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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pds-Graduagéo em Ciéncias Bioldgicas: Bioquimica Toxicologica
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

ATIVIDADE HIPOLIPIDEMICA DO DISSELENETO DE DIFENILA NA
HIPERLIPIDEMIA INDUZIDA POR TRITON WR-1339 EM CAMUNDONGOS

AUTOR: Juliana Trevisan da Rocha
ORIENTADOR: Gilson Zeni
CO-ORIENTADORA: Cristina Wayne Nogueira
DATA E LOCAL DA DEFESA: Santa Maria, novembro de 2009

Nos mamiferos, o figado desempenha um papel extremamente importante na
manutencdo da homeostase do metabolismo dos lipidios plasmaticos. Entretanto,
problemas na regulacdo desses mecanismos tém sido implicados na ocorréncia de
dislipidemias (alteragBes na concentracdo adequada de lipidios no plasma). Nos
altimos anos, tem sido evidenciada a existéncia de uma relacédo entre os niveis de
selénio (Se) e o aumento nas concentracfes plasméticas de lipidios em humanos e
animais. Dessa forma, o presente trabalho teve por objetivo investigar um possivel
efeito hipolipidémico do (PhSe),;, um composto organico de Se, no modelo de
hiperlipidemia aguda induzida por Triton WR-1339 em camundongos, bem como
investigar se a hiperlipidemia aguda induzida pela administracao intraperitonial (i.p.)
de Triton WR-1339 altera parametros relacionados a ocorréncia de dano oxidativo
no tecido hepatico de camundongos e determinar se o efeito antioxidante do (PhSe),
esta presente nesse processo. Para isso, o Triton WR-1339 foi injetado i.p. (400
mg/kg) em camundongos que estavam em jejum de 12 horas. O (PhSe), foi
administrado oralmente (10 mg/kg) 30 minutos antes do Triton WR-1339. 24 horas
apos a injecdo do Triton WR-1339, amostras de sangue foram coletadas para
dosagem das concentracdes de lipidios plasmaticos. Os niveis de espécies reativas
ao Aacido tiobarbitarico (TBARS) e acido ascoérbico, bem como a atividade das
enzimas catalase e glutationa peroxidase foram determinados no tecido hepatico. A
administracdo de (PhSe), foi capaz de prevenir o aumento nos niveis de colesterol
total, colesterol ndo-HDL e triglicerideos bem como aumentar os niveis de HDL-
colesterol no plasma de camundongos hiperlipidémicos. No protocolo experimental
utilizado nesse estudo néo foram observadas alteracées nos parametros hepaticos
de estresse oxidativo analisados. Consequentemente, o efeito antioxidante do
(PhSe), ndo pode ser verificado. Os resultados obtidos nesse trabalho encorajam a
realizagdo de estudos posteriores no intuito de elucidar o exato mecanismo através
do qual o (PhSe), exerce seu efeito hipolipidémico.

Palavras-chave: disseleneto de difenila; hipercolesterolemia; estresse oxidativo;
selénio; Triton WR-1339.



ABSTRACT

Dissertation of Master’s Degree
Graduating Program in Toxicological Biochemistry
Federal University of Santa Maria, RS, Brazil

HYPOLIPIDAEMIC ACTIVITY OF DIPHENYL DISELENIDE IN TRITON WR-1339-
INDUCED HYPERLIPIDAEMIA IN MICE.

AUTHOR: Juliana Trevisan da Rocha
ADVISOR: Gilson Zeni
CO-ADVISOR: Cristina Wayne Nogueira
DATE AND PLACE OF THE DEFENSE: Santa Maria, november 2009

In mammals, the liver plays a central role in whole-body lipid metabolism.
Unfortunately, dysregulation of these pathways has been implicated in
hyperlipidemias. In recent years, a significant association between the trace element
selenium and hypercholesterolaemia in human and animals has been reported. This
study was designed to investigate a potential hypolipidaemic effect of diphenyl
diselenide ((PhSe),) in Triton WR-1339-induced hyperlipidaemia in mice. Triton was
administered intraperitoneally (400 mg/kg) to overnight-fasted mice to develop acute
hyperlipidaemia. (PhSe), was administered orally (10 mg/kg) 30 min before Triton. At
24 h after Triton injection, blood samples were collected to measure plasma lipid
levels. The hepatic thiobarbituric acid reactive substances and ascorbic acid levels
as well as catalase and glutathione peroxidase activity were recorded. (PhSe),
administration significantly lowered total cholesterol, non-high- density lipoprotein-
cholesterol and triglycerides,whilst it increased high-density lipoprotein-cholesterol
levels in plasma of hyperlipidaemic mice. Neither oxidative stress nor the antioxidant
effect of (PhSe), was observed in the mouse liver in this experimental protocol.
These findings indicated that (PhSe), was able to lower plasma lipid concentrations.
Further studies are needed to elucidate the exact mechanism by which (PhSe)
exerted its hypolipidaemic effect in the management of hyperlipidaemia.

Key words: diphenyl diselenide; hypercholesterolaemia; oxidative stress; selenium;
Triton WR-1339.

VI



LISTA DE FIGURAS

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Figura 1: Principais etapas da biossintese de colesterol ..........cccccccvveieiiiiiienennnn. 05
Figura 2: Viséo geral do metabolismo das lipoproteinas ..........cccccceeeeeeeriiivinnnenn. 08
Figura 3: Estrutura quimica do (PNSE)2 ..cceeiiiiiiiiiiiiiiieiee e 17
ARTIGO 1

Figure 1: Effect of Triton WR-1339 and diphenyl diselenide on plasma lipid levels in
mice. (a) Cholesterol total, (b) high-density lipoprotein (HDL)-cholesterol, (c) non-

HDL-cholesterol, and (d) triglyceride levels from plasma of male adult mice ........ 24

VI



LISTA DE TABELAS

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Tabela 1: Principais classes de lipoproteinas humanas e suas caracteristicas .... 07
Tabela 2: Valores de referéncia dos lipidios plasmaticos para individuos maiores de
20 @N0S A IAAAE ..o e e e 12

ARTIGO 1

Table 1. Effect of Triton WR-1339 and diphenyl diselenide on parameters of

oxidative stress from liver of male adult MiCe .......ovrviriiiiiii e, 24

VI



LISTA DE ABREVIATURAS

ACAT = acil-CoA-colesterol aciltransferase
Apo = apolipoproteina

CAT = catalase

DHGNA = Doenca Hepatica Gordurosa N&o-Alcodlica
EHNA = Esteato-Hepatite N&o Alcodlica
EROS = espécies reativas de oxigénio

GSH = glutationa

GPx = glutationa peroxidase

GR = glutationa redutase

HDL = lipoproteina de alta densidade
HMG-CoA = 3-hidroxi 3-metilglutaril co-enzima A
IDL = lipoproteina de densidade intermediaria
i.p. = intraperitonial

I.v. = intravenosa

LCAT = lecitina-colesterol aciltransferase
LDL = lipoproteina de baixa densidade

LDLR = receptores de LDL

(PhSe), = disseleneto de difenila

ppm = partes por milh&do

ROS = reactive oxygen species

SOD = superoxido dismutase

SR-B1 = scavenger receptor class B, type 1
TBARS = thiobarbituric acid reactive species

VLDL = lipoproteina de densidade muito baixa



SUMARIO

AGRADECIMENTOS .o e e e e e et e ae s v
1 11V PP \%
AB STRA C T .ttt e e ettt e e e e e e e e e e e e n b r e e e e e e e nar et e ae e e e annraeaes VI
LISTA DE FIGURAS.....coee ettt ettt e e e e e e e e e st e e e e e e e nnnees Vi
LISTA DE TABELAS. ..o e e e et e e e s VIII
LISTA DE ABREVIATURAS . ... e e e et e e e e e IX
F 2] = N 7Y 07 X @ Xl
1. INTRODUGAO ..ottt teen et en e ananas 01
2. OBIETIVOS ..ottt e e et e e e e e e e e e e e e e e e s e e n e nanrar e 03
2.1 ODJELIVO GEral ..o e e e e e ————— 03
2.2 Objetivos ESPECITICOS ..iiiiiiiii i 03
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA ...t 04
3.1 Lipidios PIaSMALICOS ..cooeeiiiiieiiiiiiiiee ettt 04
3.L1.1 COlBSLEIOl ... e e e e e e e e e 04
3.1.1.1 Fontes Endogenas de Colesterol .........cccceevviieiiiiieieiiiiiiinneee, 04

3.1.1.2 Fontes Exdégenas de Colesterol ..........ccccceeeveiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnn, 06

I 2 I o | ot =T g o (=0 O UPRTSPPRRSR 06

3.2 Lipoproteinas PIaSMALICAS ......ccooiiiiiiiiieaiiiiiiiie e 07
3.3 Metabolismo das Lipoproteinas Plasmaticas ...........cccccceevviiiiiiieeieeeeeeennne, 08
TG I8 I © 10 11 1] 1 1 To3 (o o PRSPPI 09

B.BL2 VDL et ————————————— 09

0 0 T | S PUEPPPPRR 09

G 20 N T I | PSP PREPTSPPPRSR 10

LB D HDLL e e e e e e 10

3.4 DiSHPIAEIMIAS ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeas 11
3.4.1 Classificacao das Dislipidemias ...........cooooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 11
3.4.1.1 Classificagdo Laboratorial ............cccccoeoiviiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiies 11

3.4.1.2 Classificacao EtioldgiCa ...........ooevivciiiiiiiiiiiiiieieeeeee e 12

3.5 Dislipidemias € Dan0o HEPALICO ......c.uuuviiiiiiiiiiiiiiiiee e 13
3.6 O Papel do Estresse OXidatiVO ....ccccooveeeieeiiiiieicciiiieiiseess s e e e e e e e e eeeeeeeeananees 14
3.7 Selénio e Hipercolesterolemia ... 15



3.7.1 Disseleneto de Difenila ..........ooeeviiiiiiiiiiiiii e 17
3.8 Modelos Empregados para o Estudo da Hiperlipidemia ............ccccccvvnneee. 18
4. ARTIGO CIENTIFICO oottt 19
4.1 Atividade hipolipidémica da administracdo oral de disseleneto de difenila
na hiperlipidemia induzida por Triton WR-1339 em camundongos ................ 20

4.1.1 Artigo 1: Hypolipidaemic Activity of Orally Administrated Diphenyl

Diselenide in Triton WR-1339-induced Hyperlipidaemia in Mice ....................... 21
5. DISCUSSAD ...ttt ettt ettt sene et nen e s 28
B. CONCLUSOES ..ottt 31
7. PERSPECTIVAS oo e e e e e e e e e e e 32
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ....cooiveceeceeceee e 33

Xl



APRESENTACAO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a
forma de artigo, o qual se encontra no item ARTIGO CIENTIFICO. As secdes
Materiais e Meétodos, Resultados, Discussdo dos Resultados e Referéncias
Bibliogréaficas, encontram-se no ARTIGO CIENTIFICO e representam a integra deste
estudo. Os itens, DISCUSSAO E CONCLUSOES, encontram-se no final desta
dissertacdo e apresentam interpretacdes e comentarios gerais sobre o artigo
cientifico neste trabalho. As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS referem-se somente
as citacdes que aparecem nos itens INTRODUCAO, REVISAO BIBLIOGRAFICA e
DISCUSSAO desta dissertacao.

