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RESUMO

O 3'3-ditrifluormetildifenil disseleneto (DFDD) énu composto organoselenado
analogo ao disseleneto de difenila (DPDS). No eojatiferentemente do DPDS, maiores
estudos em relacdo as atividades biologicas do DBEDIDa permanecem escassos na
literatura.

Com o objetivo de ampliar o conhecimento dos edditolégicos do DFDD, nesse
estudo investigou-se a interferéncia desta moléaua neurocomportamento em
camundongos. Além disso, as atividades genotOxieate organoselenado em linhagens
de Salmonella typhimurium, Saccharomyces cerevisiae e em células de mamiferos em
cultura (células V79) também foram avaliadas.

Nos ensaios neurocomportamentais em camundong®$;DD apresentou uma
interessante atividade bloqueadora da esteredtigiazida por apomorfina, que é um
modelo animal de esquizofrenia, sem agir sobreosyparametros importantes como a
memoria, ansiedade, exploracdo e locomocéo detectab tarefas de esquiva inibitéria,
campo aberto e habituagcdo a um novo ambiente.

Demonstrou-se também neste trabalho que o DFDDfaidoutagénico no Teste
Salmonella/microssoma tanto na presenca quanto na auséncaivigdo metabolica.
Entretanto, em linhagens &ecerevisiae, 0 DFDD induziu mutac¢des “forward” e reversa,
porém locus ndo-especifico. Diferentemente do salogo estrutural DPDS, o DFDD néo
foi capaz de induzir mutagbes “frameshift” e&ntyphimurium ou S. cerevisiae mesmo
guando as linhagens foram tratadas em condi¢coesedeimento. Deste modo, sugere-se
que o DFDD néo é capaz de se intercalar entresas lolo DNA e que, possivelmente, este
efeito seja provocado por um impedimento alostécaasado pelos grupamentos;CF
presentes neste organoselenado. Além disso, o DFRidbBtrou-se um fraco agente
citotdxico e genotoxico el cerevisiae e células V79.

Por outro lado, como foi demonstrado no Te&stkenonella/microssoma, o DFDD
apresentou um efeito protetor contra a mutagerdeidanduzida por peréxido de
hidrogénio. De maneira interessante, utilizando emsaioin vitro, mostrou-se que o0
DFDD possui uma atividade “catalase-like” até o raato ndo apresentada por nenhum
outro composto organoselenado.

Xl



No presente trabalho tornou-se evidente tambémoqd-DD atua de maneira
distinta do seu analogo DPDS em varios modelosrempatais e que, provavelmente, 0s
grupamentos GCF presentes no DFDD sejam de fundamental importapeea as
interessantes atividades demonstradas por estdeisto.
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ABSTRACT

The organoselenium compound 3’3-ditrifluoromethgtienyl diselenide (DFDD)
is a structural analog of diphenyl diselenide (DP.D¥owever, in contrast of DPDS, the
biologic activities of the DFDD have been poorlydied. The aim of this work was to
investigate the neurobehavioral activities of DFDDnice. In addition, we also evaluated
the genotoxic profile of this compound #almonella typhimurium and Saccharomyces
cerevisiae strains, and cultured mammalian cells — V79.

In the neurobehavioral studies, we demonstratdditeasystemic administration of
DFDD at the highest dose used (2prfiol/kg) significantly reduced apomorphine-induced
stereotyped behaviors. Moreover, a series of cbetperiments showed that the same
dose of DFDD did not affect open field behaviorpihzation, or aversively motivated
memory.

Using the Salmonella/microsome assay DFDD did not show mutagenic effect
even in the presence of metabolic activation. Wae2PDS was able to induce frameshift
mutation when the TA97&. typhimurium and XV185-14cS. cerevisiae strains were
treated during growth, probably by a DNA intercalgtactivity, DFDD did not induce this
mutation. Thus, we suggest that DFDD, in contrastst analog DPDS, did not intercalate
at the DNA base pairs. Nevertheless, DFDD inducedidrd and LYS reverse mutations
in S. cerevisiae strains. Moreover, DFDD has also shown a weakdos®-nondependent
cytotoxic and genotoxic effects 8 cerevisiae strains and V79 cells, respectively.

On the other hand, in th&lmonella/microsome assay, this organoselenium
compound presented protective actions against th@.-Hbut not t-BOOH-induced
mutagenic effects. Furthermore, we have shownDbi@®D has a Cat-like activity. These
results suggest that DFDD might induce genotoxiect$ and protective actions against
H,O»-induced damage by mimicking the catalase activity.

Furthermore, we have shown that the DFDD presemtsesopposite features to
those observed for its structural analog DPDS vweisd assays. Therefore, it is tempting to
suggest that the different and interesting acésitiemonstrated by DFDD in the present
work are related to its GRunctional groups, since this is the only struatudifference
between these diselenides.

X



Introducgéo

l. INTRODUCAO
1. Selénio
1.1 Efeitos toxicos e bioldgicos do selénio

O elemento quimico selénio (Se), nominado em hagem a deusa grega da lua,
Selene, foi descoberto pelo quimico suico Jonshl@azelius e seu colega Gahn em
1817, enquanto examinavam um precipitado avermelnadsedimento sulfirico de uma
planta. O selénio é um elemento pertencente aoogrl da tabela periddica,
apresentando-se em trés formas alotrépicas in@uindelénio cinza, vermelho e preto e
nos seguintes estados de oxidacdo: selénio elen{&ap selenito (S¥), selenato (S8
e seleneto (S8 (PORCIUNCULA, 2003). O primeiro interesse em ¢éla a atividade
biolégica deste elemento sempre esteve ligado aosueidade (MOXON & RHIAN,
1943).

O estudo do mecanismo de acao do selénio foamhicdevido a sua alta toxicidade
em varias espécies de mamiferos (PAINTER, 1941; FEN, 1995). No século 13,
provavelmente entre o periodo de 1271-1295, Mailo, Rnquanto viajava na rota da
seda no oeste da China, fez importantes relata® soba planta venenosa que afetava
qgualquer animal de carga que dela se alimentasssL(FOLZ, 1994). Em seus relatos,
essa planta toxica pertencente ao géAstagal us sp. foi responsével pela intoxicagcédo de
dezenas de cavalos de mercadores que atravessavayid@ Mais de 1500 espécies de
Astragalus sédo conhecidas e estdo distribuidas gesdte da China, oeste dos Estados
Unidos e outras regides aridas e semiaridas. Acittaede do selénio foi confirmada
primeiramente em 1933, em bovinos que tinham seealiado de plantas da regido oeste
dos Estados Unidos (SPALLHOLZ, 1994). Na décadauistg PAINTER (1941)
enfatizou que a toxicidade do selénio inorganicdepia estar relacionada a oxidacao de
tidis enddgenos com a concomitante formacédo deultisss e intermediérios instaveis
chamados de selenotrissulfetos (RS-Se-SR). Apésroposgta desta teoria, varios
pesquisadores confirmaram a interacdo entre oigef@rganico e tidis (STEKOL, 1942;
TSEN & TAPPEL, 1958; GANTHER, 1968, 1971; SEkCal., 1989; KITAHARAEet al.,
1993). Além disso, SEKO e colaboradores, em 1988erram que o selenito (g



Introducgéo

poderia reagir com glutationa reduzida (GSH) fordwan radical superoxido ¢Q. Esta
observacéo foi reproduzida por SPALLHOLZ (1994) gleanonstrou que outros tidis
reagem com selenito e selenocistina para produgéeréxido e hidroperéxidos. De acordo
com estes autores, a toxicidade do selénio seriaifestada aguda ou cronicamente
guando os danos oxidativos excedessem as defdgasdamntes.

Além do conhecido efeito genotéxico do selénio edlulas de mamiferos, o
elemento reduz a mutagenicidade de varios mutagamosulturas de linfocitos humanos.
Selenito de sodio (N&eQ) preveniu a inducao de troca de cromatides-irrafisadas por
cloreto de mercurio e metilmercurio. Contudo, salerde sédio (N&eQ) aumentou o
nivel de quebras cromossomais causadas por cldeetetiimercirio no mesmo sistema
celular. Entretanto, o selenato de sodio redugjaretoxicidade provocada por dicromato
de potassio na linhagem TA102 no TeSdbmonella/microssoma, enquanto que o selenito
de sddio ndo demonstrou este efeito (CEMELLAI., 2003). Neste mesmo trabalho, os
autores também avaliaram a acbes destes compostgel@&hio no dano ao DNA de
linfécitos humanos pelo Ensaio Cometa usando comiato de potassio como agente
genotoxico. Neste ensaio, somente o selenato de péategeu contra o dano ao DNA
enquanto o selenito de sédio exacerbou a genafaxiei causada pelo dicromato de
potassio (CEMELEt al., 2003). Demonstrou-se assim que além da concéotragforma
guimica portadora de selénio é crucial para ososfdiologicos (SHAMBERGER, 1971,
SHAMBERGERet al., 1973; RAYet al., 1978; STAHLet al., 1984). Em ensaias vivo,

0 composto selenito aumentou a freqUéncia de alesacromossomicas e induziu troca
de croméatides irmads em células da medula ésseaadestér. Entretanto, somente
guantidades supranutricionais foram responsaveisgies resultados (SHELBY & WITT,
1985).

Em relacdo ao potencial carcinogénico do selé@rmidps estudos ndo conclusivos
foram realizados e, em 1957, a Agéncia Internatiaiea Pesquisa contra o Cancer
divulgou a inexisténcia de dados relevantes parssiderar este elemento como um
carcinégeno ao homem. Além disso, ho mesmo an®&lémis comecgou a ser descrito
como um elemento essencial para os mamiferos (SCRINEA FOLTZ, 1957a, 1957b).

O selénio desempenha importantes papéis no cestimdesenvolvimento e
metabolismo de mamiferos (STANDMAN, 1996, 2002; HEEIN & SMITH, 1999;
GLADYSHEV & HATFIELD, 1999; BURK & HILL, 1999; SCH®™MBURG et al., 2004).
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Recentes estudos comprovam que o consumo insuécida selénio predispbe os
mamiferos a uma variedade de doencas, como cagjiatidas e miocardites (CHEH al.,
1980; SCHOMBURGt al., 2004). RAYMAN (2000, 2002) também cita que o s@lé&
importante para a fungao tireoideana, cardiovaseuterebral, essencial para a fertilidade
masculina e para o funcionamento do sistema impaseendo como um nutriente chave
contra o desenvolvimento da viruléncia do virus tl¥rogressédo da AIDS (Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida). Além disso, o selérdestaca-se por desempenhar um
importante papel na protecdo antioxidante contreosla&ausados por radicais livres em
membranas celulares, lipoproteinas e acidos noslédRAYMAN, 2000). Esta atividade
antioxidante poderia estar relacionada, em padeat de o selénio estar incorporado
como um residuo de selenocisteina no sitio catalide varias enzimas que sao
denominadas de selenoproteinas (KRYUKQ®@Y al., 2003). Aproximadamente 35
selenoproteinas e mais de 25 genes que expreskammeteinas ja foram identificados
em mamiferos (URSINgt al., 1990; KOHRLE, 1999; KOHRLIEt al., 2000; RAYMAN,
2000; SCHWEIZERet al., 2004a), sendo que a maioria destas proteinasxgfiessas no
cérebro (SCHWEIZERet al., 2004b) e possuem diversas atividades biolégicas
(KRYUKQV et al., 2003). Elas incluem a familia de enzimas antiamies glutationa
peroxidase (GPx) (FLOHEt al., 1973; ROTRUCKet al., 1973; BOCKet al., 1991;
BRIGELIUS-FLOHE, 1999; WINGLER & BRIGELIUS-FLOHE, 9B99; KRYUKOV et

al., 2003), fosfolipideo-hidroperdxido-glutationa pddase (URSINI et al., 1982),
tiorredoxina redutase (GASDASK# al., 1999) e um namero de proteinas recentemente
identificadas, como por exemplo, selenoproteinaefenoproteina N, selenoproteina W e
selenoproteina P, que estdo em processo de caacier (BURK et al., 2003;
KRYUKOQV et al., 2003).

1.2 Efeitos do selénio no Sistema Nervoso Cerfdld)

O cérebro é um 6rgéo que se destaca por postasr qlantidades de selénio, as
guais se mantém até mesmo em condi¢des de deiicideste elemento (SCHWEIZER
al., 2004). Ratos alimentados com dietas deficientasselénio por muitas geracoes
apresentaram uma pequena reducdo nos niveis diestautriente nas células cerebrais
(SAVASKAN et al., 2003). Além disso, no SNC o selénio é encontradtacipalmente
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associado a proteinas e exerce seus efeitos mokgiredominantemente apds a
incorporacdo em selenoproteinas (PROHASKA & GANTHER76; STADTMAN,
1996). Contudo, varios trabalhos estdo sendo fetos o objetivo de elucidar o papel do
selénio nas fungdes cerebrais.

Em modelos animais de doencas neurolégicas, WILREOe RUBIN
demonstraram que a administracdo de selénio tesito®fbenéficos apds a epilepsia
induzida por ferro em ratos (RUBIN & WILLMORE, 198WILLMORE & RUBIN,
1981). Outros estudos relataram que roedores dklues com dietas pobres em selénio
apresentavam uma maior sensibilidade a degeneragio-estriatal induzida por
metanfetamina (KIMet al., 1999; 2000). Além disso, a administracdo de akalnico em
ratos alimentados com dietas pobres em selénioulem aumento da morte celular
hipocampal e altos indices de episddios epilétiE@s/ASKAN et al., 2003). No entanto,

a suplementacdo com selénio impediu a perda derdoepaa degeneracdo de neurdnios da
substancia nigra e reduziu a peroxidacao lipidida DEEB et al., 1995; IMAM et al.,
1999; ZAFARet al., 2003). Em adi¢cdo, em camundongos, 0s niveis l@aiseno tecido
cerebral dependem fortemente da expressao da paedsioa P (SelP), sugerindo que SelP
possui um papel crucial no transporte do seléni@ macérebro (HILLet al., 2003,
SCHOMBURGEet al., 2003).

Os primeiros dados clinicos relacionando o seléain doencgas neuroldgicas, que
pertencem a dois estudos nao interligados, sugguemmo minimo uma forma intratavel
de epilepsia em criangas estaria associada a hbaieis de selénio no sangue (WEBE&R
al., 1991; RAMAEKERSet al., 1994) e que estes episddios poderiam ser cotb®la
guando as criangas recebessem uma suplementacaestommicronutriente. O fato mais
importante foi que, com a retirada da suplementag@oo selénio, os episddios epiléticos
retornavam e novamente poderiam ser controladogrgencom a suplementacdo com o
selénio (RAMAEKERSet al., 1994). Essas observagfes sao suportadas, e pelds
resultados obtidos com camundongos deficientegataipa SelP, que desenvolveram um
fendtipo neurolégico com desordens no movimenteemteial epilepsia (SCHOMBURG
et al., 2003). A ligacdo entre epilepsia e selénio tamlféi sugerida a partir de
observacfes de pacientes sob nutricdo parenteeapgssuiam o risco de desenvolver
epilepsia até o selénio ser incorporado nas forgbem (KIEN & GANTHER, 1983;
BROWNet al., 1986).
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SCHWEIZER et al., em 2004, propuseram um modelo de ativacdo desalvo
celulares e cascatas apO6s danos no tecido cerebraty os encontrados em epilepsia,
isquemia e traumatismo, relacionando com os niokeiselénio. Neste modelo, o dano no
tecido cerebral inicialmente induz a um aumentdiberacédo de glutamato, afetando os
neurdnios e ativando as células gliais. A proloagauracdo desta liberacdo de glutamato
leva ao aumento do influxo de calcio e aumentostiesse oxidativo e, subseqglientemente,
a morte celular. Entretanto, as células gliais u{aél microgliais e astrécitos) séo
diretamente ativadas pelos sinais mediados poron&g injuriados ou mortos. Esta
ativagcado potencializa o estresse oxidativo e o aewwal levando a uma segunda inducéo
de morte celular, também chamado de “segundo dtaQueumento dos niveis de selénio,
pelo seu status redox, balancearia o estado reedbdac e controlaria a ativacdo de
quinases e fatores de transcricdo. Estes efeita®pr@tetores podem, em principio, ser
mediados diretamente ou indiretamente pela incagdor do selénio em selenoproteinas
e/ou aumentar a expressao destas. Entretanto, o patal qual o selénio atua diretamente
em células microgliais ou astrogliais ainda permargesconhecido (SCHWEIZERal.,
2004a).

Assim como na epilepsia, o selénio tem demonsteseitos protetores em modelos
animais da Doenca de Parkinson (DP). KéMal. (1999; 2000) demonstraram que as
lesbes quimicas no sistema dopaminérgico provoqawas-hidroxidopamina (6-OHDA),
metil-fenil-tetrahidropiridina (MPTP) ou metanfetama (MA) em animais deficientes em
selénio poderiam ser reduzidas pela administragdtednicronutriente. O pré-tratamento
com selénio também inibiu as alteracdes neurocdmpentais e reduziu os niveis de
produtos provenientes de peroxidacdo lipidica pcaslas por iminodipropionitrilo em
camundongos (AL DEEERt al., 1995). JA no modelo de MA, o selénio teve unmtaefei
protetor contra a deplecéo de dopamina no estdamlmodulagao de enzimas dependentes
deste micronutriente (como a GPx), pela admini&trage selénio, atenuou de maneira
dose-dependente a neurodegeneracdo em ratos sratado 6-OHDA e em ratos e
camundongos tratados com MA (IMAB al., 1999; SANCHEZet al., 2003; ZAFARet
al., 2003).

Dados clinicos com pacientes possuidores da DRetanto, ndo sugeriram
diretamente uma ligacdo entre esta doenca neunoelegea e os niveis de selénio no
fluido cerebrospinal ou a atividade de GPx (CHENB&RRY, 2003, BRAUER &



Introducgéo

SAVASKAN, 2004). Certamente, a atual inabilidadedééerminar os niveis de selénio ou
as atividades de selenoenzimas no cér@bnvo representa, por enquanto, o principal
problema na elucidacdo do papel do selénio na Roga¢’arkinson (SCHWEIZE& al.,
2004b).

Da mesma maneira, a direta correlacdo entre esmie selénio e estagios do Mal
de Alzheimer ndo tem sido encontrada (CORNIETAl., 1998; CHEN & BERRY, 2003).
Curiosamente, foi observado em tecidos cerebraipagd@&ntes que possuiam o Mal de
Alzheimer um aumento na atividade da enzima tiaxewd redutase (TrxR), mas uma
diminuicdo nos niveis transcricionais de tiorredaxi(Trx) (LOVELL et al., 2000).
Entretanto, no presente momento, estd em andamamgesquisa clinica que examina o
efeito do tratamento com o selénio em associagdtamina E na incidéncia da deméncia
de Alzheimer (PREADVISE). Esta pesquisa esta sdeia juntamente com a pesquisa
SELECT (Selenium and Vitamin E Cancer Preventiaal)lque avalia a acdo do selénio e
da vitamina E na prevenc¢éo do cancer de prostata.

Entretanto, varios pesquisadores tém encontragelagdes entre alguns tipos de
Esquizofrenia e niveis de selénio e/ou selenopageno cérebro e sangue. BERRY, em
1994, cita que a selenoproteina P, que é uma paoteansportadora de selénio,
possivelmente estaria envolvida na etiologia de formaa de esquizofrenia. Ja VADDADI
et al. (2003) demonstraram que pacientes esquizofrérdpossentam baixos niveis de
selénio no cérebro. Mais recentemente, em 2005, TGL& al. mostraram que o gene
SELENBP1 (que codifica uma “selenium-binding pnoteé altamente expresso no tecido
cerebral e sanguineo de pacientes esquizofrénjaammeisso, este gene poderia tornar-se
um forte candidato a biomarcador da esquizofréBl2AT T et al., 2005).

1.3 O selénio na prevencgao do cancer

Os estudos desenvolvidos por DOUGLAS FROST e RAYMOSHAMBERGER
nos Estados Unidos, em 1969, estimularam o interaaspesquisa do selénio para a
prevencdo do cancer (SHAMBERGER & FROST, 1969). 6Apste trabalho, varios
autores destacaram os efeitos anticarcinogénicaelénio (SHAMBERGER & FROST,
1969; SHAMBERGER & WILLIS, 1971; SHAMBERGER! al., 1976; SPALLHOLZ,
1994; BRONZETTIet al., 1996; BLOCK, 1996; COMBS, 1997; STAPLETO4 al.,
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1997; MEUILLET et al., 2004). Data de 1911 o primeiro relato do selécgono
tratamento eficaz em tumores induzidos em camurerfylUGESHet al., 2001a).
MILNER, em 1981, comprovou a agao anticarcinogédegormas organicas de selénio
em camundongos, explorando mais possibilidadesrdeat ativas deste micronutriente.
Alguns autores sugerem que a suplementacdo oui@iccom o selénio diminuiria
a incidéncia e a mortalidade causada por algus tijfe tumores, por exemplo, célon,
prostata e pulmdo (CLARKet al., 1997; WHANGER, 2004). Esta ac¢do seria
possivelmente mediada pela reconhecida atividaddioxatante do selénio
(SHAMBERGER et al., 1976; NEVE, 1991; COMBS & GRAY, 1998) ou pela sua
capacidade de interferir na expressao de selergpastnesses 6rgaos, ja que a reducdo da
guantidade de selénio tecidual afeta a expressatgdmas selenoproteinas como a GPx e
SelW (PAGMANTIDIS et al., 2005). Além disso, 0 selénio ativa algumas engima
importantes como MAP quinases (MAPKS) e fatoresraescricéo, tais como, AP1 e NF-
kB que influenciam na expressédo génica e crescimmitbtar (MAKROPOULOSet al.,
1996). A acdo do selénio também poderia estarioelata com a prote¢do contra danos ao
DNA (LIU et al.,, 1991; THIRUNAVUKKARASU & SAKTHISEKARAN, 2003),
inducédo de enzimas detoxificantes (IP, 1998; CHABRRTY & SELVARAJ, 2000) e
indugdo de apoptose via mecanismos redox (COMBS RAY; 1998; IP, 1998;
GANTHER, 1999; EVANGELOU, 2002; VALKCet al., 2006). Entretanto, um recente
estudo sugere que a acdo anticarcinogénica dace&aria relacionada a uma acao pro-
oxidante e ndo antioxidante deste elemento (DRAXKIDG6). Embora o selénio seja um
componente da importante enzima glutationa peregida, com isso, a remocao de
espécies reativas de oxigénio (ERO) fosse a pahdipngdo bioquimica do selénio
(NEVE, 1991), VERNIE, em 1984, demonstrou que mesmoconcentracbes maiores do
que aquelas consideradas 6timas para a acdo daoG®kenio segue apresentando um
aumento na atividade anticarcinogénica. Segundo KIRAo0 selenito, composto
inorganico de selénio recentemente aprovado petaodFand Drug Administration”
(FDA), pode inativar diretamente enzimas contendis {por exemplo a proteina quinase
C — PKC), oxidando os grupamentos sulfidrila e pmiatlo ERO. Com isso, as células
mutantes, que entram em apoptose mais facilmente qde células normais,
desencadeariam o processo apoptotico (DRAKE, 2@D$§)estudos feitos em mamiferos

apontam que as formas inorganicas sdo agentesimotdis mais eficazes do que as
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formas organicas (GREEDER & MILNER, 1980; THOMPSON84; REDDY et al.,
2000; CORCORANtt al., 2004).

Nos ultimos anos, o uso do selénio para a prevedg&éancer tem sido analisado
em testes clinicos em humanos, sendo que o priresttao foi desenvolvido na China.
Um total de 20.847 chineses ingeriram aproximad&en@d-50ug de selenito de sodio por
dia durante 8 anos e a incidéncia de cancer pondei figado foi significativamente
reduzida (OGRAet al., 2002). CLARKEet al., 1997, demonstraram que a suplementacéo
com levedo de cerveja enriguecido com selénio dimira morbidade e mortalidade
relacionada ao cancer em aproximadamente 50%. Aiéso, um estudo denominado
SELECT, como citado anteriormente, estda em andamed Estados Unidos, desde 2001,
com aproximadamente 30 mil pacientes homens, no egtd sendo avaliada a acao
anticarcinogénica do selénio usando o compostan@g&elenometionina (em associacao
ou ndo com a vitamina E) na prevencao do cancpratata. Este estudo continuard até o
ano de 2013 e, com certeza, trard maiores escta@etds em relacdo ao uso de selénio
como agente antitumoral (KLEI#&t al., 2003; HAMILTON et al., 2006; DRAKE, 2006).

