os tratamentos, através da técnica de
Western Blotting. Foi observado que o tratamento com 30 UM de difenil disseleneto inibiu os

niveis de fosforilagdo de p38™A™«

sem alterar o conteido desta proteina (Figura 19A).

Na concentracdo de 3 M, difenil disseleneto estimulou os niveis de fosforilacdo de
ERK 2. Entretanto houve inibi¢do na fosforilagdo desta enzima nas concentragdes de 10 e 30
pm do calcogénio, sem alterar, entretanto, a expressdo desta proteina (figura 19B).
Paralelamente, a fosforilagdo de substratos de PKC, como um indice da atividade da proteina,
foi avaliada atraves do uso de anti-corpos especificos. Observou-se que o0 tratamento com

difenil disseleneto (10-30 M) inibiu a fosforilagdo de substrados de PKC, entre eles, os de

peso molecular 117, 90 e 35 kDa (figura 19C).
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Figura 19. Efeito do tratamento com difenil disseleneto sobre a fosforilagdo de ERK1/2,
p38MAPK e substratos de PKC. Culturas de células de neuroblastoma human SH-SY5Y foram
incubadas por 24 horas com diferentes concentragfes de difenil disselento (0,3-30 uM). Ao
término do tratamento, as células foram solubilizadas em solucdo de lise para eletroforese. A
fosforilacdo e expressdo de p38M"¢, ERK1/2, bem como fosforilacdo de substratos de PKC,
foram avaliadas por Western Blotting utilizando anti-corpos especificos. Cada blotting é
representativo de 4 eerrimentos realizados independentemente. (A) Mostra o nivel de
fosforilacdo de p38MAP que se demonstrou inibido nas concentracdes mais elevadas do
disseleneto. (B) Mostra o nivel de fosforilacdo de ERK1/2, estimulado na concentracdo de 3
KM do disseleneto e inibido nas concetracBes mais elevadas. (C) Blotting representativo da
fosforilagdo de substratos de PKC entre 35 e 117 kDa. Os resultados sé&o expressos em
percentagem em relacdo ao grupo controle (sem tratamento) e representa a média £ E.P de 4
experimentos independentes. * P < 0,01 em relagdo ao controle.
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4.8. Estudo do papel da fosforilacdo de ERK1/2 no efeito citotoxico do difenil disseleneto.
Tendo em vista que o tratamento de células SH-SY5Y com o composto difenil
disseleneto (3 uM) aumentou significativamente a fosforilagdo de ERK e causou clivagem de
PARP, neste estudo foi avaliado o papel desta MAPK na viabilidade das células submetidas
ao tratamento com difenil disseleneto. Para isto, culturas celulares foram incubadas com o
difenil disseleneto na presenca de um inibidor da via de fosforilagdo de ERK1/2, UO126, por
24 horas, em meio sem soro fetal bovino. Terminado o tratamento, a viabilidade celular foi
avaliada através do teste do MTT. Paralelamente, a clivagem de PARP e fosforilacdo e
expressdo de ERK1/2 foram avaliadas através da técnica de Western Blotting ap6s 0s

tratamentos.

Como observado na figura 20A, o tratamento com difenil disseleneto 3 UM, aumentou
a fosforilacdo de ERK1/2 em relacdo ao controle, além disso, causou clivagem de PARP. O
uso do inibidor da via de ERK1/2, UO126, associado ao tratamento com difenil disseleneto,
impediu a inducdo da fosforilacdo de ERK1/2 e também aumentou a clivagem de PARP em
relagdo ao grupo tratado apenas com difenil disseleneto. O grupo tratado apenas com UO126
demonstrou inibicdo da fosforilagdo de ERK1/2 em relagcdo ao controle, comprovando a
efetividade da concentragdo de inibidor utilizada no estudo, além disso, ndo demonstrou
clicagem de PARP.

Quando a viabilidade das culturas celulares foi avaliada através do teste do MTT, foi
observada uma significativa queda na viabilidade celular, em relagdo ao controle, nas células
tratadas com difenil disseleneto associado ao inibidor de ERK1/2, UO126. O inibidor ou o

difenil disseleneto ndo demonstraram efeito per se sobre a viabilidade (figura 20B).
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Figura 20. Efeito do difenil disseleneto e UO126 (inibidor de ERK1/2) sobre a viabilidade
celular e clivagem de PARP em linhagem de neuroblastoma SH-SY5Y. Culturas de células
de neuroblastoma human SH-SY5Y foram incubadas por 24 horas com difenil disselento (3
MM) na preseca ou auséncia do inibidor de ERK1/2 UO126 (10 pM). Ao término do
tratamento, as células foram solubilizadas em solucdo de lise para eletroforese. A fosforilacédo
e expressdo de ERK1/2, bem como clivagem de PARP foram avaliadas por Western Blotting
utilizando anti-corpos especificos. (A) Blottings representativo da fosforilacéo e expressao de
ERK1/2, clivagem de PARP e contetido de B-actina nas células apos tratamento com difenil
disseleneto e/ou UO126. Cada blotting € representativo de 4 experimentos realizados
independentemente. (B) Mostra o efeito do tratamento com difenil disseleto sobre a reducéo
do MTT, um indice de viabilidade celular. Os resultados estdo expressos em percentagem em
relacdo ao grupo controle (sem tratamento) e representa a média + E.P de 4 experimentos
independentes. * P < 0,01 em relagdo ao controle.
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5. DISCUSSAO

Acéo neuroprotetora de compostos de selénio

Neste estudo, foi primeiramente avaliado a capacidade neuroprotetora do composto
difenil disseleneto contra o dano oxidativo promovido pelo tratamento de fatias hipocampais
com H,0, e 0s possiveis mecanismos moleculares envolvidos nesta acdo. Nossos resultados
demonstraram que o tratamento com o composto difenil disseleneto (10 M) reverteu a queda
de viabilidade das fatias hipocampais promovida pelo tratamento com H,0,. Além disso, as
concentracbes de 1 e 10 uM do composto reverteram totalmente a peroxidacdo lipidica
induzida por H,0..

O efeito antioxidante do difenil disseleneto ja foi demonstrado contra danos
oxidativos em diferentes tecidos como pulmdes, sangue e figado (Luchese et al., 2007; Posser
et al., 2006; Borges et al., 2006). O cérebro é considerado um alvo especialmente suscetivel
ao estresse oxidativo quando comparado a outros tecidos devido a caracteristicas como alta
taxa de consumo de oxigénio, alta concentracdo de &cidos graxos poliinsaturados e baixa ou
moderada atividade de enzimas antioxidantes (Dringen, 2000; Gilgun-Sherki et al., 2002).
Apesar disso, ha poucos estudos avaliando o potencial neuroprotetor deste composto.

No SNC, o hipocampo é uma regido critica para certas formas de aprendizado e
memoria e particularmente vulneravel a condi¢Ges que levam ao aumento da producdo de
EROs como envelhecimento, isquemia e doencas neurodegenerativas (Serrano e Klann, 2004;
Baloyannis, 2006). Dada a relevancia desta estrutura, neste trabalho foi utilizando o modelo
de fatias hipocampais de ratos adultos para avaliar o efeito antioxidante e neuroprotetor do
difenil disseleneto contra dano oxidativo. Do ponto de vista metodoldgico, fatias cerebrais
sdo consideradas um modelo apropriado para o estudo dos eventos bioquimicos no SNC, pois
este modelo mantém parcialmente a organizacdo da matriz extracelular, as conexdes

neuronais e as interagcdes neuro-gliais (Rodnight et al., 1991; Cordova et al., 2004).
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O mecanismo proposto para explicar o efeito neuroprotetor e antioxidante do difenil
disseleneto observado neste estudo & similar ao da enzima GPx. De acordo com este
mecanismo, o difenil disseleneto reage com tiois (passo 1), gerando uma molécula chamada
selenenil sulfeto (passo 2), esta reage com um segundo equivalente de tiol produzindo o
selenol, o qual reage com o H,0, formando H,O e &cido seleninico (passo 4) que produz
espontaneamente outra molécula de H,O e retorna a sua molécula original (figura 21)

(Nogueira et al., 2004; Borges et al., 2006).

2RSH
Y O
Se—SR
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/%\ ‘/8” RSH
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Figura 21. Ciclo catalitico do difenil disseleneto para a detoxificacdo de perdxidos.

Entretanto, é importante considerar que compostos de selénio que apresentam
atividade tiol peroxidase, comportam-se diferentemente na presenca de diferentes
concentracfes de peroxidos e tidis (Mugesh e Singh, 2000). Apesar de estar associado
também ao seu mecanismo antioxidante, a oxidacdo de disselenetos pelo excesso de
perdxidos pode gerar derivados oxidados como o cido selenénico e acido seleninico (Farina
et al., 2002; Mugesh et al., 2001), os quais podem levar a oxidacdo de proteinas endogenas,
causando toxicidade.

Em nosso estudo o composto difenil disseleneto protegeu contra a oxidagdo da
glutationa produzida pelo tratamento com H,O, sugerindo uma interagdo quimica direta entre
o difenil disseleneto e o perdxido, deste modo evitando a oxidacdo de glutationa pelos
derivados oxidados que foram formados quando H,O, esteve presente no meio de incubagéo.

Entretanto mais estudos sao necessarios para confirmar esta hipotese (Farina et al., 2002).
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Neste trabalho, foi demonstrado que a co-incubacdo de GSH ou DTT com difenil
disseleneto aumentou 10 e 100 vezes respectivamente e efeito neuroprotetor do calcogénio.
Compostos organicos de selénio, ao contrario da reacdo catalisada pela GPx, podem utilizar
como substrato outros compostos tiélicos, além da glutationa, para reduzir peréxidos (Muller
et al., 1985; Cotgreave et al., 1987; Nogueira et al., 2004). Deste modo, o fato de a
combinacdo de difenil disseleneto com compostos tidlicos GSH e DTT proteger mais
efetivamente do dano oxidativo, refor¢a a idéia de que o efeito protetor do composto contra
H,0, estéa relacionado a sua atividade do tipo tiol-peroxidase.

Com o objetivo de melhorar o entendimento sobre a forma de acdo do composto
difenil disseleneto, foram realizados experimentos utilizando a forma permeavel de GSH, a
GHS mono etil ester (GSHEE). Nesta forma de GSH, o grupo carboxila do residuo de glicina
é esterificado (figura 22 B) e ao contrario da sua forma nédo esterificada (figura 22 A), a
GSHEE pode ser transportada para 0 meio intracelular e ser entdo convertida em GSH, como
ja foi demonstrado em varios tipos celulares (Levine et al., 1993; Ceccon et al., 2000;

Gabryel e Malecki, 2006; Zeevalk et al., 2007).
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Figura 22. Estrutura quimica da GSH (A) e GSHMEE (B).

Neste trabalho, o pré-tratamento com GSHEE (2 mM) aumentou
significativamente os niveis intracelulares de GSH sem alterar o efeito neuroprotetor do
difenil disseleneto contra H,O, sugerindo que o0 composto esteja agindo de modo
extracelular. Estudos prévios sugeriram que difenil disseleneto, um composto altamente

lipofilico, é capaz de cruzar a barreira hematoencefalica aumentando os niveis cerebrais de
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selénio apos tratamentos cronico ou agudo (Jacques-Silva et al., 2001; Maciel et al., 2003).
No presente trabalho, ndo se observou atividade GPx intracelular nas fatias hipocampais ap6s
o tratamento com difenil disseleneto, fato que seria observado caso houvesse uma
significativa entrada do composto paro o meio intracelular, reforcando a hipdtese de que o
composto atuou de modo extracelular em nosso modelo experimental.

Um aumento transitorio da fosforilagio de ERK1/2 em resposta a H,O, foi
demonstrado em diversos modelos celulares, bem como fatias hipocampais (Guyton et al.,
1996; Kanterewicz et al., 1998). No presente estudo, também foi observado um aumento
transitorio da fosforilacdo de ERK1/2 pelo tratamento com H,0O, sendo este efeito revertido
pela co-incubacdo com difenil disseleneto, sugerindo que este mecanismo seja dependente de
eventos oxidativos. Muitos receptores para fatores de crescimento possuem cisteinas, que
quando oxidadas podem estimular a ativacdo destes receptores e assim a via de transducdo de
sinal de ERK1/2 (Heldin, 1995; Chu et al.,, 2004). Estudos em cultura de células
demonstraram que a ativagdo transitoria de ERK1/2 foi evitada, quando a ativacdo de
receptores de fatores de crescimento foi inibida. Além disso, o uso de quelantes de ferro e
antioxidantes também impediu a ativacdo de ERK, sugerindo que a formacdo de radicais
hidroxila pela interacdo de H,O, com ions metélicos pode levar a oxidacao de receptores que
por sua vez desencadeiam a cascata de ativacdo de ERK1/2 (Guyton et al., 1996).
Adicionalmente, outros trabalhos associaram o0 aumento do estresse oxidativo em pacientes
com mal de Alzheimer e Parkinson ao aumento da fosforilagdo de ERK1/2 (Zhu et al., 2002a;
Zhu et al.,2002b; Chu et al., 2004).

Os membros da familia das MAPKs, JNK e p38M*"* s&o ativados preferencialmente
em resposta a estresse ambiental como estresse oxidativo e citocinas pro inflamatdrias
(Mielke e Herdegen, 2000). Estudos prévios demonstraram que a fosforilacdo de JINK1/2 e

MAPK
8

p3 é aumentada em resposta ao estresse oxidativo em diferentes linhagens celulares (Ali

et al., 2004; Park et al., 2005). Entretanto, neste estudo, a incubacdo de fatias hipocampais
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com H,0, ndo alterou os niveis de fosforilacdo destas cinases. Nossos resultados corroboram
com Guyton et al., 1996, onde foi demonstrado um aumento modesto na ativacdo de JNK1 e

gMAPK quando comparado com ERK1/2 em resposta ao H.O, em diferentes tipos celulares.

p3
Adicionalmente, em outros estudos, o tratamento de linhagem de neuroblastoma com H,0,
ndo modificou os niveis de fosforilagdo de p38™*™ (Ruffels et al., 2004).

Em resumo, nossos dados retrataram de uma forma inédita, o efeito neuroprotetor do
composto difenil disseleneto em fatias hipocampais submetidas a insulto com H,0,. Este
efeito neuroprotetor, caracterizado pela recuperacdo da viabilidade celular pode ser resultante
da inibicdo da peroxidacgdo lipidica e/ou inibi¢do da fosforilacdo de ERK1/2 pelo composto.

Além disso, foi proposto que a atividade mimética da GPx apresentada pelo calcogénio,

agindo de modo extracelular, est& associada a seu efeito neuroprotetor.

