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APRESENTACAO DA DISSERTACAO

Esta dissertacdo inicia com uma Introducao sobre a doenca de Parkinson
e 0 selénio. Apos a apresentacdo dos Objetivos, no item Materiais e Métodos
sdo relatadas as bases metodologicas deste trabalho. No Capitulo | esta
apresentado o artigo de revisao intitulado “Selenium and Parkinson’s disease”,
que sera submetido para publicacio em uma revista cientifica indexada
internacionalmente. J4 no Capitulo Il encontra-se o artigo intitulado “Selenium
reduces bradykinesia and DNA damage in a rat model of Parkinson’s disease”,
publicado no periddico Nutrition e que apresenta alguns dos resultados da parte
experimental deste trabalho. No item Resultados Adicionais estdo apresentados
dados obtidos durante os experimentos realizados neste mestrado, mas que néo
foram incluidos em artigos cientificos. Ap6s, em Consideracdes Finais, sao
descritos aspectos finais e conclusbes obtidas com este trabalho. J& no item
Perspectivas estdo apresentadas algumas das possibilidades de experimentos
gue ainda poderao ser realizados para complementar este estudo. Por ultimo, em
Curriculum Vitae Resumido, encontra-se atividades académicas e publicacdes
selecionadas pelo autor deste trabalho.
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RESUMO

O selénio (Se) é um nutriente essencial para o funcionamento adequado do
organismo humano e também interfere na fisiopatologia de diversas doencas,
principalmente daquelas que possuem o0 estresse oxidativo nas suas bases
patologicas. Esse é o caso da doenca de Parkinson (DP), que causa diversos
disturbios do movimento e afeta principalmente individuos idosos no mundo todo.
Além do estresse oxidativo, varios outros fatores contribuem para a patogénese
da DP, entre eles a exposicdo ao pesticida paraquat (PQ). Por causar a morte
seletiva dos neurbnios dopaminérgicos da substancia negra do mesencéfalo, que
€ considerada a neurodegeneracgao caracteristica da DP, o PQ pode ser utilizado
para induzir modelos animais da doenca. Neste contexto, o objetivo deste
trabalho é investigar os efeitos do Se sobre a neurotoxicidade, genotoxicidade,
funcdo locomotora e alteragOes teciduais em ratos Wistar submetidos a um
modelo experimental da DP induzido por PQ. Ainda, uma ampla revisdo
bibliografica sobre os efeitos do Se sobre a DP também foi conduzida. Os
principais resultados experimentais deste estudo indicaram que o PQ induziu
danos no DNA dos leucocitos dos animais testados, mas ndo as células do
encéfalo, sendo que o uso do Se protegeu contra os danos no DNA encontrados
nos leucaocitos (dados obtidos com a aplicacdo do Ensaio Cometa). O PQ causou
dano locomotor nos animais, que também foram evitados através do uso do Se
(conforme indicou os dados do Teste da Barra Estreita). Com a realizagdo de
andlises histopatolégicas verificou-se que o PQ ocasionou alteracdes teciduais no
tecido pulmonar dos ratos, mas ndo no figado, testiculos e cerebelo. Os efeitos
toxicos do PQ ao pulméo foram minimizados pelo Se. Através de andlise
histomorfométrica, ndo foi encontrada diferenca significativa na espessura da
camada granular do cerebelo entre os grupos experimentais testados. De forma
integrada, os resultados obtidos experimentalmente neste trabalho associados a
pesquisa bibliografica realizada indicaram que o uso do Se é promissor para
combater os efeitos toxicos do PQ. Ainda, sugeriram que 0 mineral possui
potencial para ser usado no tratamento dietoterapico da DP e em estratégias de

prevencdo da mesma em individuos com histérico familiar da doenca.
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ABSTRACT

Selenium (Se) is an essential nutrient for the proper functioning of the human
body, and interferes in the pathophysiology of various diseases, particularly those
that have oxidative stress in their pathological bases. This is the case of
Parkinson's disease (PD), which causes movement disorder and affects mainly
elderly individuals worldwide. In addition to oxidative stress, several other factors
contribute to the pathogenesis of PD, including exposure to pesticide paraquat
(PQ). By causing the selective death of dopaminergic neurons in the substantia
nigra of the midbrain, which is considered the characteristic neurodegeneration of
PD, PQ can be used to induce animal models of the disease. In this context, the
aim of this study is to investigate the effects of Se on neurotoxicity, genotoxicity,
locomotor function and tissue changes in Wistar rats submitted to an experimental
model of PD induced by PQ. Still, a broad literature review on the effects of Se on
PD was conducted. The main experimental results of this work indicated that the
PQ induced DNA damage in leukocytes of the animals tested, but not in the brain
cells, and the use of Se protected against DNA damage found in leukocytes (data
obtained using the Comet Assay). The PQ caused locomotor damage in the
animals, which was also avoided by the use of Se (as indicated by the data from
Narrow Beam Test). By performing histopathological analysis, it was found that PQ
caused injury in the lung tissue of rats, but not in liver, testis, and cerebellum. Se
attenuated the toxic effects of PQ to the lung. By histomorphometric analysis,
there was no significant difference in the thickness of the granular layer of the
cerebellum between the tested experimental groups. In an integrated manner, the
results obtained experimentally in this work associated to the performed literature
review indicated that the use of Se is promising to combat the toxic effects of PQ.
Also suggested that the mineral has the potential to be used in the dietary
treatment of PD and in prevention strategies of the disease in individuals with a
family history of the PD.
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1 INTRODUCAO

1.1 O selénio na natureza e sua importancia para a satde humana

Jons Jacob Berzelius foi um quimico sueco que no ano de 1817 descobriu
0 selénio (Se), que representa o elemento 34 da tabela periédica dos elementos
quimicos (BOYD, 2011). O Se é considerado um semimetal e em sua forma
elementar € encontrado na natureza de forma rara. Durante muito tempo o Se foi
conhecido pela sua toxicidade e s6 em 1957 teve sua importdncia para o
metabolismo celular reconhecida (McLAREN, 1999; MEHDI et al., 2013).
Atualmente sabe-se que o0 Se desempenha um papel importante para o adequado
funcionamento celular da maioria dos mamiferos (BOYD, 2011), sendo

considerado essencial para a manutencdo da saude humana (RAYMAN, 2012).

No meio ambiente, o ciclo natural do Se envolve a atmosfera, agua e solos.
Processos de acdo humana como a dessulfurizacdo e a queima de carvao, assim
como os sistemas de irrigagdo também influenciam no ciclo global do mineral
(WINKEL et al., 2012; MEHDI et al., 2013). Os solos sédo a fonte do Se que é
incorporado na cadeia alimentar. Dessa forma, as quantidades de Se contidas
nos alimentos variam de acordo com as quantidades do mineral que haviam no
solo onde esses alimentos foram produzidos. Por isso, pessoas que vivem em
areas onde o0s niveis de Se no solo sdo baixos sdo mais vulneraveis a
deficiéncias nutricionais de Se, sendo importante citar que a distribuicdo do
mineral nos solos do mundo é bastante variada (COMBS, 2001). Além de causar
susceptibilidade a doencas em determinadas populacbes, essa diferenca na
distribuicdo do Se nos solos do mundo também pode ter papel importante no
aparecimento de patologias em algumas regides especificas. Por exemplo, solos
pobres no mineral podem resultar na doencga cardiaca conhecida como “Keshan
Disease”, endémica de uma regido especifica da china (LOSCALZO, 2014), bem
como influenciar na evolugdo de doencgas causadas por virus (HARTHILL, 2011).
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De acordo com FAIRWEATHER-TAIT et al. (2011), o metabolismo do Se
ainda é pouco conhecido quando comprado com o que se sabe do mesmo em
relacdo a outros nutrientes. Porém, as rotas e mecanismo basicos de absorcéo e
metabolismo do mineral j4 estdo descritas. Simplificadamente, a absorcdo do Se
acontece principalmente no duodeno e no ceco e, em humanos, a excrecao
ocorre principalmente através da urina (MEHDI et al., 2013), sendo que 0s niveis
de Se na urina e no plasma refletem de forma rapida variagcbes no consumo do
mineral (HAWKES et al., 2003). Em relacdo a distribuicdo de Se no corpo
humano, sabe-se que o mineral € acumulado nos 6rgaos de forma desigual. Entre
vinte diferentes tecidos humanos analisados por DICKSON e TOMLINSON
(1967), os que apresentaram maiores quantidades de Se (em ordem decrescente)
foram os provenientes da glandula tireoide, rim, génada, musculo, glandula

adrenal e figado.

O Se é parte importante da estrutura de varias enzimas, entre elas as
deiodinases, tiroxina redutases e glutationa peroxidases (MEHDI et al., 2013). O
conjunto das selenoproteinas, como sdo chamadas as proteinas que possuem
selenocisteina no sitio ativo (HATFIEALD et al., 2014), estdo apresentadas na
Tabela 1, junto como suas abreviaturas, tecidos e compartimentos celulares onde
sdo encontradas e principais funcdes/acfes exercidas. Acredita-se que todos 0s
efeitos desempenhados pelo Se como um nutriente essencial envolvem as
selenoproteinas (GANTHER, 1999).

Tabela 1. Selenoproteinas de mamiferos, suas abreviaturas, tecidos e compartimentos
celulares encontradas e principais fungbes/acfes desempenhadas.

. Abreviatura . Compartimento Principais
Selenoproteina A Tecido ~ ~
P (no Inglés) celular funcbes/acdes
Onipresente,
Glutationa GPx1 altamente expressa Citoplasma Glutationa
peroxidase 1 em eritrécitos, P peroxidase citosolica
figado, rim, pulméo
. . . Glutationa
Glutationa Figado, epitélio do . .
peroxidase 2 GPx2 trato gastrintestinal. Citoplasma per(_JX|da§e
gastrintestinal
. Glutationa
ElEeTE) GPx3 Plasma Secretada peroxidase

peroxidase 3 o
plasmatica



Continuagéo da Tabela 1 (parte I).

Glutationa
peroxidase 4

Glutationa
peroxidase 6

Tioredoxina
redutase 1

Tioredoxina/
Glutationa
redutase

Tioredoxina
redutase 3

Metionina
sulféxido
redutase

Selenofosfatase
sintetase 2

lodotironina
deiodinase 1

lodotironina
deiodinase 2

lodotironina
deiodinase 3

Selenoproteina N

Selenoproteina P

Selenoproteina
15 kDa

Selenoproteina M

Selenoproteina K

Selenoproteina S

GPx4

GPx6

TR1,
TrxR1,
TxnRd1
TGR,
TR2,
TrxR3,
TxnRd3

TR3,
TrxR2,
TxnRd2

MsrB1,
SelR,
SelX

SPS2

DI1, D1,
Diol

DI2, D2,
Dio2

DI3, D3,
Dio3

SelN,
SEPN1,
SepN

SelP

Sepl5

SelM

SelK

SelS,
SEPS],
VIMP

Testiculos

Epitélio olfatério,
embrides

Onipresente

Testiculos

Onipresente,
altamente expressa
na prostata, ovario,

figado, testiculos,
Gtero, co6lon, intestino
delgado

Coracao, figado,
masculo, rim

Figado

Figado, rim, tireoide,
glandula pituitaria,
ovarios
Tireoide, coracao,
encéfalo, cordao
espinhal, musculo
esquelético, placenta,
rim, pancreas

Placenta, tecidos
fetais, pele

Onipresente,
abundante no
musculo esquelético,
encéfalo, pulmao,
placenta
Expressa no figado,
coracao e encéfalo,
secretada no plasma;
Encontrada também
no rim

Altos niveis na
prostata e na tireoide;
Pulmé&o, encéfalo, rim

Principalmente no
encéfalo; Rim,
pulmé&o e outros
tecidos

Varios tecidos;
Abundante no
coragao

Plasma, varios
tecidos

Citoplasma,
mitocdndria, nucleo

Secretada

Citoplasma, nucleo

Citoplasma, nucleo,
reticulo
endoplasmatico,
microssomo

MitocOndria

Citoplasma, nucleo

Citoplasma

Reticulo
endoplasmatico e
membrana plasmética

Membrana do reticulo
endoplasmético

Membrana celular e
endossomal

Membrana do reticulo
endoplasmaético

Secretada

Lumen do reticulo
endoplasmatico

Regido perinuclear,
Iimen do reticulo
endoplasmatico,
aparato de Golgi

Membrana do reticulo
endoplasmatico

Membrana do reticulo
endoplasmatico

18

Fosfolipidio hidroperdxido
glutationa peroxidase
Glutationa peroxidase
com agao no epitélio

olfatério

Reducéo da tiorredoxina
citosélica

Tioredoxina redutase
testiculo-especifica

Reducéo da tiorredoxina
e glutarredoxina
mitocondrial

Reducéo de residuos de
metionina oxidada

Sintese de
selenofosfatase
Ativadora do hormoénio da
tireoide
iodotironina deiodinase

Ativadora tecido-
especifica do horménio
da tireoide
iodotironina deiodinase

Desativadora tecido-
especifica do hormdnio
da tireoide
iodotironina deiodinase

Suposto papel durante o
desenvolvimento
muscular

Transporte de Se

Suposto papel no
“controle de qualidade” do
dobramento de proteinas

no reticulo
endoplasmatico

Desconhecido

Suposto papel na
degradacao associada ao
reticulo endoplasmatico

Suposto papel na
degradacao associada ao
reticulo endoplasmatico
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Continuagéo da Tabela 1 (parte II).

Selenoproteina O SelO Varios tecidos Desconhecida Desconhecido
. Varios tecidos
Selenoproteina Selw, ! . .
W SEPW1 abun’dante nos Citoplasma Desconhecido
musculos
Reticulo
Selenoproteina T SelT Onipresente endoplasmatico, Desconhecido

aparato de Golgi
Varios tecidos,
principalmente
Selenoproteina H SelH expressa em células Nucleo Desconhecido
embrionarias e
tumorais
Selenoprotein V Selv Testiculos Desconhecida Descon’hemdo. Exgr_essao
testiculo-especifica
Varios tecidos;
Selenoprotein | Sell Abundante no
encéfalo

Fonte: adaptado de KRYUKOV et al. (2003), HATFIELD et al. (2014) e ROMAN et al.
(2014).

Membrana do reticulo

Zeq Desconhecido
endoplasmatico

Conforme mostrado através da Tabela 1, as selenoproteinas distribuem-se
pelos mais diversos tecidos e desempenham papeis essenciais para a
manutencdo da homeostasia corporal. Por isso a deficiéncia de Se ou injarias que
afetam diretamente as selenoproteinas possuem um grande impacto para a
saude humana. Nesse contexto, polimorfismos em genes das selenoproteinas
merecem ser investigados com maior detalhe, pois essas alteracbes genéticas
podem modificar ndo apenas o estado nutricional de Se, bem como a resposta do

organismo a processos patologicos (ROMAN et al., 2014).

Conhecer as interacdes que as selenoproteinas exercem com outros
metabdlitos também € importante para melhor entender o efeito do Se sobre
distarbios que afetam a saude humana (FAIRWEATHER-TAIT et al., 2011). Por
fim, deve-se ressaltar que as quantidades de Se ingeridas através da dieta
influenciam nas atividades e acdes que sdo atribuidas as selenoproteinas
(WEEKS et al., 2012; ZHANG et al., 2013), por isso entender a relacdo da dieta
com o estado nutricional de Se é muito relevante, seja em situacfes de
homeostasia corporal ou quando esta € perturbada durante um processo
patoldgico. Isso possibilitara desenvolver melhores estratégias dietoterapicas para
potencializar a acdes das selenoproteinas (quando este efeito for necessario)

através do manejo do estado nutricional de Se.
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1.2 Doses recomendadas e fontes alimentares de selénio

Deficiéncias de Se causam diversos distirbios no metabolismo corporal
saudavel (MEHDI et al., 2013). Por outro lado, o mineral em excesso causa
toxicidade (SPILLER e PFIEFER, 2007; MEZES e BALOGH, 2009;
MacFARQUHAR et al., 2010). Porém, ainda € dificil definir o que representa um
estado nutricional de Se “normal”’, mesmo porque os parametros adequados para
avaliar esse estado também n&o estdo bem definidos (ROMAN et al., 2014).
Neste mesmo sentido, também ainda € dificil determinar as recomendacfes
alimentares de Se para cada individuo, pois cada pessoa possui suas
particularidades quanto a aspectos genéticos e de estado de saude e doenca,
fatores que podem fazer variar as necessidades individuais de ingestdo do
mineral (RAYMAN, 2008).

Apesar das duvidas a respeito dos niveis ideais de Se para a manutencéo
da salude humana, as recomendacgcfes em relacdo as quantidades de Se que
devem ser consumidas estdo estabelecidas e séo relativamente faceis de serem
atingidas. Na Tabela 2 estdo apresentados os valores para ingestao
recomendada e limite maximo tolerado de Se para individuos homens e mulheres

a partir de 1 ano de idade.

Tabela 2. Dose recomendada e limite maximo tolerado de Se de acordo com a idade (a
partir de 1 ano).

Faixa de idade Re_comendagﬁes de (_joges Limites de ingestéo_ m_éxima
alimentares (RDA, diério) toleravel (UL, diario)
1-3anos 20 ug 90 g
4 -8 anos 30 pg 150 pg
9 - 13 anos 40 pg 180 pg
14 - 18 anos 55 ug 400 ug
19 — 30 anos 55 ug 400 pg
31 -50 anos 55 ug 400 pg
51 - 70 anos 55 ug 400 pg
> 70 anos 55 ug 400 pg

Fonte: IOM (2000). RDA: Recommended Dietary Allowance; UL: Tolerable Upper Intake
Level.

A quantidade de Se presente em uma dieta varia de acordo com o0s tipos

de alimentos consumido e conforme a origem geografica destes alimentos
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(KIELISZEK e BtAZEJAK, 2013). Mudancgas sazonais, 0 contetdo proteico, o
processamento e o procedimento de coc¢cdo empregados também sédo fatores que
podem influenciar nas quantidades de Se presentes nos alimentos (NAVARRO-
ALARCON e CABRERA-VIQUE, 2008). Uma dieta na qual o consumo variado de
alimentos de origem animal e vegetal esta presente € importante para que as
recomendacdes de consumo diario de Se sejam atingidas. Conforme apresentado
na Tabela 3, as quantidades do mineral presentes nos alimentos sdo bastante

variadas.

Tabela 3. Exemplos de quantidades de Se contidas em alguns alimentos de origem
animal e vegetal.

Alimentos de origem vegetal Alimentos de origem animal

Alimento NDB No Se (ng) Alimento NDB No Se (ug)
Abacaxi 09266 0,10 Carne de frango 05748 40,20
Agrido 11591 0,90 Carne de gado 13806 27,10
Alface 11253 0,60 Carne de peru 05293 25,70
Alho 11215 14,20 Carne de porco 10981 33,70

Banana 09040 1,00 logurte 43261 6,00

Batata 11367 0,30 Leite 01078 2,00

Brocolis 11742 1,60 Manteiga 01001 1,00
Cebola 11282 0,50 Ovo 01128 33,10
Feijao 16005 5,70 Presunto 07028 31,60
Laranja 09200 0,50 Queijo 01026 17,00
Lentilha 16370 2,80 Salmao 15083 31,40
Melancia 09326 0,40 Sardinha 15088 52,70

Fonte: USDA (2014). NDB No: Nutrient Database Number (nimero de referéncia ao
alimento selecionado na tabela). Os valores de Se referem-se a por¢gbes de 100g de
alimento.

Além dos alimentos apresentados na Tabela 3 merece destaque a
castanha-do-Para (ou “Brazil nut”), que possui quantidades elevadas do mineral
em uma pequena quantidade de alimento. Devido ao fato de ndo precisar de
preparo para ser consumida quanto comprada ja processada (sem casca) e
possuir facilidade de transporte, armazenamento e consumo, esse alimento pode
ser considerado uma fonte alimentar natural de Se para ser usada em dietas que
visem aumentar o consumo do mineral e o estado nutricional de Se (THOMSON
et al., 2008; STOCKLER-PINTO et al.,, 2010; COMINETTI et al., 2012). Em
recente estudo realizado por COLPO et al. (2014) também foi demonstrado que o

consumo da castanha-do-Para pode estar associado com a diminuicdo dos
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marcadores inflamatoérios Interleucina-1, Interleucina-6, Fator de Necrose
Tumoral-a e Interferon-y. Também recentemente, em um estudo realizado com
pacientes em hemodialise foi descrito que o consumo de castanha-do-Para (uma
castanha por dia durante trés meses) reduziu os indicadores de inflamacéao,
estresse oxidativo e risco aterogénico, além de aumentar a atividade da GPx e
defesas antioxidantes nestes pacientes, que podem ser relacionadas com o
aumento nos niveis de Se plasmético observado (STOCKLER-PINTO et al.,
2014).