1.4 Biodisponibilidade

A recomendacédo de ingesta diaria nos Estados Usidgsre 70 e 55 pg/dia para
homens e mulheres, respectivamente, sendo 35Cpmlidnite maximo aceitavel. Sendo o
solo a fonte primaria de selénio nos alimentosyiesis do elemento em plantas e animais
variam muito (REILLY, 1998; BIRRINGERt al., 2002; WHANGER, 2002; ABDULAH
et al., 2005).

O selénio é um micronutriente cujas concentracélesionadas com deficiéncia e
intoxicacdo sdo muito proximas, diferindo entresina proporcdo menor que 100 vezes
(JACOBS & FROST, 1981). Na forma de selenito owers@inetionina, funcdes de
nutriente essencial sdo compativeis com os niveisoeno de 0,1 ppm na dieta enquanto
niveis toxicos sado atingidos a 8 ppm. Em gerall.&0Dde sais de selénio varia entre 0,4 a
6,4 mg Se/Kg dependendo do composto utilizado (IRFK, 1993)
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1.5 Ocorréncia e metabolismo em mamiferos

Em 1970, Klaus Schwarz e seu colega Arne Fredgandelk/eram uma série de
compostos organicos de selénio ndo téxicos e mrdbmente eficazes na prevengédo da
necrose hepatica dietaria, modelo animal pelo quadapel essencial do selénio foi
demonstrado em 1957. O “fator 37, isolado a patérextrato de rim murino, foi mais
eficaz que selenito na prevencdo da necrose diet@patica. Esse fator 3 permitiu a
identificacdo de uma forma organica de baixo pesdecnlar de selénio, o primeiro
selenocomposto de mamifero a ser identificado elenscisteina (SPALLHOLZ, 1994;
FLOHE et al., 2000).

Os animais podem sintetizar diversos metabdlilmermediarios durante a
conversao de selénio inorganico em formas orgaeicdse-versa, como mostra a figura 2.

Formas inorganicas como o selenato sdo converddoselenito e este é reduzido
por proteinas tiol intracelulares, como a glutaijom redutases dependentes de NADPH e
independentes de oxigénio. O produto final dests;des, via selenodiglutationa e
persulfido de selenoglutationa, é o seleneto deb@&hio que é um composto central nesse
metabolismo, (GANTHER & LAWRENCE, 1997).

Selenometionina oriunda da dieta ou protedlisedepser convertida por
transulfuracdo em selenocisteina ou selenocistgtian qual por acdo de uma liase
especifica, forma seleneto de hidrogénio. Algunspmmstos selenados metilados, como
selenobetaina, seleno-metilselenocisteina e dgaktiioxido, entram diretamente na rota
de metabolismo de selénio aumentando o pool daafoirmarganica deste elemento
(BIRRINGEREet al., 2002).

O seleneto de hidrogénio é o intermediario corpana sintese de selenoproteinas e
para sintese de produtos metilados para excrecém &fividade tiol metiltransferase
forma metilselenol e diseleneto de dimetila, o g@iaéxcretado via ventilacdo, e uma
metilagdo sequencial por tioéter-metiltransferasmé o ion trimetilselenonium, excretado
na urina. Uma via alternativa para este intermedg&i oxidacdo a selénio elementar com
concomitante geragdo de anion superoxido (YeAAl., 1993) .

Na via biossintética, seleneto de hidrogénio € adtiv por conversdo a

selenofosfato, utilizado na sintese de aminoaddtenados - especialmente selenocisteina
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- finalmente incorporados em selenoproteinas deramt tradugcdo por um tRNA
especialmente modificado (BIRRINGERal., 2002).

10
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i Selenocistina
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Figura 1. Metabolismo do selénio em mamiferos (Adaptado d&NTHER &
LAWRENCE, 1997).
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1.6 Compostos organicos de selénio

Embora os compostos inorganicos de selénio venlamestacando pelas suas
promissoras propriedades antitumorais (DRAKE, 20089 formas organicas deste
elemento apresentam uma menor toxicidade, comparaacth as formas inorganicas,
sendo também amplamente estudadas.

O conceito que moléculas contendo selénio sdo egeamicleofilicos (e assim
antioxidantes) melhores do que os compostos adokes classicos tem levado ao
desenvolvimento de varios compostos organosselsn@d&OTTI et al.,, 2004). Em
adicdo, compostos organicos de selénio tém apsskeratividades bioldgicas muito
interessantes (MORETT@ al., 2005; FUNCHALet al., 2006).

O Ebselen (2-fenil-1,2-benzisoselenazol-3(2H)-onsiptetizado em 1984, foi
intensamente estudado na Gltima década (SIES, 1898jn composto organosselenado
ndo-toxico, dotado de potente atividade mimética Giex e portanto um excelente
antioxidante, além de possuir acdo antiinflamat@miaterosclerotica e citoprotetora em
diversos modelos biolégicos (MULLERet al., 1984; MAIORINO et al., 1988;
TAKASAGO et al., 1997). Ebselen e seus metabdlitos reduzem hidigijo@s organicos
protegendo lipoproteinas e membranas, mimetizarsdanaa atividade da fosfolipideo
hidroperéxido glutationa peroxidase (SCHEWE, 1995).

Entre as drogas antioxidantes, ebselen parece s®is promissor devido a baixa
toxicidade (PARNHAM & GRAF, 1991), caréncia de &dsi colaterais, estabilidade
metabdlica (a qual deve-se a uma série de inteecsedgs ciclicas), metabdlitos com acéo
biolégica e mdultiplas acdes farmacoldgicas, commydicacdo de perdxidos, inibicdo de
enzimas e modulacdo de processos de transducamatie siteracdes célula-célula. Além
disso, e em vista destas caracteristicas, o compmesenta capacidade de reduzir a
toxicidade de outros xenobidticos, propriedades eittecido-protetoras (principalmente
contra estresse oxidativo) e também potencial rdistmatério com diversos alvos
moleculares, como a inibicdo de lipoxigenases, N@ase, NADPH oxidase, proteina
guinase C entre outras (SCHEWE, 1995).

Evidéncias de atividade neuroprotetora para pstieroso antioxidante selenado
também sdo extensas na literatura, principalmemiga&cientes com aneurisma cerebral

hemorragico subaracndideo, isquemia cerebral e goda Parkinson (SCHEWE, 1995;

12
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SAITO et al., 1998; YAMAGUCH I et al., 1998; DAIBERet al., 2000; PORCIUNCULA
et al., 2001; ROSSATt al., 2002).

Apés a descoberta de ebselen, uma série desoestauturas organosselenadas
candidatas a mimicos de GPx foi estudada, incluinaithlogos de ebselen,
benzoselenazolinonas, selenamidas e derivadas]atiesos de diarila, varios disselenetos
imidazolicos modificados e a enzima sintética sedebtilisina. Até o momento, nenhuma
nova estrutura conseguiu superar as qualidadestagens do ebselen (MUGES#Hal.,
2001b).

Entretanto, o ebselen € uma molécula complexam@segiliientemente, sintetizada
com alto custo. Ja& os disselenetos, que apreseglgumas caracteristicas quimicas e
biogquimicas em comum com o ebselen, sdo estrutueas simples, sintetizadas com
maior facilidade e menor custo. Com isso, varigselenetos comecaram a ser sintetizados
e estudados quanto as suas atividades biologi@SSRTOet al., 2002; MEOTTIet al.,
2004).

O Disseleneto de Difenila [DPDS, (Ph8e¢ um composto selenado simples e
extremamente estavel (Figura 3), constituindo-se uamimportante intermediario em
reacOes de sintese organica, em especial de decogésndo selénio. Dessa forma, esta
molécula representa um risco ocupacional potengahb trabalhadores da industria
sintética (PAULMIER et al., 1986; BRAGA et al., 1997). Entretanto, o DPDS, que
comecou a ser estudado pelos seus possiveis dfeiiogs, vem se destacando pelas suas
interessantes propriedades bioldgicas.

Soe—2=5Se

Figura 2. Disseleneto de difenila (DPDS)

Estudos prévios demonstraram que DPDS causa mitoricidade em roedores
guando administrado nas mesmas doses em que eabBv@dade antinflamatoria e
antinociceptiva (NOGUEIRAet al., 2003c, 2004; ZASSCet al.,, 2005) e a pré-

13
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administracdo de DPDf3cilita a memoria de longa duracdo na tarefa deneecimento
de objeto em camundongos (RO8&#al., 2003). Além disso, DPDS foi neuroprotetor em
modelos de isquemim vitro (GHISLENI et al., 2003; PORCIUNCULAet al., 2003),
protegeu contra o dano induzido por 2-nitropropanofigado de ratos (BORGES$al.,
2005) e preveniu a hiperfosforilacdo de proteimagitbesqueleto de células cerebrais de
ratos jovens induzida pelos agentes neurotéxicdenitiditelureto e metilmercario
(MORETTO et al., 2005; FUNCHAL et al.,, 2006). Apesar deste disseleneto possuir
interessantes atividades bioldgicas e neuropr@star DPDS também tem apresentado
efeitos tOxicos em varios modelos experimentais.

DPDS é um potente inibidor da enzidaminolevulinato desidratase (ALA-D,
rica em grupamentos sulfidrila e envolvida na sietéo grupamento heme) hepatica, renal
e cerebral de camundongos e ratos e sanguineandanbs (BECHARAet al., 1993;
BARBOSA et al., 1998; MACIEL et al., 2000; NOGUEIRAet al., 2003a). Esta inibicao
seria devida a oxidacdo dos grupamentos sulfidal@nzima provocada pelo disseleneto.
Com a inibicdo desta enzima, ocorre um impedimaatbiossintese do grupamento heme
e, consequentemente, um acumulo de aminolevuliriaste, por sua vez, reage com
proteinas celulares acarretando na producédo de BPR{o estudo também mostrou que a
reacdo entre o disseleneto de difenila e peroxadidrogénio conduzia a formacéo de
acido seleninico, composto mais téxico que o DP@i também inibiu a ALA-D do
figado de ratos (FARINAt al., 2002).

Em 2001, JACQUES-SILVA e colaboradores mostraram guacido ascorbico é
capaz de reverter a deposicdo de selénio no cémddroatos tratados com DPDS,
entretanto ndo era capaz de reverter a inibicdAldeD. NOGUEIRA e colaboradores,
em 2001, demonstraram que DPDS aumenta a atividadedenilato ciclase e inibia a
ligacdo de glutamato e MK-801 a membranas sinapti ratos, mostrando que este
organosselenado é capaz de modificar a funciorddida sistema glutamatérgigovivo e
in vitro. DPDS também inibiu o influxo de calcio em sinagstmmas cerebrais,
provavelmente através da interacdo com grupamesatifidrila presentes na estrutura do
canal de calcio voltagem-dependente envolvido neisssesso (MORETTGt al., 2003).

A neurotoxicidade potencial desse composto foiewiihda por meio de episodios
convulsivos em ratos e camundongos, 0s quais fdepandentes da via de administracao
da droga e, portanto, da metabolizacdo (NOGUE&RA., 2003b). Neste estudo, a BL
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do DPDS foi de 210umol/Kg para os camundongos que receberam injecao vi
intraperitoneal e acima de 5Q0mol/Kg quando a via utilizada foi a subcutanea.eEst
mesmo grupo de pesquisadores também sugere quemsge@ades toxicoldgicas destes
organosselenados no cérebro podem estar relac®naela menos em parte, a inibicdo de
sistemas de neurotransmissores excitatorios fgicdé (NOGUEIRAet al., 2001). A
toxicidade renal e hepética também depende, peimngnte, da via de administracédo
testada, sendo a via subcutanea a menos danosal(MECal., 2003).

Similarmente aos compostos classicos envolvidosreagdes de oxi-reducdo, o
DPDS apresenta tanto atividades pré6 como antiotedasendo que tais efeitos dependem
da dosagem e do modelo experimental utilizado. D&z a geracdo de ERO em
homogenados de cérebro de camundongos e ratosegugdo da peroxidacdo lipidica
(ROSSATO et al.,, 2002; MEOTTI et al., 2004). Entretanto, a atividade “glutationa
peroxidase-like” ensaiada pela oxidacdo de gruptosesulfidrila durante a reducdo do
peroxido de hidrogénio € muito baixa (MUGES# al., 2001b). NOGUEIRA e
colaboradores, em 2004, citaram que o DPDS, conmm®wrganodisselenados, tem a
capacidade de decompor peroxido de hidrogénio oa vamiedade de hidroperdxidos
lipidicos a agua ou aos seus alcoois equivalersaado GSH ou outros tidis reduzidos
sintéticos como doadores de elétrons (NOGUEHRAI., 2004). Entretanto, como citado
anteriormente, DPDS inibe a ALA-D por meio de sugioa pré-oxidante sobre os
grupamentos sulfidrila da enzima (NOGUEIR#al., 2003a).

Além disso, linhagens d&accharomyces cerevisae deficientes em enzimas
antioxidantes, como superoxido dismutase e glutatperoxidase, tratadas com DPDS,
foram mais sensiveis a agentes oxidantes do quelasqgue ndo foram tratadas com o
disseleneto. Ensaias vitro e in vivo demonstraram que esse efeito pro-oxidante seria
devido a capacidade do DPDS em diminuir o contalel&SH celular por interagir ndo-
enzimaticamente com o grupamento tiol da glutatipnavavelmente através da formacgéao
de adutos (ROSAt al., 2005). Esta atividade pro-oxidante também foioah@da em
ensaios de antimutagenicidade &aimonella typhimurium, onde o pré-tratamento da
linhagem que detecta danos oxidativos com DPDS atouea mutagenicidade induzida
por peroxido de hidrogénio (ROS#Aal., 2004).

J4 os estudos que avaliaram o potencial mutagéec®@PDS emSalmonella
typhimurium e Saccharomyces cerevisiae mostraram que este composto, somente quando é
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adicionado durante o crescimento, induz mutactesipio “frameshift” e aumentou a
freqUéncia de “crossingover” e conversao génicque, tais efeitos seriam devido a sua
capacidade de se intercalar entre os pares de Has&®NA e/ou pela sua acdo pro-
oxidante (ROS/Aet al., 2004).

Além do DPDS, outros compostos organoselenadosbéiaim apresentam
interessantes efeitos mutagénicos ou antimutagénkm ensaios que avaliaram a sintese
ndo programada de DNA em fibroblastos humanos,oogpostos organicos de selénio
selenometionina e selenocistamina, diferentememtalglins compostos inorganicos deste
elemento, ndo induziram sintese de DNA neste si&téanto na presenca quanto na
auséncia de glutationa. Com estas observacdes, \INBIEt al. (1980) propbés que a
reducdo esteja envolvida na conversdo de compcHlehados para as suas formas
mutagénicas. A forma mutagénica de compostos inaga seria selenol (GS-Se) e R-Se
para compostos organicos, apés a reacao com ghaafWWHITING et al., 1980). Estes
pesquisadores explicaram que os danos ao DNA eet&@o de radicais livres durante a
reacao entre compostos selenados inorganicosaigha e pela formacao de selenol entre
outros metabdlitos seriam responsaveis pelas legfiestoxicas (WHITINGet al., 1980).

J4 em ensaios com a linhagem D7 Secharomyces cerevisae, a selenometionina foi
mutagénica, em ambito de mutacdo reversa e comvgédica, e antimutagénica, contra
os efeitos deletérios do peréxido de hidrogénio femgdo da dose testada, sendo o efeito
mutagénico novamente observado em doses altas (RMJA MADHAVANATH,
2000). Os numerosos relatos das atividades muitzagE® antimutagénicas do selénio e
seus derivados, em diversos modelos biolégicogjuiam a dois fatores determinantes: a
concentracdo e a forma quimica portadora se sel§SHAMBERGER, 1970;
SHAMBERGEREet al., 1973; RAYet al., 1978; STAHLet al., 1984).

1.7 Objeto de estudo: 3'3-ditrifluormetildifenilsieleneto

3'3-ditrifluormetildifenil disseleneto [DFDD, @EPhSe)] (Figura 3) € um
composto organico de selénio que possui um peseculal de 448 g e uma estrutura
guimica similar ao DPDS (PhSeNo entanto, diferentemente do seu analogo DPES, e
composto tem sido pouco estudado. NOGUEIRA e cotdmes, em 2003, fizeram um
estudo comparativo entre varios organosselenadtsm®nstraram que DFDD reagiu de
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maneira diferente ao DPDS, ndo induzindo episochiosulsivos em camundongos. Além
disso, a DL50 do DFDD em camundongos (administrag@éantraperitoneal) foi superior

a 500 umol/Kg, enquanto o DPDS apresentou umasDde 210umol/Kg. Os autores
atribuiram tal efeito aos dois grupamentog @esentes em DFDD e ausentes em DPDS
(NOGUEIRA et al., 2003b). Esses resultados corroboram outro esjudocomparou 0s
efeitos do DFDD e DPDS na protecdo contra a lipppdacdo em células cerebrais de
camundongos e ratos, onde somente o composto DRB®ndtrou uma potente agao
antioxidante (MEOTTEt al., 2004).

CF3
QseseO
F3C

Figura 3. 3'3-ditrifluormetildifenil disseleneto (DFDD)

2. Estratégias experimentais utilizadas nesse estud
2.1 Avaliacéo das atividades neurocomportamentaisaamundongos
2.1.1 Estudo de memorias de curta e de longa @orac

A memoria € um processo dindmico que pode ser idivikem trés etapas
principais: (1) aquisicdo da informacéo; (2) comEjdo e armazenamento, que é 0O
processo de filtracdo e fixacdo progressiva darmmdégdo inicialmente adquirida e (3)
evocacao (“retrieval”’), processo de resgate ou esg@io dos eventos consolidados
(IZQUIERDO, 1989; IZQUIERDO & MEDINA, 1997; CAHILLet al., 2001). A
consequéncia dos trés processos envolvidos na neesegria a aprendizagem (aquisicao
de novas memarias) e formacdo de um novo compontameu modificacdo de um pré-
existente. Pode-se definir meméria como a consé&ovag evocacado de informacdes
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adquiridas através de experiéncias vividas (IZQUDBER& MCGAUGH, 2000). Os
individuos apresentam capacidade de adaptacdo éicagdio de seu comportamento
guando expostos a novas experiéncias e a capacittadecordar eventos depende de
modificac@es induzidas no sistema nervoso pelaepeto destes eventos (IZQUIERDO,
1989; THOMPSON & KIM, 1996; MARKOWITSCH, 1997).

A capacidade de adquirir novas informacdes € ursanuks importantes funcdes
do sistema nervoso e a expressdo de memorias mevia adquiridas € crucial para a
evolucdo das espécies (MCGAUGH, 2000). Evidéndimscas e experimentais ha muito
demonstram que as memdrias nao consistem em umegsalnico, variando, por
exemplo, em conteddo e duracdo (MCGAUGH & IZQUIERIX®DOO). De acordo com
seu conteudo, as memodrias sao classificadas enmardidghs ou explicitas (séo
conscientemente adquiridas e evocadas, podendar \ariplamente em sua duracdo) e
procedurais ou implicitas (sdo adquiridas gradatemie e uma vez estabelecidas sao
evocadas de maneira inconsciente e constituemstig@douros) (THOMPSON & KIM,
1996; MARKOWITSCH, 1997). De acordo com o tempoashie 0 qual sdo armazenadas,
as memorias também podem ser divididas em dois fipmcipais: memaorias de curta
duracdo (“Short-term memory” — STM) e memoria degle duracdo (“Long-term
memory” — LTM). As STM séo aquelas retidas denteoaljuns segundos até algumas
horas apds o aprendizado e as LTM séo aquelascongolidacdo € mais demorada e
persistem dias, anos ou mesmo uma vida inteiraWIERDO et al., 1998; IZQUIERDO
etal., 1999; BIANCHINet al., 1999; ROSAet al., 2003).

Acredita-se que o substrato neural das memdériasy e curta quanto de longa
duracdo, resida em alteracfes nas conexdes sasgiitre neurdnios de regides cerebrais
especificas e a natureza de tais modificacdes itasipela aquisicdo de novas memarias
tem atraido muita atencdo nas ultimas décadas (IERDO & MEDINA, 1997;
ROESLEREet al., 2000). Estudos dos mecanismos neurais das LTivbdstram que sua
formacdo é um processo gradual que envolve substrauroanatdomicos, celulares e
moleculares especificos. LTM ndo sédo imediatamadtpiiridas sob sua forma estavel,
sendo necessario serem consolidadas. Durante odperue se segue a sessdo de
aprendizado, enquanto as LTM sao consolidadasTEks&o funcionais (GOELE®t al.,
1986; IZQUIERDOet al., 1998; IZQUIERDOet al., 1999; PICADA, 2003). Estudos
utilizando tratamentos farmacoldgicos especifia®saees de cancelar a formacdo de STM
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sem afetar a LTM para a tarefa de esquiva inilat@emonstraram que memodrias de curta
e de longa duracdo sdo processadas em paralelpaddhando estruturas cerebrais e
mecanismos celulares, porém de maneira independgfn@UIERDO et al., 1998;
IZQUIERDO et al., 1999; IZQUIERDO & MCGAUGH, 2000). Além disso, aeemodrias

de longa duracdo podem ser divididas em assoadivado associativas, dependendo do
mecanismo requerido para a sua formacdo. As mesnagaociativas sdo baseadas na
aquisicao préevia de uma associacao entre um eespgcifico e um estimulo. A tarefa de
esquiva inibitéria € um exemplo de aprendizado @atwo (IZQUIERDO et al., 1997,
ROESLER et al., 1999). JA as memorias ndo associativas sdo algpuiguando a
exposicao repetida ou continua a um novo estimuddiffta 0 comportamento inicial
(VIANNA et al., 2000). Uma das mais elementares tarefas de dpagesn nao

associativa e ndo aversiva € a da habituacdo aumambiente.

2.1.1.1 Esquiva Inibitoria

Na tarefa de esquiva inibitéria (El), o animal ajgle a relacionar a descida de uma
plataforma com um leve choque aplicado nas paZf3IERDO, 1989; ROESLERt al.,
1998, ROESLERet al., 2000). Com isso, huma segunda exposicdo a caxasduiva
inibitéria, ele evita um comportamento inato deceesla plataforma para explorar a caixa.
O aprendizado de EI, que é associativo, envolveoyastimulos, incluindo percepcéo
espacial e visual, sensibilidade a dor, acomparthatto um componente emocional
amplamente modulado pela amigdala e por hormbn&acionados ao estresse
(IZQUIERDO, 1989; IZQUIERDO & MEDINA, 1997; WALZt al., 2000). A EI é uma
tarefa ideal para estudar processos de memoériziadns durante e apdos o treino pois (1)
em geral pode ser aprendida com uma Unica sesseine; (2) ndo é um aprendizado
inato; (3) a farmacologia envolvida na sua moduag®astante conhecida.

O método principal do estudo consiste em admaristima substancia minutos
antes da sesséo treino ou logo apés essa, na guahal € colocado sobre uma plataforma
e o0 tempo de permanéncia (laténcia) é contadowmeéelp desca com todas as 4 patas a
uma grade onde ele recebe o choque. Nas sessdestdeo animal é recolocado na
plataforma, porém nao recebe o choque, sendo dqammpo de laténcia em que o animal
permanece na plataforma é cronometrado e usado cwmdima de retencdo (ROESLER
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al., 1998; 1999; 2000). A primeira sessao teste ochfrdn apds o treino, a fim de medir a
STM, e a segunda 24 - 48 h apds o treino, pararnaediM. A retencdo (memodria) de
curta e de longa duracéo da tarefa de El podersgrdicada ou melhorada pela substancia
administrada; os efeitos observados nos dois tg@esmemodria sdo independentes,
portanto, uma substancia pode bloquear uma das nasTgem afetar a outra ou ainda
apresentar efeitos de melhora numa e prejuizo nea QIZQUIERDO et al., 1999;
IZQUIERDO & MCGAUGH, 2000).