Acdao antidepressiva de compostos de selénio

Ebselen € um composto orgéanico sintético de Se, que compartilha algumas
caracteristicas quimicas com o difenil disseleneto, entre elas atividade catalitica mimética da
GPx. As propriedades biolégicas do composto organico de selénio ebselen como
antioxidante, antiinflamatério, antiarterosclerético e neuroprotetor foram demonstradas em
animais e humanos (Yamaguchi et al., 1998; Farina et al., 2003; Moretto et al., 2005; Xu et
al., 2006). Entretanto o potencial antidepressivo deste composto ndo havia sido investigado
até ento.

Neste estudo, demonstramos que a administragdo do composto de selénio ebselen em
camundongos diminuiu o tempo de imobilidade no TNF em doses de 10 e 20 mg/kg, sendo
este efeito preditivo de uma acdo antidepressiva do composto (Porsolt et al., 1977; Petit-
Demouliere et al., 2005). Entretanto, ndo foi observada diminui¢do no tempo de imobilidade
apo6s administracdo de ebselen no TSC. A diminuicdo do tempo de imobilidade no TNF foi

observada até 120 min ap0s a administragcdo do composto.
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O TNF e o TSC sao ferramentas utilizadas para testar a atividade antidepressiva de
diferentes classes de drogas (Porsolt et al., 1977; Cryan et al., 2002; Petit-Demouliere et al.,
2005; Cryan et al., 2005) e baseiam-se na observacdo do comportamento de roedores que
ap0s movimentos iniciais orientados para escapar da situacdo a que foram submetidos,
adotam uma postura de imobilidade. Quando drogas antidepressivas sdo administradas, ao
serem submetidos aos testes, 0s animais orientam suas ag0es para tentar escapar da situagao
estressante por periodos mais longos que 0s grupos tratados com 0s respectivos veiculos
(Cryan et al., 2005). Sabe-se que o0s sistemas serotonérgicos, noradrenérgico e dopaminérgico
entre outros estdo envolvidos nos efeitos comportamentais causados por antidepressivos
nestes modelos animais (Cryan et al., 2002; Cryan et al., 2005; O'Leary et al., 2007).
Entretanto, diferengas de sensibilidade entre os testes (TNF e o TSC) podem ser observadas
dependentemente do tipo de droga testada (Porsolt and Lenegre, 1992; Cryan et al., 2005).

No presente trabalho, a diminuicdo do tempo de imobilidade causada pelo tratamento
com ebselen ndo foi acompanhada por alteracdo na atividade locomotora dos animais, como
observado quando os mesmos foram submetidos ao teste do campo aberto posteriormente ao
tratamento com ebselen. Este dado ressalta que a diminui¢cdo no tempo de imobilidade dos
animais no TNF causada pelo tratamento com ebselen ndo pode ser atribuida a um efeito
psicoestimulante do composto.

Considerando que o sistema monoaminérgico é considerado um dos alvos principais
no tratamento e patofisiologia da depressdo (Elhwuegi, 2004; Millan, 2004), neste estudo foi
investigado a participacdo deste sistema no efeito antidepressivo do ebselen. Para isto,
analisou-se o efeito de antagonistas e moduladores farmacologicos do sistema
monoaminérgico sobre a acao antidepressiva do ebselen do TNF.

O sistema serotoninérgico ocupa um papel central na patofisiologia e etiologia da
depressédo, sendo o principal alvo da acédo de antidepressivos (Millan, 2004; Ansorge et al.,

2007). Tendo isto em vista, 0 envolvimento deste sistema no efeito antidepressivo do ebselen
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foi avaliado no TNF através do tratamento com antagonistas dos receptores 5-HTa € 5-HT;a
bem como com o inibidor da sintese de serotonina PCPA. Entretanto, ambos 0s tratamentos
ndo reverteram o efeito antidepressivo do ebselen no TNF sugerindo que estes sistemas nao
estdo envolvidos no efeito apresentado pelo composto. E importante ressaltar que o modelo
de tratamento com PCPA (100 mg/kg; i.p.) por quatro dias consecutivos, como utilizado
neste estudo, causa diminuicdo em 60 % nos niveis enddgenos de serotonina em
camundongos sem alterar os niveis de dopamina e noradrenaliana (Redrobe et al., 1998).
Neste estudo, a reducdo dos niveis de serotonina pela administracdo de PCPA ndo inibiu o
efeito antidepressivo do ebselen, entretanto, preveniu o efeito antidepressivo da fluoxetina.
Da mesma forma, o tratamento com antagonistas de receptores serotonérgicos 5HTia €
5HT;g ndo reverteram a diminui¢do do tempo de imobilidade causada pelo ebselen embora
tenha sido demonstrado envolvimento destes receptores na agdo de outras drogas
antidepressivas (Middlemiss et al,. 2002), sugerindo que o sistema serotoninérgico ndo esta
envolvido na acdo apresentada pelo composto.

O papel da noradrenalina na patofisiologia da depressdo tem sido alvo de estudos
desde que foi demonstrado que drogas antidepressivas aumentam a disponibilidade deste
neurotransmissor na fenda sinéptica ou atuam diretamente nos receptores noradrenérgicos
(Elhwuegi, 2004). Além disso, observou-se que camundongos deficientes de noradrenalina
ndo respondem a certas drogas antidepressivas (Cryan et al.,, 2004). Neste estudo, a
administracdo de antagonistas dos receptores noradrenérgicos ol e 02, prazosim e ioimbina,
respectivamente, reverteram o efeito antidepressivo do ebselen, sugerindo que ambos 0s
adrenoceptores estdo envolvidos no efeito do composto. Estudos prévios demonstraram a
participacao destes receptores no mecanismo de acéo de drogas antidepressivas desipramina e
amitriptelina (Kitada et al., 1983; Danysz et al., 1986; Millan, 2004).

O sistema dopaminérgico esta envolvido na regulacdo do humor (Dailly et al., 2004).

Estudos clinicos demonstraram diminuicdo dos metabolitos de dopamina (acido
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homovanilico e é&cido 3,4 dihidroxifenilacético) no plasma de pacientes deprimidos,
sugerindo uma alteracdo no metabolismo dopaminérgico na depressdo (Mitani et al., 2006;
Sher et al., 2006). Além disso, em outros estudos, 0 tratamento crénico com antidepressivos
triciclicos potencializou a neurotransmissao dopaminérgica, o0 que poderia contribuir para 0s
efeitos terapéuticos destas drogas (Chiodo and Antelman, 1980; Serra et al.,1990; D'Aquila et
al., 2000; Papakostas, 2006). Adicionalmente, o envolvimento de receptores dopaminérgicos
D1 e D2 no efeito de drogas antidepressivas como imipramina e bupropion no TNF ja foi
verificado (Dziedzicka-Wasylewska et al., 2000; Renard et al., 2001; Yamada et al., 2004).
No presente estudo, nds demonstramos que o antagonismo de receptores dopaminérgicos D1
e D2 com SCH23390 e sulpirida, respectivamente, antagonizaram significativamente o efeito
anti-imobilidade do ebselen no TNF, sugerindo o envolvimento de ambos 0s receptores no
efeito do composto.

Em estudos recentes, o0 tratamento de ratos com o composto organico de selénio
difenil disseleneto diminuiu o tempo de imobilidade no TNF (Savegnago et al., 2007), sendo
este efeito mediado pelos sistemas catecolaminérgicos, serotoninérgicos e dopaminérgicos.
Desta forma, apesar de apresentarem propriedades antioxidantes em diferentes modelos
bioldgicos e atuarem como miméticos da enzima GPx (Nogueira et al., 2004), os alvos
farmacoldgicos envolvidos no efeito anti-imobilidade do difenil disseleneto e do ebselen
parecem ser diferentes.

Concluindo, os resultados obtidos neste estudo adicionam novos dados na literatura
com relagdo as propriedades bioldgicas do ebselen, que apresentou efeito antidepressivo no
TNF ap6s administracdo aguda s.c. em camundongos. Este efeito ndo foi atribuido a uma
acdo psicoestimulante do ebselen e parece ser mediado pelos sistemas noradrenérgicos e

dopaminérgicos sem envolvimento do sistema serotoninérgico.
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Compostos de selénio e atividade antitumoral

Apesar da atividade antioxidante do composto difenil disseleneto ter sido largamente
investigada, poucos estudos foram conduzidos com relacdo ao efeito do composto sobre a
inducdo de morte em células tumorais. Estudos prévios demonstraram que a suplementacéo
com difenil disseleneto diminuiu a insidéncia e a freqiiéncia de tumores de mama in vivo
(Barbosa et al., 2008). No presente trabalho, foi demonstrada uma nova propriedade do
composto difenil disseleneto como indutor de apoptose em linhagem de neuroblastoma
human, SHSY5Y. Dentre os dados, observou-se queda da viabilidade celular apds 24 h de
tratamento com o calcogénio em concentracGes de 10 e 30 pM. Além disso, através de
marcacdo com iodeto de propidio e clivagem da proteina PARP, observou-se aumento no
numero de células apoptoticas por este composto a partir de 3 pM.

Associados ao estudo da viabilidade celular e apoptose foram investigados os niveis
de fosforilagdo de ERK1/2 e p38™A"K, bem como ativacdo de PKC. Observou-se estimulagdo
da fosforilagédo de ERK1/2 pelo tratamento com 3 puM de difenil disseleneto, sem alterar a
expressdo desta proteina. A fosforilacdo de p38VA™ e atividade de PKC n#o foram alteradas
nesta concentracdo, entretanto, a partir de 10 pM, o composto inibiu a atividade de PKC e os
niveis de fosforilacdo de ERK1/2 e p38MA7K.

Interessantemente, o uso de inibidor de ERK1/2, UO126, juntamente com o0
calcogénio na concentragdo de 3 M causou uma significativa queda na viabilidade, que ndo
havia sido observada na auséncia do inibidor. Este fato aponta para um papel da proteina
ERK na sobrevivéncia destas células frente ao tratamento com difenil disseleneto, desde que
a inibicdo desta proteina levou a morte destas células quando submetidas ao tratamento com o
composto. Além disso, 0 uso de inibidor associado ao tratamento com difenil disseleneto

levou a um aumento da clivagem de PARP, demontrando que a morte apoptdtica foi também

aumentada pela inibigdo de ERK1/2.
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A atividade antitumoral de outros compostos sintéticos de selénio foi ja demonstrada.
Como exemplo, o composto ebselen inibiu o crescimento de células de cancer de mama, de
colon e linhagem de hepatoma humano em cultura (Engman et al., 1997; Yang et al., 2000).
O efeito pro-apoptoético de compostos de selénio com atividade mimética de GPx, como o
ebselen, esta relacionado ao fato destes composto reagirem com grupos tiélicos, como GSH e
tiois proteicos, levando a oxidacdo e inibicdo de importantes proteinas celulares, e assim
desencadeando processos apoptoticos (Yang et al., 2000).

Dentre 0s mecanismos intracelulares potencialmente envolvidos na atividade
antitumoral de compostos de selénio, esta a inibicdo da enzima tioredoxina redutase (Shi et
al., 2003), uma selenoproteina dependente de NADPH, que cataliza a reducédo de tioredoxina
oxidada convertendo-a em tioredoxina reduzida, provendo equivalentes redutores para a
reducdo de cisteinas oxidadas em proteinas como fatores de transcricdo (NF-xB e AP-1) entre
outras. O sistema Trx (NADPH, TrxR/Trx) exerce importantes papeéis na sintese de DNA e
ativacdo de fatores de transcricdo que regulam o crescimento celular, sendo que a expressdo
deste sistema parece ser aumentada em uma variedade de tumores humanos quando
comparado ao tecido normal. Em relacdo a isso, elevacdo nos niveis de TrxR e/ou Trx em
tumores, contribui para o crescimento celular e inibe 0os mecanismos que causam apoptose
(Zhao et al., 2002; Shi et al., 2003).

Proteinas cinases C (PKC) exercem um papel crucial no crescimento, invasividade e
metastase tumoral. Compostos de Se com atividade redox, demonstraram causar oxidacao e
inativacdo de PKC em culturas celulares e in vitro (figura 23), sendo que esta inibicdo foi
revertida pela adicdo de tidis ao meio (Gopalakrishna et al., 1997; Cotgreave et al., 1989). As
diferentes isoformas de PKC estdo geralmente associadas a membranas e estruturas do
citoesqueleto por meio de interagcbes com proteinas e lipidios podendo representar um alvo

importante para compostos lipofilicos como compostos organicos sintéticos de selénio ou
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perdxidos (Gopalakrishna e Jaken, 2000). Sendo assim, a inativacdo de PKC por compostos

de selénio pode ser um mecanismo envolvido no efeito antitumoral destes compostos.
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Figura 23. Reacdo de selenito com grupos sulfidrilicos no dominio catalitico de PKC.
Selenito diminui a atividade de PKC e induz modificacdes nos quatro residuos de cisteina
resultando na formacao de dois dissulfetos. Retirado de Gopalakrishna e Jaken, 2000.

Neste estudo, foi observada estimulacdo na fosforilagdo de ERK1/2 pelo tratamento
com 3 UM de difenil disseleneto. Sabe-se que alteracdo no estado redox da célula pode
modular a via de sinalizagdo de MAPKSs (figura 24). A ativagédo de ERK1/2 em resposta ao
estresse oxidativo ja foi verificada em diferentes culturas celulares. Em linhagens tumorais, a
ativacdo de ERK1/2 pode representar um mecanismo de sobrevivéncia celular desencadeando
vias anti apoptdticas pela fosforilagdo e inativacdo da proteina pré apoptética BAD (Zha et
al., 1996) e caspase 9 (Allan et al., 2003). Além disso, a ativacdo de ERK1/2 pode levar a
transcricdo de genes para fatores de crescimento, entre eles VEGF (McCubrey et al., 2007).
Deste modo, neste estudo, o aumento na fosforilagdo de ERK1/2 pelo composto difenil
disseleneto pode ser resultado de alteracdo no estado redox celular resultante de interacédo do
composto com compostos tidlicos livres como GSH ou associados a proteinas como

receptores de fatores de crescimento, responsaveis pela ativacdo da via RaffMEK/ERK. A
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resultante deste processo seria 0 aumento da resisténcia celular frente ao composto de selénio.
De acordo com esta hipdtese esta o fato de que o inibidor de MEK, U0126, causa queda na

viabilidade celular e aumento na clivagem de PARP quando associado ao difenil disseleneto.

U5 v Y 4
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Figura 24. llustracdo de componentes sensiveis a modulacdo redox na via de ERK. Os trés
modulos de fosforilagdo de ERK incluindo a proteina Raf, MEK a ERK estdo ilustrados no
retangulo. Oxi-reducdo de cisteinas ao longo da via de ERK, incluindo receptores de fator de
crescimento, proteinas adaptadora (Shc), proteinas G (Ras) ou PKC pode resultar na ativacao
de ERK. Modificado de Chu et al., 2004.

