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     RESUMO 
 

Os mecanismos envolvidos nas atividades toxicológicas e/ou 

farmacológicas dos compostos orgânicos de selênio são pouco conhecidos. Os 

compostos orgânicos de selênio (disseleneto de difenila e ebselen) e organotelúrio 

(ditelureto de difenila) foram alvo dos trabalhos realizados“in vitro”, neste estudo. 

Os compostos organocalcogênios apresentaram efeitos diversos sobre o influxo 

de 45Ca2+ medido em sinaptossomas de cérebro de rato, dependendo das 

condições e agentes despolarizantes usados. Ebselen, (PhSe)2 e (PhTe)2  alteram 

a captação de 45Ca2+ de maneira distinta quando expostos a aminopiridina ou KCl. 

Enquanto (PhTe)2 inibe a captação de cálcio em todas as condições 

experimentadas, (PhSe)2, apresenta este efeito apenas quando incubado em 

condições basais ou sob a ação de aminopiridina. Ebselen, por sua vez, aumenta 

a captação de cálcio em altas concentrações em condições basais e sob a ação 

de aminopiridina, porém, apresenta efeito inverso quando os sinaptossomas são 

despolarizados por KCl. Ebselen evitou a inibição da captação de 45Ca2+ “in vitro” 

provocada por cloreto de mercúrio(HgCl) em sinaptossomas de cérebro de rato 

em condições basais do ensaio, no entanto, ebselen não afetou a inibição da 

captação de glutamato “in vitro” por HgCl, indicando que ebselen pode atuar 

dependendo das proteínas-alvo consideradas.Os compostos de mercúrio, MeHg e 

HgCl, inibiram a captação de glutamato em córtex cerebral de ratos de 17 dias e 

ebselen reverteu somente o efeito do MeHg porém, não, o do HgCl. Disseleneto 

de difenila não alterou os parâmetros avaliados na exposição de ambos os 

compostos de mercúrio.Os compostos de mercúrio estudados provocaram a morte 

celular das fatias de córtex, porém, ebselen protegeu as fatias dos efeitos lesivos 

provocados por MeHg e não pelo HgCl.  
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A hipoxia–isquemia neonatal reduziu a captação de glutamato de fatias de 

hipocampo de ratos, após 3 – 5 dias do insulto. Esta inibição foi recuperada aos 

60 dias de idade. A guanosina evitou a redução da captação de glutamato em 

fatias de hipocampo de ratos submetidos à hipoxia–isquemia neonatal quando 

administrada em quatro doses consecutivas:imediatamente, 24 h, 48 h após o 

insulto HI. Estes resultados indicam que a HI neonatal influencia a captação de 

glutamato logo após o insulto e a guanosina previne esta ação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 XIV

 

 

 

 

 

     ABSTRACT 
 
The mechanisms underlying the toxicity and/or pharmacology of organic 

forms of selenium (diphenyl diselenide and Ebselen) is not very well known. The 

organic forms of selenium (diphenyl diselenide and Ebselen) and organic forms of 

tellurium were investigated “ in vitro”. These compounds display differents effects 

depending on the condition and the depolarizing agent used. Ebselen, (PhSe)2 e 

(PhTe)2  changes in Ca2+ influx into synaptosomes of different form when  exposed 

the 4-AP or high K+ . While (PhTe)2 decrease Ca2+ influx in all conditions tested. 

(PhSe)2, display  this effect only  when non-depolarizing conditions or in 4-AP 

estimulation. Contrary, Ebselen, increase  the Ca2+ influx in high concentrations 

under non-depolarizing concentrations and with 4-AP , however, shown inverse 

effect when synaptosomes under high KCl. Ebselen protects Ca2+ influx blockage 

caused by Hg2+ .into brain synaptosomes under non-depolarizing conditions, 

nevertheless, ebselen does not protect glutamate uptake inhibition caused by  Hg2+  

suggesting that its protection is dependent on the target protein considered. The 

mercury compounds, MeHg e HgCl, inhibited the glutamate net uptake from the 

cerebral cortex of 17-day-old rats; and ebselen reverted the MeHg-induced 

inhibition of glutamate net uptake but did not protect the inhibition caused by Hg 2+. 

Diphenyl diselenide (PhSe)2, was observed that this compound did not revert the 

action of MeHg or Hg2+. Ebselen protected slices from the deleterious effects of 

MeHg, but not of Hg2+on cell viability. Conversely, ebselen did not modify the 

reduction of MTT caused by MeHg and Hg 2+ .The protective effect of ebselen on 

MeHg-induced inhibition of glutamate net uptake seems to be related to its ability in 

maintaining cell viability. The neonatal hypoxia-ischemia (HI) in 7-day-old pups on 

the high-affinity [3H] glutamate uptake into hippocampal slices at different times 
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after insult was examined. Immediately following and 1 day after the insult there 

was no effect. But at 3 to 5 days after the HI insult, glutamate uptake into the 

hippocampus was markedly reduced; however, after 30 or 60 days the glutamate 

uptake into hippocampal slices returned to control levels. Also, this study 

demonstrated the effect of the nucleoside guanosine (Guo) on the [3H] glutamate 

uptake in neonatal HI injury, maintaining the [3H] glutamate uptake at control levels 

when injected before and after insult HI. We conclude that neonatal HI influences 

glutamate uptake a few days following insult, and that guanosine prevents this 

action. 
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APRESENTAÇÃO 
 
 

Esta tese constitue-se de: item I - INTRODUÇÃO, ou seja, a 

fundamentação que originou o trabalho e no item II encontra-se  OBJETIVOS 

GERAIS. 

O ítem III - OBJETIVOS ESPECÍFICOS; o IV- MATERIAIS e MÉTODOS e o 

V- RESULTADOS estão sob a forma de artigos publicados conforme  

discriminados no SUMÁRIO. 

O ítem VI - DISCUSSÃO apresenta comentários gerais e a integração dos 

resultados obtidos neste trabalho. 

No ítem VII - CONCLUSÕES são apresentadas as conclusões dos 

manuscritos. E, no ítem VIII - REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS refere-se 

somente às citações contidas na Introdução e Discussão desta tese. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
  
 

                             I. INTRODUÇÃO 
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I.1.SISTEMA GLUTAMATÉRGICO 
 
I.1.1. CAPTAÇÃO DE GLUTAMATO 
 

O glutamato é o aminoácido encontrado em maior concentração no Sistema 

Nervoso Central(SNC) de mamíferos, onde participa de funções metabólicas 

idênticas às exercidas em outros tecidos, como biossíntese de proteínas, 

formação de redes neuronais durante o desenvolvimento, alterações plásticas 

associadas a aprendizagem e a memória (Meldrum et al., 1999, Ozawa et 

al.,1998). Principal neurotransmissor excitatório do sistema nervoso central (SNC) 

de mamíferos, sua síntese ocorre nos terminais pré-sinápticos, e é estocado nas 

vesículas sinápticas (Meldrum, 2000).  

O papel excitatório do glutamato ocorre por sua atuação sobre os 

receptores glutamatérgicos localizados nas membranas pré e pós-sinápticas, e 

nas membranas gliais. A neurotransmissão glutamatérgica é mediada através da 

interação do glutamato com duas classes distintas de receptores: ionotrópicos e 

metabotrópicos, classificados de acordo com suas propriedades farmacológicas e 

funcionais (Conn e Pinn, 1997).Os receptores ionotrópicos são canais iônicos que 

permeiam cátions quando ativados e que promovem a despolarização da 

membrana sináptica, desencadeando uma resposta excitatória. São subdivididos 

em N-metil-d-aspartato (NMDA), -amino-3-hidroxi-5-metil-4-isozaol-ácido 

propiônico (AMPA), e ácido caínico (KA), com base na sua sensibilidade a 

agonistas específicos. Os receptores metabotrópicos estão acoplados a proteínas 

ligantes de nucleotídeos da guanina (proteínas G) e modulam a atividade de 

efetores intracelulares, tais como: adenilato ciclase e fosfolipase C, responsáveis 

pela produção de segundos-mensageiros (AMPc, diacilglicerol e IP3) 

(Ozawa,1998).  

A concentração de glutamato na fenda sináptica é finamente regulada 

através de sistemas de captação localizados nas membranas astrocíticas e 
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terminais pré-sinápticas, pois não há enzimas extracelulares capazes de 

metabolizá-lo (Anderson and Swanson, 2000, Attwell, 2000, Chen and Swanson, 

2003, Rothstein et al., 1994 Ullensvang et al.,1997). Através da ação distintamente 

regulada destes sistemas o glutamato é armazenado nas vesículas, diminuindo 

sua concentração na fenda sináptica. Quando as membranas pré-sinápticas são 

despolarizadas, o glutamato é liberado na fenda sináptica. Após a captação 

astrocitária, o glutamato é transformado pela glutamina sintetase em glutamina 

que é transportada para os neurônios onde é convertida através da glutaminase a 

glutamato que pode ser captado pelas vesículas sinápticas e liberado novamente, 

recomeçando o processo (Anderson e Swanson, 2000). Os astrócitos são 

responsáveis pela maior parte do glutamato captado (Schousboe, 1981). 

