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A menopausa caracteriza-se pela suspensão irreversível da função ovariana, com 

declínio da produção de hormônios estrogênicos. A falta desses hormônios culmina no 

aparecimento de alterações metabólicas, cognitivas e comportamentais. Por essa razão, 

entender de que maneira a depleção de hormônios ovarianos contribui para o surgimento dos 

sintomas característicos da menopausa pode ser extremamente útil para o desenvolvimento de 

tratamentos alternativos à terapia de reposição hormonal. Nesse contexto, os dados aqui 

apresentados demonstram que ratas Wistar ovariectomizadas que foram tratadas com 

disseleneto de difenila [(PhSe)2] na dose de 5 mg/kg uma vez ao dia durante um período de 30 

dias possuíam reduzidos níveis plasmáticos de triglicerídeos e aumentados níveis de HDL 

quando comparadas as ratas controle não ovariectomizadas. Além disso, a administração de 

(PhSe)2 foi capaz de reduzir o ganho de peso e o acúmulo de gordura abdominal nas ratas 

ovariectomizadas. Também foi observado que o tratamento com (PhSe)2 melhorou parâmetros 

hepáticos relacionados a estresse oxidativo nas ratas ovariectomizadas (níveis de ácido 

ascórbico e glutationa reduzida (GSH) e atividade das enzimas glutationa S-transferase e 

catalase). O tratamento com (PhSe)2 na dose de 5 mg/kg uma vez ao dia durante um período 

de 30 dias também melhorou o desempenho das ratas Wistar ovariectomizadas no teste do 

Labirinto Aquático de Morris, possivelmente por impedir o aumento da atividade da enzima 

acetilcolinesterase cerebral observado nas ratas ovariectomizadas. Dessa forma, os resultados 

sugerem um possível efeito benéfico do (PhSe)2 para o tratamento do declínio cognitivo 

associado a menopausa. Ainda com relação aos sintomas apresentados pelas mulheres durante 

a menopausa, dados da literatura mostram que a transição para a menopausa associa-se a um 

risco aumentado para o aparecimento de sintomas do tipo depressivos. Com base nisso, foi 

evidenciado que fêmeas ovariectomizadas de camundongos Swiss submetidas a um protocolo 

de estresse sub-crônico apresentavam aumento no tempo de imobilidade nos testes de 

Suspensão da Cauda e do Nado Forçado, ambos preditivos de comportamento do tipo 

depressivo.Também foi observado que esse prolongamento no tempo de imobilidade 

apresentado pelas fêmeas ovariectomizadas foi prevenido pelo tratamento com (PhSe)2 na 

dose de 10 mg/kg administrado 30 minutos antes de cada exposição ao protocolo de estresse. 

Além disso, evidenciou-se o envolvimento dos receptores de serotonina do tipo 5-HT2A/2C e 5-

HT3 no efeito do tipo antidepressivo apresentado pelo (PhSe)2. Embora o (PhSe)2 tenha 

inibido a atividade de ambas isoformas da enzima monoamino oxidase (MAO-A e MAO-B) 

in vitro, não foi observada inibição da atividade de tais enzimas quando sua atividade foi 

determinada ex vivo. Com base nesses resultados sugere-se que o tratamento com (PhSe)2 

pode influenciar aspectos relacionados ao humor e ao comportamento em mulheres no 
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período pós-menopausa. No intuito de elucidar os mecanismos envolvidos no efeito 

hipocolesterolêmico do (PhSe)2 em culturas de células HepG2 observou-se que este composto 

orgânico de selênio leva a um aumento nos níveis de receptores de LDL e a um aumento no 

estado de ativação da enzima adenosina monofosfato (AMP) quinase (AMPK), sem inibir 

diretamente a atividade da HMG-CoA redutase. Esses resultados corroboram com os achados 

de outros trabalhos, os quais demonstram um efeito hipocolesterolêmico do (PhSe)2 in vivo. 

Além disso, também foi buscado um possível mecanismo para o efeito hipoglicemiante 

apresentado pelo (PhSe)2 em trabalhos anteriores: resultados obtidos a partir de culturas de 

células L6 (células de músculo esquelético de ratos), sugerem que o (PhSe)2 aumenta a 

translocação do transportador de glicose 4 (GLUT4) do citosol para a membrana celular 

devido a um aumento no estado de ativação da enzima AMPK. Em conclusão, o conjunto de 

resultados apresentado nesta tese aponta o uso do (PhSe)2 como uma terapia alternativa 

bastante promissora para o tratamento de algumas das principais conseqüências da 

menopausa, a saber aumento no ganho de peso, dislipidemia, prejuízos cognitivos e 

ocorrência de episódios depressivos. Entretanto, faz-se importante mencionar que os efeitos 

globais do (PhSe)2 ainda precisam ser melhor caracterizados no intuito de verificar a 

existência de possíveis efeitos adversos. 

  

 

Palavras-chave: Ovariectomia. Dislipidemia. AMPK. Prejuízo cognitivo. Episódios 

depressivos. Disseleneto de difenila. 
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The physiological state of menopause is characterized by an irreversible loss of 

ovarian function, with a resulting decrease in estrogen production, leading to the appearance 

of metabolic, cognitive, and behavioral alterations. For this reason, understanding how the 

decrease in the estrogen production contributes to the progress of menopausal symptoms can 

be very useful for the development of alternative therapies than hormone replacement therapy. 

In this context, the data show that ovariectomized Wistar rats treated with (PhSe)2 at a dose of 

5 mg/kg once a day for 30 days presented lower plasma triglyceride levels and increased HDL 

levels when compared to control ones. Moreover, (PhSe)2 administration reduced the weight 

gain and fat abdominal accumulation induced by ovariectomy. It was also observed that 

(PhSe)2 treatment improved hepatic oxidative stress parameters in ovariectomized rats 

(ascorbic acid and reduced glutathione levels, and glutathione S-transferase and catalase 

activities). Additionally, (PhSe)2 treatment at a dose of 5 mg/kg once a day for 30 days 

improved the performance of ovariectomized Wistar rats in the Morris Water Maze test, 

possibly by inhibiting the increase in brain acetylcholinesterase activity induced by 

ovariectomy. The present results suggest a promising role of (PhSe)2 against the cognitive 

decline related to menopause. The transition to menopause is associated with an increased risk 

of depressed mood. On this bases, the obtained results demonstrate that the prolongation of 

immobility time in the tail suspension test and forced swimming test in ovariectomized mice 

submitted to subchronic stress protocol was prevented by (PhSe)2 treatment at a dose of 10 

mg/kg. It was also found a possible involvement of the serotonin system in this effect, 

demonstrated by the modulation of 5-HT2A/2C and 5-HT3 receptor subtypes. Although (PhSe)2 

had inhibited in vitro monoamine oxidase A and B activities, treatment of ovariectomized 

mice with (PhSe)2 did not alter neither MAO-A nor MAO-B ex vivo activity. These findings 

suggest that (PhSe)2 treatment could influence mood and behavior in postmenopausal women. 

In order to investigate a possible mechanism of action for the hypocholesterolemic effect of 

(PhSe)2 it was observed that (PhSe)2 treatment increases the LDL receptor levels and augment 

the adenosine monophosphate (AMP)-activated kinase (AMPK) activation state without 

inhibiting directly 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase (HMGR) enzyme 

activity in HepG2 cell cultures. These findings are in accordance with those from in vivo 

studies previously published. In addition, L6 skeletal muscle cells treated with (PhSe)2 

presented an augment in glucose transporter 4 (GLUT4) translocation from the cytosol to the 

cell membrane via an increase in AMPK phosphorylation state, which could be linked to the 

hypoglycemic properties presented by (PhSe)2 in other studies. In conclusion, the body of 
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evidence presented in this thesis points to the use of (PhSe)2 as a promising alternative 

therapy for the management of postmenopausal symptoms. However, it is important to 

mention that the global net effects of (PhSe)2 still need to be better described in order to 

identify possible negative side effects. 

 

 

Key-words: Ovariectomy. Dyslipidemia. AMPK. Cognitive impairment. Depressive 

state. Diphenyl diselenide. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 Menopausa 

 

 

A menopausa pode ser caracterizada pelo progressivo declínio da função ovariana, 

resultando na diminuição da produção de estrógenos e no surgimento de alterações 

metabólicas e hormonais (Tabela 1) (McKinlay e Jeffreys, 1974; Myers et al., 1990). As 

formas naturais de estrógenos incluem o 17β-estradiol (E2), a estrona (E1) e o estriol (E3) 

(Bennink, 2004). O E2, o principal estrógeno, está envolvido em várias funções fisiológicas, 

dentre as quais, crescimento celular, homeostase energética e funcionamento do sistema 

reprodutivo (Shi e Clegg, 2009). Entre os efeitos protetores dos estrógenos encontram-se 

melhora da atividade colinérgica, redução da perda neuronal, redução nos níveis de colesterol 

e modulção da expressão do gene Apolipoproteína E (Brinton et al., 2000; Chen et al., 2002). 

 

Tabela 1 Sintomas/condições associadas à menopausa. 

Sintomas vasomotores “Ondas de calor” e suor noturno. 

Sintomas psicológicos Depressão, irritabilidade, ansiedade, oscilações 

de humor, ataques de pânico. 

Atrofia genital Ressecamento vaginal, redução da libido, 

infecções do trato urinário, dor durante o ato 

sexual. 

Osteoporose/perda de massa óssea Dor nas costas e nos joelhos, risco aumentado de 

fraturas. 

Prejuízos cognitivos Esquecimento, desorientação e dificuldade de 

concentração. 

Risco cardiovascular Palpitações, hipertensão, risco de doença arterial 

coronariana. 

Mudanças metabólicas Aumento dos níveis de colesterol LDL e 

colesterol total. 