FERREIRA et al. (2002) relataram que no Brasil os alimentos de origem
animal (com destaque para os pescados) sdo de grande importancia para que as
doses de Se recomendadas sejam ingeridas, uma vez que o0s alimentos de
origem vegetal comumente consumidos no pais possuem teores mais baixos do
mineral em comparagdo com 0s carneos. Apesar das carnes serem uma fonte
relevante para a ingestao de Se, um estado nutricional adequado do mineral pode
ser atingido mesmo sem o consumo deste grupo alimentar, uma vez que De
BERTOLI e COZZOLINO (2009) reportaram ndo haver deficiéncia de Se no
plasma e eritrocitos em um grupo de individuos vegetarianos. Essas informacdes
demonstram que apesar dos alimentos de origem animal possuirem Se em maior
guantidade em suas composicfes em comparacdo aos de origem vegetal, é
possivel consumir os niveis adequados do Se através de uma alimentacdo com
produtos vegetais. Entretanto, para que iSso seja possivel presume-se que esse
consumo deve ser de alimentos bastante variados, para que assim seja possivel
suprir as necessidades minimas do mineral. Os alimentos de origem vegetal
industrializados também ndo devem ser subestimados quanto aos niveis de Se
que possuem e podem também ser usados para suprir as necessidades basicas
do mineral. Por exemplo, uma por¢cdo de 100g de um tipo de cereal matinal
comercial pode fornecer 28,90 ug de Se (USDA, 2014 — NDB No 08005).

Pouco se sabe sobre o estado nutricional de Se na populagéo brasileira,
mas ha evidéncias de que individuos de algumas regides do pais sofrem com a

deficiéncia do mineral (MORAES et al., 2009). Para populacdes deficientes de Se
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nas quais uma dieta variada nao € o suficiente para atingir as recomendacdes de
ingestdo do mineral, as estratégias sugeridas por LYONS et al. (2003) para
aumentar o consumo populacional do Se onde este esta diminuido na cadeia
alimentar mostram-se bastante Uteis, sendo elas: 1) aplicar acdes de educacao
nutricional para aumentar o consumo de alimentos ricos em Se; 2) fazer o uso de
suplementos de Se; 3) fortificar os alimentos com Se; 4) suplementar os animais
utilizados na pecuaria; 5) fertilizar as culturas e desenvolver melhoramento das

plantas para que essas acumulem mais Se em suas composicoes.

O uso de alimentos de origem vegetal enriquecidos com Se destaca-se
como estratégia a ser usada em grupos de individuos suscetiveis a deficiéncia
nutricional de Se. BENTLEY-HEWITT et al. (2014) relataram que o consumo de
brécolis enriquecido com Se (via fertilizacdo do solo de cultivo com selenato de
sédio) pode aumentar os niveis de Se plasmatico e melhorar a resposta imune de
humanos. Ja GIACOSA et al. (2014) observaram um aumento nos niveis de Se
séricos em individuos que consumiram arroz enriquecido com Se (via fertilizac&do
foliar usando selenato de sédio). Ainda, é interessante citar que o cogumelo
Shiitake (Lentinula edodes) também se mostrou como um potencial alimento para

sofrer enriquecimento com Se (NUNES et al., 2012).

Neste contexto, BERMINGHAM et al. (2014), através de metanalise,
concluiram que para aumentar a atividade de GPx em diferentes espécies
animais € mais vantajoso utilizar alimentos enriquecidos com Se do que fazer uso
de selenometionina para esta finalidade. Apesar de alimentos especificos
poderem ser usados como uma forma suplementar de Se, é importante lembrar
que estudar a biodisponibilidade do mineral, e ndo apenas sua quantidade no
alimento, € de extrema importancia para o sucesso deste tipo de suplementacao
(FINLEY, 2006). De forma geral, estima-se que 80% do Se consumido através
dos alimentos é absorvido (NAVARRO-ALARCON e CABRERA-VIQUE, 2008). Ja
THIRY et al. (2013) relataram que a taxa de absorcdo do nutriente foi de no
maximo 14% em trés suplementos alimentares estudados (levedura enriquecida

com Se, suplemento alimentar baseado em selenato de sdédio e suplemento
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alimentar baseado em selenito de sodio). A interagdo do Se com outros nutrientes
também deve ser levada em consideragédo. Sabe-se, por exemplo, que a vitamina
B12 aumenta a excrecdo de Se (GAD e EL-TWAB, 2009). Ja a anemia causada
pela deficiéncia de ferro pode aumentar a retengdo de Se (DIAZ-CASTRO et al.,
2011). O monitoramento do estado nutricional de Se também é muito importante
nessas situacdes, podendo ser realizado através da analise dos niveis do mineral
no sangue total, plasma, soro, urina, cabelo e unhas, tendo cada uma dessa
metodologias vantagens e desvantagens especificas que devem ser consideradas
(HAYS et al., 2014). Na pesquisa cientifica, 0 uso de técnicas analiticas altamente
sensiveis, como o Particle-Induced X-ray Emission (PIXE) podem ser aplicadas
(MOLZ et al., 2014).

1.3 Influéncia do selénio sobre doengas humanas

E fato que o Se exerce papel relevante no metabolismo de diversas
doencas que afetam os humanos. O envolvimento do mineral na fisiopatologia de
processos patolégicos € geralmente através das selenoproteinas como as do
grupo da GPx, que por possuirem atividade antioxidante influenciam nas
patologias nas quais o0 estresse oxidativo em niveis elevados é uma das causas
ou exerce papel na progressdo do processo patologico. Espermatogénese,
sinalizacao por calcio e funcéo encefalica também séo processos que podem ser
alterados por desajustes metabdlicos de selenoproteinas (ROMAN et al., 2014).
Na Tabela 4 sdo encontradas algumas das principais doencas influenciadas pelo

Se através da atividade das selenoproteinas.

Tabela 4. Exemplos de doencas nas quais as selenoproteinas estdo envolvidas, bem
como os papeis desempenhados por elas e os mecanismos envolvidos.

Doenca Selenoproteinas Papeis Mecanismos
envolvidas desempenhados envolvidos
rr?lljsst(lzjlzlba{?ess SelN, Selw Prevencio Homeostajg gzglnahza@ao
GPxs, TrxRx, SelR Prevencédo/mitigacao Defesa antioxidante
I_)oen(;as DIO1 Prevencédo/mitigacao Fqltgepcallrrgeg tr?lgt(;gglzgnngg °
cardiovasculares P
lipidico
SelS Prevencéo Desconhecido
Hepatopatias GPxs Mitigacao Defesa antioxidante
Insuficiéncia renal GPxs Prevencéo/mitigacdo Defesa antioxidante
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Continuacgéo da Tabela 4.
Epilepsia, transtornos

de humor GPxs Prevencéo Defesa antioxidante
SelP, GPxs,
Doencas neurolégicas TrxRs, S .
(outras) SelW, SelH, Mitigacao Defesa antioxidante
SelM
TrxRs Promogao Regulagdo do inicio dff\ s_lnallzagao
celular imunoldgica
Resposta inflamatoria GPxs Inibicdo Regulagdo avaqgada d,a §|nal|za(;ao
celular imunolégica
Sels Inibigio Defesa antlox[dar_lte, regulagéo de
citocinas
Infec¢do pelo HIV GPxs, outras Mitigacao Defesa antioxidante

GPxs Promocao/mitioacio Inibi¢c@o da sinalizacdo de
& ga¢ insulina/Defesa antioxidante
Diabetes tipo 2 SelP Promocao Inibic&o da sintese de insulina
A Estimulagdo da sinalizagéo de
UBRS BB BHIERLD insulina/Defesa antioxidante
Doencas enddécrinas DIOs Prevencao Regulagaohd_o metat_)olls_mo dos
hormdnios da tireoide
Infertilidade masculina GPx4 Prevencao Defesa antioxidante, suporte estrutural
Céncer GPxs, SelP, Prevencgéo Defesa antioxidante
TrxRs

Fonte: adaptado de ROMAN et al. (2014).

Analisando os dados que foram apresentados na Tabela 4, a defesa
antioxidante é a forma de atuacdo do Se que mais se destaca no combate as
doencas humanas. E interessante observar que quase em todas as situagdes as
selenoproteinas desempenham um papel benéfico através da prevencdo ou
mitigacdo dos processos patoldgicos. As pertencentes da familia da GPx séo as
mais citadas, talvez por essa ser uma familia de enzimas que recebeu bastante
atencdo dos pesquisadores até o momento. Porém, ao papeis exercidos pelas
demais familias de selenoproteinas ainda merecem ser estudados com maior
detalhe.

E possivel que em situacdes patolégicas as quantidades se Se corporais
necessarias sejam superiores do que as normalmente sugeridas (RAYMAN,
2002). Como exemplo, é possivel que no tratamento de queimaduras graves
doses de até 400 pg de Se/dia sejam adequadas. Ja doses entre 60 e 100 pg de
Se/dia podem ser recomendadas para individuos em estado pos-cirargico
(SHERKIN, 2009). Nessas situacfes, 0 uso de suplementos nutricionais pode ser
necessario. Os resultados dos estudos que avaliaram os efeitos do uso do Se sob

forma de suplementos variam de acordo com o estado nutricional basal do



26

mineral, populacdo estudada, niveis de Se consumido, diferengas no metabolismo
e fatores genéticos. Isso demonstra 0 qudo complexo pode ser o estudo dos
papeis do Se sobre as doencas humanas (FAIRWEATHER-TAIT et al., 2011).

De acordo com o que foi descrito, manter os niveis corporais de Se entre
as faixas recomendadas pelo “Institute of Medicine — USA” (IOM, 2000) € bastante
benéfico para o combate de um amplo espectro de doencas. Porém, essa faixa
representa uma variacdo bem grande entre o limite minimo recomendado (RDA) e
o maximo tolerado (UL), sendo que estabelecer os valores ideais de Se para o
combate de determinadas doencas (mantidos dentro desta faixa) ainda é um

amplo objeto de pesquisa a ser explorado.

1.4 Selénio e a doenca de Parkinson

A doenca de Parkinson (DP) é uma desordem neurodegenerativa que
acomete os movimentos dos individuos afetados e desperta bastante atencdo da
comunidade cientifica. Uma busca na base de dados “PubMed” com o termo
“Parkinson’s disease” resulta em 76.380 resultados, jA uma pesquisa usando o
termo “selenium” resulta em 27.300 ocorréncias de artigos cientificos. Porém,
uma busca associando os termos “Parkinson’s disease” e “selenium” resulta em
apenas 48 resultados*. Esse fato demonstra que apesar da doenca e do mineral
serem muito estudados, a influéncia do Se especificamente sobre a doenga foi
pouco explorada. Dessa forma, justifica-se a realizagcdo de mais trabalhos com

este objetivo, tanto utilizando abordagens experimentais quanto teoricas.

Ainda discute-se se ha uma relacéo direta entre o estado nutricional de Se
e a DP. Os estudos que investigaram os niveis de Se em pacientes com DP sao
poucos e realizaram esta analise utilizando diferentes metodologias. Comparando
com individuos controles, alguns autores ndo encontraram diferengas nos niveis
de Se em individuos com DP (AGUILAR et al., 1998; MISCHLEY et al., 2012;
YOUNES-MHENNI et al., 2013). J& outros relataram deficiéncia de Se (NIKAM et

al.,, 2009) ou, por outro lado, niveis aumentados do mineral também em

*Pesquisas realizadas em 06 de dezembro de 2014.
PubMed: http://mww.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/
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comparacao com individuos de grupos controle (QURESHI et al., 2006; ZHAO et
al., 2013). Ou seja, uma relacao direta entre niveis corporais de Se e a DP ainda

nao foi estabelecida.

Apesar de ainda ndo ser possivel descrever completamente qual a
influéncia dos niveis corporais de Se sobre a DP a partir de estudo que fizeram
este tipo de associacdo, outras evidéncias apontam que esta influéncia existe,
pois sabe-se que (I) o estresse oxidativo € uma das principais causas da morte
neuronal que ocorre na DP (SEET et al.,, 2010; DIAS et al.,, 2013; GAKI e
PAPAVASSILIOU, 2014) e que (Il) o Se pode combaté-la por possuir acao
antioxidante (MALDONADO et al., 2012; LIU et al., 2013; LI et al., 2014), sendo
que (lll) a atividade neuroprotetora demonstrada pelo Se (LU et al., 2014; SENOL
et al., 2014; YANG et al., 2014) também contribui para reforcar essa hipétese.
Dessa forma, niveis baixos de Se poderiam ser prejudiciais por ndo combater as
taxas de estresse oxidativo inerentes a doenca. Por outro lado, niveis elevados do
mineral poderiam contribuir para a patogénese ou progressdo da doenca por
também poderem aumentar este tipo de estresse (ESTEVEZ et al., 2012; LEE e
JEONG, 2012; SELVARAJ et al., 2013; GALAN-CHILET et al., 2014). A relacao
simplificada entre Se, estresse oxidativo e DP esta ilustrada na Figura 1.

Se em niveis

adequados
Doenga
] Estresse _ MVI/CHEII{IEIN de
oxidativo (neurdnios dopaminérgicos) Parkinson
Se em niveis
baixos ou
altos demais

Figura 1. Possivel influéncia do Se sobre a DP. Desbalanc¢os nutricionais de Se estariam
relacionados com o aumento do estresse oxidativo, que acarretaria ha morte neuronal
caracteristica da DP. Niveis adequados do mineral bloqueariam este processo.
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Os dados disponiveis até o momento reforgam a necessidade de manter
niveis adequados de Se em pacientes que sofrem de DP ou que possuem maior
risco para desenvolver a doenca, além de tentar esclarecer se doses acima das
recomendadas sao eficazes na terapia nutricional da DP. Outras informacoes e
uma discussdo mais detalhada sobre a interagdo entre Se e DP serdo
encontradas no Capitulo | (artigo de revisdo) e no Capitulo Il (artigo de dados

experimentais) desta dissertacao.

1.5 Doenca de Parkinson: caracteristicas epidemioldgicas e sociais

A DP é uma desordem neurodegenerativa que afeta os movimentos. A DP
perpetua o nome de James Parkinson, um médico britanico que em 1817 fez a
primeira descricdo médica da doenca. Ja o francés Jean-Martin Charcot foi o
responsavel por melhor caracterizar a descricdo feita em 1817 e divulgar
informacdes sobre DP no mundo, tendo junto com Parkinson um papel de grande
importancia na histéria da DP nos anos de 1800 (GOETZ, 2011).

A DP é uma doenca neurodegenerativa grave, mas comum. Apenas a
doenca de Alzheimer ocorre com maior frequéncia do que a DP (De LAU e
BRETELER, 2006). De acordo com PRINGSHEIM et al. (2014), a prevaléncia da
doenca aumenta de acordo com o aumento da idade. Dessa forma, ocorre
comumente em individuos idosos. Em termos mundiais, acredita-se que
aproximadamente 1% de todas as pessoas com mais de 60 anos sofrem com a
DP (NUSSBAUM e ELLIS, 2003; De LAU e BRETELER, 2006). No Brasil a
prevaléncia da doenca pode ser considerada similar com a encontrada em paises
Americanos, Europeus e Orientais. Foi encontrada uma prevaléncia da DP de
3,3% no pais quando 1.186 pessoas com mais de 64 anos foram avaliadas na
cidade de Bambui, no estado de Minas Gerais (BARBOSA et al., 2006).

A origem étnica das pessoas parece possuir uma relagdo com a incidéncia
da DP. Van Den EEDEN et al. (2003) relataram que a doenca incide de forma

mais elevada em Hispanicos, seguidos (em ordem decrescente) por: Brancos nao
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7z

Hispanicos, Asiadticos e Negros. Esse dado é bastante importante para o
direcionamento de politicas publicas especificas para os grupos éticos mais

afetados pela doenca.

Apesar de ser corriqueiramente relacionada a grandes debilitagbes
motoras, a DP n&o € comumente associada ao risco de morte. Esse conceito é
reforcado pelo achado de que a descricdo da DP como causa de morte em
atestados de oObito ainda ndo é comum. Porém, a DP deve ser considerada como
um importante fator de risco para morte em pessoas idosas e merece maior
atencado de profissionais da salde que trabalham com pacientes neste estagio de
vida (BENITO-LEON et al., 2014).

A DP causa grande prejuizo econdmicos para 0s paises, pois acarreta em
gastos com o cuidado dos pacientes e na perda da forca de trabalho pelos
individuos acometidos pela doenca (KOWAL et al.,, 2013). Em um estudo
realizado recentemente por ARMSTRONG et al. (2014) foi descrito que fatores
como saude mental e tempo de duracdo da doenca contribuem em maior grau
para que individuos que sofrem da DP deixem a forca de trabalho do que
propriamente os danos locomotores. Esse dado demostra que a DP nao deve ser
considerada como apenas uma doenca que afeta a mobilidade dos individuos,
mas sim como uma situacao patolégica que pode desestabilizar também a saude
mental dos acometidos e dessa forma afetar demais aspectos nas suas vidas

individuais e sociais.

Além da DP ocorrer com maior incidéncia entre individuos do sexo
masculino (Van Den EEDEN et al., 2003), os impactos na saude e bem estar dos
pacientes com DP afetam mais homens do que mulheres, sendo que esse maior
impacto também acarreta em maiores cuidados destes pacientes (LUBOMSKI et
al., 2014). Essa atencgéo exigida pelos doentes afeta diretamente a rotina familiar
ou causa altos gastos financeiros com cuidadores, o que desestabiliza ainda mais

a rotina e saude emocional dos pacientes e seus familiares.
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Por fim, mais do que uma condi¢céo que causa neurodegeneracao e debilita
0 sistema locomotor, a DP é uma doenca que ocasiona grandes problemas
sociais. Tanto os individuos afetados como seus familiares sdo impactados com
as debilitacbes impostas pela doenca e cuidados que os doentes exigem. Ainda,
gastos com o tratamento e forca de trabalho perdida impactam também na
economia dos paises. Dessa forma, a DP deve ser considerada como uma
doenca neurodegenerativa que implica na desestabilizacdo de diversos aspectos
da vida dos afetados e da sociedade e ndo como apenas um comprometimento

locomotor relacionado a individuos de idade avancada.

1.6 Sinais fisicos e causas da doenca de Parkinson

A Tabela 5 apresenta as principais caracteristicas apresentadas pelos
pacientes que sdo acometidos pela DP. Os sinais descritos nesta tabela
interferem em diversas atividades cotidianas dos individuos afetados e s&o
usados para realizar o diagndstico da doenca, que é feito clinicamente (GELB et
al., 1999; LEES et al. 2009), uma vez que ndo ha exame bioquimico/laboratorial
para estabelecer se uma pessoa sofre ou ndo da DP (JANKOVIC, 2008). Com
isso, 0 exame neuropatoldgico pés-morte € a Unica maneira de confirmar se uma
pessoa realmente sofria ou ndo da DP (GELB et al., 1999; NUSSBAUM e ELLIS,
2003; SIGN, 2010). E possivel que testes genéticos e exames de neuroimagem
possam ser utilizados na rotina clinica para melhorar o diagnéstico de DP
(JANKOVIC, 2008).
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Tabela 5. Sinais apresentados por individuos acometidos pela DP.
Outros sinais apresentados em
alguns casos
Acinesia: movimentos pausados, dificuldade em iniciar os Camptocormia: flexao severa do
movimentos tronco
Congelamento de marcha: subitas
interrup¢des no ciclo da marcha

Sinais comumente apresentados

Bradicinesia: realizagdo dos movimentos de forma lenta

Hipocinesia: movimentos pausados, reducao da
amplitude dos movimentos
Instabilidade postural: recuperagao prejudicada
qguando o equilibrio é perturbado

Dificuldade para realizar ag6es simultaneas

Disartria: fala arrastada

Postura curvada Disfagia: dificuldade de degluticdo
Rigidez muscular: resisténcia aumentada ao Distonia: postura anormal de uma parte do
movimento articular corpo
Marcha embaralhada/arrastada com passos

Tremor em repouso

Fonte: adaptado de MAZZONI et al. (2012).

curtos

Apesar das caracteristicas da DP serem bastante conhecidas, ainda
pergunta-se: quais sdo as causas da doenca? Essa pergunta possui multiplas
respostas e que variam de acordo com o contexto no qual o paciente que sofre da
DP encontra-se, levando-se em consideracdo fatores fisicos do individuo e o
ambiente onde ele vive. Dessa forma, acredita-se que a resposta para a pergunta
€ que a causa da DP é multifatorial, sendo o resultado de uma interacédo entre
fatores genéticos e ambientais (WIRDEFELDT et al., 2011; CHAI e LIM, 2013;
SEARLES NIELSEN et al., 2013; PETERSON, 2014; PRINGSHEIM et al. 2014;
STELMASHOOK et al., 2014). Contudo, € necessario investigar cada caso de DP
para entender quais foram os elementos que a acarretaram, pois esses envolvem
diversos genes e multiplos fatores do ambiente que variam de acordo com o

paciente. Por isso, conhecé-los é essencial.