 

 

 
 

 
FIGURA 1 – Sinapse glutamatérgica. Mecanismo de transporte de glutamato e 

localização de seus transportadores nos astrócitos e neurônios. Os transportadores 
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neuronais estão localizados, na sua maioria, fora da região do neuropil (Fonte:Amara e 

Fontana, 2002) 

Nitidamente, a captação de moléculas de glutamato representa uma função 

vital na manutenção de altos níveis de precursores de glutamato e baixas 

concentrações extracelulares deste neurotransmissor (Dichter & Wilcox,1997). 

A neurotransmissão glutamatérgica é finalizada quando a concentração de 

glutamato na fenda sináptica é reduzida através da sua difusão e principalmente 

através de sua remoção por ação de dois sistemas de transporte: um carreador 

com alta afinidade e dependente de Na+, localizado nas membranas sinápticas e 

gliais (Rothstein et al., 1994, Robinson and Dowd, 1997) e outro com baixa 

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

sinápticas. 

 

I.1.1.2. Glutamato como neurotoxina 
 
Lucas and Newhouse (1957) foram os primeiros a sugerir que o glutamato 

poderia ser uma neurotoxina ao demonstrar que injeções de L-glutamato podem 

destruir a camada interna da retina de camundongo. Estas observações foram 

replicadas e ampliadas por Olney (1969) ao verificar que uma hiperativação do 

sistema glutamatérgico pode ocasionar dano neuronal, processo conhecido como 

excitotoxicidade. Entre as causas deste processo estão a hipersensibilidade ao 

glutamato devido a deficiências no metabolismo energético ou nas defesas 

antioxidantes (Greene and Greenamyre, 1996), anormalidades nos receptores 

glutamatérgicos (aumento na densidade e modulação) e/ ou um aumento na 

concentração extracelular deste neurotransmissor (aumento na liberação ou 

redução na captação) (Rothstein et al., 1992, Battaglioli et al., 1993, Robinson and 

Dowd, 1997). Desde então, este processo tem sido relacionado a várias 

neuropatologias agudas e crônicas como epilepsia, isquemia cerebral, tumores do 

sistema nervoso central, esclerose amiotrófica lateral, doença de Alzheimer, de 

Huntington, de Parkinson, neurodegeneração associada a infecções por HIV 

(Greenamyre. and Young, 1989, Rothstein et al., 1992. Lipton and Rosemberg, 
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1994, Price, 1999, Maragakis and Rothstein, 2001, 2004, Mattson et al., 1999, 

2002, Segovia et al., 2001, Brewer, 2000; Ingram et al., 2001, Meldrum e 

Garthwate, 1991, Wang et al., 2003). 

 

I.1.1.3.Transportadores de glutamato 
 
 Atualmente, cinco subtipos de transportadores de glutamato foram 

caracterizados: GLAST/EAAT1, GLT1/EAAT2, expressos nos astrócitos. GLAST é 

o principal transportador presente durante o desenvolvimento do Sistema Nervoso 

Central (Furuta et al.,1997), enquanto que GLT1 é responsável por 90% de todo o 

transporte nos tecidos adultos (Tanaka et al., 1997). Apenas GLT1, pode ser 

também expresso em células bipolares de retina (Rauen e Kanner, 1994, Rauen et 

al., 1996). Estes dois transportadores são quantitativamente os principais 

transportadores de glutamato, sendo responsáveis pela maior parte de sua 

captação no SNC (Anderson e Swanson, 2000). 

A distribuição e concentração do GLAST e GLT-1 no SNC variam de acordo 

com a região (Gegelashvili e Schousboe, 1998) e conforme o estágio de 

desenvolvimento cerebral (Furuta et al., 1997a, Ullensvang et al., 1997, Maragakis 

e Rothstein, 2001). Ambos os transportadores são expressos numa mesma célula, 

mas em proporções diferentes dependendo da região (Lehre et al., 1995). GLT1 é 

o maior transportador de glutamato em todas as regiões cerebrais (Danbolt et 

al.,1998).  

Recentes estudos evidenciaram alterações na expressão dos 

transportadores de glutamato durante o desenvolvimento do sistema nervoso 

central. As expressões de GLAST e GLT-1 estão reduzidas em ratos jovens e 

aumentam com o desenvolvimento aos níveis dos adultos, e a expressão de 

EAAC1 é maior nos cérebros dos ratos neonatos do que nos cérebros adultos 

(Furuta et al., 1997). No cérebro imaturo ou em desenvolvimento, os níveis de 

GLAST predominam sobre os de GLT-1, o qual não é detectado no nascimento 

(Levy et al., 1995, Ullensvang et al., 1997). As concentrações de GLAST e GLT-1 

aumentam drasticamente no período de maior atividade de sinaptogênese (do final 
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da segunda ao final da quarta semana pós-natal) atingindo níveis adultos após 

trinta e cinco dias de vida (Furuta et al., 1997a, Ullensvang et al., 1997). 

Camundongos Knock-out para GLT-1 apresentam convulsões letais nas primeiras 

horas de vida (Tanaka et al., 1997). Da mesma forma, animais com deficiência de 

GLAST demonstraram uma suscetibilidade aumentada à injúria cerebelar, assim 

como uma redução da coordenação motora (Watase et al., 1998). 

 Nos neurônios e glia encontramos EAAC1/EAAT3, enquanto que o EAAT4, 

é predominantemente encontrado nas células de Purkinje no cerebelo. E, 

finalmente, EAAT5, encontrado na retina (Danbolt, 2001). Portanto, a captação de 

glutamato em cérebro de rato é baixa no nascimento e aumenta aos níveis de 

adulto nas primeiras semanas de vida (Ullensvang et al., 1997). 

 
I.2. MODELO DE DANO AO SISTEMA NERVOSO CENTRAL POR MERCÚRIO 
 
I.2.1.MERCÚRIO 

 
O mercúrio é uma toxina ambiental capaz de provocar amplos e variados 

efeitos adversos à saúde humana, especialmente ao sistema nervoso central. 

Apresenta-se em três formas diferentes: vapor de mercúrio (a temperatura 

ambiente) metálico ou elementar (Hg0), compostos inorgânicos de mercúrio, ou sal 

de mercúrio (Hg2+), ou (Hg1+) mercuroso, e as formas orgânicas de mercúrio, Metil, 

Etil, Fenilmercúrio (MeHg, EhHg, PhHg), respectivamente. A solubilidade, 

reatividade, efeitos biológicos e toxicidade variam entre estas formas.  

No meio ambiente as emissões vulcânicas, o desgaste da crosta terrestre, a 

evaporação de fontes de água, são responsáveis pela presença de mercúrio na 

natureza. Outras fontes como descargas industriais, a queima de carvão, petróleo, 

dos crematórios, a mineração, bem como a produção de cloroalcalis (NaOH, cloro 

puro), cimento, fotografias, tintas, fungicidas, baterias, lâmpadas fluorescentes, 

germicidas, instrumentos médicos podem servir como fonte de exposição a este 

tóxico (Aucott et al., 2003, Betsinger et al., 2000, Hoover and Goldwater, 1966). 
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 Recentes relatos da literatura sugerem que o mercúrio das amálgamas 

dentárias pode provocar nefrotoxicidade, mudanças comportamentais, alterações 

na pele e mucosas entre outras complicações. O desenvolvimento de doença de 

Alzheimer ou esclerose múltipla tem sido ligada a exposições a baixas 

concentrações de mercúrio. A suscetibilidade genética influencia na determinação 

dos efeitos negativos das amálgamas dentárias (Yip et al., 2003, Counter e 

Buchanan, 2004, Mutter et al., 2004, 2005 ). 

Geralmente, o MeHg no meio ambiente é formado por microorganismos a 

partir do Hg elementar depositado no ar ou na água de fontes naturais ou 

humanas. O consumo de peixe é a forma primária de exposição ao Hg orgânico 

(Clarkson, 1997, Langford e Ferner, 1999). Cabe salientar que no Brasil as áreas 

de mineração representam uma fonte de exposição considerável às populações 

nativas e índios que vivem na região Norte, como demonstra recente estudo de 

Gonçalves e Gonçalves, 2004. 