Concentragdes mais altas do composto (10 e 30 uM) diminuiram significativamente a
viabilidade celular e aumentaram a quantidade de células apoptéticas. Em paralelo a isto,
estas concentragdes também causaram inibicdo de MAPKs ERK1/2 e p38™4"K e da proteina
PKC. Sabe-se que a proteina Raf, que fosforila MEK é um alvo de PKC, sabendo que o
difenil disseleneto pode inibir a atividade de PKC pela oxidacdo de cisteinas reativas do sitio
catalitico da enzima, isso poderia levar a uma inibi¢do da atividade de ERK e desencadear
morte celular apoptdtica, como observado no presente estudo.

Em sumario, este trabalho retrata de uma forma inédita o papel antitumoral do difenil
disseleneto atraves do uso de células de neuroblastoma humano. Adicionalmente, a ativacédo
de ERK1/2 pelo calcogénio, parece estar associada a uma resposta de sobrevivéncia das

células a toxicidade do calcogeénio.

67



6. REFERENCIAS

Ali N., Yoshizumi M., Tsuchiya K., Kyaw M., Fujita Y., lzawa Y., Abe S,
Kanematsu Y., Kagami S. and Tamaki T. (2004) Ebselen inhibits p38 mitogen-activated
protein kinase-mediated endothelial cell death by hydrogen peroxide. Eur J Pharmacol 485,
127-135.

Allan L. A., Morrice N., Brady S., Magee G., Pathak S. and Clarke P. R. (2003)
Inhibition of caspase-9 through phosphorylation at Thr 125 by ERK MAPK. Nat Cell Biol 5,
647-654.

Ansorge M. S., Hen R. and Gingrich J. A. (2007) Neurodevelopmental origins of
depressive disorders. Curr Opin Pharmacol 7, 8-17.

Aouadi M., Binetruy B., Caron L., Le Marchand-Brustel Y. and Bost F. (2006) Role
of MAPKSs in development and differentiation: lessons from knockout mice. Biochimie 88,
1091-1098.

Arthur J. R. (2000) The glutathione peroxidases. Cell Mol Life Sci 57, 1825-1835.

Baloyannis S. J. (2006) Mitochondrial alterations in Alzheimer's disease. J Alzheimers
Dis 9, 119-126.

Barbosa N.B.V., Nogueira C.W., Guecheva T.N., Bellinaso M.L., Rocha J.B.T.
(2008) Diphenyl diselenide supplementation delays the development of N -nitroso- N -
methylurea-induced mammary tumors. Arch.Toxicol. 82, 655-653.

de Freitas A. S., Funck V. R., Rotta M dos S., Bohrer D., Morschbacher V.,Puntel R.
L., Nogueira C. W., Farina M., Aschner,M., Rocha J. B. (2009) Diphenyl diselenide, a
simple organoselenium compound, decreases methylmercury-induced cerebral, hepatic and
renal oxidative stress and mercury deposition in adult mice. Brain Res Bull 79, 77-84.

Berton O. and Nestler E. J. (2006) New approaches to antidepressant drug discovery:
beyond monoamines. Nat Rev Neurosci 7, 137-151.

Bilici M., Efe H., Koroglu M. A., Uydu H. A., Bekaroglu M. and Deger O. (2001)
Antioxidative enzyme activities and lipid peroxidation in major depression: alterations by
antidepressant treatments. J Affect Disord 64, 43-51.

Bobrovskaya L., Odell A., Leal R. B. and Dunkley P. R. (2001) Tyrosine hydroxylase
phosphorylation in bovine adrenal chromaffin cells: the role of MAPKSs after angiotensin Il
stimulation. J Neurochem 78, 490-498.

Boldt S., Weidle U. H. and Kolch W. (2002) The role of MAPK pathways in the
action of chemotherapeutic drugs. Carcinogenesis 23, 1831-1838.

Borges L. P., Nogueira C. W., Panatieri R. B., Rocha J. B. and Zeni G. (2006) Acute
liver damage induced by 2-nitropropane in rats: effect of diphenyl diselenide on antioxidant
defenses. Chem Biol Interact 160, 99-107.

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

68



Brocardo P. S., Assini F., Franco J. L., Pandolfo P., Muller Y. M., Takahashi R. N.,
Dafre A. L. and Rodrigues A. L. (2007) Zinc attenuates malathion-induced depressant-like
behavior and confers neuroprotection in the rat brain. Toxicol Sci 97, 140-148.

Ceccon M., Giusti P., Facci L., Borin G., Imbesi M., Floreani M. and Skaper S. D.
(2000) Intracellular glutathione levels determine cerebellar granule neuron sensitivity to
excitotoxic injury by kainic acid. Brain Res 862, 83-89.

Centuriao F. B., Corte C. L., Paixao M. W., Braga A. L., Zeni G., Emanuelli T. and
Rocha J. B. (2005) Effect of ebselen and organochalcogenides on excitotoxicity induced by
glutamate in isolated chick retina. Brain Res 1039, 146-152.

Chang L. and Karin M. (2001) Mammalian MAP kinase signalling cascades. Nature
410, 37-40.

Chen B. T., Avshalumov M. V. and Rice M. E. (2001) H(2)O(2) is a novel,
endogenous modulator of synaptic dopamine release. J Neurophysiol 85, 2468-2476.

Chen J. and Berry M. J. (2003) Selenium and selenoproteins in the brain and brain
diseases. J Neurochem 86, 1-12.

Chiodo L. A. and Antelman S. M. (1980) Repeated tricyclics induce a progressive
dopamine autoreceptor subsensitivity independent of daily drug treatment. Nature 287, 451-
454,

Chu C. T., Levinthal D. J., Kulich S. M., Chalovich E. M. and DeFranco D. B. (2004)
Oxidative neuronal injury. The dark side of ERK1/2. Eur J Biochem 271, 2060-2066.

Cordova F. M., Rodrigues A. L., Giacomelli M. B., Oliveira C. S., Posser T., Dunkley
P. R. and Leal R. B. (2004) Lead stimulates ERK1/2 and p38MAPK phosphorylation in the
hippocampus of immature rats. Brain Res 998, 65-72.

Cotgreave I. A., Sandy M. S., Berggren M., Moldeus P. W. and Smith M. T. (1987)
N-acetylcysteine and glutathione-dependent protective effect of PZ51 (Ebselen) against
diquat-induced cytotoxicity in isolated hepatocytes. Biochem Pharmacol 36, 2899-2904.

Cotgreave I. A., Duddy S. K., Kass G. E., Thompson D. and Moldeus P. (1989)
Studies on the anti-inflammatory activity of ebselen. Ebselen interferes with granulocyte
oxidative burst by dual inhibition of NADPH oxidase and protein kinase C? Biochem
Pharmacol 38, 649-656.

Cryan J. F., Markou A. and Lucki I. (2002) Assessing antidepressant activity in
rodents: recent developments and future needs. Trends Pharmacol Sci 23, 238-245.

Cryan J. F,, O'Leary O. F., Jin S. H., Friedland J. C., Ouyang M., Hirsch B. R., Page
M. E., Dalvi A.,, Thomas S. A. and Lucki I. (2004) Norepinephrine-deficient mice lack
responses to antidepressant drugs, including selective serotonin reuptake inhibitors. Proc Natl
Acad Sci U S A 101, 8186-8191.

Cryan J. F., Mombereau C. and Vassout A. (2005) The tail suspension test as a model
for assessing antidepressant activity: review of pharmacological and genetic studies in mice.
Neurosci Biobehav Rev 29, 571-625.

Curry J. M., Eubank T. D., Roberts R. D., Wang Y., Pore N., Maity A. and Marsh C.
B. (2008) M-CSF signals through the MAPK/ERK pathway via Spl to induce VEGF
production and induces angiogenesis in vivo. PLoS ONE 3, e3405.

69



Dailly E., Chenu F., Renard C. E. and Bourin M. (2004) Dopamine, depression and
antidepressants. Fundam Clin Pharmacol 18, 601-607.

Danysz W., Kostowski W., Kozak W. and Hauptmann M. (1986) On the role of
noradrenergic neurotransmission in the action of desipramine and amitriptyline in animal
models of depression. Pol J Pharmacol Pharm 38, 285-298.

D'Aquila P. S., Collu M., Gessa G. L. and Serra G. (2000) The role of dopamine in
the mechanism of action of antidepressant drugs. Eur J Pharmacol 405, 365-373.

Davis R. J. (2000) Signal transduction by the JNK group of MAP kinases. Cell 103,
239-252.

Dawson D. A., Masayasu H., Graham D. I. and Macrae I. M. (1995) The
neuroprotective efficacy of ebselen (a glutathione peroxidase mimic) on brain damage
induced by transient focal cerebral ischaemia in the rat. Neurosci Lett 185, 65-69.

Dong Z. and Bode A. M. (2003) Dialogue between ERKs and JNKs: friendly or
antagonistic? Mol Interv 3, 306-308.

Dringen R. (2000) Metabolism and functions of glutathione in brain. Prog Neurobiol
62, 649-671.

Dziedzicka-Wasylewska M., Kolasiewicz W., Rogoz Z., Margas W. and Maj J.
(2000) The role of dopamine D2 receptor in the behavioral effects of imipramine--study with
the use of antisense oligonucleotides. J Physiol Pharmacol 51, 401-409.

el-Bayoumy K. (1985) Effects of organoselenium compounds on induction of mouse
forestomach tumors by benzo(a)pyrene. Cancer Res 45, 3631-3635.

Elhwuegi A. S. (2004) Central monoamines and their role in major depression. Prog
Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry 28, 435-451.

Ellman G. L. (1959) Tissue sulfhydryl groups. Arch Biochem Biophys 82, 70-77.

Engman L. (1989) Expedient synthesis of ebselen and related compounds. J Org
Chem 54, 2964-2966.

Engman L., Cotgreave I., Angulo M., Taylor C. W., Paine-Murrieta G. D. and Powis
G. (1997) Diaryl chalcogenides as selective inhibitors of thioredoxin reductase and potential
antitumor agents. Anticancer Res 17, 4599-4605.

Eren 1., Naziroglu M. and Demirdas A. (2007) Protective Effects of Lamotrigine,
Avripiprazole and Escitalopram on Depression-induced Oxidative Stress in Rat Brain.
Neurochem Res 32, 1188-1195.

Fan M. and Chambers T. C. (2001) Role of mitogen-activated protein kinases in the
response of tumor cells to chemotherapy. Drug Resist Updat 4, 253-267.

Farina M., Barbosa N. B., Nogueira C. W., Folmer V., Zeni G., Andrade L. H., Braga
A. L. and Rocha J. B. (2002) Reaction of diphenyl diselenide with hydrogen peroxide and
inhibition of delta-aminolevulinate dehydratase from rat liver and cucumber leaves. Braz J
Med Biol Res 35, 623-631.

70



Farina M., Frizzo M. E., Soares F. A., Schwalm F. D., Dietrich M. O., Zeni G., Rocha
J. B. and Souza D. O. (2003) Ebselen protects against methylmercury-induced inhibition of
glutamate uptake by cortical slices from adult mice. Toxicol Lett 144, 351-357.

Farina M., Soares F. A., Zeni G., Souza D. O. and Rocha J. B. (2004) Additive pro-
oxidative effects of methylmercury and ebselen in liver from suckling rat pups. Toxicol Lett
146, 227-235.

Finkel T. and Holbrook N. J. (2000) Oxidants, oxidative stress and the biology of
ageing. Nature 408, 239-247.

Floyd R. A. and Hensley K. (2002) Oxidative stress in brain aging. Implications for
therapeutics of neurodegenerative diseases. Neurobiol Aging 23, 795-807.

Foiles P. G., Fujiki H., Suganuma M., Okabe S., Yatsunami J., Miglietta L. M.,
Upadhyaya P., ElI-Bayoumy K. and Ronai Z. (1995) Inhibition of PKC and PKA by
chemopreventive  organoselenium  compounds. INTERNATIONAL JOURNAL OF
ONCOLOGY 7, 685.

Forstrom J. W., Zakowski J. J. and Tappel A. L. (1978) Identification of the catalytic
site of rat liver glutathione peroxidase as selenocysteine. Biochemistry 17, 2639-2644.

Franco J. L., Trivella D. B., Trevisan R., Dinslaken D. F., Marques M. R., Bainy A.
C. and Dafre A. L. (2006) Antioxidant status and stress proteins in the gills of the brown
mussel Perna perna exposed to zinc. Chem Biol Interact 160, 232-240.

Gabryel B. and Malecki A. (2006) Ebselen attenuates oxidative stress in ischemic
astrocytes depleted of glutathione. Comparison with glutathione precursors. Pharmacol Rep
58, 381-392.

Ghisleni G., Porciuncula L.O., Cimarosti H., Batista T Rocha J., Salbego C.G., Souza
D.O. (2003). Diphenyl diselenide protects rat hippocampal slices submitted to oxygen-
glucose deprivation and diminishes inducible nitric oxide synthase immunocontent. Brain
Res. 986, 196-9.

Gilgun-Sherki Y., Rosenbaum Z., Melamed E. and Offen D. (2002) Antioxidant
therapy in acute central nervous system injury: current state. Pharmacol Rev 54, 271-284.

Gopalakrishna R., Chen Z. H. and Gundimeda U. (1997) Selenocompounds induce a
redox modulation of protein kinase C in the cell, compartmentally independent from
cytosolic glutathione: its role in inhibition of tumor promotion. Arch Biochem Biophys 348,
37-48.

Gopalakrishna R. and Jaken S. (2000) Protein kinase C signaling and oxidative stress.
Free Radic Biol Med 28, 1349-1361.

Gopalakrishna R. and Gundimeda U. (2002) Antioxidant regulation of protein kinase
C in cancer prevention. J Nutr 132, 3819S-3823S.

Guyton K. Z., Liu Y., Gorospe M., Xu Q. and Holbrook N. J. (1996) Activation of
mitogen-activated protein kinase by H202. Role in cell survival following oxidant injury. J
Biol Chem 271, 4138-4142.

Halliwell B. and Gutteridge J. M. C. (2007) Free radicals in biology and medicine,
Fourth Edition, p 851, New York.

71


javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Brain%20Res.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Brain%20Res.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Brain%20Res.');

Heldin C. H. (1995) Dimerization of cell surface receptors in signal transduction. Cell
80, 213-223.

Herken H., Gurel A., Selek S., Armutcu F., Ozen M. E., Bulut M., Kap O., Yumru
M., Savas H. A. and Akyol O. (2007) Adenosine deaminase, nitric oxide, superoxide
dismutase, and xanthine oxidase in patients with major depression: impact of antidepressant
treatment. Arch Med Res 38, 247-252.

Hu H., Jiang C., Li G. and Lu J. (2005) PKB/AKT and ERK regulation of caspase-
mediated apoptosis by methylseleninic acid in LNCaP prostate cancer cells. Carcinogenesis
26, 1374-1381.

Imai H., Graham D. I., Masayasu H. and Macrae I. M. (2003) Antioxidant ebselen
reduces oxidative damage in focal cerebral ischemia. Free Radic Biol Med 34, 56-63.

Ip C. (1998) Lessons from basic research in selenium and cancer prevention. J Nutr
128, 1845-1854.