Outros Insônia/distúrbios do sono, dor de cabeça, fadiga, 

coceiras na pele, vertigem, visão turva, zumbidos, 

problemas digestivos e perda de cabelo. 
(Adaptado de: Borrelli F, Ernst E. 2010. Alternative and complementary therapies for the menopause. Maturitas 

66, 333–343) 

 

 

1.1.1 Menopausa, Dislipidemias e Risco Cardiovascular 
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Com o avanço da idade, as mulheres tornam-se mais susceptíveis à ocorrência de 

aterosclerose e doenças cardiovasculares associadas. A incidência dessas doenças aumenta 

consideravelmente nas mulheres após os 44 anos quando comparadas a homens de mesma 

faixa etária (Castelli, 1984). Acredita-se que a diminuição na produção de hormônios sexuais 

estrogênicos, os quais tem efeito cardioprotetor, está relacionada a uma maior incidência de 

aterosclerose bem como ao desenvolvimento de dislipidemias (Rossouw, 2002). As mudanças 

mais freqüentemente observadas no metabolismo lipídico após a menopausa são 

caracterizadas por uma mudança para um perfil mais aterogênico, isto é, aumento nos níveis 

de colesterol total, colesterol LDL (low density lipoprotein ou lipoproteínas de baixa 

densidade) e triglicerídeos, os quais são acompanhados pela diminuição nos níveis de 

colesterol HDL (high density lipoprotein ou lipoproteínas de alta densidade), o qual é 

considerado um fator de proteção contra doenças cardiovasculares (Rachoń et al., 2008). Tais 

alterações devem-se ao fato de que os estrógenos estão envolvidos no metabolismo do 

colesterol, diminuindo os níveis plasmáticos de LDL e aumentando os de HDL (El-Swefy et 

al., 2002; Bennink, 2004). 

Em decorrência do aumento nos níveis circulantes de colesterol LDL, tais 

lipoproteínas tornam-se mais susceptíveis à oxidação por radicai livres. Essas LDL oxidadas 

(oxLDL) acabam por depositar-se na parede dos vasos sangüíneos, alterando tanto a estrutura 

quanto a função das células endoteliais. Conseqüentemente, as oxLDL podem 

quimiotaticamente atrair monócitos e macrófagos para o endotélio, os quais fagocitam essas 

oxLDL originando as “células espumosas” e, por conseguinte, dando início a formação da 

placa aterosclerótica (Østerud e Bjørklid, 2003). 

Além disso, acredita-se que a queda na produção de estrógenos nas mulheres após a 

menopausa bem como naquelas que foram submetidas à remoção cirúrgica dos ovários leva a 

um aumento na atividade da enzima lipoproteína lipase (responsável por hidrolisar as 

moléculas de triglicerídeos contidas no interior das lipoproteínas) e reduzir a atividade dos 

receptores de LDL (responsáveis por remover, via endocitose, as partículas de LDL da 

corrente sangüínea para o interior dos tecidos), culminando no acúmulo de LDL na circulação 

(Wakatsuki and Sagara, 1995). 

 Dados obtidos de fêmeas de ratos na estropausa (período equivalente a menopausa 

humana) indicam, além do aumento nos níveis plasmáticos de colesterol, um aumento no 

estado de ativação da enzima 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA redutase (HMG-CoA redutase, 

principal enzima envolvida na biossíntese de colesterol) e uma diminuição na quantidade de 
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receptores de LDL presentes nas membranas celulares. Tais eventos contribuem, 

respectivamente, para aumentar a síntese endógena de colesterol e reduzir a captação de LDL 

pelos tecidos, confirmando a relação existente entre hipercolesterolemia e estropausa (Trapani 

et al., 2010). 

Também tem sido especulado que o aumento no estado de ativação da HMG-CoA 

redutase observado em fêmeas de ratos durante a estropausa seja dependente de uma menor 

ativação da enzima AMP quinase (AMPK) (Trapani et al., 2010). A AMPK é uma proteína 

quinase extremamente importante para a regulação do metabolismo energético. A menos que 

seja fosforilada por outras quinases, a AMPK encontra-se em sua forma inativa 

(desfosforilada) (Ingebritsen et al., 1978). Uma vez ativada, a AMPK favorece os processos 

catabólicos, oxidação de ácidos graxos por exemplo, e suprime processos anabólicos como a 

síntese de proteínas, glicogênio, ácidos graxos e colesterol (Lu et al., 2010). A AMPK, 

quando fosforilada inibe a síntese de colesterol e de ácidos graxos por inativar (fosforilar), 

respectivamente, as enzimas HMG-CoA redutase e acetil-CoA carboxilase (Henin et al., 

1995). Em acréscimo aos efeitos rápidos e agudos nos processos anabólicos, a ativação da 

AMPK também down regulates a síntese de ácidos graxos e a gliconeogênese a nível gênico 

(Hardie 2007). Interessantemente, no tecido muscular, a ativação da AMPK estimula a 

captação de glicose por aumentar a translocação do GLUT4 do citosol para a membrana 

celular (Kurth-Kraczek et al. 1999; Hayashi et al., 2000). 

 Por essa razão, considerando o que foi exposto até aqui, a alta incidência de doença 

arterial coronariana em mulheres no periodo pós-menopausa tem sido atribuída à diminuição 

na produção de hormônios esteroidais, pincipalmente estrógenos (Robinson et al., 1959; 

Rosenberg et al., 1981; Wakatsuki e Sagara, 1995). 

 

 

1.1.2 Menopausa e Tecido Adiposo 

 

 

Após o início da menopausa as mulheres em geral tendem a sofrer aumento de peso e 

passam a acumular gordura na região abdominal (Poehlman et al., 1995; Rachoń et al., 2008). 

Os estrógenos são reconhecidos como fatores bastante importantes para a regulação e 

deposição de tecido adiposo tanto em machos quanto em fêmeas, uma vez que o tecido 

adiposo expressa ambos os receptores α e β para este hormônio em humanos e roedores 

(Pedersen et al., 1996; Cooke e Naaz, 2004). A ativação dos receptores α é responsável por 
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modular a lipogênese no tecido adiposo via diminuição da atividade da enzima lípase 

lipoproteíca (Heine et al., 2000; Cooke e Naaz, 2004). Adicionalmente, os estrógenos podem 

indiretamente afetar a lipólise por induzir a atividade da enzima lípase hormônio-sensível, 

contribuindo para reduzir a deposição de tecido adiposo (Cooke e Naaz, 2004). 

O tecido adiposo apresenta diferenças gênero-específicas em relação a sua distribuição 

corporal. Em geral, as mulheres apresentam uma proporção maior de gordura subcutânea que 

os homens, sendo que a porcentagem média de gordura em indivíduos jovens não obesos é de 

15% para homens e 25% para mulheres (Bjorntorp 1996). Nas mulheres, ocorre um acréscimo 

considerável na deposição de gordura subcutânea a partir da puberdade, indicando que os 

estrógenos promovem preferencialmente o acúmulo de gordura subcutânea, resultante tanto 

do aumento do número de adipócitos quanto do aumento do seu tamanho. Contudo, em 

mulheres no período pós-menopausa verifica-se um maior acúmulo de gordura na região 

abdominal provavelmente decorrente da queda na produção de estrógenos (Ley et al., 1992; 

Cooke e Naaz, 2004). Corroborando com tais fatos, foi demonstrado que em fêmeas de 

roedores submetidas à cirurgia para remoção dos ovários (ovariectomia, OVX), um modelo 

animal amplamente utilizado para estudar os efeitos decorrentes da menopausa, tanto o 

acúmulo de gordura abdominal quanto o ganho de peso foram revertidos pela administração 

de estradiol (Wade et al., 1985; Wegorzewska et al., 2008). 

Estudos demonstram a existência de uma relação entre gordura corpórea e riscos de 

doença cardiovascular. Nas mulheres, geralmente o depósito de gordura ocorre nas regiões do 

quadril e das coxas, constituindo assim a chamada distribuição ginóide de gordura. Nos 

homens, o depósito de gordura acontece preferivelmente na região abdominal, a chamada 

distribuição andróide, a qual relaciona-se diretamente com o desenvolvimento de doenças 

cardiovasculares e dislipidemias, efeitos não observados na distribuição ginóide (Witteman et 

al., 1989; Ley et al., 1992; Poehlman et al., 1995; Pedersen et al., 1996).  

 

 

1.1.3 Menopausa e Estresse Oxidativo 

 

 

O termo estresse oxidativo corresponde à excessiva formação endógena de radicais 

livres, os quais podem acarretar alterações nos constituintes celulares, incluindo inativação de 

enzimas, danos às bases nitrogenadas dos ácidos nucléicos e a proteínas, bem como 

peroxidação dos lipídios de membrana (Ha et al., 2006). Nesse sentido, o estresse oxidativo 
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pode ser definido como sendo um desequilíbrio entre a produção de agentes oxidantes e 

antioxidantes, em favor dos oxidantes, com potencial para ocasionar dano celular (Sies, 

1997). 

Nesse contexto, sempre que a produção de espécies reativas de oxigênio (EROS) 

ultrapassa seu índice de decomposição, danos celulares podem ser ocasionados. Por essa 

razão, com o intuito de manter a homeostase redox, as células desenvolveram sistemas 

antioxidantes capazes de neutralizar o excesso de EROS (Halliwell  e  Gutteridge, 1999). Tais 

sistemas são compostos por enzimas como a superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), 

glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR) e por antioxidantes não-enzimáticos 

com a glutationa (GSH) e as vitaminas C e E (Fridovich, 1999). 