Fatores genéticos especificos podem acarretar em um maior risco para o
desenvolvimento da DP. Varios sdo os estudos que investigaram o papel de
genes especificos na doenca, sendo alguns dos mais conhecidos: DJ-1, SNCA,
Parkin (Park2), Pinkl (Park6), Parkl3 e LRRK2 (ABDULLAH et al., 2014).
Conforme j& citado anteriormente, além das caracteristicas genéticas, outros
fatores endogenos como etnicidade (Van Den EEDEN et al., 2003) e pertencer ao
sexo masculino (Van Den EEDEN et al., 2003; LUBOMSKI et al., 2014) também

parecem ter relacdo com uma maior chance para desenvolver a DP, aléem de



32

idade avancada, um classico fator de risco para a doenca (ABDULLAH et al.,
2014; PRINGSHEIM et al., 2014).

Os fatores exdégenos também devem ser considerados. Evidéncias indicam
gue a exposicdo a metais pesados (Di MONTE et al., 2002; ABDULLAH et al.,
2014) e a pesticidas (ASCHERIO et al., 2006; WANG et al., 2011; BALTAZAR et
al., 2014) sdo importantes fatores causais da DP, sendo que alguns trabalhos
também demonstram existir uma influéncia de fatores dietéticos no aparecimento
da doenca (LOGROSCINO et al., 2008; DONG et al., 2014; CHEN et al., 2014;
JIANG et al., 2014; KAMEL et al., 2014). Demais fatores ambientais que podem
estar relacionados com a DP também estdo sendo estudados. Neste contexto, &
bastante interessante citar o estudo de ROMEO et al. (2013), que suporta a
hipotese da relagdo entre exposicdo a elevada poluicdo luminosa e maior risco
para o desenvolvimento da DP.

Apesar da interacdo entre os fatores enddgenos e exdgenos ser 0 mais
provavel acontecimento que acarreta na DP, é importante ressaltar que fatores
enddgenos ou exdgenos, separadamente, e dependendo de sua intensidade,
podem provocar sozinhos a doenca. Na Figura 2 encontra-se um resumo dos

principais fatores relacionados com o desenvolvimento da DP.
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Figura 2. Fatores endbégenos e exdgenos relacionados com o desenvolvimento da DP.
Acredita-se que a principal causa da DP é o resultado de uma interacdo entre os dois
grupos de fatores, apesar de ser possivel que os fatores, isoladamente, possam causar a
doenca. Entre os fatores enddgenos, destaca-se a influéncia de caracteristicas genéticas
na patogénese da DP.

1.7 Fisiopatologia da doencga de Parkinson

Apesar dos provaveis fatores causais da DP ja serem conhecidos,
conforme descritos no tépico anterior, ainda ndo esta completamente esclarecido
como esses fatores interagem na fisiopatologia da DP, ou seja, a patogénese da
doenca ainda ndo é completamente entendida (LIM e ZHANG, 2013). Entretanto,
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vérias evidéncias indicam que o estresse oxidativo € um dos principais eventos
moleculares que acarretam na morte neuronal caracteristica da DP (DIAS et al.,
2013; HWANG, 2013; LeWITT et al.,, 2013; GAKI e PAPAVASSILIOU, 2014;
KIRBAS et al.,, 2014). Esse dado € bastante coerente, uma vez que sabe-se
niveis aumentados de estresse oxidativo estdo relacionados com idade avancada
(JUNQUEIRA et al., 2004; MARIANI et al., 2005; SCHOTTKER et al., 2014),
desbalancos dietéticos (especialmente em relacdo aos nutrientes antioxidantes)
(FANG et al., 2002; SIES et al.,, 2005; Da COSTA et al., 2012), rompimento da
homeostasia corporal de metais (GAETKE e CHOW, 2003; LEONARD et al.,
2004; VALKO et al., 2005; JOMOVA e VALKO, 2011; SCISKALSKA et al., 2014) e
exposicdo a pesticidas, conforme demonstrado por diferentes abordagens
experimentais (ABDOLLAHI et al.,, 2004; KOUREAS et al.,, 2014; OJHA e
SRIVASTAVA, 2014).

E provavel que os fatores genéticos (e dessa forma os de etnicidade e em
relacdo ao sexo) estejam interligados com a DP através de outros eventos
moleculares que ndo aos altos niveis de estresse oxidativo. Por exemplo, sabe-se
que as diferencas em relacdo aos sexos influenciam a fisiopatologia de doencas
que afetam o movimento, pois 0s hormdnios e cromossomos sexuais interferem
na fisiologia dos ganglios da base e do sistema dopaminérgico (SMITH e
DAHODWALA, 2014). Com isso, é pertinente ressaltar que 0s pesquisadores
devem levar em consideragao esses fatores em trabalhos futuros que avaliem a

fisiopatologia da DP em humanos.

Neste trabalho a influéncia do estresse oxidativo na patogénese da DP
sera destacada. Sabe-se que a partir do aumento do estresse oxidativo ocorre a
morte celular caracteristica da DP, que acredita-se ocorrer por processos de
morte celular programada (ADAMS et al.,, 2001; VENDEROVA e PARK, 2012),
apesar de indicios de morte por necrose também serem relatados (PERIER et al.,
2012). As células mais afetadas sdo os neurbnios dopaminérgicos da via
nigroestriatal, que correspondem aos neurbnios que possuem Seus COrpos

celulares localizados na substancia negra pars compacta do mesencéfalo e que
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projetam seus axdnios aos ganglios da base caudado e putamen, localizados no
corpo estriado, sendo as células que projetam-se ao putdmen as mais afetadas
(DAUER e PRZEDBORSKI, 2003; MOORE et al., 2005; DINIS-OLIVEIRA et al.,
2006). A Figura 3 apresenta de forma esquematica a morte neuronal que ocorre

na DP.

Via nigroestriatalem um Via nigroestriatal em um
individuo saudavel individuo com DP
Caudado Caudado
Encéfalo Encéfalo

Putamen

Estriado \

Via
nigroestriatal

Putamen
Estriado

Via
nigroestriatal

Substancia Substéancia
negra negra

Figura 3. Morte neuronal caracteristica da DP comparando-se a representacdo da via
nigroestriatal de um individuo saudavel com a de um afetado pela DP. Os neurbnios que
morrem na DP (em vermelho) estdo apresentados de forma mais fina do que os
apresentados na via nigroestriatal de um individuo saudavel, sendo os que se projetam
da substancia negra ao putdmen os mais afetados (tracejado). Fonte: adaptado de
DAUER e PRZEDBORSKI (2003). Os neurbnios dopaminérgicos contém grande
gquantidade de neuromelanina (BARZILAI e MELAMED, 2003), o que explica a coloracao
escura observada na regido da substancia negra.

De acordo com BARZILAI e MELAMED (2003), a DP se manifesta quanto
uma quantidade aproximada de 50 a 70% dos neurdnios dopaminérgicos

morreram. Ainda segundo os mesmos autores, a diminuigdo do numero de
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neurdnios dopaminérgicos acontece naturalmente durante a vida. Com isso,
individuos que nascem com uma quantidade destas células inferior a normal

seriam mais suscetiveis ao desenvolvimento da DP.

A presenca das inclusGes citoplasmaticas compostas por agregados
proteicos e chamadas de Corpos de Lewy também s&o caracteristicas classicas
na fisiopatologia da DP (DAUER e PRZEDBORSKI, 2003; DICKSON, 2012).
Estas inclusdes citoplasmaticas sdao compostas principalmente pela proteina a-
sinucleina, comumente encontrada em grandes quantidades nos terminais
axonais (ANDERSEN, 2004; SHULTS, 2006; HENCHCLIFFE e BEAL, 2008;
BREYDO et al., 2012). Os Corpos de Lewy podem ser causados por influéncias
genéticas (FARRER, 2006; BRANCO et al., 2010). Porém, ha evidencias de que
também podem ser formados em decorréncia do estresse oxidativo (ANDERSEN,
2004; KAUR e ANDERSEN, 2004; FRIEDLICH et al., 2009).

Esses eventos celulares sdo o0s principais processos observados na
neurodegeneracdo caracteristica da DP. Em razdo da dopamina ser um
neurotransmissor essencial para o adequado funcionamento da funcao
locomotora (MONEY e STANWOOD, 2013; SHARPLES et al., 2014; YIN, 2014),
essa morte neuronal e consequente reducdo de dopamina explicam os disturbios
locomotores caracteristicos da DP. Com isso, o tratamento dos sinais da DP é
realizado através da reposicdo desse neurotransmissor através do uso do
medicamente Levodopa, mas ainda ndo ha cura para a doenca (LEES et al.,
2009; DEXTER e JENNER, 2013). Na Figura 4 esta representado de forma
simplificada a ordem dos eventos que ocasionam os distirbios de movimento

observados na DP.
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Figura 4. Possivel sequéncia de eventos que acarretam nos distirbios de movimento
caracteristicos da DP. Nesta representacdo, apenas um neurbnio € apresentado, sendo
gue a estrutura basica da figura foi adaptada de DAUER e PRZEDBORSKI (2003), ja as
sequéncias de eventos descritas sdo o resultado das interpretacdes do autor a partir dos
trabalhos revisados. Objetivando integrar os principais eventos neuropatologicos da DP,
nesta figura também estao representados os Corpos de Lewy.

Os neurdnios dopaminérgicos sao naturalmente suscetiveis a geracdo de
altos niveis de estresse oxidativo. Além do estresse oxidativo gerado no encéfalo
em decorréncia da sua elevada taxa metabdlica (MAGISTRETTI e PELLERIN,
1996; JEPPESEN et al., 2011; SYROKA et al., 2013), de acordo com ADAMS et
al. (2001), alguns dos principais mecanismos pelos quais radicais de oxigénio sédo
formados nas células dopaminérgicas séo: (I) a enzima tirosina hidroxilase,
responsavel pela producdo de dopamina pode formar radicais de oxigénio
envolvendo o cofator tetrahidrobiopterina; (I1I) a dopamina presente nos neurdnios
pode ser oxidada a monoamina oxidase e formar radicais de oxigénio, além do
metabdlito 3,4-diidroxifenilacetaldeido (DOPAL); (lIl) o DOPAL pode ser oxidado
pela aldeido desidrogenase e formar radicais de oxigénio e &cido 3,4-
diidroxifenilacético.
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Dessa forma, enquanto todas as demais células do corpo sao injuriadas
pelo estresse oxidativo que causa danos a diversas biomoléculas (fosfolipidios,
DNA, etc.) de uma forma esperada e relativamente facil de ser controlada através
dos mecanismos de mitigacdo, como por exemplo através da reparacdo de DNA
(CHRISTMANN et al.,, 2003; FRIEDBERG, 2003; SANCAR et al., 2004), os
neurbnios dopaminérgicos precisam suportar as elevadas quantidades de
moléculas agressoras geradas naturalmente, além disso, ndo conseguem
remover de forma efetiva os radicais de oxigénio, morrendo com maior facilidade
(ADAMS et al., 2001). Por isso, essa agressao celular causa mais impactos neste
tipo celular do que nos demais. Essas informacdes ajudam a explicar porque a DP
pode se manifestar antes de demais doencas que também possuem o estresse

oxidativo em suas bases patoldgicas.

Entender a patogénese da PD ajudara a desenvolver melhores estratégias
para o tratamento da doenca (DICKSON et al., 2009). Porém, em razdo das
diversas interacfes existentes entre os possiveis fatores causais da DP, como o
estresse oxidativo, os futuros estudos devem cada vez mais estar estruturados
em abordagem abrangentes, que avaliem como os mais diferentes fatores
endégenos e exdgenos interferem nas vias que acarretam na morte dos

neurdnios dopaminérgicos e formacao dos Corpos de Lewy.

1.8 Paraquat e doenca de Parkinson

Na década de 1980 foi descrito por LANGSTON et al. (1983) o caso de
quatro jovens que desenvolveram sinais da DP apOs fazerem uso injetavel de
uma droga ilicita entdo conhecida como uma nova “heroina sintética”, adquirida
no estado da Califérnia, USA. Através de analises laboratoriais posteriores de
amostras da droga foi demonstrado que a substancia usada continha o “1-methyl-
4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine”, conhecido comumente como “MPTP”. A
partir desses achados foi sugerido pelos autores que o MPTP causaria a
destruicdo seletiva dos neurdnios dopaminérgicos. Atualmente ja esta

estabelecido que o MPTP possui a capacidade de ultrapassar a barreira
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hematoencefélica, ser distribuido no encéfalo pelos astrécitos e causar a
destruicdo seletiva dos neurbénios dopaminérgicos (DAUER e PRZEDBORSKI,
2003). Por possuir essa seletividade pode ser utilizado para recriar a DP
experimentalmente em modelos animais (SMEYNEA e JACKSON-LEWIS, 2005).

O paraquat (PQ) € um herbicida comumente utilizado em todo mundo, e
possui Varios beneficios para a agricultura (BROMILOW, 2003). A estrutura
quimica do PQ €& muito similar com a estrutura do MPP+, que é descrito como o
metabdlito ativo do MPTP (DAUER e PRZEDBORSKI, 2003). Assim como o
MPTP, o PQ pode entrar no sistema nervoso central (DINIS-OLIVEIRA et al.,
2006) e causar a destruicdo seletiva dos neurbnios dopaminérgicos. Com isso,
dois topicos importantes em relacdo ao PQ destacam-se na literatura biomédica:
(I) seu uso, assim como o do MPTP, no desenvolvimento de modelos animais da
DP e (Il) seu potencial de causar a DP em individuos expostos a ele de forma
acidental, ocupacional ou intencional (neste caso, geralmente em tentativas de

suicidio).

O modelo da DP induzido por PQ é aceito e utilizado por diversos autores,
sendo comumente desenvolvido em roedores (THIRUCHELVAM et al.,, 2000;
McCORMACK et al., 2002; THIRUCHELVAM et al., 2003; OSSOWSKA et al.,
2005; OSSOWSKA et al., 2006; SOMAYAJULU-NITU et al., 2009; CAMPOS et
al., 2013). E possivel que a seletividade do PQ pelos neurdnios nigroestriatais
aconteca por ele facilmente entrar nestas células através dos transportadores de
dopamina (DATS), que usam o PQ como um substrato (RAPPOLD et al., 2011),
processo muito similar pelo qual o MMP+ entra nos neurdnios dopaminérgicos,
gue possui alta afinidade com os DATs (DAUER e PRZEDBORSKI, 2003).
Entretanto, € importante citar que a entrada do PQ na célula auxiliada pelos DATs
acontece quando o PQ é convertido de seu estado divalente nativo (PQ?*) para
seu estado monovalente (PQ*) (RAPPOLD et al., 2011). Dentro da célula o PQ
gera radicais superdoxido e espécies reativas relacionadas a dopamina,

desencadeando a neurotoxicidade (RAPPOLD et al., 2011). Ainda, de acordo com
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Ql et al. (2014), o PQ interfere na producdo da dopamina e sua distribuicdo entre

0s compartimentos celulares.

Através deste modelo experimental da DP induzido por PQ uma série de
questionamentos podem ser avaliados experimentalmente. Por exemplo, além de
ser possivel testar condi¢des relacionadas especificamente com a DP, como a
morte dos neurdnios dopaminérgicos (BROOKS et al., 1999; KUTER et al., 2007),
pelo PQ ser um composto utilizado na agricultura em todo mundo, 0s animais
submetidos ao modelo também servem para o estudo toxicolégico relacionado

aos efeitos sistémicos do PQ.

Em humanos, a relacéo entre a exposicdo ao PQ e a DP foi demonstrada
por diversos autores (CICCHETTI et al.,, 2005; DINIS-OLIVEIRA et al., 2006;
TANNER et al., 2011; KAMEL, 2013). Porém, apesar dessas informacfes serem
bastante relevantes, é importante considerar que através de aplicacdes de forma
correta e utilizando aparelhos de protecéo individual a aplicacdo de pesticidas é

tradicionalmente considerada segura.

Por fim, o PQ pode ser considerado um composto bastante controverso. Na
agricultura € muito util como herbicida. Na ciéncia biomédica é considerado um
Otimo agente para auxiliar nos estudos envolvendo a DP. Entretanto, a exposicéo
a ele pode ser considerada um fator de risco para a DP que ndo deve ser
negligenciado. Dessa forma, o PQ precisa ser utilizado com cautela, tanto por

cientistas como por pessoas que o manipulam em seus cotidianos de trabalho.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos do Se sobre a neurotoxicidade, genotoxicidade, funcéo
locomotora, forca e alteragdes teciduais em ratos Wistar submetidos a um modelo
experimental da DP induzido por PQ.

2.2 Objetivos especificos

- Discutir a respeito da influéncia do Se sobre a DP através de revisao da

literatura;

- Avaliar parametros locomotores dos animais submetidos ao modelo

experimental da DP com o Teste da Barra Estreita e Teste da Pata Impressa;

- Investigar possivel alteracdo na forca dos animais usando o Teste da
Forca de Preenséo;

- Quantificar os niveis de danos no DNA de leucdcitos e células do encéfalo

dos animais usados no experimento através do Ensaio Cometa;

- Verificar possiveis diferencas nos niveis de Se no sangue e encéfalo

entre os grupos de animais avaliados utilizando a técnica PIXE;

- Analisar possiveis alteracdes celulares e teciduais no pulméo, cerebelo,
figado e testiculos causadas pelo PQ nos animais submetidos ao modelo

experimental através de andlise histopatolégica;

- Mensurar a espessura da camada granular do cerebelo dos animais

utilizando no experimento através de procedimentos histomorfométricos.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Aspectos éticos

O projeto de pesquisa referente a esta dissertacdo foi aprovado pela
Comissdo de Etica para o Uso de Animais (CEUA) da UNISC. O nimero de
protocolo do projeto/aprovagao € “10/2012”.
3.2 Desenho experimental

Na Figura 5 esta representado esquematicamente o desenho experimental

empregado neste trabalho. Nele constam informacfes sobre os grupos de

animais utilizados e os principais procedimentos realizados.

| Testes locomotores e de forca |

HZO ——

Ensaio cometa

® Ensaio cometa Ensaio cometa

° (sangue e

S| selénio (Se) (sangue) (sangue) substancia negra)

o I T |
Paraguat (PQ) 1° periodo (29 dias) 2° periodo (29 dias)

Grupo 1: controle negativo
(H.0, n=12)

Grupo 2: controle - Se
(H,O+Se, n=12)

Grupo 3: controle - PQ
(H,O e PQ, n=12)

Grupo 4: cotratamento
(H,O+Se e PQ, n=12)

Grupo 5: pré-tratamento
(H,O+Se —PQ, n=12)

Figura 5. Desenho experimental demonstrando os grupos e momentos de realizacdo das
principais metodologias usados no estudo.
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Apos apresentar o desenho experimental do trabalho é importante destacar
que em decorréncia de precisar de um tratamento estatistico especial, 0s
resultados obtidos com o Grupo 5 (Pré-tratamento) ndo foram incluidos no artigo
de dados experimentais (Capitulo 1) e também serdo apresentados

separadamente no item “Resultados adicionais”.

3.3 Animais, Ensaio Cometa, Teste da Barra Estreita e administracdo de

selénio e de paraquat

As metodologias empregadas no Ensaio Cometa (Single-Cell Gel
Electrophoresis) e Teste da Barra Estreita (Narrow Beam Test) estéo descritas no
artigo de dados experimentais apresentado no Capitulo Il desta dissertacéo.
Neste artigo também estdo descritas informacdes sobre os animais utilizados na
pesquisa, os procedimentos utilizados na administracdo do Se, aplicacbes do PQ

e eutanasia dos animais.