2.1.1.2 Habituagdo a um novo ambiente

A tarefa de habituacdo a um novo ambiente, quen &xemplo de aprendizagem
nado associativa e nado aversiva, também tem a ckukcide avaliar a locomocéo,
exploracdo, motivacdo e ansiedade dos animais (RPESt al., 1998). Este teste
consiste em colocar os animais em um campo ahert@ompartimento semelhante a uma
caixa de madeira (50 X 50 X 30 cm), com uma pamslesidro frontal, e com o piso
marrom dividido com linhas pretas em 12 quadradoais. O animal é observado durante
5 min nos quais ele pode explorar livremente aacaleste periodo, o namero de
cruzamentos das linhas pretas (“crossings”), o ndrde vezes em que o animal levanta as
duas patas dianteiras (“rearings”), o tempo den@&€para o inicio da locomoc¢édo e o
namero de bolos fecais sdo contados durante os.55stias contagens sdo utilizadas como
medida de locomocdao, exploracdo, motivacdo e aadee(ROESLER al., 1998; 1999a,
2000). A habituacdo é medida pela diminuicdo daideiexploratéria que estd associada
ao numero de “crossings” e “rearings” numa seseéte trealizada 24 h apos a primeira

exposicdo ao campo aberto (sessao treino) (VIANNA., 2000).

2.1.2. Estudo do comportamento estereotipado

O comportamento estereotipado € descrito como amportamento no qual um
individuo exibe atividade motora repetitiva, riteie invariavel, e sem uma finalidade ou
proposito real. Geralmente as informacdes sobr@sa heurobioldgica do comportamento
estereotipado séo obtidas pelo estudo em modeivgsdo comportamento induzido por
farmacos ou associado a um determinado ambient&/ERQ et al., 1999; PRESTEt al.,
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2002). Este comportamento pode ser induzido emrshigeespécies de mamiferos pela
administracdo de agonistas dopaminérgicos, compoaarfina (APO), e farmacos que
indiretamente afetam a transicdo dopaminérgicaocanfietamina. Uma injecdo direta de
dopamina ou de um agonista dopaminérgico no estriatluz comportamento
estereotipado em ratos. Este comportamento pode irsbido por antagonistas
dopaminérgicos, como o haloperidol, ou pela inibida sintese de dopamina, usando
metil-p-tirosina, ou ainda pela destruicdo de neio® que contém dopamina com a
neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA) (POWEIleL al., 1999; PRESTEt al., 2002).
Em humanos, o comportamento estereotipado ocorredesordens neuroldgicas e
psiquiatricas como a esquizofrenia e na compuléBessiva, na Doenca de Parkinson, no
autismo, entre outras, e esta tipicamente assoaadumento na atividade dopaminérgica
(GOLDMAN et al., 1998).

Este comportamento pode ser estudado em modelagtitjg@m camundongos, no
gual é definido por movimentos rapidos e repet#ida cabeca e/ou membros dianteiros,
gue persistem por no minimo 30 s, dentro de unpgertle um minuto de observacao
(HITRI et al., 1993; RIDLEY, 1994; BATTISTIet al., 2000; MELLER €t al., 2004).
Geralmente, o animal é colocado numa caixa, apathranistracdo de uma substancia, e
observado durante 1 min., com intervalos de 10antre cada observagéo.

2.2 Avaliacdo da atividade genotdxica

Os testes de genotoxicidade detectam efeitos d#ésudias tdxicas para 0 genoma.
Os mais utilizados sdo aqueles que detectam muaefie células germinativas ou
somaticas, por exemplo, mutacdo génica, associaddtesacbes na sequéncia de
nucleotideos do DNA, ou ao nivel cromossémico, caaberracdes cromossdmicas e
micronucleos (WATERS al., 1999; MACGREGORet al., 2000; DEARFIELD et al.,
2002).

Os métodos que sdo mais amplamente empregadoa gataccdo de mutacdes séao
aqueles que utilizam as bactérigGalmonella typhimurium e Escherichia coli
(DEARFIELD et al., 2002). Para se obter dados sobre mutacfes ematasa&mpregam-
se testes em levedurasacharomyces cerevisiae), em células de mamiferos, em
Drosophila sp., ou mesmo mutacdes somaticas em camundongos.aPdedeccdo de
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mutacBes cromossdmicas, os testes mais utilizadwdseim aberracbes cromossémicas e
micronucleos, sendo que estes testes exigem gédula esteja em estado proliferativo
(TICE et al., 1988; MCGREGOR al., 2000).

Recentemente o teste alcalino eletroforético delaéinica ou Ensaio Cometa, que
detecta quebras no DNA de células individuais, tamliem sido recomendado para a

avaliacdo de genotoxicidade em eucariotos (SINGEA0R

2.2.1 Avaliacdo da genotoxicidade em procariotdgsteSalmonella/microssoma

O teste Salmonella/microssoma, desenvolvido pelo Dr. Bruce Ames e
colaboradores na década de 70 (AMEEEI., 1975; AMES, 1979) € um ensaio bacteriano
de curta duracdo que busca identificar substarzaasadoras de danos genéticos que
possam levar a mutacfes (para revisdo, ver MAROMMES, 1983 E MORTELMANS
& ZEIGER, 2000). Este ensaio baseia-se na indugaoutacdes reversas em linhagens de
Salmonella typhimurium, auxotréficas para o aminoacido histidina e quadoaem as
mesmas a prototrofia. O teste usa linhagerSatieonella typhimurium com mutacgdes pré-
existentes onde a bactéria fica impossibilitadasidéetizar o aminoacido histidina e ndo
forma coldnias na sua auséncia no meio de cul@ioaerva-se porém que novas mutacdes
nos sitios das mutacdes pré-existentes podem rastaiuncdo do gene para a sintese de
histidina e, consequentemente, as células mutadasam a crescer na auséncia de
histidina formando colbnias. Por esta razdo este t referido como de mutacéo reversa
(MARON & AMES, 1983; MORTELMANS & ZEIGER, 2000).

Nas linhagens de Salmonella  typhimurium  utilizadas no  teste
Salmonella/microssoma, a resposta aos danos ao DNA é otimipeda presenca do
plasmideo pKM101, o qual permite a sintese traéislese DNA, levando portanto a
mutagénese (LEITAO & ALCANTARA GOMES, 199BHAMRE et al., 2001). Estas
linhagens ainda contam com outras mutacfes queétanauxiliam a identificacdo de
substancias que lesam o DNA: mutac@fa, que torna defectiva a membrana
polissacaridica, aumentando a permeabilidade e ifpedo a passagem de moléculas
maiores na célula; e, delecdo dos games/uvrB, responsaveis pelo sistema de reparacao

por excisdo de nucleotideos (NER) do DNA, que inepgde esta via de reparacdo esteja
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atuante nestas linhagens, possibilitando a fixag&omutacdes (MARON & AMES, 1983;
HENRIQUESet al., 1987; MORTELMANS & ZEIGER, 2000).

Cada linhagem é mutada de forma diferente no opdadristidina, o que permite a
especificidade na deteccdo de um determinado @pondtageno: (i) a linhagem TA98
detecta mutagenos que causam erro no quadro dealeib DNA (“frameshift mutation”)
apresentando como ponto preferencial oito residapstitivos GC no operon do gene
hispsos2 que codifica para enzima histidinol desidrogenéi§ea linhagem TA97a apresenta
uma sequéncia de seis citosinas no sitio de mutdgégenehispesio € a especificidade
mutagénica desta linhagem é similar a da linhag@&db87, mas sua sensibilidade € muito
maior. A TA97a apresenta ainda uma sequUéncia des pir bases G-C alternadas proxima
a sequéncia de citosinas, semelhante ao sitio dac&uahisyzos; nas linhagens TA98 e
TA1537. Estas sequéncias de bases repetitivassesgean “hot-spots” para mutagenos
gue causam erro no quadro de leitura (“frameshiftation”); (iii) a linhagem TA100
detecta mutagenos que causam substituicdo de garbase do DNA, através de uma
mutacao no genhissss que codifica a primeira enzima da biossintese didima. Tem
como ponto preferencial para a reversédo o par @@jsa mutacdo a substituicdo de uma
prolina por uma leucina; (iv) a linhagem TA102,edifdo das outras linhagens descritas,
contém pares de bases AT no sitio mutdmtess. Esta mutacdo foi introduzida no
plasmideo multicopia pAQ1l, com objetivo de ampéfico niamero de sitios alvo. A
mutacaohissszs € uma mutagdo ocre (TAA) no gehsG, a qual pode ser revertida por
todas as seis possibilidades de trocas de pardmsks (transversdo/transcricdo). Esta
mutacao também é revertida por agentes que causans @xidativos. Como o geoerB
nao foi deletado, a bactéria € proficiente no sistele reparacdo NER, aumentando assim
a sua habilidade para detectar agentes indutorepodées entre cadeias do DNA
(“interstrand DNA cross-linking”) (BARNE®t al., 1982; LEVINet al., 1982a; LEVINet
al., 1982b; MARON & AMES, 1983; MORTELMANS & ZEIGER,0®0).

Em testes com procariotos, um componente importantesistema de inducéo
microssomal. Este sistema enzimético € extraidoétidas de figado de ratos pré-tratados
com um indutor enzimético e tem a funcdo de mimet@ metabolismo de mamiferos,
permitindo que também seja avaliada a acdo gematékds metabdlitos dos agentes
testados. A funcdo primaria do sistema microssoéngdroteger a célula degradando
fisiologicamente substancias inerentes ao metaboliselular e desativando substancias
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estranhas a célula. Porém, algumas substanciasm{@@penos) inativas quando em
contato direto com a célula, podem gerar metal®kletrofilicos que reagem com o0s
centros nucleofilicos do DNA formando adutos (CROSBR998; MORTELMANS &
ZEIGER, 2000).

A combinacéo de testes com presenca e auséncistelma metabdlico e linhagens
bacterianas sensiveis a diferentes agentes pdssitaterminar tanto substancias com acao
genotoxica direta como monitorar a atividade, pssitou negativa, dos metabdlitos
gerados pela biotransformacéo.

2.2.2 Avaliacdo da genotoxicidade em eucariotos

2.2.2.1 Avaliacdo da mutagénese &aocharomyces cerevisiae.

A leveduraSaccharomyces cerevisae € um fungo unicelular do tipo ascomicete,
com ciclo eucarioto tipico e completo, podendo adtivado facilmente em condicdes
adequadas, tanto na fase hapléide como na diplSiderevisae possui todo seu genoma
sequenciado e é geneticamente bem caracterizgugiamente quanto a sua resposta a
agentes causadores de danos ao DNA. Com issopegsiRismo eucarioto constitui-se
ferramenta importante nas pesquisas sobre mutagé&egsro do DNA e mecanismos que
respondem ao estresse oxidativo (MARESal., 2000; MARISet al., 2001; BOEIRAet
al., 2002; PUNGARTNIKet al., 2002).

Os ensaios com leveduras tém sido de grande wldida determinacdo de agentes
mutagénicos ambientais ou farmacoldgicos e servara pomplementar 0os ensaios de
mutagenicidade realizados em bactérias (HENRIQWES., 1987). Esses ensaios sao
rapidos, sensiveis, econdbmicos e reprodutiveisesaptando resultados confidveis na
identificacdo biologica. Além disto, a levedura guisum sistema endoégeno de ativacéo
metabdlica constituido por um complexo enzimaticibto¢romo P-450) e detoxificacéo,
sem a necessidade de adicdo de um sistema exd&@gmm, desta forma, uma vantagem
sobre os ensaios bacterianos (MORE#&@., 1991; PAULA-RAMOSet al., 1991).

Experimentos de mutacdes reversas sdo os mais cameratilizados. Estes se
baseiam na restauracdo ou compensacdo de um degfEitico responsavel por um
requerimento nutricional (ZIMMERMANN, 1975; ZIMMERMNN & SCHEEL, 1984).
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A restauracdo se deve a uma reversao exata dotodefdaginal, enquanto que a
compensacdo pode ser devido a uma mutacdo seamdi@miro do gene (mutacdo
supressora interna) ou por uma mutacao externap gmmcaso dos alelos “nonsense”
(HAWTHORNE & LEOPOLD, 1974). Para que seja idewotfia a mutacdo reversa é
necessario a utilizacdo de uma linhagem com afiesagenéticas adequadas, como por
exemplo, a linhagem hapldide 8ecerevisae XV 185-14c (VON BORSTELet al., 1971).
Esta linhagem permite a deteccéo de dois tiposutagiies locus especificas: reversdes do
alelo ocre lys1-1 ou do alelo “missense” hisl-fewersdes por deslocamento de quadro de
leitura do DNA “frameshift” verificadas no locusin@-10. As células revertentes podem
ser detectadas pela semeadura em placas contendoseletivo no qual o fator de
crescimento inicialmente requerido ndo estd presemti estd em quantidades muito
pequenas, permitindo um “background” de crescimento

As mutacdes génicas resultantes de um tratamentagénico também podem ser
facilmente quantificadas usando-se um marcador tifgino, como por exemplo, a
sensibilidade a canavanina. Muitas linhagens selhag@gxpressam um transportador de
arginina chamado Canlp. A canavanina € um analstgoteral téxico da arginina (Figura
4). O mesmo transportador que internaliza a argjni@z a importacdo de canavanina do
ambiente levando as células a morte. Neste sentidtacdes no gen€ANL, induzidas
por drogas mutagénicas, podem tornar as célulastaetes aos efeitos toxicos da
canavanina, aumentando a sobrevivéncia das cédatapresenca de canavanina quando
comparadas a tratamentos ndo mutagénicos (GREN&Q@N, 1966; HENRIQUES &
MOUSTACCHI, 1980; BRENDEL & HENRIQUES, 2001).

A linhagem N123 permite a deteccdo deste tipo déagdm, chamada mutacéo
“forward” ou mutacao “para frente” (HENRIQUES & MCBTACCHI, 1980). As ceélulas
revertentes podem ser detectadas pelo semeamenptaeas contendo meio seletivo na

presenca de canavanina.
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Figura 4. Estrutura quimica dos analogos arginina e camaaan

2.2.2.2 Avaliacéo da genotoxicidade em células dmiferos

Os ensaios em células de mamiferos sao frequenterng#gados como sendo 0s
mais relevantes para a analise do potencial geicotde agentes quimicos e fisicos (TICE
et al., 1994; MULLER & SOFUNI, 2000). Os organismos préfes para andlisim vivo e
in vitro sdo os roedores, devido a uma correlacdo elevada mutacdes em humanos e
roedores (TICEet al., 1994; MACGREGORt al., 2000).

Células V79, fibroblastos de pulmdo de hamsten&jicorrespondem a uma das
linhagens de células de mamiferos mais utilizadasestes citogenéticos de curta duracao
(BRADLEY et al., 1981). Em geral, o tempo de duplicacdo desthdaseée de 12-16
horas, a 37°C, com 5% de €@presentam um cariotipo estavel comt22 cromossomos
(de facil identificacdo através de microscopio éptie uma baixa freqiéncia de mutagcdes
(BRADLEY etal., 1981).

Os ensaios de genotoxicidade, com algumas altesag@etodologicas, também
podem ser empregados para identificar compostogsfaeiam envolvidos na protecao do
DNA, com uma atividade antigenotoxica (WEISBURGERQO1). Neste sentido,
utilizamos o ensaio cometa para determinar o p@kgenotoxico e anti-genotdxico em

células de mamifero.
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O Ensaio Cometa (EC) ou “single cell gel electrapb® assay” € utilizado na
avaliacdo da genotoxicidade de novas drogas, noitenamento de contaminacao
ambiental por genotoxinas, no biomonitoramento moraepidemiologia molecular e na
pesquisa sobre danos e reparo no DNA (HARTMA&INI., 2003; COLLINS, 2004)0
EC é um teste promissor para a deteccao de les@ps® no DNA de células individuais
(HARTMANN & SPEIT, 1995). Este teste apresenta algs vantagens sobre os testes
bioquimicos e citogenéticos, como: (a) versatil@ain relacdo ao tipo de célula a ser
analisada, sendo que o método ja foi adaptado raeras tipos de células, além de ser
aplicado a diversos organismos; (b) necessidadsodeente um pequeno ndmero de
células; e (c) ndo ser necessério a utilizacdoélldas em divisdo. Pode ser usado em
testesn vitro ein vivo de inducdo de danos ao DNA (COLLINSal., 1997; TICEet al.,
2000; SEKIHASHIet al., 2002; VALVERDE €t al., 2002). Os danos que séao facilmente
mensurados pelo teste sdo quebras no DNA (simplédsipéas), danos alcali-labeis,
ligacOes cruzadas e quebras resultantes de reparexpisdo ndao concluidas (SINGH
al., 1988; FAIRBAINet al., 1995; HARTMANN & SPEIT, 1997; TICEt al., 2000). Em
testes utilizando animais, é possivel avaliar epaal genotdéxico de uma substancia em
células de 6rgaos e/ou tecidos alvo especificoS£84A et al., 2002), como por exemplo,
a atividade genotdxica de uma neurotoxina no cerMORRISet al., 1999; MARTIN &
LIU, 2002).

Existem dois tipos de protocolos para a realizag@o Ensaio Cometa: (a)
tratamento neutro, que detecta dupla quebra no @NAB) tratamento alcalino, que detecta
simples e dupla quebra e danos alcali-labeis (FARBet al., 1995). Esta técnica tem
sido modificada também para detectar adutos no DMi#neros de timina, danos
oxidativos), usando anticorpos especificos (SAUVBI& al., 1998) ou enzimas de reparo
do DNA (SPEIT & HARTMANN, 1999).

A técnica consiste em submeter as células, embebitlagel de agarose sobre uma
lamina, a uma eletroforese que faz migrar pelaetber elétrica os segmentos de DNA
livres, resultantes de quebras, para fora do nudpds a eletroforese, as células que
apresentam nucleo redondo séo identificadas commai®, sem dano reconhecivel ao
DNA. As células lesadas séo identificadas visuatmpor uma espécie de cauda, como de

um cometa, formada pelos fragmentos de DNA (FigyraEstes fragmentos podem se
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apresentar em diferentes tamanhos e ainda estaciafss ao ndacleo por uma cadeia
simples (FAIRBAINet al., 1995).

A identificacdo do dano pode ser feita por difeesnmaneiras, uma forma € medir
o comprimento do DNA migrante com a ajuda de umalascmicrométrica, outra €
classificar visualmente as células com dano ematifes classes (0-4), podendo obter um
valor arbitrario, que expresse o dano geral que ympulacdo de células sofreu
(COLLINS et al., 1993, 1997; BOEIRAt al., 2001; HARTMANNZEet al., 2003).

Figura 5. Visualizacdo da imagem de células “cometa”, ondaleca representa o nucleo
original e a “cauda” os fragmentos de DNA. As imageepresentam as diferentes classes
de dano (0 — 4) (COLLINS, 2004).

O crescente interesse e importancia do EC levouegerdolvimento de um
analisador de imagens, que serve para gquantifiecaomatina que migrou para fora do
nacleo. Contudo, o método de classificacdo visumd deélulas apresenta uma alta
correlagdo com as analises computadorizadas (HC&., 2000; HARTMANN et al.,
2003; FRANKEet al., 2005).
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Il. OBJETIVOS

1. Objetivo geral

Tendo em vista as inUmeras atividades biolégicagsoitantes dos compostos
organicos de selénio, bem como a similaridade 8ed&tifluormetildifenil disseleneto ao
interessante composto disseleneto de difenila, epdetse avaliar as atividades
neurocomportamentais do DFDD em camundongos e engiat genotoxico deste
composto organoselenado emmonella typhimurium, Saccharomyces cerevisae e em

cultura de células de pulmédo de hamster chinésléséV/79).
2. Objetivos especificos

» Estudar os efeitos do DFDD no Sistema Nervoso @kntanalisando
principalmente os efeitos sobre a memodria, locomog&ploracdo, motivagéo,
ansiedade e sobre o comportamento estereotipadar@omdongos.

» Avaliar o potencial mutagénico do DFDD &admonella typhimurium.

» Verificar o efeito antimutagénico do DFDD contramutagénese induzida por
peréxido de hidrogénio (D) e hidroperdxido de tert-butilt-BOOH) em
Salmonella typhimurium.

» Avaliar o potencial mutagénico do DFDD &accharomyces cerevisiae.

» Analisar a genotoxicidade do DFDD em células Viando o Ensaio Cometa.

» Verificar a agdo antigenotoxica do DFDD contra esa$ causados por,®& no

DNA de células de mamiferos em cultura (linhagen®)yttilizando o Ensaio

Cometa.
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Abstract

Selenium compounds display neuroprotective actwithat might be mediated by
their antioxidant actions. Oxidative damage hasmbegplicated in psychiatric disorders
including schizophrenia, and an alteration in egpien of selenium-binding protein-1
(SELENBP-1) has been recently reported in both the blood lanaih of schizophrenic
patients. In the present study we examined thetsffef the organic selenium compound
3'3-ditrifluoromethyldiphenyl diselenide §EPhSe) on apomorphine-induced stereotypy
in mice, an animal model of schizophrenic psychoS8gstemic administration of
(FsCPhSe) at the highest dose used (2ufol/kg in a 10.0 ml/kg injection volume)
significantly reduced apomorphine-induced steresdyfehaviors. A series of control
experiments showed that the same dose $#2RRSe) did not affect open field behavior,
habituation, or aversively motivated memory. Thsuits indicate that organic selenium

compounds should be further investigated as agdttigpossible antipsychotic properties.

Keywords: 3'3-ditrifluoromethyldiphenyl diselenide, Organiselenium compounds;

Neuroprotective drugs; Antipsychotic drugs; Steypetl behaviors;

Schizophrenia
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Selenium compounds display neuroprotective actwithat might be mediated by
antioxidant and antiinflammatory actions, inhibitioof apoptotic mechanisms, and
inhibition of N-methylD-aspartate (NMDA) glutamate receptor-mediated exuticity
[12,25]. The organic selenium compound ebselen basn shown to display
neuroprotective activities in animal models of metic stroke [21, 25, 9], spinal cord
injury [11], Parkinson’s disease [16], as well aatients with aneurysmal subarachnoid
hemorrhage [32] or occlusive cerebral ischaemia)].[28nother organic selenium
compound, diphenyl diselenide (PhSehas been shown to protect rat hippocampal
neurons from damage induced by oxygen-glucose \mn [6]. In addition, we have
previously shown that systemic administration oh$B)» might induce cognitive
enhancement in mice [30].

Oxidative damage has been implicated in the pa&thegjs of schizophrenia, and
the development of novel therapeutic strategiesdas antioxidant compounds has been
proposed [33, 38]. A recent seminal study evalgagene expression in the blood and
brain of patients with schizophrenia has shown thgpression of selenium-binding
protein-1 SELENBP-1) was significantly up-regulated in schizophrergagd SELENBP-1
was the strongest candidate schizophrenia biomaekealed in that study [7]. Thus, the
evidence reviewed above indicates that seleniumpoomds should be investigated as
potential novel therapeutic agents in schizophrenia

Animal models of schizophrenic psychosis used ieclimical testing of novel
agents with possible antipsychotic activity includiereotyped behaviors induced by
amphetamine or the non-selective dopamine recegonist apomorphine in rodents [4,
26, 28]. In the present study we verified whether brganic selenium compound 3'3-

ditrifluoromethyldiphenyl diselenide [§EPhSe)] antagonizes apomorphine-induced
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stereotypy in mice. @PhSe) is structurally related to (PhSe)out lacks its
proconvulsant activity when injected in mice [18fditional experiments were carried out
to examine the effects of {EPhSe) on memory and open field behavior.

Adult male CF-1 mice (25-30 g) obtained from theat&t Health Research
Foundation (FEPPS-RS) were housed five to a cagenaintained on a 12-h light/dark
cycle with food and water availabb libitum. Behavioral procedures were conducted
during the light phase of the cycle between 9:080 An:00. Different animals were used
for the different behavioral tests used. All expental procedures were performed in
accordance with the NIH Guide for Care and Useadfdratory Animals (NIH publication
No. 80-23 revised 1996). All efforts were made tmimize the number of animals and
their suffering.