Ip C., Birringer M., Block E., Kotrebai M., Tyson J. F., Uden P. C. and Lisk D. J.
(2000) Chemical speciation influences comparative activity of selenium-enriched garlic and
yeast in mammary cancer prevention. J Agric Food Chem 48, 4452.

Jacques-Silva M. C., Nogueira C. W., Broch L. C., Flores E. M. and Rocha J. B.
(2001) Diphenyl diselenide and ascorbic acid changes deposition of selenium and ascorbic
acid in liver and brain of mice. Pharmacol Toxicol 88, 119-125.

Jiang C., Jiang W., Ip C., Ganther H. and Lu J. (1999) Selenium-induced inhibition of
angiogenesis in mammary cancer at chemopreventive levels of intake. Mol Carcinog 26, 213-
225.

Johnson G. L. and Lapadat R. (2002) Mitogen-activated protein kinase pathways
mediated by ERK, JNK, and p38 protein kinases. Science 298, 1911-1912.

Joseph J. A., Villalobos-Molina R., Denisova N., Erat S., Cutler R. and Strain J.
(1996) Age differences in sensitivity to H202- or NO-induced reductions in K(+)-evoked
dopamine release from superfused striatal slices: reversals by PBN or Trolox. Free Radic
Biol Med 20, 821-830.

Kalayci M., Coskun O., Cagavi F., Kanter M., Armutcu F., Gul S. and Acikgoz B.
(2005) Neuroprotective effects of ebselen on experimental spinal cord injury in rats.
Neurochem Res 30, 403-410.

Kamata H. and Hirata H. (1999) Redox regulation of cellular signalling. Cell Signal
11, 1-14.

Kanterewicz B. I., Knapp L. T. and Klann E. (1998) Stimulation of p42 and p44
mitogen-activated protein kinases by reactive oxygen species and nitric oxide in
hippocampus. J Neurochem 70, 1009-1016.

Kaster M. P., Santos A. R. and Rodrigues A. L. (2005) Involvement of 5-HT1A
receptors in the antidepressant-like effect of adenosine in the mouse forced swimming test.
Brain Res Bull 67, 53-61.

Kaster M. P., Raupp I., Binfare R. W., Andreatini R. and Rodrigues A. L. (2007)
Antidepressant-like effect of lamotrigine in the mouse forced swimming test: evidence for the
involvement of the noradrenergic system. Eur J Pharmacol 565, 119-124.

72



Keyse S. M. (2000) Protein phosphatases and the regulation of mitogen-activated
protein kinase signalling. Curr Opin Cell Biol 12, 186-192.

Kitada Y., Miyauchi T., Kanazawa Y., Nakamichi H. and Satoh S. (1983)
Involvement of alpha- and beta 1-adrenergic mechanisms in the immobility-reducing action
of desipramine in the forced swimming test. Neuropharmacology 22, 1055-1060.

Kolla N., Wei Z., Richardson J. S. and Li X. M. (2005) Amitriptyline and fluoxetine
protect PC12 cells from cell death induced by hydrogen peroxide. J Psychiatry Neurosci 30,
196-201.

Kowalska E., Narod S. A., Huzarski T., Zajaczek S., Huzarska J., Gorski B. and
Lubinski J. (2005) Increased rates of chromosome breakage in BRCAL carriers are
normalized by oral selenium supplementation. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev 14, 1302-
1306.

Krishnan V. and Nestler E. J. (2008) The molecular neurobiology of depression.
Nature 455, 894-902.

Levine E. S., Friedman H. S., Griffith O. W., Colvin O. M., Raynor J. H. and
Lieberman M. (1993) Cardiac cell toxicity induced by 4-hydroperoxycyclophosphamide is
modulated by glutathione. Cardiovasc Res 27, 1248-1253.

Li H., Stampfer M. J., Giovannucci E. L., Morris J. S., Willett W. C., Gaziano J. M.
and Ma J. (2004) A prospective study of plasma selenium levels and prostate cancer risk. J
Natl Cancer Inst 96, 696-703.

Liu Y., Peterson D. A., Kimura H. and Schubert D. (1997) Mechanism of cellular 3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) reduction. J Neurochem
69, 581-593.

Luchese C., Stangherlin E. C., Ardais A. P., Nogueira C. W. and Santos F. W. (2007)
Diphenyl diselenide prevents oxidative damage induced by cigarette smoke exposure in lung
of rat pups. Toxicology 230, 189-196.

Luchese C., Stangherlin E. C., Gay B. M. and Nogueira C. W. (2009) Antioxidant
effect of diphenyl diselenide on oxidative damage induced by smoke in rats: involvement of
glutathione. Ecotoxicol Environ Saf 72, 248-254.

Machado D. G., Kaster M. P., Binfare R. W., Dias M., Santos A. R., Pizzolatti M. G.,
Brighente 1. M. and Rodrigues A. L. (2007) Antidepressant-like effect of the extract from
leaves of Schinus molle L. in mice: evidence for the involvement of the monoaminergic
system. Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry 31, 421-428.

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

MacKeigan J. P., Collins T. S. and Ting J. P. (2000) MEK inhibition enhances
paclitaxel-induced tumor apoptosis. J Biol Chem 275, 38953-38956.

Martin-Blanco E. (2000) p38 MAPK signalling cascades: ancient roles and new
functions. Bioessays 22, 637-645.

Masumoto H. and Sies H. (1996) The reaction of ebselen with peroxynitrite. Chem
Res Toxicol 9, 262-267.

73



McCubrey J. A., Lahair M. M. and Franklin R. A. (2006) Reactive oxygen species-
induced activation of the MAP kinase signaling pathways. Antioxid Redox Signal 8, 1775-
1789.

Meotti F. C., Borges V. C., Zeni G., Rocha J. B. and Nogueira C. W. (2003) Potential
renal and hepatic toxicity of diphenyl diselenide, diphenyl ditelluride and Ebselen for rats and
mice. Toxicol Lett 143, 9-16.

Michel T. M., Frangou S., Thiemeyer D., Camara S., Jecel J., Nara K., Brunklaus A.,
Zoechling R. and Riederer P. (2007) Evidence for oxidative stress in the frontal cortex in
patients with recurrent depressive disorder-a postmortem study. Psychiatry Res 151, 145-150.

Middlemiss D. N., Price G. W. and Watson J. M. (2002) Serotonergic targets in
depression. Curr Opin Pharmacol 2, 18-22.

Mielke K. and Herdegen T. (2000) JNK and p38 stresskinases--degenerative effectors
of signal-transduction-cascades in the nervous system. Prog Neurobiol 61, 45-60.

Millan M. J. (2004) The role of monoamines in the actions of established and "novel"
antidepressant agents: a critical review. Eur J Pharmacol 500, 371-384.

Mitani H., Shirayama Y., Yamada T. and Kawahara R. (2006) Plasma levels of
homovanillic acid, 5-hydroxyindoleacetic acid and cortisol, and serotonin turnover in
depressed patients. Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry 30, 531-534.

Mugesh G. and Singh H. B. (2000) Synthetic organoselenium compounds as
antioxidants: glutathione peroxidase activity. Chemical Society Reviews.

Mugesh G., du Mont W. W. and Sies H. (2001) Chemistry of biologically important
synthetic organoselenium compounds. Chem Rev 101, 2125-2179.

Mugesh G., Panda A., Singh H. B., Punekar N. S. and Butcher R. J. (2001)
Glutathione peroxidase-like antioxidant activity of diaryl diselenides: a mechanistic study. J
Am Chem Soc 123, 839-850.

Muller A., Cadenas E., Graf P. and Sies H. (1984) A novel biologically active seleno-
organic compound--1. Glutathione peroxidase-like activity in vitro and antioxidant capacity
of PZ 51 (Ebselen). Biochem Pharmacol 33, 3235-32309.

Muller A., Gabriel H. and Sies H. (1985) A novel biologically active selenoorganic
compound--1V. Protective glutathione-dependent effect of PZ 51 (ebselen) against ADP-Fe
induced lipid peroxidation in isolated hepatocytes. Biochem Pharmacol 34, 1185-1189.

Namura S., Nagata |., Takami S., Masayasu H. and Kikuchi H. (2001) Ebselen
reduces cytochrome c release from mitochondria and subsequent DNA fragmentation after
transient focal cerebral ischemia in mice. Stroke 32, 1906-1911.

Navarro-Alarcon M. and Cabrera-Vique C. (2008) Selenium in food and the human
body: a review. Sci Total Environ 400, 115-141.

Nebreda A. R. and Porras A. (2000) p38 MAP kinases: beyond the stress response.
Trends Biochem Sci 25, 257-260.

Nestler E. J., Barrot M., DiLeone R. J., Eisch A. J., Gold S. J. and Monteggia L. M.
(2002) Neurobiology of depression. Neuron 34, 13-25.

74



Nicoletti 1., Migliorati G., Pagliacci M. C., Grignani F. and Riccardi C. (1991) A
rapid and simple method for measuring thymocyte apoptosis by propidium iodide staining
and flow cytometry. J Immunol Methods 139, 271-279.

Nogueira C. W., Zeni G. and Rocha J. B. (2004) Organoselenium and organotellurium
compounds: toxicology and pharmacology. Chem Rev 104, 6255-6285.

Ohkawa H., Ohishi N. and Yagi K. (1979) Assay for lipid peroxides in animal tissues
by thiobarbituric acid reaction. Anal Biochem 95, 351-358.

O'Leary O F., Bechtholt A. J., Crowley J. J., Hill T. E., Page M. E. and Lucki I.
(2007) Depletion of serotonin and catecholamines block the acute behavioral response to
different classes of antidepressant drugs in the mouse tail suspension test.
Psychopharmacology (Berl) 192, 357-371.

O'Neill M. F. and Conway M. W. (2001) Role of 5-HT(1A) and 5-HT(1B) receptors
in the mediation of behavior in the forced swim test in mice. Neuropsychopharmacology 24,
391-398.

Owuor E. D. and Kong A. N. (2002) Antioxidants and oxidants regulated signal
transduction pathways. Biochem Pharmacol 64, 765-770.

Pandey G. N., Sharma R. P., Janicak P. G. and Davis J. M. (1992) Monoamine
oxidase and cortisol response in depression and schizophrenia. Psychiatry Res 44, 1-8.

Papakostas G. 1. (2006) Dopaminergic-based pharmacotherapies for depression. Eur
Neuropsychopharmacol 16, 391-402.

Papp L. V., Lu J.,, Holmgren A. and Khanna K. K. (2007) From selenium to
selenoproteins: synthesis, identity, and their role in human health. Antioxid Redox Signal 9,
775-806.

Park B. G., Yoo C. I, Kim H. T., Kwon C. H. and Kim Y. K. (2005) Role of mitogen-
activated protein kinases in hydrogen peroxide-induced cell death in osteoblastic cells.
Toxicology 215, 115-125.

Paulmier C. (1986) Selenoorganic functional groups, pp 25-51, Oxford, England.

Peng Q., Masuda N., Jiang M., Li Q., Zhao M., Ross C. A. and Duan W. (2008) The
antidepressant sertraline improves the phenotype, promotes neurogenesis and increases
BDNF levels in the R6/2 Huntington's disease mouse model. Exp Neurol 210, 154-163.

Peterson G. L. (1977) A simplification of the protein assay method of Lowry et al.
which is more generally applicable. Anal Biochem 83, 346-356.

Petit-Demouliere B., Chenu F. and Bourin M. (2005) Forced swimming test in mice: a
review of antidepressant activity. Psychopharmacology (Berl) 177, 245-255.

Porciuncula L. O., Rocha J. B., Boeck C. R., Vendite D. and Souza D. O. (2001)
Ebselen prevents excitotoxicity provoked by glutamate in rat cerebellar granule neurons.
Neurosci Lett 299, 217-220.

Porsolt R. D., Bertin A. and Jalfre M. (1977) Behavioral despair in mice: a primary
screening test for antidepressants. Arch Int Pharmacodyn Ther 229, 327-336.

75



Porsolt R. and Lenegre A. (1992) Behavioral models of depression. In:Elliott, J.,
Heal, D., Marsden, C. (Eds.), Experimental Approaches to Anxiety and Depression. Wiley,
London, pp 73-85

Posser T., Moretto M. B., Dafre A. L., Farina M., da Rocha J. B., Nogueira C. W.,
Zeni G., Ferreira Jdos S., Leal R. B. and Franco J. L. (2006) Antioxidant effect of diphenyl
diselenide against sodium nitroprusside (SNP) induced lipid peroxidation in human platelets
and erythrocyte membranes: an in vitro evaluation. Chem Biol Interact 164, 126-135.

Puntel R. L., Roos D. H., Paixao M. W., Braga A. L., Zeni G., Nogueira C. W. and
Rocha J. B. (2007) Oxalate modulates thiobarbituric acid reactive species (TBARS)
production in supernatants of homogenates from rat brain, liver and kidney: effect of
diphenyl diselenide and diphenyl ditelluride. Chem Biol Interact 165, 87-98.

Rayman M. P. (2000) The importance of selenium to human health. Lancet 356, 233-
241.

Reddy B. S., Tanaka T. and El-Bayoumy K. (1985) Inhibitory effect of dietary p-
methoxybenzeneselenol on azoxymethane-induced colon and kidney carcinogenesis in
female F344 rats. J Natl Cancer Inst 74, 1325-1328.

Redrobe J. P. and Bourin M. (1997) Partial role of 5-HT2 and 5-HT3 receptors in the
activity of antidepressants in the mouse forced swimming test. Eur J Pharmacol 325, 129-
135.

Renard C. E., Fiocco A. J., Clenet F., Hascoet M. and Bourin M. (2001) Is dopamine
implicated in the antidepressant-like effects of selective serotonin reuptake inhibitors in the
mouse forced swimming test? Psychopharmacology (Berl) 159, 42-50.

Richardson J. S. (1991) Animal models of depression reflect changing views on the
essence and etiology of depressive disorders in humans. Prog Neuropsychopharmacol Biol
Psychiatry 15, 199-204.

Robinson M. J. and Cobb M. H. (1997) Mitogen-activated protein kinase pathways.
Curr Opin Cell Biol 9, 180-186.

Rodnight R., Goncalves C. A., Leal R., Rocha E., Salbego C. G. and Wofchuk S. T.
(1991) Regional distribution and properties of an enzyme system in rat brain that
phosphorylates ppH-47, an insoluble protein highly labelled in tissue slices from the
hippocampus. Prog Brain Res 89, 157-167.

Rodrigues A. L., da Silva G. L., Mateussi A. S., Fernandes E. S., Miguel O. G., Yunes
R. A., Calixto J. B. and Santos A. R. (2002) Involvement of monoaminergic system in the
antidepressant-like effect of the hydroalcoholic extract of Siphocampylus verticillatus. Life
Sci 70, 1347-1358.