Xl
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1 INTRODUCAO

Nos mamiferos, o figado desempenha um papel extremamente importante na
manutencdo da homeostase do metabolismo lipidico (Lee & Glimcher, 2009).

O colesterol € um dos constituintes essenciais da maioria das membranas
biolégicas, além de atuar como precursor para a sintese de acidos biliares,
horménios e vitaminas (Repa & Mangelsdorf, 2000). Os niveis plasmaticos de
colesterol sdo regulados através da sua absorcao pela dieta, excrecédo via esteroides
fecais ou &cidos biliares, sintese enddgena de colesterol e remocdo do colesterol
presente na circulagdo sanguinea (Byington et al., 1995).

Em situacdes normais, estes mecanismos de absorcdo, biossintese e
excrecdo funcionam de maneira coordenada para manter o funcionamento
adequado do metabolismo dos lipidios plasmaticos. Entretanto, problemas na
regulacao desses mecanismos tém sido implicados na ocorréncia de dislipidemias,
em outras palavras, alteracées na concentracdo adequada de lipidios no plasma
(Repa & Mangelsdorf, 2000).

Estudos recentes tém demonstrado a existéncia de uma associacao entre o
aumento na concentracdo plasmatica de lipidios (hiperlipidemia) e a ocorréncia de
dano hepético de origem oxidativa, uma vez que a hiperlipidemia afeta
negativamente os sistemas de defesa antioxidantes (Oh et al., 2006; Kumar et al.,
2006).

Além disso, também tem sido evidenciado que a deficiéncia de selénio (Se)
esta relacionada ao aumento nos niveis plasmaticos de colesterol em seres
humanos (Stone et al., 1986; Suadicani et al., 1992) e animais (Thomas et al., 1993;
Lee et al.,, 2003). O Se, considerado um elemento traco essencial da dieta de
animais e humanos, esta presente sob a forma de selenocisteina no sitio ativo de
importantes enzimas bioldgicas (Weitzel & Wendel, 1993).

Durante as ultimas décadas, o interesse nos compostos organicos de Se tem
sido intensificado, principalmente devido ao fato de que uma variedade destes
compostos possui importantes propriedades farmacoldgicas (Nogueira et al.,
2004). Dentre esses compostos, o disseleneto de difenila ((PhSe),) tem
demonstrado um potencial bastante promissor em prevenir os efeitos téxicos
provocados pelo estresse oxidativo. Em adi¢cdo ao seu efeito antioxidante, o (PhSe),

também possui outras propriedades farmacologicas, podendo-se citar
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neuroprotetora (Ghisleni et al., 2003), antiinflamat6ria e antinociceptiva (Nogueira et
al., 2003a), hepato-protetora (Borges et al., 2005a), entre outras.

Desse modo, tendo em vista a existéncia de uma significativa relagdo entre o
micronutriente Se e a ocorréncia de alteracdes nos niveis de lipidios plasmaticos,
torna-se interessante a busca por compostos organicos de Se que apresentem

atividade hipolipidémica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho teve por objetivo investigar um possivel efeito
hipolipidémico do (PhSe),, um composto organico de Se, no modelo de

hiperlipidemia aguda induzida por Triton WR-1339 em camundongos.

2.2 Objetivos Especificos

Considerando os aspectos ja mencionados, 0s objetivos especificos deste
trabalho compreenderam:

- Avaliar a eficicia do (PhSe), em reduzir os niveis plasmaticos de colesterol
total, colesterol ndo-HDL e triglicerideos em camundongos com hiperlipidemia aguda
induzida por Triton WR-1339, bem como aumentar os niveis de HDL-colesterol
nesses animais;

- Investigar se a hiperlipidemia aguda induzida pela administracdo de Triton
WR-1339 altera parametros relacionados a ocorréncia de dano oxidativo no tecido
hepatico de camundongos;

- Determinar se o efeito antioxidante do (PhSe), esta presente nesse

processo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Lipidios Plasmaticos

Os lipidios biologicos constituem um grupo de compostos que, apesar de
quimicamente diferentes entre si, exibem, como caracteristica principal e comum a
insolubilidade em agua. Clinicamente, os lipidios plasmaticos mais importantes séo o
colesterol e os triglicerideos (também chamados triacilglicerdéis) (Brown & Goldstein,
1986; Oh et al., 2006).

3.1.1 Colesterol

O colesterol € um lipidio que apresenta em sua estrutura quimica um grupo-
cabeca polar hidroxila e corpo hidrocarbbnico apolar (composto por um nudcleo
esterdide e uma cadeia lateral hidrocarbonada) (Nelson & Cox, 2006)

Dentre as numerosas funcfes bioldgicas desempenhadas pelo colesterol,
pode-se destacar que ele atua como componente das membranas celulares, serve
como precursor para a sintese de horménios esterbides, vitamina D, oxisterdis e
acidos biliares, além de ser necessario para a ativacdo de moléculas que atuam na
sinalizacao neuronal (Brown & Goldstein, 1986; Repa & Mangelsdorf, 2000; Hegele,
2009).

Apenas uma pequena quantidade do colesterol circulante € originada a partir
da alimentacao; cerca de 80% ¢é derivada da sintese enddgena que ocorre no figado
(Hegele, 2009).

3.1.1.1 Fontes Enddgenas de Colesterol

O figado é considerado o principal 6rgdo encarregado da biossintese de
colesterol, sendo responsavel por produzir quase a totalidade do colesterol que
circula na corrente sanglinea e aquele para ser estocado no tecido hepatico sob a
forma de ésteres de colesterol (Repa & Mangelsdorf, 2000). A homeostase do
colesterol no organismo € mantida principalmente através da regulacdo da atividade
da enzima 3-hidréxi 3-metilglutaril co-enzima A (HMG-CoA) redutase (Brown &
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Goldstein, 1986), a qual catalisa o passo limitante na biossintese do colesterol
(Ness & Chambers, 2000) (Figura 1).

Acetyl CoA + H,0O + Acetoacetyl CoA
v

3-HMG-CoA
HMG-CoA reductase l

Mevalonate

Isopentanyl-PP
v

Geranyl-PP

!

Famesyl-PP
Squalene synthase !
)
v
Squalene
Squalene- '
monooxygenase :
A\
2,3 oxidosqualene
Oxidosqualene- :
cyclase :

Lanosterol synthase ¥
Lanosterol

v
Cholesterol

Figura 1: Principais etapas da biossintese de colesterol (Adaptado de: Charlton-Menys V., Durrington

PN. Human cholesterol metabolism and therapeutic molecules. Exp Physiol 2007; 93: 27-42)

A maior parte do colesterol produzido no figado € exportada na forma de
colesterol biliar, acidos biliares e ésteres de colesterol. Os acidos biliares e seus sais
séo relativamente hidrofilicos e auxiliam no processo de digestdo de lipidios. Os
ésteres de colesterol sdo formados no proéprio figado por meio da ac¢do da enzima

acil-CoA-colesterol aciltransferase (ACAT), a qual catalisa a transferéncia de um
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acido graxo da coenzima-A para o grupo hidroxila do colesterol, tornando-o ainda
mais hidrofébico. Os ésteres de colesterol sdo armazenados no figado ou entédo
transportados inseridos em particulas lipopoprotéicas para os tecidos extra-
hepaticos (Nelson & Cox, 2006).

Entretanto, a quantidade de colesterol que é sintetizada endogenamente varia
de espécie para espécie. Um homem adulto que pese em torno de 70 kg produz de
600-900 mg de colesterol por dia (Gylling et al., 1994) enquanto que um

camundongo produz cerca de 3 mg/dia (Schwarz et al., 1998).

3.1.1.2 Fontes Exogenas de Colesterol

Do ponto de vista nutricional, o colesterol ndo pode ser considerado um
nutriente essencial, uma vez que 0 organismo posSsui meios para sintetizar as
quantidades necessarias para a manutencao de suas necessidades diérias. Apesar
disso, quantidades significativas de colesterol proveniente da dieta entram no limen
intestinal todos os dias. A ingesta pela alimentacao varia de 0,1 g em individuos que
seguem uma dieta com quantidades minimas de colesterol, até cerca de 1 g

naqueles com dietas sem qualquer tipo de restricdo (Vuoristo & Miettinen, 1994).

3.1.2 Triglicerideos

Os triglicerideos sdo moléculas que apresentam uma funcdo chave no
fornecimento de energia aos organismos vivos. Sob o ponto de vista quimico, eles
sdo constituidos pela ligacdo éster de trés acidos graxos livres a uma molécula de
glicerol (Hegele, 2009).