(FsCPhSe)was synthesized as previously described [22, &n&]dissolved in 10%
dimethyl sulfoxide (DMSO) in saline (0.9% NaCl). itk minutes prior to the behavioral
procedures, animals were given an intraperitongal) (njection of vehicle (10% DMSO
in saline) or (ECPhSe) (1.0, 5.0, and 25.0mol/kg in an injection volume of 10.0 ml/kg
body weight). All solutions were prepared immediateefore injections.

For the first experiment (antagonism of apomorphimteiced stereotypy), mice
were given an injection of vehicle orsFPhSe) followed by a 10 ml/kg i.p. injection of
vehicle or apomorphine (20.0 mg/kg) dissolved ihigle 30 min later. Immediately after
drug injections, mice were placed three per cageesmaluated for stereotyped behavior as
described in a previous report [14]. Animals websayved for 1 min at 10-min intervals
during one hour. Stereotypy was defined as rappktitive head and forelimb movements.

Behaviors scored were sniffing, grooming, head-loahnail biting, and circling.
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In order to control for general effects ofs(0PhSe) on behavior, an open field
behavior test was carried out as described in pusvieports [29, 27]. The open field was
a 50 X 25-cm arena, surrounded by 50-cm high watlade of brown plywood with a
frontal glass wall. The floor of the arena was déd into 12 equal squares by black lines.
Mice were put in the apparatus, placed on itsriedir quadrant, and left to freely explore
the arena for 5 min. Crossings of the black limesrings performed, latency to start
locomotion, and the number of fecal pellets weranted. The number of crossings and
rearings were used respectively as measures ofmlomw activity and exploratory
behavior, whereas the latency to start locomotimhthe number of fecal pellets were used
as measures of anxiety.

Twenty-four h after the first open field exploratisession, mice were placed again
in the open field and tested for habituation. Haddion to an open-field is a model of non-
emotional, non-associative memory [36]. Crossingsthe black lines and rearings
performed in both sessions were counted. The deergathe number of crossings and
rearings between the two sessions was taken asaauneeof habituation, as previously
described [23, 13].

Inhibitory avoidance in rodents is a widely usedrmat model of aversively
motivated conditioning [10]. The step-down inhibbit@voidance apparatus and procedures
were described in previous studies [29, 27]. Tlmbitory avoidance training box was a 50
X 25 X 25 cm acrylic box whose floor consisted @frglel stainless steel bars (1 mm
diameter) spaced 1 cm apart. A 10%amide, 2-cm high platform was placed on the center
of the floor. Animals were placed on the platformdaheir latency to step-down on the
grid with all four paws was recorded with an auttedadevice. In the training trial,

immediately after stepping down on the grid, angnalere given a 0.4 mA, 2.0 s
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footshock. In retention test sessions, carriedlobith (short-term memory retention) and
24 h (long-term memory retention) after training, footshocks were given and a ceiling
of 180 s was imposed in the step-down latency.eisffit mice were used for short- and
long-term memory measurements. Differences betwetmtion test and training trial
step-down latencies were used as memory retentames.

Data are expressed as mears£.M. Differences among groups were analyzed
with a one-way analysis of variance (ANOVA) follovdy LSD post-hoc tests when
necessary. In all comparisomss 0.05 was considered to indicate statistical sigaifce.

Results for apomorphine-induced stereotypy arewshan Fig. 1. Systemic
administration of 25.umol/kg (RRCPhSe) significantly attenuated apomorphine-induced
stereotypy (Fig. 1A and Fig. 1B). Animals given@PhSe) alone showed no stereotypy
(data not shown). Administration of {EPhSe) did not affect other aspects of behavior
(Table 1). There were no significant differenceaggroups in the number of crossings
or rearings performed, latency to start locomotionnumber of fecal pellets produced
during open field exploration, indicating thatsPhSe) did not affect locomotion,
exploratory behavior, motivation, or anxiety. Inethhabituation test, there was no
significant difference among groups in the numbérearings performed in the 24-h
habituation test session. Neither short-term inbityiavoidance retention tested 1.5 h after
training nor long-term retention tested 24-h afi@ining were affected by (EPhSe).
There were no significant differences among grompsaining trial performance, 1.5-h
retention, or 24-h retention. Together, the resultiicate that systemic administration of
(FsCPhSe) in mice significantly attenuated apomorphine-iretlistereotypy at a dose that
did not affect locomotion, exploration, anxiety, nassociative learning, or aversive

conditioning.
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Previous studies have indicated that organosetfemmampounds might display a
range of neuroprotective activities, although theight also induce neurotoxic effects
under certain experimental conditions [18, 19]. &selenium compounds such as
ebselen have shown promising neuroprotective effectanimal models of acute brain
injury and neurodegenerative disorders [16, 21,923,1], as well as on human studies of
ischaemia and aneurismal subarachnoid hemorrhage P®]. In addition, the
organoselenium compound (PhSkas been previously shown to display neuroprotecti
actions in vitro [6] and cognitive-enhancing prdpg in mice [30]. [(ECPhSe)] is a
compound structurally related to (PhSE)8]. The actions of organoselenium compounds
on the central nervous system might be relatedein antioxidant properties [3, 1, 8, 15].

The data reviewed above indicates that organas@etecompounds might have
therapeutic effects in a range of acute and chroaigological and psychiatric disorders
involving oxidative damage to the brain. Oxidatreactions have been proposed to play a
role in schizophrenic disorders [33, 38]. In aduhti recent evidence suggests that the
selenium binding proteirsELENBP-1 might be an important schizophrenia biomarker.
However, previous studies have not proposed a lpessble for organoselenium
compounds in the treatment of schizophrenia. Owult® indicate that systemic
administration of the organoselenium compounds;G@hSe)] attenuated behavioral
features associated with a mouse model of schiemphipsychosis at a dose that did not
affect other behavioral parameters. This findinggasts that organoselenium compounds

should be further investigated in other animal n®ds candidate antipsychotic drugs.
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Table 1. Administration of @E€PhSe) (1.0, 5.0, or 25.0umol/kg) 30 min prior to

behavioral test in an open field or step-down iitbily avoidance training does not affect

open field behavior, habituation, or inhibitory &@@nce retention in mice. There were no

significant differences among groups.

Open field behavior

Group n latency to start # of crossings  # of rearings # of fecal
locomotion (s) pellets
Vehicle 10 11.20 + 2.87 85.00+ 7.3 34.00 £ 5.39 1.60+ 0.6
(F3CPhSe), 1.0 umol/kg 10 1447 +1.34 74.80 + 8.39 30.60 + 3.87 1.00£1.00
(F3CPhSe), 5.0 umol/kg 10 14.65 + 4.98 89.50 + 5.61 36.30+ 3.78 220+ 0.6
(F3CPhSe), 25.0 umol/kg 10 9.34+1.74 98.90 + 11.38 47.80 + 4.99 0.50 £ 0.22
Habituation

Group n # of crossings # of rearings
Vehicle 10 81.30 +11.12 31.00 + 5.47
(FsCPhSe), 1.0 umol/kg 10 60.90 + 6.89 22.30+3.38
(FsCPhSe), 5.0 umol/kg 10 71.20+7.14 29.40 + 4.4
(FsCPhSe), 25.0 umol/kg 10 79.30 + 11.93 34.90 + 6.02

Inhibitory avoidance (mean + S.E.M. latencies to step down (s)

Group n Training 1.5 h retention 24 h retention
Vehicle 11 9.94+241 19.60 £ 3.72 16.48 £ 2.33
(FsCPhSe), 1.0 umol/kg 12 7.50 +1.27 17.61+£6.22 14.88 £ 5.18
(F3CPhSe), 5.0 umol/kg 12 9.58+1.84 25.76 £ 7.93 29.33+£11.20
(F3CPhSe), 25.0 umol/kg 07 15.74 £ 2.97 22.92 +4.02 11.24 + 2.26
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Fig. 1. Systemic administration of§8PhSe) attenuates apomorphine-induced stereotyped
behavior in mice. Animals were given an intrapem@al (i.p.) injection of vehicle (10%
DMSO in saline) or (]CPhSe) (1.0, 5.0, and 25.0mol/kg) followed by an i.p. injection

of apomorphine (20.0 mg/kg) 30 min later. Results shown as mean + S.E. % time
showing stereotypy (A) in each 1-min observatiotenval or (B) in all observation

intervals;n = 9 - 11 animals per group;»< 0.05 compared to the vehicle-treated group.
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Abstract

The trace element Selenium (Se), once known omljtsgotential toxicity, is now
well established as an essential micronutrient feammals. The organoselenium
compound diphenyl diselenide (DPDS) has displayatereésting antioxidant and
neuroprotective activities. On the other hand, tampound has also shown pro-oxidant
and mutagenic effects. 3'3-ditrifluoromethyldiphémdiselenide (DFDD) is a structural
analog of diphenyl diselenide that has been pasitigied. Here we report the genotoxic
and mutagenic potentials and the protective actagasnst the hydrogen peroxide-induced
damage of the organoselenium compound DFDD Salmonella typhimurium
Saccharomyces cerevisiaad cultured mammalian — V79 cells. DFDD has raws
mutagenic effects in th8almonell&dmicrosome assay. Nevertheless, this compound was
able to induce forward and LYSreverse mutations in haploi. cerevisiaestrains.
Moreover, DFDD has also showed genotoxic effect¥7® cells in the Comet assay.
However, this organoselenium compound presenteiieé actions against the®h- but
not t-BOOH-induced mutagenic effects. Furthermore, weelshown that DFDD presents
a Cat-like activity but it has not Sod-like actiofhese results suggest that DFDD might
induce genotoxic effects and protective actionsirsgaHO,-induced damage by
mimicking catalase activity.
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1. Introduction

The trace element Selenium (Se), once known omlytsgotential toxicity, is now
well established as an essential micronutrientriammals [1]. Selenium is a constituent
of several selenoproteins, including glutathionerogiglase, thioredoxin reductase,
selenoprotein P and selenoprotein R, which aregsiiyninvolved in oxidant function and
redox state [2-4]. The interest in organoselendaesnistry and biochemistry has increased
in the last two decades mainly due to the fact shadriety of organoselenium compounds
revealed molecules that could be used as antiotagdanzyme inhibitors, neuroprotective,
anti-tumor and anti-infectious agents, cytokineuicets and immunomodulators [1,5,6].
Diphenyl diselenide (DPDS) (Fig. 1A) is an orgares&im compound with interesting
biological activities. Recently the biological aaties of DPDS have been studied and
these compounds have become good candidates f@péhgic tests, since they present
very interesting pharmacological effects. Studieaveh shown the antioxidant,
hepatoprotective, neuroprotective, anti-inflamata@mnyd antinociceptive effects of this
organoselenidf-8].

Besides of these pharmacological properties, DPEESepts some toxic effects.
The chronic exposure to high doses of DPDS causesat effects in mouse brain and
there is also evidence for liver and renal toxidwgsides teratogenic evidence [9-11].
Recently, it has been shown that DPDS acts as xidaiat by depleting free glutathione
(GSH) and it was able to induce frameshift mutatienSalmonella typhimuriunand in
Saccharomyces cerevisiaad increased crossing over and gene conversigadneies in
diploid strains ofS. cerevisiage[12]. Several organoselenium diselenides have been
developed to find molecules with pharmacologicaieptial and low toxic effects. Using
DPDS as a prototype compound, the derivative DFD&3 weveloped. Machadst al.
(2006) [13] have shown that the diphenyl diselersttactural analog 3'3-
ditrifluoromethyldiphenyl diselenide [§EPhSe), DFDD, Fig. 1B] is able to attenuate the
apomorphine-induced stereotypy at a dose in whictid not affect other behavioral
parameters [13].

The aim of this study was to investigate the gexiotcactivities of 3'3-

ditrifluoromethyldiphenyl diselenide using seveexperimental models in bacteria, yeast
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and cultured mammalian cells. Additionally, we hawaluated the Cat-like and Sod-like

activities of this organoselenium compound.

2. Materials and methods

2.1 Chemicals

DFDD was synthesized as described [14-16]. Allgblrents were bi-distilled and
stored in dark flasks. Hydrogen peroxide;@), tert-butyl hydroperoxide ttBOOH), 4-
nitroquinoline-oxide (4-NQO), D-biotin, aflatoxin 1B aminoacids (L-histidine, L-
threonine, L-metionine, L-tryptophan, L-leucine,l\sine), nitrogen bases (adenine and
uracil), L-canavanine and dimethylsulfoxide (DMS®gre purchased from Sigma (St.
Louis, USA). The S9 fraction, prepared with theypblorinated biphenyl mixture Aroclor
1254 was purchased from Moltox (Annapolis, MD, US#)d glucose-6-phosphate and
NADP was obtained from Sigma (St.Louis, USA). THe 8etabolic activation mixture
(S9 mix) was prepared according to [17]. Oxoid et broth No.2, used in Ames test,
was obtained from Oxoid USA Inc. (Maryland, USA)asé extract, Bacto-peptone and
Bacto-agar were obtained from Difco Laboratoriest(Dit, MI, USA).

2.2 Strains

Salmonella typhimuriunTA97a, TA98, TA100 and TA102 [17,18] were kindly
provided by B.M. Ames (University of California, Beley, CA, USA).Saccharomyces
cerevisiaehaploid strains N123 (MAT&is1-7) and XV185-14c (MAT ade2-2 arg4-17
his1l-7 lysl-1 trp5-48 hom3-1(R.C. Von Borstel, Edmonton, Canada) were used in

mutagenicity tests.

2.3 Salmonella/microsome mutagenicity assay

Mutagenicity was assayed by the pre-incubation gatace proposed by [17]. DFDD
was dissolved in dimethyl sulfoxide immediatelygprio use. One hundred microliter of
test bacterial cultures (1 x 18 2 x 16 cells/mL) were incubated in the dark at 37°C with
different amounts of DFDD (1000, 2000, 3000, 400@ &000 ug per plate) in the

presence or absence of S9 mix for 20 min, withdwakimg. Subsequently, 2 mL of soft
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agar (0.6% agar, 50M histidine, 50uM biotin, pH 7.4, 45° C) were added to the tesetub
and poured immediately onto a plate of minimal agh5% agar, Vogel-Bonner E
medium, containing 2% glucose). For positive cdetme used aflatoxin B(1 ug/plate)
for all strains (in the presence of metabolic ation with S9 mix) and 4-nitroquinoline-
oxide (0.5ug/plate) for TA97a, TA98 and TA102 or sodium az{8eig/plate) for TA100
(absence S9 mix). To improve DNA intercalation gg&l a minor modification of the
standard method was used: strain TA97a was treatedFDD for 4 h at 37° C in culture

media (0.8% Oxoid nutrient broth No 2) before plgton minimal agar.

2.4 Antimutagenicity assay

Salmonella typhimuriumTA102 (detects oxidative, alkylanting mutagensd an
reactive oxygen species) was used to assess DFxDuaagenicity against the oxidative
mutageng-BOOH (25 ug/plate) and hydrogen peroxide »B4) (100 pg/plate). The pre-
incubation procedure was as follows: DFDD was imtat with the culture at 37° C
without shaking, in the presence or absence of 89for 20 min. An oxidative mutagen
was then added and the mixture further incubat&¥atC for 20 min, followed by plating
on the appropriate media. Plates were incubatethandark at 37° C for 48 h before

counting the revertant colonies.

2.5 Assays with Saccharomyces cerevisiae

Media, solutions and buffers were prepared asipusly described [19]. Complete
medium YPD containing 0.5% yeast extract, 2% ba&ptone and 2% glucose was used
for routine growth of yeast cells. For plates, thedium was solidified with 2% bactoagar.
The minimal medium (MM) contained 0.67% yeast o base without aminoacids, 2%
glucose and 2% bacto-agar was supplemented withapipeopriate amino acids. The
synthetic complete medium (SC) was MM supplementgith 2 mg adenine, 2 mg
arginine, 5 mg lysine, 1 mg histidine, 2 mg leuciBeng methionine, 2 mg uracil, 2 mg
tryptophan and 24 mg threonine per 100 mL MM. Faotagenesis in the strain XV-185-
14c, the omission media lacking lysine (SC-lysktiline (SC-his), or homoserine (Sc-
hom) were used. For determination of forward matafrequency induced by DFDD, in
strain N123, cells treated with this chemical wplated onto SC plates lacking arginine

and supplemented with canavanines@@mL.
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2.5.1. Detection of DFDD-induced reverse and framfésnutations in Saccharomyces
cerevisiae

Mutagenesis was measuredSncerevisiaetrain XV185-14c. A suspension of 2 x
10 cells/mL treated in PBS (8 g NaCl, 0.2 g KCI, #.®er litre NaHPO,.2H,0, pH 7.4)
or YEL, either stationary or exponential phasess waubated for 18 h at 30°C with
various concentrations of DFDD (10, 20, 30, andudd. Survival was determined on SC
(3-5 days, 30°C) and mutation induction (LYS, HISHOM revertants) on the appropriate
omission media (7-10 days, 30°C). Wherbed-7 is a non-suppressible missense allele
and reversions result from mutation at the locsslfitf20], lysl-1is a suppressible ochre
nonsense mutant allele [21], which can be reveetidr by locus-specific or by a forward
mutation in a suppressor gene [22]. True reversaomusforward (suppressor) mutations at
thelysl-1llocus were differentiated according to Schuller &adh Borstel [23], where the
reduced adenine content of the medium SC-lys shiowss reversions as red and
suppressor mutations as white colonies. It is betlethathom3-10contains a frameshift
mutation due to its response to a range of diagnositagens [22]. Assays were repeated
at least four times and plating was in triplicate éach dose. Media, solutions and buffers
were prepared according to Burké al [19]. Complete medium (YPD) was used for
routine growth of yeast cells and minimal mediumMMwas supplemented with the
appropriate amino acids (synthetic complete medib@).

2.5.2 Detection of DFDD- induced forward mutationSaccharomyces cerevisiae
Mutagenesis was measured Sn cerevisiaestrain N123. Stationary phase cultures
were obtained by inoculation of an isolated colimyiquid YEL medium (glucose 2%).
Cells in stationary or exponential phases were dstedd and washed twice with saline,
treated in buffer saline (PBS) with growing concatibns of the DFDD (40, 80 and 120
uM) for 2 h at 30 °C in term mixer. Further the selNere washed and suitable aliquots

were plated onto SC (synthetic complete mediumh eitwithout canavanine (§0y/mL).

2.6 Comet assay using V79 cells

Chinese hamster lung fibroblasts (V79 cells) passasnumber of desirable
properties for mutagenesis assays. They are cleaiwatt by a rapid growth rate and short
lag period. V79 cells double every 12-16 h andadie to start exponential growth from a
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small inoculum. Rapid growth rates allow experinsetat be done quickly. V79 cells also
have a high cloning efficiency of 75-95%; the résare, therefore, not compromised by
potential interactions between the low cloningaiincy of the cell culture itself and the
toxicity of the test compounds. These cells havetable karyotype with a modal
chromosome number of 22 + 1 and are male. V79 cetlsver rapidly from storage in
liquid nitrogen, allowing the maintenance of largecks of cells with similar and
reproducible characteristics (e.g., low mutatieytrency).

V79 cells were cultivated under standard conditioDulbecco’s modified Eagle’s
medium, supplemented with 10% fetal bovine seruBS)F 2mM L-glutamine and
antibiotics [24]. Cells were maintained in tissudture flasks at 36 °C in a humidified
atmosphere containing 5% ¢@nd were harvested by treatment with 0.15% trypsidc
0.08% EDTA in phosphate-buffered saline (PBS). 2xdls were seeded into each flask
and culture one day prior to treatment. Bo¥ Comet assay the cells were treated for 2 h
with DFDD followed by 0.5 h incubation with the deint HO,. The culture flasks were
protected from direct light during treatment witkDD and HO-.

The alkaline Comet assay was performed as desdchipeSinghet al [25] with
minor modifications [26]. At the end of treatmenglls were washed with ice-cold PBS
and trypsinized with 10QL trypsin (0.15%). Immediately after, cells suspens(~10
cells/mL) were dissolved in low melting point agseo(LMA) and spread on agarose-
precoated microscope slides. The cells were lygsM NaCl, 100 mM EDTA and 10
mM Tris, pH 10.0, with freshly added 1 % Triton Xdand 10 % DMSO) and an electric
current of 300 mA and 25 V (0.90 V/cm) was applied 15 min to electrophoresis the
DNA. Slides were stained with silver nitrate andalgped using an optic microscope.
Images of 100 randomly selected cells (50 cellsnfeach of two replicate slides) were
analyzed per group. Cells were also scored visuatity five classes, according to tail size
(from undamaged-0, to maximally damaged-4).

International guidelines and recommendations fer Comet assay consider that
visual scoring of comets is a well-validated evabra method. It has a high correlation
with computer-based image analysis [27,28]. Theatgarindex is based on the length of
migration and on the amount of DNA in the tail aacconsidered a sensitive measure of
DNA. According to [27], the damage frequency, o groportion of cells that show tails
after the electrophoresis, is less informative ttiasn damage index (DI), because it does
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not consider the extent of the DNA damage in tHis.cenage length or migration length
gives information only about the size of DNA fragitgeand is largely dependent upon
electrophoresis conditions (i.e. voltage and dargti29]. Thus, damage index (DI) is
emphasized in our analyses. Damage index (DI) thas assigned to each comet
according to its class and ranged from 0 (completa@damaged: 100 cells x 0) to 400
(with maximum damage: 100 cells x 4) [30,31]. Ressale presented as mean and range
of four independent experiments. The vehicle (DMS@p used as negative control and

H,0O, (100uM) was used as positive control.

2.7 Cat-like and Sod-like activities

The assay of KD, degradation ability was performed according to thethod
described by [33]. Its principle is based on theedwuination of hydrogen peroxide
decomposition rate at 240 nm. This reaction waslgoted in a constant temperature (30
°C) for 1 min. One unit of catalase decomposeanbl of H,O, per mg of protein in one
minute at pH 7.4. Superoxide quenching ability dfDD was spectrophotometrically
determined by measuring the inhibition of the acaitalytic adrenochrome formation rate
at 480 nm, in a reaction medium containing 1 mmaldtenaline (pH 2.0) and 50 mmol/L
glycine (pH 10.2). This reaction was kept at 30f@C3 min [34]. One unit is defined the
amount of enzyme that inhibits the rate of adrenmtie formation in 50% per gram of
protein.

2.8 Data analysis

Mutagenicity data were analyzes with Salmonel safer{35]. A compound was
considered positive for mutagenicity only when: {f@® number of revertants was at least
double the spontaneous yield (MI2; mutagenic index (MI): number of induced col@nie
in the sample/number of spontaneous in the negatim&ol); (b) a significant response for
analysis of variancd?(< 0.05) was found; and (c) a reproducible positiweedresponsd?(
< 0.01) was present, evaluated by the Salmonel aodt\\B6-38]. A cytotoxic effect was
considered when MK 0.6.

The percentage of inhibition of each antimutaggairsst each mutagen was
calculated as: % Inhibition = [1- (B/A)] X 100, wiee A represents the number of
revertants on the plate containing mutagen onlyBmepresents the number of revertants
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on the plate containing mutagen and antimutagegr. nimber of spontaneous revertants
on the negative control was subtracted from each aid B [39]. The dose inhibiting 50%
of mutagenicity can be calculated from the dospaese curve and can be used as an
indicator of antimutagenic potency.

Data from mutagenesis assays 3n cerevisiaewere expressed as means and
standard deviation from three independent expefisnand statistically analyzed using
analysis of variance (ANOVA) and Tukey's Multiple@parison Test. Differences are
considered significant wheh< 0.05 [40].

The comet assay, Cat-like and Sod-like activigegtistical evaluations were also
analyzed using analysis of variance (ANOVA) and dyi& Multiple Comparison Test.

3. Reaults

3.1 Salmonella/microsome assay
No mutagenicity of DFDD was seen, even at highanceatration (500Qug per

plate), in TA97a (detects frameshift mutation in ANarget —-C-C-C-C-C-C-; + 1
cytosine), TA98 (detects frameshift mutation in DNArget —C-G-C-G-C-G-C-G-),
TA100 (base pair substitution mutation results fribwn substitution of a leucine [GAG] by
a proline [GGG]), nor TA102 in the absence or pneseof metabolic activation (Table 1).
Moreover, DFDD did not show mutagenicity on thenfesshift mutation-detecting strain
TA97a when incubated during growth (Table 2).