Rossato J. I., Ketzer L. A., Centuriao F. B., Silva S. J., Ludtke D. S., Zeni G., Braga
A. L., Rubin M. A. and Rocha J. B. (2002b) Antioxidant properties of new chalcogenides
against lipid peroxidation in rat brain. Neurochem Res 27, 297-303.

Ruffels J., Griffin M. and Dickenson J. M. (2004) Activation of ERK1/2, JNK and
PKB by hydrogen peroxide in human SH-SY5Y neuroblastoma cells: role of ERK1/2 in
H202-induced cell death. Eur J Pharmacol 483, 163-173.

76



Saito I., Asano T., Sano K., Takakura K., Abe H., Yoshimoto T., Kikuchi H., Ohta T.
and Ishibashi S. (1998) Neuroprotective effect of an antioxidant, ebselen, in patients with
delayed neurological deficits after aneurysmal subarachnoid hemorrhage. Neurosurgery 42,
269-277; discussion 277-268.

Santos F. W., Zeni G., Rocha J. B., Weis S. N., Fachinetto J. M., Favero A. M. and
Nogueira C. W. (2005a) Diphenyl diselenide reverses cadmium-induced oxidative damage on
mice tissues. Chem Biol Interact 151, 159-165.

Sarker K. P., Biswas K. K., Rosales J. L., Yamaji K., Hashiguchi T., Lee K. Y. and
Maruyama 1. (2003) Ebselen inhibits NO-induced apoptosis of differentiated PC12 cells via
inhibition of ASK1-p38 MAPK-p53 and JNK signaling and activation of p44/42 MAPK and
Bcl-2. J Neurochem 87, 1345-1353.

Savegnago L., Jesse C. R., Pinto L. G., Rocha J. B., Nogueira C. W. and Zeni G.
(2007) Monoaminergic agents modulate antidepressant-like effect caused by diphenyl
diselenide in rats. Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry 31, 1261-12609.

Schewe T. (1995) Molecular actions of ebselen--an antiinflammatory antioxidant.
Gen Pharmacol 26, 1153-11609.

Schlessinger J. (2000) Cell signaling by receptor tyrosine kinases. Cell 103, 211-225.

Seo S. R, Chong S. A, Lee S. I, Sung J. Y., Ahn Y. S,, Chung K. C. and Seo J. T.
(2001) Zn2+-induced ERK activation mediated by reactive oxygen species causes cell death
in differentiated PC12 cells. J Neurochem 78, 600-610.

Serra G., Collu M., D'Aquila P. S., De Montis G. M. and Gessa G. L. (1990) Possible
role of dopamine D1 receptor in the behavioural supersensitivity to dopamine agonists
induced by chronic treatment with antidepressants. Brain Res 527, 234-243.

Serrano F. and Klann E. (2004) Reactive oxygen species and synaptic plasticity in the
aging hippocampus. Ageing Res Rev 3, 431-443.

Shamberger R. J. and Frost D. V. (1969) Possible protective effect of selenium
against human cancer. Can Med Assoc J 100, 682.

Sher L., Mann J. J., Traskman-Bendz L., Winchel R., Huang Y. Y., Fertuck E. and
Stanley B. H. (2006) Lower cerebrospinal fluid homovanillic acid levels in depressed suicide
attempters. J Affect Disord 90, 83-89.

Shi C., Yu L, Yang F., Yan J. and Zeng H. (2003) A novel organoselenium
compound induces cell cycle arrest and apoptosis in prostate cancer cell lines. Biochem
Biophys Res Commun 309, 578-583.

Takuma K., Baba A. and Matsuda T. (2004) Astrocyte apoptosis: implications for
neuroprotection. Prog Neurobiol 72, 111-127.

Tamasi V., Jeffries J. M., Arteel G. E. and Falkner K. C. (2004) Ebselen augments its
peroxidase activity by inducing NRF-2-dependent transcription. Arch Biochem Biophys 431,
161-168.

Tibbles L. A. and Woodgett J. R. (1999) The stress-activated protein kinase pathways.
Cell Mol Life Sci 55, 1230-1254.

77



Valko M., Leibfritz D., Moncol J., Cronin M. T., Mazur M. and Telser J. (2007) Free
radicals and antioxidants in normal physiological functions and human disease. Int J Biochem
Cell Biol 39, 44-84.

van den Brandt P. A., Zeegers M. P., Bode P. and Goldbohm R. A. (2003) Toenail
selenium levels and the subsequent risk of prostate cancer: a prospective cohort study.
Cancer Epidemiol Biomarkers Prev 12, 866-871.

Wang S., Wang Z., Boise L., Dent P. and Grant S. (1999) Loss of the bcl-2
phosphorylation loop domain increases resistance of human leukemia cells (U937) to
paclitaxel-mediated mitochondrial dysfunction and apoptosis. Biochem Biophys Res Commun
259, 67-72.

Wang Z., Jiang C., Ganther H. and Lu J. (2001) Antimitogenic and proapoptotic
activities of methylseleninic acid in vascular endothelial cells and associated effects on PI3K-
AKT, ERK, JNK and p38 MAPK signaling. Cancer Res 61, 7171-7178.

Wei W. Q., Abnet C. C., Qiao Y. L., Dawsey S. M., Dong Z. W., Sun X. D., Fan J.
H., Gunter E. W., Taylor P. R. and Mark S. D. (2004) Prospective study of serum selenium
concentrations and esophageal and gastric cardia cancer, heart disease, stroke, and total death.
Am J Clin Nutr 79, 80-85.

Wendel A. (1981) Glutathione peroxidase. Methods Enzymol 77, 325-333.

Wendel A., Fausel M., Safayhi H., Tiegs G. and Otter R. (1984) A novel biologically
active seleno-organic compound--11. Activity of PZ 51 in relation to glutathione peroxidase.
Biochem Pharmacol 33, 3241-3245.

Wong M. L. and Licinio J. (2001) Research and treatment approaches to depression.
Nat Rev Neurosci 2, 343-351.

Xia Z., Dickens M., Raingeaud J., Davis R. J. and Greenberg M. E. (1995) Opposing
effects of ERK and JNK-p38 MAP kinases on apoptosis. Science 270, 1326-1331.

XuJ.H., HUH. T, LiuY., Qian Y. H., Liu Z. H., Tan Q. R. and Zhang Z. J. (2006)
Neuroprotective effects of ebselen are associated with the regulation of Bcl-2 and Bax
proteins in cultured mouse cortical neurons. Neurosci Lett 399, 210-214.

Yamada J., Sugimoto Y. and Yamada S. (2004) Involvement of dopamine receptors in
the anti-immobility effects of dopamine re-uptake inhibitors in the forced swimming test. Eur
J Pharmacol 504, 207-211.

Yamaguchi T., Sano K., Takakura K., Saito I., Shinohara Y., Asano T. and Yasuhara
H. (1998) Ebselen in acute ischemic stroke: a placebo-controlled, double-blind clinical trial.
Ebselen Study Group. Stroke 29, 12-17.

Yang C. F., Shen H. M. and Ong C. N. (2000) Intracellular thiol depletion causes
mitochondrial permeability transition in ebselen-induced apoptosis. Arch Biochem Biophys
380, 319-330.

Yang S. H., Sharrocks A. D. and Whitmarsh A. J. (2003) Transcriptional regulation
by the MAP kinase signaling cascades. Gene 320, 3-21.

Yu R., Lei W., Mandlekar S., Weber M. J., Der C. J., Wu J. and Kong A. N. (1999)
Role of a mitogen-activated protein kinase pathway in the induction of phase Il detoxifying
enzymes by chemicals. J Biol Chem 274, 27545-27552.

78



Yu R., Chen C., Mo Y. Y., Hebbar V., Owuor E. D., Tan T. H. and Kong A. N.
(2000) Activation of mitogen-activated protein kinase pathways induces antioxidant response
element-mediated gene expression via a Nrf2-dependent mechanism. J Biol Chem 275,
39907-39913.

Yu R., Mandlekar S., Lei W., Fahl W. E., Tan T. H. and Kong A. N. (2000) p38
mitogen-activated protein kinase negatively regulates the induction of phase Il drug-
metabolizing enzymes that detoxify carcinogens. J Biol Chem 275, 2322-2327.

Zeevalk G. D., Manzino L., Sonsalla P. K. and Bernard L. P. (2007) Characterization
of intracellular elevation of glutathione (GSH) with glutathione monoethyl ester and GSH in
brain and neuronal cultures: relevance to Parkinson's disease. Exp Neurol 203, 512-520.

Zha J., Harada H., Yang E., Jockel J. and Korsmeyer S. J. (1996) Serine
phosphorylation of death agonist BAD in response to survival factor results in binding to 14-
3-3 not BCL-X(L). Cell 87, 619-628.

Zhao R., Masayasu H. and Holmgren A. (2002) Ebselen: a substrate for human
thioredoxin reductase strongly stimulating its hydroperoxide reductase activity and a
superfast thioredoxin oxidant. Proc Natl Acad Sci U S A 99, 8579-8584.

Zhu X., Lee H. G., Raina A. K., Perry G. and Smith M. A. (2002a) The role of
mitogen-activated protein kinase pathways in Alzheimer's disease. Neurosignals 11, 270-281.

Zhu J. H., Kulich S. M., Oury T. D. and Chu C. T. (2002b) Cytoplasmic aggregates of
phosphorylated extracellular signal-regulated protein kinases in Lewy body diseases. Am J
Pathol 161, 2087-2098.

Zhuo H., Smith A. H. and Steinmaus C. (2004) Selenium and lung cancer: a
quantitative analysis of heterogeneity in the current epidemiological literature. Cancer
Epidemiol Biomarkers Prev 13, 771-778.

Zoccarato F., Valente M. and Alexandre A. (1995) Hydrogen peroxide induces a
long-lasting inhibition of the Ca(2+)-dependent glutamate release in cerebrocortical
synaptosomes without interfering with cytosolic Ca2+. J Neurochem 64, 2552-2558.

79



CAPITULO I

1. INTRODUCAO

1.1. Contaminagao por metais

A contaminagdo humana por metais sejam eles exdgenos, ou seja, sem fungédo
fisiologica como cddmio, chumbo, arsénio ou dos que possuem fungdo endégena como cobre,
zinco ou manganés, consiste em um importante problema potencial de satde publica. O
processo de contaminagdo por metais pode ocorrer pela exposi¢do ambiental através do solo,
ar, agua ou alimentos contaminados, ou exposi¢ao ocupacional, em atividades industriais e de
mineracdo (Jarup, 2003; Ashner et al., 2007).

A exposicdo prolongada a metais pesados é associada com carcinogénese, alteracdo
da resposta imune e principalmente com efeitos neurotdxicos, resultante do acumulo destes
metais no SNC (NRC, 1999; Waalkes et al., 2000). Uma vez na corrente sanguinea, 0s
metais podem atravessar a barreira hematoencefélica por mecanismos nao especificos de
captacdo, tais como: via transportador de metais divalentes (DCT); via transportadores ou
canais de célcio, resultando no acumulo em sitios intracelulares como lisossomos,
mitocdndria e nacleo (Roth et al., 2002; Waalkes et al., 2000). Embora os diferentes metais
possuam seus proprios mecanismos de acgdo, a producdo de EROs e a modulacdo de vias de

sinalizacéo intracelular parece ser um mecanismo de acdo comum (Leonard et al., 2004).

1.1.1. Manganés

Manganés (Mn) é um do metais de maior abundancia na crosta terrestre, sendo
amplamente distribuido no ambiente e podendo estar presente na agua, solo e alimentos (Perl
and Olanow, 2007). Nos organismos animais, € atribuido ao Mn o carater de elemento

essencial, sendo sua presenca fundamental para o funcionamento normal de muitas enzimas,
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bem como para o metabolismo de aminoacidos, lipidios, proteinas e carboidratos (Takeda,
2003; Aschner et al., 2007).

No cérebro o Mn estd presente entre 1-2 ug/g de peso seco sendo componente
estrutural essencial da Mn-SOD (uma enzima essencialmente mitocondrial nos neurénios) e
da glutamina sintetase (uma enzima localizada no citosol de astrocitos) (Takeda, 2003;
Morello et al., 2008).

O cérebro é considerado um alvo importante da contaminagdo por Mn sendo que tém
sido observados niveis elevados do metal em regiées como nucleo caudado e putamem, globo
palido, substancia negra e nlcleo subtalamico (Takeda et al., 1998; Takeda et al., 2003).

Desta forma, apesar de elemento essencial, estudos pioneiros relataram sintomas
similares ao da doenca de Parkinson em trabalhadores industriais expostos ocupacionalmente
ao Mn, sendo este quadro denominado manganismo (Couper, 1837). Nesta patologia o
paciente apresenta sintomas extrapiramidais, como rigidez muscular e tremores e que
parecem estar relacionados com alteragdes no metabolismo da dopamina no ganglio basal
(Takeda et al., 1998). InUmeros casos de intoxicagdo pelo Mn tém sido relatados
principalmente em trabalhadores de atividade mineradora, industrial (fbrica de baterias e
metallrgicas) e agricola (devido ao uso de agrotdxicos contendo Mn) (Emara et al.,1971;
Mergler et al., 1997; Bowler et al., 2006). Além da contaminacdo de trabalhadores por
exposicao ocupacional, a populacdo em geral também pode ser exposta a altos indices de Mn
em consequéncia da contaminagdo ambiental via emissdo de efluentes contaminados (a partir
de industrias metallrgicas, por exemplo) e pelo uso de gasolina com o aditivo
metilciclopentadienil Mn tricarbonil (MMT) (Aschner et al., 2007).

O Mn pode ter acesso ao cérebro a partir da corrente sanguinea por meio da barreira
hematoencefalica ou do liquido encefaloraquidiano, sendo que em concentraces fisioldgicas,
a principal rota de acesso ao cérebro parece ser através do endotélio vascular. Os mecanismos

envolvidos no transporte deste metal através da barreira hematoencefalica estéo representados
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na figura 26, e envolve principalmente a difusdo facilitada, transporte ativo, transportador de
metal divalente 1 (DMT-1), ZIP-8 e transporte dependente de transferrina (figura 25) (Roth et

al., 2002; Aschner et al., 2007).

TRANSPORTE DE Mn NO SNC

Endotélio da

Sangue barreira hematoencefilica Parénquima
|

Tf Mn™ Cerebral

Mn**livre
vazamento

Citrato Mn**
DMT-1 Mn**
Z1P8 Mn** 7

Mn**-albumina 7

[Mn]
fisiologica

Figura 25. Mecanismos de transporte de Mn ao longo da Barreira Hematoencefalica quando
em niveis plasmaticos fisioldgicos. Os transportadores associados com o transporte de Mn
(dependendo do estado de oxidagdo) estdo indicados na figura. O Mn ligado a albumina é
excluido do mecanismo de transporte ao longo do endotélio dado seu tamanho. A espessura
das setas representa a importancia relativa de cada tipo de transporte neste processo.
Modificado de Aschner et al., 2007.