3.4 Teste da Forca de Preenséo (Grip Strength Test)

Este teste foi realizado para avaliar possiveis modificacdes na forca dos
animais e foi executado no inicio, no meio e no final do experimento. O Teste da
Forca de Preensdo consiste em colocar o animal sobre uma grade de metal
simples e inverté-la, para que o animal figue suspenso embaixo da grade. A partir
de momento da inverséo total da grade, é iniciada uma contagem de tempo (em
segundos) até o animal ndo conseguir mais se segurar na grade e cair (sob uma
superficie macia para evitar que ele se machuque). Caso o animal consiga se
manter na grade por até 60 segundos, o teste é finalizado e esse tempo é
registrado. Para a realizacdo deste teste foram seguidas as descricbes de
BROOKS e DUNNET (2009), com algumas adaptacdes.
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3.5 Teste da Pata Impressa (Ink Paw Test)

O Teste da Pata Impressa foi realizado com o objetivo de registrar
possiveis alteragcdes na marcha dos animais através da analise da disposicéo da
impressao das patas dos ratos em um papel branco. Para obter este registro os
animais tiveram a plantas de suas patas pintadas com tinta atoxica (patas
dianteiras com cor distinta da tinta usada nas patas traseiras) e foram
imediatamente induzidos a caminhar sobre uma folha de papel com

aproximadamente um metro de comprimento.

A partir das impressdes obtidas foram mensuradas: (I) a distancia entre as
duas patas dianteiras; (Il) a distancia entre as duas patas traseiras; (Ill) a
distancia entre a pata dianteira e traseira do lado direito; (IV) a distancia entre a
para dianteira e traseira do lado direito. Para isso foi utilizado um paquimetro

digital (Digimess).

A Figura 6 exemplifica como as aferigbes foram realizadas utilizando uma
imagem digitalizadas a partir de uma das impressdes obtidas em papel. O teste
foi realizado em trés momentos: no inicio, no meio e no final do experimento. Os
protocolos descritos nos trabalhos de GIRIRAJAN et al. (2008), BROOKS e
DUNNET (2009), MITRA et al. (2011) e BAPTISTA et al. (2013) foram adaptados

e usados como referéncias para a realizacéo deste teste.
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Imagem obtida com a digitalizacao de um dos registros (em papel) do teste

2 4
S e ;\. B
A\

-.' x» - am ”-
T et T A
> ’9'- . L2 faf‘-
= = - St - -
> T R I R v

Imagem com a representagao das aferigoes realizadas

Figura 6. Exemplo dos registros obtidos através do Teste da Pata Impressa e
representacdo das afericdes realizadas. A: distancia entre as patas traseiras; B: distancia
entre as patas dianteiras; C: distancia entre a pata traseira e dianteira do lado direito; D:
distancia entre a pata traseira e dianteira do lado esquerdo.

3.6 Técnica PIXE

O PIXE foi realizado no Laboratério de Implantacdo l6nica do Instituto de
Fisica da UFRGS e objetivou mensurar os niveis de Se no sangue e encéfalo dos
animais ao final do experimento. A andlise foi realizada com um homogenato de
sangue e um homogenato de encéfalo dos animas por grupo experimental
(grupos 1 a 4). O teste foi executado de acordo com as descrigdes de MOLZ et al.
(2014).
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3.7 Processamento histolégico

Objetivando investigar possiveis alteracfes histopatologicas decorrentes
dos tratamentos empregados neste experimento, foi realizado o processamento
histologico de amostras do pulmdo, figado, testiculos e cerebelo dos animais. O
processamento histolégico foi realizado de forma padrdo e os cortes resultantes
foram corados com a técnica de coloracdo Hematoxilina & Eosina (H&E). A Figura
7 apresenta de forma esquematica a sequéncia basica do processamento

histolégica empregado no trabalho.

Fixagao dos tecidos em solugao
tamponada de formaldeido a 10%
durante 24 horas

Desidratagao e diafanizagao dos
tecidos, seguido de impregnagao
dos mesmos em parafina

Montagem dos blocos de parafina
contendo as amostras

Microtomia dos amostras
(cortes em 7um)

Montagem dos cortes em lamina de
microscopia

Coloragao dos tecidos
(H&E)

Montagem das laminas com
Entellan® e laminula

Figura 7. Sequéncia das etapas do processamento histologico.
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3.8 Andlise histopatologica

Na Tabela 6 encontram-se as lesdes que foram investigadas em cada um
dos tecidos analisados. Para ser possivel a realizagdo de analise estatistica dos
resultados encontrados foi utilizado um indice para quantificar o grau de injdria no
tecido, no qual foram atribuidos pontos a cada grau de lesdo observada: “0” —
auséncia de lesao; “1” — presencga leve de lesdo; “2” — presenca moderada de
lesdo; “3” — presenca severa de lesdo, de forma similar ao realizado por
GROSETH et al. (2012) e CHOI et al. (2013). Imagens representativas das les6es
foram capturadas e tiveram aspectos de contraste, brilho e cor editados com o

software Microsoft Office Picture Manager 2010.

Tabela 6. Alteracdes histopatoldgicas pesquisadas em cada érgdo analisado.

Orgéo Alteracéo histopatolégica
Hemorragia
~ Inflamacéao
Pulméo
Espessamento alveolar
Edema

Vacuolos (micro e macro)
Necrose (focos)
Inflamacéao
Atividade regenerativa (mitoses)
Vacuolos
Necrose (focos)
Inflamacéao
Edema
Espongiose
Inflamacéao

Figado

Testiculo

Cerebelo

3.9 Andlise histomorfométrica

Em razdo de alguns disturbios do movimento serem associados com a
perda de células e camadas cerebelares (SIRENSEN et al., 2000; BOLDUC e
LIMPEROPOULOS, 2009; JHA et al., 2012; BASSON e WINFGATE, 2013) e
haver evidéncias de que o cerebelo poder estar envolvido na fisiopatologia da DP
(YU et al., 2007; WU e HALLETT, 2013), foi mensurado a espessura da camada
granular dos cerebelos dos animais objetivando verificar se o modelo

experimental desenvolvido resultou em uma reducdo no numero de células
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cerebelares e, por consequéncia, em uma alteracdo na espessura da camada
granular. Para isso, sob um aumento de 40X, fotomicrografias dos cortes
histolégicos de cerebelo foram capturadas utilizando uma camera (KODO, CCD
Color Camera) acoplada a um microscopio Optico (Nikon, Eclipse E200)

interfaceados pelo software ENLTV-FM3 (Encore Electronics).

Das fotomicrografias obtidas foram selecionadas cinco folhas cerebelares
por animal e em cada uma destas foram realizadas cinco afericdes de regides
diferentes da camada cerebelar, conforme exemplificado na Figura 8. Para
realizar as afericbes foi utilizado o software para processamento de imagem
ImageJ (RASBAND, 1997-2014).

ImageJ 300 aferigoes por grupo (5 afericées por folha x 5 folhas cerebelares por rato x 12 ratos)

Image Processing and Analysis in Java

File Eqn Image Process Analyze Plugins Window Help
Oolc|ofF £ |+ Ala @O os| 4|2 2|
x=0.33, y=0.58, z=0.04, value=179,114,204

File Edt Font Results
Mean  [Angle  [Length |
97.283 19885 0238

106950 -80.996 0685

110084 23085 0.158

103350 27.198 0193

115097 8130 0051

102488 17.354 0.120

111459 15173 0,146

97228 15781 0.114

108069 18.138 0.145

100906 -83.737 0393

99460 19699 0205

100.132 13841 0.169

115548 110247 0310

117.951 28250 0,181

98016 72242 0383

92387 -90 0.131

105389 83089 0079

86908 74055 0035

119204 164846 0118

vl

Figura 8. Representacdo do método utilizado para realizar a andlise morfométrica do
cerebelo. *Uma das afericdes realizadas em um dos cinco locais da folha cerebelar
demonstrada.

3.10 Andlise estatistica dos resultados

Com excegdo dos resultados apresentados no artigo de dados
experimentais (Capitulo IlI), os demais resultados dos grupos H20, Se, PQ e
Se+PQ foram comparados estatisticamente através do Kruskal-Wallis Test
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seguido de Dunn’s Multiple Comparison Test. O Mann-Whitney Test foi aplicado
para analisar os resultados do Ensaio Cometa na situagdo em que apenas O
grupo controle (H20) foi comparado com o grupo PQ. O nivel de significancia
considerado em todos os testes foi de p < 0,05. As andlises, assim como a

plotagem dos graficos, foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism
5.0.
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4 CAPITULO | - Artigo de Revisédo

Neste capitulo encontra-se o artigo intitulado “Selenium and Parkinson’s
disease”. Este € um trabalho de revisdo e sera submetido para publicacdo em

uma revista cientifica indexada internacionalmente.



Selenium and Parkinson’s disease

Joel H. Ellwanger?, Silvia |. R. Franke?, Diana L. Bordin?, Daniel Pra?2, and

Jodo A. P. Henriques®#

!Programa de Pés-Graduacdo em Biologia Celular e Molecular, Centro de
Biotecnologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul — UFRGS, Campus do
Vale - Prédio 43421, Av. Bento Goncalves 9500, CEP 91501-970 — Porto Alegre,

Rio Grande do Sul, Brazil.
2Programa de P6s-Graduagdo em Promogédo da Saude, Universidade de Santa
Cruz do Sul — UNISC, Bloco 42, sala 4206, Av. Independéncia, 2293, Bairro
Universitario, CEP 96815-900, Santa Cruz do Sul, Rio Grande do Sul, Brazil.
3Departamento de Biologia e Farmacia, Universidade de Santa Cruz do Sul —
UNISC, Bloco 12, sala 12 06, Av. Independéncia, 2293, Bairro Universitario, CEP
96815-900, Santa Cruz do Sul, Rio Grande do Sul, Brazil.
“4Instituto de Biotecnologia, Universidade de Caxias do Sul, Rua Francisco Getulio
Vargas, 1130, CEP 95070-560, Caxias do Sul, RS, Brazil.

Corresponding author: Dr. Jodo A. P. Henriques. Programa de Pds-Graduacgéo em
Biologia Celular e Molecular, Centro de Biotecnologia, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul — UFRGS, Campus do Vale - Prédio 43421, Av. Bento
Goncgalves 9500, CEP 91501-970 — Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil.
Phone: +55-51-3308-6074; Fax: +55-51-3308-7309; E-mail:

henrigues@chbiot.ufrgs.br; pegas.henriques@gmail.com



ABSTRACT

Parkinson's disease is characterized by the death of dopaminergic neurons,
mainly in the substantia nigra, and causes serious locomotor dysfunctions. It is
likely that the oxidative damage to cellular biomolecules is among the leading
causes of neurodegeneration that occurs in the disease. Selenium is an essential
mineral for proper functioning of the brain, and mainly due to its antioxidant
activity, it is possible to exert a special role in the prevention and possibly in the
nutritional management of Parkinson's disease. Currently, few researchers have
investigated the effects of selenium on Parkinson’s disease. However, it is known
that very high or very low body levels of selenium can contribute to the
pathogenesis of Parkinson's disease, because this process results in increased
levels of oxidative stress. Therefore, the aim of this work is to review and discuss
studies that have addressed these topics and to finally associate the information

obtained from them so that these data serve as input to new research.

Key words: neurodegeneration, nutrition, micronutrient, Parkinson’s disease,

selenium.

INTRODUCTION

The influence of diet on the prevention, etiology and treatment of various
diseases is well established, as exemplified by several recent studies.'> Among
the nutrients obtained from the diet, it is known that selenium (Se) is important for
healthy human metabolism and that it is involved in the pathophysiology of many
diseases, such as cancer, type-2 diabetes, viral diseases, cardiovascular disease,
muscle disorders, male infertility, and neurological disorders, among others.58
Little is known about the role of Se in pathologies that affect the central nervous
system. However, Se has important antioxidant functions °! and neuroprotective
actions.'?1> Therefore, Se could be significantly involved in the pathophysiology of

neurodegenerative diseases.



One of the most common neurodegenerative disorders in the population
worldwide is Parkinson's disease (PD), which primarily affects the elderly.'® The
factors that contribute to a delay or acceleration of the progression of PD are not
completely established. Evidence has shown that cellular oxidative damage is one
of the major possible causes of PD.17-%!

Considering that Se has antioxidant activity and oxidative damages are
most likely involved in the pathogenesis of PD, studying the role of the mineral on
this disease is a promising direction, especially because an association between
Se and PD has been poorly investigated. Therefore, the aim of this work is to
investigate and discuss the possible effects of Se on PD based on theoretical and
experimental studies. In the first part of this review, we present the roles of Se in
the maintenance of human health and in nervous system homeostasis, as well as
a discussion regarding the appropriate levels of Se that should be consumed to
maintain human health. The second part describes the pathophysiology and
biomarkers of PD, their relationships with oxidative stress, and the roles of diet
and specific micronutrients in the disease. Finally, in the third part of this review,
the influence of Se on PD is discussed, with an emphasis on the role of Se in the

locomotor system and brain dysfunction.

SELENIUM

In 1817, Se was discovered by Swedish chemist Jons Jacob Berzelius,??
and currently, it is known that Se is a trace element that is indispensable for the
maintenance of human health and affects body metabolism in normal and
pathological situations.® However, many aspects of Se still need to be clarified,
including the optimal levels of Se that should be consumed to achieve its
beneficial effects and avoid the detrimental effects, as well as the role of this
nutrient in the treatment and prevention of neurodegenerative diseases such as

PD. These topics will be covered in the following section.



Dietary sources and nutritional recommendations

Se is an essential nutrient, and the human diet is a natural source for
obtaining it in relevant amounts. The dietary sources of Se are quite diverse,
including meat, milk, eggs and vegetables.?®> The amount of Se present in most
vegetables depends on the amount of the mineral present in the soil in which the
plant was cultivated. Therefore, plants grown in soils rich in Se have high mineral
levels, whereas the opposite is also true.?*?° It was recently demonstrated that in
monsoonal China, precipitation has an important effect on the distribution of Se in
s0il.?® This fact demonstrates that populations living in specific regions of the world
are susceptible to high or low consumption of Se, and the amounts vary according
to environmental conditions that modify the mineral content of the soil where they
live. This influence is greatest where the importation of food from various locations
is lower, because it makes the consumption of local foods greater, to the detriment
of food from various geographical and environmental origins.

Among the foods considered as sources of Se, the Brazil nut is rich in this
nutrient. According to Cominetti et al.?’, a single Brazil nut may have up to 290 ug
of Se (about 5-fold the daily dietary requirement). Therefore, this food can be used
to increase levels of this mineral in the blood.?® This information is clinically
important because it demonstrates that the inclusion of controlled amounts of
Brazil nuts in the diet can be a way to supplement the mineral in patients with
specific needs of Se. Thus, the use of non-food supplements of this mineral is not
required. However, it is important to mention that in Brazil, the Brazil nut is not
widespread in the food culture of all regions of the country. Additionally, the Brazil
nut is an expensive product, which becomes an obstacle for people wishing to
acquire it.

The recommendations for daily Se intake are relatively easy to be achieved
through a balanced diet according to the gender and age of each individual. For
adult men and women, 55 pg of Se/day is considered the ideal amount to be
consumed. This recommendation remains unchanged for the elderly people and is
lower for children. Quantities greater than 400 ug of Se/day (recommendation for

adults) are not indicated by threatening intoxication.?® Cases of Se poisoning are



not common but can cause signs such as hair and body hair alterations, nails and
skin abnormalities, garlic breath,?® lethargy, and amyotrophic lateral sclerosis.3°

In addition to food sources of Se to increase body levels of the mineral,
other factors must be considered, such as the bioavailability of the nutrient. The
bioavailability of Se will depend on various factors, such as the mineral absorption
rate that varies according to the type of food consumed and the interaction with
other nutrients.332 The organic forms of Se are more bioavailable than inorganic
Se.3*35 Therefore, in individuals requiring the supplementation of the mineral,
using Se supplementation in organic form (for example: wheat Se,
selenomethionine or high-Se-yeast) seems to be more advantageous than using
supplements containing Se in inorganic form (selenite or selenite).3® Furthermore,
there is evidence that Se consumed through food is better absorbed than Se from
mineral supplements. Approximately 80% of dietary Se can be absorbed, which
varies according to the type of food source of the mineral.®* An in vitro study using
three types of supplements of Se (Se-enriched yeast, selenate-based food
supplement and selenite-based food supplement) showed that 14% (from selenate
supplement) was the highest rate of bioavailability achieved.®® Notwithstanding,
the bioavailability of Se either via food or via supplements deserves further
studies.

Biological roles of selenium

Se deficiency has been associated with some diseases such as Keshan
disease (a cardiomyopathy that affects people living in regions with soil poor in
Se).3¢ Se deficiencies are also related to genomic instability.3” Additionally, Se is
able to perform epigenetic changes through DNA methylation and histone
modifications.3 Complex pathological situations such as human immunodeficiency
virus3%4% and cancer*! also appear to be influenced by body levels of Se. In this
context, the antioxidant function of Se®!137 involves protecting from and slowing
the development of diseases that involve oxidative damage to cellular

components.



The biological activity attributed to Se is exercised through selenoproteins,
which are proteins that have a selenocysteine residue in the active site.” The
selenoproteins play varied and important activities in the body, such as selenium
transport,*> endoplasmic reticulum homeostasis,** immunomodulation, regulation
of apoptosis,® and control of the cellular redox state.3” There are currently twenty-
five selenoproteins identified in humans, which include Selenoprotein P (SelP),
Selenoprotein W (Selw), Selenoprotein H (SelH), Selenoprotein M (SelM),
Selenoprotein R (SelR), Selenoprotein N (SelN), Selenoprotein S (SelS) and the
selenoproteins from the families of lodothyronine deiodinase (DIOs), Thioredoxin
reductase (TrxRs) and Glutathione peroxidase (GPxs). All are involved in
metabolic functions to prevent and/or combat diseases.® Although all these
selenoproteins have an important role in cellular homeostasis, the families of
antioxidant enzymes should be highlighted. The family of GPxs should be
particularly focused because the inappropriate activity of GPxs has been reported
as a factor that strongly correlates with the nutritional deficiency of Se, which
contributes to oxidative stress and therefore the emergence of diseases, including
neuronal disorders.?>4 Among the eight enzymes described in this family, five
(GPx1, GPx2, GPx3, GPx4 and GPx6) are selenoproteins, and they are involved
in the detoxification of hydrogen peroxide and lipid hydroperoxides, among other
types of reactive species. In these reactions, the tripeptide GSH is used as a
reducing agent.*>#7 It is important to mention that in the GPxs family, GPx5, GPx7
and GPx8 are non-Se congeners.*® A brief demonstration of the activity of Se-
dependent glutathione peroxidase is shown in Figure 1.
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reductase

Figure 1. Detoxification of hydrogen peroxide (H202) and lipid peroxides (LOOH)
by Se-dependent glutathione peroxidase. Glutathione peroxidase activity requires
two molecules of the tripeptide GSH, which is restored by the enzyme glutathione

reductase.

The action of selenoproteins is related to diet. Se ingested through food is
incorporated into selenoproteins, and the activity of these proteins depends on the
levels of Se ingested.*®4° This information suggests that quantities of Se ingested
through food can influence the activity of glutathione peroxidase, in addition to
blood levels of the mineral.2”° If the level of Se in the body is low, the cells cannot
synthesize selenoproteins properly.5! If the activity level of selenoproteins with
antioxidant action is sufficient to combat the level of oxidizing agents generated by
the body or by the environment, the oxidative stress is avoided. However, if there
is an imbalance between the activity of antioxidant enzymes and the levels of

oxidizing agents, oxidative stress will occur, which will result in damage to cellular



biomolecules.*52%5 These events are schematically summarized in Figure 2.
Therefore, it is important to mention that individuals who are exposed to
environmental stimuli or have lifestyles that exacerbate oxidative stress should be
aware of Se dietary recommendations, and this information must be a prominent
topic in dietary planning for these individuals.*® To date, there is no specific dietary
requirement defined for individuals with high oxidative stress levels, and future

studies are need to set such levels.
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Figure 2. Main events that influence the antioxidant activity of Se. The Se
antioxidant activity occurs through selenoproteins, which are influenced by Se

levels obtained through diet. Symbols: 1 - lead to; T - blocks.
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Potential noxious effects of selenium overload

It is important to mention that despite Se influence on the metabolism of
various human diseases by its antioxidant action, the role of this mineral cannot
always be protective or combat injury inherent to a pathological condition. Se may
not often act protectively or even beneficially, as demonstrated by Maraldi et al.>’
in a test performed in vitro using human neuron cells and by Estevez et al.>®, who
showed that a high dose of Se can induce oxidative stress in cholinergic neurons
of Caenorhabditis elegans. Recent results indicated that the supplementation of
200 pg of Se/day (from L-selenomethionine) is not recommended for preventing
prostate cancer.%® This information calls attention to the importance of not
considering the mineral only as a protective agent when introduced into a research
protocol. Depending on the quantities used, type of Se chosen and experimental

conditions, Se could have detrimental effects, similar to those mentioned above.