3.2 Protection against oxidants in bacteria

DFDD was indeed antimutagenic for TA102 straindbrdoses tested inhibiting by
up to 70% the mutagenicity induced by®d (Table 3). However, this compound did not
show the same effeclgainst organic hydroperoxidé-BOOH-induced oxidative

mutagenesis (Table 3).
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3.3 Cytotoxic and mutagenic effects in S. cerewisia

DFDD was a weak and dose-nondependent cytotoxiX¥ar85-14c and N123%.
cerevisiaestrains (Tables 4 and 5). In the mutagenesis asshg treatment with this
organoselenium compound was able to induce jusisloon-specific mutation in XV185-
14c strain after treatment with 10 (Table 4). In the haploid N123 yeast strain, DFDD

induced forward mutation at all doses tested (T&hle

3.4 Comet assay in V79 cells

DFDD was able to generate significant DNA damagalirconcentrations tested
and the DNA damage increases in dose-nondependantean These results indicate that
DFDD induces chromosomal DNA strand breaks in calumammalian cells as shown in
Table 6.

When the cells were pre-treated with the lowesedof DFDD (50uM) and,
subsequently exposed to,®, the damage index strongly increased in relatorihe
genotoxicity induced by the oxidant®. However, DFDD in the others doses (100 and
150 uM) induced a slight decreasing in the genotoxigiduced by HO, (Table 6).

3.5 Cat-like and Sod-like assays
DFDD presented significant Cat-like activity at dbses tested (Table 7). However,

this compound has not displayed any Sod-like a@s/(data not shown).

4. Discussion

The importance of selenium as an essential trdemesmt has progressively
emerged during the last years due to the analysislenium deficiency diseases and to the
identification and characterization of a numbersefenoenzymes [41]. In addition, low
concentrations of selenium may have anticarcinmgeeifects, whereas in high
concentrations it can be genotoxic and carcinogptlt The interest in organoselenides
chemistry and biochemistry has increased in thetlas decades mainly due to the fact
that a variety of organoselenium compounds posaessxidant activity [43]. Diphenyl
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diselenide (DPDS) is an organoselenium compoundhas shown interesting biological
activities [44].

In the present study, we have evaluated the geitotextivities of the

organoselenium compound DFDD that is a structuralegue of DPDS (Fig. 1A and 1B).

In previous work, our group showed that DPDS, onmlyen present during the
growth, induced a high level of frameshift mutatimnSalmonella typhimuriunand in
Saccharomyces cerevisiakaploid strains presenting a similar behavior tat tof an
intercalating agent [12]. In contrast to DPDS, DFBID not induce frameshift mutation in
S. typhimuriumandS. cerevisiadaploid strains, even under growth conditions (@i,

2 and 4). These results indicate that DFDD is unablintercalate into DNA. This effect
might be probably due to a spatial impediment cadusethe Ck group present in DFDD.

Indeed, DFDD was able to induce a weak cytotoxit anutagenic effect is. cerevisiae

strains (Table 4 and 5). DFDD has induced forwadl laYS" reverse mutation, locus non-
specific, in N123 and XV185-148. cerevisiastrains, respectively (Tables 4 and 5).

As demonstrated in the Tables 4-6, DFDD induceckaknand dose non-dependent
cytotoxicity and genotoxicity its. cerevisiaestrains and V79 cells. Thus, we suppose that
the cytotoxic and genotoxic effects of the DFDD hige resulting from an indirect action
of this compound or some damage caused by the stighetrofilic Ck group on the
nucleofilic DNA molecule.

On the other hand, DFDD showed protective actiomy against the oxidative
mutagenesis induced by hydrogen peroxide in TA$0Zyphimuriumstrain (Table 3),
while, its analog DPDS was able to strongly enhaheeHO,-induced mutagenesis in the
same test [12]. The proposed mechanism for the DpdSnutagenic effect involves its
glutathione depleting and DNA intercalating proger{12,45]. Nevertheless, DFDD was
not an intercalating agent and it did not interagh GSH (data not shown), and such
effects might, in part, explain the different aittes showed by DFDD and DPDS in this

assay.

Additionally, DFDD was able to attenuate the apgphare-induced stereotypy
[13]. It is known that apomorphine can act as a@dant by leading to the formation of
reactive oxygen species such as superoxide anddwdrperoxide [46,47]. Once DFDD
has also shown protective effects againgd+nduced damage, we have tested the DFDD
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Cat-like and Sod-like activities. As demonstratedtihe Table 7, this organoselenium
compound showed only Cat-like activity at all dosested. Indeed, this property could
explain the protective effects of DFDD against h€--induced damage in the TA1®
typhimurium However, the mechanisms involved in the reactibthe DFDD with HO,

still remain unclear.

Furthermore, in this work we showed that DFDD, madural analog of DPDS,
presents some opposite features to those obseovddPDS in several assays (Table 8).
Indeed, others reports have also demonstrated ddfasences between structure-activity
of these diselenides [9,43]. Therefore, it is tangptto suggest that the differential
genotoxic and Cat-like activities showed by DFDPE elated to its GFRunctional groups,
since this is the only structural difference betw#deese diselenides (Fig. 1A and B).

Clearly, this paper demonstrated that the new agglenium compound DFDD is
an interesting molecule, and these results warfarther studies to characterize the
modulatory effects of DFDD on the cellular redoatstand to collect more information

about its genotoxic activities.

5. Acknowledgments

This work was supported by the following Brazilagencies: CNPq, FAPERGS

and GENOTOX/Centro de Biotecnologia/UFRGS.

6. References

[1] L. Schomburg, U. Schweizer, J. Kohrle, Seleniand selenoproteins in mammals:
extraordinary, essential, enigmatic, Cell Mol. L8ei. 61 (2004) 1988-1995.

[2] A.U. Brauer, N.E. Savaskan, Molecular action$ selenium in the brain:

neuroprotective mechanisms of an essential traseezit, Rev. Neurosci. 15 (2004) 19-32.

58



Capitulo 2

[3] Y. Saito, K. Takahashi, Characterization ofes@protein P as a selenium supply
protein, Eur. J. Biochem. 269 (2002) 5746-5751.

[4] G.V. Kryukov, R.A. Kumar, A. Koc, Z. Sun, V.NGladyshev, Selenoprotein R is a
zinc-containing stereo-specific methionine sulf@xideductase, Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 99 (2002) 4245-4250.

[5]G. Mugesh, W. du Mont, H. Sies, Chemistry of lbgically important synthetic
organoselenium compounds, Chem. R4 (2001) 2125-2179.

[6] C.W. Nogueira, G. Zeni, J.B.T. Rocha, Organesgim and organotellurium
compounds: toxicology and pharmacology, Chem. R6%.(2004) 255-285.

[7] C.W. Nogueira, E.B. Quinhones, E.Q. Jung, GniZd.B. Rocha, Anti-inflammatory
and antinociceptive activity of diphenyl diselenifigflamm. Res. 52 (2003) 56-63.

[8] G. Ghisleni, L. Porciuncula, H. Cimarosti, JIB.Rocha, C.G. Salbego, D.O. Rocha,
Diphenyl diselenide protects rat hippocampal slicegomitted to oxygen-glucose

deprivation and diminishes inducible nitric oxidenghase immunocontent, Brain Res. 986
(2003) 196-199.

[9] C.W. Nogueira, F.C. Meotti, E. Curte, C. Piiss G. Zeni, J.B.T. Rocha,
Investigations into the potential neurotoxicity uéd by diselenides in mice and rats,
Toxicology 183 (2003) 29-37.

[10] F.C. Meotti, V.C. Borges, G. Zeni, J.B. RocliaW. Nogueira, Potential renal and
hepatic toxicity of diphenyl diselenide, diphenytetluride and ebselen for rats and mice,
Toxicol. Lett. 143 (2003) 9-16.

[11] A.M. Favero, S.N. Weis, E.C. Stangherlin, GenZ J.B.T. Rocha, C.W. Nogueira,
Teratogenic effects of diphenyl diselenide in Wistdts, Reprod. Toxicol. 20 (2005) 561—
568.

[12] R.M. Rosa, K. Sulzbacher, J.N. Picada, R. Roed. Saffi M. Brendel, J.A.P.
Henriques, Genotoxicity of diphenyl diselenide iacteria and yeast, Mutat. Res. 563
(2004) 107-115.

59



Capitulo 2

[13] M.S. Machado, R.M. Rosa, A.S. Dantas, G.K. |IBeoH.R. Appelt, A.L. Braga, J.A.P
Henrigues, R. Roesler, An organic selenium compoblutks apomorphine-induced
stereotypy in mice, Neurosci. Lett. 000 (2006) (fibmitted].

[14] C. Paulmier, Selenoorganic functional groups.Paulmier, C., (Ed.), Selenium
Reagents and Intermediates in Organic Synthesist Ed. Pergamon Press, Oxford,
England (1986) pp. 25-51.

[15] A.L. Braga, G. Zeni, L.H. Andrade, C.C. Silei H.A. Stefani, Stereospecific
formation of chalcogens via palladium catalysed ssfooupling reaction ofa-

bromovinylic chalcogens, Synthesis 1 (1998) 39-41.

[16] L. Engman, Expedient synthesis of Ebselenratated compounds, J. Org. Chem. 54
(1989) 2964-2966.

[17] K. Mortelmans, E. Zeiger, The Ame&3almonelldmicrosome mutagenicity assay,
Mutat. Res. 455 (2000) 29-60.

[18] D.M. Maron, B.N. Ames, Revised methods &almonellamutagenicity test, Mutat.
Res. 113 (1983) 173-215.

[19] D. Burke, D. Dawson, T. Stearns, Methods iastegenetics, in: Cold Spring Harbour
Laboratory Course Manual, CSH Laboratory Pressj Spking Harbour, 2000.

[20] S. Snow, Absence of suppressible alleles ehiil locus of yeast, Mol. Gen. Genet.
164 (1978) 341-342.

[21] D. C. Hawthorne, ldentification of nonsensalans in yeast, J. Mol. Biol. 43 (1969)
71-75.

[22] R. C. Von Borstel, K. T. Cain, C. M, Steinbetgheritance of spontaneous mutability
in yeast, Genetics 69 (1971) 17-27.

[23] R. C. Schuller, R. C. Von Borstel, Spontaneougability in yeast. I. Stability of
lysine reversion rates to variation of adenine emtiation, Mutat. Res. 24 (1974) 17-23.

60



Capitulo 2

[24] G. Speit, B. Habermeier, R. Helbig, Differeade the responses to mutagens between
two V79 sublines, Mutat. Res. 325 (1994) 105-111.

[25] N.P. Singh, M.T. McCoy, R.R. Tice, E.L. Scheid A simple techinique for
guantification of low levels of DNA damage in indlual cell, Exp. Cell Res. 175 (1988)
184-191.

[26] A. Hartman, G. Speit, The contribution of cigricity to DNA-effects in the single
cell gel test (comet assay), Toxicol. Lett. 90 (19983-188.

[27] R.R. Tice, E. Agurell, D. Anderson, B. Burlots A. Hartmann, H. Kobayashi, Y.
Miyamae, E. Rojas, J.C. Ryu, Y.F. Sasaki, Singlegs/comet assay: guidelines for in
vitro and in vivo genetic toxicology testing, Erair. Mol. Mutagen. 35 (2000) 206-221.

[28] A. Hartmann, E. Agurell, C. Beevers, S. Brardbchwaab, B. Burlinson, P. Clay, A.
Collins, A. Smith, G. Speit, V. Thybaud, R.R. Ti¢g&commendations for conducting the
in vivo alkaline comet assay, in: Proceedings & Hourth International Comet Assay
Workshop, Mutagenesis 18 (2003) 45-51.

[29] S.I.LR. Franke, D. Pra, J. Da Silva, B. Erdtmad.A.P. Henriques, Possible repair
action of Vitamin C on DNA damage induced by methglethanesulfonate,
cyclophosphamide, FeQ@nd Cu S®@in mouse blood cells in vivo, Mutat. Res. 583
(2005) 75-84.

[30] A.R. Collins, The comet assay for DNA damagel aepair: principles, applications,
and limitations, Mol. Biotechnol. 26 (2004) 249-261

[31] J. Silva, T.R.O. Freitas, V. Heuser, J.R. Mhd, B. Erdtmann, Genotoxicity
biomonitoring in coal regions using wilf roder@tenomys torquatudy assay and
micronucleus test, Environ. Mol. Mutagen. 35 (2000)—-278.

[32] M. Miki, H. Tamai, M. Mino, Y. Yamamoto, E. Ki, Free-radical chain oxidation of
rat red blood cells by molecular oxygen and itshition by aa-tocoferol, Arch. Biochem.
Biophys. 186 (1987) 343-355.

[33] H. Aebi, Catalase in vitro, Methods Enzymbd5 (1984) 121-126.

61



Capitulo 2

[34] H.P. Mirsa, I. Fridovich, The role of supem& anion in the autoxidation of
epinephrine and a simple assay for superoxide wase, J. Biol. Chem. 247 (1972) 3170-
3175.

[35] L. Myers, N. Adams, L. Kier, T.K. Rao, B. Shaw. Willians, Microcomputer
software for data management and statistical aisabfsthe Amesdalmonellatest. In: D.
Krewski, C.A. Franklin (Eds.), Statistics in Toxlogy, Gordon and Breach, New York,
1991, pp. 264-279.

[36] J.N. Picada, K.V.C.L. da Silva, B. Erdtmann,TAHenriques, J.A.P. Henriques,
Genotoxic effects of structurally relat@ecarboline alkaloids, Mutat. Res. 379 (1997) 135-
149.

[37] J.N. Picada, A.F. Maris, K. Ckless, M. Salvgddl.N. Khromov-Borisov, J.A.P.
Henrigues, Differential mutagenic, antimutagenia aytotoxic responses induced by
apomorphine and its oxidation product, 8-oxo-apgrhore-semiquinone, in bacterial and
yeast, Mutat. Res. 539 (2003) 29-41.

[38] A.A.M. Cavalcante, G. Rubensam, J.N. Picad&.HEla Silva, J.C.F. Moreira, J.A.P.
Henriques, Mutagenicity, antioxidant potential, amghtimutagenic activity against
hydrogen peroxide of cashewr{acardium occidenta)eapple juice and cajuina, Environ.
Mol. Mutagen. 41 (2003) 360-369.

[39] G. Cabrera, Effect of five dietary antimutagem the genotoxicity of six mutagens in
the Microscreen Prophage-induction assay, Envivwl. Mutagen. 36 (2000) 206-220.

[40] A. Camussi, F. Moller, M. Ottaviano, S. Goraistribuizone campionarie e stima dei

parametric in a populazione, Zanichelli, Bolognaga.

[41] K. Forchhammer, A. Bock, Biology and biochetrys of selenium,
Naturwissenschaften, 78 (1991) 497-504.

[42] J.A. Milner, J.A. Hsu, Inhibitory effect of sium on the growth of L1210 leukemic
cells, Cancer Res. 41 (1981) 1652-1656.

62



Capitulo 2

[43] F.C. Meotti, E.C. Stangherlin, G. Zeni, C.WodNieira, J.B.T. Rocha, Protective role
of aryl and alky! diselenides on lipid peroxidati&nviron. Res. 94 (2004) 276-282.

[44] C.W. Nogueira, G. Zeni, J.B.T. Rocha, Orgammsiem and organotellurium
compounds: toxicology and pharmacology, Chem. R6%.(2004) 255-285.

[45] R.M. Rosa, R.B. de Oliveira, J. Saffi, A.L.&a, R. Roesler, F. Dal-Pizzol, J.C.F.
Moreira, M. Brendel, J.A.P. Henriques, Pro-oxidantion of diphenyl diselenide in the
yeast Saccharomyces cerevisiaexposed to ROS-generating conditions, Life Sci. 77
(2005) 2398-411.

[46] S.Y. Sit, Dopamine agonists in the treatmenParkinson’s disease-past, present and
future, Curr. Pharm. Des. 6 (2000) 1211-1248.

[47] R.S. El-Bacha, J.L. Daval, V. Koziel, P. NefteA. Minn, Toxic effects of
apomorphine on rat cultured neurons and glial GB,cand protection with antioxidants,
Biochem. Pharmacol. 66 (2001) 73-85.

63



Capitulo 2

TABLES

Table 1. Mutagenicity of DFDD in the Salmonelldmicrosome Assay

TA98 TA97a TA100 TA102
S. typhimurium -S9 +89 -S9 +89 -S9 +S9 -9 +S9
Substance | Dose Rev./plate’ | MI° | Rev./plate Ml Rev./plate Ml Rev./plate Ml Rev./plate Ml Rev./plate Ml Rev./plate Ml Rev./plate Ml
ug/plate

NC° 24+0.6 25+1 147 + 29 153+ 27 153+ 15 134+7 315+45 403+ 11

DFDD 1000 22+4 0.9 27+7 11 132+ 27 0.9 155+ 2 1.0 117+8 12 132+ 23 1.0 344+ 51 11 374+ 52 0.9
2000 21+4 0.8 31+7 13 148 + 25 1.0 182+ 2 12 201+5 0.8 138+ 7 1.0 336+ 15 11 381+ 62 0.9
3000 20+1 0.8 24+3 1.0 159+ 6 11 195+ 26 13 108 + 16 0.7 140+ 3 1.0 317+ 35 1.0 416 £ 184 0.9
4000 29+1 12 30+5 12 131+ 26 0.9 165+ 20 11 131+13 0.9 122+ 15 0.9 367+ 28 12 325+ 79 0.8
5000 24+4 1.0 21+3 0.8 119+ 21 0.8 179+ 41 12 128+ 12 0.8 123+ 27 0.9 330+ 15 1.0 349+ 39 0.9

pCY 346 + 45 142 | 1031+ 139 12 735+ 195 5.0 709 £ 214 46 |1175+199 | 50 844 + 109 56 |1364+367 | 43 972+ 233 22

2 Number of revertant/plate: mean of three independent experiments + SD; ® M1 mutagenic index : n° of his™ induced in the sample / n® of spontaneous his® in the
negative control; © NC negative control: dimethyl sulfoxide (DM SO, 25 uL) used as a solvent for DFDD; ¢ PC positive control: (-S9) 4-nitroquinoline 1-oxide (0.5
pg/plate) for TA98, TA97aand TA102 or sodium azide (1 pg/plate) for TA100; (+S9) aflatoxin B1 (1 pg/plate) for all strains.
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Table 2. Mutagenicity of DFDD in the TA97 strain ofSalmonelldmicrosome Assay
treated during growth in absence of metabolic actiation

Substance | Dose (ig/plate) Rev/platé MIP
NC® 139+ 25

DFDD 1000 139+ 23 1.0

2000 123+ 12 0.9

3000 121+ 8 0.9

4000 125+ 8 0.9

5000 130t 6 0.9

PC 3380+ 201 14.6

2 Number of revertants/plate: mean of three indepenexperiments SD;° MI mutagenic index : hof his"
induced in the sample P rof spontaneousis’ in the negative controf, NC negative control: dimethyl
sulfoxide (DMSO, 25uL) used as a solvent for DFDB:PC positive control: 4-nitroquinoline 1-oxide (0.5

ug/plate).
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Table 3. Effects of DFDD on induced mutagenicity byhydrogen peroxide (HO2)
and t—butylhydroperoxide (t-BOOH) in TA102 strain of Salmonelldmicrosome

Assay.
Substance Doses (ig/plate) Rev/platé | (%)°
t-BOOH + DFDD 25+ 0 2878 + 326
25 + 1000 2231 + 590 25.1
25 + 2000 2527 + 488 13.6
25 + 3000 2611 + 413 9.3
25 + 4000 2154 + 276 28.1
25 + 5000 2404 + 91 18.4
NC® 297 + 15
H,O, + DFDD 100 + 0 502 + 16
100 + 1000 279 + 40* 78.0
100 + 2000 287 + 10* 75.1
100 + 3000 304 + 30* 69.0
100 + 4000 301 + 42* 70.1
100 + 5000 289 + 44* 745
NC® 216 + 42*

2 Number of revertants/plate: mean of three indepenexperiments SD;" I= % Inhibition= [1-(B/A)] x

100, where A represents the number of revertanth@plate containing mutagen only and B repregéets
number of revertants on the plate containing mutage antimutagen The number of revertants on the N
plate was subtracted from each A and RC negative control: dimethyl sulfoxide (DMSO, @E) used as a

solvent for DFDD; * data significant in relation positive control group (hydrogen peroxidePaf.05, **
P<0.01, *** P<0.001 / One-way ANOVA-Tukey.
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Table 4. Induction of point mutation for (hisl-7), ochre allele (lysl-1) and frameshift mutations (hom3-10) in haploid XV 185-14c strain of
S. cerevisiaafter DFDD treatment during 18 h in exponential phase and non-growth conditions.

Substance | Treatment Survival HIS1/10survivoré | LYS1/10survivorS HOM3/10survivoré
(%)

NC? 0 100 10.44 +8.36 20.93 +4.22 5.22 +1.48
4NQOe 0.5 pg/ml 61.63 69.51 + 2.4*** 58.78 + 7.06* 22.04 + 2.4**
DFDD 0 100 10.44 + 8.36 20.93 +4.22 5.22 +1.48

10uM 96.60 10.55 +1.66 54.77 +10.84* 5.86 + 1.66
20uM 98.80 11.76 £ 2.77 51.96 £+ 6.93 588 +2.77
30 uM 89.24 8.68 £+ 0.00 43.42 + 24.57 579+1.02
40 uM 70.47 8.57 +4.92 41.82 +13.65 7.50+4.91

2 Locus-specific revertant8jocus non-specific revertaritmean and standard deviation per three indeperatpetiments? negative controf positive control:
* data significant in relation to negative contgobup (solvent) aP<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 / One-way ANOVA-Tukey.
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Table 5. Mutagenic effects of DFDD in haploid N123 strain of Saccharomyces

cerevisiae
Substance | Treatment Survival (%) Cari/40rvivors
Stationary — treatment during non-growth conditi(iPBS)
NC° 100 9.98 1.43°
4-NQC 0.5uM 74.50+ 0.31 157.9@ 15.35***
DFDD 40 uM 30.28+1.18 44 91 5.26*
80 uM 27.22+0.78 55.05 3.59*
120uM 19.17+ 6.68 58.04 12.81*
Exponential - treatment during non-growth conais@dPBS)
NC° 100 2.38+ 0.05°
4-NQC 0.5uM 70.14+ 0.02 83.25 0.41**
DFDD 40 uM 66.95+ 4.75 5.60t 2.50
80 uM 52.64+ 0.63 4.66+ 0.51
120uM 29.37+0.95 13.9% 0.70*
Exponential — treatment during growth condition& Y
NC° 100 2.38+ 0.05"
4-NQC 0.5uM 30.14+ 0.02 68.25 0.41**
DFDD 40 uM 42.37+ 4.75 12.4+ 0.52*
80 uM 26.00+ 1.26 13.5+ 0.24*
120uM 13.64 1.58 21.95 1.62*

2 Locus-specific revertant§;Negative Control (dimethyl sulfoxidej;Positive control“Mean and standard
deviation per three experiments independents; & dagnificant in relation to positive control groap
*P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001/ One-way ANOVA-Tukey.
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Table 6. Effect of DFDD in V79 cells exposed for 2 hours plus oxidant H,O»for 0.5 h
and evaluated by Comet Assay.

Substance Treatment Damage Irfdex
NC? 0 32.87+ 16.63
H.0,” 10QuM 122.50+ 38.79"
DFDD 50 uM 102.40+ 20.19"

10QuM 155.80+ 16.83"

15QuM 145.33+ 29.258%

DFDD 50 uM + H,0, 219.67+ 37.57%*
100uM + H,0, 85.0@ 23.25
150uM + H,0, 117.6% 13.43

2 Negative control (solvent:positive control (HO,); © mean values and standard deviation obtained from
average of 100 cells per experimental — total ofahexperiments for each substance; * data sigmifim
relation to positive control (oxidant) groupR¢0.05 **P<0.01; ***P<0.001;" data significant in relation

to negative control (solvent) Bk0.05,"* P<0.01,”#P<0.001 / One-way ANOVA-Tukey.
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Table 7. Cat-like activity of the DFDD.