Dados da literatura sugerem a existência de uma relação entre níveis de estrógenos e 

estresse oxidativo (representado pelo aumento na produção de malondialdeído (MDA) e 

radicais livres) em ratas ovariectomizadas (Ha et al., 2006; Oztekin et al., 2007). Dessa forma, 

a redução na produção de hormônios pelos ovários resulta no aumento da produção de EROS, 

podendo resultar em dano ou, até mesmo, morte celular.  Sabe-se que os estrógenos 

apresentam efeito antioxidante por atuarem como scavengers de EROS, interrompendo as 

reações de oxidação de proteínas e lipídios das membranas celulares (Akçay et al., 2000). 

Embora estudos demonstrem que os estrógenos são importantes devido a suas 

propriedades antioxidantes (Huh et al., 1994; Akçay et al., 2000; Thibodeau et al., 2002; 

Topçuoglu et al. 2009; Borrás et al. 2003, 2010), alguns trabalhos tem sugerido que os 

estrógenos também podem atuar como agentes pró-oxidantes mesmo em concentrações 

fisiológicas (Thibodeau et al., 2002; Russo et al. 2003; Okoh et al.2011; Victorino et al., 

2012). 

  

  

1.1.4 Menopausa e Prejuízo Cognitivo 

 

 

Está bem definida na literatura a associação entre a redução na produção de hormônios 

sexuais no período pós-menopausa e o surgimento de prejuízos cognitivos (Woods et al., 

2000; Wolf e Kirschbaum, 2002; Shumaker et al.,  2004; Frick et al., 2010). 

Devido ao aumento na expectativa de vida, as mulheres passam uma proporção 

bastante significativa de suas vidas no período pós-menopausa. Dessa forma, muitas das 

alterações bioquímicas, estruturais e funcionais que ocorrem no cérebro feminino são 
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influenciadas pela queda na produção de estrógenos (Morrison et al., 2006). Algumas regiões 

cerebrais, como o hipocampo e o córtex pré-frontal, são susceptíveis não apenas aos danos 

decorrentes do envelhecimento, mas também são vulneráveis aos impactos da queda nos 

níveis de estrógenos circulantes (Keenan et al., 2001; Adams e Morrison, 2003; Daniel e 

Bohacek, 2010). 

Em meio a esse contexto, evidências biológicas sustentam os benefícios dos 

estrógenos tanto no funcionamento quanto na morfologia cerebral (Amelsvoort et al., 2001). 

Dentre as funções exercidas pelos estrógenos no cérebro, pode-se citar indução do 

crescimento neuronal (Ferreira e Caceres, 1991), aumento da expressão da enzima colina 

acetiltransferase (responsável pela síntese do neurotransmissor acetilcolina) bem como da 

atividade colinérgica (Luine, 1985; Inestrosa et al., 1998), aumento da densidade de espinhos 

dendríticos e regulação da sinaptogênese (Gould et al., 1990; Murphy e Segal, 1996), além de 

proteger os neurônios contra danos oxidativos (Behl, 2002). 

Numerosos estudos usando roedores têm confirmado os efeitos benéficos do estradiol 

para a memória e a função hipocampal (Bimonte-Nelson et al., 2010; Daniel 2006; Dere et al., 

2007; Frick, 2009; Frye et al., 2005; Gibbs 2010; Gresack e Frick, 2004, 2006; Harburger et 

al., 2009; Heikkinen et al., 2002; Vaucher et al., 2002; Walf et al., 2006, 2008). Ainda nesse 

sentido, existem evidências de que os estrógenos previnem o aparecimento de prejuízos 

cognitivos associados à menopausa (Heikkinen et al., 2002; Hurn e Brass, 2003; Savonenko e 

Markowska, 2003; Walf et al., 2006; Brann et al., 2007; Harburger et al., 2009;), reforçando a 

idéia de que a diminuição da produção de hormônios pelos ovários contribui para o declínio 

das funções cognitivas em mulheres após a menopausa (Acosta et al., 2009; Bimonte-Nelson 

et al., 2010). 

 

 

1.1.5 Menopausa e Sintomas do Tipo Depressivos 

 

 

Uma série de estudos tem demonstrado que os estrógenos desempenham um 

importante papel nos transtornos de humor em mulheres (Goodnick et al., 2000; Sloan e 

Kornstein, 2003; Solomon e Herman, 2009). Soma-se a isso o fato de que considerando que 

tanto ansiedade quanto depressão manifestam-se através de sintomas psicológicos, 

fisiológicos e comportamentais, isso pode resultar em impactos negativos sobre a saúde e o 

bem-estar femininos (Solomon e Herman, 2009). Nesse sentido, uma vez que a prevalência de 
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desordens depressivas é cerca de duas vezes maior em mulheres que em homens (Seeman, 

1997) sugere-se que fatores hormonais podem estar relacionados a isso (Llaneza et al. 2012). 

Além disso, uma parcela significativa das mulheres apresenta algum tipo de episódio 

depressivo associado à fase do ciclo menstrual na qual os níveis de estrógenos circulantes 

encontram-se baixos, durante o período pós-parto e durante a menopausa (Llaneza et al. 

2012). 

O sentimento de um estado de humor deprimido figura entre os sintomas mais 

comumente relatados por mulheres durante a menopausa (Freeman et al., 2007). Entretanto, 

embora o relato de depressão seja comum, é importante mencionar que nem todas as mulheres 

vivenciam sintomas depressivos, de modo que este não é um sintoma universal (Freeman 

2010). 

Embora os estrógenos tenham um impacto significativo nas desordens afetivas, outros 

eventos, incluindo fatores psicossociais a exemplo do estresse, como o provocado pela perda 

de um parente por exemplo, (Avis e McKinlay, 1991; Kaufert et al., 1992; Hunter, 1992; 

Solomon e Herman, 2009) e experiências de vida estressantes também estão associados a 

fisiopatologia da depressão e da ansiedade (Kendler et al., 1995). Nesse contexto, estudos têm 

demonstrado que a presença de sintomas depressivos em mulheres após a menopausa está 

freqüentemente associada a fatores como estresse, insônia, problemas de relacionamento, 

histórico de depressão e mesmo outros sintomas da menopausa, como as “ondas de calor” 

(McKinlay  et al., 1987; Avis e McKinlay, 1991; Kaufert et al., 1992; Dennerstein et al., 

1999; Freeman 2010). 

Os estrógenos exercem efeitos diretos sobre o sistema nervoso central em áreas 

relacionadas não apenas à reprodução. O sistema límbico, por exemplo, contém quantidades 

significativas de receptores de estrógenos, através dos quais os hormônios estrogênicos 

podem modular os estados de humor (Shughrue et al., 1997). Além disso, estudos in vitro têm 

demonstrado que o estradiol inibe a recaptação de neurotransmissores catecolaminérgicos 

(Hiemke et al. 1985; Michel et al. 1987), além de interagir com receptores serotonérgicos 

(Michel et al. 1987; Birzniece et al. 2002; Steiner et al., 2003). 

 

 

1.2 Modelos Experimentais para o Estudo da Menopausa 
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Semelhante ao que acontece nas mulheres, as fêmeas de roedores também vivenciam 

flutuações hormonais à medida que envelhecem, contudo, em roedores esse período 

denomina-se estropausa (Maffucci e Gore, 2006). Nesse sentido, foram desenvolvidos alguns 

modelos em roedores no intuito de estudar as modificações metabólicas e cognitivas 

enfrentadas pelas mulheres durante o período da menopausa. 

De maneira geral, pode-se dizer que as fêmeas de roedores são consideradas como 

fêmeas de meia-idade por volta dos 17 meses de idade e velhas a partir dos 22 meses (Gresack 

et al., 2007). Por volta de um ano de idade, as fêmeas de roedores entram em um estado de 

estro persistente, durante o qual a ocorrência de ciclos reprodutivos é interrompida (Frick, 

2008). Dessa forma, à medida que o processo de envelhecimento progride, a ovulação cessa e 

os níveis de estrógenos bem como dos demais hormônios produzidos pelos ovários declinam 

(Rousseau, 2006). Nesse contexto, o Modelo de Envelhecimento Intacto, o qual utiliza fêmeas 

de roedores a partir de um ano de idade, permite, além da retenção do tecido ovariano, a 

presença de um período de transição entre a produção contínua de estrógenos e o seu declínio 

(Chakraborty e Gore, 2004; Maffucci e Gore, 2006; Rubin, 2000). 

O Modelo da Falha Ovariana Acelerada (Mayer et al., 2004; Mayer et al., 2005; 

Williams, 2005) tem sido empregado como um modelo alternativo para o estudo da 

menopausa. De acordo com esse modelo injeções de diepóxido de vinilciclohexano são 

aplicadas em camundongos para acelerar naturalmente a perda dos folículos ovarianos. 

Durante esse processo, os ovócitos são eliminados por apoptose e a produção de estrógenos 

pelos ovários é reduzida até cassar mimetizando assim a estropausa (Hoyer e Sipes, 1996; Hu 

et al., 2001; Mayer et al., 2004; Van Kempen et al., 2011). 

O modelo da Ovariectomia, o qual consiste na remoção bilateral dos ovários por 

intervenção cirúrgica, é uma condição experimental de privação hormonal bem estabelecida 

na área do envelhecimento (Maffuci e Gore, 2006). A remoção cirúrgica dos ovários é o 

modelo mais amplamente utilizado por mimetizar de uma maneira geral as características da 

menopausa (Brinton 2012). Nesse sentido, o emprego de roedores ovariectomizados é 

reconhecido como o modelo animal mais comumente empregado para caracterizar os efeitos 

da depleção de hormônios ovarianos que ocorre durante o período pós-menopausa 

(Savonenko e Markowska, 2003).  

 

 

1.3 O Papel do Selênio 
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O elemento químico selênio (Se) é um dos calcogênios que fazem parte do grupo 16 

da tabela periódica (Papp et al., 2007; Lu e Holmgren, 2009). Apesar de ser conhecido desde 

o início do século XIX, foi apenas na década de 1950 que o Se passou a ser tratado como um 

micronutriente essencial na dieta tanto de seres humanos quanto de animais (Schwarz et al., 

1957).  