Adequate selenium levels for preventing diseases

Studies that investigated the effect of Se on various parameters related to
health or disease in humans have used various approaches. These studies used
food questionnaires,?°6! measured mineral levels in plasma® and breast-milk,%3
and incorporated supplements.*®5® Regarding the use of Se supplements in
research with adult humans, additional doses up to 200 pug of Se/day may be
appropriate. This value represents an amount of mineral approximately 4 times
higher than the recommended value (can be used to evaluate the effects of high
doses of the mineral) but much less than the amount that could pose a risk to
health.2%3241 Clinically, Se supplementation may be important for individuals from
populations that live in geographical areas where the mineral is not easily
consumed through diet or have genetic variations that alter the metabolism of the
mineral.®* Methodological approaches using various animal models? or cell
cultures®’%¢ are useful for answering questions related to the effects of Se on
health/disease but cannot be investigated by testing in humans due to ethical and

methodological reasons.
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Selenium and the nervous system

Se is also essential for proper brain function.®” Several studies have
demonstrated that this mineral influences various pathologies affecting the central
nervous system. In elderly patients, low levels of Se in plasma are related to a
reduction in neurological activity, such as coordination.®®8 Se may also influence
behavioral development®® and psychological aspects, such as mood’® and
cognition.”* Se in the form of organic compounds could act as an antipsychotic.’?

In addition to influencing the functioning of the brain and various diseases of
the central nervous system, Se has neuroprotective effects demonstrated by
several experimental approaches.'?15 This information supports the concept that
Se has a key role in the development and/or progression of neurodegenerative
diseases, acting as a neuroprotective agent. However, considering the complexity
of these diseases and the various influences that Se can play, the mechanisms by
which this mineral acts in these diseases still need to be investigated. More
studies are also needed to understand the specific roles of selenoproteins and the
effects of Se intake on neurodegenerative diseases.’t Therefore, a better

understanding of the role of Se in the pathogenic mechanisms of PD is important.

PARKINSON’S DISEASE

PD was first described by James Parkinson in 1917 (for historical aspects of
the disease, see the review published by Goetz’®). Currently, PD is the second
most common neurodegenerative disease in the world, and Alzheimer's disease is
the most frequent.”* PD primarily affects the elderly, occurring in approximately 1%
of the population over 60 years’" but can also occur less frequently in younger
individuals.”677

Geographically, the distribution of the disease in the world slightly varies. A
recent study reported that among individuals aged between 70 and 79 years, PD
iS more prevalent in Australia and countries of Europe and North America
compared with individuals from Asia.!® Differences among sexes were also

observed. The prevalence and health impact of PD is higher in men.”® In addition
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to physical and psychological harm caused to patients, PD has a great economic
impact due to the high medical costs of preventing and combating the disease and
loss of workforce. Approximately 14 billion dollars were spent combating it in the
United States of America alone in 2010.7°

PD neuropathology is characterized by the degeneration of dopaminergic
neurons that communicate to the substantia nigra pars compacta of the midbrain
to the striatum and affect neurons of the nigrostriatal pathway. The cells linking the
substantia nigra to the putamen are the most affected. The presence of
cytoplasmic inclusions known as Lewy Bodies are also part of PD
neuropathology.’68%81 Other brain structures may also be affected in the disease.
For example, evidence obtained by neuroimaging exams indicate that the
cerebellum of patients suffering from PD is hyperactive,®? but the role of the
cerebellum and other structures in this disease is still poorly understood and
should be further studied.

Diagnosis and biological markers of Parkinson’s disease

There is no specific biochemical test to indicate the presence of PD. The
diagnosis is made primarily from signs and clinical features presented by the
patient’>’¢ and can only be confirmed at postmortem examination.”> Some of the
clinical signs used to establish the diagnosis of PD are tremor at rest, postural
instability, muscular rigidity, and difficulty in initiating movements (akinesia) or
continuing them (bradykinesia), among others that affect movement.”6:83

Because there are no specific laboratory tests to diagnose the disease, the
search for biomarkers for the presence of PD is extremely important, and several
markers related to oxidative stress have been suggested to be diagnostic of PD.
LeWitt et al.?° reported that the 3-Hydroxykynurenine from cerebrospinal fluid
might be useful for this purpose. The oxidized DJ-1 protein has also been
suggested as a potential biomarker for PD.84 Additionally, in a recent study, Ide et
al.8 noted that the levels of vitamin C in lymphocytes could be used to monitor the
progression of PD. Kouti et al.?¢ demonstrated the potential for the use of nitric

oxide and peroxynitrite levels as biomarkers to monitor the progression of the
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disease. In seeking biomarkers, it is important to remember that determining the
susceptibility genes for PD will help discover which molecules serve as potential
biomarkers for disease.?’

The involvement of genetic factors in the onset of PD is quite relevant. In a
recent meta-analysis conducted by Nalls et al.,®® six new risk loci for PD were
described: SIPA1L2, INPP5F, MIR4697, GCH1, VPS13C and DDRGK1. In meta-
analysis studies, Dai et al.?° reported that TNF-1031 polymorphism is a possible
risk factor for PD, and Wang et al.®° concluded that the null genotype of GSTT1 is
also related to increased risk of the development of PD, at least in Caucasians.
The roles of the genes parkin, DJ-1 and PINK-1 in the susceptibility to PD%! should
be discussed, as well as the LRRK2 gene.®? Genetic mutations affecting the
PINK1 and LRRK2 proteins are related to mitochondrial dysfunction and the
formation of reactive oxygen species,®® which are events involved in PD

pathophysiology.

Oxidative stress and other molecular dysfunctions in Parkinson’s disease

Although genetic factors are very important in the pathogenesis of PD, it is
believed that the interaction between genetic and environmental factors
determines whether the disease develops.1647:949 |t is known, for example, that
occupational and environmental exposure to pesticides (such as paraquat and
rotenone) can trigger PD.%-1% This factor exemplifies how environmental factors
associated with oxidative stress should not be overlooked in investigating the
causes of PD and should be considered together with the genetic characteristics
of each individual. However, the interactions between these two factors are not
well established.

Oxidative stress seems to be crucial for PD development.1821101
Additionally, DNA damage,°? deficiency in the repair of these damages, 13194 |ipid
peroxidation%® and mitochondrial dysfunction1®® are other important events in the
physiopathology of PD. Neuroinflammation also appears to have an involvement in
the etiology®” and progression of this disease.1%8
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Biomarkers indicated that oxidative damage is increased in patients
suffering from PD, reinforcing the relationship between this injury and the
disease.l” A treatment against the oxidative stress in PD is still not established,
but to be effective, this molecular insult should be a target of treatment in the early
stages of the disease.'%® However, it is interesting to note there is doubt whether
oxidative stress is a cause or a consequence of the loss of dopaminergic neurons
in PD,1% so further studies on this aspect should be conducted. As cited by Tsang
and Chung,''® a detailed understanding of how oxidative stress influences the
pathophysiology of PD will help develop better strategies to treat the disease.

Mitochondrial dysfunction is another important molecular event associated
with PD.1% More specifically, oxidative stress related to the impairment of complex
| of the mitochondrial respiratory chain and mitochondrial DNA mutations are
mentioned as causal factors of the disease.!'* Miller et al.*? demonstrated a
relationship between the presence of Lewy bodies and mitochondrial DNA
damage. In this context, the results of the study conducted by Sanders et al.l13
support the use of mitochondrial DNA damage as a biomarker for the vulnerability
of dopaminergic neurons in PD. However, this aspect should be better
characterized, and further studies investigating the role of mitochondria in PD are
needed.

New insights into the pathophysiology of the PD have been described.
Recently, Janda et al.}!* and Zhang et al.}'®> have discussed the association
between defects in the process of autophagy and PD. Wen et al.1'® reported the
involvement of proteins that induce cell cycle reentry (CDK5/RKIP/ERK pathway)
causing neuronal death in PD. Brenner!!’ hypothesized that the deterioration of
melanin in the cells of the substantia nigra may be possible involved in the
development and progression of PD. The relationship between PD and nucleolar
stress has also been discussed.*® The suggestions of the involvement of all these
molecular processes in PD leads to further discussion on the causes and factors
that are involved in disease progression, and therefore, possible new therapeutic
targets are hitherto unimagined. However, more experimental investigations using

robust methodology are needed to support these new findings.
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The dopamine replacement by using Levodopa has been widely used for
three decades in the treatment of PD,''° Levodopa reduces lymphocyte DNA
damage in these individuals.'?® However, it is important to highlight that despite
the existence of treatment, currently there is still no cure for the disease.®

Although dopamine can act as an antioxidant,?! there is evidence that this
neurotransmitter contributes to the generation of neuronal toxicity. In dopaminergic
cells, normal dopamine metabolism involving the tyrosine hydroxylase enzyme is
responsible for producing oxygen radicals that damage biomolecule cells.'?? This
fact helps to explain the high oxidative stress generated in the dopaminergic

neurons.

Diet, micronutrients and the prevention of Parkinson’s disease

In elderly patients, the relationship between oxidative stress and nutritional
status has been well established,?® but the influence of nutrition, specifically in
PD, has been poorly explored. It is likely that an imbalance in the consumption of
macronutrients seems to be a predisposing factor for the disease, and it has been
reported in a meta-analysis conducted by Chen et al.'?* that overweight is a
possible risk factor of PD. In this context, it was suggested that in men, the
consumption of milk and cheese could increase the risk for development of PD,
although these data still need to be confirmed by future studies using strong
methodologies (Jiang et al. 2014).1%> Kamel et al.'?® showed that high
consumption of n-3 polyunsaturated fatty acids (PUFAs) associated with low
consumption of saturated fats could help reduce the risk for developing PD. The
authors described that a diet poor in PUFAs or with high amounts of saturated fat
might increase the susceptibility to neurotoxic agents associated with the
pathogenesis of PD. However, Dong et al.’?’ reported a positive association
between n-6 PUFAs intake and the risk for developing PD, but this is a weak
association that needs to be confirmed in future studies. The same authors cited
that n-3 PUFAs have anti-inflammatory effects and n-6 PUFAs have pro-

inflammatory effects. This information could justify the results from these two
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studies, but the relationship between PUFAs and PD cannot be fully understood
and deserves to be studied in detail.

The intake of micronutrients is also a factor influencing the pathophysiology
of the disease. Recently, Stelmashook et al.}?® described that the imbalance of
copper and zinc can influence the mechanisms of pathogenesis of PD. High intake
of non-heme iron associated with low vitamin C intake may represent a higher risk
for PD. 12° Some authors report a beneficial use of the micronutrients in PD. The
administration of folates and vitamins B6 and B12 could be used in a supplemental
way and associated with the conventional treatment to delay the progression of
the disease and/or improve the quality of life of the patients with PD.3° The use of
these nutrients could contribute to healthy nutritional status of patients and would
help in combating the molecular events that lead to disease, but these
supplementation strategies using various nutrients should be clinically investigated
and elaborated very carefully. Additionally, vitamin D could have a neuroprotective
effect, influencing the symptoms and possibly the development and progression of
the disease.’® The influence of food and specific micronutrients in PD is still
unclear. These results reinforce the idea that the relationship between nutrition
and PD is complex and requires more studies in people to clarify these aspects.
However, the food and nutrition management in patients suffering from PD is very
important so that they can achieve or maintain a healthy nutritional status. This
goal will ensure adequate intake of micronutrients (especially those antioxidants
as Se), preserving other aspects of health that will allow people to lead a healthy,

normal life.

THE INFLUENCE OF SELENIUM ON PARKINSON’S DISEASE

Recently, our research group experimentally investigated the role of Se in
an experimental model of PD in rats and induced by the herbicide paraquat.t®?
This work has helped to test the hypothesis that Se could aid in preventing PD if
used previously to the emergence of disease or perhaps on patients suffering from
early stages of PD. This hypothesis was initially presented in a work published by

Cadet in the 1980s,3® who proposed the use of Se associated with vitamin E. To
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the best of our knowledge, this type of supplementation had not been investigated
(Se alone or Se plus vitamin E in paraquat-induced models). Our findings
indicated that Se protected against bradykinesia (locomotor damage) and DNA
damage in lymphocytes of rats in the tested animal model of PD induced by
paraquat. A study performed by Khan'34 in an animal model of PD in mice
demonstrated that Se also reversed, at least partially, the toxic effects (dopamine
depletion) caused by 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP), that
has the 1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP+) as active metabolite, a molecule very
similar to paraquat.® This protective effect of Se on dopamine in animal models of
PD is further strengthened by the results of the work conducted by Zafar et al.13®
who used the 6-hydroxydopamine (6-OHDA) to induce the model in rats.
Additionally, a report of a test using embryonic stem cell transplantation in brains
of rats submitted to a model of 6-OHDA-induced PD described that Se can also
protect against inflammation generated in this therapy.'®¢ Although the results of
these studies are quite relevant, it is important to note that these authors
investigated the effects of the mineral in experimental models of the disease,
which differ in several aspects from PD that occurs naturally. Therefore, further
studies are needed to extrapolate the results to humans. In all experimental
studies cited above, the Se used in the tests was sodium selenite, an inorganic
form of Se. However, the Se used in other experimental strategies varies in terms
of chemical structure, which further complicates the extrapolation of results to
humans. In this context, it is important to mention that the type of Se used in future
pharmacological therapies should be considered, and the potential therapeutic use
of organoselenium compounds should be further explored.'¥” For example,
Ebselen, an organic form of Se, has a known strong antioxidant function3® and
therefore has the potential to combat oxidative stress that occurs in PD. Thereby,

studies investigating the antioxidant potential of ebselen are encouraged.

Selenium and the locomotor system

Because locomotor damage is a main feature of PD, it is interesting to

analyze the results obtained from studies that evaluated the influence of Se on
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various aspects of the locomotor system. High levels of Se in the human organism
protect the motor function in individuals exposed to mercury,%° whereas the serum
levels of Se appear to also be associated with the walking speed in elderly (=65
years) women in a positive way.'* In the treatment of Restless Leg Syndrome, a
human disorder based on the dopamine system that causes limb movements and
could be associated with PD,'4014l a daily dose of 50 pg of Se improved
symptoms.4! In animal models, Yeo et al.'#? reported that Se (sodium selenite)
protects the locomotor system of rats submitted to damage to the spinal cord. This
protection of locomotion was also obtained by Zafar et al.*3> and by our research
group,’® both using other animal models (PD models) and evaluating various
aspects of locomotion, as previously mentioned. The administration of
physiological doses of sodium selenite may contribute to the physical performance
of rats, as assessed by levels of glycogen in liver after a swimming test.143
However, a recent study by Marcondes Sari et al.}4* did not find changes in
locomotor function evaluated by open-field test in mice that received p-chloro-
selenosteroid. It is difficult to compare the studies that evaluated the effects of Se
on locomotion, because there are few experimental approaches and they differ.
Therefore, it is not possible to obtain consistent conclusions or extrapolate them to
the locomotor effects observed in patients with PD.

Selenium imbalance and brain dysfunction

Selenoproteins are also essential to brain function,4> and the depletion of
these proteins seems to be related to the pathophysiology of PD.#® This
mechanism suggests that analyzing the results of studies that investigated the
interaction between Se and selenoproteins and its relation with the brain and PD is
also relevant. In this context, the roles of glutathione peroxidase and selenoprotein
P are briefly discussed in this review.

Rats deficient in Se have lower glutathione peroxidase (a Se-dependent
enzyme) activity in the brain.!4” Additionally, the reduction of the antioxidant
defenses in the brain caused by Se deficiency is attributed to the decrease of

glutathione peroxidase activity.1*® Kim et al.}*® observed that dietary Se (sodium
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selenite) attenuated the neurotoxicity in mice treated with methamphetamine
evaluated by dopamine depletion in the striatum and substantia nigra. The authors
also attributed this neurotoxicity prevention principally to the activity of glutathione
peroxidase. These data were supported by evidence that neurotoxicity (high
oxidative stress) induced by methamphetamine can be mitigated by maintaining
glutathione peroxidase activity through the use of Se.'®0151 These results
demonstrate that glutathione peroxidase plays a key role in protecting against the
degeneration of dopaminergic neurons, and therefore could be involved in the
physiopathology of PD.4’

Selenoprotein P is also critical to neuronal functioning'®? and the normal
level of Se in the brain.'>® The deletion of this protein causes inadequate uptake of
Se by the brain, as demonstrated by Hill et al.'> in a study using mice. More
recently, other studies using animals showed that the deletion of selenoprotein P
causes the degeneration of the brain cells.1%1%¢ By examining post mortem brain
tissue from PD patients, Bellinger et al.'>” demonstrated that selenoprotein P
expression decreased in the substantia nigra of these individuals compared with
controls. However, the authors also described that the protein was increased
relative to the total number of cells. All this evidence indicates that Se may
influence neurodegeneration by altering the activity of selenoproteins, such as
glutathione peroxidase and selenoprotein P. In other words, the concept that Se
has an indirect action in the protection process in addition to its non-selenoprotein
antioxidant function is reinforced.50:158

Se deficiencies can modify the functioning of dopaminergic neurons,%°
which are the main cells that are affected in PD. Paradoxically, Se deficiency may
increase the activity of tyrosine hydroxylase and dopamine production.®® These
data suggest that the deficiency of the mineral can trigger compensatory activity
by dopamine production in response to a situation in which its depletion (due to Se
deficiency) is previously established. In a study conducted in the 1990s by Aguilar
et al.1%1, no differences in cerebrospinal fluid levels of Se were observed between
PD patients and control subjects. Qureshi et al.’6?2 reported an increased
cerebrospinal Se level in PD patients compared to controls. Zhao et al.5? also

reported higher Se levels in PD patients compared with control individuals, but the
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study evaluated plasma levels of the mineral. Additionally, reduced Se was not
found in people with PD if the nutrient was measured in lymphocytes®® or by
serum levels.161.164 However, low serum levels of Se in individuals with PD
compared with controls were reported by Nikam et al.1%® Ultimately, according to
the results obtained by the cited studies, it is not possible to make a direct
relationship between Se status and PD after the disease has already been
established. This finding highlights that the use of the mineral for preventing
disease could be a promising strategy.

Paradoxically, increased deaths due to PD have been reported in men who
lived in an area where the drinking water was rich in inorganic Se.%¢ These data
were reinforced by the findings of a study in which PD patients consumed Se-rich
foods with higher frequency than control subjects.1%” These data highlight that Se
in high amounts is prooxidant.'68169 Currently, cultural habits that favor the
consumption of some specific Se-rich food or their easy availability may be
responsible for excessive consumption of the mineral. The results of these studies
also demonstrate the augmented complexity of investigating the effects of Se from
food consumption, in which synergism and antagonism between nutrients occur,
compared with seeking correlations between disease and levels of the mineral or
studying controlled intake of the mineral through supplements. More studies
evaluating the relationship between PD and the consumption of Se through food
are needed, especially to provide technical and scientific information for the
elaboration of better diets for the elderly population.

Finally, from the information presented and discussed here, the probable
relationship between the nutritional status of Se and PD is summarized in a
schematic model presented in Figure 3. The events shown in this model, as well
as the relationship between them, represent the evidence most strongly
established in the literature. As described in this review, new events and
interactions have also been suggested and discussed by several authors but were
not included in the model because more research is needed to confirm and further

characterize their roles in the pathophysiology of PD.
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Balanced ELDERLY Unbalanced
diet PERSON diet
Adequate Se Inadequate (low or
status high) Se status
Brain

High DNA Low DNA High lipidic Mitochondrial
damage repair peroxidation disfunction

Death of dopaminergic
neurons

Substantia nigra

Syt

Locomotor impairment:

- Tremor at rest;
- Muscular rigidity;

Parkinson’s - Postural instability;
disease — - Akinesia;
- Bradykinesia, among
others.

Figure 3. Probable relationship between nutritional status of Se and events that
culminate in PD. Elderly individuals are susceptible to dietary imbalances that may
cause inadequate nutritional Se. Inadequate levels of Se (high or low) in the brain

cause co-interacted events that culminate in the death of dopaminergic neurons in
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the substantia nigra; however, adequate levels of Se protect against these events.
The neuronal death of dopaminergic neurons leads to PD, which affects the
locomotor system. This locomotor impairment can cause damage to the lives of
individuals affected by disease as well as inadequate diet. Symboils: 1 - lead to; T -

blocks.

CONCLUSION

Despite being a mineral required in low amounts for the human body, an
adequate level of Se might improve several aspects of human health. Se
deficiencies are rarely reported, making it appear that it is a situation of little
importance. However, subclinical deficiencies may impact cellular metabolism and
cause changes that can lead to various diseases, including neurodegenerative
conditions, if accumulated and associated with other environmental and genetic
factors. Moreover, Se in excess is also associated with pathological situations.
Therefore, we stress the importance of maintaining Se consumption in the
recommended doses by IOM (55 - 400 pg/day for adults),?® either through food or
through supplements (if they are needed). This information is especially important
for nutritionists and other health professionals who work with the nutritional
management of subjects who are healthy as well as subjects with pathological
conditions. People who live in geographical regions where the soil is rich or poor in
mineral levels should receive more attention in regard to the quantities of Se
ingested.