As duas principais fontes de triglicerideos no plasma sdo a exdgena
(originada a partir dos acidos graxos ingeridos na dieta) e a enddgena (resultante da
biossintese de triglicerideos no tecido hepatico) (Yuan et al., 2007). O processo de
sintese de triglicerideos no figado recebe o nome de lipogénese e € resultante da
conversdo do excesso de carboidratos, ingeridos através da alimentagdo, em
triglicerideos (Towle et al., 1997).

Logo apos as refeicdes, em torno de 90% dos triglicerideos circulantes no

plasma séo secretados sob a forma de quilomicrons sendo oriundos do intestino;
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entretanto, durante periodos de jejum, observa-se o predominio dos triglicerideos de
origem enddgena que séo secretados pelo figado (Yuan et al., 2007).

3.2 Lipoproteinas Plasmaticas

A insolubilidade do colesterol e dos ésteres de colesterol, como o0s
triglicerideos e os fosfolipidios, no plasma sanglineo requer que eles sejam
transportados dentro de moléculas esferoidais denominadas de lipoproteinas. As
lipoproteinas sdo constituidas por um nudcleo hidrofébico contendo fosfolipideos,
ésteres de colesterol, antioxidantes e vitaminas lipossolUveis, e uma camada externa
hidrofilica, a qual contém colesterol livre, fosfolipideos e proteinas (chamadas de
apolipoproteinas ou “apo”) (Hegele, 2009). As apolipoproteinas tém diversas funcdes
no metabolismo das lipoproteinas, dentre elas montagem da particula (apo B100 e
B48), meio ligante a receptores de membrana que captam as lipoproteinas para o
interior da célula (apo B100 e E) ou co-fatores enzimaticos (apos ClI, Clll e Al) (llI
Diretrizes Brasileiras sobre Dislipidemias, 2001).

Diferentes combinacdes de lipidios e proteinas resultam em particulas com
caracteristicas diferentes. Por essa razdo, as lipoproteinas podem ser distinguidas
entre si pelo seu tamanho, densidade, composicdo, funcdo e mobilidade
eletroforética (Hegele, 2009).

As principais lipoproteinas carreadoras de triglicerideos sao os quilomicrons e
as lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL, “very low-density lipoprotein”). Ja
as principais carreadoras de colesterol sdo as lipoproteinas de baixa densidade
(LDL, “low-density lipoprotein”) e as lipoproteinas de alta densidade (HDL, “high-
density lipoprotein”) (Hegele, 2009) (Tabela 1).

Tabela 1: Principais classes de lipoproteinas humanas e suas caracteristicas

Composicéo (% em peso)

) . Densidade -
Lipoproteina . o Colesterol Esteres de o
(9/ml) Proteinas  Fosfolipidios _ Triglicerideos
livre colesterol

Quilomicron < 1,006 2 9 1 3 85
VLDL 0,95-1,006 10 18 7 12 50
LDL 1,006-1,063 23 20 8 37 10
HDL 1,063-1,210 55 24 2 15 4

(Adaptado de: Kritchevsky D. Atherosclerosis and Nutrition. Nutr Int 1986; 2: 290-7)
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3.3 Metabolismo das Lipoproteinas Plasmaticas

O metabolismo das lipoproteinas plasmaticas € um processo bastante

complexo, o qual envolve etapas e orgaos diferentes (Hegele, 2009) (Figura 2).

/mtestme

Chylomicron
16

G
Lipoprotein
lipase ¢

6

16

w— Reverse
cholesterol
ApoBioo transport
Lipoprotein
lipase 16
Tissue fluid

Generalised cell

Figura 2: Viséo geral do metabolismo das lipoproteinas (Adaptado de: Charlton-Menys V., Durrington

PN. Human cholesterol metabolism and therapeutic molecules. Exp Physiol 2007; 93: 27—-42)
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3.3.1 Quilomicron

Os quilomicrons sdo as maiores lipoproteinas e também as menos densas,
contendo uma grande proporcao de triglicerideos. Os quilomicrons séo sintetizados
no reticulo endoplasmatico das células epiteliais que recobrem a superficie interna
do intestino delgado e, entdo, sdo transportados através do sistema linfatico e
entram na corrente sanguinea pela veia subclavia. As apolipoproteinas presentes
nos quilomicrons incluem a apoB-48, apoE e apoC-ll. A apoC-ll presente nos
quilomicrons ativa a lipase lipoproteica presente nos capilares dos tecidos adiposo,
cardiaco, musculo-esquelético e glandula maméaria em lactacdo, de modo a permitir
a liberacdo dos &cidos graxos livres para tais tecidos. Os remanescentes dos
quilomicrons, ainda contendo colesterol, apolipoproteinas e alguns triglicerideos,
movem-se via corrente sanglinea até o figado, onde serdo absorvidos por
endocitose mediante a ligacdo da apoE a receptores presentes nesse 6rgao. No
figado, os quilomicrons liberam o colesterol e posteriormente sdo degradados nos

lisossomos (Nelson & Cox, 2006; Charlton-Menys & Durrington, 2007).

3.3.2VLDL

Tanto os triglicerideos provenientes da alimentacdo quanto aqueles que sdo
sintetizados endogenamente a partir do excesso de carboidratos ingeridos na dieta
sdo unidos, no figado, a apolipoproteinas especificas para formar as VLDL. Essas
lipoproteinas sdo compostas por triglicerideos, colesterol, ésteres de colesterol, bem
como apoB-100, apoC-I, apoC-Il, apoC-Ill e apoE. As VLDL sao transportadas do
figado para os musculos e para o tecido adiposo, locais nos quais a ativagdo de
lipase lipoproteica pela apoC-ll promove a liberagdo dos &acidos graxos livres
contidos no interior das VLDL (Nelson & Cox, 2006; Charlton-Menys & Durrington,
2007).

3.3.31DL
A perda de triglicerideos faz com que algumas VLDL sejam convertidas em

remanescentes de VLDL (também chamadas de IDL, “intermediate density
lipoprotein”) (Nelson & Cox, 2006; Charlton-Menys & Durrington, 2007).



10

3.3.4 LDL

Com a extracdo de mais lipidios das IDL, estas sdo gradualmente convertidas
em LDL. Extremamente ricas em colesterol e ésteres de colesterol e contendo apoB-
100 como principal apoproteina, as LDL transportam o colesterol para os tecidos
extra-hepaticos, 0os quais possuem em suas células receptores de superficie
especificos para a ligacdo da apoB-100 (LDLR, “receptores de LDL”). Nesse
processo, denominado “endocitose mediada por receptores”, a ligagao da apoB-100
aos LDLR inicia a formacdo de um endossomo. Esse endossomo se funde a
lisossomos contendo enzimas que hidrolizam os ésteres de colesterol, liberando o
colesterol e os acidos graxos no interior do citosol. O colesterol liberado pode ser
incorporado nas membranas ou pode ser reesterificado pela enzima ACAT para ser
armazenado no interior de goticulas lipidicas citosédlicas (Nelson & Cox, 2006;
Charlton-Menys & Durrington, 2007).

3.3.5HDL

As HDL sdao sintetizadas no figado e no intestino delgado como particulas
pequenas, ricas em proteina e contendo relativamente pouco colesterol e nenhum
éster de colesterol. As HDL contém principalmente apoA-1, apoC-l e apoC-Il. A
enzima lecitina-colesterol aciltransferase (LCAT) existente na superficie das HDL
recém-sintetizadas (HDL nascentes) catalisa a formacao de ésteres de colesterol a
partir da lecitina (fosfatidilcolina) e do colesterol contidos nos remanescentes dos
quilomicrons e nas VLDL. Os ésteres de colesterol formados entram no interior da
HDL nascente, convertendo-a do formato de um disco chato a uma forma esférica, a
chamada HDL madura. Essa HDL madura retorna ao figado e liga-se a receptores
de membrana chamados SR-B1 (scavenger receptor class B, type 1). Os SR-B1
medeiam a transferéncia parcial e seletiva do colesterol e outros lipidios da HDL
para o hepatécito, onde o colesterol liberado ser4, em parte, convertido em sais
biliares. ApO0s esse processo, a HDL se dissocia para recircular na corrente
sangilinea e extrair mais lipidios dos remanescentes de quilomicrons e das VLDL
(Nelson & Cox, 2006; Charlton-Menys & Durrington, 2007).

Além do papel ja mencionado, as HDL também podem captar o colesterol

estocado nos tecidos extra-hepaticos e transporta-lo para o figado, em um processo
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conhecido como Transporte Reverso do Colesterol (Fielding e Fielding, 1995). Esse
transporte reverso pode acontecer por meio de duas vias. Em uma delas, a
interacdo das HDL nascentes com os receptores SR-B1, presentes nas ceélulas ricas
em colesterol, aciona o0 movimento passivo do colesterol da superficie celular para a
HDL. Na outra via, a apoA-1 presente nas HDL interage com um transportador ativo,
a proteina ABC1, presente nas células ricas em colesterol, fazendo com que a HDL
seja captada e em seguida secretada contendo uma carga de colesterol para ser
transportado ao figado (Nelson & Cox, 2006).

No figado, o colesterol liberado pode ser reciclado na forma de lipoproteinas
para ser secretado novamente no plasma ou entéo ser convertido em &cidos biliares,
embora parte dele apareca na bile sob a forma de colesterol livre (Fielding e
Fielding, 1995).

3.4 Dislipidemias

As desordens do colesterol e do metabolismo lipidico sdo denominadas de
dislipidemias e podem ser associadas a incidéncia de doencas cardiovasculares,
obesidade, diabetes, hipertensao e esteatose hepatica (Muscat et al., 2002).

3.4.1 Classificacdo das Dislipidemias

De acordo com o documento Il Diretrizes Brasileiras Sobre Dislipidemias e
Diretriz de Prevencdo da Aterosclerose do Departamento de Aterosclerose da
Sociedade Brasileira de Cardiologia, publicado em 2001, as dislipidemias podem ser

submetidas a dois tipos de classificacdo: Laboratorial e Etiologica.