 

I.2.1.1.Absorção, metabolismo, distribuição: 
 
O mercúrio elemental vaporiza a temperatura ambiente e ao ser inalado 

passa através das membranas dos alvéolos pulmonares ao sangue onde se 

distribue nos eritrócitos, sistema nervoso central (SNC) e rins. Pouco absorvido 

pelo trato gastrointestinal e pela derme. Atravessa a placenta e pode chegar ao 

feto. No SNC, ao ser transformado na forma mercúrica (Hg++) é pouco difusível no 

cérebro. A maioria dos mercuriais orgânicos são absorvidos pela ingestão, 

inalação e através da pele. São lipossolúveis e absorvidos pelo trato 

gastrointestinal. As formas orgânicas de mercúrio também atravessam a barreira 

hematoencefálica e a placenta.  

 

I.2.1.2.Toxicidade 
 

Em altas concentrações, o mercúrio elemental ao ser inalado causa 

pneumonia, insuficiência respiratória e morte. A absorção de sais de mercúrio 
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pode ser fatal, por ulceração gastrointestinal e hemorragia, podendo acumular-se 

nos rins levando a síndrome nefrótica (Goldman e Shannon, 2001). Os compostos 

orgânicos de mercúrio provocam incoordenação motora, parestesias, surdez, 

mudez, tremores, coma, morte. Bebês que nasceram de mães intoxicadas durante 

a gravidez apresentam retardo mental, cegueira, mudez e convulsões durante o 

desenvolvimento (Amin-Zaki et al., 1974).  

 

I.2.1.3.Aspectos bioquímicos dos mercuriais: 
 

Um aspecto comum do Hg2+ e do MeHg consiste na sua capacidade de 

romper a regulação neuronal dos íons divalentes, especialmente o Ca2+. Ambos 

MeHg e Hg2+ alteram a regulação dos níveis de cálcio intracelular, a liberação de 

neurotransmissores e a função dos canais iônicos ligados à voltagem (Sirois e 

Atchison, 1996,. 2000). Apesar de pouco conhecidos os mecanismos pelos quais 

a sobrecarga do íon cálcio provocada pelo MeHg pode acarretar morte celular, a 

desorganização do citoesqueleto, a ativação de proteases, fosfolipases, e a 

disfunção mitocondrial estariam entre os fatores prováveis de rompimento da 

homeostase deste íon (Orrenius e Nicotera,1994, Oyama e cols.,1994). 

Bloqueadores de canais de Ca2+ dependentes de voltagem podem prevenir 

disfunções neurológicas em ratos submetidos a tratamento in vivo por MeHg 

(Sakamoto e cols., 1996).  

 Vários dados experimentais demonstram o envolvimento do mecanismo 

excitotóxico na neurotoxicidade por mercuriais. O mercúrio exerce um efeito 

inibitório sobre a habilidade dos astrócitos retirar ou depurar o glutamato liberado 

no espaço extracelular (Kim and Choi, 1996, Aschner, 1996). Vários estudos 

apontam que os astrócitos são um alvo importante para o Hg2+ e que a 

excitotoxicidade seria provocada pela disfunção astrocitária (Kim e Choi, 1995, 

Chen e Swanson, 2003). MeHg preferencialmente acumula-se nos astrócitos onde 

provoca o edemaciamento (“swelling”) celular e inibe a captação de aminoácidos 

excitatórios (Aschner et al., 2000). Igualmente, cloreto de mercúrio inibe a 

captação de glutamato em cultura de astrócitos (Brookes, 1988), e inibe em 60% 
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os transportadores GLT, GLAST e EAAC em lipossomos (Trotti et al., 1997). Além 

disso, antagonistas do receptor NMDA,ácido D-2-amino-5-fosfonovalerico (um 

antagonista competitivo NMDA), e ácido 7-cloroquinurenico (um antagonista do 

sitio de glicina associado com o receptor NMDA) podem inibir os efeitos tóxicos 

induzidos por MeHg em culturas neuronais cerebrais (Rajanna et al.,1997).  

Outro exemplo foi evidenciado por Juarez et al., 2002 que ao utilizar MeHg 

através de microdiálise no córtex frontal de rato obteve aumento da liberação de 

glutamato no dialisado, por alterações nos mecanismos de captação/depuração 

dos aminoácidos excitatórios.  

Além disso, a alta afinidade do MeHg por grupamentos sulfidrílicos (SH) 

(Clarkson, 1997, Ascher et al., 2000) torna proteínas contendo cisteína suscetíveis 

a modificações estruturais e funcionais,como por exemplo, os transportadores 

GLT1 e GLAST (Pines et al., 1992). Também, Ascher et al., 1996 sugerem que a 

maior inibição astrocitária seria causada pelo Hg2+ inorgânico do que pelo MeHg 

pois o MeHg seria demetilado a Hg2+ inorgânico dentro dos astrócitos (Aschner et 

al., 1996). Por fim, HgCl2 diminue a atividade da glutamina sintetase, enzima 

astrocítica responsável pela conversão do glutamato a glutamina (Allen et al., 

2001). Esta inibição poderia afetar a depuração do glutamato extracelular 

contribuindo para a desregulação do metabolismo glutamatérgico (Fitsanakis et 

al., 2005). Portanto, é notório que a neurotoxicidade induzida pelo MeHg pode ser 

atribuída, pelo menos em parte, a desregulação da homeostase dos aminoácidos 

excitatórios e que os mecanismos excitotóxicos estão envolvidos. 

Sanfeliu e cols., 2001 demonstraram em culturas de células que os 

astrócitos são mais resistentes a neurotoxicidade provocada por MeHg enquanto 

que os neurônios foram mais responsivos a ação de antioxidantes. Outrossim, no 

cérebro em desenvolvimento o MeHg é tóxico para o cerebelo e córtex levando a 

necrose focal e apoptose (Castoldi et al., 2001, Costa et al.,2004).  

 

I.2.3.CAPTAÇÃO DE CÁLCIO  
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Quase tudo que fazemos é controlado pelo Ca 2+ - como nos movemos, 

como nossos corações batem e como nossos cérebros processam informações e 

guardam memórias. Para que tudo isso seja feito, o Ca2+ atua como um 

mensageiro intracelular, relacionando informações dentro das células para regular 

sua atividade. Por exemplo, o Ca 2+ inicia a vida na fertilização e controla o 

desenvolvimento e diferenciação das células em tipos especializados. Ele media a 

atividade subseqüente dessas células e finalmente, está invariavelmente envolvido 

na morte celular. Para coordenar todas essas funções, os sinais de Ca 2+ devem 

ser versáteis e ao mesmo tempo precisamente regulados. Essa extraordinária 

versatilidade se dá devido a possibilidade do íon atuar nos diferentes contextos de 

espaço, tempo e amplitude (Berridge et al., 1998). Os níveis intracelulares de 

cálcio em condições basais são mantidos baixos, porém, a estimulação fisiológica 

por hormônios, neurotransmissores, fatores de crescimento, resulta em níveis 

aumentados necessários para ativar rotas de transdução de sinal dependente de 

cálcio. (Berridge et al., 1998).  

 

I.2.3.1.Canais de Cálcio 
 
Os canais de Ca2+ caracterizam-se por sua seletividade, localização e 

abrem/fecham-se de acordo com sinais elétricos, mecânicos e químicos 

provocando mudanças conformacionais. São altamente plásticos funcionalmente e 

diferenciam-se conforme suas propriedades eletrofisiológicas e farmacológicas.  

Alguns canais se abrem quando um neurotransmissor ou um hormônio 

ocasiona variações na diferença de potencial elétrico através da membrana e são 

denominados canais de cálcio dependentes de voltagem (CCDV). Outros se 

abrem quando o ligante interage com o receptor de membrana celular associado a 

canais de membrana e são chamados canais de cálcio ligados ao receptor. Neste 

caso, a abertura dos canais pode se dar pela ação de segundos mensageiros, 

pela fosforilação do canal, por ação da proteína G, pelo próprio Ca2+ intracelular 

ou pela ligação direta do hormônio ou neurotransmissor ao próprio canal (Kandel, 

2000). 
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A grande diferença entre as concentrações do íon cálcio no meio extra e 

intracelular evidenciam a importância de mecanismos de regulação da entrada e 

saída deste íon. O influxo de cálcio do meio extracelular e a redistribuição dos 

estoques de cálcio citosólico podem aumentar o cálcio intracelular que ativam 

processos tóxicos que podem levar a morte celular. No sistema nervoso central a 

liberação de neurotransmissores é ativada pelo influxo de Ca2+ através dos canais 

de Ca2+ voltagem-dependentes que provocam um rápido influxo de Ca2+ para 

dentro das células quando a membrana é despolarizada. Quando um canal de 

cálcio se abre, uma nuvem altamente concentrada de Ca2+ se forma ao redor de 

seu poro, dissipando-se rapidamente por difusão depois do canal se fechar. Esses 

sinais localizados, que podem se originar de canais na membrana plasmática ou 

nos estoques internos, representam os eventos elementares – as unidades 

básicas da sinalização com Ca2+. Além dos sinais de Ca2+ serem altamente 

regulados, sua distribuição nos diversos compartimentos celulares também o é, 

pois, como já foi mencionado o Ca2+ livre em altas concentrações leva a morte 

celular. A perda da habilidade regulatória destes mecanismos e o subseqüente 

aumento dos níveis de cálcio intracelular estariam envolvidos em eventos 

patológicos como trauma cerebral, acidente vascular cerebral, epilepsia, esclerose 

amiotrófica lateral. Além disso, os canais de cálcio desempenham papel 

fundamental nas funções neurológicas, sendo alvos para uma variedade de 

tóxicos orgânicos e inorgânicos, entre eles, metilmercúrio, chumbo, etanol. 