Among neurodegenerative diseases that are physiologically affected by Se
levels, PD is prominent. Evidence has shown that PD is most likely the result of an
association between environmental and genetic factors. People who have genetic
characteristics  associated with  high  disease risk should avoid
environmental/occupational exposure to pesticides and should maintain a diet with
adequate levels of antioxidants (including Se) and attitudes that can slow and
prevent the onset of disease. Although the death of dopaminergic neurons as a
main cause of PD has not been described until currently, new studies have shown

that several other molecular events may be involved in the pathogenesis of the
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disease. This fact demonstrates that the causal events of PD are still unclear and
should be further studied.

Studies in humans and in experimental models support that Se is involved
in the pathophysiology of PD and that the mineral, if used in appropriate doses,
can protect against this disease. This effect is mainly due to the antioxidant
characteristics of Se and its ability to fight the molecular events that culminate in
neuronal death. However, the results of some studies have not supported these
findings. These findings underscore the importance of conducting studies that aim
to explore and establish the role of Se in PD in more detail. Accordingly, it will be
possible to confirm the beneficial effects of using Se for the prevention or in the
dietary treatment of PD. However, in the elderly, it is clear that a proper diet for
age and proper Se intake according to recommendations is essential not only for
the prevention of PD but for several other diseases, whether neurodegenerative or
not. Lastly, based on the evaluation and discussion of the studies presented in this
review, it can be concluded that continued investigations into the influence of Se

on PD are important.
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Nas paginas seguintes encontra-se o artigo publicado no peridédico Nutrition
(ISSN: 0899-9007, Fator de Impacto - JCR 2013: 3.046) que é intitulado
“Selenium reduces bradykinesia and DNA damage in a rat model of Parkinson’s
disease”. Neste artigo estdo apresentados os principais resultados obtidos

durante a parte experimental realizada pelo autor durante o mestrado.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Ar tic{e history: Objective: The aim of this study was to explore the effects of selenium (Se) on locomotor activity
Received 17 March 2014 and DNA damage in a rat model of Parkinson’s disease (PD) induced by paraquat (PQ).

Accepted 14 July 2014 Methods: Forty-eight male Wistar rats were divided into four groups: control group (n = 12), Se

group (n = 12), PQ group (n = 12), and Se + PQ group (n = 12). PQ was administered intraperi-
Keywords: toneally (10 mg/kg). Se was offered in the drinking water at a concentration of 11.18 pg/L. Loco-
Parkmson's disease motor activity was evaluated weekly using the narrow beam test. The comet assay was performed
Selenium ? . .
Paraquat to assess the level of.DNA damage in leukocytes and in brain cells. )
DNA damage Results: As expected, increased DNA damage was found in the PQ group compared with the control
Locomotor activity and Se groups (P < 0.001). Interestingly, coadministration of Se and PQ effectively prevented the
harmful effects of the toxin in locomotor activity and at the molecular level, reducing bradykinesia
(P < 0.01) and DNA damage in leukocytes compared with the PQ-only group (P < 0.001), whereas the
levels of DNA damage were comparable to those found in the control and Se groups (P > 0.05). Using
the comet assay to analyze brain cells, no differences were found between the groups with regard to
damage index (P = 0.774), damage frequency (P = 0.817), or non-detectable cell nuclei (P = 0.481).
Conclusion: In this experimental model of PQ-induced PD, the use of Se could contribute to the
maintenance of locomotor activity and the integrity of leukocytes DNA. No changes in the levels of
DNA damage in brain cells were observed between the experimental groups.

© 2015 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction estimated prevalence of 0.3% among the general population in
industrialized countries and about 1% among people >60y of age

Parkinson’s disease (PD) is currently the most common [1,2]. According to one study | 3], the most common signs of PD are
neurodegenerative disorder after Alzheimer’s disease, with an akinesia (delayed movement initiation; paucity of movements),
bradykinesia (movement slowness), hypokinesia (reduced

Financial support for this study was provided by the Laboratory of Experi- movement amplitude). postural instability, rigidity, stooped

mental Nutrition (UNISC). JHE, SIRF, DP, and JAPH conceived and designed the

experiment. JHE, PM, DRD, APS, TEM, LC, and MGS performed the in vivo ex- posture, and tremor at rest. The main cause of the disease is the
periments and laboratory tests. JHE and DP analyzed the data, wrote and pro- degeneration of dopaminergic neurons in the substantia nigra
vided intellectual input on the paper. SIRF, DP, and JAPH supervised all pars compacta [4], and DNA damage and oxidative stress may be
experiments and the manuscript preparation. All authors revised the final involved in the pathophysiology of this neuronal degeneration

version of the article. The authors have no conflicts of interest to declare.

* Corresponding author. Tel.: +55 513 717 7643; fax: +55 513 717 1855. [5-7]. In this context, the comet assay is considered a good
E-mail addresses: Joelellwanger@unisc.br, joel.ellwanger@gmail.com (J. H. method to measure the level of DNA damage in brain cells 8], and
Ellwanger). is widely used to measure such cellular damage in leukocytes [9].
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Occupational exposure to the pesticide paraquat (PQ) is
associated with increased risk for developing PD [10]. Experi-
mentally, the use of this toxin to induce an experimental model
of the disease in rats is quite effective because it causes the death
of dopaminergic neurons in the substantia nigra, triggering sig-
nals and morphologic changes that are very similar to those
observed in patients with PD [4,11-13]. The use of locomotor
tests such as the narrow beam test is considered suitable for
evaluating locomotor dysfunctions in animal models of PD [14].

When used at appropriate levels, the mineral selenium (Se) is
an important antioxidant agent and is therefore involved in
combating oxidative stress [15,16] and may have a neuro-
protective role [17-19]. Although the use of Se in the treatment
of early PD was suggested in the 1980s [20], its application in the
diet therapy of patients with PD has been little exploited. Thus,
the present study aimed to investigate the effects of Se on lo-
comotor activity using the narrow beam test and DNA damage in
leukocytes and brain cells using the comet assay in a model of
PQ-induced PD.

Material and methods
Animals and ethical aspects

Forty-eight male Wistar rats ages 28 to 29 d, weighing 82.9 + 14.36 g on average
at the beginning of the experiment, were used in the study. The animals were kept in
a laboratory environment with a controlled 12-h light/dark cycle, temperature
(22°C + 3°C) and humidity (60%). The animals received Nuvilab® rat chow (Quimitia,
Colombo, Brazil) containing a minimum of 50 pg of Se/kg of chow and water ad
libitum. The animals were weighed weekly. At the end of the experiment, the ani-
mals were sacrificed using a guillotine for rodents (Insight, Ribeirao Preto, Brazil).
This study was approved by the Ethics Committee for Animal Use of the University of
Santa Cruz do Sul (UNISC, Brazil) under protocol 10/2012.

Experimental design

The experiment lasted about 2 mo (58 d) and was divided into two periods of
29 d each. The work was structured so that we could assess the effects of Se (Se
group: vehicle control Se, n = 12), of PQ (PQ group: vehicle control PQ, n = 12), and
associated administration of both (Se + PQ group: cotreatment, n = 12) on loco-
motor activity and DNA damage and compare them with results from a control
group (water group: negative control, n = 12) using a total of 48 animals. The DNA
damage was assessed on three occasions: at the beginning (first occasion, in
leukocytes), halfway (second occasion, in leukocytes), and at the end of the
experiment (third occasion, in leukocytes and brain cells). The locomotor test was
performed weekly and the results of all observations were pooled for analysis.

Se administration

In this study, sodium selenite (inorganic form of Se, Na,03Se, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) was used as a supplementary source of the mineral. The Se
was provided to the animals in the drinking water at a concentration of 11.18 pg/L
offered daily in individual drinking bottles. Based on the average water intake of
Wistar rats [21], the concentration of Se was added to the drinking water to
achieve the targeted dose (ranging from the recommended values and the
maximum tolerated dose compared with humans, while also taking into
consideration the median lethal dose (LDsp) for Se [oral consumption by rats]).
Then, the amount of water ingested by each animal was measured daily to verify
the exact amount of Se ingested by the animals. Although it is suggested that Se
in aqueous solutions is stable for up to 4 d at animal room conditions [22], we
prepared and changed the solution daily. The amount of Se present in the water
used to prepare the solution was negligible (data not shown). As we knew that
the Se was stable in solution and we were able to perform reliable measurements
of the average amount of water ingested by the animals and because this was an
extensive study predicting daily administration of Se, we chose not to offer the
mineral by gavage so as to minimize the stress to the animals.

PQ administration

To perform this study we chose to use PQ as the inducing agent of the
experimental model of PD because we considered it to be the most suitable and
best described model [4,12,23,24] in the literature to test the hypothesis that we
proposed to investigate, both in relation to the effects of PQ on locomotor

parameters and in relation to DNA damage, while also considering their possible
interactions with Se. Based on previous studies [12,23,24], 10 mg/kg of PQ
(methyl viologen dichloride hydrate, Ci; Hyq Cly N.H0, Sigma-Aldrich) was
administered to each animal in the PQ and Se + PQ groups once a week.
Administration was intraperitoneal, and the PQ was diluted with an average
volume of 0.3 mL of saline solution per animal.

Collection and preparation of samples (leukocytes and brain cells)

To analyze the DNA damage in leukocytes, peripheral blood samples were
collected from the animals’ tails, except at the end of treatment when blood was
collected from jugular vein. At each collection, 15 pL of blood were mixed with
4 uL of heparin and used to prepare the comet assay slides. To analyze possible
damage in the brain cells, tissue was collected from the substantia nigra region.
For this, once the animals were sacrificed, their brains were immediately
removed, transferred to a Petri dish on ice, and sliced using a rat brain slicer
matrix (Bonther, Ribeirao Preto, Brazil) to differentiate the areas of the enceph-
alon. The area of interest was identified using previously described coordinates
[25]. The tissue samples were placed in microtubes containing phosphate-
buffered saline with 10% of dimethyl sulfoxide, where the tissue was dissoci-
ated and 60 pL were separated for use in the comet assay. All procedures were
conducted under dim yellow light to prevent DNA damage induced by ultraviolet
radiation.

The comet assay

The alkaline version of the comet assay was conducted following previously
described guidelines [26]. First, microscope slides were precoated 1 d in advance
with agarose. On the day of the experiment, 5 pL of blood were added to 95 pL of
low-melting point agarose (0.75%) or 20 pL of the brain cell suspension was
mixed with 80 pL of agarose. The cell-agarose mixture was dropped onto the
slides, and coverslips were gently placed over their content. Once the agarose
solidified, the coverslips were removed and the slides were placed in a freshly
prepared lysis solution containing high concentrations of salt and detergent
(2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, pH 10.2 with 1% Triton X-100 and 10%
dimethyl sulfoxide) for 1 to 2 d under refrigeration to lyse the cells, removing the
nuclear membrane and cytoplasmic contents. After this period, the slides were
immersed in a pH buffer alkaline solution (300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH > 13)
for DNA unwinding and to express the alkali-labile sites as single-strand breaks.
Immediately afterward, the slides were submitted to an electric current (elec-
trophoresis), to induce the migration of the DNA fragments in the direction of the
current. Then, the slides were washed with neutralization buffer (0.4 M Tris, pH
7.5) and fixed. Silver nitrate [27] was used in the staining process.

For each sample, two slides were prepared and 100 cells were randomly
selected and analyzed (50 per slide, 2 slides per animal) under a conventional
optical microscope (magnification 400X). Based on the DNA migration, the
damage was classified into five classes: From class 0 (no DNA migration) to class 4
(maximal migration) according to tail size and intensity (Fig. 1). Encouraged by
the descriptions previously provided [9,28] in the slides containing brain sam-
ples, we also counted the number of non-detectable cell nuclei (possibly rem-
nants of apoptotic cells, called “ghost comets”) observed during the count (Fig. 1).
The sum of this class of damage was counted separately from the 100 nucleoids
with damage 0 to 4. The damage index (DI) was obtained from the sum of the
individual cells sorted, ranging from 0 (no harm: 100 x 0 cells) to 400 (maximum
damage: 100 x 4 cells). The damage frequency (DF) is presented as a percentage
(%) and was calculated by the ratio of the number of cells with damage among the
100 cells analyzed [29].

Narrow beam test

The narrow beam test was used to evaluate latency/akinesia and bradyki-
nesia in the animals according to the a previously adapted method [14]. The
beam, 100 cm long, 4 cm wide, and 2 cm thick was placed at a height of 100 cm
above ground. At the opposite side from which the animal was placed at the
beginning of the test, there was an entrance to a dark hiding place, which served
as a stimulus for the animal to cross the bar. The time the animal took to cross the
first 20 cm of the bar (used to assess latency/akinesia) and the total time the
animal took to cross the entire bar (used to assess bradykinesia) were measured.
The test was performed weekly. Each animal was submitted to the test three
times, but if the animal failed to begin to cross the bar within 2 min it was
removed from the apparatus and that test was excluded from the analysis.

Statistical analysis

Data were analyzed and graphs were plotted using GraphPad Prism 5.01
software (GraphPad Software, Inc.; San Diego, CA, USA). Data obtained from the
narrow beam test were submitted to the one-way analysis of variance (ANOVA)
followed by Bonferroni’s multiple comparison test and the data from the comet
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Fig. 1. Classes of DNA damage according to the DNA migration and ghost comet appearance (non-detectable cell nuclei).

assay were compared using one-way ANOVA followed by Tukey’s multiple
comparison test. The significance level was set at P < 0.05. To show the distri-
bution (in percentage) of the classes of DNA damage, graphs were plotted in Excel
2007 software (Microsoft Office) using the mean values of each class of damage.

Results
Animals, PQ effects, and Se intake

Only one rat, belonging to the PQ group, died during the
experiment. Tremors and apparent impaired respiratory activity
were observed in animals that received PQ. The average weight
of the animals, based on the measurements taken during the
course of the experiment, was 225.2 g. The average amount of
water consumed daily by each animal was 42.93 mL. Thus, ac-
cording to our estimate of the amount of Se present in the water,
we can assume that each rat from those groups that received Se
supplementation ingested 0.48 pg/d of Se through the drinking
water. Considering a daily feed intake of 6 g of chow per 100 g of
body weight [21], the average intake (per animal) was 13.51 g/d,
equivalent to 0.68 pg of Se. Table 1 shows the level of Se intake by
the animals in each group, the comparison with the water group

Table 1
Se Intake by animals in each group and its relation to the water group, LDso and
human dietary recommendations

Water Se PQ Se + PQ
Source of Se
Water (ug/kg bw) 0 2.13 0 2.13
Diet (ug/kg bw) 3.02 3.02 3.02 3.02
Total Se intake (pg/kg bw) 3.02 5.15 3.02 5.15
Se intake vs water group (fold) Reference  1.71 1.00 1.71
value
Se intake vs LDsg (fold)* 0.001 0.0017 0.001 0.0017
Se intake vs human RDA for 3.82 6.52 3.82 6.52
Se (fold)"
Se intake vs human UL for 0.53 0.90 0.53 0.90
Se (fold)*

bw, body weight; LDsq, lethal dose; PQ, paraquat; RDA, Recommended Dietary
Allowance; Se, selenium; UL, tolerable upper intake level

* Using the minimum value (3000 pg) as reference for the oral LDsg of sodium
selenite in rats (value range between 3,000 and 12,000 pg Se/kg bw) [22].

¥ The human RDA is 55 ug Se/d, which corresponds to 0.79 pg Se/kg based on a
70-kg adult [30].

* The human tolerable upper intake level (UL) is of 400 ug Se/d that corre-
sponds to 5.71 pg Se/kg based on a 70-kg adult [30].

and its relationship to the LDsqg of Se for rats [22], human Rec-
ommended Dietary Allowance (RDA) (55 ng/d, considered
adequate intake) and the tolerable upper intake level (UL;
400 ug/d) for the mineral [30]. In these latter two cases, com-
parisons were made considering an adult human with a body
weight of 70 kg as reference.

Locomotor activity

The results obtained with the narrow beam test are shown in
Figure 2. Graph A (starting zone) shows a notable reduction in
the average time to initiate movements (latency/akinesia) in
animals from the Se group compared with the control group
(water). This finding was repeated in the mean time that the
animals took to cross the entire beam (bradykinesia), as shown
in graph B. Although there was no difference (P > 0.05) in the
average time spent by the animals from the PQ group to initiate
the movement on the beam compared with the other groups
(Fig. 2A), there was an increase in the time taken by those ani-
mals to cross the entire beam in relation to the control group
(Fig. 2B). Animals from the Se + PQ group took longer to initiate
and cross the beam compared with those from the Se group
(Fig. 2). However, it is important to note that there was a
reduction in the time taken by these animals to cross the entire
beam compared with the animals that received PQ (Fig. 2B), and
there was no difference (P > 0.05) between the time spent by the
Se + PQ group to initiate movement or to cross the entire bar
when compared with the water group.

DNA damage

When the comet assay was performed on the first occasion,
no significant differences were observed between groups in
relation to DI (P = 0.3981) or DF (P = 0.4845). Figure 3 shows the
results of the comet assays performed on the second (A = DI and
B = DF) and third (C = DI and D = DF) occasions, when the test
was carried out using leukocytes. No differences (P > 0.05) were
observed between animals that received Se compared with the
control group (water) in relation to DI or DF at any of the occa-
sions (Fig. 3). There was an increase in DI and DF in animals from
the PQ group compared with the Se group on both occasions
(Fig. 3). This result is repeated when this comparison is made
with the control group (Fig. 3B-D), with the exception of the DI
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Fig. 2. Results (mean and SD) from the narrow beam test. (A) Time spent in the starting zone. (B) Time spent on the entire beam. Graphs plotted from the amount of data
obtained with the tests performed weekly, throughout the experiment. One-way ANOVA followed by Bonferroni’'s multiple comparison test, being a: in relation to control; b:
in relation to Se; and c: in relation to PQ at *P < 0.05, **P < 0.01 or ***P < 0.001. ANOVA, analysis of variance; PQ, paraquat; Se, selenium.

on the second occasion (P > 0.05, Fig. 3A). In the Se + PQ group,
there was a reduction in both DI and DF when we compared the
results from the PQ group on both occasions. Moreover, the re-
sults from the Se + PQ group did not differ significantly (P > 0.05)
from the groups that received only water or Se (Fig. 3). The
distribution of damage classes (in percentages) is shown in
Figure 4, where graph A refers to the second occasion and graph
B refers to the third. These graphs are intended to complement
the data presented in Figure 3 and also enable the visualization
of the distribution of classes of damage among the experimental
groups. No differences were found between the results obtained
with the comet assay using brain cells in relation to
DI (P = 0.774), DF (P = 0.817) or non-detectable cell nuclei
(P =0.481).

Discussion

The doses of Se ingested by the animals were well below the
lowest value described for LDs5g of sodium selenite in rats [22],
indicating there was no risk to the rats. Comparing the Se intake
of the rats with the dietary recommendations for human adults,
it can be observed that the amount of supplemented Se was high,
6.5 times higher than the RDA for adults, but lower than the UL,
because the animals received ~90% of the tolerable limit [30].
The supplemented Se represented a 1.7-fold increase over the Se
intake by controls. These data are important because they can be
used as reference values for the development of future in-
terventions and research in humans, ensuring an intervention,
which despite testing an amount of Se above that recommended,
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Fig. 3. Results (mean and SEM) from the comet assays. Graphs A: damage index and B: damage frequency refer to the second occasion the test was performed (halfway
through the experiment). Graphs C: damage index and D: damage frequency refer to the third occasion the test was performed (at end of the experiment). One-way ANOVA
followed by Tukey’s multiple comparison test, being a: in relation to control; b: in relation to Se; and c: in relation to PQ at *P < 0.05, **P < 0.01 or ***P < 0.001. ANOVA,
analysis of variance; PQ, paraquat; Se, selenium.
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does not exceed the limit above which the use of the mineral
could present a risk to human health in terms of toxicity. Infor-
mation on this aspect is very useful because it is not currently
known what level of Se is adequate for use in the prevention of
degenerative diseases. There is evidence to suggest that intakes
of 200 pg Se/d can prevent cancer [31].