3.4.1.1 Classificacédo Laboratorial

Compreende quatro tipos principais bem definidos:

o Hipercolesterolemia isolada: Elevacéo isolada do colesterol total, em geral
representada por aumento do LDL-colesterol .

o Hipertrigliceridemia isolada: Elevagdo isolada dos triglicerideos, em geral
representada por aumento das VLDL, ou dos quilomicrons, ou de ambos.



o Hiperlipidemia mista: Valores aumentados do colesterol total e dos
triglicerideos. 12
o HDL-Colesterol baixo: Isolado ou em associagdo com aumento de LDL-
colesterol e/ou de triglicerideos.
Os valores de referéncia para o diagndstico laboratorial das dislipidemias em

adultos maiores de 20 anos encontram-se na tabela 2.

Tabela 2: Valores de referéncia dos lipidios plasmaticos para individuos maiores de 20 anos de idade

Lipidios Valores (mg/dl) Categoria
Colesterol Total <200 Otimo
200-239 Limitrofe
> 240 Alto
LDL-colesterol <100 Otimo
100-129 Desejavel
130-159 Limitrofe
160-189 Alto
>190 Muito alto
HDL-colesterol <40 Baixo
> 60 Alto
Triglicerideos <150 Otimo
150-200 Limitrofe
201-499 Alto
> 500 Muito alto

(Adaptado de: Il Diretrizes Brasileiras Sobre Dislipidemias e Diretriz de Prevencao da
Aterosclerose do Departamento de Aterosclerose da Sociedade Brasileira de Cardiologia. Arg Bras
Cardiol 2001; 77: 4-48)

3.4.1.2 Classificagcéo Etiologica

De acordo com sua etiologia, as dislipidemias séo classificadas em Primarias

ou Secundarias.
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Sao consequentes a causas genéticas. Algumas delas manifestam-se apenas
em funcdo da influéncia de fatores ambientais, devido a dieta inadequada e/ou ao
sedentarismo. As dislipidemias primarias englobam as Hiperlipidemias (aumentos
nos niveis plasmaticos de lipidios) e as Hipolipidemias (diminuicdes nos niveis

plasmaticos de lipidios).

B) Dislipidemias Secundérias

A identificacdo de uma possivel causa secundaria das dislipidemias vem se
tornando mais comum em funcdo da maior experiéncia acumulada na investigacao
etiolégica das alteracdes lipidicas. O crescimento da populacdo idosa € um fator que
vem sendo associando a maior freqiéncia de dislipidemias secundérias devido a
elevada incidéncia de co-morbidades presentes nas faixas etarias mais avancadas.

Basicamente, podem ser encontrados trés grupos de etiologias secundarias:

o Dislipidemias secundéarias a doencas (diabetes melito tipo IlI, hipotireoidismo,
sindrome nefrética, hepatopatias, entre outras);

o Dislipidemias secundarias a medicamentos (anti-hipertensivos,
corticosterodides, estrégenos, entre outros);

o Dislipidemias secundérias a habitos de vida inadequados (dieta, tabagismo e

etilismo).

3.5 Dislipidemias e Dano Hepéatico

O figado é o principal 6rgéo responsavel pelo metabolismo lipidico, uma vez
que ele esta intimamente envolvido nos processos de sintese, oxidagéo, transporte e
excrecdo dos lipidios (Lee & Glimcher, 2009). Por esse motivo, é plausivel estudar
os disturbios hepaticos relacionados as dislipidemias (Kumar et al., 2006).

O acumulo de lipidios no citoplasma dos hepatocitos, principalmente sob a
forma de acidos graxos livres e triglicerideos, € considerado o primeiro passo rumo
ao desenvolvimento de Esteato-Hepatite (Mari et al., 2006).

O termo Esteato-Hepatite N&o Alcodlica (EHNA) foi cunhado pela primeira vez

em 1980 por Ludwig et al. para designar as alteracdes histologicas que mimetizavam
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a hepatite alcodlica em pacientes sem histéria de alcoolismo. A presenca de
dislipidemia (hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, ou ambas) constitui um
achado bastante frequiente nos pacientes com EHNA, sendo referida em 20% a 80%
dos casos (Ludwig et al., 1980).

Pode-se dizer que a designacdo Doenca Hepética Gordurosa Nao-Alcoodlica
(DHGNA) abrange um largo espectro de problemas hepaticos, dentre eles,
esteatohepatie, esteatonecrose e EHNA. Os fatores de risco associados ao
desenvolvimento de DHGNA e EHNA incluem desordens do metabolismo
energético, como por exemplo, obesidade, diabetes mellitus tipo Il e hiperlipidemia
(Ludwig et al., 1997; Bugianesi et al., 2005). Juntas, EHNA e DHGNA figuram entre
as causas de esteatose hepatica mais frequentes nos EUA (Mattos, 2005).

A grande maioria dos dados encontrados na literatura assume que a DHGNA
resulta do acumulo de triglicerideos no citoplasma dos hepatdcitos. Contudo, o
potencial patogénico dos outros lipidios ndo pode ser desconsiderado, uma vez que
ha evidéncias sugerindo a ocorréncia de danos celulares e teciduais ao figado
associados ao aumento dos niveis plasmaticos de colesterol (Tabas, 2002).

Histologicamente, tanto DHGNA quanto EHNA séo caracterizadas pela
presenca de esteatose macrovesicular, infiltracdo de células inflamatérias, fibrose,
necrose e, por fim, cirrose (Ludwig et al., 1997; Carmiel-Haggai et al., 2004). Em
meio a esse contexto, faz-se necessario salientar que a progressao das esteatoses
hepaticas é acompanhada pelo desencadeamento de eventos relacionados ao

estresse oxidativo (Mari et al., 2006).

3.6 O Papel do Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo corresponde a uma excessiva formagcdo endogena de
radicais livres, os quais podem induzir um grande numero de alteragcdes nos
constituintes celulares, incluindo inativacdo de enzimas, danos as bases
nitrogenadas dos acidos nucléicos e a proteinas, bem como peroxidacao dos lipidios
de membrana (Ha et al., 2006). O conceito formulado por Sies (1997) caracteriza
estresse oxidativo como sendo um desequilibrio entre a producdo de agentes
oxidantes e antioxidantes, em favor dos oxidantes, com potencial para ocasionar

dano celular.
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As espécies reativas de oxigénio (EROS) sédo importantes moléculas que
funcionam como sinalizadores vasculares e mediadoras de estresse oxidativo. Elas
correspondem a intermediarios altamente reativos do metabolismo fisiol6gico do
oxigénio, as quais sao constantemente geradas e destruidas por sistemas biolégicos
enddgenos. Produzidas através da redugdo molecular do oxigénio, as EROS
incluem tanto os radicais livres instaveis (espécies quimicas que apresentam
elétrons ndo pareados na ultima camada orbital), como os radicais superoxido e
hidroxil, quanto moléculas estaveis, a exemplo do peroxido de hidrogénio (Szasz et
al., 2007).

De modo a manter a homeostase redox, as células desenvolveram
sofisticados sistemas antioxidantes capazes de neutralizar o excesso de EROS
(Halliwell & Gutteridge, 1999). Estes sistemas sdo compostos por enzimas como a
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e
glutationa redutase (GR) e por antioxidantes nao-enzimaticos com a glutationa
(GSH) e as vitaminas C e E (Fridovich, 1999).

Uma das formas de resposta celular mais comuns tanto a hipercolesterolemia
guanto ao aumento na quantidade de colesterol intracelular corresponde a inducao
da producdo de EROS (Lu et al., 2007). Em vista disso, o0 estresse oxidativo é
constantemente  sugerido como um dos mecanismos adjacentes a
hipercolesterolemia (Penn & Chisolm, 1994). Entretanto, tem sido relatado que
outras fontes de EROS também podem participar da injaria ao tecido hepéatico
induzida pelo aumento nas concentragdes de colesterol intracelular. Trabalhos
publicados por Mari et al. (2006) e por Lu et al. (2007) demonstraram que o acumulo
de colesterol no interior das mitocondrias resulta em deplecdo dos niveis de
glutationa nessas organelas.

Como resultado do aumento na producéo de EROS durante a hiperlipidemia,
observa-se uma reducdo na eficacia dos sistemas de defesa antioxidantes.
Consequentemente, essa condicdo resulta na ocorréncia de danos celulares e

teciduais provocados pelas EROS (Halliwell & Gutteridge, 1999).

3.7 Selénio e Hipercolesterolemia

Descoberto em 1817 pelo quimico sueco Jons Jacob Berzelius, o elemento

guimico Se € um dos calcogénios que fazem parte do grupo 16 da tabela periodica
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(Papp et al., 2007; Lu e Holmgren, 2009). No entanto, foi apenas na década de 1950
gue 0 Se passou a ser reconhecido como um micronutriente essencial na dieta de
seres humanos e animais (Schwarz et al., 1957).

Apesar de ja estar reconhecido como nutriente fundamental, todas as
tentativas no intuito de descobrir fun¢des bioquimicas para o Se nos organismos de
animais foram infrutiferas até 1973, quando pesquisadores demonstraram que o Se
estava presente no sitio ativo da enzima GPx (Rotruck et al., 1973). A GPx é uma
enzima responsavel por reduzir hidroperoxidos a agua e oxigénio, fazendo parte dos
mecanismos de protecdo antioxidante das células (Combs Jr & Gray, 1998).

Dessa forma, o papel do Se para a salde humana tornou-se cada vez mais
evidente com a descoberta de isoformas da GPx também Se-dependentes
(Takahashi & Cohen, 1986; Ursini et al., 1985; Chu et al., 1993), além de outras
selenoenzimas e selenoproteinas, a exemplo da iodotironina 5’-deiodinase (Arthur
et al., 1990; Davey et al., 1995; Croteau et al., 1995; Larsen & Berry, 1995),
tiorredoxina redutase (Takashi & Stadtman, 1996), selenoproteina P plasmatica
(Akesson et al., 1994), e selenoproteina W muscular (Vendeland et al., 1995) que
atuam na manutencdo da homeostase metabdlica ou participam das defesas
antioxidantes celulares (Kohrle et al. 2000, Rayman 2000).