Mutações dos canais de cálcio estão associados a várias desordens neurológicas 

como enxaquecas e dificuldades de movimento(Audesirk et al., 2000) 

 

I.2.3.1.Canais de cálcio dependentes de voltagem(CCDV): 
 

Muitos processos neuronais são regulados pelo influxo de cálcio através 

dos canais de cálcio dependentes de voltagem (CCDV) como a fosforilação 

protéica, a expressão gênica, as variações na diferença de potencial elétrico e, 

especialmente, na liberação de neurotransmissores (Llinas,1988, Miller,1992, 

Chung et al.,2000, Sirois e Atchison, 2000, Lipscombe et al.,2004). Os canais de 
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cálcio dependentes de voltagem (CCDV) constituem-se de uma família de canais 

formados por proteínas de membrana cuja atividade é modulada pela variação do 

potencial de membrana. Quando a membrana é despolarizada eles promovem um 

rápido influxo de Ca 2+ para dentro das células.  

Atualmente são conhecidos cinco classes de CCDV, segundo suas 

propriedades eletrofisiológicas e farmacológicas que são designados por: L, N, T, 

P/Q, R (Fisher e Bourque, 2001). 

Os canais do tipo L são ativados por alta voltagem e inativados lentamente. 

A abertura do tipo L é bloqueada por antagonistas dihidropiridinas e assegurado 

por agonistas dihidropiridinas. É sensível as fenilalquilaminas e benzodiazepinas 

Os canais do tipo T são ativados por baixa voltagem e inativam-se 

rapidamente. Estão presentes em alta concentração nos neurônios. Função 

desconhecida. 

Canal do tipo N caracteriza-se por ser ativado por alta voltagem como o 

canal tipo L, porém difere deste último por ser insensível às dihidropiridinas.   

Bloqueado por ω-conotoxina, toxina produzida pelo molusco marinho Conus 

geographus. 

Os canais do tipo P/Q demonstram resistência às dihidropiridinas e às 

conotoxinas, presente nos neurônios, cujo bloqueador específico é a  ω-Agatoxina 

GIVA. Participa da neurotransmissão. E, finalmente os canais do tipo R cujo 

antagonista é SNX-482. Participa da secreção neuroendocrina. 

 Atualmente existem muitas formas de se estudar as mudanças nas 

concentrações de cálcio intracelular, sua distribuição nos diferentes 

compartimentos celulares. A caracterização da distribuição e movimentos nas 

diferentes áreas pode se obtida com agentes inibitórios ou procedimentos 

relativamente específicos para o efluxo, influxo e ligação ao cálcio (Trump e 

Berezesky, 1992). 

  
I.2.4. COMPOSTOS ORGANOCALCOGÊNIOS 
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Compostos calcogênios são importantes intermediários e reagentes muito 

utilizados em síntese orgânica (Paulmier, 1986; Braga et al.,1996, 1997).São 

formados pelos elementos oxigênio(O), enxofre(S), selênio(Se), telúrio(Te) e 

polônio (Po) localizados no grupo 16 da tabela periódica. Nestes últimos anos, 

este grupo de pesquisa dedicou-se a investigar as propriedades farmacológicas 

e/ou toxicológicas destes versáteis compostos. Nesta tese focalizamos dois destes 

elementos, selênio e telúrio nas suas formas orgânicas, uma vez que estes 

compostos tem sido alvo de expressivo interesse pelas propriedades específicas 

que apresentam e por serem intermediários em diversos processos de síntese 

orgânica.  

 

I.2.4.1.Selênio 
O selênio é um elemento traço, essencial na dieta, pois está ligado a 

selenoproteínas. Sua deficiência pode provocar a cardiopatia endêmica (Keshan) 

observada em áreas geográficas cujos solos são pobres neste elemento. Diversos 

estudos foram descritos evidenciando a relação entre o baixo nível de selênio e o 

desenvolvimento de algumas doenças como câncer, esclerose cardiovascular, 

alterações digestivas, cardiovasculares e reumáticas (Neve et al., 1987, Ortuño et 

al., 1996). No entanto, este micronutriente pode ocasionar toxicidade, como uma 

doença chamada “alkali disease” decorrente da ingestão de plantas seleníferas, 

que acumulam grandes quantidades de selênio (Spallhoz, 1993,) 

O principal local de absorção do selênio parece ser o duodeno, seguido 

pelo jejuno e íleo. Além do trato gastrointestinal, o selênio pode ser absorvido por 

tecidos cutâneos ou por inalação dependendo da exposição e intoxicação 

ocupacional por compostos de selênio (Whanger et al., 1976) Em animais 

submetidos à intoxicação crônica por selênio observa-se sua deposição 

principalmente no fígado e rins (Wilber, 1980). É eliminado do organismo 

principalmente pela urina, fezes e ar expirado.  

A similaridade nas propriedades físicas e químicas do selênio e enxofre; 

permite interações selênio-enxofre nos sistemas biológicos, entretanto, as 

diferenças em suas propriedades físico-químicas estabelecem suas funções 
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específicas (Stadtman, 1980). Os selenóis (R-SeH) correspondem as formas de 

tióis(R-SH), onde ocorre a substituição do átomo de enxofre pelo átomo de selênio 

(Klayman & Günther, 1973). As oxidações dos selenóis podem originar 

disselenetos.  

O selênio participa do sítio ativo da enzima glutationa peroxidase (GSH-Px), 

na forma de selenocisteína (Flohé, 1989). Esta enzima é um dos principais 

sistemas antioxidantes do organismo. Daí deriva uma das principais funções 

biológicas do selênio: sua atividade antioxidante, eliminando radicais livres, e, 

conseqüentemente favorecendo a integridade das membranas, promovendo a 

redução do risco de câncer, o processo de envelhecimento e doenças 

degenerativas (Navarro-Alarcón & López-Martinez, 2000).  

 

I.2.4.2. Disseleneto de difenila (PhSe)2 

 
Os compostos orgânicos de selênio podem substituir o S nos grupamentos 

tiólicos  das cisteína, dithiothreitol e GSH originando selenocisteína, selenóis e 

dissulfetos (Walter et al., 1972). Vários relatos tem demonstrado atividade 

antioxidante de compostos orgânicos de selênio em diferentes modelos 

experimentais, tanto ao reagir com hidroperóxidos como com peroxinitritos ( 

Andersson et al.,1994, Meotti et al., 2004, Roussyn et al, 1996). No entanto, 

apesar da atividade glutationa-peroxidase proteger as biomembranas da 

peroxidação lipídica, bem como, mediar os processos inflamatórios, estes 

compostos podem também oxidar proteínas sulfidrílicas favorecendo suas 

propriedades toxicológicas (Nogueira et al., 2004). 

 Cabe salientar ainda que o composto disseleneto de difenila pode interferir 

no sistema glutamatérgico tanto in vitro quanto in vivo inibindo a ligação de 

glutamato e MK-801 em membranas sinápticas de cérebro de rato (Nogueira et al., 

2001). Evidências experimentais reforçam o interesse neste composto, pois, 

também demonstrou atividade antiinflamatória e antinociceptiva (Nogueira et al., 

2003(a)). Além de apresentar maior atividade tiol peroxidase quando comparado 

ao Ebselen (Engman et al., 1992), compostos orgânicos de selênio apresentam 
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um processo de síntese rápido e econômico. Contrariamente, ao processo 

empregado na síntese de ebselen que necessita de várias etapas complexas. 

Além disso, Ghisleni et al, 2003 demonstraram efeito neuroprotetor em situações 

de isquemia in vitro em fatias hipocampais de rato. 