De maneira geral, o Se está presente em várias peroxidases, desempenhando um 

importante papel na proteção das células contra o estresse oxidativo (Papp et al., 2007). Com 

relação às funções metabólicas em que o Se atua, dados da literatura evidenciaram que a 

deficiência de Se leva a um aumento na atividade da enzima HMG-CoA redutase (principal 

enzima regulatória da biossíntese do colesterol), podendo resultar no aumento das 

concentrações plasmáticas de colesterol (Nassir et al., 1997). Além disso, Berr et al. (2000) 

demonstraram que os elementos traço da dieta estão envolvidos em processos metabólicos e 

reações redox no sistema nervoso central, influenciando as funções cognitivas. De acordo 

com isso, estudos experimentais (Zhang et al., 2001; Qin et al., 2008) e clínicos (Smorgon et 

al., 2004; Akbaraly et al., 2007) tem demonstrado um papel positivo do Se na performance 

cognitiva. Pode-se acrescentar a isso o fato de que alguns estudos também têm sugerido que a 

deficiência de Se pode afetar aspectos relacionados ao humor e que a suplementação com esse 

mineral na dieta está associada à melhoras em quadros de depressão (Benton e Cook, 1991; 

Hawkes e Hornbostel, 1996; Benton, 2001). 

 

 

1.3.1 Compostos Orgânicos de Selênio 

 

 

A farmacologia do elemento traço essencial Se vem despertando um crescente 

interesse, principalmente do ponto de vista da saúde pública (Navarro-Alarcon e Cabrera-

Vique, 2008). Por essa razão, o desenvolvimento de compostos orgânicos contendo Se que 

possuam atividades biológicas e aplicações farmacológicas vem ganhando um destaque 

crescente nos últimos tempos (Parnham e Graf, 1991; Nogueira et al., 2004, 2010). 

 

 

1.3.2 Disseleneto de Difenila [(PhSe)2] 
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1.3.2.1 Farmacologia 

 

 

Dentre os compostos orgânicos de selênio mais estudados, o (PhSe)2 (Figura 1) 

destaca-se por apresentar diversas propriedades farmacológicas (Nogueira et al., 2004, 

Nogueira e Rocha, 2010, 2011), podendo-se citar neuroprotetora (Ghisleni et al., 2003), 

antiinflamatória e antinociceptiva (Nogueira et al., 2003a), antioxidante (Meotti et al., 2004;  

Santos et al., 2005;  Luchese et al.,  2009), hepato-protetora (Borges et al., 2005a), 

hipoglicêmica (Barbosa et al., 2006),  antiúlcera (Savegnago et al., 2006), antidepressiva e 

ansiolítica (Savegnago et al., 2008), hipolipidêmica (De Bem et al., 2009; Da Rocha et al., 

2009), além de induzir a melhoras na performance cognitiva  de roedores  (Rosa et al., 2003; 

Stangherlin et al., 2008; Souza et al., 2010). 

Também já foi demonstrado que o (PhSe)2 inibe a oxidação das LDLs in vitro (De 

Bem et al., 2008), reduz as lesões ateroscleróticas em camundongos hipercolesterolêmicos 

knockout para o receptor de LDL (LDLr -/-) e diminui a infiltração de células inflamatórias na 

parede vascular (Hort et al., 2011). 

 

 

 

Fig. 1 Estrutura química do (PhSe)2 

 

 

1.3.2.2 Toxicologia 
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Embora o (PhSe)2 possua uma baixa toxicidade (Nogueira et al., 2004, Nogueira e 

Rocha, 2010, 2011), já foi demonstrado que in vitro o (PhSe)2 é capaz de interagir com 

grupamentos tiólicos de diversas proteínas, podendo levar a inibição de importantes enzimas, 

como δ-aminolevulinato desidratase (δ-ALA-D) (Barbosa et al., 1998; Farina et al. 2002; 

Nogueira et al., 2003c), Na
+
, K

+
-ATPase (Borges et al. 2005b; Kade et al. 2008; Santos et al. 

2009) e diferentes isoformas da lactato desidrogenase (LDH) (Kade et al. 2009; Lugokenski et 

al. 2011), além de induzir a disfunções mitocondriais in vitro (Puntel et al. 2010). Dados de 

experimentos in vivo e ex vivo evidenciaram que a exposição a altas doses de (PhSe)2 leva a 

depleção de grupos tióis em diferentes tecidos de roedores (Adams et al. 1989; Maciel et al. 

2000), bem como à inibição da atividade hepática e cerebral da enzima δ-ALA-D (Maciel et 

al. 2000; Jacques-Silva et al. 2001; Barbosa et al. 1998; Kade e Rocha 2010). Ainda nesse 

sentido, também já foi verificado que a administração de (PhSe)2 durante a gestação pode 

causar toxicidade em fetos de ratas tratadas com este composto (Favero et al., 2005; Weis et 

al., 2007). 

Efeitos neurotóxicos do (PhSe)2 também têm sido relatados (Nogueira et al., 2001; 

Nogueira et al., 2003b), incluindo a indução de convulsões em roedores (Prigol et al., 2008). 

Entretanto, o aparecimento de tais efeitos neurotóxicos está relacionado à dose, ao veículo, a 

rota de administração bem como a idade e a espécie dos animais (Brito et al. 2006; Savegnago 

et al. 2007; Prigol et al., 2009).  
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Geral 

 

 

Tendo em vista que a redução na produção de estrógenos verificada nas mulheres após 

a menopausa pode levar a prejuízos na capacidade cognitiva, a transtornos de humor e a 

alterações no perfil lipídico, e, considerando também que o uso de fêmeas de roedores 

submetidas à remoção bilateral dos ovários mimetiza a condição hormonal pós-menopausa, o 

presente trabalho visa identificar efeitos farmacológicos do (PhSe)2 em modelos animais de 

ovariectomia (OVX), bem como elucidar os mecanismos envolvidos nesses efeitos. 

 

 

2.2 Específicos 

 

 

I. Investigar os efeitos do (PhSe)2 no ganho de peso corporal, acúmulo de 

gordura intra-abdominal, perfil lipídico plasmático e estresse oxidativo 

hepático em fêmeas de ratos Wistar submetidas a OVX; 

II. Avaliar a ação do (PhSe)2 na memória espacial de referência em fêmeas de 

ratos Wistar submetidas a OVX; 

III. Demonstrar o efeito do tipo antidepressivo do (PhSe)2 em fêmeas 

ovariectomizadas de camundongos Swiss submetidas a um protocolo de 

estresse subcrônico, bem como elucidar o envolvimento do sistema 

serotonérgico nesse efeito; 

IV. Investigar, em culturas de células HepG2 e L6, os mecanismos envolvidos nos 

efeitos hipolipidêmico e hipoglicêmico do (PhSe)2.  
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3 ARTIGOS CIENTÍFICOS 

 

 

Os resultados que fazem parte desta tese estão apresentados sob a forma de artigos e 

manuscrito científicos. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussão dos Resultados e 

Referências dos artigos encontram-se estruturados de acordo com as normas das respectivas 

revistas nas quais foram publicados ou submetidos para publicação. 
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ABSTRACT 

 This study was designed to investigate the molecular mechanisms involved in the 

hypolipidemic activity of diphenyl diselenide ((PhSe)2) on HepG2 cell line in a dose-

dependent manner. The protein levels of both total and phosphorylated 3-hydroxy-3-

methylglutaryl coenzyme A reductase (HMGR and P-HMGR), low-density lipoprotein 

receptors (LDLr) and the proteins involved in their regulatory network were analyzed by 

Western blotting, and the effect of (PhSe)2 on HMGR activity was measured. Since previous 

data demonstrated a hypoglycemic activity of (PhSe)2, we also evaluated the effects of this 

compound on glucose transporter type 4 (GLUT4) translocation using fluorescence 

microscopy in L6 skeletal muscle cell line.  

Results demonstrated that (PhSe)2 increased P-HMGR, HMGR, and LDLr protein 

levels as well as simvastatin treatment, which was used as positive control, without directly 

affecting HMGR activity. We observed that both long- and short-term HMGR regulation 

mechanisms are involved in the hypocholesterolemic activity of (PhSe)2, as this compound 

was able to augment Sterol regulatory element binding proteins (SREBP)-1 and Insulin 

induced gene (Insig)1 protein levels, and  to increase AMP activated kinase (AMPK) 

activation state. We also found that, in L6 skeletal myotubes, 10 µM (PhSe)2 increases 

GLUT4 translocation through AMPK activation, which could be linked to the hypoglycemic 

properties of (PhSe)2.  

Taken together, these findings suggest that (PhSe)2 could be a promising alternative for 

the treatment of hyperglycemia- and hyperlipidemia-related metabolic diseases. 

 

Keywords: AMPK, cholesterol, diphenyl diselenide, glucose, HepG2 cells, HMGR, LDLr.  
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 1. INTRODUCTION 

The metabolic syndrome is a common cluster of risk factors for coronary heart disease 

and type 2 diabetes mellitus that includes obesity, elevated blood pressure, insulin resistance, 

and dyslipidemia. Metabolic syndrome appears to be an important risk factor for atherogenic 

cardiovascular disease and diabetes [1]. Type 2 diabetes is a metabolic disorder that is 

characterized by high blood glucose in the context of insulin resistance and relative insulin 

deficiency. Hyperlipidemia, and in particular the high cholesterol level in the blood, is one of 

the major risk factors for atherosclerosis, a progressive disease that leads to an impairment in 

the vascular functions promoting heart attacks and strokes [2]. Thus the control of  glucose 

and lipid content in the blood is of paramount importance.  