Nos ultimos anos, tém sido descrito que baixos niveis de Se podem levar a
predisposicdo para o desenvolvimento de algumas doencas, tais como cancer,
esclerose, doencas cardiovasculares, cirrose e diabetes (Navarro-Alarcén & Lopez-
Martinez, 2000).

Estudos empregando roedores como modelos animais tém demonstrado que
a deficiéncia de Se resulta em um significativo aumento nos niveis plasmaticos de
colesterol (Stone et al. 1986). Mazur et al. (1996) e Nassir et al. (1997) evidenciaram
gue o aumento nos niveis de colesterol plasmatico observado durante a deficiéncia
de Se esta associado a mudancas nas concentracbes de lipoproteinas e
apolipoproteinas no sangue. Além disso, Dhingra e Bansal (2006) demonstraram
que ratos cuja ragdo foi suplementada com 1 ppm Se apresentaram, apos 3 meses,
um aumento tanto na expressao do mRNA quanto na atividade dos LDLR.

Neste contexto, a suplementacéo de dietas com selénio nas doses de 50-200
mg por dia é considerada segura e saudavel para seres humanos adultos.
Entretanto, sabe-se que a concentracdo alimentar normal requerida de selénio é

muito préxima da dose que pode ser toxica (Oldfield, 1987). De fato, estudos
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demonstraram que altas doses de selénio podem ser citotdxicas, uma vez que
possuem a habilidade de oxidar grupos ti6is e gerar radicais livres (Barbosa et al.
1998; Nogueira et al. 2004).

3.7.1 Disseleneto de Difenila

Considerando as importantes fungdes biologicas desempenhadas pelo Se,
tem sido verificado, nas dltimas décadas, um crescente interesse no
desenvolvimento de compostos organocalcogénios contendo Se que possuam
atividades biolégicas e aplicacdes farmacolédgicas (Parnham & Graf, 1991; Nogueira
et al., 2004).

Dentre tais compostos, merece especial destaque o disseleneto de difenila
(PhSe), (Figura 3). De fato, estudos em animais de laboratdrio tém demonstrado que
este composto apresenta importantes propriedades dentre as quais se pode citar
neuroprotetora (Ghisleni et al., 2003), antiinflamatoéria e antinociceptiva (Nogueira et
al., 2003a), hepato-protetora (Borges et al., 2005a), anti-hiperglicémica (Barbosa et
al., 2006), antitlcera (Savegnago et al., 2006), antidepressiva e ansiolitica
(Savegnago et al., 2008), além de induzir a melhoras na performance cognitiva de
roedores (Stangherlin et al., 2008). Além disso, o (PhSe), apresenta efeitos
antioxidantes em diversos modelos de toxicidade induzida por estresse oxidativo
(Meotti et al., 2004; Santos et al., 2005; Luchese et al., 2009). Nogueira et al. (2004)
sugerem que, pelo fato do (PhSe), possuir atividades semelhantes as da enzima
GPx,, este composto € um bom candidato a ser um agente antioxidante.

Nesse contexto, faz-se necessario mencionar o trabalho publicado por de
Bem et al. (2009), o qual demonstra que coelhos que receberam uma ragao rica em
colesterol e suplementada com 10 ppm. de (PhSe), durante um periodo 45 dias
apresentavam niveis séricos de colesterol total diminuidos quando comparados aos

coelhos cuja racao rica em colesterol ndo continha a suplementagdao com (PhSe)s,.

O

Figura 3: Estrutura quimica do (PhSe),
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Embora o (PhSe): apresente consideraveis propriedades farmacologicas,
trabalhos também tém evidenciado a ocorréncia de alguns efeitos toxicos. Inibicées
nas atividades das enzimas §-ALA-D (Nogueira et al., 2003b) e Na*, K*-ATPase
(Borges et al., 2005b) sédo observadas e o potencial pro-oxidante do (PhSe)2 parece
estar envolvido nestes efeitos. Efeitos neurotoxicos do (PhSe)2 também séo
relatados (Nogueira et al., 2003c), incluindo a inducdo de convulsées (Prigol et al.,
2008). Entretanto, tais efeitos neurotoxicos sdo observados apenas quando o
(PhSe)2 é administrado em altas doses (Prigol et al., 2009). O (PhSe)2 pode ainda
afetar o sistema glutamatérgico em plaguetas humanas (Borges et al., 2004) e de
ratos (Nogueira et al., 2001) e dados da literatura também indicam que o (PhSe):
pode causar toxicidade em fetos de ratas tratadas com este composto (Favero et al.,
2005; Weis et al., 2007).

3.8 Modelos Empregados para o Estudo da Hiperlipidemia

Os estudos destinados a triagem de compostos que apresentam funcéo
hipolipidémica freqientemente requerem a utilizacdo modelos animais, geralmente
coelhos, ratos ou camundongos. Dentre os métodos empregados para provocar o
aumento nos niveis de lipideos plasmaticos, podem ser destacados o uso de dietas
suplementadas com colesterol (Kumar et al., 2006) e o emprego de substancias
surfactantes, a exemplo do Poloxamer-407 e do Triton WR-1339 (Jung et al., 2007).

O Triton WR-1339 € um detergente ndo-idbnico amplamente utilizado para
produzir hiperlipidemia aguda em modelos animais, sendo por essa razao,
empregado tanto para o estudo do metabolismo do colesterol e dos triglicerideos
bem como para a triagem de drogas hipolipemiantes (Schurr et al., 1972; Goldfarb,
1978; Oh et al., 2006; Harnafi et al., 2008).

O mecanismo pelo qual a administracdo intraperitonial (i.p.) ou intravenosa
(i.v.) do Triton WR-1339 determina a ocorréncia de hiperlipidemia aguda deve-se a
inibicdo da atividade da enzima lipase lipoproteica, o que resulta no acumulo de
triglicerideos e VLDL no plasma (Janicki & Aron, 1962). Consequentemente, iSso
provoca um significativo aumento na biossintese hepatica de colesterol por estimular
a atividade da enzima HMG-CoA redutase (Goldfarb, 1978; Kuroda et al. 1997).
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Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a
forma de artigo cientifico. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discusséo dos
Resultados e Referéncias Bibliogréficas, encontram-se no préprio artigo,

estruturados de acordo com as normas da revista Journal of Pharmacy and
Pharmacology.
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4.1 Atividade hipolipidémica da administracao oral de disseleneto de difenila
na hiperlipidemia induzida por Triton WR-1339 em camundongos

4.1.1 Artigo 1

Hypolipidaemic Activity of Orally Administrated Diphenyl Diselenide in Triton WR-
1339-induced Hyperlipidaemia in Mice

Juliana Trevisan da Rocha, Adriane Speranca, Cristina Wayne Nogueira, Gilson Zeni

Journal of Pharmacy and Pharmacology 2009; 61: 1673-1679.
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Abstract

Objectives A significant association between the trace element selenium and hyper-
cholesterolaemia has been reported. This study was designed to investigate a potential
hypolipidaemic effect of diphenyl diselenide ((PhSe),) in Triton WR-1339-induced
hyperlipidaemia in mice.

Methods Triton was administered intraperitoneally (400 mg/kg) to overnight-fasted mice
to develop acute hyperlipidaemia. (PhSe), was administered orally (10 mg/kg) 30 min
before Triton. At 24 h after Triton injection, blood samples were collected to measure
plasma lipid levels. The hepatic thiobarbituric acid reactive substances and ascorbic acid
levels as well as catalase and glutathione peroxidase activity were recorded.

Key findings (PhSe), administration significantly lowered total cholesterol, non-high-
density lipoprotein-cholesterol and triglycerides, whilst it increased high-density lipoprotein-
cholesterol levels in plasma of hyperlipidaemic mice. Neither oxidative stress nor the
antioxidant effect of (PhSe), was observed in the mouse liver in this experimental protocol.
Conclusions These findings indicated that (PhSe), was able to lower plasma lipid
concentrations. Further studies are needed to elucidate the exact mechanism by which
(PhSe), exerted its hypolipidaemic effect in the management of hyperlipidaemia and
atherosclerosis.

Keywords diphenyl diselenide; hypercholesterolaemia; oxidative stress; selenium; Triton
WR-1339

Introduction

Plasma lipid levels are determined by exogenous lipid absorption and endogenous lipid
synthesis and metabolism in the body.'"! The majority of research on hyperlipidaemia has
focused on the effects of a high cholesterol diet on atherosclerosis and coronary heart
disease. However, hypercholesterolaemia could also lead to the accumulation of lipid
droplets in the liver, resulting in hepatic damage, such as steatosis.™!

The liver is a key organ for lipid metabolism since hepatic cholesterol uptake from
serum, coupled with intracellular processing and biliary excretion are important features in
the removal of excess cholesterol from the body.m The transport of excessive cholesterol
from the periphery to the liver by high-density lipoprotein (HDL) (reverse cholesterol
transport) alleviates the accumulation of cholesterol in the arterial wall, a critical step in
athel‘ogenesis.m

Taking into account that the liver plays a central role in the maintenance of systemic
lipid homeostasis, it is especially susceptible to damage by reactive oxygen species
(ROS).P! Studies have demonstrated that hyperlipidaemia reduces the hepatic antioxidant
defence system.'b'ﬂ Thus, there is a relationship between hyperlipidaemia and hepatic
oxidative damage.