Substance Dose (uM) Cat-like activity
(UCat/mg protein)

DFDD 2500 1.36x10+ 0.07
1000 0.43x1¢ + 0.09

500 0.45x1¢ + 0.04

120 0.21x10d+ 0.07

100 0.18x10+ 0.04

80 0.12x10+ 0.04

40 0.07x10d+ 0.0Z

25 0.07x10d+ 0.03

* Different letters correspond to mean values stiatilly different by analysis of variance (ANOVAhd

Tukey post-test, fop<0.01. One-way ANOVA-Tukey.
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Table 8. Comparative evaluation between 3'3-ditrilloromethyldiphenyl diselenide (DFDD) and diphenyl éselenide (DPDS) in various
biologic models.

Activities DFDD DPDS
Neurotoxic for mouse and rat No [9] Yes[9]
Antioxidant against lipid peroxidation in mice No [43] Yes[43]

Effects on H,O, mutagenesisin S typhimurium Antimutagenic Pro-mutagenic [12]
Interaction with glutathione No Yes[47]

Induction of frameshift mutations in S, typhimurium No mutagenic Mutagenic [12]
Induction of frameshift mutation in S cerevisae No mutagenic Mutagenic [12]
Induction of reverse mutation in S. cerevisiae Mutagenic No mutagenic [12]
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Figure 1. (A) Chemical structure of diphenyl diselaide (DPDS); (B) Chemical
structure of 3'3-ditrifluoromethyldiphenyl diseleni de (DFDD).
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V. DISCUSSAO GERAL

O selénio é um micronutriente essencial de indmeia fundamental para a saude
humana (SHAMBERGER & FROS#& al., 1969; MUGESH, 2001; SCHWEIZE® al.,
2004). Dentre os papéis biologicos do selénio irsgua prevencdo do cancer (COMBS &
LU, 2001), de mutacdes virais (BECK, 2001) e dengas cardiovasculares (RAYMAN,
2002; BECKETTet al., 2004). Além disso, o selénio € essencial pafaragdes imune e
enddcrina moderando ainda a resposta inflamat@KENZIE et al., 2002; ARTHURet
al., 2003). Na maioria dos casos, estas fun¢des lda®gado mediadas pela expressao de
no minimo 30 proteinas (selenoproteinas) codifisagar 25 genes em humanos
(KRYUKOQV et al., 2003). O selénio esta incorporado no sitio atias selenoproteinas
como um residuo de selenocisteina, o chamado 2h®acido. Estas selenoproteinas séao
dependentes de selénio e possuem fungdes enzisnatigeortantes (SUNDE, 1997;
BRENNEISEN et al., 2005) e este atuaria nestas proteinas como utmocesdox. O
exemplo mais conhecido desta funcdo redox do seléna reducdo de peroxido de
hidrogénio, lipoperéxidos e fosfolipideo-hidropedps a produtos menos nocivos para a
célula (como agua e alcool) pela familia de enziglagationa peroxidase (DIPLOCK,
1994; ALLAN et al., 1999).

O conceito de que moléculas contendo selénicag@ates nucleofilicos (e assim
antioxidantes) melhores do que 0s compostos adtioks classicos tem levado a
elaboracdo de varios compostos organoselenados TVIE@ al., 2004). O ebselen e o
disseleneto de difenila (DPDS) sdo compostos argarde selénio que vém se destacando
por possuirem uma alta atividade tiol-peroxidas@l@®RINO et al., 1988; COTGREAVE
et al.,, 1992; MEOTTI et al., 2004). O DPDS também possui outras propriedades
farmacoldgicas interessantes como neuroprotetaatisnflamatéria (GHISLENIet al.,
2003; PORCIUNCULAEet al., 2003, NOGUEIRAe€t al., 2004). Entretanto, o 3'3-
ditrifluormetildifenil disseleneto (DFDD), analogestrutural do disseleneto de difenila
(Fig. 2 e 3), € um composto organoselenado aindacgestudado e com escassas
descricdes sobre suas atividades biologicas. Destd, no presente trabalho, buscou-se
investigar as possiveis atividades do DFDD em agarametros neurocomportamentais

em camundongos e genotdxicos em bactérias, lev@duwrélulas de mamiferos.
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A atividade do DFDD na estereotipia induzida apomorfina foi demonstrada no
Capitulo 1. Os resultados obtidos com a pré-adtrégigo i.p. do DFDD nos animais
indicam que este organoselenado protege contréeeeepia induzida por apomorfina,
que é um modelo animal de esquizofrenia  (RANDRUP MJNKVAD, 1974;
ELLENBROEK & COOLS, 2002), sem afetar outros aspscheurocomportamentais
importantes como a ansiedade, locomocao, exploragativacdo e memoria.

No modelo de estereotipia utilizado neste trahathcomportamento estereotipado
seria resultante da super ativacdo de receptorgamdonérgicos pela apomorfina
(BATTISTI et al., 2000). Entretanto, a apomorfina também € umacutaé&onhecida por
gerar espécies reativas de oxigénio, como por erempadical superdxido e peréxido de
hidrogénio (UBEDAet al., 1993; SIT, 2000; EL-BACHAet al., 2001), podendo assim
provocar lesdes oxidativas aos mais variados coemges celulares. Considerando o fato
gue o DFDD apresenta uma atividade “catalase-[i€eipitulo 2), ndo se pode descartar a
possibilidade de que a acdo do DFDD na estereagiigja relacionada a protecdo deste
disseleneto contra os danos oxidativos geradosapelaorfina.

Embora o mecanismo de acdo pelo qual o DFDD eefeio protetor contra a
estereotipia induzida por apomorfina ainda permamép elucidado, cabe salientar que,
apesar de alguns autores ja terem relacionaddvadades do selénio com a esquizofrenia
(BERRY, 1994; VADDADI €t al., 2003; GLATT et al., 2005), até o presente momento,
nenhum outro trabalho relatou o uso de compostggnaos de selénio como candidatos a
drogas antipsicaéticas.

No Capitulo 2, demonstrou-se que o DFDD, difenmetgte do seu analogo DPDS,
ndo foi capaz de induzir mutac¢des “frameshift” taatm bactérias quanto em leveduras.
Consequentemente, estes resultados nos levam ar spgeo DFDD nao é capaz de se
intercalar entre as bases do DNA. Outros trabathostraram que a presenca de grupos
funcionais na molécula do DPDS foi responsavel gdmlir os efeitos convulsivantes e
antioxidantes deste organoselenado em roedores (NEORA et al., 2003; MEOTTl et
al., 2004). Deste modo, supde-se que os grupamentpprE€sentes no DFDD sejam
responsaveis pela atividade nao intercalante e pumjavelmente, estes grupamentos
estejam causando um impedimento alostérico ndo ifietm assim, que o DFDD se

intercale entre as bases do DNA. Além disso, o DFRiED foi mutagénico par&
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typhimurium, porém induziu mutacdes “forward” e reversa, go tidcus ndo especifica,
em linhagens d&. cerevisiae.

Observou-se também no Capitulo 2 que o DFDD apraseima fraca
citotoxicidade e genotoxicidade em leveduras elaglde mamiferos. Sabendo-se que tais
efeitos foram dose ndo-dependente e que este ctommis se intercala entre as bases do
DNA, supde-se que a citotoxicidade e genotoxicidaodesam estar relacionadas a uma
acado indireta deste composto sobre o DNA ou a fdeteofilicidade do grupamento €F
gue poderia estar desestabilizando a moléculaafildda do DNA

No entanto, o DFDD possui uma importante atividadealase-like”, protegendo
bactérias e células de mamiferos contra a acacambeiddo peroxido de hidrogénio
(Capitulo 2, Tabela 7) e que, de maneira interé¢ssasta atividade ainda ndo foi
demonstrada por nenhum outro composto organiceléais.

Ao analisar os efeitos apresentados pelo DFDbppbrtante salientar que este
organoselenado atua de maneira distinta do seogan&strutural DPDS em diferentes
modelos experimentais (Capitulo 2, Tabela 8). Bar fazendo uma analise estrutura-
atividade destes disselenetos, acredita-se queupsigentos Cipresentes somente no
DFDD (Fig. 2 e 3), sejam de fundamental importarngasa as interessantes atividades
deste organoselenado evidenciadas no presentéhtraba

No entanto, maiores estudos serdo necessariosapaoanpleta elucidagdo dos
mecanismos de acdo do DFDD nos niveis moleculaaes @ssegurar a eficacia deste
composto nas fungdes neurais e evitar a ocorr&wiafeitos deletérios no caso de um

possivel uso terapéutico e/ou industrial futurdelesganoselenado.
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VI — CONCLUSOES

1. Concluséao geral

Os resultados apresentados neste estudo revelamo qarganoselenado 3'3-
ditrifluormetildifenil disseleneto (DFDD) possuigpriedades antipsicoticas na estereotipia
induzida por apomorfina em camundongos, proprieslacigagénicas erfaccharomyces
cerevisae e genotoxicas em células de fibroblastos de puldeibamster Chinés (células
V79), atividade “catalase-like” e acdo protetoratca a mutagénese induzida por peroxido

de hidrogénio ersalmonella typhimurium.
2. Conclusoes especificas
v' DFDD protegeu contra a estereotipia induzida pamapfina sem afetar outros
parametros importantes como a memoria, ansiedadembcdo, motivacdo e

exploragdo em camundongos.

v' DFDD néo induziu mutag@es frente as linhagens TAJA88, TA100 e TA102 de
Salmonella typhimurium;

v DFDD foi capaz de induzir mutagdes nas linhagen23N& XV185-14c de
Saccharomyces cerevisae dos tipos “forward” e reversa no lécuygsl-1,

respectivamente;

v DFDD induziu uma fraca citotoxicidade nas linhagdi23 e XV185-14c de

Saccharomyces cerevisiae,

v DFDD mostrou um fraco efeito genotéxico para asilaél de fibroblastos de
hamster Chinés - V79 em cultura;

v' DFDD protegeu contra a mutagénese induzida sonpemtperdxido de hidrogénio
emS. typhimurium ndo apresentando efeitos sobre o hidroperoxidertibutila;
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v" DFDD mostrou uma atividade “catalase-like”, nao espntando, entretanto,

atividade “superéxido dismutase-like”.
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VIl - PERSPECTIVAS

O presente trabalho mostrou dados interessantes ssbatividades deste novo
organoselenado DFDD que estimulam a maiores imgaggies quanto aos seus
mecanismos farmacoldgicos e toxicolégicos. Pam m®tende-se:

» Avaliar a acdo do DFDD na estereotipia induzida M&801, que é outro modelo
experimental de esquizofrenia, a fim de obter nemslarecimentos quanto ao

mecanismo de agéo deste organoselenado na egiaeoti

» Realizar o ensaio de recombinogénese com a linhadiptdide XS2316 de
Saccharomyces cerevisiae para verificar a capacidade do DFDD em induzir

recombinacgdes intragénicas ou intergénicas;
» Avaliar a influéncia do DFDD na reparacdo do DNAlizgndo linhagens d&,
cerevisiae proficientes e deficientes em enzimas envolvidas principais vias de

reparacao do DNA,

» Confirmar as acbes antioxidantes do DFDD utilizammdd@ros ensaios como o0
TBARS em leveduras e em soro humano;

» Avaliar também a atividade “catalase-like” do DP& é um composto analogo
ao DFDD;

» Avaliar os produtos da reacdo do DFDD com o pedxie hidrogénio, utilizando
espectrometria de massas de alta resolu¢do coragéa por ESI.

78



Referéncias Bibliograficas

VIIl. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABDULAH, R., MIYAZAKI, K., NAKAZAWA, M. & KOYAMA, H . Chemical forms of
selenium for cancer preventiahTrace Elem Med Bigl19(2-3): 141-50, 2005.

AL-DEEB, S., AL-MOUTAER, Y.K., BRUYN G.W. & TARIQ, M. Neuroprotective
effect of selenium on iminodipropionitrile-inducedxicity. J. Psychiatry. Neurosgi.
20(3): 189-92, 1995.

AMES, B.N. Identifying environmental chemicals cegsmutations and canceBcience
204: 587-593, 1979.

AMES, B.N., MCCANN, J. & YAMASAKI, E. Methods for etecting carcinogens and
mutagens with th&almonelldmammalian-microsome mutagenicity telutat. Res. 31:
347-364, 1975.

ANJARIA, K.B. & MADHAVANATH, U. Genotoxicity of seknite in diploid yeast.
Mutat. Res.204: 605-614, 1989.

BARBOSA, N.B.V., ROCHA, J.B.T., ZENI, G., EMANUELLIT., BEQUE, M.C. &
BRAGA, A.L. Effect of organic forms of selenium a@elta-aminolevulinate dehydratase
from liver, kidney and brain of adult ratSoxicol. Appl. Pharmacql.149(2): 243-253,
1998.

BARNES, W., TULEY, E. & EISENSTADT, E. Base-sequeranalysis oHis" revertants
of the hisG46 missense mutation iBalmonella typhimuriumEnviron. Mutagen.4: 297,
1982.

BATTISTI, JJ., SHREFFLER, C.B., URETSKY, N.J. & WARACE, L.J. NMDA
antagonists block expression of sensitization oplatamine- and apomorphine-induced
stereotypyPharmacol. Biochem. Behaw7(2): 241-246, 2000.

BERRY, T. A selenium transport protein model of ab-$ype of schizophrenia.
Med. Hypothese<l3(6): 409-14, 1994.

79



Referéncias Bibliograficas

BHAMRE, S., GADEA, B., KOYAMA, C. & FLOWLER, R. AraerobicrecA , umuC
dependent pathway scherichia coliMutat. Res.473: 229-249, 2001.

BIANCHIN M., MELLO E SOUZA T., MEDINA J. & IZQUIERDD I. The amygdala is
involved in the modulation of long-term memory, lmat working on short-term memory.
Neurobiol. Learn. MemZ1(2): 127-131, 1999.

BIRRINGER M., PILAWA S. & FLOHE L. Trends in selemm biochemistryNat. Prod.
Rep, 19(6): 693-718, 2002.

BLOCK, E. Recent results in the organosulfur andaopselenium chemistry of genus
Allium and Brassicaplants: relevance for cancer preventiday. Exp. Med. Bigl.401:
155-169, 1996.

BOCK, A., FORCHHAMMER, K., HEIDER, J., LEINFELDERW., SAWERS, G.,
VEPRECK, B. & ZINONI, F. Selenocysteine: The*24mino acidMol. Microbiol., 5(3):
515-520, 1991.

BOEIRA, J. M., VIANA, A. F., PICADA, J. N. & HENRIQES, J. A. P. Genotoxic and
recombinogenic activities of the two beta-carbolml&aloids harman and harmine in
Saccharomyces cerevisiddutat. Res.500: 39-48, 2002.

BOEIRA, J. M., SILVA, J., ERDTMANN, B. & HENRIQUES]. A. P. Genotoxic effects
of the alkaloids Harman and Harmine by Comet assalychromosome aberration test in

mammalian cells in vitrcPharmacol. Toxico].89: 287-294, 2001.

BORGES, L.P., NOGUEIRA, C.W., PANATIERI, R.B., ROBHJ.B.T. & ZENI, G.
Acute liver damage induced by 2-nitropropane irs:r&tffect of diphenyl diselenide on
antioxidant defense€hem. Biol. Interact160(2): 99-107, 2006.

BRADLEY, M.O., BHUYAN, B.,FRANCIS, M.C., LANGENBACHR., PETERSON, A.
& HUBERMAN, E. Mutagenesis by chemical agents in9VZhinese hamster cells: A
review and analysis of the literatuMutat. Res.87: 81-142, 1981.

80



Referéncias Bibliograficas

BRAGA, A.L., ZENI, G., ANDRADE, L.K., SILVEIRA, C.C & STEFANI, H.A.
Stereospecific formation of chalcogens via palladicatalysed cross-coupling reaction of

a-bromovinylic chalcogensSynthesisl: 39-41, 1998.

BRAUER, A.U. & SAVASKAN, N.E. Molecular actions o$elenium in the brain:
neuroprotective mechanisms of an essential trammezit. Rev. Neurosci.15(1): 19-32,
2004.

BRENDEL, M. & HENRIQUES, J.A.P. The pso mutants Sdccharomyces cerevisiae
comprise two groups: one deficient in DNA repaid aanother with altered mutagen
metabolismMutat. Res.489: 79-96, 2001.

BRENNAN, R.J. & SCHIESTL, R.H. Free radicals genedain yeast by th&almonella
test negative carcinogens benzene, urethane, daicamd auramine QJutat. Res.403:
65-73, 1998.

BRIGELIUS-FLOHE, R. Tissue-specific functions oflimidual glutathione peroxidases.
Free Radic. Biol. Med27(9-10): 951-965, 1999.

BRONZETTI, G., DELLA CROCE, C., ARETINI, P. & FIORI, R. Antimutagenesis and
anticancer effectsl. Environ. Pathol. Toxicol. Oncoll5(2-4): 59-64, 1996.

BURK, R.F. & HILL, K.E. Orphan selenoproteifBioessays21(3): 231-237, 1999.

BURK, R.F., HILL, K.E. & MOTLEY, A.K. Selenoproteirmetabolism and function:
evidence for more than one function for selenopmofe J. Nutr, 133: 1517S-1520S,
2003.

CAHILL, L., MCGAUGH, J.L. & WEINBERGER, N.M. The neobiology of learning
and memory: some reminders to remembeends Neurosci24(10): 578-581, 2001.

CEMELI, E., CARDER, J., ANDERSON, D., GUILLAMET, EMORILLAS, M.J.,
CREUS, A. & MARCOS, R. Antigenotoxic properties s&lenium compounds on
potassium dichromate and hydrogen peroxifieratog. Carcinog. Mutagen2: 53-67,
2003.

81



Referéncias Bibliograficas

CHEN, J. & BERRY, M.J. Selenium and selenoprotémnghe brain and brain diseasds.
Neurochem.86: 1-12, 2003.

CHEN, X., YANG, G., CHEN, J., CHEN, X., WEN, Z. &EK5 K. Studies on the relation
of selenium and Keshan diseaB&l. Trace Element Re<®: 91-107, 1980.

CLARK, L.C., COMBS, G.F.JR., TURNBULL, B.W., SLATEE.H., ALBERTS, D.,
ABELE, D., ALLISON, R., BRADSHAW, J., CHALKER, D. BOW, J., CURTIS, D.,
DALEN, J., DAVIS, L., DEAL, R. & DELLASEGA, M. Thenutritional prevention of
cancer with selenium 1983-1993; a randomized ctetrdrial. JAMA 276(24): 1957-
1963, 1997.

COLLINS, A.R., DUTHIE, S.J. & DOBSON, V.L. Direct neymatic detection of
endogenous base damage in human lymphocyte [@¥Acinogenesis14(9): 1733-1735,
1993.

COLLINS, A.R., DUSINSKA, M., FRANKLIN, M., SOMOROSSKA, M.,
PETROVSKA, H., DUTHIE, S., FILLION, L., PANAYIOTIDS, M., RASLOVA K. &
VAUGHAN N. Comet assay in human biomonitoring sagdireliability, validation, and
applicationsEnviron. Mol. Mutagen.30(2): 139-146, 1997.

COLLINS, A. The Comet Assay for DNA damage and mregainciples, applications, and
limitations.Mol. Biotechnol. 26: 249-261, 2004.

COMBS, G.F.JR. Selenium and cancer, In: Antioxidamind disease prevention,
pp.97-113Garewal 11 ed. CRC Press, New York, 1997.

COMBS, G.F.JR. & GRAY, W.P. Chemopreventive agestdenium.Pharmacol. Ther.
79(3): 179-192, 1998.

COMBS, G.F.JR., TURNBULL, B.W., SLATE, E.H., CHALKE D.K., CHOW, J.,
DAVIS, L.S., GLOVER, R.A., GRAHAM, G.F., GROSS, E,GKRONGRAD, A.,
LESHER, J.L.JR., PARK, H.K., SANDERS, B.B.JR., SMITC.L. & TAYLOR, J.R.
Effects of selenium supplementation for cancer @néen in patients with carcinoma of
the skin: a randomized controlled trial - NutritgdrPreventions of Cancer Study Group.
JAMA 276 (24): 1957-1963, 1996.

82



Referéncias Bibliograficas

CORCORAN, N.M., NAJDOVSKA, M. & COSTELLO, A.J. Inganic selenium retards
progression of experimental hormone refractory fatescancerJ. Urol., 171: 907-910,
2004.

CORNETT, C.R., EHMANN, W.D., WEKSTEIN, D.R. & MARKE&BERY, W.R. Trace
elements in Alzheimer's disease pituitary glargisl Trace Elem Res62(1-2): 107-14,
1998.

CROSBY, D.G. Environmental toxicology and chemistrOxford. Editora Oxford
University Press, 336p., 1998.

DAIBER, A., ZzOU, M.H., BACHSCHMID, M. & ULLRICH, V. Ebselen as a

peroxynitrite scavenger in vitro and ex viBiochem. Pharmacql59(2): 153-60, 2000.

DEARFIELD, K.L., CIMINO, M.C., McCARROLL, N.E., MAIEER, I. & VALCOVIC,
L.R. Genotoxicity risk assessment: a proposed ifileesson strategy.Mutat. Res.521:
121-135, 2002.

DRAKE, E.N. Cancer chemoprevention: selenium asaydant, not an antioxidant, Med
Hypotheses, 67(2): 318-322, 2006.

EVANGELOU, A.M. Vanadium in cancer treatmei@rit. Rev. Oncol. Hematol42(3):
249-65, 2002.

FAIRBAIRN, D. W., OLIVE P. L. & O'NEILL, K. L. TheComet assay: a comprehensive
review. Mutat. Res.330: 37-59, 1995.

FARINA, M., BARBOSA, N., NOGUEIRA, C., FOLMER, VZENI, G., ANDRADE, L.,
BRAGA, A.L. & ROCHA, J.B.T. Reaction of diphenylsilenide with hydrogen peroxide
and inhibition of delta-aminolevulinate dehydratdisam rat liver and cucumber leaves.
Braz. J. Med. Biol. Res35(6): 623-631, 2002.

FLOHE, L., ANDREESEN, JR., BRIGELIUS-FLOHE, R., MBRINO, M. & URSINI,
F. Selenium, the element of the moon, in life oriredUBMB Life, 49(5): 411-20, 2000.

83



Referéncias Bibliograficas

FLOHE, L., GUNZLER., W.A. & SCHOCK, H.H. Glutathien peroxidase: a
selenoenzyme. FEBS Lett. 32(1), 132-134, 1973.

FRANKE, S.I.LR., PRA, D., DA SILVA, J., ERDTMANN, B& HENRIQUES, J.A.P.
Possible repair action of Vitamin C on DNA damagguiced by methyl methanesulfonate,
cyclophosphamide, FeS@nd Cu S®@in mouse blood cells in vivdMutat. Res.583: 75-
84, 2005.

FRANKENBERGER, W. & KARLSON, J. Dissipation of sogelenium by microbial
volatilization, In: Adriano, D.C., edBiogeochemistry of trace metalBoca Raton, FL:
Lewis Publishers, pp365-381, 1992.

FRIEDBERG, E., WALKER, G. & SIEDE, WDNA repair and mutagenesidSM Press,
Washington, USA, 1995.

FUNCHAL, C., MORETTO, M.B., VIVIAN, L., ZENI, G., BRCHA, J.B. & PESSOA-
PUREUR, R. Diphenyl ditelluride- and methylmercumguced hyperphosphorilation of
the high molecular weight neurofilament subunit psevented by organoselenium
compounds in cerebral cortex of young ratsxicology 1; 222(1-2): 143-53, 2006.

GANTHER, H.E. Selenium metabolism, selenoproteim&l anechanisms of cancer
prevention: complexities with thioredoxin reductag€marcinogenesis20(9):1657-1666,
1999.

GANTHER H. & LAWRENCE J. Chemical transformationd selenium in living
organisms. Improved forms of selenium for cancevention.Tetrahedron 53: 12229-
12310, 1997.

GANTHER, H.E. Reduction of the selenotrisulfide idative of glutathione to a persulfide
analog by glutathione reductag@ochemistry 10: 4089-4098, 1971.

GANTHER, H.E. Selenotrisulfides. Formation by reactof thiols with selenious acid.
Biochemistry 7: 2898-2905, 1968.