Cholesterol is both synthesized by cells and introduced by food intake. The liver 

represents the principal site for cholesterol homeostasis maintenance [3], carried out by many 

mechanisms, such as the uptake through low-density lipoprotein (LDL) receptors (LDLr), 

lipoprotein release in the blood, storage by esterification, conversion into bile acids and the 

modulation of the key and rate-limiting enzyme of cholesterol biosynthetic pathway, the 3-

hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase (HMGR, E.C. 1.1.1.34) [4].  

When cells accumulate excess sterols, the activity of HMGR declines by more than 

90% and the amount of LDLr decreases. By contrast, upon depletion of intracellular 

cholesterol, cells increase HMGR transcription and activity and enhance the expression and 

the membrane exposition of LDLr [4].  

HMGR is regulated at multiple levels: the long-term regulation is operated by the 

control of both the biosynthesis and the degradation of the enzyme, while the short-term 

regulation is attained by the modulation of phosphorylation or dephosphorylation processes 

[5-6]. Sterol regulatory element-binding proteins (SREBPs) enhance cholesterol synthesis and 

uptake by modulating genes encoding cholesterol biosynthetic enzymes, including HMGR 
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and the LDLr [7]. SREBPs are produced as membrane-bound precursors that require cleavage 

by a two-step proteolytic process into Golgi apparatus, in order to release into the nucleus 

their amino-terminal domain (nSREBP) which is responsible for the expression of their target 

genes involved in cholesterol and fatty acid synthesis [8]. Two proteins, Insig1 and Insig2 

(Insulin Induced Gene), are shown to cooperate with sterols to inhibit the migration of SCAP 

(SREBP cleavage-activating protein)/SREBP complex from the endoplasmic reticulum 

[9,10]. When cholesterol builds up in the endoplasmic reticulum (ER) membranes, the 

SREBP/SCAP complex fails to exit the ER, the proteolitic processing of SREBPs is abolished 

and the transcription of target genes declines. ER retention of SCAP/SREBP is mediated by 

sterol dependent binding of SCAP/SREBP to Insigs [11]. Intracellular accumulation of sterols 

also induces HMGR to bind Insigs which promote the ubiquitination and proteasomal 

degradation of the enzyme [12]. 

HMGR short-term regulation depends on cellular metabolic state through the AMP-

activated kinase (AMPK) that optimizes ATP expenditure during metabolic stress into cells 

[6,13,14]. Once activated by phosphorylation, AMPK phosphorylates HMGR, inhibiting its 

activity. On the other hand, subsequent HMGR dephosphorylation by the protein phosphatase 

2A (PP2A) fully restores the enzyme activity [15]. 

The activation of AMPK in some tissues, the liver and the skeletal muscle among 

others, leads to a number of desirable metabolic responses: increased fatty acid oxidation, 

glucose uptake and mitochondrial biogenesis in skeletal muscle, and decreased fatty acid and 

cholesterol synthesis and gluconeogenesis in the liver [16]. Glucose transporters (GLUTs) are 

known to play pivotal roles in energy metabolism by promoting the glucose uptake into cells. 

GLUT4 is present in insulin-sensitive tissues, such as brown and white adipose tissues, 

cardiac and skeletal muscles [17]. Uptake of glucose by skeletal muscles can be activated by 

the AMPK signaling pathway. Active AMPK (P-AMPK) can increase the translocation rate 
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of GLUT4 stored in the cytosol to the plasma membranes leading to an increased rate of 

glucose uptake [18]. 

To manage metabolic syndrome, changes of lifestyle are often needed, however, if in 

three to six months the efforts at remedying risk factors are insufficient, pharmacological 

treatment is required. Although it is generally agreed that first-line clinical intervention for 

metabolic syndrome is lifestyle change, in many patients this is insufficient to normalize the 

risk factors, justifying the need of drug therapy. However, at present there are no approved 

drugs that can reliably reduce all of the metabolic risk factors over the long term, thus the 

interest in therapeutic strategies that might target multiple risk factors more effectively, 

minimizing problems with polypharmacy, is growing [19]. 

The interest in pharmacokinetics and pharmacodynamics of organoselenium 

compounds has increased in the last decades due to the variety of these molecules that possess 

biological activity. Diphenyl diselenide ((PhSe)2), an organoselenium compound, has been 

reported as a potential pharmacological agent due to its hypolipidemic and hypoglycemic 

properties [20-21]. Moreover, (PhSe)2 was shown to inhibit human LDL oxidation in vitro 

[22], to reduce foam atherosclerotic lesion in hypercholesterolemic LDL receptor knockout 

(LDLr -/-) mice, to decrease infiltration of inflammatory cells in vessel-wall, and to prevent 

the upregulation of the proatherogenic monocyte chemoattractant protein-1 [23]. 

 Thus, the aim of the present study was to investigate the mechanisms involved in the 

hypolipidemic and hypoglycemic activity of (PhSe)2. To this end, two different experimental 

models were used: HepG2 cell line to study (PhSe)2 effects on the protein network of 

cholesterol homeostasis and rat myotube (L6) to analyze GLUT4 translocation on cell 

membrane.  

 

2. MATERIALS AND METHODS 
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2.1 Materials 

All materials used were obtained from commercial sources and were of the highest 

quality available. All materials with no specified source are obtained from Sigma-Aldrich 

(Milan, Italy). 

 

2.2 Drugs 

(PhSe)2 (Fig. 1) was prepared and characterized in the Laboratório de Síntese, 

Reatividade e Avaliação Farmacológica e Toxicológica de Organocalcogênios, of the 

Department of Chemistry, Universidade Federal de Santa Maria, Brazil. Analysis of the 
1
H 

NMR and 
13

C NMR spectra showed that the compound presented analytical and spectroscopic 

data in full agreement with its assigned structure. The chemical purity of (PhSe)2 (99.9%) was 

determined by GC/MS.  

 

2.3 Cell culture and experimental procedures 

HepG2 cells and rat L6 myoblasts were used as experimental models. HepG2 cells 

were routinely grown at 5% CO2 in RPMI-1640 medium, containing 10% (v/v) foetal calf 

serum, L -glutamine (2 mM), gentamicin (0.1 mg/ml) and penicillin (100 U/ml). Cells were 

passaged every 3 days and medium changed every 2 days. HepG2 cells were grown to 70% 

confluence in flasks then stimulated with DMSO (negative control), Simvastatin (1 µM, 

positive control), or (PhSe)2 (1, 3, 10, or 30 µM) for 24 h. 

The concentration of 30 µM (PhSe)2 was chosen as the highest tested concentration 

since it corresponds to the peak of (PhSe)2 in the plasma of rodents treated with 500 mg/kg 

(PhSe)2 (which is considered a toxic dose since it induces seizures in these animals) [24]. 

Undifferentiated L6 myoblasts were purchased from ATCC (Manassas, VA) and were 

cultured in DMEM containing 10% horse serum, L-glutamine (2 mM), gentamicin (0.1 
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mg/ml) and penicillin (100 U/ml) at 5% CO2. Cells were plated in six-well plates or 25 cm
2
 

dishes at a density of 5,000 cells/cm
2
 in DMEM containing 10% horse serum until they grown 

to ~70% confluence. Then, L6 undifferentiated myoblasts were treated with differentiation 

medium containing 2% (vol/vol) horse serum; myotubes were obtained 7 days after the 

reduction of serum concentration. To analyze whether (PhSe)2 was able to increase AMPK 

phosphorylation in myotubes, cells were stimulated with DMSO (negative control) or (PhSe)2 

(3 or 10 µM) for 24 h. In order to analyze the capacity of (PhSe)2 to increase GLUT4 

translocation from the cytosol to the cell membrane, myotubes were stimulated with DMSO 

(negative control) or (PhSe)2 (3 or 10 µM) for 24 h, or 10 nM insulin (positive control) for 15 

min. 

2.4 Lysate preparation, electrophoresis, and protein level analysis 

Twenty-four hours after treatment, cells were lysed in 80 µl lysis buffer (0.25 M Tris 

pH 6.8, 10% SDS, 0.062 M NaF, and protease inhibitors) by sonication. Protein concentration 

of each sample was determined by the method of Lowry [25]. Protein profiles were analyzed 

by Western blotting. Twenty micrograms of protein from cell lysates were resolved by 10% 

SDS-PAGE at 130 V for 60 min. The proteins were subsequently transferred 

electrophoretically onto nitrocellulose for 90 min at 100 V. The nitrocellulose membrane was 

blocked at room temperature with 5% fat-free milk in Tris-buffered saline (138 mM NaCl, 27 

mM KCl, 25 mM Tris-HCl, 0.05% Tween-20, pH 6.8), and probed at 4ºC overnight with 

primary antibodies to HMGR and P-HMGR (Upstate, Lake Placid, NY) ; LDLr (Abcam 

Cambridge, UK); P-AMPKα and AMPKα (Cell Signaling Technology, Boston, MA , USA); 

PP2A, Insig-2, (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA); Insig-1 (Novus 

Biologicals, Littleton, CO, USA); SREBP-1 and SREBP-2 N-terminal (Abcam, Cambridge, 

UK). The first incubation was followed by another one for 1 h at room temperature with 

secondary IgG antibodies coupled to horseradish peroxidase (Bio-Rad Laboratories, Milan, 
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Italy). The nitrocellulose membrane was then stripped with Restore Western Blot Stripping 

Buffer (Pierce Chem-ical, Rockford, IL, USA) for 10 min at room temperature and re-probed 

with anti-vinculin (Novus Biologicals, Littleton, CO, USA) or anti-α-tubulin (MP 

Biomedicals) antibody. Bound antibodies were visualized using enhanced 

chemoluminescence detection (GE Healthcare). All images derived from Western blotting 

were analyzed with ImageJ (NIH, Bethesda, MD, USA) software for Windows. Each value 

was derived from the ratio between arbitrary units obtained by the protein band and the 

respective vinculin or α-tubulin band (chosen as housekeeping proteins). 

