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1. INTRODUCAO

Os compostos organicos de selénio (Se) tém sido propostos
experimentalmente como potenciais candidatos terapéuticos devido a diversidade
de acBes bioldgicas ja descritas. No entanto, doses farmacoldgicas eficazes
destes podem estar associadas também a efeitos toxicos (NOGUEIRA e ROCHA,
2011). O 4,4’-diclorodifenil disseleneto (p-CIPhSe)2 (Fig. 1), tem sido estudado
guanto a suas acdes antidepressiva, nootroprica (BORTOLATTO et al., 2012),
anorexigena (BORTOLATTO et al, 2015ab) e estabilizadora da funcéo
metabdlica em um modelo de obesidade em ratos (QUINES et al., 2018).
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Fig. 1 Estrutura quimica do composto (p-CIPhSe)2

Estudos comportamentais e moleculares indicam que a acdo do tipo
anorexigena do (p-CIPhSe): se da, em parte, via modulacdo do sistema
serotoninérgico e de vias hipotalamicas. Por outro lado, tem-se indicios que o
mesmo composto possa induzir efeitos indesejados nos animais (BORTOLATTO
et al., 2015ab, 2017). O figado é responsavel por realizar a detoxificacdo de
substancias estranhas ao organismo (xenobidticos), porém alguns agentes
qguimicos, farmacos e toxinas podem causar toxicidade neste 6rgdo via estresse
de reticulo endoplasmatico (KAUFMAN, 2011). A insuficiéncia de resposta ao
estresse pode levar a ativacdo de vias de inflamacédo e posterior apoptose,
causando doencas hepéticas devido ao mal dobramento de proteinas (DARA e
KAPLOWITZ, 2011). Um exemplo desta condicdo é observado para a sertralina,
um antidepressivo que provoca hepatotoxicidade possivelmente relacionada ao
estresse de reticulo endoplasmaético nestas células (FOUFELLE et al., 2015).

Dados ainda néo publicados revelaram que o tratamento por 7 dias com o
anorexigeno (p-CIPhSe)2 causa efeitos adversos no organismo do roedor, pois
induz estresse de reticulo endoplasmatico no tecido hepatico. Baseado nisso, o
objetivo do presente trabalho foi investigar se o tratamento repetido com (p-
CIPhSe)2 poderia, subsequentemente, ativar vias envolvidas em eventos de
estresse e morte celular.

2. METODOLOGIA

Foram utilizados ratos machos adultos da espécie Sprague Dawley (200-
280g) (Aprovacdo do Comité de ética: 050/2012). O composto (p-CIPhSe): foi
preparado e caracterizado com base no estudo de PAULMIER (1986) no
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Laboratério de Sintese, Reatividade e Avaliacdo farmacoldgica e Toxicolégica de
Compostos Organocalcogénios (LASRAFTO) e dissolvido em 6leo mineral.

Os animais foram divididos em dois grupos (n=8 ratos/grupo). O (p-
CIPhSe)2 foi administrado na dose de 10 mg/kg pela via intraperitoneal (i.p.) por 7
dias consecutivos. O grupo controle recebeu apenas o veiculo (6leo mineral,
1ml/kg) durante o mesmo periodo. Os animais foram pesados no primeiro € no
altimo dia de teste. Duas horas apos a ultima administracdo, os animais foram
mortos e o figado foi removido e preparado para 0s ensaios.

Para a analise de proteinas no tecido hepatico (n=7 amostras/grupo),
utilizou-se uma aliquota do lisado total de tecido hepatico (20 pg proteina), a qual
foi submetida ao ensaio de Western Blotting (IMBERNON et al., 2013). Analises
quantitativas foram realizadas utilizando os seguintes anticorpos: NFkB p65
(NFkB), phospho-SAPK/INK (Thr183/Tyr185) (p-JNK), Akt, phospho-Akt (Ser473)
(p-Akt), p53, Caspase-3, Caspase-7, Cleaved Caspase-7 (Asp198) (CC7). Os
niveis de proteinas foram normalizados para p-actina ou HSP9O0.

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média, e
analisados pelo GraphPad Prism (versdo 5). Os grupos foram comparados
estatisticamente usando teste t ndo pareado ou pareado (dados paramétricos).
Valores de p<0.05 foram considerados significativos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O peso corporal dos animais ao inicio e fim do experimento esta
demonstrado na fig. 2.
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Fig. 2 Efeito do tratamento repetido com (p-CIPhSe)2 (10 mg/kg, i.p.) sobre o peso
corporal de ratos. #p<0.05 comparado ao respectivo basal (teste t-pareado);
*p<0.05 comparado ao veiculo (teste t ndo-pareado).