Quando o Mn alcanca o parénquima cerebral a partir do endotélio da barreira
hematoencefélica, ele pode ser conjugado & proteina transferrina (Tf), quando na forma Mn**
a qual é secretada pelos oligodendrdcitos e entdo ser transportado para o interior de neurénios
ou células gliais por mecanismo dependente de transportador de transferrina (TfR) de
maneira similar ao Fe. Neste caso, 0 Mn conjugado a Tf, se liga a TfR presentes na superficie
celular. Apés sofrer endocitose, ainda na vesicula endossomal 0 Mn®* é liberado do complexo
Tf-TfR, reduzido a sua forma divalente e posteriormente transportado através da membrana
endossomal para o citoplasma celular por meio de transportadores do tipo DMT-1
(tranportador de metal divalente-1). Além deste mecanismo, o transporte de Mn®* também

pode ocorrer de uma forma independente de Tf através de DMT-1. Em células
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despolarizadas, foi também demonstrado um mecanismo de transporte de Mn?* mediado por

canais de Ca®*, competindo assim com o Ca** (Roth et al., 2002) (figura 26).

canal

Mr*3 /
V Fe+3
\vd

Tf-Dependente

A
E e+2 Mn*2

Tf-Independente

Figura 26. Transporte de Mn, similar ao do Fe, de modo dependente ou independente de TT,
em células PC12. Modificado de Roth et al., 2002.

Células PC12 consistem em uma linhagem celular de feocromocitoma de rato
utilizadas principalmente como modelo de estudo dos mecanismos moleculares envolvidos na
diferenciacdo neuronal e crescimento neuritico (Greene e Tischler, 1982). Este modelo de
células catecolaminérgicas tem sido também amplamente utilizado como ferramenta para o
estudo da neurotoxicidade do Mn (Roth et al., 2002; Hirata et al., 1998; Hussain et al., 2006),
sendo que estas células compartilham mecanismos de transportes de Mn similar ao de células
neuronais (Roth et al., 2002; Taketa, 2003), entretanto, ao contrario destas, podem ser
cultivadas em larga escala, permitindo diversos tipos de analises bioquimicas, entre elas,

estudo do metabolismo de catecolaminas.

1.2. Mecanismos moleculares de acdo do Mn

Os mecanismos moleculares envolvidos nos efeitos neurotéxicos do Mn ainda nao

estdo bem esclarecidos, entretanto, diversos estudos tem demonstrado que o tratamento com
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Mn pode levar a inibicdo de complexos da cadeia respiratéria, alteracdo do potencial de
membrana mitocondrial e aumento da producdo de EROs (Zhang et al., 2004). Em astrdcitos,
foi observado aumento na liberacdo de PGE; pela exposi¢do in vitro ao metal (Liao et al.,
2007). Em neurénios dopaminégicos, o tratamento com Mn causa aumento da fosforilacdo de
p38MAPK e INK1/2, ativacdo de caspase e clivagem de DNA (Hirata et al., 1998; Roth et al.,
2000). Salienta-se que todos estes processos podem estar envolvidos na neurotoxicidade do
Mn.

Quando administrado in vivo, 0 Mn causa importantes alteragcfes comportamentais
(Brenneman et al., 1999; Gwazida et a., 2002 ; Liu et al., 2006; Guilarte et al., 2006; Avila et
al., 2008) que podem ser acompanhadas por varias alteracbes neuroquimicas no cérebro,
como aumento da expressdo de HSP70, alteragdo na concentragdo de outros metais como Zn,
Cu e Fe (Zhang et al., 2002) e diminui¢do da expressdao de GFAP e S-100B (Henriksson e
Tjalve, 2000). Entretanto, a alteracdo do metabolismo da dopamina tem sido considerada um
aspecto particularmente importante entre as agdes moleculares do Mn (Guilarte et al., 2008).
Neste sentido, regiGes ricas em dopamina, como 0 corpo estriado, parecem acumular mais
Mn quando comparada com outras regides cerebrais (Fitsanakis et al., 2006; Erikson et al.,
2007). Em estudos em ratos expostos ao Mn, foi observado acumulo do metal nas
mitocOndrias de astrocitos e de neurdnios do corpo estriado e globo palido (Morello et al.,
2008); em modelos de macacos expostos ao metal outros estudos também demonstram
acumulo do Mn em estruturas do ganglio basal com disfuncdo de terminais dopaminérgicos e
diminuicdo da liberacdo de dopamina (Guilarte et al., 2006), além de alteracdo na
concentracdo de transportadores de dopamina (Chen et al., 2006). O acimulo de Mn tem sido
também associado com aumento do estresse oxidativo no cérebro, o qual pode ser resultado
da alteracdo do funcionamento mitocondrial bem como da indugéo da oxidagdo de dopamina
que leva a formacdo de ERO como H,0; juntamente com semiquinonas reativas (Erikson et

al., 2004).
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1.3. Tirosina hidroxilase

Tirosina hidroxilase (TH), é a enzima limitante da sintese de dopamina (figura 27),
esta enzima catalisa a conversdo do aminodcido L-tirosina em dihidroxifenilalanina (L-
DOPA), sendo que sua atividade pode ser regulada agudamente (horas) por fosforilagédo ou

cronicamente (dias) por sintese protéica.

NH,

I
HO@—CHQ%‘.—COOH

H
L-Tyrosine

(Tetrahydrobiopterin, Os)

HO,
e
HO CH,G~COCH

H

lTyros ine hydroxylase

L-DOPA

DOPA decarboxylase
(Pyridoxal phosphate)

HO
Ho—%;\>—<:|—|2(‘,ng\m2

Dopamine

Dopaming [-hydroxylase
(Ascorbate, Oo)

HO
HO@?HCHQNHQ
OH

Norepinephrine

Phenylethanolamine
Ne-methyltransferase
(S-adenosylmethionine)

Figura 27. Biosintese de catecolaminas. A TH catalisa a

HO conversdao do aminodacido L-tirosina em dihidroxifenilalanina
HO@:I:HCHawHCHs (L-DOPA), sendo este um passo limitante para a sintese de
, ©H catecolaminas. Retirado de Siegel et al., 1999.
Epinephrine

A fosforilacdo de TH é importante para a regulacdo rapida de sua atividade, sendo
fundamental para a manutencdo dos niveis de dopamina nos tecidos ap0s secrecdo. A
fosforilagdo de TH pode ocorrer nos sitios de serina 8, 19, 31 e 40, sendo que a fosforilacdo
do sitio Ser40 é considerado o principal mecanismo responsavel pela ativacdo da enzima,
levando a uma diminuicdo da inibicdo causada pela dopamina (Dunkley et al., 2004;

Fitsanakis et al., 2006). Além disso, a fosforilagdo prolongada de TH em Ser40 consiste em

85



um importante mecanismo para a manutencdo dos niveis de catecolamina nos tecidos, sem
necessidade de sintese protéica (Bobrovskaya et al., 2007b). A fosforilacdo da enzima pode
ser causada por diversas vias de sinalizacdo como verificado na figura 28 e tem sido
demonstrado ocorrer em resposta a diferentes estimulos, como nicotina, histamina,

angiotensina Il, muscarina e bradicinina (Bobrovskaya et al., 2007a,b).

PKA,
PKG,
PKC,
CaMPKil
MsK1,
CaMPKIlI, MAPKAPK1,
PDPK, MAPKAPK2, MAPKAPK2
ERK1/2 PRAK ERK1/2 PRAK
? PP2A, PP2A PP2A,
PP2C PP2C

Figura 28. Proteinas cinases e fosfatases (PPs) capazes de modular a fosforilagdo de TH in

vitro e in situ. CAMK, proteina cinase calcio/calmodulina-dependente; ERK, proteina cinase
regulada por sinal extracelular; MAPKAPK, proteina cinase ativada por MAPK; MSK,
proteina cinase ativada por estresse e mitdgenos; PDPK, proteina cinase dirigida por prolina;
PKA, proteina cinase A; PKC, proteina cinase C; PKC, proteina cinase G; PRAK, proteina
cinase ativada e ou regulada por p38M*"¥. Retirado de Dunkley et al., 2004.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Apesar de 0 metabolismo dopaminérgico ser considerado um importante alvo do Mn,
até o momento ndo havia sido realizados estudos em relacdo a possivel modulacdo da
fosforilagéo e atividade da TH pelo metal. Neste sentido, no presente estudo tivemos por
objetivo analisar a modulacdo da fosforilagdo e atividade da enzima TH em linhagem de
neurénios catecolaminérgicos PC12, bem como analisar os mecanismos potencialmente

envolvidos no efeito do Mn sobre esta enzima.

2.2. Objetivos Especificos
i) Investigar a fosforilacdo da TH em sitios de Serl9, Ser31 e Ser40 e atividade da

proteina em resposta ao tratamento prolongado com Mn;

ii) Investigar o envolvimento de proteinas cinases (ERK1/2, p38M*"% PKA, PKC e
CaMKII) no efeito do Mn sobre a fosforilacdo do sitio Ser40, dada a importancia
deste sitio na atividade de TH;

iii) Investigar a participacdo de estresse oxidativo no efeito do Mn na fosforilacdo do sitio
Ser40;

iv) Analisar a viabilidade celular das culturas apds o tratamento com diferentes
concentracdes de Mn;

v) Avaliar a modulacdo de fosforilacdo de MAPKSs e atividade de PKA e PKC pelo

tratamento com Mn.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Reagentes e drogas

Dodecil sulfato de sodio (SDS) e reagentes utilizados no sistema de eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) foram obtidos da Bio-Rad ™ (Hercules, CA, USA). Padroes de
peso molecular, membrana de nitrocelulose (Hybond ECL), kit de quimiluminescéncia ECL
plus, anti-corpos secundarios conjugado a peroxidase (anti mouse e anti rabbit) foram obtidos
da GE Health Care™ (Little Chalfont, UK). Anti-corpos primarios anti fosfo (Tre202/Tir204)
e total ERK1/2, B-acti , G66983, peptideo inibidor relacionado a autocamtida 2 (AIP),
colageno tipo I, N-acetil-cisteina (NAC), Ampliflu™ Red e brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difenil-tetrazolio (MTT) bem como todos os demais reagentes utilizados nas
culturas celulares foram obtidos da Sigma Chemical Co.™ (St Louis, MO, USA). H89 foi
obtido da Biomol Research Laboratories™ (Plymouth Meeting, PA, USA). UO126 foi obtido
da Promega Corporation™ (Madison, WI, USA). SB203580 foi obtido da Alexis™ (San
Diego, CA, USA). Anti Sheep (anticorpo secundario conjugado a horseradish peroxidase) foi
obtido da Chemicon™. Anti-corpos primarios anti-fosfo e total p38™*"* anti-fosfo e total
JNK1/2 e anti-PARP-1 foram obtidos da Santa Cruz Biotechnology™ (CA, USA). Anti-
corpos primarios anti-substratos fosforilados (Ser) de PKA e PKC foram obtidos da Cell
Signalling Technology™(Beverly, MA, USA). Anti-corpos primarios anti-Serl9, Ser3l e
Ser40 e anti-total TH foram purificados e preparados como descrito em Gordon et al., 2008
(dados ndo publicados). (x)-6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-acido  carboxilico
(Trolox ") foi obtido da Fluka™ (Steinheim, Switzerland). Cloreto de Manganés foi obtido da

Univar Analytical Reagents (Sydney, Australia).
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3.2. Culturas celulares e tratamentos
As células PC-12, uma linhagem derivada de tumor da medula adrenal de rato (CRL-1721)

foram obtidas do American Type Tissue Culture (ATCC - http://www.atcc.org). Esta

linhagem ¢ capaz de sintetizar e secretar dopamina, sendo que mais de 10 % do conteddo
protéico total destas células € atribuido a tirosina hidroxilase (TH) (Haycock, 1990). Neste
estudo, as células PC12 foram cultivadas em garrafas de 25 cm? em meio DMEM
(Dulbecco’s modified Eagle’s medium) suplementado com 5 % de soro fetal bovino e 10 %
de soro de cavalo, 4 mmol/L L-glutamine, 15 mmol/L HEPES pH 7,4). As células foram
mantidas e ambiente com 5 % de CO, a 37 °C, em meio completo, trocada a cada 3-4 dias.
Apobs atingir 80 % de confluéncia, as células foram plaqueadas 48 horas antes dos
tratamentos em placas de cultura de 6-12 pocos cobertas com colageno tipo | de cauda de rato
na densidade de 2 x 10° células/poco (placa de 12 pogos) ou 4 x 10° células/poco (placa de 6
pocos). No dia do tratamento, o meio completo foi trocada por meio com baixa concentragdo
de soro (1 % de soro fetal de bovino e 2 % de soro de cavalo) 1,5 h antes dos tratamentos.
Inibidores de cinases (G66983, H89, UO126, SB203580, AIP) de antioxidantes (Trolox™ e
NAC, quando presentes, foram adicionados 30 min antes da adicdo do Mn ao meio de
incubacgdo. A solugdo estoque de Mn foi preparada imediatamente antes dos tratamentos e
adicionada as culturas de modo a atingir a concentracdo final desejada. Os inibidores de
proteinas cinases e antioxidantes foram dissolvidos em DMSO. A concentragdo final de
DMSO no meio de cultura ndo excedeu a concentracdo de 0,2 %. Foram feitos controles com
veiculos (DMSO) apropriados para todos os tipos de tratamento. Apos o0s tratamentos serem
concluidos, as células foram lisadas e utilizadas para a anélise de fosforilacdo de proteinas,

viabilidade celular, atividade de PP2A e TH.

89


http://www.atcc.org/

3.3. Andlise da fosforilacao de proteinas

A anélise da fosforilacdo de proteinas nas células PC12 foi realizada através da técnica de
Western Blotting. Ao término dos tratamentos, o meio foi removido e as células foram
solubilizadas com a adicdo de 200 ul de solucdo 2 % de SDS, 2 mM de EDTA, 1 % de
ditiotreitol, 10 mM de glicerol, 50 mM de Tris (pH 6,8) por pogo. As proteinas foram
separadas por SDS-PAGE, em gel 10 % e entdo eletrotransferida para membranas de
nitrocelulose. As membranas foram lavadas em tampdo TBS-T, submetidas ao bloqueio com
BSA 0,5 % por 1 hora e incubadas por 12 horas a 4 °C com anticorpo primario especifico
para as diferentes proteinas analisadas. Subseqlientemente, as membranas foram lavadas em
TBS-T e incubadas por 1 h a temperatura ambiente com anticorpo secundario (ligado a
peroxidase). As proteinas foram visualizadas no sistema de imagem Fuji LAS 3000,
utilizando reagentes de deteccdo ECL-plus. A densidade das bandas foi mensurada e expressa
como vezes de aumento em relagdo ao controle. A correcdo da fosforilagdo por quantidade de
proteina foi feita pela analise do contetdo total de proteinas (TH total e MAPKSs totais) e pelo

uso de anticorpo primario anti -actina.