Correspondence: Gilson Zeni, The biochemistry and pharmacology of the trace element selenium (Se) is a subject of
Departamento de Quimica, intense current interest, particularly from the viewpoint of public health.”™ Se is largely
Centro de Ciéncias Naturais e known to develop its biological activity as an integral part of several peroxidases and redox
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. ; enzyme systems, which protect cells from oxidative stress. ' Some studies have related
de Santa Maria, Santa Maria, 7 7

CEP 97105-900, RS, Brazil. the selenium status to increased plasma cholesterol concentration.!"''*! Dhingra and
(4] reported the therapeutic potential of Se supplementation in lipid metabolism, by
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demonstrating that | ppm Se supplementation down regu-
lated apolipoprotein B and 3-hydroxy-3-methylglutaryl
coenzyme A (HMG-CoA) reductase expression, a rate con-
trolling enzyme in the cholesterol biosynthesis in animals,
during hypercholesterolaemia in rats.

The interest in organoselenium pharmacology has
increased in the last decade due to a variety of organosele-
nium compounds that possess biological activity.!"” In
accordance, a number of novel pharmaceutical agents which
are selenium-based or which target specific aspects of
Se metabolism are under deve]opmem.“m In addition to
their antioxidant property, Se compounds have been found to
have neuroprotective, antinociceptive and anti-inflammatory
pl‘operties.”f'*'x]

Diphenyl diselenide (PhSe),, an organoselenium com-
pound, has been reported as a potential pharmacological and
antioxidant agent."* Of particular importance, (PhSe)»
inhibits lipid peroxidation in human isolated LDL in vitro.
The protective effect of (PhSe), against Cu**-induced loss of
tryptophan tluorescence indicated that, besides its beneficial
etfects against oxidation of lipid moieties of LDL, this
organoselenium compound prevented the oxidation of
protein moieties of human LDL, pointing to an additional
mechanism that could contribute to the inhibition of the
atherogenic process.“l’ !

Triton WR-1339 (an oxyethylated tertiary octyl phenol
formaldehyde polymer), one of the well known nonionic
detergents, has been used widely to produce acute hyperli-
pidaemia in animal models.**!! Thus, this study was
designed to investigate a potential hypolipidaemic effect of
(PhSe); on Triton WR-1339-induced acute hyperlipidaemia
in mice.

An important property of a compound that may affect
hyperlipidaemia is its antioxidant capacity. Considering that
liver is the major organ responsible for cholesterol transport,
metabolism and excretion, it is reasonable to study hepatic
lipaemic-oxidative disturbances in hypercholesterolaemia.
Kumar ¢ al.”! demonstrated that there was a significant
increase in hepatic markers of oxidative damage, such as
lipid peroxidation, accompanied by deteriorating enzymatic
and nonenzymatic antioxidant status in rats fed a high
cholesterol diet for 30 days. These findings were suggestive
of signifying heightened oxidative injury in the liver. Thus,
another objective of this study was to evaluate whether
Triton WR-1339-induced acute hyperlipidaemia in mice
altered some parameters of oxidative damage in the hepatic
tissue and to assess whether the antioxidant effect of (PhSe),
was related to this process.

Materials and Methods

Chemicals

(PhSe), was prepared and characterized in our laboratory by
the method previously described by Paulmier.”?! Analyses of
the 'H nuclear magnetic resonance (NMR) and BC NMR
spectrum showed that (PhSe), obtained presented analytical
and spectroscopic data in full agreement with its assigned
structure. The chemical purity of the compound (99.9%) was
determined by gas chromatography/high-performance liquid
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chromatography. (PhSe), is a solid compound, very stable
and can be stored in the laboratory in a simple flask for a
long time. (PhSe), was dissolved in canola oil. Triton
WR-1339 (Tyloxapol) was purchased from Sigma-Aldrich
(St Louis, MO, USA) and was dissolved in saline solution
(pH 7.4). All other chemicals were of analytical grade and
obtained from standard commercial suppliers.

Experimental animals

Male adult Swiss mice (25-35 g) from our own breeding
colony were used. The animals were kept on a 12 h light/
dark cycle, at room temperature (22 = 2°C), with free access
to food and water. All experiments were approved by and
supervised under “The Ethic Committee for Animal and
Human Experiment’ according to the declaration of Helsinki
1975. All efforts were made to minimize suffering and to
reduce the number of animals used in the experiments.

Experimental design

Mice were fasted for 12 h and then divided into four groups.
Group 1, control (n = 6): mice received canola oil (10 ml/kg,
p.0.) 30 min before saline (2.5 ml/kg, i.p.). Group 2, (PhSe),
(n = 6): mice received (PhSe), (10 mg/kg; 10 ml/kg, p.o.)
30 min before saline (2.5 ml/kg, i.p.). Group 3, Triton (n =
5): mice received canola oil (10 ml/kg, p.o.) 30 min before
Triton WR-1339 (400 mg/kg, 2.5 ml/kg. i.p.).! Group 4,
(PhSe), + Triton (n = 6): mice received (PhSe), (10 mg/kg;
10 ml/kg, p.o.) 30 min before Triton WR-1339 (400 mg/kg,
2.5 ml/keg, i.p.).

All animals remained in a fasted state for the duration of
the experiment (36 h). At 24 h after the Triton injection,
blood samples were collected directly from the ventricle of
the heart in anaesthetized animals, using heparin as the
anticoagulant, and plasma was separated by centrifugation
(2400g) for 15 min. Subsequently mice were killed by
decapitation. The livers were quickly removed and homo-
genized in 50 mm Tris-HCl, pH 7.4 (1/10, w/v). The
homogenate was centrifuged at 2400g at 4°C for 15 min
and a low-speed supernatant fraction (S;) was used for
assays.

Measurement of plasma lipid

Plasma total cholesterol, high-density lipoprotein (HDL)-
cholesterol and triglycerides were determined by enzymatic
colorimetric methods using commercial kits (Labtest Diag-
nostica, MG, Brazil). Non-HDL values were obtained by the
difference between total cholesterol and HDL-cholesterol
levels. Plasma lipid levels were expressed as mg/dl.

Determination of hepatic oxidative stress
parameters

Thiobarbituric acid reactive species

Thiobarbituric acid reactive species (TBARS), a measure
of lipid peroxidation, were determined as described by
Ohkawa et al.! A sample of S; was incubated with 0.8%
thiobarbituric acid (TBA), acetic acid buffer pH 3.4 and 8.1%
sodium dodecyl sulfate for 2 h at 95°C. The colour reaction
was measured at 532 nm. TBARS level was expressed as
nmol malondialdehyde (MDA)/mg protein.
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Nonenzymatic antioxidant defence

Ascorbic acid determination was performed as described by
Jacques-Silva er al.*¥1 S| was precipitated in 10 vol cold 4%
trichloroacetic acid solution. A portion of the sample in a
final volume of 1 ml of the solution was incubated at 38°C
for 3 h, then 65% H>SO, (v/v) was added to the medium. The
reaction product was determined using colour reagent
containing 4.5 mg/ml dinitrophenyl hydrazine and CuSO,
(0.075 mg/ml). The colour reaction was measured spectro-
photometrically at 520 nm. Ascorbic acid content was
expressed as pg ascorbic acid/g tissue.

Antioxidant enzymatic defences

The activity of catalase and glutathione peroxidase (GPx)
was determined. Catalase activity in S; was assayed spectro-
photometrically by the method of Aebi®¥, which involved
monitoring the disappearance of H>O, in the presence of S
at 240 nm. A sample of S; was added to 50 mm potassium
phosphate buffer pH 7.0 and the enzymatic reaction was
initiated by adding H,O,. One unit of enzyme was defined as
the amount of enzyme required for monitoring the disap-
pearance of H,O,. The enzymatic activity was expressed as
Unit (U)/mg protein (I U decomposes 1 gmol H,O,/min at
pH 7 at 25°C).

GPx activity in S; was assayed spectrophotometrically
by the method of Wendel ), through the glutathione/
NADPH/glutathione reductase system, by the dismutation
of H,05 at 340 nm. S; was added in the glutathione/NADPH/
glutathione reductase system and the enzymatic reaction was
initiated by adding H,O5. In this assay, the enzyme activity is
indirectly measured by means of NADPH decay. H,0O, is
decomposed, generating glutathione disulfide (GSSG) from
glutathione. GSSG is regenerated back to glutathione by
glutathione reductase present in the assay medium at the
expense of NADPH. The enzymatic activity was expressed
as nmol NADPH/min per mg protein.

Protein determination

Protein concentration was measured by the method of
Bradford™”!, using bovine serum albumin as the standard.

Statistical analysis

The results were presented as the means £ SEM. The
statistically significant difference between groups was calcu-
lated by means of two-way analysis of variance followed by
Duncan’s test when necessary. Probability values less than
0.05 (P < 0.05) were considered as statistically significant.

Results

Measurement of plasma lipid

Two-way analysis of variance of cholesterol total data
yielded a significant Triton WR-1339 x (PhSe), interaction
(Fi 19 = 6.200; P < 0.05). Post-hoc comparisons demon-
strated that Triton WR-1339 increased plasmatic cholesterol
total levels in mice (2.4-times higher than the control group).
(PhSe), pretreatment was effective in preventing the increase
of cholesterol total levels caused by Triton WR-1339
injection in mice (e.g. Figure 1a).
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Two-way analysis of variance of HDL-cholesterol levels
showed a significant Triton WR-1339 x (PhSe), interaction
(F.19=4.585; P <0.05). Post-hoc comparisons demonstrated
that Triton WR-1339 decreased plasmatic HDL-cholesterol
levels in mice (2.0-times lower than the control group).
(PhSe), pretreatment increased HDL-cholesterol levels
reduced by Triton WR-1339 injection in mice (e.g. Figure 1b).

Two-way analysis of variance of non-HDL-cholesterol
levels yielded a significant Triton WR-1339 x (PhSe), inter-
action (Fy 0 = 12.523; P < 0.05). Post-hoc comparisons
demonstrated that Triton WR-1339 increased plasma non-
HDL-cholesterol levels in mice (6.3-times higher than the
control group). (PhSe), pretreatment was effective in
preventing the increase of non-HDL-cholesterol levels
caused by Triton WR-1339 injection in mice (e.g. Figure Ic).