In our experiment, use of the narrow beam test showed that
the animals that received PQ were slower to cross the bar
(Fig. 2B), indicating that the administration of the toxin was
effectively impaired locomotor function, as reported in other
studies using PQ [23,32], although the animals did not take
longer to start the movement compared with the control group
(the animals started the movement immediately after being
placed on the bar, Fig. 2A). The effects of PQ were also shown in
the form of discrete (but continuous) trembling in the animals
and the apparent impaired respiratory activity. The toxic effects
of PQ on the lung tissue were expected, as they have been pre-
viously described [33].

The results obtained with the locomotor test also demon-
strated that Se enhanced the locomotor function, as the animals
were more apt to start and accomplish the locomotor tasks that
were challenged compared with the animals from the water
group (Fig. 2). This finding is reinforced in association with the
normalization (no difference in relation to the control group) of
motor activity in rats that received the combination of Se and PQ
(Fig. 2), because it demonstrates a protective activity of Se
against the effects caused by PQ in relation to the locomotion
parameters tested in this study. It is a particularly relevant
finding because it suggests Se can potentiate locomotor activity
in healthy situations and also can protect against the toxic effects
of PQ. Although these results were obtained with only one lo-
comotor test and, therefore, difficult to draw further conclusions,
they should encourage investigations into the use of Se in diet
therapy for patients suffering with locomotors disorders such as
PD. There are few descriptions of the effects of Se on locomotor
function. A 1995 study [34] reported evidence that Se deficiency
could cause reduced locomotor activity in rats submitted to the
Open Field Test and greater latency when tested in the Morris
Water Maze. However, our study appears to be the first to use the
narrow beam test and show that Se contributes to the mainte-
nance of locomotor function.

In our study, Se did not increase the amount of DNA damage
in leukocytes when compared with the control group (Fig. 3).
This finding is interesting because it has been reported that high
doses of inorganic Se compounds may act as pro-oxidants, thus
increasing the DNA damage [35]. This result, obtained with an
animal model, is also clinically relevant because it suggests there
is a need to conduct further epidemiologic studies and new

investigations with humans into the safe levels of the mineral to
be used in clinical practice and particularly diet therapies. The
increased DNA damage in the PQ group was expected (Fig. 3), as
it has been previously reported in studies performed with hu-
man lymphocytes [36], algae [37], and Drosophila melanogaster
[38] using the comet assay. Another interesting result, revealed
by examining the graphs in Figure 4, is that the increased levels
of damage are caused (mainly) by the accumulation of minor
damage (e.g., class 1 damage) and not by the presence of severe
or higher classes of damage. This indicates a homogeneous
cellular injury affecting all the cells rather than strong aggression
directed at only a few cells.

Studies conducted in earlier decades reported that dietary Se
can act as a shield against the toxic effects of PQ [39], as well as
increased pulmonary toxicity caused by PQ in rats with Se defi-
ciency [40]. In our study, the reduction of DNA damage in the
Se + PQ group (Fig. 3) is an interesting and important result
because it reinforces the mineral’s ability to protect the integrity
of DNA, as shown in recent studies [16,41]. We believe there are
two possible explanations for this result. In the first, Se may have
acted as a shield and/or repaired the DNA damage caused by PQ,
but the specific pathways by which this may occur are not yet
known. In the second, the association of the mineral and the
toxin may have potentiated the cellular damage, thus aggression
triggering superactivation of the DNA repair response. The ac-
tivity of Se as part of the antioxidant enzyme glutathione
peroxidase [42] may have induced resistance to the PQ toxicity
[43,44], and one can speculate that both the cited pathways may
involve the activity of this enzyme, but more studies dedicated to
specifically investigate the interactions between Se and PQ need
to be conducted to shed light on the biochemical interactions
existing between them, and then suggest a consistent explana-
tion for the effects observed in our research.

Although it has been reported that the comet assay consti-
tutes a good methodologic tool for assessing the levels of
aggression on DNA in brain cells [45], in our experiment the test
was not effective for that purpose. The absence of any difference
in the levels of DNA damage between the different groups in-
dicates that Se, PQ, nor the combination of both was effective at
increasing or decreasing the DNA damage sufficiently for it to be
identified by using that technique. The fact that no differences
were observed in the number of non-detectable cell nuclei
(ghost comets) found in the microscope slides reinforces this
suggestion. If any of the treatments had induced apoptosis at
levels that could influence the findings related to the classes of
damage, this difference should have been noted in the number of
ghost comets. Perhaps the use of other substances caused dif-
ferences that were detectable by this technique [46]. Thus, we do
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not discourage the use of the comet assay when evaluating the
effect of different Se compounds on DNA damage in samples
from central nervous system tissue. The influence and possible
protective effect of Se on the activity of brain cells in PD require
further investigation with the use of animal models.

Although the results obtained from the comet assay with the
brain cells cannot be fully explained, the test met our expectations
regarding the assessment of the level of damage in the DNA, mainly
referring to the analysis performed with leukocytes. The amount of
blood collected (5 pL/slide) in our study proved to be sufficient for
the analysis because the amount of nucleoids present in the slides
was adequate. However, it is important to mention that the comet
assay has some limitations, such as possible variations in the
method used to measure the damage, inappropriate selection of
the nucleoids for evaluation, as well as problems with the stan-
dardization of the test, leukocytes storage (when appropriate),
detection of apoptotic cells and assay saturation, among others [9,
47]. Still, other methods of measuring the level of DNA damage
can be used, such as those previously described [48]: poly-
merase chain reaction, Halo assay, high-performance liquid
chromatography-electrospray tandem mass spectrometry, flow
cytometry, fluorescence in situ hybridization, Annexin V labeling,
enzyme-linked immunosorbent assay, radioimmunoassay, and gas
chromatography-mass spectrometry. Thus, the limitations of the
comet assay and the possibility of using some of these other
techniques should be considered in future studies by our and other
research groups when evaluating DNA damage.

Pesticides other than PQ are also related to the development of
PD, among them rotenone [10]. Se has been shown to act as a
shield against the effects (oxidative stress) caused by rotenone
[49], suggesting that this property of Se is not unique when tested
against the deleterious effects caused by PQ. However, the asso-
ciation between PD, DNA damage, and other pesticides is not as
well established as that already described for PQ. Therefore,
further studies investigating the interaction between other pes-
ticides related to PD, DNA damage, and Se should be performed,
thus enabling a greater understanding of the pathways of inter-
action between Se and different pesticides that can induce PD, in
experimental models or through occupational exposure.

An association of the results obtained in the locomotor test
with those from the comet assay, suggests a possible comple-
mentary role for Se in the dietary treatment of patients suffering
from PD and those who may not be consuming the minimum
recommended dietary intake of the mineral in their food.
Nevertheless, recommendation of larger amounts of the mineral
than those tested in this study has yet to be investigated by other
studies that should also evaluate the effects of such doses at the
cellular and tissue levels as well as investigating the quantities of
Se in various organs through the application of accurate tech-
niques for metabolomics analysis such as Particle-induced X-ray
emission [50], an approach that is currently being used by our
research group. It is also very important to note that the condi-
tions of PD evaluated in this study are experimental, and differ
with regard to various parameters from those found in PD as it
occurs in humans.

Conclusion

This study has helped to test the hypothesis suggested in the
1980s [20] regarding the use of Se for the treatment of PD. In this
sense, our results suggest that in an experimental model of PQ-
induced PD, the use of Se may contribute to the maintenance
of the locomotor skills tested in this study and the integrity of
leukocytes DNA. No evidence of changes in the levels of DNA

damage to brain cells caused by Se, PQ, or their combination was
observed using the comet assay to assess this molecular
aggression.
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6 RESULTADOS ADICIONAIS

Neste topico encontram-se 0s resultados obtidos com os testes nao citados

no artigo de dados experimentais apresentado Capitulo II.

6.1 Teste da Forca de Preenséo (Grip Strength Test)

Na Figura 9 estdo apresentados os resultados registrados durante a
realizacdo do Teste da Forca de Preensdo. A andlise destes dados indicou
diferenca estatisticamente significativa apenas entre o0 grupo cotratamento
(Se+PQ) e o grupo dos animais que recebeu apenas Se. Essa diferenca ocorreu

apenas ao final do experimento.
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Figura 9. Resultados do Teste da For¢ca de Preensdo. Kruskal-Wallis Test seguido de
Dunn’s Multiple Comparison Test, b: em comparagdao ao grupo “Se”, *p < 0,005.
Resultados apresentados em média e desvio padrao.

6.2 Teste da Pata Impressa (Ink Paw Test)

Os resultados obtidos através do Teste da Pata Impressa nos trés
momentos nos quais o teste foi realizado foram compilados e apresentados na

Figura 10.
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Figura 10. Resultados referentes ao Teste da Pata Impressa. Kruskal-Wallis Test
seguido de Dunn’s Multiple Comparison Test. a: em compragao ao grupo “H.O”; b: em
comparagao ao grupo “Se”; ¢: em comparag¢ao ao grupo “PQ”. *p < 0,005; **p < 0,001.
Resultados apresentados em média e desvio padréo.

6.3 Técnica PIXE

Uma vez que a técnica PIXE foi realizada com um homogenate de sangue

e outro de encéfalo de cada um dos grupos, ndo foi possivel realizar andlise

estatistica dos resultados. Dessa forma, esses resultados estdo apresentados na

Tabela 7 em valores brutos e as comparacdes entre 0s grupos em porcentagem.



94

Tabela 7. Resultados obtidos através da técnica PIXE.

: . % de Se em
arTaeI(i:;C::\?jo Grupo Quantéda?ne) e relagcdo ao grupo
PP controle (H20)
Controle negativo 0
(H20) 2,50 100%
Sanaue Controle — Se 4,45 178% 2
9 Controle — PQ 2,56 102%3
Cotratamento o a
(Se+PQ) 3,97 159%
Controle negativo 0
(H20) 2,18 100%
Encéfalo Controle — Se 2,61 120%"°
Controle — PQ 1,84 84%?P
Cotratamento o b
(Se+PQ) 2,33 107%

3Em relacdo ao grupo controle (H.0) na andlise de sangue; "Em relacdo ao grupo
controle (H20) na analise de encéfalo. Em vermelho estdo destacados os valores de Se
(em %) que excedem aquele observado no grupo controle (H.0).

De forma resumida, os animais dos grupos que receberam Se (grupo Se e
grupo Se+PQ) apresentaram em média 68,5% a mais de Se no sangue do que o
grupo controle (H20). J& quando esta analise € realizada com os dados obtidos
pelo teste realizado com o tecido encefélico, os animais que receberam Se
durante o estudo apresentaram apenas 13,5% a mais de Se neste tecido do que o

0s animais do grupo controle.

6.4 Andlise histopatoldgica

Os resultados quantitativos das analises histopatoldgicas estdo
apresentados junto com figuras que exemplificam cada umas das lesdes
investigadas em cada um dos 6rgdos, sempre acompanhadas de imagens
demostrando cortes histolégicos de um tecido saudavel obtido dos animais do
grupo controle. As figuras referem-se aos seguintes orgédos: Figura 11 (pulméo),

Figura 12 (figado), Figura 13 (testiculo) e Figura 14 (cerebelo).
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Figura 11. Analise histopatoldgica do pulmédo. Kruskal-Wallis Test seguido de Dunn’s
Multiple Comparison Test. a: em comparagao ao grupo “H.O”; b: em comparagdo ao
grupo “Se”; c: em comparagdo ao grupo “PQ”. *p < 0,005; **p < 0,001. Resultados
apresentados em média e desvio padrdo. As setas indicam as areas lesionadas.
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Figura 12. Andlise histopatologica do figado. Kruskal-Wallis Test seguido de Dunn’s
Multiple Comparison Test. Resultados apresentados em média e desvio padréo. As setas
indicam as é&reas lesionadas.
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Figura 13. Analise histopatolégica dos testiculos. Kruskal-Wallis Test seguido de Dunn’s
Multiple Comparison Test. Resultados apresentados em média e desvio padréo. As setas
indicam as éareas lesionadas.
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Figura 14. Andlise histopatologica do cerebelo. Kruskal-Wallis Test seguido de Dunn’s
Multiple Comparison Test. Resultados apresentados em média e desvio padrédo. As setas
indicam as areas lesionadas.

6.5 Anélise histomorfométrica

Os resultados obtidos através da andlise morfométrica da camada granular
do cerebelo dos animais estdo apresentados na Figura 15. E Interessante
observar nos resultados que além da auséncia de diferenca estatistica dos

resultados € pouca a variacao entre as afericbes realizadas entre 0s grupos.
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Figura 15. Resultados obtidos através da analise histomorfométrica da camada granular.
Kruskal-Wallis Test seguido de Dunn’s Multiple Comparison Test. Resultados
apresentados em média e desvio padréo.

6.6 Ensaio Cometa com leucécitos e células do encéfalo: analise adicional

Com o objetivo de demonstrar de forma destacada os efeitos do PQ sobre
os danos no DNA dos leuctcitos e células do encéfalo dos animais sem
considerar a influéncia do Se, foram comparados os dados apenas do grupo

controle (H20) com aqueles obtidos do grupo PQ (Figura 16).
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Figura 16. Resultados do Ensaio Cometa realizado com leucdcitos e células do encéfalo
comparando-se apenas o grupo controle (H.O) e PQ. Os graficos A e B apresentam o0s
resultados do teste realizado na metade do experimento, ja o graficos C e D refere-se ao
teste realizado ao final do experimento (com leucécitos em ambos 0os momentos). Os
graficos E e F apresentam os resultados do teste realizado ao final do experimento com
células do encéfalo. Para esta abordagem de analise foi empregado o Mann-Whitney

Test. *Significancia < 0,05.
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6.7 Resultados do Grupo 5 (Pré-tratamento)

Devido a variacdo experimental realizada neste grupo durante os quase
dois meses de experimento (29 dias de administracdo de Se seguido de 29 dias
de administracdo de PQ, ou seja, aproximadamente um més de cada tratamento),
foram comparados os resultados obtidos no grupo Pré-tratamento ao final do
experimento (58° dia) com os obtidos pelos grupos 1, 2 e 3 no primeiro periodo de
experimento (29° dia). Esta estratégia foi considerada a mais adequada para
avaliar os dados deste grupo e permitiu analisar estatisticamente os resultados do

Teste da Barra Estreita (Figura 17) e Ensaio Cometa com leucécitos (Figura 18).

Teste da Barra Estreita
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Figura 17. Resultados obtidos do Teste da Barra Estreita (andlise do grupo Pré-
tratamento). Estdo apresentados e analisados os resultados do tempo gasto pelos
animais para percorrer a barra inteira. Kruskal-Wallis Test seguido de Dunn’s Multiple
Comparison Test. b: em comparagao ao grupo “Se”; ¢c: em comparagao ao grupo “PQ”.
***p < 0,0001. Resultados apresentados em média e desvio padrdao. Grupos H:0, Se e
PQ: resultados de um teste realizado ao 29° dia de experimento. Grupo Pré-tratamento
(Pré): resultados de um teste realizado ao 58° dia de experimento.
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Ensaio Cometa com Leucocitos
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Figura 18. Resultados do Ensaio Cometa realizado com leucécitos (andlise do grupo Pré-
tratamento). Kruskal-Wallis Test seguido de Dunn’s Multiple Comparison Test. a: em
comparagéo ao grupo “H.O”; b: em comparagdo ao grupo “Se”; c: em comparagdo ao
grupo “PQ”. *p < 0,005; **p < 0,001, ***p < 0,0001. Resultados apresentados em média e
desvio padrdo. Grupos H:0, Se e PQ: resultados do teste realizado ao 29° dia de
experimento. Grupo Pré-tratamento (Pré): resultados do teste realizado ao 58° dia de
experimento.
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7 DISCUSSAO GERAL

De acordo com os dados obtidos através da revisdo de literatura
apresentada nesta dissertacao (Capitulo 1), constata-se que a DP é uma doenca
bastante complexa de ser estudada, uma vez que € causada pela interacdo de
uma série de estimulos enddgenos e exdgenos. Dessa forma, torna-se dificil
atribuir a causa da DP a poucos fatores, pois cada um deles pode possuir uma
importancia diferente na fisiopatologia da doenca em diferentes situacdes ou
individuos. Porém, entre os fatores enddgenos, os genéticos destacam-se em
ordem de importancia como causa da DP. J4 entre os fatores exdgenos, o
estresse oxidativo parece ser um dos principais responsaveis pelas

caracteristicas fisiopatoldgicas da doenca.

A partir do conhecimento da importancia dos fatores enddgenos e
exdgenos citados, € promissor direcionar as pesquisas para a investigacdo do
papel desempenhado por genes especificos e seus polimorfismos nos
mecanismos que ocasionam a morte dos neurdnios dopaminérgicos. J& o0s
trabalhos que investiguem formas de mitigar o estresse oxidativo com a intensao
de combater o processo patoldogico da DP também sdo de grande importancia.
Com isso, estudos nas areas da nutrigenética e nutrigenémica sdo promissores
de serem empregados para conhecer as relacdes entre genes e nutrientes
(MULLER e KERSTEN, 2003; MUTCH et al., 2005; FENECH et al., 2011;
VIRMANI et al.,, 2013), uma vez que essas abordagens permitirdo investigar
interacbes entre as caracteristicas genéticas relacionadas com a DP e os
nutrientes que poderdo ser usados como antioxidantes em estratégias de
mitigacdo do estresse oxidativo. Neste contexto, os estudos revisados neste
trabalho suportam a hipotese de que o Se possa ser usado com este objetivo.
Porém, é importante lembrar que, conforme citado anteriormente, a influéncia do
Se na DP foi até o0 momento pouco explorada, pois poucos foram os trabalhos
que realizaram algum tipo de associacdo entre a DP e o mineral. Esse fato reforca
a importancia da investigacdo teodrica e experimental que foi apresentada nesta

dissertacgéao.
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O modelo animal da DP empregado neste trabalho (Capitulo II) foi efetivo
para estudar os objetivos propostos. O modelo se mostrou relativamente simples
de ser executado e permitiu avaliar ndo apenas os efeitos do Se sobre
caracteristicas da DP, mas possibilitou ainda a analise do potencial do Se sobre
os efeitos toxicos do PQ, isoladamente e sobre diferentes critérios. Esse fato é
bastante relevante, uma vez que intoxicacbes por PQ acidentais ou intencionais
sao registradas na literatura médica desde a década de 1960 (BULLIVANT, 1966;
SITTIPUNT, 2005; CHOI et al., 2008; CHEN et al., 2010; NEVES, 2010; WU et al.,
2012; GIL et al., 2014). Por isso, investigar possiveis formas de tratamento para
esta intoxicacdo mostra-se muito importante. Ainda ndo ha um tratamento
estabelecido para a intoxicacdo por PQ (BLANCO-AYALA et al., 2014). Porém,
devido ao fato do estresse oxidativo parecer ser a principal forma pela qual o PQ
exerce sua toxicidade (GAWARAMMANA e BUCKLEY, 2011; BLANCO-AYALA et
al., 2014), o uso de nutrientes antioxidantes merece destaque entre os agentes
com potencial para neutralizar os efeitos toxicos do PQ (HONG et al.,, 2002;
SUNTRES, 2002; GAWARAMMANA e BUCKLEY, 2011; BLANCO-AYALA et al.,
2014). Essas informacdes ddo énfase a importancia da investigacéo realizada e

ajudam a explicar muitos dos resultados apresentados nesta dissertacao.

Entre os parametros locomotores testados nos animais, a bradicinesia,
aferida através do tempo que os animais levaram para atravessar a barra usada
no Teste da Barra Estreita, foi maior entre os animais que receberam PQ do que
aqueles do grupo controle, o que demostrou os efeitos toxicos do PQ ao sistema
locomotor. Esse efeito foi evitado através do uso do Se, sendo que este mineral
também potencializou a a¢do locomotora dos animais, uma vez que foi observado
um menor tempo usado pelos animais para iniciar os movimentos na barra
(acinesia) entre aqueles que receberam Se em comparacéo aos do grupo controle
(Figura 2, Capitulo Il). Os achados deste teste foram reforgados pelos resultados
demostrados na analise do grupo Pré-tratamento, que mostraram que o0 Se
administrado anteriormente a administracdo do PQ também conferiu protecédo ao
sistema locomotor quando se avaliou o tempo total gasto pelos animais para

cruzar a barra (bradicinesia) (Figura 17).
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Apesar de ser um tema ainda pouco investigado, alguns pesquisadores ja
relataram que o Se € importante para o adequado funcionamento e protecdo da
funcdo locomotora, podendo até mesmo potencializa-la (WATANABE e SATOH,
1994; WATANABE e SATOH, 1995; ALIPANAH et al., 2009; LEMIRE et al., 2011).
Ainda, também ja foi descrita uma correlagdo entre Se e performance
neuromotora (SHAHAR et al., 2010). Os motivos desses efeitos ndo sao
conhecidos, porém foi descrito por VALENTINE et al. (2005) que a auséncia da
SelP em camundongos nocaute acarreta a degeneracao axonal. Esse dado torna
possivel inferir que o Se, através da acdo da selenoproteina citada, exerca um
papel importante na fungdo axonal. Com isso, pode-se formular a hipétese que o
Se, indiretamente, influencia na conducdo dos impulsos nervosos nos axénios, o0

gue ajudaria a explicar sua influéncia no sistema neurolocomotor.