 Contudo, dados deste grupo demonstram que compostos orgânicos de 

selênio podem apresentar neurotoxicidade dependendo da forma de 

administração e da espécie animal estudada. Enquanto a administração 

intraperitoneal de disseleneto de difenila provoca convulsões em camundongos, a 

administração subcutânea não provoca efeitos. Já a administração intraperitoneal 

ou subcutânea em ratos não produz atividade convulsivante (Nogueira et al., 2003 

(b)) 

             (PhSe)2 

    

SeSe

 
 

FIGURA 2. Estrutura de disseleneto de difenila. 

 

I.2.4.3. Ebselen 
 
  Ebselen (2-phenyl-1,2-benzisoselenazol-3(2H)-one) é um composto 

orgânico de selênio cujas propriedades farmacológicas tem sido intensamente 

estudados em diferentes tipos celulares e para os mais diferentes tipos de injúria. 

A capacidade de ebselen mimetizar a selenoenzima glutationa peroxidase 

proporciona a base de algumas de suas propriedades biológicas (Muller et al., 

1984, Wendel et al.,1984). Destaque especial merece suas propriedades 

antioxidantes e antiinflamatórias demonstradas em vários modelos experimentais 

in vitro e in vivo (Schewe,1995, Saito et al., 1998, Bosch-Morell et al., 1999, 

Rossato et al., 2002 a, b, Centurião et al., 2005).  

O mecanismo exato pelo qual Ebselen é antioxidante não está 

completamente elucidado, porém, dados da literatura sugerem que parte deste 



 16

efeito ocorre através da redução de peróxido de hidrogênio e de hidroperóxidos 

orgânicos (Sies,1993, Muller et al., 1984), usando a GSH como fonte de elétrons 

para redução. Desta maneira o ebselen age de modo similar a GPx, utilizando 

GSH para decompor uma molécula potencialmente tóxica para a célula. 

Evidentemente que um excesso de ebselen pode ocasionar efeitos tóxicos para 

célula por depletar a GSH. Além de sua capacidade de mimetizar glutationa 

peroxidases, por sua alta reatividade com fosfolipídios e hidroperóxidos (Maiorino 

et al, 92, Noguchi et al., 1992) o ebselen inibe algumas das enzimas envolvidas no 

processo inflamatório. Ebselen provoca inibição da infiltração inflamatória de 

leucócitos, da liberação de citoquinas, da síntese de leucotrienos,da  atividade das 

lipoxigenases (Kuhl et al. 1986) e da óxido nítricosintase (Wang et al., 1992).  

Além disso, este composto de selênio demonstrou propriedades 

neuroprotetoras em cultura de neurônios (Tan et al., 1997, Porciúncula et al., 

2001), inibiu a produção de substâncias reativas com o ácido tiobarbitúrico 

(TBARS) induzida pela administração de ácido quinolínico em cérebro de ratos 

(Rossato et al., 2002) e na exposição “ in vivo” e “in vitro” a metilmercúrio (Farina 

et al., 2003a, b; Moretto et al. 2004, 2005) 

 Um dos aspectos mais relevantes a ser observado em relação ao ebselen 

são as investigações pré-clínicas já realizadas em humanos sujeitos à isquemia 

(Yamaguchi et al., 1998). Há controvérsia na literatura quanto aos resultados que 

demonstraram melhora significativa sem efeitos adversos expressivos. Vários 

modelos animais de isquemia apresentaram bons resultados no emprego deste 

composto orgânico de selênio (Dawson et al., 1995, Davalos, 1999, Saito et al., 

1998). Contrariamente, Green e Ashwood (2005) ao administrarem ebselen antes 

do insulto provocado pela oclusão transitória da artéria cerebral obtiveram um 

pequeno efeito neuroprotetor ou um efeito nulo quando o insulto foi severo. 

Segundo os autores, isto explicaria o insucesso de alguns experimentos pré 

clínicos com o uso de ebselen. 
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FIGURA 3 - Estrutura de ebselen. 

 

Ebselen apresenta baixa toxicidade porque o átomo de selênio presente na 

sua molécula não é liberado durante a sua biotransformação e, deste modo, não é 

metabolizado pelo organismo como outros compostos, onde o selênio está mais 

disponível (Parnham & Graf, 1987). No organismo o transporte de ebselen se dá 

ligado à albumina (Wagner et al., 1994).  
Apesar das auspiciosas propriedades antioxidantes de ebselen, Farina e 

col., 2004 demonstraram característica de hepatoxicidade somente para ratos 

jovens. 

 

I.2.4.4.Interação selênio-mercúrio 
 

Os compostos orgânicos de selênio tem sido apontados como redutor da 

toxicidade de metais pesados, entre eles mercúrio, chumbo e prata (Cuvin-Aralar e 

Furness, 1991). Conhece-se as propriedades protetoras do selênio contra a 

toxicidade de espécies inorgânicas de mercúrio observadas em diferentes tecidos, 

condições e espécies (Parizek e Ostadalová,1967, Magos, 1997, Gregus et al., 

2001). 

Em relação ao MeHg  parece que o mesmo interage quimicamente com o  

selênio, apesar  de não se conhecer exatamente  este mecanismo (Watanabe et 

al., 1999, Bjornberg et al., 2003). Do mesmo modo, Moretto e cols (2004) 

N
Se
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observaram que os compostos de selênio ebselen e disseleneto de difenila 

apresentaram efeitos protetores em relação a inibição da fosforilação dos 

neurofilamentos de córtex de ratos jovens provocados pela exposição ao MeHg. 

 

I.2.4.5. Telúrio 
 

O telúrio pertence ao grupo 16 da tabela periódica, assim como o enxofre e 

o selênio. Ao contrário do selênio, o telúrio não apresenta função fisiológica 

descrita até o momento (Taylor, 1996). No entanto, as configurações eletrônicas 

do selênio e do telúrio são semelhantes, e, por conseguinte, ambos apresentam 

algumas características similares, como a toxicidade (Van Vleet et al, 1982b). 

O telúrio é empregado na manufatura de semicondutores, na indústria de 

componentes eletrônicos, síntese de fármacos e explosivos, na vulcanização de 

borracha, em lubrificantes sólidos e na petroquímica, entre outros (Clayton and 

Clayton, 1981,Taylor, 1996). 

 

1.2.4.6. Ditelureto de difenila 
 

Dados sobre a possível toxicidade de compostos orgânicos de telúrio são 

controversos. Tanto as formas orgânicas quanto inorgânicas são altamente tóxicas 

para o SNC de roedores(D’Gregorio e Miller, 1988, Jackson et al., 1989,Maciel et 

al., 2000) As formas orgânicas de telúrio são inibidores da esqualeno 

monooxigenase, alterando a biossíntese do colesterol e provocando  

desmielinização do sistema nervoso periférico (Laden e Porter, 2001). 

Segundo, Maciel et al., 2000 o tratamento de camundongos com ditelureto 

de difenila revelou alterações histológicas acentuadas no cérebro. Em relação ao 

sistema glutamatérgico, ditelureto de difenila inibe a ligação de glutamato e MK-

801 em membranas sinápticas de cérebro de rato in vitro e ex vivo após exposição 

aguda a baixas doses deste composto (Nogueira et al., 2001). Este estudo 

também sugere que estes diorganoteluretos quando administrados in vivo são 

mais reativos do que os compostos orgânicos de selênio devido a sua alta 
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eletronegatividade relacionada ao maior volume do átomo de telúrio. Já in vitro 

não foi observada esta correlação.  

     (PhTe) 2  

    

TeTe

 
 

FIGURA 4 -  Estrutura de ditelureto de difenila 

 

O efeito inibitório sobre a captação de glutamato em sinaptossomas e 

vesículas sinápticas também observada neste estudo sugere que este efeito 

possa estar relacionado a habilidade deste composto oxidar grupos tióis. O átomo 

de telúrio presente em compostos orgânicos é facilmente oxidado do estado 

divalente (+ii) até o estado tetravalente (+iv), o que torna estes compostos aptos a 

inibirem a peroxidação estimulada em hepatócitos de ratos e microssomas de rim 

de rato (Cotgreave et al., 1991, Andersson et al., 1994) e a peroxidação azo-

induzida do ácido linolêico em metanol. Assim como seu análogo de selênio, 

ditelureto de difenila inibiu a peroxidação lipídica induzida por ácido quinolínico e 

nitroprussiato de sódio em cérebro de rato (Rossato et al., 2002b). Outro aspecto 

relevante deste composto relaciona-se ao efeito neuroproteror que este composto 

tem evidenciado em modelos neuronais de estresse oxidativo (Kanski et al., 2001). 