Two-way analysis of variance of triglyceride data re-
vealed a significant Triton WR-1339 x (PhSe), interaction
(F1.19=5.606; P <0.05). Post-hoc comparisons demonstrated
that Triton WR-1339 increased the plasma triglycerides
levels in mice (19.7-times higher than the control group).
Oral administration of (PhSe)> in mice avoided the increase
of triglyceride levels induced by Triton WR-1339 injection
(e.g. Figure 1d).

Determination of hepatic oxidative stress
parameters

Two-way analysis of variance of TBARS, ascorbic acid,
catalase and GPx data showed that neither (PhSe)» nor Triton
WR-1339 changed any of these parameters in livers of tested
mice (Table 1).

Discussion

The purpose of this study was to demonstrate the
hypolipidaemic effect of oral administration of (PhSe), on
Triton WR-1339-induced hyperlipidaemia in mice. A single
oral dose of (PhSe), was able to prevent the augmentation
of total cholesterol, non-HDL-cholesterol and triglyceride
levels as well as to increase HDL-cholesterol levels in
hyperlipidaemic mice.

The nonionic detergent, Triton WR-1339, has been used
widely to block the uptake of triacylglycerol-rich lipopro-
teins from plasma by peripheral tissues to produce acute
hyperlipidaemia in animal models, which are often used for a
number of objectives, in particular for screening natural or
chemical hypolipidaemic dmgs.“'ln'gl'w Experimental evi-
dence supports the concept that Triton WR-1339 physically
alters very low density lipoproteins (VLDL), rendering them
refractive to the action of lipolytic enzymes of blood and
tissue.?”! This prevents or delays their removal from blood
and secondarily stimulates the hepatic cholesterol biosynth-
esis, enhancing the hyperlipidaemia.”m

In this study, the levels of total cholesterol, non-HDL-
cholesterol and triglycerides were increased 24 h after a
single Triton WR-1339 injection in mice. The results
demonstrated here were in accordance with those reported
by others."*' Morcover, (PhSe),. given by the oral route
to mice, presented a hypolipidaemic effect by preventing
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Effect of Triton WR-1339 and diphenyl diselenide on plasma lipid levels in mice. (a) Total cholesterol. (b) high-density lipoprotein

(HDL)-cholesterol, (¢) non-HDL-cholesterol, and (d) triglyceride levels from plasma of male adult mice. (PhSe),. diphenyl diselenide. Data are
reported as means -+ SEM for five to six animals per group. *Compared with control group; *compared with Triton group, P < 0.05 (two-way analysis

of variance/Duncan).

Table 1

Effect of Triton WR-1339 and diphenyl diselenide on parameters of oxidative stress from liver of male adult mice

TBARS
(nmol MDA/mg protein)

Treatment group

Ascorbic acid
(peg ascorbic acid/g tissue)

Catalase
(U/mg protein)

Glutathione peroxidase
(nmol NADPH/min per mg protein)

Control 33.11 £4.71 328.17 £ 10.78 29.75 £ 5.68 108.23 £5.26
(PhSe), 3411 £7.88 341.24 £ 22,90 29.03 £3.90 114.13 £ 8.01
Triton 40.18 £ 6.44 324.69 £ 26.82 33.59 £ 6.15 111.14 £7.33
(PhSe), + Triton 37.18 £8.75 364.05 £ 11.28 27.65+445 106.92 + 12.87

(PhSe),, dipheny! diselenide; TBARS, thiobarbituric acid reactive substances. Data are reported as mean £ SEM for five to six animals per group.

the augmentation of total cholesterol, non-HDL-cholesterol
and triglyceride levels in a Triton WR-1339-induced hyper-
lipidaemic model.

It has been postulated that high levels of HDL-cholesterol
are associated with a reduced amount of atherosclerotic
disease.”!! The HDL-cholesterol fraction may down regulate
the total cholesterol via reverse cholesterol transport to the
liver, i.e. the HDL fraction increases the cholesterol
elimination from tissues and facilitates the cholesterol
transport to the liver. Accordingly, Wojcicki et al.B?!
reported an increase in HDL-cholesterol fraction on Se
supplementation. In this way, it should be plausible to expect
that (PhSe), could augment HDL-cholesterol levels. Despite
this, our data revealed that (PhSe); itselt was not capable of
increasing significantly HDL-cholesterol levels, although it

had raised HDL-cholesterol to control levels in Triton
WR-1339-induced hyperlipidaemia in mice.

Oxygen free radicals or, more generally. reactive oxygen
species (ROS), are the products of normal metabolic and
signal-transduction events within a cell but free radical
oxidation is responsible for the degradation of fatty acids and
their esters in biological membranes and lipoproreins.[m
Consequently, this oxidation may also play a role in
pathologic processes. Stokes et al. B reported that ROS
levels in hypercholesterolaemia were higher than in the
normal state. In agreement with this, Oh et al'® found that
18 h after Triton WR-1339 administration to mice, the level
of plasma TBARS was increased and the activity of two
hepatic detoxicating enzymes, catalase and GPx, were
decreased compared with the control group. Conversely, in
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this study the hepatic markers of oxidative stress were not
altered in mice treated with Triton WR-1339. The unconfor-
mity between results presented herein and the data from Oh
et al'™ could be attributed to differences in the protocol of
exposure, in other words, the different time of exposure to
Triton WR-1339. In fact, in the experimental protocol carried
out in this study, blood was collected from mice 24 h after
Triton WR-1339 administration.

Although the mechanism involved in the hypolipidaemic
effect of (PhSe), has yet to be fully elucidated, its antioxidant
property in liver was not demonstrated in this experimental
protocol, since results from this study did not show any
oxidative alteration in hepatic parameters tested. It is important
to consider that liver TBARS and antioxidant defences are
likely to have minimal effects on the cholesterol formation or
tissue/vascular uptake of cholesterol because these are
essentially two separate phenotypes with little correlation to
the other. Therefore, we should not rule out that the antioxidant
effect plays a role in (PhSe),-reduced hyperlipidaemia. In fact,
the experimental design assesses no correlation of liver
TBARS/antioxidant defences with altered blood lipids,
indicating that the antioxidant action of (PhSe), could be
dischargedinliver, but notnecessarily in blood or other tissues.

(PhSe), has been reported as an organoselenium compound,
which presents thiol peroxidase-like activity in vitro.'!
In-vivo, (PhSe), increased the levels of ascorbic acid and
glutathione and the activity of glutathione S-transferase in lungs
of rats.*>®! However, in this study the (PhSe), effect on the
basal levels of ascorbic acid were not demonstrated. This lack
of (PhSe), effect could be explained by a possible tissue
specific action, but this study is in accordance with Santos
et al®"" who verified no changes on ascorbic acid content in
liver of mice after (PhSe), treatment.

Literature data have reported that chalcogen compounds,
containing selenium or tellurium, inhibit human squalene
monooxygenase, the second enzyme in the downstream
pathway for cholesterol biosynthesis.”x'm The inhibition of
squalene monooxygenase by selenium results from binding
to one or more critical sulfhydryl groups on the enzyme.*”!
Since the mechanism by which Triton WR-1339 caused
hyperlipidaemia in mice involved the prevention or delay of
VLDL removal from blood and secondarily the stimulation
of hepatic cholesterol biosynthesis, it could be speculated
that the inhibition of squalene monooxygenase, which
resulted in reduction of cholesterol biosynthesis, by (PhSe),
could have been involved in its hypolipidaemic effect, 23]
In accordance, we have reported that a structural analogue of
(PhSe),. (PhTe),, produced a significant decrease in the
plasma cholesterol levels in rats.*!

Cholesterol homeostasis in the body is maintained
primarily by the liver through the regulation of LDL receptor
(LDL-R) and HMG-CoA reductase that affect exogenous
uptake and endogenous synthesis of cholesterol, respec-
[ively.“”ﬂ So, another possible explanation for the hypolipi-
daemic action of (PhSe), is related to HMG-CoA reductase
activity. In fact, HMG-CoA reductase, a rate-limiting step in
cholesterol biosynthesis, possesses cysteine residues and is
subject to regulation by thiol-disulfide exchange. Nassir
et alMM reported that Se deficiency led to increased HMG-
CoA reductase activity in rats, that in turn resulted in
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increased endogenous cholesterol synthesis. In agreement,
Dhingra and Bansal!'*! demonstrated that 1 ppm Se supple-
mentation was responsible for downregulation of HMG-CoA
reductase expression during hypercholesterolaemia.

A balance between therapeutic versus toxicological effects
of a compound is an important parameter when evaluating its
usefulness as a pharmacological drug. The increased selenium
bioaccumulation may be related to its ability to substitute
sulfur in methionine to form the analogue, selenomethionine;
the latter is directly incorporated into protein and so enhances
the chance of its tissue accumulation.?! Moreover, at the
molecular level, selenium toxicity has been attributed to the
oxidation of thiols of biological importance.'“] In this sense, it
is important to mention that the liver is the major target organ
of selenium roxiciry,m] Presumably this chronic type of
poisoning is the result of prolonged ingestion of 10-30 ppm
selenium, but in this study. (PhSe), was used in a subtoxic dose
(10 mg/kg e.g. 5.1 ppm Se).! !

Furthermore, it has been known for a long time that
inorganic selenium is highly toxic to several species of
mammals.**! However the methylated selenium is more
easily excreted than inorganic selenium, resulting in lower
tissue selenium levels and subsequent lower mxiciry.“f’] In
line with this, previous results from our research group have
demonstrated that (PhSe)», an organoselenium compound,
has potential toxic effects only when animals are exposed to
high doses, affecting the central nervous system of mice and
causing impairment of glutamatergic transmission as well as
liver and renal toxicity."”! Reinforcing this idea, results from
Meotti et al."*® indicated that subchronic exposure to (PhSe),
at high doses (94 mg/kg) induced minor toxicological etfects
in rats. In addition, it is very important to mention that
(PhSe), does not induce toxic effects at doses in which it has
pharmacological effects.