Em relagdo a forga muscular dos animais, ndo foram observadas
diferencas entre os grupos testados no inicio e na metade do experimento, com
excecdo para um aumento de forca observado no grupo Se+PQ em relacdo ao
Se, observada no teste realizado no final do experimento (Figura 9). Torna-se
dificil atribuir esta diferenca a um dos tratamentos testados (Se ou PQ), pois ela
foi observada apenas no grupo em que tanto o Se quanto o PQ foram
administrados e, ainda, o resultado significativo foi apenas em relacdo ao grupo
Se e ndo em relagéo ao controle. Interpretando esse achado isoladamente, poder-
se-ia inferir que o PQ potencializou a forga dos animais na presenca do Se, mas
essa interpretacdo ndo deve ser considerada, uma vez que esse dado néo foi
encontrado no teste realizado na metade do experimento, na qual 0 mesmo
tratamento foi utilizado e também porque nao foram observadas diferencas nos

demais grupos.

Apesar da forca muscular ser afetada nos pacientes com DP e esse ser um
dos parametros clinicamente avaliados nos pacientes com a doenga (MAZZONI et
al., 2012), conforme nossos resultados, este parece ser um parametro que nao se
mostra alterado no modelo animal da DP induzido por PQ. Esses achados estao
de acordo com o relatado por WIDDOWSON et al. (1996), que ndo observaram
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diferenca significativa nos resultados de uma versao do Teste da Forgca de
Preensdo em animais que receberam PQ em relagdo a controles. Porém, é
relevante mencionar que no estudo desses autores a administracdo do PQ
aconteceu de forma oral e também néo induziu déficits locomotores nos animais.
A partir do exposto, o Teste da Forca de Preensdo ndo se mostrou efetivo para
registrar de forma adequada possiveis modificagbes na forca muscular dos
animais avaliados ou, ainda, o modelo testado ndo induziu essa diferenca. A
influéncia do Se e do PQ nos resultados deste teste precisa ser melhor
investigado em novos trabalhos para que estes resultados sejam caracterizados

com maiores detalhes.

Os resultados do Teste da Pata Impressa também podem ser considerados
inconclusivos. Observando os resultados que indicaram diferenga significativa
entre os grupos, ndo se observa um padrao de alteragdo na marcha dos animais,
sendo que no momento | (inicio do experimento) foi observada uma maior
distancia entre as patas dianteira e traseira do lado direto no grupo Se+PQ em
relacdo aos outros trés grupos, o que nao era esperado, uma vez que este teste
foi realizado no inicio do experimento, momento em que os animais ndo deveriam
apresentar diferencas em nenhum dos parametros avaliados. No segundo
momento foram observadas diferencas significativas entre o grupo Se em relacéo
ao grupo controle nos parametros “distancia entre patas dianteira e traseira do
lado direito” (maior distancia) e “distancia entre patas dianteira do lado esquerdo e
dianteira do lado direito” (menor distancia), o que reforca a falta de padrdo nos

resultados encontrado, inclusive no mesmo grupo (Figura 10).

Ainda no teste realizado na metade do experimento, o grupo PQ
apresentou uma menor distancia entre as patas traseira do lado esquerdo e
traseira do lado direito em relagdo ao grupo controle. Por ultimo, no teste
realizado ao final do experimento, tanto o grupo PQ quanto o grupo Se+PQ
indicaram menores distancias entre as patas dianteira do lado esquerdo e
dianteira do lado direito em relacdo ao grupo Se (Figura 10). Esses resultados

indicam que alguns dos animais que receberam PQ apresentaram uma amplitude
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de movimento mais limitada, visto a menor distancia mensurada entre as patas
em alguns dos parametros avaliados, fato que é coerente, pois sabe-se que a
fisiopatologia da DP acarreta em humanos movimentos menos amplos e mais
limitados (MORRIS et al., 2005; LEES et al., 2009; MAZZONI et al., 2012).
Entretanto, levando em consideracdo os demais resultados observados, essa nao
€ uma concluséo possivel de ser inferida. Dessa forma, levando em consideracéo
os resultados encontrados neste teste, ndo foi possivel obter uma conclusdo

sobre o efeito do Se ou do PQ sobre a marcha dos animais testados.

De acordo com os achados obtidos através dos dois testes locomotores e
do teste de forca realizados, considera-se que destes, apenas o Teste da Barra
Estreita € o ideal para ser usado no modelo da DP empregado e avaliar os danos
locomotores induzidos pelo PQ nos animais, reforgando resultados similares
descritos na literatura sobre a utilizacdo deste teste (ALLBUTT e HENDERSON,
2007). Ainda, de acordo com 0s objetivos propostos neste trabalho, os resultados
do Teste da Barra Estreita possibilitaram observar também os efeitos do Se sobre
0 modelo empregado. Os outros dois testes, apesar de serem usados por
diversos pesquisadores e apresentarem-se adequados para as finalidades
propostas (MITRA et al., 2011; ICHIKAWA-TOMIKAWA et al., 2012; SCALI et al.,
2013), ndo se mostraram efetivos para avaliar diferencas entre os grupos a

respeito da for¢ca ou marcha dos animais neste estudo.

Em relagéo aos danos no DNA, o PQ se mostrou como um agente indutor
deste tipo de dano nos leucécitos dos animais, estando de acordo com o que foi
descrito por outros autores em um trabalho que avaliou danos no DNA de
linfécitos humanos também através do Ensaio Cometa (RIBAS et al., 1995). Esse
resultado é evidenciado tanto nas analises apresentadas na Figura 3 (Capitulo II),
gue apresenta os resultados comparando-se todos 0s grupos, quanto pelos
resultados apresentados na Figura 16, na qual apenas os resultados do grupo PQ
sdo comparados ao grupo controle. Neste contexto, o resultado mais interessante
deste trabalho é a protecdo do Se conferida ao DNA deste tipo celular (Figura 3,
Capitulo II), que pode ser atribuida a acdo antioxidante do Se (MALDONADO et
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al., 2012; LIU et al., 2013; LI et al., 2014; ROMAN et al., 2014). Assim como citado
no artigo de dados, é possivel também que o Se tenha conferido protecdo ao
DNA através de uma estimulagédo da reparacdo do DNA (BERA et al., 2013). Os
resultados do grupo Pré-tratamento demonstram que esse efeito do Se € obtido
também quando o mineral é administrado previamente a aplicacdo da toxina
(Figura 18). Por outro lado, ndo foram encontradas diferencas significativas nos
niveis de danos no DNA nos resultados do Ensaio Cometa realizado com células

do tecido encefalico ao final do experimento (Capitulo 1l e Figura 16).

O Se desempenha um papel importante na estabilidade gendmica
(FERGUSON et al., 2012) e sua deficiéncia induz efeito genotoxico (GRAUPNER
et al., 2015). Essas informacdes indicam que o0s niveis corporais de Se
influenciam no grau de protegcdo ao DNA exercida pelo mineral. Neste contexto,
os resultados do Ensaio Cometa podem ser explicados pelo fato de que,
conforme o esperado, os niveis de Se no sangue foram maiores nos grupos de
animais que receberam o mineral (Se e Se+PQ) em comparacdo ao grupo
controle, porém ndo apresentaram um aumento tdo expressivo no encéfalo dos
animais (Tabela 7). Este resultado é fisiologicamente coerente, pois 0s niveis de
Se no encéfalo podem nao corresponder a aqueles observados no sangue
(KRISHNAN e RANI, 2014). Com isso, a protecdo contra os danos no DNA dos

leucdcitos atribuida ao Se justifica-se.

No encéfalo, além dos niveis de Se ndo serem tao altos entre os animais
gue receberam o mineral comparando-se aos niveis encontrado no sangue
(Tabela 7), os danos no DNA podem ter sido reparados com maior rapidez do que
nos leucécitos em resposta aos altos niveis de estresse oxidativo causados pelo
PQ, dificultando a detencdo dos danos pelo Ensaio Cometa. Essa hipotese é
possivel, uma vez que ja foi descrito que as enzimas de reparacdo de DNA
0OGG1, BOGG1, MUTY e MTH1 podem ser encontradas em niveis maiores do
qgque o normal na substancia negra de pacientes com DP (CANUGOVI et al.,
2013). Esse achado poderia ser esclarecido com os resultados do Ensaio Cometa

com cinética de reparo, que apensar de ter sido realizado tanto com as células do
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encéfalo como com os leucadcitos, tiveram seus resultados excluidos das analises,
pois foram considerados ndo adequados de serem apresentados em razao de
que tiveram seus resultados afetados por problemas metodolégicos durante a
realizacdo do teste (dados ndo apresentados). Também existe a possibilidade do
Ensaio Cometa na sua versdo convencional ndo ter sido sensivel para detectar
danos no DNA nas células do encéfalo, apesar desta hipotese ser improvavel,
pois este teste € amplamente considerado adequado para ser desenvolvido com
células nervosas (GIOVANNELLI et al., 2003; PICADA et al., 2003; PEREIRA et
al., 2006; ROSA et al., 2007; CONSIGLIO et al., 2010; GREGGIO et al., 2011;
SWAIN e SUBBA RAO, 2011, De MELO et al., 2012). A hipétese de que o DNA
das células enceféalicas poderia ter sido danificado pelo PQ ao ponto de induzir as
células e entrarem em vias de apoptose nédo foi sustentada na analise preliminar
realizada neste trabalho, uma vez que n&do foram encontradas diferencas entre o
ndamero de nucleoides indicativos de morte celular entre os grupos (Capitulo II).
Porém, este tipo de analise é apenas indicativa de morte celular, com isso, a
realizacdo de testes mais sensiveis para a indicacdo de morte celular (ver tépico
Perspectivas) poderdo ajudar a esclarecer os resultados do Ensaio Cometa

realizado com as células encefalicas.

Dos o6rgdos analisados em nivel tecidual, apenas o pulmé&o apresentou
modificacdes morfoldgicas significativamente diferentes, sendo estas presentes
nos animais do grupo PQ em relagcdo ao grupo controle nas quatro lesbes
avaliadas. Ainda, nos critérios “hemorragia” e “edema” essa diferengca também foi
significativa em relacdo ao grupo Se. E importante ressaltar que em nenhum dos
critérios histopatologicos avaliados os resultados do grupo Se foram diferentes
daqueles apresentados pelo grupo controle, indicando que o Se n&o induziu
nenhuma alteracéo tecidual. O grupo Se+PQ ndo se mostrou significativamente
diferente dos grupos controle ou Se, indicando que o Se conferiu protecdo em
nivel tecidual contra os efeitos do PQ (Figura 11). Em relacdo ao critério
“‘hemorragia”, € importante citar que este achado pode ser um artefato gerado no
momento da coleta do tecido (KADOKURA et al., 1995; BINDHU et al., 2013) que,
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durante o corte das amostras de pulméo, pode ter sido ocasionado pelo

extravasamento acidental de sangue para os alvéolos.

Também em relacdo aos efeitos do PQ no pulmdo, destaca-se a
intensidade do infiltrado inflamatdrio e do espessamento alveolar observados no
orgdo dos animais do grupo PQ (Figura 11). Esse achado evidencia a toxicidade
do PQ ao tecido pulmonar, fato amplamente relatado na literatura (HANTSON et
al., 2008; DINIS-OLIVEIRA et al., 2009; CHEN et al., 2010; JIAN et al., 2010; LIU
et al.,, 2011; AMIRSHAHROKHI, 2013; AMIRSHAHROKHI e BOHLOOLI, 2013;
GIL et al.,, 2014). A lesdo pulmonar é uma das principais caracteristicas da
intoxicacdo pelo PQ, sendo que a morte das células pulmonares é devida aos
danos no DNA induzidos pelo PQ, o que sugere que este tipo celular ndo possui
um sistema de reparacdo de DNA eficiente (DUSINSKA et al., 1998). Também é
descrito que o PQ reduz a atividade da GPx neste tecido (TSUKAMOTO et al.,
2002), uma enzima de grande importancia para o combate dos efeitos téxicos do
PQ (KELNER et al., 1995; CHENG et al., 1998). De acordo com o0 exposto, a
capacidade do Se de potencializar a acdo da GPx (BERMINGHAM et al., 2014;
KIM et al., 2014) explica a protecdo que o Se exerceu no tecido pulmonar contra

os efeitos toxicos do PQ.

N&o foram encontradas altera¢des teciduais nos outros 6rgdos avaliados
neste trabalho (Figura 12, 13 e 14), porém deve-se citar que outros pesquisadores
ja relataram efeitos toxicos do PQ ao figado (DINIS-OLIVEIRA et al., 2009;
AMIRSHAHROKHI e BOHLOOLI, 2013; COSTA et al, 2013), testiculo
(FIGUEIREDO-FERNANDES et al., 2006; MANTECCA et al., 2006) e células
cerebelares (GONZALEZ-POLO et al., 2004). Esses achados foram os
responsaveis por motivar a analise histopatologica realizada nestes outros trés
6rgéos. E possivel que os tipos de lesdes investigadas no presente estudo ndo
tenham sido sensiveis aos possiveis efeitos causados pela toxina, mas que talvez
seriam encontrados caso outros tipos de lesdes fossem investigadas através de

técnicas mais especificas como a imuno-histoqumica.
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Conforme citado anteriormente, a motivacdo para realizar a analise
histomorfométrica do cerebelo partiu do fato de que € conhecido que essa
estrutura encefélica pode ter um envolvimento na DP (YU et al.,, 2007; WU e
HALLETT, 2013) e que a perda de células cerebelares pode acarretar em
distarbios do movimento (SORENSEN et al., 2000; BOLDUC e
LIMPEROPOULQOS, 2009; JHA et al.,, 2012; BASSON e WINFGATE, 2013).
Ainda, também ja foi mostrado que o Se apresenta um papel de protecdo das
células cerebelares (BEN AMARA et al., 2009), fato que estimulou mais ainda a
realizacdo desta andlise como parte da estratégia experimental proposta.
Entretanto, ndo foi encontrada diferenca significativa entre os grupos em relagéo a
espessura da camada granular do cerebelo (Figura 15). Isso evidencia que o PQ,
no modelo avaliado, ndo causa morte celular em um nivel suficiente para
acarretar modificages morfolégicas em escalas possiveis de serem detectados
em analises morfométricas. Apesar de nao ter sido encontrada diferenca entre os
grupos, o uso de testes histomorfométricos ndo é desencorajado, uma vez que
esta é uma forma de complementar as analises histopatoldgicas e ajudar na
descricdo de caracteristicas histoldgicas de diferentes tecidos (DHAR et al., 2007;
ZHANG et al.,, 2011; De CAMPOS et al., 2013; ELLWANGER et al.,, 2013;
YOSHIZAWA et al., 2013).

Analisando todos os resultados deste trabalho, pode-se considerar que nao
apenas os efeitos do Se sobre um modelo da DP foi testado. Além disso, foi
possivel analisar isoladamente os efeitos do PQ e do Se em uma perspectiva
toxicoldgica. Considerando os resultados dentro da primeira perspectiva, o Se
apresentou um efeito protetor contra danos locomotores e no DNA de leucdcitos
dos ratos submetidos ao modelo experimental da doenca, o que reforca o
conceito de que o Se pode ser um agente com grande potencial para ser utilizado
no tratamento dietoterapico de pacientes com DP, principalmente para combater
0os danos causados pelo estresse oxidativo envolvido na fisiopatologia desta
desordem neurodegenerativa. Ja na perspectiva da toxicologia, os resultados
indicaram que o Se possui uma potencial acdo de combate aos efeitos toxicos

ocasionados pelo PQ. Esses resultados sdo muito importantes em uma
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perspectiva translacional e corroboram achados similares ja apresentado em
outros estudos (CAGEN e GIBSO, 1977; OMAYE et al.,, 1978; COMBS e
PETERSON, 1983; TAKIZAWA et al., 2007). O uso de suplementos de Se para se
obter de forma equivalente em humanos o nivel de mineral testado
experimentalmente neste trabalho deve ser levado em consideracdo em futuros
estudos envolvendo populac¢des/individuos que ndo consigam obté-lo através da

alimentacao.

Muitos dos resultados aqui apresentados sdo bastante promissores, porém
€ essencial ressaltar que eles sdo provenientes de uma modelo animal da DP.
Por isso, antes de serem usados como subsidio teorico para serem empregados
em estratégias dietoterapicas em humanos, devem ser melhor caracterizados
experimentalmente, principalmente através de pesquisas envolvendo humanos,
como estudos epidemioldgicos, por exemplo. Entretanto, este trabalho reforca a
importancia da manutencdo de um adequado estado nutricional de Se em

pacientes afetados pela DP ou em individuos com histérico familiar da doenca.

Ainda, o presente estudo destaca-se pela abrangéncia nos tipos de
andlises realizadas e pela integracdo de resultados de diferentes experimentos.
Foram avaliadas modificacdes moleculares (danos no DNA), fisiolégicos (niveis
de Se no sangue e encéfalo), celulares e teciduais (andlise histopatolégica e
morfométrica), locomotoras (testes de locomoc¢do) e na forga dos animais. A
integracdo desses diferentes critérios torna este trabalho util para pesquisadores

de uma grande diversidade de areas do conhecimento.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste trabalho indicaram que o Se € um mineral com um
importante potencial para a prevencao e tratamento da DP e dos efeitos tdéxicos
causados pelo PQ. De forma mais especifica, as abordagens de pesquisa
apresentadas nesta dissertacdo permitem diferentes conclusGes obtidas através

das estratégias tedrica e experimental desenvolvidas. Dessa forma:

(I) Conforme as andlises tedricas realizadas neste trabalho, conclui-se que:

- O DP é uma doenca com multiplas causas, sendo que fatores genéticos e

0 estresse oxidativo destacam-se entre elas;

- Por possuir efeito antioxidante e neuroprotetor o Se € um agente com
potencial de ser usado para a prevencdo e combate da DP. Porém, poucos

estudos foram realizados até o momento sobre este aspecto;

- Trabalhos investigando o potencial uso dietoterapico do Se no tratamento

de individuos com DP devem ser estimulados.

(I Em relacdo aos resultados obtidos neste estudo através da aplicacéo

do modelo experimental da DP induzido por PQ, conclui-se que:

- O Teste da Barra Estreita é adequado para avaliar os efeitos locomotores

de ratos submetidos ao modelo experimental;

- O Se possuiu a capacidade de prevenir contra a bradicinesia causada

pelo PQ nos animais testados e potencializar o ato de iniciar os movimentos;

- O Se foi capaz de mitigar os danos no DNA de linfécitos causados pelo
uso do PQ;
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- Neste trabalho ndo foram encontradas alteragbes nos niveis de danos no

DNA em células do encéfalo dos animais dos grupos avaliados;

- O uso do Se causou uma elevacdao nos niveis de mineral circulante no
sangue dos animais expressivamente maior do que aquela encontrada no tecido

encefalico;

- Em relacdo as lesdes histopatologicas avaliadas, o PQ causou danos

teciduais ao pulméo, mas néo ao figado, testiculos e cerebelo dos animais;

- Os efeitos toxicos do PQ ao tecido pulmonar foram atenuados pelo Se;

- O PQ néo foi capaz de causar mudancas na espessura da camada

granular do cerebelo dos animais;

Por fim, mais estudos experimentais avaliando os critérios testados neste
trabalho devem ser conduzidos. Isso permitira explorar, refinar e melhor

caracterizar os resultados relatados neste trabalho.
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9 PERSPECTIVAS

Abaixo estdo listadas algumas andlises que s&o possiveis de serem
conduzidas com o objetivo de complementar os resultados citados nesta

dissertagéo:

- Realizar analise imuno-histoquimica com as fatias (ja emblocadas em
parafina histologica) de encéfalo dos animais usados no estudo para marcacao de
morte celular (usando anti-Anexina V, por exemplo) no cerebelo e redugcdo de
neurdnios dopaminérgicos (usando anti-Tirosina Hidroxilase) na regido da

substancia negra;

- Executar a técnica Western Blot para Tirosina Hidroxilase objetivando
avaliar a reducdo de neurbnios dopaminérgicos com amostras de encéfalo dos

animais (armazenadas em ambiente -80°C);

- Avaliar indicadores de atividade antioxidante com amostras armazenadas

de tecidos dos animais (pulmao, figado e testiculos).
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