2.5 Immunofluorescence assay 

L6 myoblast were grown and differentiated on glass coverslips as previously described 

and after the treatment, fixed in 4% paraformaldehyde in PBS (phosphate buffer saline) 

(vol/vol) for 15 min at 4° C and permeabilized with 0.2% Triton X-100 in PBS (vol/vol) for 3 

min. Myotubes were incubated at room temperature with 5% BSA in PBS for 1 hour, rinsed 

three times in PBS for 5 min each wash and then probed at room temperature with primary 

antibodies to GLUT4 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). Cells were then 

washed three times with PBS and then the first incubation was followed by another one for 1 

h in the dark with Alexa
546

 donkey anti-rabbit immunoglobulin (IgG) obtained from 

Molucular Probes (Invitrogen, Eugene, OR). After that, the cells were washed three times 

with PBS for 5 min each wash and counterstained with DAPI for 15 min in the dark. Cells 

were analyzed by fluorescent microscopy (Olympus BX51).  

  2.6 HMGR activity assay 

The assay was performed by the radioisotopic method, following the production of 

C
14

MVA (mevalonate) from 3-[
14

C]-HMGCoA (specific activity 57.0 mCi/mmol. Amersham-

Pharmacia, Little Chalfont, UK). 1 g of rat liver was homogenized in phosphate buffer 

containing 0.1 M sucrose, 0.05 M KCl, 0.04 M KH2PO4, 0.03 M EDTA, pH 7.4. Microsomes 
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were prepared by centrifugation of the homogenates as already reported [26]. Microsomes 

were incubated in the presence of co-factors (20 mM glucose-6-phosphate, 20 mM NADP 

sodium salt, 1 unit of glucose-6-phosphate dehydrogenase, and 5 mM dithiothreitol) and 

Simvastatin (1 µM) or (PhSe)2 (10 uM). Final volume was 180 µl. The assay was started by 

the addition of 10 µl (0.088 µ Ci/11.7 nmol) of 3-[
14

C]-HMG-CoA. The radioactivity of the 

synthesized [
14

C]-MVA, isolated by chromatography on AG1-X8 ion exchange resin 

(BioRad, Italy), was measured and the recovery calculated on the basis of the internal 

standard (3-[
3
H]-MVA, specific activity (24.0 Ci/mmol. Amersham-Pharmacia, Little 

Chalfont, UK) [27]. 

2.7 Statistical analysis 

The obtained data were analyzed by one-way ANOVA (analysis of variance). Post hoc 

Dunnett's Multiple Comparison Test versus control was run when indicated. Descriptive 

statistics data were expressed as mean + SD of n=3 independent experiments carried out in 

duplicate. Probability values less than 0.05 (p<0.05) were considered as statiscally significant. 

Statistical analysis was performed using GraphPad Instat3 (GraphPad software, Inc., La Jolla, 

CA, USA) software for Windows. 

 

 3. RESULTS 

 3.1 (PhSe)2 effects of on LDLr protein levels  

 To study the mechanism underlying (PhSe)2 hypolipidemic effect, HepG2 cells were 

treated with 1 µM simvastatin as positive control and (PhSe)2 at doses ranging from 1 to 30 

µM for 24 hours. LDLr isoform levels were checked by Western blot analysis: we used an 

anti-LDLr antibody that reacting with both glycosylated and unglycosylated LDLr forms 

allows to analyse the expression and the post-translational processing of the receptor. LDLr is 

highly glycosylated through N- and O-linkages, migrating at 100 kDa (neo-synthesized 
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receptor), 130 kDa (intermediate form) and 160 kDa (functional and mature form) on SDS-

PAGE, and three specific bands can be detected [28]. 

30 µM (PhSe)2, as expected, exerted toxic effects on HepG2 cells confirming the data 

previously obtained [24], thus all the following experiments were carried out at doses ranging 

from 1 to 10 µM  The obtained results demonstrate that (PhSe)2 as well as simvastatin was 

able to increase the expression of LDLr 110 kDa (Fig. 2A), LDLr 130 kDa (Fig. 2B), and 

LDLr 160 kDa protein levels (Fig 2C). 

 

3.2 (PhSe)2 effects on HMGR protein levels, phosphorylation state, and activity 

It is well known that HMGR and LDLr are modulated by intracellular cholesterol content: the 

expression of both the proteins rises when cholesterol molecule decreases [4]. In order to 

better investigate whether the observed (PhSe)2-induced LDLr up-regulation was paralleled 

by a modulation of HMGR as observed after statin treatment [7], the protein levels of the 

enzymes were analyzed by Western blot analysis after 24 hour treatment of HepG2 cells. As 

depicted in figure 3(A), 3 and 10 µM (PhSe)2 were able to increase total HMGR protein levels 

when compared to control cells treated with vehicle. It is interesting to note that (PhSe)2 effect 

is higher than simvastatin one. Additionally, the analysis of P-HMGR levels (Fig. 3B) showed 

that the enzyme phosphorylation (inhibition) was generally increased, being statistically 

significant at 10 µM. 

To analyze whether (PhSe)2-induced HMGR and LDLr increase was due to a direct inhibition 

exerted by the compound, the enzyme activity assay was carried out. The experiment was 

performed by treating liver microsomes with (PhSe)2 at 10µM (1 hour) and 1 µM simvastatin 

as positive control. The radioisotopic method revealed that, (PhSe)2 did not affect HMGR 

activity which was susceptible, as expected, to simvastatin treatment (Fig. 3C). 
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 3.3 (PhSe)2 effects on HMGR long-term regulation 

 To ascertain how (PhSe)2 treatment could affect HMGR and LDLr long-term 

modulation, the proteins involved in the regulatory network were investigated. Western blot 

analyses on total lysates of HepG2 cells treated for 24 hour with (PhSe)2 were performed 

measuring nSREBP-1, nSREBP-2, Insig1, and Insig2 protein content. 

The obtained results revealed that (PhSe)2 treatment was able to increase nSREBP-1 protein 

levels to a greater extent than simvastatin at all tested concentrations (Fig. 4A). Conversely, 

nSREBP-2 was not affected by either simvastatin or (PhSe)2 treatment (Fig. 4B). 

 Additionally, (PhSe)2 induced a higher increase of Insig1 content when compared to 

the one induced by simvastatin (Fig. 4C), whereas Insig2 protein was barely affected by the 

treatments being increased only at 1µM (PhSe)2 treatment (Fig. 4D). 

3.4 (PhSe)2 effects on HMGR short-term regulation proteins  

As shown in figure 3(B), (PhSe)2 treatment seems to increase HMGR phosphorylation 

state even though this rise is statistically significant only at 10 µM. Thus, the protein levels of 

AMPK and PP2A, the enzymes responsible of HMGR phosphorylation/dephosphorylation, 

were analyzed. 

The results showed that (PhSe)2 treatment at 3 and 10 µM strongly increased AMPK 

activation state when compared to control cells. On the contrary, this parameter was not 

affected by 1 µM simvastatin (Fig 5A). Moreover, 1 and 3 µM (PhSe)2 treatments were both 

able to induce an increase of PP2A catalytic subunit when compared to control, as well as 

Simvastatin does (Fig 5B). 

   

 3.5 (PhSe)2 effect on GLUT4 translocation and AMPK phosphorylation state in 

rat skeletal muscle cells (L6)  
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 To investigate the hypoglycemic effect exerted by (PhSe)2 [29], GLUT4 translocation 

on plasma membrane of rat skeletal muscle cells was studied by using a morphological 

approach.  L6 cells were firstly induced to differentiate and then treated for 24 hours with 

(PhSe)2 at 3 and 10 µM. Immunofluorescence staining was performed in order to assess 

GLUT4 membrane translocation. 15 minutes before cells were fixed, a sample was treated 

with 10 nM insulin, used as positive control for the GLUT4 translocation. As expected, 

insulin treatment was able to induce an almost complete translocation of GLUT4 protein from 

the cytoplasm to the membrane compartment as assessed by the loss of fluorescence observed 

in insulin-treated cells, while the transporter is still present in the cytoplasm of controls. 

Besides insulin stimulation, a similar effect was also observed in both 3 and 10 µM (PhSe)2 

stimulated cells in a dose-dependent manner, strongly suggesting that (PhSe)2 is able to 

induce the GLUT4 translocation from the cytoplasm to the cellular membrane depending on 

concentration (Fig. 6). To study the mechanism underlying (PhSe)2–induced GLUT4 

translocation, AMPK activation state was measured since it is known to be involved in the 

rise of glucose uptake [30]. The obtained data showed that the compound induced an increase 

of AMPK activation that gains statistical significance at 10 µM (Fig. 7). 

 

4. DISCUSSION 

The purpose of the present work was to study, on cultured cells, the mechanisms involved in 

the hypolipidemic and hypoglycemic effects that (PhSe)2  demonstrated to exert “in vivo” 

[21,29,31,32]. Our results demonstrate that (PhSe)2 exerts hypolipidemic effects through the 

increase of LDLr and promotes hypoglycemic properties, through the translocation of GLUT4 

likely through AMPK activation in skeletal muscle. Indeed, the studied compound is able to 

activate AMPK, the key sensor of cellular energy status [15], which is deeply involved in the 

regulation of cellular metabolism. 
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The strategies widely used to reduce plasma cholesterol levels are based on the 

inhibition of HMGR activity and on the consequent compensatory increase of LDLr 

membrane exposure. The newly produced LDLr removes LDL from the blood, and delivers it 

into the cell where the lipoprotein is digested and released cholesterol becomes available for 

metabolic needs [4]. In this work, we demonstrated that the LDLr expression was strongly 

increased by (PhSe)2 treatment, suggesting that this compound could exert its 

hypocholesterolemic effect through the rise of hepatic LDL clearance. (PhSe)2-induced 

increase of LDLr is related to the rise of HMGR protein levels: both the results were also 

observed after simvastatin administration, a drug widely used in therapies against 

hypercholesterolemia which is able to inhibit the activity of HMGR [33]. These feature is a 

typical feedback effect, suggesting that (PhSe)2 is somehow able to inhibit intracellular sterol 

synthesis, as also indicated by the hypolipidemic effects previously observed in vivo 

[21,31,32]. Nevertheless, unlike simvastatin, (PhSe)2 does not directly inhibit HMGR activity. 