A partir da avaliacdo do peso corporal, foi possivel observar que os animais
que receberam apenas o veiculo tiveram um ganho de peso estatisticamente
significativo em relacdo a medida basal (p<0,0001), enquanto que 0s ratos
tratados repetidamente com o (p-CIPhSe)2 apresentaram perda da massa corporal
(p=0,0291). A comparacao direta entre os dois grupos experimentais ao 7° dia de
experimento revelou que, de fato, animais que receberam este composto
organosselénio apresentaram peso corporal bastante inferior daqueles tratados
com o 6leo mineral (p<0,0001). Estes resultam corroboram com dados anteriores,
e reforcam o potencial redutor de peso corporal do anorexigeno (p-CIPhSe)a.
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A Fig. 3 mostra o efeito do tratamento por 7 dias com (p-CIPhSe)2 sobre os
niveis de NF-kB, relacdo p-JNK/INK e p-Akt/Akt bem como sobre os niveis de
p53 em figado de ratos.

c T
3 Controle (C) W Tratado (T) NFkB --W
i 25 * p-JNK .QI.Q
- I
£ 201 ank : =
£ AKE -
< p53 --}.—
> 0.5 *
z
-actin
e B-actin s el

NF-kB p~JNK/JNK  p-Akt/Akt pS3

Fig. 3 Efeito do tratamento repetido com (p-CIPhSe)2 (10 mg/kg, i.p.) sobre os
niveis de proteinas hepaticas NF-kB, relacdo p-JNK/JINK, relacéo p-Akt/Akt e p53.
* p<0.05 comparado ao veiculo (teste t ndo-pareado). NF-«kB: fator nuclear kappa

B; JNK: Proteina quinase c-Jun N-terminal; Akt: proteina quinase B.

A andlise estatistica dos dados revelou que o tratamento com (p-CIPhSe)2
causou um aumento dos niveis hepaticos do NF-kB (p=0,0006), fator de
transcricdo que € ativado em resposta a sobrecarga do reticulo endoplasmaético,
estresse celular e eventos inflamatérios. O estresse de reticulo endoplasmético é
capaz de induzir apoptose via proteinas quinases ativadas por estresse tais como
a JNK. Neste sentido, os resultados demonstraram que ratos expostos ao (p-
CIPhSe)2 apresentaram um aumento da relacdo p-JNK/JNK (p=0,0003) em
resposta a presenca deste xenobiético.

Por outro lado, Akt desempenha um papel em prevenir a apoptose. Os
dados revelaram uma reducdo da relacdo p-Akt/Akt (p=0,0029) no figado de
animais que receberam o0 composto, apontando supressdo de vias de
sobrevivéncia celular. Além disso, animais tratados com (p-CIPhSe)2 tiveram um
aumento na expressdao da proteina p53 (p=0,0004), um fator de transcricdo
nuclear que regula uma ampla variedade de genes envolvidos na apoptose e
senescéncia em resposta a estresse celular ou genotéxico.

A quantificacdo de caspases, proteinas relacionadas a apoptose, em
animais expostos ao (p-CIPhSe): esta ilustrada na fig. 4.
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Fig. 4 Efeito do tratamento repetido com (p-CIPhSe)2 (10 mg/kg, i.p.) sobre os
niveis de proteinas hepaticas caspase 3, CC3, caspase 7 e CC7. * p<0.05
comparado ao veiculo (teste t ndo-pareado). CC=caspase clivada
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A avaliacdo do conteudo de caspases revelou um aumento dos niveis
proteicos de caspase 3 (p=0,0185), caspase 7 (p=0,0004) e caspase 7 clivada
(CC7) (p=0,0150) (Fig. 4), sugerindo que o tratamento com o (p-CIPhSe). é capaz
de ativar a via de morte celular por apoptose no figado de ratos. Ndo houve
modificacdes no contetdo de CC3 (p=0,4024).

Em conjunto, estes resultados indicam o aparecimento de potencial
toxicidade hepética em animais tratados com (p-CIPhSe)a.

4. CONCLUSOES

Baseado nos resultados obtidos, pode-se concluir que a administracao
repetida de (p-CIPhSe)2 em ratos induziu toxicidade hepatica. Esta foi evidenciada
pela modulacéo de proteinas relacionadas a inflamacao, estresse e sobrevivéncia
celular que, por fim, culminou na expressdo aumentada de caspases, apontando
para a ativacdo das vias de morte celular por apoptose.

Portanto, o efeito redutor do peso corporal do anorexigeno (p-CIPhSe)2 é
acompanhado pelo surgimento efeitos adversos importantes, o que sugere
precaucdo em seu uso como um futuro farmaco antiobesidade.
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