 

I.3. MODELO DE DANO AO SISTEMA NERVOSO CENTRAL POR HIPÓXIA-
ISQUEMIA 
 
I.3.1. HIPÓXIA-ISQUEMIA NEONATAL: 

 

O dano cerebral hipoxia-isquemia (HI) neonatal é a principal causa de 

mortalidade aguda e morbidade neurológica crônica em crianças. Segundo 

Vannucci and Hagberg (2004) 60% dos recém-nascidos prematuros com baixo 

peso apresentam encelopatia hipoxia-isquêmica. Estes bebês prematuros  
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apresentam alto risco de disfunções motoras e outros déficits neurológicos como 

retardo mental, déficits visuais corticais e convulsões epilépticas. É interessante 

salientar que os neonatos são um grupo heterogêneo de pacientes e o dano 

cerebral um heterogêneo grupo de desordens. Daí, a dificuldade de estratégias de 

intervenção apropriadas. Na maioria dos casos, os modelos de injúria cerebral em 

neonatos são influenciados pela natureza do insulto e a idade gestacional do bebê 

no decorrer na injúria (Amato e Donati, 2000).  

. 

I.3.1.2. Modelos animais de HI neonatal: 
 

Os modelos animais promovem uma valiosa contribuição ao entendimento 

da patofisiologia do dano cerebral que advém na HI neonatal. O modelo animal 

mais usado para estudar a HI neonatal foi proposto por Rice et al., 1981 e 

emprega ratos ou camundongos de sete dias de idade. A associação da oclusão 

unilateral da artéria carótida com a exposição subseqüente a atmosfera hipóxica 

causa dano no estriado, córtex e hipocampo do hemisfério ipsilateral ao da 

oclusão da carótida. A duração da exposição ao ambiente hipóxico varia de trinta 

minutos a 2.5 horas dependendo da espécie animal. Geralmente, o hemisfério 

contralateral é preservado de dano neuropatológico e para a hipoxia ser efetiva é 

imprescindível a ligação da artéria carótida (Painter, 1995,Towfighi et al.,1995, 

Vannucci and Vannuccci, 1997). 

 

I.3.1.3.Mecanismos bioquímicos do insulto HI neonatal: 
 

Evidências sugerem que o insulto HI cerebral dispara uma cascata de 

eventos bioquímicos que podem ocasionar injúria e morte celular. A patofisiologia 

da injúria HI inicia-se quando o fornecimento cerebral de oxigênio e glicose são 

diminuídos. A despolarização provoca a liberação e acumulo de aa excitatórios e a 

produção aumentada de [Ca2+] i e geração de radicais livres (Yager et al., 1997, 

Volpe, 2001, Vexler e Ferriero, 2001,Vannucci e Hagberg, 2004) A inibição da 
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fosforilação oxidativa leva a acidose e a diminuição da atividade da Na+ K+ 

ATPase , o aumento do Na+ e como conseqüência há  inchamento da célula. 

 As intensas alterações nos gradientes iônicos iniciam a ativação de 

processos danosos à célula, como p. ex. o aumento do influxo de cálcio ativa 

proteases, endonucleases e fosfolipases que hidrolisam fosfolipídios de 

membrana. Portanto, o influxo de cálcio dentro dos neurônios hipóxicos pode ser 

considerado um dos mais importantes mecanismos da injúria cerebral irreversível 

(Rothman and Olney, 1986, Cortey, 1995, Berger and Garnier, 2000). 

Há um consenso na literatura de que a excitotoxicidade glutamatérgica 

propicia o desenvolvimento da morte neuronal na HI neonatal. A excessiva 

estimulação de receptores de glutamato, o acumulo de glutamato extracelular, 

abertura de canais NMDA estão intimamente ligados a excessiva excitação 

neuronal, bem como uma redução da atividade dos transportadores gliais e 

neuronais( Siesjo and Bengtsson,1989, Silverstein et al, 1991, Hagberg et al., 

1994, Tan et al., 1996, Dirnagl et al., 1999, Murata et al., 2000,). 

 Evidências demonstram que o aumento dos níveis de glutamato causados 

pela HI envolvem a ruptura no sistema de captação de alta afinidade (Andine et 

al., 1994; Benveniste et al, 1984; Johnston, 2001; Massieu and Tapia, 1997; 

McDonald and Johnston, 1990), bem como o aumento da liberação (Nishizawa, 

2001; Yager et al., 2002) e a reversão dos transportadores glutamatérgicos (Rossi, 

et al., 2000; Szatkowski et al., 1990).  

Como o glutamato é um importante fator trófico para o cérebro imaturo e os 

receptores NMDA influenciam o desenvolvimento cerebral normal promovendo 

proliferação e migração de precursores neuronais e plasticidade sináptica, sua 

“over-stimulation” neste período ocasiona uma sensibilidade excitotóxica superior 

ao da de um cérebro adulto (Johnston, 1995, De Reuck, 1984). 

 

I.3.1.4.Vulnerabilidade neuronal seletiva na HI 
 
O cérebro do neonato é mais propenso à excitotoxicidade do que o cérebro 

adulto, provavelmente pela existência de muitos circuitos excitatórios que influem 
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na plasticidade neuronal durante o desenvolvimento, e/ou devido a liberação dos 

aa excitatórios (Ferriero, 2001, McDonald e Johnston,1990). A distribuição regional 

dos receptores glutamatérgicos no cérebro de ratos jovens corresponde ao 

modelo de vulnerabilidade seletiva durante a HI (Rice e Vannucci, 1981). 

Receptores NMDA expressos durante o desenvolvimento são compostos de sub 

unidades que permite que eles reajam mais facilmente a um estímulo do que em 

receptores de animais adultos (Monyer et al., 1993). Estas alterações nos 

receptores são parcialmente responsáveis pelo fato de os cérebros imaturos 

serem mais excitáveis e epileptogênicos do que os cérebros adultos (Holmes e 

Bem-Ari, 2001).  

 

 

I.3.2. GUANOSINA   
 
Os derivados da guanina estão associados ao sistema de transmissão de 

sinal transmembrana via proteínas G (Guderman et al.,1997). Quando ativadas 

por GTP, as proteínas G exercem dois efeitos simultâneos:modulam a atividade 

de efetores e diminuem a afinidade do agonista unido ao receptor. No SNC, esta 

forma de transdução do sinal celular está associada a subtipos de praticamente 

todos os receptores estudados: dopaminérgicos, glutamatérgicos, 

serotoninérgicos, purinérgicos, gabaérgicos, entre outros (Morris e Malbon, 1999). 

Na presença de Guanosina foram observados efeitos tróficos sobre células 

neurais, importantes durante o desenvolvimento, na manutenção do sistema 

nervoso e em resposta a doença ou injúria (Neary et al.,1996, Rathbone et 

al.,1999). Os efeitos tróficos envolvem estimulação da proliferação astrocitária, 

síntese e liberação de fatores tróficos a partir de culturas de astrócitos e aumento 

da diferenciação de neurônios hipocampais” in vitro” (Ciccarelli et al., 2000). 

Além da ação intracelular em proteínas G, várias evidências indicam que os 

derivados da guanina modulam o sistema glutamatérgico atuando do lado externo 

da membrana plasmática celular, sem o envolvimento de proteínas G. (Souza e 

Ramirez, 1991, Paz et al., 1994). Altas concentrações extracelulares de guanosina 
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são encontradas após isquemia e seus níveis permanecem elevados por vários 

dias após o insulto (Uemura et al.,1991). Também, Ciccarelli et al., 1999 

observaram a elevação da concentração extracelular de guanosina em cultura de 

astrócitos em situações de hipóxia/hipoglicemia. 

 Recentes trabalhos tem indicado um efeito neuroprotetor da guanosina em 

situações de injúria. Estudos “in vivo” com Guanosina foram capazes de prevenir 

as convulsões provocadas por ácido quinolínico e α - dendrotoxina em 

camundongos (Schimidt et al., 2000, Lara et al., 2001). Ainda relacionados com o 

papel modulatório dos derivados da guanina sobre a hiperestimulação do sistema 

glutamatérgico usando cultura primária de astrócitos, Frizzo et al. (2001) 

demonstraram um aumento dose-dependente na captação basal de glutamato na 

presença de guanosina. Em fatias de córtex parietal de ratos de 10 dias, 

submetidos ou não à isquemia, a guanosina aumentou a captação de glutamato 

em ambas situações (Frizzo et al., 2002). Da mesma forma, o efeito da guanosina 

em relação à captação de glutamato pode ser idade dependente, visto que 

Gottfried et al. (2002) apontaram um aumento na captação de glutamato em 

cultura cortical de astrócitos com 10 dias de cultivo, mas não naquelas com 40 

dias e Thomazi et al. (2004) demonstraram que o efeito da guanosina foi 

dependente da idade e estrutura estudada.  
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II.OBJETIVOS GERAIS 
 
Considerando que: 

- É fundamental para a célula a manutenção da homeostase do glutamato e 

do íon cálcio a fim de evitar a excitotoxicidade e morte celular que podem advir da 

exposição ao mercúrio e/ou à hipóxia-isquemia.  