However, we cannot exclude that this compound could exert its hypolipidemic properties 

through the inhibition of other enzymes downstream of HMGR: this could be very attractive 

for (PhSe)2  putative clinical implication, since it is desirable to find alternative 

pharmacological approach to statin treatment able to block cholesterol biosynthetic pathway 

downstream to HMGR, whose inhibition can affect body health in different tissues, such as 

the skeletal muscle and the central nervous system [27,34-36].  We did not still try out in 

which step of cholesterol biosynthetic pathway (PhSe)2 could exerts its effect, and this aspect 

will be under active investigation in our laboratory. 

To ascertain whether the observed results were a consequence of the classical 

compensatory effect depending on the decrease of cholesterol synthesis, the levels of SREBPs 

and Insigs were also checked [37]. 
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 SREBPs are a family of transcription factors that consist of SREBP-1a, SREBP-1c, 

and SREBP-2. When cellular sterol content decrease, the trascriptionally active fragment of 

SREBP (nuclear SREBP), activates the genes of enzymes and proteins responsible for the 

regulation of cholesterol metabolism, such as HMGR and LDLr [37]. Accordingly, the 

presented data demonstrated that (PhSe)2-induced HMGR and LDLr increase was 

accompanied by the rise of SREBP-1 active fraction, thus confirming our hypothesis. We also 

found that Insig1 protein levels were enhanced in (PhSe)2-treated cell. The increase in Insig1 

content is not astounding, since Insig1 is also a SREBP target gene. Because of the likely 

insufficient amount of cholesterol, Insig1 protein could accumulate into the cells without 

affecting both HMGR degradation and SREBP migration into the nuclei, sustaining that 

cellular cholesterol synthesis and content is reduced by (PhSe)2 treatment [9,10,13]. 

 Additionally, P-HMGR protein levels were found to be higher after (PhSe)2 treatment, 

thus indicating that this compound was also able to induce a physiological inhibition of the 

enzyme, which is mediated by the increase in AMPK activation.  

AMPK functions as a fuel sensor in the cell and is activated when cellular energy is 

depleted. AMPK inhibits fatty acid synthesis in rat adipocytes [38], and both fatty acid and 

cholesterol synthesis in rat hepatocytes by inactivation of acetyl-CoA carboxylase [39] and 

HMGR [40], respectively. Thus, our results suggest that (PhSe)2-induced AMPK activation 

might be also involved in other protective events such as fatty acid synthesis, cellular 

proliferation, atherosclerosis, and cancer: indeed AMPK activation has been described as a 

logical therapeutic target for several diseases [41]. 

 Together with the increase in AMPK phosphorylation/activation induced by (PhSe)2 

treatment, the rise in PP2A catalytic subunit level was also observed. PP2A antagonizes 

AMPK activity and activates HMGR by dephosphorylation [6]. In this study, we found that 

both simvastatin and (PhSe)2 treatments increased PP2A catalytic subunit protein levels. 
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However, we can not speculate about the relevance of this data as the activity of PP2A 

depends on the presence of several co-activators and is involved in other cellular functions 

besides HMGR dephosphorylation [42]. 

 In addition to the well characterized hypolipidemic effects, AMPK activation is also 

known to increase glucose uptake through the enhancement of GLUT4 translocation on 

myotube plasma membrane [18,30]. The obtained data in the present study showed that 

(PhSe)2 increased AMPK phosphorylation state and total protein levels together with GLUT4 

translocation on myotube plasma membranes, indicating that this mechanism could be 

responsible for the glycemia decrease observed in the previous work [29]. Nonetheless, these 

observations do not preclude the existence of other mechanisms involved in the hypoglycemic 

effect of (PhSe)2. 

The growing realization that AMPK could switch metabolism from an anabolic state, defined 

by the synthesis and the storage of glucose and fatty acids, to a catabolic state, thus favoring 

the oxidation of these fuel molecules, suggests that AMPK activators might be effective 

treatments for metabolic diseases such as obesity, type 2 diabetes, and cardiovascular diseases 

[16,43].  

 

5. CONCLUSION 

In conclusion, the mechanisms underlying the hypocholesterolemic effects of (PhSe)2 

investigated in HepG2 cells line involve the increase in HMGR phosphorylation/inactivation 

induced by AMPK activation, and the rise in LDLr protein levels without directly inhibiting 

HMGR activity. The net consequence of these effects is that plasma cholesterol level is kept 

low as demonstrated in vivo. In addition, we also found that, in L6 skeletal muscle cells, 

(PhSe)2 augments GLUT4 translocation from cytosol to cell membrane through the increase 

in AMPK phosphorylation state, which could be linked to the hypoglycemic properties of 
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(PhSe)2 previously demonstrated in vivo. The effects of (PhSe)2 evaluated in this work, crucial 

for both glycemic and lipidic metabolisms, make the organoselenium compound a promising 

alternative for the treatment of metabolic syndrome in order to overcome current problems 

related to polypharmacy. 
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AMPK  AMP activated kinase 
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LDL    low-density lipoprotein 
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MVA   mevalonate 

PBS   phosphate buffer saline 

P-HMGR  phosphorylated HMGR  

(PhSe)2    diphenyl diselenide 

PP2A  protein phosphatase 2A 

SCAP   SREBP cleavage-activating protein 

Sim   simvastatin 

SREBP  Sterol regulatory element binding protein 
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FIGURE LEGENDS 

 

Figure 1 Chemical structure of Diphenyl Diselenide (PhSe)2. (PhSe)2 is a yellow solid 

compound, very stable that can be stored in the laboratory, in simple flasks, for a long time. 

 

Figure 2 LDLr protein levels in HepG2 cells treated with 1 µM simvastatin and 1, 3 and 

10 µM (PhSe)2 for 24 h. The figure shows the densitometric analysis of LDLr 110 kDa (A), 

LDLr 130 kDa (B), and LDLr 160 kDa (C) protein levels and a representative Western blot 

(D). The protein levels were normalized with vinculin content. The data are expressed as 

arbitrary units obtained analyzing the bands by using the software ImageJ. Data are the mean 

+ S.D. of n=3 independent experiments carried out in duplicate. ***P < 0.001 from a 

Dunnett's Multiple Comparison Test versus control (C). Sim = Simvastatin, (PhSe)2 = 

Diphenyl diselenide. 

 

Figure 3 HMGR and HMGR phosphorylation state in HepG2 cells treated with 1 µM 

Simvastatin and 1, 3 and 10 µM (PhSe)2 for 24 h, and HMGR activity from rat hepatic 

microssomes treated with 10 µM (PhSe)2. The figure illustrates the densitometric analysis 

of total HMGR (A), P-HMGR (B) protein levels and a representative Western blot (C). The 

protein levels were normalized with vinculin content. The data are expressed as arbitrary units 

obtained analyzing the bands by using the software ImageJ. Panel D illustrates HMGR 

activity performed in HepG2 cells trated with simvastatin or (PhSe)2. The activity of the 

enzyme is expressed as [14C]-mevalonate production (pmol/min/mg protein) from 3-[14C]-

HMG CoA added to the samples. Data are the mean + S.D. of n=2 independent experiments 

carried out in duplicate. *P < 0.05, and ***P < 0.001 from a Dunnett's Multiple Comparison 

Test versus control (C). Sim = Simvastatin, (PhSe)2 = Diphenyl diselenide. 

 

Figure 4 nSREBP-1, nSREBP-2, Insig1, and Insig2 protein levels in HepG2 cells treated 

with 1 µM simvastatin and 1, 3 and 10 µM (PhSe)2 for 24 h. Figure illustrates the 

densitometric analysis of nSREBP-1 (A), nSREBP-2 (B), Insig1(C), and Insig2 (D) protein 

levels. Panels E and F show representative Western blots of nSREBPs and Insigs, 

respectively. The protein levels were normalized with vinculin content. The data are 

expressed as arbitrary units obtained analyzing the bands by using the software ImageJ. Data 

are the mean + S.D. of n=3 independent experiments carried out in duplicate. * P < 0.05, **P 

< 0.01, and ***P < 0.001 from a Dunnett's Multiple Comparison Test versus control (C). Sim 

= Simvastatin, (PhSe)2 = Diphenyl diselenide. 

 

Figure 5 AMPK phosphorylation state and PP2A protein level, in HepG2 cells treated 

with 1 µM simvastatin and 1, 3 and 10 µM (PhSe)2 for 24 h. Figure shows the 

densitometric analysis of AMPK phosphorylation state calculated as P-

AMPK/AMPK/vinculin and PP2A protein levels . Panels C and D show representative 

Western blots of AMPK and PP2A respectively. The protein levels were normalized with 

vinculin content. The data are expressed as arbitrary units obtained analyzing the bands by 

using the software ImageJ. Data are the mean + S.D. of n=3 independent experiments carried 
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out in duplicate. * P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001 from a Dunnett's Multiple 

Comparison Test with respect to control (C). (PhSe)2 = Diphenyl diselenide, Sim = 

Simvastatin. 