3.4. Viabilidade celular das fatias hipocampais

A anélise da viabilidade das células PC12 expostas por 24 h a diferentes
concentracbes de Mn foi realizada através do teste de reducdo do MTT. Finalizado os
tratamentos, o meio foi aspirado e as células incubadas com MTT (3 mg/ml em tampdo salina
fosfato) por 60 min a 37 °C. Células viaveis convertem o MTT (brometo de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolium = “Thiazolyl blue”) em um formazam purpura apos
clivagem do anel tetraz6lio por desidrogenases (Mosmann, 1983). O formazam foi
solubilizado com a adigdo de 200 pl de dimetil sulféxido (DMSO), formando um composto
colorido cuja densidade Optica € medida em Leitor de ELISA (A=540 nm). Em estudos

paralelos, apos os tratamentos foram preparadas amostras de eletroforese para avaliacdo de
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apoptose através da deteccdo da clivagem de PARP em fragmentos de 89 kDa por Western

Blotting.

3.5. Medida da atividade da Tirosina Hidroxilase

Células PC12 foram plaqueadas em placas de cultura de 6 pogos revestidas com
colageno a uma densidade de 40x10” células por pogo e em seguida, tratadas com Mn 100
UM por 24 horas. Apds o tratamento, o meio foi aspirado e 0,250 mL de tampéo de lise
contendo 50 mmol / L Tris (pH 7,4), 1 mmol / L EGTA, 1 mmol / L EDTA, 1 mmol / L
microcistina, 80 mmol / L molibdato de aménio, 2 mmol / L pirofosfato tetrassodico, 1 mmol
/ L DTT, 1 mmol / L de sédio vanadato, 1 mmol / L b-glicerofosfato e coquetel inibidor da
protease (completo, 1 comprimido) foi adicionado as células. As células foram removidas e
lisadas pela passagem através de uma agulha 26-G (Terumo Corporation, Téquio, Japdo). O
lisado foi centrifugado a 15.000 g por 15 min a 4 ° C. O sobrenadante foi transferida para
ependorfe no gelo e em seguida a atividade de TH foi analisada. A atividade de TH foi
mensurada utilizando um metodo baseado na liberagcdo da &gua tritiada (Reinhard et al.
1986). O mix de reacao continha 60 mM de tampdo fosfato e potassio (pH 7,2), 0,006% (v /
V) 2-mercaptoetanol, 36 ug/ml catalase, 24 pM tirosina, 4 uCi L-[3,5-*H] -tirosine/mL e 2
mM BH, . A atividade de TH foi medida a 25 °C durante 9 min. O ensaio foi linear ao longo
deste periodo. A alteracdo na atividade de TH foram expressas como vezes de aumento em

relacdo a média das amostras controle (sem tratamento).

3.4. Andlise da geracdo de H,0,

Para analisar a producdo de H,O, nas céluas PC12 em resposta ao tratamento com Mn, as
células foram plaqueadas em placas de 12 pocos e incubadas por 24 horas com Mn (100 puM)
na presenca ou auséncia de antioxidantes Trolox ™ ou NAC. Apos este periodo uma aliquota
de meio (20 pl) foi retirada para analise da quantidade de H,O, através do ensaio Ampliflu ™

Red (conforme instrucdes do fabricante).
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3.5.Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando ANOVA de uma via seguido pelo teste
post hoc de Duncan quando necessario através do programa Statistic 6,0. As diferencas foram

consideradas significativas quando p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Efeito da exposicdo prolongada ao Mn sobre a fosforilacdo e atividade da proteina

Tirosina Hidroxilase

Neste estudo, foi analisado o contetdo total, atividade, bem como a fosforilacdo dos
sitios Serl19, Ser31 e Ser40 da enzima tirosina hidroxilase (TH) em resposta ao tratamento
prolongado (24 horas) de células catecolaminérgicas PC12 com Mn (MnCl,; 10-1000 pM).
Como verificado na figura 29A, o tratamento com Mn ndo alterou o conteudo da proteina TH
bem como os niveis de fosforilacdo do sitio Ser19 (29A e B) e Ser31 (29A e C) ap0s 24 horas
de incubacdo. Entretanto, o tratamento com Mn causou um substancial aumento, dependente
de concentracdo, na fosforilacdo do sitio Ser40 (29A e 29D), este efeito foi estatisticamente
significativo a partir da concentragdo de 100 uM. Considerando que a fosforilacdo do sitio
Ser40 ¢é o principal mecanismo responsavel pela ativacdo de TH (Dunkley et al., 2004), a
atividade desta enzima foi avaliada apo6s 24 horas de tratamento com 100 uM de Mn. Esta
concentracdo foi escolhida por causar um aumento de 2,5 vezes na fosforilacdo de TH e
também por ser fisiologicamente relevante, desde que em células como astrocitos, o Mn pode
ser encontrado em concentragfes na ordem de 70 uM (Hazell, 2002). Como pode ser
observado na figura 29E o tratamento com Mn causou um aumento de 1,4 vezes na atividade

da enzima.
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Figura 29. Efeitos da exposicdo prolongada ao Mn no contetdo, fosforilacdo de Ser19, Ser31
e Ser40 e atividade de TH. Células PC12 foram incubadas por 24 horas com MnCl; (10-1000
UM) e a seguir foram lisadas para preparo de amostras para eletroforese e analise da
fosforilacdo (Serl9, Ser31 e Ser40) e conteudo de TH, pela técnica de Western Blotting. Os
niveis de fosforilacdo dos sitios Ser19, Ser31 e Ser40 foram quantificados e expressos como
razdo da forma fosforilada/contetido de TH. Paralelamente as células foram tratadas por 24
horas com Mn (100 uM) e entdo a atividade de TH foi avaliada. (A) Mostra os blottings
referentes & expressdo de TH e fosforilacdo de Ser19, Ser31 e Ser40. (B, C, D) Mostra a
quantificacéo de Ser19 (B), Ser31 (C) e Ser40 (D). (E) Mostra o aumento da atividade de TH
causada pelo tratamento com Mn. Os dados foram expressos como numero de vezes de
aumento em relagdo ao grupo controle. Os valores representam a média + E.P. de todos os
experimentos. (A,B,C,D) n=8; (E) n=6. *P<0,05 **P<0,001 em relacdo ao controle
correspondente (sem Mn) utilizando a analise de variancia ANOVA de uma via seguida pelo
teste de Duncan.
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4.2. Estudo do efeito do Manganés na viabilidade celular e fosforilacdo de proteinas cinase

ativadas por estresse (SAPKs) JNK1/2 e p38MAPK

Os efeitos citotoxicos do tratamento com Mn sdo bem demonstrados em modelos in
vivo e em culturas celulares (Puli et al., 2006; Liu et al., 2006; Cai et al., 2007). Neste estudo,
foi analisado o efeito do tratamento com Mn (10-1000 uM) por 24 e 48 horas na viabilidade
de células PC12 (figura 30A) através da técnica de reducdo do MTT. Apds 24 horas de
incubacdo, somente a concentracdo mais alta de Mn (1000 uM) causou diminui¢do na
viabilidade celular (aproximadamente 25%). Entretanto, ap6s 48 horas de incubacéao, ocorreu
uma diminuicao de 20%, 75% e 80% na viabilidade celular observada nas concentracfes de
100, 500 e 1000 M de Mn, respectivamente.

A clivagem de PARP [poli (ADP) ribose polimerase] em fragmento de 89 kDa é
considerada um marcador apoptotico (Soldani e Scovassi, 2002). O tratamento com Mn ndo
causou clivagem de PARP em nenhuma concentracdo analisada apos 24 horas (figura 30B)
ou 48 horas (dados ndo mostrados). O tratamento com estaurosporina (1 pM) durante 24
horas (controle positivo) foi capaz de induzir a clivagem de PARP (figura 30B).

O nivel de fosforilagdo e contetido de SAPKs (p38MA" e JNK1/2) foram também
analisados nas células PC12 ap0s 24 horas de incubacdo com diferentes concentraces de Mn
(10-1000 uM) (figura 30C e D) e foi observado um aumento significante na fosforilacdo de

p38 e INK1/2 somente nas concentracGes mais altas de Mn.
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Figura 30. Efeitos do tratamento com Mn sobre a viabilidade, clivagem de PARP [poli
(ADP) ribose polimerase] e contetdo e fosforilacdo de p38™A"¥ e JNK1/2. Células PC12
foram tratadas for 24 ou 48 horas com Mn (10-1000 uM), finalizado os tratamentos, a
viabilidade celular foi medida pelo ensaio de reducdo do MTT. Além disso, apés tratamento
de 24 horas com Mn as células foram solubilizadas para a preparacdo de amostra de
eletroforese para analise da clivagem de PARP, fosforilacdo e contedo de p38MA™¢ e
JNK1/2, a qual foi realizada pela técnica de Western Blotting, utilizando anti-corpos
especificos. (A) Mostra a diminuicdo da viabilidade celular. (B) Mostra o blotting da anélise
da clivagem de PARP e conteudo de B-actina. (C) Mostra a fosforilacdo de p38™** e (D) a
fosforilagdo de JNK1/2. Os dados estdo expressos como nimero de vezes de aumento em
relagdo ao grupo controle (sem Mn). Os valores representam média + E.P. de todos os
experimentos. (A) n=8-10; (B) n=3; (C,D) n=7-4.3. Efeitos do Mn sobre proteinas cinases
capazes de fosforilar Ser40
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A fosforilacdo de TH pode ser regulada por uma variedade de proteinas cinases e
fosfatases, sendo PKA e PKC as principais cinases envolvidas na fosforilagdo sustentada de
TH sobre o residuo de Ser40 (Bobrovskaya et al., 2007 a, b). Neste trabalho, células PC12
foram tratadas com Mn 100 uM por 24 horas. A atividade de PKA e PKC foi avaliada por
Western Blotting utilizando anti-corpos especificos contra os substratos fosforilados de PKA
e PKC (figura 31A e B). O tratamento com Mn 100 puM aumentou a fosforilagdo dos
substrados de PKA, esse efeito foi mais pronunciado nos substratos de 35 kDa, 60 kDa, 89
kDa e 117 kDa (figura 31A). Foi também observado aumento na fosforilacdo de um dos
substratos de PKC, principalmente em 60 kDa (figura 31B). Tendo em vista que Mn
aumentou a atividade de PKA e PKC, o possivel envolvimento de ambas as enzimas no
aumento de fosforilagdo de Ser40 por Mn foi investigado. Para isso, células PC12 foram pré
incubadas com inibidores de PKA (H89; 5 uM) e/ou PKC (G66983; 1 uM) por 30 min
seguido da adicdo de 100 uM de Mn por 24 horas (figura 31C, D e E). O tratamento com
inibidores ndo diminuiu o efeito do Mn sobre a fosforilagio de Ser40. E importante ressaltar
que os inibidores de PKA e PKC bloguearam os efeitos de forscolina (ativador de PKA) e
dibutirado de forbol (PDB; ativador de PKC) nas concentragfes utilizadas neste estudo
(dados ndo mostrados).

Em experimentos paralelos, foram utilizados inibidores de ERK1/2 (UO126),

gMAPK (SB203580) e CaMKII (AIP), os quais ndo bloquearam a estimulacéo de Ser40 por

p3
Mn, embora todos os inibidores estivessem ativos nas condi¢des experimentais utilizadas,
sendo capazes de inibir a fosforilagdo das respectivas proteinas cinases (dados nao

mostrados).
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Figura 31. Efeito do tratamento com Mn sobre a atividade de PKA e PKC e fosforilagdo do
sitio Ser40 de TH. Células PC12 foram incubadas por 24 horas com Mn (100 uM).
Terminado o tratamento, as células foram solubilizadas para medida da atividade de PKA e
PKC através analise por Western Blotting utilizando anti-corpos especificos contra substratos
fosforilados destas proteinas cinases. Além disso, as células foram incubadas com Mn e
inibidores de PKA (H89; 5 uM), PKC (G66983; 1 uM) ou ambos e entdo utilizadas para
analise da fosforilacdo de Ser40. (A) Mostra o blotting representativo da fosforilacdo de
substratos de PKA, os substratos de 117kDa, 89kDa, 60kDa e 35kDa estdo selecionados. (B)
Mostra o blotting representativo da fosforilacdo de substratos de PKC, os substratos de
117kDa, 89kDa, 60kDa e 35kDa estdo selecionados. Os blottings representativos da
fosforilacdo de Ser40 e conteudo de TH apos tratamento com Mn na presenga de inibidores
de PKA, PKC ou ambos estdo demonstrados nas figuras C, D e E, respectivamente. As
figuras sdo representativas de 6 experimentos.
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4.4. Envolvimento do estresse oxidativo na fosforilacdo de TH

O estresse oxidativo tem sido implicado na citotoxicidade do Mn (Zhang et al., 2007;
Prabhakaran et al.,, 2008). O envolvimento do estresse oxidativo na estimulagido da
fosforilacdo de Ser40 por 24 horas de tratamento com Mn 100 uM, em células PC12 foi
investigado. Inicialmente foi medida a concentracdo de H,O, no meio de incubagdo das
células submetidas ou ndo ao tratamento com Mn (figura 32A). O tratamento com Mn causou
um aumento de 3 vezes na producdo de H,O, quando comparado ao grupo controle (sem
tratamento). Este efeito foi completamente revertido por Trolox™ 100 uM (figura 32A).

Entretanto, o aumento substancial na producéo de H,O; pelo tratamento com Mn nao
parece estar envolvido na estimulacdo da fosforilacdo de Ser40, pois a co-incubacdo de Mn
com Trolox™ nao reverteu este efeito (figura 32B), apesar de bloguear a producao de H,0,
por Mn. Resultados similares foram observados com o antioxidante N-acetilcisteina (NAC)

(dados ndo mostrados).
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Figura 32. Estudo do envolvimento do estresse oxidativo na inducdo de fosforilagdo de
Ser40 pelo tratamento com Mn. Células PC12 foram incubadas por 24 horas com Mn (100
uM) e/ou antioxidante Trolox™ (100 uM). Ao término dos tratamentos, o meio de
incubacdo foi utilizado para a medida de produgédo de H,0, através do ensaio de medida da
fluorescéncia de Amplifu™Red. Além disso, as células foram lisadas e a fosforilagdo de TH
no sitio Ser40 e conteldo total de TH analisado por Western Blotting. A formacéo de H,0,
pelas células apo6s incubagdo com Mn e/ou Trolox™ estd sendo mostrada em (A). (B) Mostra
blotting representativo de fosforilagdo de Ser40 e conteddo de TH nas células apos
tratamento com Mn ¢/ou Trolox™. Os dados sdo expressos como numero de vezes de
aumento em relacdo ao grupo controle (sem tratamento). Os valores representam a média +
E.P. de todos os experimentos. (A) n=8; (B) n=8. ***P<0,001 em relagdo ao grupo controle
utilizando a analise ANOVA de uma via seguido pelo teste de Duncan.
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4.5. Estudo da fosforilacdo de TH em diferentes sitios (Ser19, Ser31 e Ser40) em resposta ao

Mn ao longo do periodo de incubacéo.