-Vários trabalhos sugerem que os compostos organocalcogênios e a 

guanosina podem atuar como neuroprotetores em situações de injúria.  

 

Este estudo teve por objetivo investigar: 

 -os efeitos dos compostos organocalcogênios sobre o influxo de cálcio em 

sinaptossomas de cérebro de rato; 

-os efeitos de ebselen sobre o influxo de cálcio e de glutamato em 

sinaptossomas de cérebro de rato expostos ao cloreto de mercúrio; 

- os efeitos de ebselen sobre a captação de glutamato em fatias de córtex 

de ratos em desenvolvimento expostos ao metilmercúrio; 

-os efeitos de ebselen sobre a viabilidade celular das fatias expostas aos 

compostos de mercúrio; 

-o efeito da guanosina sobre a captação de glutamato em fatias de 

hipocampo de ratos submetidos à hipoxia–isquemia neonatal; com a finalidade de 

esclarecer se estes compostos podem atuar sobre os canais de cálcio 

dependentes de voltagem e os transportadores de glutamato, e visando possíveis 

intervenções terapêuticas que possam ser implementadas evitando o dano 

cerebral ou/e suas graves seqüelas, respectivamente. 

 

III.OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

Encontram-se inseridos  nos artigos científicos. 
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IV. MATERIAIS E MÉTODOS: 

Estão inseridos nos artigos científicos às páginas 29(artigo 1), 36(artigo 2), 44 e 45 

(artigo 3), 54 e 55 (artigo 4) 
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 Apesar de muitos relatos descreverem propriedades biológicas muito 

interessantes, os mecanismos pelos quais os compostos de selênio ou telúrio 

desencadeiam ações tóxicas não estão bem esclarecidos. Sabe-se que estes 

compostos podem oxidar grupamentos –SH de moléculas biologicamente ativas 

(Ganther, 1971). Assim, poderiam atuar sobre as proteínas constituintes dos 

canais de cálcio desencadeando efeitos neurotóxicos e/ou neuroprotetores. Os 

resultados obtidos no ARTIGO 1 demonstram que os compostos 

organocalcogêneos apresentam efeitos variáveis de acordo com as condições 

empregadas, pois, (PhSe)2 diminuiu o influxo de cálcio em sinaptossomas in vitro 

em condições basais, enquanto que quando um agente despolarizante foi usado 

seu efeito foi variável. Assim, sob o estímulo de KCl, (PhSe)2 não alterou o influxo 

de cálcio e sob ação de aminopiridina (um inibidor de canais de K) houve uma 

inibição em baixas concentrações (40 e 100µM) e em 400µM não houve alteração. 

É razoável pensar que este composto orgânico de selênio atua dependendo da 

concentração, sobre canais de cálcio afetando o movimento de cálcio que pode 

interferir em vários processos neurofisiológicos. Contrariamente, em condições 

basais e sob a ação de aminopiridina, ebselen em alta concentração (400µM) 

aumenta a captação de cálcio, diminuindo quando o agente despolarizante KCl é 

usado, também em 400µM. Já (PhTe)2  inibiu a captação de cálcio em todas as 

condições estudadas. Não se sabe o mecanismo pelo qual estes compostos 

interagem com os canais de cálcio. A conseqüência fisiológica de uma inibição na 

captação de cálcio por sinaptossomas pode ser interpretada como um efeito lesivo 

à célula, pois, poderia interferir diretamente na exocitose ocasionando a ruptura na 

homeostase dos processos envolvidos na liberação de neurotransmissores na 

fenda sináptica.  Analogamente, os mercuriais que são ávidos por grupamentos 

sulfidrílicos também bloqueiam os poros dos canais iônicos, ao mesmo tempo 

interagindo sobre diversas rotas de sinalização intracelular. É possível supor que 

(PhTe)2, cujo efeito inibitório foi o mais acentuado dos três compostos analisados 

pode ser considerado neurotóxico para o sistema nervoso central. De fato, foi 

recentemente demonstrado em nosso grupo que ebselen e (PhTe)2  reagem com 
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grupos sulfídrilas de proteínas (Barbosa et al., 1998, Maciel et al., 2000, Mugesh, 

et al., 2001). Além disso, os distintos modos pelos quais os compostos 

organocalcogênios interagem com os canais de cálcio podem estar relacionados a 

reatividade química destes compostos, pois (PhTe)2 é muito lipofílico tendo 

possibilidade de acesso por mais de uma via, inclusive podendo difundir-se pela 

membrana enquanto ebselen acessaria o canal somente após um estímulo, neste 

caso a  ativação por K+   

Outro dado interessante deste trabalho(ARTIGO 1) foi o efeito inibitório(sob 

ação de KCl) e estimulatório (sob ação de aminopiridina ou sob condições basais) 

apresentado por ebselen. Resultados recentes de nosso laboratório demonstraram 

que ebselen estimula a liberação de glutamato em condições basais e ao mesmo 

tempo, inibe esta liberação quando estimulado por KCl (Nogueira et al., 2002). 

Como a liberação de glutamato nos terminais nervosos é dependente de cálcio, 

pode-se deduzir que estes efeitos possam estar relacionados. ] 

Como já foi previamente citado os insultos provocados por neurotóxicos 

(mercúrio, chumbo) alteram a homeostase do cálcio podendo levar à morte 

neuronal. A maquinaria responsável pela regulação da homeostase do cálcio inclui 

organelas intracelulares, calcioATPases e os canais de cálcio dependentes de 

voltagem e aqueles que medeiam a passagem deste íon(NMDA). De acordo com 

o ARTIGO 2 os compostos orgânicos de selênio podem interagir com outro 

conhecido neurotóxico, o sal de mercúrio HgCl. Sob condições basais, ebselen 

extinguiu a inibição do influxo de cálcio provocado por cloreto de mercúrio (HgCl2) 

em sinaptossomas, in vitro. Entretanto, sob condições de despolarização(por KCl) 

não apresentou este efeito. Devido a sua localização na membrana plasmática, os 

canais de cálcio são alvos para os mercuriais, e, conforme observamos a redução 

da captação de cálcio induzida pelo HgCl2 foi revertida por ebselen, somente em 

condições basais.  

 Confirmando dados da literatura anteriormente citados nesta tese HgCl2.  

produziu uma inibição acentuada na captação de glutamato em sinaptossomas, in 

vitro (ARTIGO 2) utilizando-se dois procedimentos diferentes no preparo da fração 

sinaptossomal. Os transportadores de glutamato são sensíveis a ação de agentes 
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oxidantes, inclusive os mercuriais. A ausência de proteção por parte de ebselen 

em relação a captação de cálcio em condições de despolarização, cabe uma 

ressalva: a fração sinaptossomal que utilizamos não estava isenta de 

contaminantes, como, mitocôndrias, que também podem captar cálcio, não nos 

permitindo supor um efeito apenas sobre os canais dependentes de voltagem. 

No ARTIGO 3 utilizamos fatias de córtex, um sistema em que a interação 

neurônio-glia está presente, e, simultaneamente, a possibilidade de avaliar a 

captação de glutamato, que é mais acentuada nas células gliais. Investigamos o 

efeito de ebselen e (PhSe)2 sobre a captação de glutamato em fatias de córtex de 

ratos em desenvolvimento expostas a MeHg e a HgCl. Ambos, os mercuriais 

inibiram a captação de glutamato, contudo, apenas ebselen reverteu o efeito 

inibitório sobre a captação de glutamato e a morte celular provocada por MeHg. 

Os efeitos sobre a captação podem ser secundários à viabilidade celular, e, esta, 

reveste-se de maior relevância pelo curto tempo de exposição dos mercuriais, 

indicando ser um efeito direto sobre as células alvo. Embora  a excitotoxicidade 

glutamatérgica esteja expressivamente ligada a toxicidade de MeHg, nossos 

resultados não podem ser explicados somente em termos de aumento da 

excitotoxicidade  devido ao curto período de exposição dos mercuriais. 

Além de interagir com os transportadores de glutamato, os compostos de 

mercúrio promovem estresse oxidativo à célula. Ao mesmo tempo, que os 

astrócitos são os principais responsáveis pela captação de glutamato, também são 

os principais alvos para o MeHg. Podemos considerar uma possível interação 

entre ebselen e mercuriais  pois, a concentração de ebselen é mais  baixa do que 

a de mercúrio, e se houve a formação do intermediário selenol durante a reação, a 

quantidade de mercúrio livre seria muito alta. O tempo de exposição curto não 

indica tal efeito. 