GASDASKA, J.R., HARNEY, J.W., GASDASKA, P.Y., POWI%. & BERRY, M.J.

Regulation of human thioredoxin reductase expressind activity by 3’-untranslated

84



Referéncias Bibliograficas

region selenocysteine insertion sequence and mRistability elements]. Biol. Chem.
274(36): 25379-25385, 1999.

GHISLENI, G., PORCIUNCULA, L., CIMAROSTI, H., ROCHAJ.B.T., SALBEGO,
C.G. & SOUZA, D.O. Diphenyl diselenide protects hgppocampal slices submitted to
oxygen-glucose deprivation and diminishes inducibletric oxide synthase
immunocontentBrain Res.986: 196-199, 2003.

GLADYSHEV, V.N.& HATFIELD, D.L. Selenocysteine-coaining proteins in mammals.
J. Biomed. Sci6(3), 151-160, 1999.

GLATT, S.J., EVERALL, I.P., KREMEN, W.S., CORBEIL,, SASIK, R., KHANLOU,
N., HANI, M., LIEW, C. & TSUANG, M.T. Comparative ane expression analysis of
blood and brain provides concurrent validation OELENBP1 up-regulation in
schizophreniaPNAS 102(43): 15533-15538, 2005.

GOELET, P., CASTELLUCI, V.F., SCHACHER, S. & KANDEIE.R. The long and the

short of long-term memory — a molecular framewd&ture 322: 419-422, 1986.

GOLDMAN, W.P., BATY, J.D., BUCKLES, V.D., SAHRMANNS. & MORRIS, J.C.
Cognitive and motor functioning in Parkinson digeasubjects with and without
guestionable dementiarch. Neurol, 55(5): 674-80, 1998.

GREEDER, G.A. & MILNER, J.A. Factors influencingethnhibitory effect of selenium
on mice inoculated with Ehrlich ascites tumor cedlsience209: 825-827, 1980.

GRENSON, M., MOUSSET, M., WIAME, J.M. & BECHET, Multiplicity of the amino
acid permeases irBaccharomyces cerevisiaé. Evidence for a specific arginine-
transporting systenBiochim. Biophys. Actaé81;127(2): 325-38, 1966

HAMILTON, E.E., FANWICK, P.E. & WILKER, J.J. Alkyldon of inorganic oxo
compounds and insights on preventing DNA damdg@&m. Chem. Sqcl128(10): 3388-
3395, 2006.

HARTMANN, A., AGURELL, E., BEEVERS, C., BRENDLER-S@NAAB, S.,
BURLINSON, B., CLAY, P., COLLINS, A., SMITH, A., SBAIT, G., THYBAUD, V. &

85



Referéncias Bibliograficas

TICE, R.R. Recommendations for conducting the inovialkaline Comet Assay.
Mutagenesis18(1), 45-51, 2003.

HARTMANN, A. & SPEIT, G. Genotoxic effects of cheeals in the single cell gel (SCG)
test with human blood cells in relation to the iatlon of sister-chromatid exchanges
(SCE).Mutat. Res.346(1): 49-56, 1995.

HARTMANN, A.& SPEIT, G. The contribuition of cytosicity to DNA-effects in the
single cell gel test (comet assaypxicol. Lett, 90, 183-188, 1997.

HAWTHORNE, D. & LEOPOLD, U.Current topics in microbiology and immunology
Springer Verlag, Berlim, 1974.

HENRIQUES, J.A.P. & MOUSTACCHI, E. Isolation andachcterization of pso mutants
sensitive to photo-addition of psoralen derivatireSaccharomyces cerevisiggenetics
95(2): 273-88, 1980.

HENRIQUES, J.A.P.,, VALSA, J.O0. & GOMES, R.A. Utitigzdao de testes com
microorganismos para deteccao de atividade muteg®€e/ou potencialemte oncogénicas.
In: Pinto, S.0.C. (Ed)zenética Molecular de Microorganismddanole, Sao Paulo, 1987.

HITRI, A., O'CONNOR, D.A.,, COHEN, J.M., KEULER, D.J& DEUTSCH, S.l.
Differentiation between MK-801- and apomorphinetiodd stereotyped behaviors in
mice. Clin Neuropharmaco].16(3):220-36, 1993.

HOLBEN, D.H., & SMITH, A.M. The diverse role of salium within selenoproteins: a
review.J. Am. Diet. Assoc99(7): 836-843, 1999.

IMAM, S.Z., NEWPORT, G.D., ISLAM, F., SLIKKER, W.R. & ALI, S.F. Selenium, an
antioxidant, protects against methamphetamine-iedwopaminergic neurotoxicitfarain
Res, 818(2): 575-8, 1999.

IP, C. & HAYES, C. Tissue selenium levels in selemisupplemented rats and their
relevance in mammary cancer protectiéarcinogenesislO: 921-925, 1989.

86



Referéncias Bibliograficas

IP, C. & LISK, D.J. Bioavailability of selenium fro selenium-enriched garlidNutr.
Cancer 20: 129-137, 1993.

IP, C. Lessons from basic research in seleniumcander preventionl. Nutr, 128: 1845-
1854, 1998.

IZQUIERDO, I. Different forms of posttraining menyprocessingBehav. Neural. Biol.,
51(2): 171-202, 1989.

IZQUIERDO, I. & MEDINA, J. Memory formation: the gaence of biochemical events in
the hippocampus and its connection to activitytimeo brain structuredNeurobiol. Learn.
Mem, 68(3): 285-316, 1997.

IZQUIERDO, |., BARROS, D.M., IZQUIERDO, L., SOUZAM., SOUZA, T. &
MEDINA, J. Memory types differNature,393: 635-636, 1998.

IZQUIERDO, I., MEDINA, J., VIANNA, M.R.M., IZQUIERDD, L.A. & BARROS, D.M.
Separate mechanisms for the short- and long-termame Behav. Brain Res103(1): 1-
11, 1999.

IZQUIERDO, I. & McGAUGH, J.L. Behavioural pharmaogly and its contribution to the
molecular basis of memory consolidati®&ehav. Pharmacqlll: 517-534, 2000.

JACOBS, M. & FROST, C. Toxicological effects of aoah selenite in Sprague-Dawley
rats.J. Toxicol. Environ. Health8: 575-585, 1981.

JACQUES-SILVA, M., NOGUEIRA, C., BROCH, L., FLOREE. & ROCHA, J.B.T.
Diphenyl diselenide and ascorbic acid changes depo®sf selenium and ascorbic acid in
liver and brain of micePharmacol.Toxico].88(3): 119-125, 2001.

KELLER, K.L., OVERBECK-CARRICK, T.L. & BECK, D.J. &rvival and induction of
SOS inEscherichia colitreated with cisplatin, UV-radiation, or mitomiddare dependent
on the function of the RecBC and RecFOR pathway$iahologous recombination.
Mutat. Res.486: 21-29, 2001.

87



Referéncias Bibliograficas

KIEN, C.L. & GANTHER, H.E. Manifestations of chranselenium deficiency in a child
receiving total parenteral nutritioAm. J. Clin. Nutr. (2): 319-28, 1983.

KIM, H.C., JHOO, W.K., CHOI, D.Y., IM, D.H., SHINE.J., SUH, J.H., FLOYD, R.A. &
BING, G. Protection of methamphetamine nigrosttigdaicity by dietary seleniunBrain
Res, 851: 76— 86, 1999.

KIM, H.C., JHOO, W.K, SHIN, E.J. & BING, G. Selemh deficiency
potentiatesmethamphetamine-induced nigral neurdosd - comparison with MPTP
model.Brain Res. 862: 247— 252, 2002.

KITAHARA, J, SEKO, Y. & IMURA, N. (1993) Possiblenvolvement of active oxygen
species in selenite toxicity in isolated rat hepgte. Arch. Toxicol, 67: 497-501, 1993.

KLEIN, E.A., LIPPMAN, S.M., THOMPSON, .M., GOODMANP.J., ALBANES, D.,
TAYLOR, P.R. & COLTMAN, C. The selenium and vitami and cancer prevention
trial. World J. Urol, 21: 21-27, 2003

KOHRLE, J. The trace element selenium and the tlygtand.Biochimie 81: 527-533,
1999.

KOHRLE, J., BRIGELIUS-FLOHE, R., BOCK, A.,, GARTNERR., MEYER, O. &
FLOHE, L. Selenium in Biology: facts and medicargpectivesBiol. Chem, 381: 849-
864, 2000.

KONOLA, J.Y., SARGENT, K.E. & GOW, J.B. Efficientepair of hydrogen peroxide-
induced DNA damage bfscherichia colirequires SOS induction of RecA and RuvA
proteins.Mutat. Res.459: 187-194, 2000.

KRYUKOV, G.V., CASTELLANO, S., NOVOSELOV, S.V., LOBNOV, AV.,
ZEHTAB, O., GUIGO, R., & GLADYSHEV, V.N. Characteation of mammalian
selenoproteome&cience 300: 1439-1443, 2003.

LEE, J.H., CHOI, LY., KIL, I.S., KIM, S.Y., YANGE.S. & PARK, J.W. Protective role
of superoxide dismutases against ionizing radiatioyeast.Biochim. Biophys. Actd 526
(2): 191-198, 2001.

88



Referéncias Bibliograficas

LEITAO, A.C., ALCANTARA GOMES, R. (1997) Radiobiojpa e fotobiologia-
respostas celulares a lesGes induzidas por agisiess e quimicos (apostila), Rio de
Janeiro: Universidade Estadual do Rio de Janeiép .1

LEVIN, D.E., YAMASAKI, E., AMES, B.N. (1982 a) A ng Salmonellatester strain,
TA97, for the detection of frameshift mutagens, MuRes. 94, 315-330.

LEVIN, D.E., HOLLSTEIN, M., CHRISTMAN, M.F., SCHWIRS, E.A., AMES, B.N.
(1982 b) A newSalmonellatester strain (TA102) with A-T base pairs at thie ®f
mutation detects oxidative mutagens, Proc. NathdA&ci. 79, 7445-7449.

LIU, J., GILBERT, K., PARKER, H., HASHECK, W. & MINER J. Inhibition of 7,12-
dimethylbenz(a)anthracene-induced mammary tumord BMNA-adducts by dietary
selenite Cancer Res.51: 4613-4617, 1991.

LOVELL, M.A., XIE, C., GABBITA, S.P. & MARKESBERY, W.R. Decreased
thioredoxin and increased thioredoxin reductasel$ein Alzheimer’s disease brain. Free
Radical. Biol. Med., 28: 418-427, 2000.

MACIEL, E.N., BOLZAN, R.C., BRAGA, A.L. & ROCHA, B.T. Diphenyl diselenide
and diphenyl ditelluride differentialy affect delainolevulinate dehydratase from liver,
kidney and brain of mice.Biochem.Mol. Toxicql14: 310-319, 2000.

MACGREGOR, J.T., CASCIANO, D. & MULLER, L. Stratexg and testing methods for
identifying mutagenic riskgviutat. Res.455:3-20, 2000.

MAIORINO, M., ROVERI, A., COASSIN, M. & URSINI, M.Kinetic mechanism and
substrate specificity of glutathione peroxidaseiviagt of ebselen (PZ51).Biochem.
Pharmacol, 37: 2267-2271, 1988.

MAKROPOULQS, V., BRUNING, T. & SCHULZEOSTHOFF, K.e&nium-mediated
inhibition of transcription factor NF-kappa B and\VHL LTR promoter activity.Arch.
Toxicol, 70: 277-283, 1996.

MARIS, A.F., ASSUMPCAO, A.L.K., BONATTO, D., BRENDE M. & HENRIQUES,

J.A.P. Diauxic shift-induced stress resistance regjanydroperoxides irsaccharomyces

89



Referéncias Bibliograficas

cerevisiaeis not an adaptative stress response and doesdemd#nd on functional
mitochondria Current Genetics39: 137-149, 2001.

MARIS, A.F., KERN, A.L., PICADA, J.N., BOCCARDI, F.BRENDEL, M. &
HENRIQUES, J.A.P. Glutathione, but not transcriptfactor Yap, is required for carbon
source-dependent resistance to oxidative streSagcharomyces cerevisig@urr. Genet.
37:175-182, 2000.

MARKOWITSCH, H. Varieties of memory. systems, stuwes, mechanisms of
disturbanceNeurol. Psychiatry Brain Ress: 49-68, 1997.

MARON, D.M. & AMES, B.N. Revised methods for tf&almonellamutagenicity test.
Mutat. Res.113: 173-215, 1983.

MARTIN, L.J. & LIU, Z. DNA damage profiling in motoneurons: a single-cell analysis
by comet assajNeurochem Res27(10): 1093-104, 2002.

MCGAUGH, J.L. Memory - a century of consolidati@tience,287:248-251, 2000.

MCGAUGH, J.L. & IZQUIERDO, I. The contribuition ggharmacology to research on the
mechanisms of memory formatiofrends Pharmacol. S¢i21: 208-210, 2000.

MELLER, C.A., HENRIQUES, J.A.P., SCHWARTSMANN, G. OESLER, R. The
bombensin/gastrin releasing peptide receptor anispRC-3095 blocks apomorphine but
not MK-801 —induced stereotypy in mideeptides 25: 585-588, 2004.

MELO, A.A.,, QUEROL, C.B., HENRIQUES, A.T. & HENRIQES, J.A.P. (1986)
Cytostatic, cytotoxic and mutagenic effects of wistine and indole alkaloid in wild-type
and repair- deficients yeasMutat. Res.171: 17-24, 1986.

MEOTTI, F.C., STANGHERLIN, E.C., ZENI, G., NOGUEIRAC.W. & ROCHA, J.B.T.
Protective role of aryl and alkyl diselenides quidiperoxidationEnviron. Res.94: 276-
282, 2004.

90



Referéncias Bibliograficas

MEOTTI, F.C., BORGES, V.C., ZENI, G.,, ROCHA, J.B. B NOGUEIRA, C.W.
Potential renal and hepatic toxicity of diphenydelenide, diphenyl ditelluride and ebselen
for rats and miceToxicology Lett.143: 9-16, 2003.

MEUILLET, E. STRATTON, S., CHERURUKURI, D.P., GOULE A-C., KAGEY, H.,
PORTERFIELD, B. & NELSON, M.A. Chemoprevention ofrogtate cancer with
selenium: an update on current clinical trials preclinical findingsJ. Cell Biochem.91:
443-458, 2004.

MILNER, J.A. & HSU, J.A. Inhibitory effect of selamrm on the growth of L1210
leukemic cellsCancer Res.41: 1652-1656, 1981.

MORENO, P.R.H., VARGAS, V.M.F., ANDRADE, H.H.R., HNRIQUES, AT., &
HENRIQUES, J.A.P. Genotoxicity of the boldine agune alkaloid in prokaryotic and
eukaryotic organismddutat. Res.260: 145-152, 1991.

MORETTO, M.B., ROSSATO, J.I., NOGUEIRA, C.W., ZENG. & ROCHA, J.B.T.
Voltage-dependent ebselen and diorganochalcogeimididsition of 45 C&% influx into
brain synaptosomes. Biochem. Mol. Toxicql17:154-160, 2003.

MORETTO, M.B., FUNCHAL, C., ZENI, G., ROCHA, J.B. & PESSOA-PUREUR, R.

Organoselenium compounds prevent hyperphospharglabf cytoskeletal proteins
induced by the neurotoxic agent diphenyl ditellarith cerebral cortex of young rats.
Toxicology 210: 213-222, 2005.

MORRIS, E.J., DREIXLER, J.C., CHENG, K.Y., WILSON?.M., GIN, R.M. &
GELLER, H.M. Optimization of single-cell gel eleophoresis (SCGE) for quantitative
analysis of neuronal DNA damadg&otechniques26(2): 282-3, 286-289, 1999.

MORTELMANS, K. & ZEIGER, E. TheSalmonell&microsome mutagenicity assay.
Mutat. Res.455: 29-60, 2000.

MOUSTACCHI, E. DNA repair in yeast: genetic contawld biological consequences. In:
Advances in radiation researcNew York, Academic Press, pp. 1-30, 1987.

MOXON, A.L. & RHIAN, M. Selenium poisoning?hysiol. Rey.23: 305-337, 1943.

91



Referéncias Bibliograficas

MUGESH, G., DU MONT W. & SIES, H. Chemistry of baglically important synthetic
organoselenium compoundshem. Rey.101: 2125-2179, 2001a.

MUGESH, G., PANDA, A., SINGH, H., PUNEKAR, N. & BUTHER, R. Glutathione
peroxidase-like antioxidant activity of diaryl diseides: a mechanistic study. Am.
Chem. So¢.123: 839-850, 2001b.

MULLER, A., CADENAS, E., GRAF, P. & SIES, H. A nolbiologically active seleno-
organic compound I. Glutathione peroxidase-likavagtin vitro and antioxidant capacity
of PZ 51 (EbselenBiochem. Pharmacql33: 3235-3239, 1984.

MULLER, A., GABRIEL, H. & SIES, H. A novel biologally active seleno-organic
compound — IV. Protective glutathione-dependereatfbf PZ51 (Ebselen) against ADP-
Fe induced lipid peroxidation in isolated hepatesyBiochem. Pharmacql.34: 1185-
1189, 1985.

MULLER, L. & SOFUNI, T. Appropriate levels of cytoxicity for genotoxicity tests using

mammalian cells in vitraenvironmental and Molecular Mutagenes3$:202-205, 2000.

NEVE, J. Physiological and nutritional importandeselenium.Experientia 47: 187-193,
1991.

NICKOLOFF, C. & HOEKSTRA, M.DNA damage and repaiHuman Press, Totowa,
New Jersey, USA, 1998.

NOGUEIRA, C.W., ROTTA, L.N., PERRY, M.L.,, SOUZA, D. & ROCHA, J.B.T.
Diphenyl diselenide and diphenyl ditelluride affébe rat glutamatergic system in vitro
and in vivo.Brain Res.906: 157-163, 2001.

NOGUEIRA, C.W., BORGES, V.C., ZENI, G. & ROCHA, JB Organochalcogens
effects on delta-aminolevulinate dehydratase dgtifrom human erythrocytic cells in
vitro. Toxicology 191:169-178, 2003a.

NOGUEIRA, C.W., MEOTTI, F.C., CURTE, E., PILISSA®,., ZENI, G. & ROCHA,
J.B.T. Investigations into the potential neurot@yiéinduced by diselenides in mice and
rats.Toxicology 183: 29-37, 2003b.

92



Referéncias Bibliograficas

NOGUEIRA, C.W., QUINHONES, E.B., JUNG, E.Q., ZENB, & ROCHA, J.B.T. Anti-
inflammatory and antinociceptive activity of diplyediselenideInflamm. Res 52(2): 56-
63, 2003c.

NOGUEIRA, C.W., ZENI, G. & ROCHA, J.B.T. Organoseiem and organotellurium
compounds: toxicology and pharmacolo@nem. Rey.104(12): 255-285, 2004.

OGRA, Y., ISHIWATA, K., TAKAYAMA, H., AIMI, N. & SU ZUKI K, T. Identification

of a novel selenium metabolite, Se-methyl-N-acefgisohexosamine, in rat urine by high-
performance liquid chromatography-inductively cagpplasma mass spectrometry and-
electrospray ionization tandem mass spectrométryChromatogr. B. Analyt. Technol.
Biomed. Life. Sci.767(2): 301-312, 2002.

PAGMANTIDIS, V., BERMANO, G., VILLETTE, S., BROOMI., ARTHUR, J. &
HESKETH, J. Effects of Se-depletion on glutathipeeoxidase and selenoprotein W gene
expression in the coloREBS Lett.579: 792—796, 2005.

PAINTER, E.P. The chemistry and toxicity of selenicompounds, with special reference
to the selenium problen€hem. Rey.28: 179 — 213, 1941.

PARNHAM, M.J. & GRAF, E. Pharmacology of synthetioganic selenium compounds.
Prog. Drug Res.36: 9-47, 1991.

PAULMIER. C. Selenium reagents and intermediates in organich&gis.Oxford, U.K.:
Pergamon Press; 1986.

PASQUAL, M., LAUER, C., MOYNA, P. & HENRIQUES, J.R. Genotoxicity of the
isoquinoline alkaloid berberine in prokaryotic aggkaryotic organisms$viutat. Res 286:
243-252, 1993.

PAULA-RAMOS, A.L.L.,, QUEROL, C., MARQUES, E.K. & HERIQUES, J.A.P.
Cytotoxic activation of the pyrrolizidine alkaloidtegerrimine in the yeagaccharomyces
cerevisiads caused by repairable DNA damageyv. Bras. Genetl4: 897-912, 1991.

PENRITH, M.L. Acute selenium toxicosis as a causearalysis in pigsJ.S. Afr. Vet.
Assoc, 66: 47-48, 1995.

93



Referéncias Bibliograficas

PICADA, J.N. Efeitos da apomorfina e de um proddésivado de sua autoxidagcdo em
diferentes modelos biolégicos. Tese de Doutoradosocde Pos-Graduacdo em Ciéncias
Bioldgicas - Bioquimica, UFRGS, Porto Alegre, 2003.

PORCIUNCULA, L.O., ROCHA, J.B.T., CIMAROSTI, H., MADE, L., GHISLENI, G.,
SALBEGO, C.G. & SOUZA, D.O. Neuroprotective effeudtebselen on rat hippocampal
slices submitted to oxygen-glucose deprivation:redation with immunocontent of
inducible nitric oxide synthaséleurosci. Lett.346: 101-104, 2003.

PORCIUNCULA, L., ROCHA, J.B.T., BOECK, C., VENDITH. & SOUZA D. Ebselen
prevents excitotoxicity provoked by glutamate it garebellar granule neurorideurosci.
Lett, 299: 217-220, 2001.

PORCIUNCULA, L. Derivados da guanina e ebselen: anemnos de neuroprotecéo
envolvendo o sistema glutamatérgico. Tese de Dadtgrcurso de Pds-Graduacdo em
Ciéncias Bioldgicas - Bioquimica, UFRGS, Porto A&d003.

POWELL, S.B., NEWMAN, H.A., PENDERGAST, J.F. & LEW) M.H. A rodent model
of spontaneous stereotypy: initial characterizabdrdevelopmental, environmental, and
neurobiological factors. Physiol. Behav., 66: 3%3,31999.

PRESTI, M.F.,, POWELL, S.B. & LEWIS, M.H. Dissociati between spontaneously
emitted and apomorphine- induced stereotypfenomyscus maniculatus bairdiRhysiol.
Behav, 75: 347-353, 2002.

PROHASKA, J.R. & GANTHER, H.E. Selenium and gluiatte peroxidase in developing
rat brain.J. Neurochem.27(6): 1379-87, 1976.

PUNGARTNIK, C., PICADA, J. N., BRENDEL, M. B. & HERIQUES, J. A. P. Further
phenotypic characterization of pso mutantsSatcharomyces cerevisiagth respect to
DNA repair and response to oxidative strédsnet. Mol. Res1(1):179-189, 2002.

RAMAEKERS, V.T., CALOMME, M., VANDEN BERGHE, D. & MAKROPOULOQOS,
W. Selenium deficiency triggering intractable seemiNeuropediatrics 25(4): 217-23,
1994.

94



Referéncias Bibliograficas

RAY, J., ALTENBURG, J. & JACOBS, M. Effects of sadi selenite and methyl
methanesulphonate or N-hydroxy-2-acetylaminoflueren-exposure on sister chromatid
exchange production in human blood cultuidatat. Res.102: 285-296, 1978.

RAYMAN, M.P. The importance of selenium to humarakie Lancet 356: 233-241,
2000.

RAYMAN, M.P. The argument for increasing seleniumake.Proc. Nutr. Sog 61: 203-
240, 2002.

REDDY, B.S., HIROSE, Y., LUBET, R.A., STEELE, V.KKELLOFF, G.J. & RAO, C.V.
Lack of chemopreventive efficacy gf-selenomethionine in colon carcinogenebis. J.
Mol. Med, 5: 327-330, 2000.

REILLY, C. Selenium: A new entrant into the functad food arenalrends Food Sci.
Tech, 9: 114-118, 1998.

RIDLEY, R.M. The psychology of perserverative angtreotyped behaviourProg.
Neurobiol, 44: 221-231, 1994.