In this context, the toxicity of selenium compounds not
only depends on the chemical form and the quantity of the
element consumed, but also on a variety of other factors
including species, age, physiological state, nutrition and
dietary interactions, and the route of administration, !

Conclusions

A single oral administration of (PhSe), was able to prevent
the augmentation of plasma total cholesterol, non-HDL-
cholesterol and triglyceride levels as well as to restore the
HDL-cholesterol level in a Triton WR-1339-induced model
of hyperlipidaemia in mice. The antioxidant effect of (PhSe),
in liver was not observed in this experimental protocol.
Further studies are needed to elucidate the exact mechanism
by which (PhSe), exerted its hypolipidaemic effect, and its
effect on atherosclerosis, since this organochalcogen has the
potential to be a candidate for the development of a new
hypolipidaemic drug.
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5 DISCUSSAO

Normalmente, o colesterol serve como elemento estrutural nas membranas
celulares, sendo também empregado como precursor para a sintese de acidos
biliares no figado, hormdnios esterbdides nas glandulas endocrinas e vitamina D na
pele (Oh et al.,, 2006). Entretanto, desordens no metabolismo do colesterol bem
como dos demais lipidios presentes no plasma sangtiineo estdo associadas com o
desenvolvimento de uma série de patologias, dentre elas doencas cardiovasculares,
obesidade, diabetes, hipertensdo e esteatose hepética. Por essa razdo, 0s
organismos desenvolveram sofisticados mecanismos regulatérios, através dos quais
a homeostase do metabolismo lipidico € mantida por meio da regulacdo da ingesta
pela dieta, controle da biossintese hepatica, transporte e catabolismo (Muscat et al.,
2002).

O Triton WR-1339, um detergente ndo idnico, provoca um significativo
aumento na sintese hepatica de colesterol (Frantz e Hinkelman, 1955; Bucher et al.,
1959) e na atividade da enzima HMG-CoA redutase (Goldfarb, 1978; Kuroda et al.,
1997) em roedores 24 horas ap6s sua administrac@o pelas vias intraperitoneal (i.p.)
ou intravenosa (i.v.). Simultaneamente, observa-se um répido acumulo de
triglicerideos e colesterol no plasma (Friedman & Byers, 1957) como consequéncia
ao fato de a atividade da enzima lipase lipoproteica estar diminuida (Janicki & Aron,
1962) em funcao das alteracdes na constituicao fisica das lipoproteinas (Friedman &
Byers, 1953). Uma vez que o Triton WR-1339 bloqueia o retorno das lipoproteinas
ou dos seus produtos de degradacdo ao figado, isso estimula a biossintese de
colesterol (Frantz & Hinkelman, 1955; Scanu & Page, 1962). Dessa forma, o
emprego do Triton WR-1339 constitui um modelo bastante interessante para o
estudo de compostos com funcao hipolipemiante (Goldfarb, 1978; Oh et al., 2006;
Harnafi et al., 2008).

Nesse sentido, o objetivo do presente trabalho consistiu em demonstrar o
efeito hipolipidémico de uma Unica administracdo oral do (PhSe),, um composto
organico de Se, no modelo de hiperlipidemia aguda induzida pela injecéo i.p. de
Triton WR-1339 em camundongos. Os resultados obtidos evidenciaram que o
(PhSe), foi capaz de prevenir o aumento nos niveis de colesterol total, colesterol
ndo-HDL e triglicerideos bem como aumentar os niveis de HDL-colesterol no plasma

de camundongos hiperlipidémicos.
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A dose de (PhSe), (10 mg/kg) utilizada neste trabalho foi escolhida em funcao
de sua baixa toxicidade, uma vez que Prigol et al. (2009) demonstraram que a dose
desse composto organico de Se que provoca efeitos neurotoxicos em camundongos
€ 50 vezes maior que a empregada no presente estudo. Também € necessario
mencionar que o tempo escolhido para o pré-tratamento com o (PhSe), (30 minutos
antes da injecdo do Triton WR-1339) estd baseado no tempo que esse
organocalcogénio demora para atingir sua concentracdo maxima no plasma, a qual
é verificada meia hora apés sua administracao pela via oral (Prigol et al., 2009).

No que diz respeito a relacdo existente entre os niveis de colesterol
plasméticos e o micronutriente Se, Nassir et al. (1997) sugerem que o possivel
mecanismo que poderia estar envolvido na hipercolesterolemia observada durante a
deficiéncia de Se diz respeito a um provavel aumento na atividade da enzima HMG-
CoA redutase, uma vez que ela corresponde ao principal ponto de regulagédo na
biossintese do colesterol. A atividade da HMG-CoA redutase esta sujeita a multiplos
mecanismos regulatorios, incluindo a sintese e degradacéo de proteinas, o controle
endocrino por diferentes hormonios, e a fosforilagdo/desfosforilacdo (Nassir et al.,
1997). Além disso, considerando que a HMG-CoA redutase possui residuos de
cisteina, sua atividade também pode ser regulada por meio de trocas tiol-dissulfeto
(Bunce, 1993). Corroborando com os dados anteriores, Landen e Porter (2001) e
Gupta e Porter (2002) evidenciaram que compostos organocalcogénios inibem a
atividade da enzima esqualeno monooxigenase, outra enzima bastante importante
na via de biossintese do colesterol.

Por esse motivo, torna-se plausivel sugerir que o efeito hipolipidémico do
(PhSe), pode estar relacionado com a capacidade que 0os compostos organicos de
Se possuem de oxidar grupamentos tidis (Nogueira et al., 2004). Dessa forma, seria
provavel que a diminuicdo dos niveis plasmaticos de colesterol verificada pelo
presente trabalho pudesse ser devida a uma inibicdo da atividade de enzimas chave
para a biossintese do colesterol por meio da ligacdo do Se a grupos sulfidrila criticos
para o funcionamento de tais enzimas.

Os resultados obtidos pelo presente trabalho demonstraram ainda que a
administragdo de (PhSe), restaurou os niveis de HDL-colesterol nos camundongos
gue receberam a injecdo de Triton WR-1339. Embora Wojcicki et al. (1991) tenham

demonstrado que a suplementacdo com Se é capaz de aumentar oS niveis dessa
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lipoproteina no soro, no presente estudo n&o foi observado o aumento dos niveis de
HDL-colesterol per se.

A principal forma de tratamento para combater a hipertrigliceridemia reside no
uso de fibratos, os quais apresentam um complexo mecanismo de acéo, incluindo o
aumento da atividade da enzima lipase lipoprotéica (Yuan et al., 2007). Estudos
conduzidos no intuito de avaliar alteracdes no perfil lipidico e na atividade de
algumas enzimas do metabolismo dos lipidios em modelos de hepatoma
(Thirunavukkarasu et al., 2002) e cancer de mama (Chidambaram & Baradarajan,
1995) demonstraram que o tratamento com Se na forma de selenito de sodio
diminuiu as concentracdes de triglicerideos bem como dos demais lipidios presentes
no plasma, exceto HDL-colesterol. Além disso, ambos os trabalhos evidenciaram um
aumento na atividade da enzima lipase lipoprotéica, fato que pode ter contribuido
para a diminuicdo dos niveis de triglicerideos.

Acerca da associagdo existente entre hipercolesterolemia e estresse
oxidativo, Stokes et al. (2002) evidenciaram que o estado de hipercolesterolemia,
além de aumentar os niveis de EROS, também provoca efeitos negativos em varias
funcdes do sistema cardiovascular. Consegientemente, verifica-se um aumento na
vulnerabilidade do tecido endotelial frente a condi¢Bes isquémicas e inflamatorias.
Em acréscimo a isso, Kumar et al. (2006) demonstraram aumentos nos niveis de
malondialdeido, proteina carbonilada e 8-hidroxi-2-deoxiguanosina (todos
marcadores de estresse oxidativo) bem como prejuizos as defesas antioxidantes no
tecido hepatico de ratos hipercolesterolémicos. Por essa razéo, seria natural esperar
que houvesse um aumento na peroxidacdo lipidica, bem como a diminuicdo das
defesas antioxidantes em camundongos com hipercolesterolemia induzida pela
administracao de Triton WR-1339. Contudo, no protocolo experimental empregado
no presente trabalho, ndo foi possivel evidenciar alteracbes nos niveis de
peroxidacao lipidica nem nas defesas antioxidantes analisadas em tecido hepatico.

Em adicéo a seu efeito hipolipemiante, outro aspecto que torna o (PhSe), um
candidato em potencial a ser empregado no tratamento das dislipidemias diz
respeito a sua capacidade de inibir in vitro a peroxidagdo lipidica bem como a
oxidacdo das moléculas de proteina presentes no LDL-colesterol humano,
fornecendo, dessa maneira, um mecanismo adicional contra o desenvolvimento de

aterosclerose (de Bem et al., 2008).
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6 CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados nesta dissertacdo, € possivel
concluir que:

o Uma dnica administracdo oral de (PhSe), foi capaz de prevenir o
aumento dos niveis de plasmaticos de colesterol total, ndo HDL-
colesterol e triglicerideos, bem como restaurar os niveis de HDL-
colesterol em camundongos com hiperlipidemia induzida por Triton
WR-1339;

o No protocolo experimental utilizado no presente trabalho ndo foi
possivel observar o efeito antioxidante do (PhSe), no figado de
camundongos uma vez que a adminstracdo de Triton WR-1339 nao
provocou alteracdes nos marcadores hepaticos de estresse oxidativo
estudados.
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7 PERSPECTIVAS

Considerando os resultados obtidos com esta dissertacdo, as perspectivas do

presente trabalho dizem respeito a:

o Determinar se a adminstracdo i.p. de Triton WR-1339 € capaz de

provocar alteracdes nos marcadores plamaticos de estresse oxidativo;

o Avaliar se o (PhSe), reduz a peroxidacdo lipidica no plasma de

camundongos com hiperlipidemia induzida por Triton WR-1339;

o Investigar o mecanismo através do qual o (PhSe), exerce seu efeito
hipolipidémico.
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