É mais provável que devido a alta afinidade por tióis apresentada por MeHg 

ocorra uma depleção de glutationa intracelular, e, conseqüentemente aumento  

nas espécies reativas de oxigênio. Ebselen poderia atuar por suas propriedades 

antioxidantes, já demonstradas em tratamentos “ex vivo” com MeHg, onde ebselen 

promoveria a detoxificação dos radicais livres formados pelo MeHg no córtex dos 
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animais tratados (Farina et al., 2003 b), inclusive por aumentar a atividade da GPx. 

Além disso, o ebselen protege da excitotoxicidade glutamatérgica em cultura de 

neurônios por inibir a lipoperoxidação produzida por MeHg, que foi atribuída a seu 

efeito como mimético da GPx (Porciúncula et al., 2001).   

 Ebselen mantém a viabilidade celular, provavelmente, inibindo o estresse 

oxidativo induzido por MeHg, observado pelo ensaio com o corante azul trypan. 

Porém, foi incapaz de restabelecer a atividade das desidrogenases como um  todo 

nas células, medida pelo ensaio MTT. No entanto, o efeito protetor de ebselen não 

pode ser explicado somente em termos de sua atividade glutationa-peroxidase, 

pois (PhSe)2  é um melhor mimético de GPx do que ebselen e não protegeu do 

dano provocado por ambos os mercuriais. 

 Outro aspecto interessante que se pode inferir de nossos resultados está 

relacionado a ausência de ação de ebselen sobre os efeitos provocados por HgCl. 

Isto poderia ser explicado pelo fato de Hg ser mais reativo e possuir uma maior 

afinidade por grupamentos –SH do que MeHg, reagindo com todos os sítios 

externos disponíveis, agindo diretamente sobre os transportadores ou oxidando as 

proteínas dos transportadores de glutamato. Daí, ser possível supor que MeHg e 

Hg atuem em parte, por distintos alvos moleculares, um modulado por ebselen e 

outro não. 

Por fim, ao usarmos um modelo in vivo de dano cerebral, hipóxia-isquemia 

(HI) neonatal, observamos uma inibição significativa da captação de glutamato em 

fatias de hipocampo de animais jovens entre o terceiro e o quinto dia após 

sofrerem o insulto HI (ARTIGO 4). Múltiplas evidências relatam que a HI rompe a 

homeostase do sistema glutamatérgico. Isto pode ser mais relevante quando 

ocorre em animais em desenvolvimento, pois, a expressão dos transportadores de 

glutamato está aumentada durante o período de sinaptogênese. Nossos 

resultados também apontaram para uma recuperação na redução da captação de 

glutamato nos animais adultos. 

Guanosina (GUO) tem evidenciado efeito neuroprotetor em diversos 

modelos animais. Interessantemente, no modelo HI neonatal, guanosina evitou a 
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redução da captação de glutamato nos animais que sofreram o insulto apenas 

quando administrada em quatro doses:antes, imediatamente, 24, 48 horas após a 

injúria HI neonatal, significando que o sistema glutamatérgico é sensível à GUO 

nos estágios precoces pós-insulto HI. É possível sugerir que a GUO mantenha as 

concentrações extracelulares de glutamato em níveis fisiológicos evitando a 

excitotoxicidade, apenas quando administrada em quatro doses. 
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De acordo com os resultados apresentados neste trabalho, pode-se concluir 

que os compostos organocalcogênios atuam de forma complexa sobre o influxo de 

cálcio em sinaptossomas de cérebro de rato, dependendo das condições e 

agentes despolarizantes usados na preparação “in vitro”. Ebselen, (PhSe)2 e 

(PhTe)2  alteram a captação de cálcio de maneira distinta quando expostos a 

aminopiridina ou KCl. Os mecanismos pelos quais aminopiridina ou KCl estimulam 

a entrada de cálcio são diferentes, levando, por conseguinte a originar diferentes 

propriedades farmacológicas e/ou toxicológicas para estes compostos. 

Ebselen atenuou a inibição da captação de cálcio “in vitro” provocada por 

cloreto de mercúrio em sinaptossomas de cérebro de rato apenas em condições 

basais do ensaio. A inibição da captação de glutamato “in vitro” por HgCl não foi 

modificada por ebselen, sugerindo que esta proteção depende da proteína-alvo ou 

do sítio da membrana sinaptossomal considerada. 

MeHg e HgCl inibiram a captação de glutamato em córtex cerebral de ratos 

de 17 dias e ebselen reverteu somente o efeito do MeHg mas, não o do HgCl. Já, 

disseleneto de difenila não alterou os parâmetros avaliados na exposição de 

ambos os compostos de mercúrio. 

Os compostos de mercúrio estudados provocaram a morte celular das fatias 

de córtex, porém, ebselen protegeu as fatias dos efeitos lesivos provocados por 

MeHg e não pelo HgCl. Ebselen, semelhante ao observado em tratamento”in vivo” 

por MeHg, mantém a viabilidade celular protegendo as membranas celulares do  

estresse oxidativo provocado  pela exposição das fatias apenas ao MeHg. 

Confirmando dados da literatura, a hipoxia–isquemia neonatal reduziu a 

captação de glutamato de fatias de hipocampo de ratos, após 3 – 5 dias do insulto. 

Esta inibição foi recuperada aos 60 dias de idade.  

A guanosina evitou a redução da captação de glutamato em fatias de 

hipocampo de ratos submetidos à hipoxia–isquemia neonatal quando administrada 

em quatro doses consecutivas: antes, imediatamente, 24 h, 48 h após o insulto HI. 

O cérebro é altamente vulnerável a insuficiência energética, portanto, medidas 

precoces que visem intervenções terapêuticas evitando o dano cerebral ou/e suas 
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graves seqüelas são imprescindíveis. GUO parece modular os níveis 

extracelulares de glutamato evitando a excitotoxicidade e suas conseqüências. 

Ambos os modelos usados em nosso estudo (estudo “in vitro” com  MeHg e 

HgCl e o modelo “in vivo” de HI neonatal) revelaram dano celular que faz jus a  

estudos adicionais sobre  o efeito destes compostos na viabilidade celular. 
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 Analisando os resultados obtidos nesta tese com organocalcogênios sobre 

a captação de cálcio instiga-nos desvendar os possíveis mecanismos envolvidos 

nestes efeitos, utilizando bloqueadores de cálcio específicos para os diversos tipos 

de canais, assim como, seria interessante verificar a ação destes compostos “ex 

vivo”, em diferentes tipos de preparações e condições. 

Da mesma forma, o tratamento “ex vivo” com cloreto de mercúrio na forma 

aguda, sub crônica ou crônica poderia revelar um outro perfil de ebselen sobre 

estas intoxicações no sistema glutamatérgico e no influxo de cálcio. 

Quando observamos as nítidas diferenças entre os efeitos de ebselen em 

relação a morte celular e a captação de glutamato em relação aos compostos de 

mercúrio estudados, observa-se que há muitas possibilidades a  investigar. Dentre 

elas, verificar se a morte celular observada nas fatias ocorre nos neurônios ou nos 

astrócitos, e, qual seria o alvo para ebselen em relação aos compostos de 

mercúrio; assim como, em qual estrutura cerebral isto poderia ter relevância . 

O cerebelo também é alvo de deposição para intoxicações para MeHg, 

portanto, podemos verificar os efeitos “ex vivo” dos tratamentos de MeHg e HgCl, 

em diferentes idades do desenvolvimento cerebral e o possível efeito de 

organocalcogêneos , quando avaliado o sistema glutamatérgico , a morte celular, 

os mecanismos de controle de entrada de cálcio. 

Uma importante linha de trabalho que ainda não foi explorada é o 

tratamento “ex vivo” com os compostos estudados nos parâmetros citados acima 

adicionados de estudos histológicos em diversas fases do desenvolvimento 

cerebral a fim de avaliar neuroproteção ou neurotoxicidade. 

Em relação a guanosina, a relação entre a excitotoxicidade medida através 

da captação de glutamato em tempos pós-insulto superiores aos estudados, 

especialmente, em tempos curtos pós-insulto, pode assumir uma considerável 

importância futura, sob o ponto de vista clínico. Ações precoces em relação a 

dano HI minizam suas graves seqüelas, que podem ser irreversíveis, como retardo 

mental, epilepsia, etc.  Além disso, o estudo de alterações histológicas provocada 

por este modelo de HI neonatal e o efeito provável de Guo pode  garantir o seu 

provável papel neuroprotetor. 
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