O transporte e os niveis celulares de Mn sdo considerados fatores limitantes para o
estabelecimento dos efeitos citotoxicos deste metal (Roth et al., 2002). Deste modo, através
de uma curva de tempo de incubagdo com Mn 100 uM, foi avaliado o nivel de fosforilacéo
dos diferentes sitios de TH (Ser19, Ser31 e Ser40) ao longo do periodo de tratamento (1-24
horas) (figura 33). Como pode ser observada na figura 33B, a fosforilagédo de Ser40 foi
aumentada significativamente a partir de 6 horas de incubacdo (1,7 vezes de aumento). Este
efeito foi potencializado com o decorrer do tempo, chegando a um aumento de 2,7 vezes ap0s
24 horas de tratamento (figura 33A e B). A fosforilacdo de Ser31 apresentou um perfil
diferente, desde que foi observado aumento significativo na fosforilagéo a partir de 2 horas de
incubacdo com Mn e um efeito méximo ocorreu ap6s 5 horas de tratamento (aumento de 2,5
vezes). A fosforilagdo do sitio Ser31 retornou ao nivel basal apds 7 horas de tratamento com
Mn (figura 33C). Ndo foi observada alteracdo na fosforilagdo de Serl9 em nenhum periodo
investigado (dados ndo mostrados).

Em experimentos paralelos células PC12 foram incubadas por 6 horas com Mn 100
MM, um periodo que causa um forte aumento na fosforilacdo de Ser40 (figura 33B) e Ser31
(figura 33C). Apds este periodo, 0 meio com Mn foi substituido por meio sem Mn, e assim
permaneceu por mais 18 horas, quando o tratamento foi interrompido e a fosforilacdo de
Ser40 e Ser31 foi avaliada. Nesta situagdo, ndo foi observado alteragdo na fosforilacdo de
Ser40 e Ser31 (dados ndo mostrados). Este dado sugere que o aumento prolongado da
fosforilagdo de Ser40 depende da presenga continuada de Mn no meio de cultura e ainda
aponta para acdo de fosfatases atuando ativamente sobre Ser40.

ERK é a principal cinase responsavel pela fosforilacdo do sitio de Ser31 em TH,
sendo que a inibicdo da ativacdo de ERK1/2 por UO126 leva ao completo bloqueio da
fosforilagdo de Ser31 (Bobrovskaya et al., 2001). Além disso, a fosforilacdo de ERK pode
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ocorrer em resposta a agentes oxidantes e antioxidantes (Gelain et al., 2007). Neste sentido, o
nivel de fosforilacdo de ERK1 foi significativamente aumentado (2,2 vezes) ap6s 6-7 horas
de incubacdo com Mn, retornando aos niveis basais apés 8 horas. Além disso, ocorreu um
aumento na fosforilacdo de ERK2 (3,5 vezes) ap6s 4 horas de incubacdo com Mn, este efeito
manteve-se elevado por até 24 horas de incubagdo (figura 33D). Este resultado sugere

envolvimento de ERK1 na fosforilagdo de TH em Ser31.
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Curva de tempo Mn (100 pM)
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Figura 33. Curva de tempo da fosforilacdo dos sitios Ser31 e Ser40 e ERK1/2 em resposta ao
Mn. Células PC12 foram incubadas por diferentes periodos (1-24 h) com Mn 100 puM. O
nivel de fosforilagéo de Ser40, Ser31 e contetudo de TH em cada periodo de tratamento foram
avaliados pela técnica de Western Blotting. A fosforilacdo e conteudo de ERK1/2 foram

também avaliados.

(A) Mostra blottings representativos da fosforilagdo de Ser40, Ser31,

conteldo de TH, fosforilacdo e conteudo de ERK1/2. (B, C, D) Mostra a quantificacdo da
fosforilacdo de Ser40, Ser31 e ERK1/2 respectivamente em resposta a diversos periodos de
incubacdo com Mn. Os dados estdo expressos como nimero de vezes de aumento em relacdo
ao grupo controle (ndo exposto ao Mn). Os valores representam a médiatE.P. (B) n=8-10;
(C) n=8-10 exceto para o0 tempo 3 h onde o n= 4; (D) n=5. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001
em relacdo ao grupo controle utilizando a analise ANOVA de uma via seguida pelo teste de

Duncan.
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5. DISCUSSAO

Tém sido bem demonstrado que em altas concentracdes Mn leva a morte celular
acompanhada por aumento da producdo de espécies oxidantes como H,O, O," e quinonas
reativas causando estresse oxidativo e ativacdo de SAPKs (Hirata et al., 1998; Takeda 2003;
El Mchichi et al., 2007). Neste estudo, nds verificamos um aumento significante na producédo
de H,O, em resposta ao tratamento com baixa concentracdo de Mn (100 uM), entretanto este
efeito ndo foi suficiente para causar a ativagdo de SAPKSs ou alterar a viabilidade celular ap6s
24 horas de incubagdo. Em 100 uM de Mn foi observada uma diminuigdo na viabilidade
celular somente apds 48 horas de incubagdo. Contrariamente, altas concentragdes de Mn

gMAPK & INK1/2 e também causaram

causaram aumento significativo na fosforilagdo de p3
queda na viabilidade celular apds 24 horas de incubagédo. Este fendbmeno reforca a hipotese de
que sdo os niveis intracelulares de Mn, dependentes da taxa de transporte deste metal pelas
células, que controlam os efeitos citotdxicos deste metal (Roth et al., 2002).

Na concentragdo de 100 puM, Mn aumentou os niveis de fosforilacdo de ERK1 e
Ser31 de uma maneira similar, causando um pico de fosforilagdo entre 6-8 horas apds a
exposicao inicial ao metal. Este aumento tardio na fosforilacdo destas proteinas pode ser
atribuido a taxa de captacdo de Mn e ao tempo necessario para causar uma producao
substancial de pré oxidantes, como H,0,. A fosforilacdo da proteina ERK pode se aumentada
em resposta agentes oxidantes, como demonstrado em estudos prévios, onde o tratamento de
células adrenais cromafins bovinas (BACC) com retinol aumentou a fosforilacdo de ERK,
sendo este efeito revertido por antioxidantes (Gelain et al. 2007). E sabido que ERK é a
principal cinase capaz de fosforilar TH no sitio Ser31, sendo que o uso de inibidor de ERK,
como o0 UO126 bloqueia completamente a fosforilagdo de Ser31 (Bobrovskaya et al., 2001).

No presente estudo, observou-se aumento significativo na fosforilagdo de TH no sitio
de Ser40 apds 6 horas de tratamento com 100 puM de Mn, sendo que este efeito foi

prolongado por pelo menos 24 horas. Este efeito ndo foi atribuido a aumentada producdo de
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H,O,, desde que o antioxidante Trolox™, o qual bloqueou completamente o aumento na
producdo de H,O,, ndo afetou a fosforilacdo de Ser40 por Mn. Este resultado € especialmente
importante, desde que o estresse oxidativo, considerado um dos principais mediadores dos
efeitos toxicos do Mn, parece ndo estar envolvido na estimulacdo de fosforilacdo de Ser40
por este metal. De acordo com nosso trabalho, estudos recentes demonstraram que o
tratamento com Mn causou alteragbes comportamentais em ratos, em concentragcdes onde néo
foi observado inducdo de estresse oxidativo (Avila et al., 2008). Todos estes dados sujerem
que o estresse oxidativo ndo é o principal mediador da toxicidade do Mn. Por outro lado, o
aumento da atividade de TH, que leva a uma aumentada sintese e liberacdo de dopamina
poderia ser uma agdo priméria na cadeia de eventos que conduzem a neurotoxicidade do
metal e afetam o funcionamento neural.

A fosforilagdo de TH no sitio Ser40 ocorre por um mecanismo hierarquico que
envolve a fosforilacdo dos sitios de Ser19 e Ser40 (Lehman et al., 2006). No presente estudo,
ao contrario do observado em Ser40, a fosforilagdo de Ser31 ndo foi prolongada além de 8
horas e a fosforilagdo de Ser40 n&o foi alterada por UO126, um inibidor de MEK reconhecido
por bloquear a fosforilagdo de Ser31. Deste modo, estes dados sugerem um mecanismo nao
hierarquico mediando a fosforilagdo de Ser40. Estudos prévios demonstraram que a
fosforilacdo prolongada de TH em Ser40 é atribuida a ativacdo de PKA e PKC (Bobrovskaya
et al., 2007a, b). Neste estudo, a atividade de PKA e PKC permaneceu aumentada por 24
horas, como verificado pela anélise da fosforilagdo de substratos de PKA e PKC, que se
mantiveram fosforilados neste periodo. Entretanto, o uso de inibidores de PKA e PKC,
embora tenha bloqueado a atividade destas cinases, ndo bloqueou a fosforilacdo de Ser40,
sugerindo que estas cinases nao estdo envolvidas na fosforilagdo deste sitio. Além disso, ndo

MAPK
8

foi evidenciado envolvimento das proteinas cinases ERK1/2, p3 e CaMKIl, bem como

a fosfatase PP2A na inducéo de fosforilacdo de Ser40 por Mn (dados ndo mostrados).
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A demora para que iniciasse aumento na fosforilacdo de Ser40 sugere um efeito ndo
mediado pela ativacdo de receptores extracelulares por Mn, mas sim pela captacdo de Mn
pelas células, que pode se ocorrer através de canais idnicos ou mecanismo de transporte de
metais divalentes (Roth et al., 2002). Uma possivel explicacdo para o efeito prolongado na
fosforilagéo de Ser40 induzido por Mn pode ser a estimulagdo da secre¢do de dopamina pelas
células, em resposta a entrada de Mn (Powis e Dunkley, 1996) com diminui¢do dos niveis
citoplasmaticos de dopamina. Isto poderia diminuir a inibicdo de TH pela ligacdo a
catecolaminas (Gordon et al., 2008) e portanto, permitiria um aumento na atividade de TH
ocasionado por fosforilagdo da proteina.

Concluindo, os dados aqui apresentados demonstram que a fosforilagéo prolongada de
TH no sitio de Ser40 causada por Mn leva também a uma ativacdo prolongada da enzima,
que pode causar aumento na sintese e liberacdo de DA pelas células. Nossos achados
poderiam ter uma implicacdo importante no mecanismo de neurotoxicidade que ocorre no
manganismo. Neste sentido, tem sido demonstrado que um excessivo aumento na atividade
de TH esté associado com morte celular ao longo do tempo (Shen e Dryhurst 1998; Stathakis
et al., 1999). Este processo poderia ser mediado por estresse oxidativo, resultante da oxidacao

de catecolaminas, o que contribuiria para a degeneracdo de células dopaminérgicas.
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6. CONCLUSOES GERAIS

Os dados apresentados nesta tese resultaram nas seguintes conclusoes:

CAPITULO |

Vi.

O composto difenil disseleneto apresentou efeito neuroprotetor contra a toxicidade
causada por H,O, em modelo de fatias hipocampais de ratos. Isto foi evidenciado pela

capacidade do composto em bloquear a perda de viabilidade celular e dano oxidativo;

O efeito neuroprotetor do composto difenil diseleneto ocorreu de maneira extracelular
e foi atribuido a sua atividade do tipo tiol-peroxidase. Este dado foi atribuido ao fato
de que a adicdo de ti6is impermedveis ao meio de incubacdo melhorou o efeito
protetor do composto. O mesmo ndo foi observado quando as fatias hipocampais

foram pré-incubadas com uma forma permeavel de glutationa;

O composto foi capaz de reverter a fosforilagdo de ERK1/2 induzida pelo H,O,,
possivelmente devido ao fato de o composto degradar o peréxido adicionado no meio

de incubacéo;

O composto ebselen apresentou efeito antidepressivo no teste do nado forcado em
camundongos, fato demonstrado por uma diminuigédo no tempo de imobilidade dos

animais. Entretanto o mesmo nao foi observado no teste de suspensédo da cauda.

O efeito antidepressivo do ebselen ocorreu independentemente do sistema
serotoninérgico, porém, os sistemas dopaminérgicos e noradrenérgico aparentemente

estdo envolvidos no efeito antidepressivo do ebselen;

Neste trabalho demonstramos um efeito pré-apoptético do composto difenil

disseleneto em linhagem de neuroblastoma humano SH-SY5Y. Isto foi demonstrado

107



Vii.

viii.

por um aumento dependente de concentracdo no numero de células apoptéticas e

proteolise de polid(ADP-ribose) polimerase.

O efeito pro-apoptotico do organocalcogénio foi acompanhado por uma inibicdo na

fosforilacdo de p38™“"¥ e PKC e ativacdo de ERK.

A proteina cinase ERK1/2 aparentemente exerceu um papel citoprotetor contra a
toxicidade induzida pelo difenil diseleneto, visto que sua inibicdo resultou em uma

potencializacdo do efeito pro-apoptotico do organocalcogénio.

Em linhas gerais, nosso estudo demonstrou de forma inédita que compostos organicos
de selénio exercem multiplas a¢des bioldgicas, afetando diversos alvos moleculares e
resultando em processos neuroprotetores, antidepressivos e antitumorais, ressaltando a

versatilidade farmacoldgica destes compostos.

CAPITULO I

O elemento manganés demonstrou causar citotoxicidade em células de
feocromocitoma PC12 através de diminuicdo na viabilidade celular e estimulacdo da

fosforilagédo de SAPKSs;

Em faixas de concentracdo que ndo afetaram a viabilidade celular ou fosforilaram
SAPKs, 0 manganés causou um aumento prolongado nos niveis de fosforilacdo do

sitio Ser40 da proteina tirosina hidroxilase;

Este efeito resultou em um aumento na atividade desta enzima, tornando este

resultado relevante do ponto de vista fisiologico;
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Vi.

Vii.

O aumento na fosforilacdo do sitio Ser40 de tirosina hidroxilase ocorreu de maneira
independente da ativacdo de PKA e PKC, as principais proteinas responsaveis pela

fosforilacdo deste sitio in situ e in vivo.

Apesar de o estresse oxidativo ser considerado um importante mediador dos efeitos
citotoxicos do manganés, neste estudo, 0 estresse oxidativo ndo esteve implicado no

aumento da fosforilacdo de Ser40 induzido pelo metal,

O aumento na fosforilacdo de Ser31 na tirosina hidroxilase foi correlacionado com
um similar aumento na fosforilacdo de ERK, atribuindo a esta proteina cinase um
importante papel na modulagido da fosforilacdo de tirosina hidroxilase causada por

manganés;

Estes dados prop6em um novo mecanismo de agdo mediando a neurotoxicidade
induzida por manganés. Considerando que dados na literatura mostram que um
aumento na atividade de tirosina hidroxilase pode resultar em morte neuronal em

longo prazo, estes dados tornam-se relevantes do ponto de vista toxicoldgico.
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