ROESLER, R., VIANNA, M.R.M, SANT’ ANNA, M.K., KUYVH\, C.R., KRUEL,
A.V.S., QUEVEDO, J. & FERREIRA, M.B.C. Intrahippaogal infusion of the NMDA
receptor antagonist AP5 impairs retention of arbibdry avoidance task: protection from
impairment by pretraining or preexposure to thé& @gparatusNeurobiol. Learn. Mem
69: 87-91, 1998.

ROESLER, R., VIANNA, M.R.M., PARIS, F. & QUEVEDO,. Memory-enhancing
treatments do not reverse the impairment of inbilgitavoidance retention induced by
NMDA receptor blockadeNeurobiol. Learn. Mem.72: 252-58, 1999.

ROESLER, R., VIANNA, M.R.M., LARA, D., IZQUIERDO, .| SCHMIDT, AP. &
SOUZA, D.O. Guanosine impairs inhibitory avoidammsformance in ratdNeuroreport
11: 2537-2540, 2000.

95



Referéncias Bibliograficas

ROSA, R.M., FLORES, D.G., APPELT, H.R., BRAGA, ALHENRIQUES, J.AP. &
ROESLER, R.. Facilitation of long-term object rengigpn memory by pretraining
administration of diphenyl diselenide in midéeuroscience Letter841, 217-220, 2003.

ROSA, R.M., SULZBACHER, K., PICADA, J.N., ROESLER,, SAFFI, J., BRENDEL,
M. & HENRIQUES, J.A., 2004. Genotoxicity of diphdrdiselenide in bacteria and yeast.
Mutat. Res.563: 107-115, 2004.

ROSA, R.M., OLIVEIRA, R.B., SAFFI, J., BRAGA, A.LROESLER, R., DAL-PI1ZZOL,
F., MOREIRA, J.C.F., BRENDEL, M. & HENRIQUES, J.A.FPro-oxidant action of
diphenyl diselenide in the yeaStaccharomyces cerevisiaxposed to ROS-generating
conditions.Life Sci, 77: 2398-2411, 2005.

ROSSATO, J., KETZER, L., CENTURIAO, F., SILVA, SLUDTKE, D., ZENI, G.,
BRAGA, AL., RUBIN, M. & ROCHA, J.B.T. Antioxidant properties of new
chalcogenides against lipid peroxidation in rairbrideurochem. Res27: 297-303, 2002.

ROTRUCK, J.T., POPE, A.L., GANTHER, H.E., SWANSOAB., HAFEMAN, D.G. &
HOESTRA, W.G. Selenium: biochemical role as a comgmb of glutathione peroxidase.
Science179: 558-560, 1973.

RUBIN, J.J. & WILLMORE, L.J. Prevention of iron-inded epileptiform discharges in
rats by treatment with antiperoxidanExp. Neurol. 67(3): 472-80, 1980.

SAITO, L., ASANO, T., SANO, K., TANAKURA, K., ABE,H., YOSHIMOTO, T,,
KIKUCHI, H., OHTA, T. & ISHIBASHI, S. Neuroprotecte effect of an antioxidant,
ebselen, in patients with delayed neurological aitsfiafter aneurysmal subarachnoid
hemorrhageNeurosurgery42: 269-278, 1998.

SANCHEZ, V., ZEINI, M., CAMARERO, J., O'SHEA, E.,.BSCA, L., GREEN, AR. &
COLADO, M.l. The nNOS inhibitor, AR-R17477AR, prews the loss of NF68
immunoreactivity induced by methamphetamine in theuse striatumJ. Neurochen).
85(2): 515-524, 2003.

96



Referéncias Bibliograficas

SASAKI, Y.F., KAWAGUCHI, S., KAMAYA, A., OHSHITA, M., KABASAWA, K.,
IWAMA, K., TANIGUCHI, K. & TSUDA, S. The comet asgawith 8 mouse organs:
results with 39 currently used food additiveiitat. Res.519: 103-119, 2002.

SAUVAIGO, S., SERRES, C.; SIGNORINI, N.; EMONET,;NRICHARDSON, M. J. &
CADET, J. Use of the single-cell gel electrophasesssay for the immunofluorescent
detection of specific DNA damag@nalytical Biochemistry259: 1-7, 1998.

SAVASKAN, N.E., BRAUER, A.U., KUHBACHER, M., EYUPOQU, LY.,
KYRIAKOPOULOS, A., NINNEMANN, O., BEHNE, D. & NITSE, R. Selenium
deficiency increases susceptibility to glutamathitced excitotoxicity FASEB J. 17(1):
112-114, 2003.

SCHEWE, T. Molecular actions of ebselen- an ar@immMmatory antioxidant.Gen.
Pharmac, 26: 1153-1169, 1995.

SCHOMBURG, L., SCHWEIZER, U., HOLTMANN, B., FLOHE,., SENDTNER, M. &
KOHRLE, J. Gene disruption discloses role of sebeatein P in selenium delivery to
target tissueBiochem. J.370: 397-402, 2003.

SCHOMBURG, L., SCHWEIZER, U. & KOHRLE, J. Seleniuamd selenoproteins in
mammals: extraordinary, essential, enigma@ell. Mol. Life Sci. 61(16): 1988-1995,
2004.

SCHWARZ, K. & FOLTZ, C.M. Selenium as an integrarpof factor 3 against dietary
liver degeneration]. Amer. Chem. SQ&79: 3292-3293, 1957a.

SCHWARZ, K. & FOLTZ, C.M. Selenium as an integrarpof factor 3 against dietary
necrotic liver degeneratiobutrition, 15: 255-264, 1957b.

SCHWEIZER, U., BRAUER, A.U., KOHRLE, J., NITSCH, R SAVASKAN, N.E.
Selenium and brain function: a poorly recognizedstin.Brain Res. Rey.45: 164-178,
2004a.

SCHWEIZER, U., SCHOMBURG, L. & SAVASKAN, N.E. Theenrobiology of
selenium: lessons from transgenic mi¢eNutr, 134: 707-710, 2004b.

97



Referéncias Bibliograficas

SEKIHASHI, K., YAMAMOTO, A., MATSUMURA, Y., UENO, S, WATANABE-
AKANUMA, M., KASSIE, F. & KNASMULLER, S., TSUDA, S. SASAKI, Y.F.
Comparative investigation of multiple organs of en&nd rats in the comet assdutat.
Res, 517: 53-75, 2002.

SEKO, Y., SAITO, Y., KITAHARA, J. & IMURA, N. Active oxygen generation by the
reaction of selenite with reduced glutathianevitro. In: Wendel, A., edSelenium in
biology and medicineNestport, CT: AVI Publishing Co, 1989.

SHAMBERGER, R.J. & FROST, D.V. Possible protecteect of selenium against
human cancelCan. Med. Assoc100: 682, 1969.

SHAMBERGER, R.J. & WILLIS, C.E. Selenium distriboiti and human cancer mortality.
C.E. CRC Cirit. Rev. Clin. Lab. Sc2: 211-221, 1971.

SHAMBERGER, R.J., TYTKO, S.A. & WILLIS, C.E. Antiodants and cancer part IV:
selenium and age-adjusted human cancer mortalich. Envirom. Health31: 231-235,
1976.

SHELBY, M. & WITT, K. Comparison of results from mee bone marrow C.A. and
M.N. tests Environ. Mol. Mutagen 25: 302-313, 1995.

SIES, H. Ebselen, a selenoorganic compound asthioit@ peroxidase mimid:ree Rad.
Biol. Med, 14: 313-323, 1993.

SINGH, N.P., MCCOY, M.T., TICE, R.R. & SCHEIDER, IE.A simple technique for
guantification of low levels of DNA damage in ingiual cell. Exp. Cell Res.175: 184-
191, 1988.

SINGH, N.P. Microgels for estimation of DNA strahceaks, DNA protein crosslinks and
apoptosisMutat. Res.455: 111-127, 2000.

SPALLHOLZ, J.E. On the nature of selenium toxiatyd carcinostatic activitfzree Rad.
Biol. Med, 17: 45-64, 1994.

98



Referéncias Bibliograficas

SPEIT, G. & HARTMANN, A. The Comet assay (singldicgel test) — A sensitive
genotoxicity test for the detection of DNA damagel aepair.Methods Mol. Biol. 113:
203-212, 1999.

STAHL, A., ANUNDI, I. & HOGBERG, J. Selenite biotnaformation to volatile
metabolites in an isolated hepatocyte model sys&iochem. Pharm.33: 1111-1117,
1984.

STANDMAN, T.C. Discoveries of vitamin B and selenium enzymesAnn. Rev.
Biochem, 71: 1-16, 2002.

STANDMAN, T.C. Selenocysteindnn. Rev. Biochem65: 83-100, 1996.

STAPLETON, S.R., GARLOCK, G.L., FOELLMI-ADAMS, L. &KLETZIEN, R.F.
Selenium: potent stimulator of tyrosyl phosphorglatand activator of MAP kinase.
Biochem. Biophys. Actd355(3): 259-269, 1997.

STEKOL, J.A. Selenium tetracysteink.Am. Chem. Sqdb4: 1742, 1942.

TAKASAGO, T., PETERS, E.E., GRAHAM, D.l., MASAYASUW. & MACRAE, |.M.
Neuroprotective efficacy of ebselen an antioxidath anti-inflammatory actions, in a
rodent model of permanent middle cerebral artegus®n. Br. J. Pharmacol., 122: 1251-
1256, 1997.

THIRUNAVUKKARASU, C. & SAKTHISEKARAN, D. Sodium seadnite, dietary
micronutrient, prevents the lymphocyte DNA damageuced by N-nitrosodiethylamine
and phenobarbital promoted experimental hepatauagenesisJ. Cell. Biochem.88(3):
578-588, 2003.

THOMPSON, H.J. Selenium as an anticarcinogknAgric. Food Chem.32: 422-425,
1984.

THOMPSON, R.F. & KIM, J.J. Memory systems in thaibrand localization of a
memory.Proc. Natl. Acad. Sci. U.S./A3: 13438-13444, 1996.

99



Referéncias Bibliograficas

TICE, R.R., ORMISTON, B.G., BOUCHER, R., LUKE, C.A& PAQUETTE, D.S.
Environmental biomonitoring with feral rodent spesti Application of short-term
bioassays in the analysis of complex environmentaiures(Sandhu, S., Waters, M., Eds)
Plenum Publishing Co., New York, pp.175-180, 1988.

TICE, R.R., HAYASHI, M., MACGREGOR, J.T., ANDERSON)., BLAKEY, D.,
HOLDE, H.E., KIRSCH-VILDERS, M., OLESON Jr, F.B.,AECHIEROTTI, F.,
PRESTON, R.J., ROMAGNA, R., SHIMADA, H., SUTOU, & VANNIER, B. Report
from working group on the in vivo mammalian bonermoa chromosomal aberration test.
Mutat. Res.312: 305-312, 1994.

TICE, R.R., AGURELL, E., ANDERSON, D., BURLINSON, .DHARTMANN, A.,
KOBAYASHI, H., MIYAMAE, Y., ROJAS, E., RYU, J.C. 8SASAKI, Y.F. Single cell
gel/comet assay: guidelines for in vivo genetiddobogy testing Environ. Mol. Mutagen
35: 206-221, 2000.

TSEN, C.C. & TAPPEL, A.A. Catalytic oxidation of ghthione and other sulphydryl
compounds by selenitd. Biol. Chem.233(5): 1230-1232, 1958.

URSINI, F., MAIORINO, M., VALENTE, M., FERRI, K. &GREGOLIN, C. Purification
by pig liver of a protein which protects liposomfgsm peroxidative degradation and
exhibits glutathione peroxidase activity on phoslyécholine hydroperoxidas@&iochem.
Biophys. Acta710: 197-211, 1982.

URSINI, F., HEIM, S., KIESS, M., MAIORINO, M., ROWHI, A., WISSING, J. &
FLOHE, L. Dual function of the seleno-protein PHGdRxing sperm maturatioscience
285: 1393-1396, 1990.

VADDADI, K.S., SOOSAI, E. & VADDADI, G. Low blood slenium concentrations in
schizophrenic patients on clozapieg. J. Clin. Pharmaco.55: 307-309, 2003.

VALKO, M., RHODES, C.J., MONCOL, J., IZAKOVIC, M& MAZUR, M. Free
radicals, metals and antioxidants in oxidativessttieduced cance€Chem. Biol. Interact.
160(1): 1-40, 2006.

100



Referéncias Bibliograficas

VALVERDE, M., FORTOUL, T.I., DIAZ-BARRIGA, F., MEJ, J. & DEL CASTILLO,
E.R. Genotoxicity induced in CD-1 mice by inhalexhd: differential organ response.
Mutagenesisl7: 55-61, 2002.

VERNIE, L.N. Selenium in carcinogenesi&ochim. Biophys. Act&8: 203-217, 1984.

VON BORSTEL, R.C., CAIN, K.T. & STEINBERG, C.M. lehitance of spontaneous
mutability in yeastGenetics69: 17-27, 1971.

VIANNA, M. R. M., IZQUIERDO, L. A., BARROS, D. M.\WALZ, R., MEDIAN, J. H.
& IZQUIERDO, I. Short- and long term memory: difésttial involvement of
neurotransmitter systems and signal transducticcackes An. Acad. Bras. Cienc.72:
353-364, 2000.

WALZ R., LENZ G., ROESLER R., VIANNA M.R.M., MARTI$ V., BRENTANI R.,
RODNIGHT R. & IZQUIERDO I. Time-dependent enhancemef inhibitory avoidance
retention and MAPK activation by post-training ision of nerve growth factor into CA1
region of hippocampus of adult raEur. J. Neuroscj.12: 2185-2189, 2000.

WATERS, M.D., STACK, H.F. & JACKSON, M.A. Genetioxicology data in the
evaluation of potential human environmental cargerms.Mutat. Res.437: 21-49, 1999.

WEBER, G.F., MAERTENS, P., MENG, X.Z. & PIPPENGER,.E. Glutathione
peroxidase deficiency and childhood seizutescet 337: 1443-1444, 1991.

WEISBURGER, J.H. Antimutagenesis and anticarcinegex from the past to the future.
Mutat. Res.480-481: 23-35, 2001.

WHANGER, P.D. Selenocompounds in plants and th&#ects on animals, In Cheeke
PR(ed): Toxicants of Plant Origin. Vol. lll. Proteins andnAnoacids. Boca Raton,
FL:CRC Press, pp 141-167, 1989.

WHANGER, P.D. Selenocompounds in plants and animatgl their biological
significanceJ. Am. Coll. Nutr.21: 223-232, 2002.

101



Referéncias Bibliograficas

WHANGER, P.D. Selenium and its relationship to aanean updateBrit. J. Nutr, 91: 11-
28, 2004.

WHITING, R., WEI, L. & STICH, H. Unscheduled DNA sthesis and chromosome
aberrations induced by organic selenium compoundgrésence of glutathiondlutat.
Res, 78: 159-169, 1980.

WILLMORE, L.J. & RUBIN, J.J. Antiperoxidant pretreaent and iron-induced
epileptiform discharges in the rat: EEG and histplagic studiesNeurology 31(1): 63-
69, 1981.

WINGLER, K. & BRIGELIUS-FLOHE, R. Gastrointestinaglutathione peroxidase.
Biofactors 10: 245-249, 1999.

YAMAGUCHI, T., SANO, K., TAKAKURA, K., SAITO, I., SHINOHARA, Y., ASANO,
T. & YASUHARA, H. Ebselen in acute ischemic strolkeplacebo-controlled double blind
clinical trial. Stroke 29: 12-17, 1998.

YAN, L. & SPALLHOLZ, J. Generation of reactive oxgg species from the reaction of
selenium compounds with thiols and mammary tumdis.cBiochem. Pharmacql.45:
429-437, 1993.

ZAFAR, K.S., SIDDIQUI, A., SAYEED, |., AHMAD, M., 8LIM, S. & ISLAM, F.
Dose-dependent protective effect of selenium in maidel of Parkinson's disease:
neurobehavioral and neurochemical evidendeNeurochem.84(3): 438-46, 2003.

ZASSO, F.B., GONCALES, C.E.P., JUNG, E.A.C., ARALD., ZENI, G., ROCHA,
J.B.T. & NOGUEIRA, C.W. On the mechanisms invohedantinociception induced by
diphenyl diselenideEnviron. Toxicol. Pharmacql19: 283-289, 205.

ZIMMERMANN, F. Procedures used in the induction witotic recombination and
mutation in the yeassaccharomyces cerevisiae. Mutat. R8%: 71-86, 1975.

ZIMMERMANN, F.K. & SCHEEL, I. Genetic effects of &zacytidine inSaccharomyces
cerevisiaeMutat Res.139(1): 21-24, 1984.

102



Anexos

ANEXO 1

CARTA EDITOR PERIODICO

Dear Ms Machado,

The PDF for your subm ssion, "An organic sel enium conpound
bl ocks aponor phi ne-i nduced stereotypy in mce." is ready for
Vi ew ng.

Your subm ssion nust be approved in order to conplete the
subm ssion process and send the manuscript to the
Neur osci ence Letters editorial office.

Thank you for your tine and patience.
Eri n LaBont e- McKay

Journal Manager, Neuroscience Letters
Emai | : nsl @l sevi er.com

103



Anexos

ANEXO 2

CURRICULUM VITAE

MACHADO, M.S.

Dados Pessoais:

Nome: Miriana da Silva Machado

Local e data de nascimento: Bagé, RS, Brasil, ljdlde de 1981

Endereco Profissional: GENOTOXL-aboratério de Genotoxicidade, Centro
Biotecnologia, Avenida Bento Gongalves, 9500, Casngda Vale -UFRGS.
POA-RS

Telefone Profissional: 51 33166069

E-mail: miriana@chbiot.ufrgs.br

Formagao Académica:

Universidade da Regido da Campanha (URCAMP) Bdgsg —
Curso de Farmacia
Término: Dez / 2001

Estagio:

> Instituicdo: GENOTOX — Laboratodrio de Genotoxicida@entro de Biotecnologia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul — UFRGS.
Area de atuacéo: Estagio voluntario pratico ea &le Genotoxicidade (residuos,
agua, solo, farmacos).
Periodo: fevereiro de 2002 - abril de 2004.
Orientador: Prof. Dr. Jodo Antonio Pégas Henisque

104



Anexos

Prémio:

>

Mencdo Honrosa concedida pela Federacdo de Soeedag Biologia

Experimental pelo trabalho “Avaliacdo da atividagenotoxica do composto 3'3-
ditrifluormetildifenil disseleneto” apresentado né&X Reunido Anual FeSBE,

Aguas de Lindéia — SP, 2005.

Trabalhos resumidos publicados em anais de eventos:

>

FRANKE, S.I.R., PRA, D., SCHARLAU, A., CASSINI, CMACHADO, M.S.,
MANTESE, C., JAEGER, J.P., ERDTMANN, B., SALVADOR,M.,
HENRIQUES, J.A.P., PETKOWICZ, R. Dano em ADN y éstroxidativo em
remeros. In: VI Congreso Latinoamericano de Mutagiéxwy Carcinogénesis y
Teratogénesis Ambiental, XIV Congreso Argentino Taxxicologia, Mendoza —
Argentina, 2005.

MACHADO, M.S., DANTAS, A.S., BRAGA, A.L., ROESLERR., HENRIQUES,
J.A.P. Avaliacdo da atividade genotoxica do conp@8-ditrifluormetildifenil
disseleneto pelo ensaio cometa em sangue perif@écaamundongos In: VI
Reunido Anual do Programa de P4s-Graduacdo emdioelular e Molecular
do Centro de Biotecnologia da UFRGS, 2005, Poregdd. VII Reunido Anual do
Programa de Pdés-Graduacdo em Biologia Celular eeddtdr do Centro de
Biotecnologia da UFRGS - Livro de Resumos, 2005.

PREISSLER, T., WEDOY, M., MACHADO, M.S., DANTAS, &., REOLON,
G.K., SCHWARTSMANN, G., HENRIQUES, J.A.P., ROESLHR, Avaliacdo de
danos no DNA induzidos por um inibidor da Topoiscase | em células cerebrais
de camundongos. In: VII Reunido Anual do PrograrmeaPds-Graduacdo em
Biologia Celular e Molecular do Centro de Bioteamé da UFRGS, 2005, Porto
Alegre. VIl Reunido Anual do Programa de Pds-Gradasem Biologia Celular e

Molecular do Centro de Biotecnologia da UFRGS +digle Resumos, 2005.

105



Anexos

FRANKE, S.I.R., PRA, D., SCHARLAU, A., CASSINI, CMACHADO, M.S.,
MANTESE, C., JAEGER, J.P., ERDTMANN, B., SALVADOR,M.,
HENRIQUES, J.A.P., PETKOWICZ, R. Dano no DNA e este oxidativo em
remadores. In: VIl Reunido Anual do Programa de-®&d&luacdo em Biologia
Celular e Molecular do Centro de Biotecnologia d&RGS, 2005, Porto Alegre.
VIl Reunido Anual do Programa de Pdés-Graduacdo eailodda Celular e
Molecular do Centro de Biotecnologia da UFRGS +digle Resumos, 2005.

SHARLAU, A., CASSINI, C., HENRIQUES, JAP., SALVADR, M.,
MACHADO, M.S., PETKOWICZ, R., FRANKE, S.I.R., PRA. Dano no DNA e
estresse oxidativo em remadores. In: XI Seminadolrdciacdo Cientifica e X
Jornada de Ensino, Pesquisa e Extensao da UC&. Garzt do Sul, 2005.

SCHARLAU, A., PRA, D., CASSINI, C., MACHADO, M.SMANTESE, C.,
JAEGER, J.P. ERDTMANN, B., HENRIQUES, J.AP., SALDAR, M.,
PETKOWICZ, R., FRANKE, S.ILR. Dano no DNA e estessxidativo em
remadores. In: XVIlI Saldo de Iniciacdo CientificaXév Feira de Iniciacdo
Cientifica - UFRGS, 2005.

SCHULER, A.D., REOLON, G.K., MACHADO, M.S., CAMASS®&, M.,
BRAGA, L.M., HENRIQUES, J.A.P., NARDI, N., ROESLER. Avaliacédo de
danos no DNA em células cerebrais de camundonga$AdB, um modelo
genético de Mucopolissacaridose do tipo I. In: X8#l&o de Iniciacdo Cientifica e
X1V Feira de Iniciagdo Cientifica - UFRGS, 2005.

MACHADO, M.S., DANTAS, A.S., BRAGA, A.L., ROESLERR., HENRIQUES,
J.A.P. Avaliacdo da atividade genotdxica do conmpd®B-ditrifluormetildifenil
disseleneto. In: XX Reunido Anual da Federacdo deieSades de Biologia
Experimental, Aguas de Lindoia — SP, 2005 v.19.

MACHADO, M.S., DANTAS, A.S., BRAGA, AL., HENRIQUES J.A.P.,
ROESLER, R. 3'3-ditrifluormetildifenil disselenebibqueia a estereotipia induzida
por apomorfina em camundongos. In: XX Reunido Andal Federagao de
Sociedades de Biologia Experimental, Aguas de limd@P, 2005, v.19.

106



Anexos

>

MACHADO, M.S., DANTAS, A.S., MELLER, C., APPELT, R., BRAGA, A.L.,
ROESLER, R., HENRIQUES, J.A.P. Avaliacdo das a#idies genotdxicas e
neurocomportamentais do composto disseleneto ddit&fBiormetildifenila. In:
VI Reunido Anual do Programa de POs-Graduacdo eaiod@a Celular e
Molecular do Centro de Biotecnologia da UFRGS, 20@drto Alegre-RS. VI
Reunido Anual do Programa de Pds-Graduacdo emdioelular e Molecular
do Centro de Biotecnologia da UFRGS - Livro de Ress; 2004.

MACHADO, M.S., PICH, C.T., APPELT, H.R., BRAGA, A.LHENRIQUES,

J.A.P.Salmonella/microsome and comet assay- based evaluation omub&genic

activity of chiral organosulfuric amino acid deftives. In: A" International

Conference on Environmental Mutagens in Human Rajpums, 2003,

Florianopolis. Genetics an Molecular Biology. Ridé®i Preto, SP: Editoral and
business office, 2003. v.26.

107