 

Figure 6 Morphological evaluation of GLUT4 translocation. Evaluation of GLUT4 

tranlsocation in L6 skeletal muscle myotubes treated with 3 and 10 µM (PhSe)2 for 24h and 

10 nM Insulin for 15 minutes. Panels A, B, C, D show the images of respectively control, 

Insulin (positive control), 3 and 10 µM (PhSe)2. (PhSe)2 = Diphenyl diselenide. 

 

Figure 7 AMPK phosphorylation state in L6 skeletal muscle cells treated with 1, 3 and 

10 µM (PhSe)2 for 24 h. Figure shows the densitometric analysis of AMPK phosphorylation 

state calculated as P-AMPK/AMPK/vinculin (A) and a representative Western blot (B). The 

data are expressed as arbitrary units obtained analyzing the bands by using the software 

ImageJ. Data are the mean + S.D. of n=3 independent experiments carried out in duplicate. 

**P < 0.01 from a Dunnett’s Multiple Test with respect to control (C). (PhSe)2 = Diphenyl 

diselenide 
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Figure 5 
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Figure 6 
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Figure 7 
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4 DISCUSSÃO 

 

 

 A menopausa caracteriza-se pela suspensão irreversível da função ovariana com 

consequente declínio da produção de hormônios estrogênicos. A falta desses hormônios 

culmina no aparecimento de alterações metabólicas, cognitivas e comportamentais. Nesse 

contexto, devido ao aumento na expectativa de vida, as mulheres freqüentemente passam uma 

porção significativa de suas vidas no período pós-menopausa (Daniel e Bohacek, 2010; 

Daniel, 2012). Por essa razão, entender de que maneira a depleção de hormônios ovarianos 

contribui para o surgimento dos sintomas característicos da menopausa pode ser 

extremamente útil para o desenvolvimento de tratamentos alternativos à terapia de reposição 

hormonal. Com base nessa premissa, os resultados contidos na presente tese sugerem o 

emprego do (PhSe)2 como uma promissora opção farmacológica para o tratamento de alguns 

dos principais sintomas da menopausa. 

O aparecimento de alterações pró-aterogênicas no perfil lipídico das mulheres após a 

menopausa figura entre as principais características da depleção na produção de estrógenos 

(Rachoń et al., 2008). Dados obtidos de ratas Wistar submetidas a ovariectomia (El-Swefy et 

al., 2002) ou na estropausa (Trapani et al., 2010; Trapani e Pallottini, 2010) demonstraram 

que tais alterações pró-aterogênicas incluem aumento nos níveis de colesterol total, LDL e 

triglicerídeos, acompanhados pela diminuição nos níveis de HDL. Consistente com esses 

dados da literatura, os resultados contidos no Artigo 1 desta tese, além de corroborarem com 

tais informações, ainda mostram um efeito hipolipemiante do (PhSe)2, isto é, o tratamento 

com (PhSe)2 na dose de 5 mg/kg uma vez ao dia durante um período de 30 dias foi eficaz em 

diminuir os níveis de triglicerídeos plasmáticos bem como em aumentar os de HDL em 

fêmeas ovariectomizadas de ratos Wistar. 

 Ainda nesse sentido, estudos prévios evidenciaram que ratas na estropausa também 

apresentam um aumento no estado de ativação da enzima HMG-CoA redutase acompanhado 

pela diminuição nos níveis de receptores de LDL, resultando na diminuição da captação de 

colesterol e aumento de sua síntese endógena. Acredita-se que essas alterações sejam devidas 

a modificações na regulação a curto prazo da síntese de colesterol, isto é, ao menor estado de 

ativação da enzima AMPK, o que levaria a menor fosforilação da HMG-CoA redutase 

(Trapani e Pallottini, 2010). Portanto, existe uma relação entre a redução na produção de 

estradiol e a regulação da HMG-CoA redutase. Sugere-se que o efeito protetor desempenhado 

pelos estrógenos na regulação do metabolismo lipídico seja mediado não apenas pelo aumento 

 



87 
 

nos níveis de HDL e diminuição nos de LDL, mas também pela regulação do estado de 

ativação da AMPK, fato que resulta na inibição da atividade da HMG-CoA redutase (Trapani 

e Pallottini, 2010). 

Nesse sentido, os resultados apresentados no Manuscrito 1, os quais se propõem a 

elucidar os mecanismos envolvidos no efeito hipocolesterolêmico do (PhSe)2 investigados em 

culturas de células HepG2 demonstram que este composto orgânico de Se leva a um aumento 

nos níveis de receptores de LDL bem como a um aumento no estado de ativação da AMPK, 

sem inibir diretamente a atividade da HMG-CoA redutase. De uma maneira geral, todas essas 

modificações levam ao aumento da captação de colesterol e diminuição de sua síntese 

endógena. Esses resultados corroboram com os achados de outros trabalhos, os quais 

demonstram um efeito hipocolesterolêmico do (PhSe)2 in vivo (De Bem et al., 2009; Da 

Rocha et al., 2009). 

Além disso, o Manuscrito 1 também sugere um possível mecanismo para o efeito 

hipoglicemiante do (PhSe)2 já demonstrado em trabalhos anteriores (Barbosa et al., 2006).  Os 

resultados do Manuscrito 1 sugerem que, em culturas de células L6 (células de músculo 

esquelético de ratos), o (PhSe)2 aumenta a translocação do GLUT4 do citosol para a 

membrana celular devido a um aumento no estado de ativação da AMPK, o que 

provavelmente resulta no aumento da captação de glicose pelo tecido muscular explicando, ao 

menos em parte, o efeito hipoglicemiante do (PhSe)2 in vivo (Barbosa et al., 2006) (Figura 2). 

Está bem descrito na literatura que a ovariectomia leva tanto ao ganho significativo de 

peso corporal quanto ao acúmulo de gordura abdominal, efeitos resultantes, em parte, devido 

ao aumento na ingestão de alimentos e menor gasto energético (Poehlman et al., 1995; 

Rachoń et al., 2008; Saengsirisuwan et al., 2009; Rogers et al., 2009). Em conformidade a 

isso, os dados contidos no Artigo 1 demonstram claramente que as ratas ovariectomizadas 

apresentaram maior ganho de peso quando comparadas as ratas controle. Interessantemente, o 

tratamento com (PhSe)2 na dose de 5 mg/kg uma vez ao dia durante um período de 30 dias foi 

capaz de impedir o ganho de peso nas ratas ovariectomizadas tratadas com esse composto. 

Além disso, a administração de (PhSe)2 também reduziu consideravelmente o acúmulo de 

gordura abdominal induzido pela ovariectomia. Quando analisados em conjunto, os dados em 

questão mostram-se bastante promissores, uma vez que, no presente momento, existem 

poucas terapias eficazes para o controle da obesidade em mulheres no período pós-

menopausa, de modo que o (PhSe)2 constituiria uma alternativa bastante interessante. 
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Figura 2 Esquema geral dos efeitos do (PhSe)2 apresentados no Manuscrito 1. 

 

 

Estudos publicados na última década têm estabelecido uma considerável associação 

entre o status oxidativo e os hormônios sexuais (Kaya et al., 2004; Prediger et al., 2004; 

Kumru et al., 2005; Ha et al., 2006; Kankofer et al., 2007; Oztekin et al., 2007;  Topçuoglu et 

al., 2009). De fato, de acordo com os dados mostrados no Artigo 1, 30 dias após a 

ovariectomia as ratas Wistar apresentam uma redução nos níveis hepáticos de GSH e na 

atividade da enzima catalase, embora outros parâmetros característicos de estresse oxidativo, 

como níveis de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) e atividade de outras 

enzimas antioxidantes não tenham sido alterados. O tratamento com (PhSe)2 na dose de 5 

mg/kg uma vez ao dia durante esse período foi efetivo em aumentar os níveis hepáticos de 

GSH e de ácido ascórbico, bem como aumentar a atividade da enzima GST e restaurar a 

atividade da catalase no fígado das ratas ovariectomizadas. 
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Evidências clínicas sugerem que a redução na produção de hormônios ovarianos 

contribui para o declínio cognitivo nas mulheres (Sherwin, 1988; Phillips e Sherwin, 1992; 

Farrag et al., 2002; Bimonte-Nelson et al., 2010). Corroborando com esses achados clínicos, 

estudos conduzidos em roedores, primatas não humanos e seres humanos têm demonstrado 

que os hormônios gonadais são benéficos para a manutenção das habilidades cognitivas 

(Sandstrom e Williams, 2001; Rapp et al., 2003; Gibbs et al., 2004; Leuner et al., 2004; 

Talboom et al.,2008, 2010; Acosta et al., 2010; Bimonte-Nelson et al., 2010; Gibbs, 2010). 

O teste do Labirinto Aquático de Morris é um dos mais utilizados para avaliação da 

memória espacial dependente do hipocampo (Lee e Silva, 2009). Nesse teste, os animais são 

colocados para nadar em uma piscina na qual existe uma plataforma submersa logo abaixo da 

superfície da água. Para escapar da água, os animais são treinados diariamente para nadar até 

encontrarem a plataforma, orientando-se por pontos de referência existentes na sala. O tempo 

(latência) que os animais demoram a encontrar a plataforma é usado como um índice de 

memória. Uma medida mais sensível do aprendizado espacial é fornecida pelo desempenho 

dos animais no dia do teste, durante o qual a plataforma é removida da piscina, sendo dado 

aos animais um curto período de tempo (60 segundos, por exemplo) para nadar até o local em 

que a plataforma ficava nos dias de treino (Morris, 1984; Lee e Silva, 2009). De acordo com 

isso, os dados apresentados no Artigo 2 evidenciam que ratas avaliadas no teste do Labirinto 

Aquático de Morris 30 dias após a realização da ovariectomia apresentam uma latência maior  

para encontrar a plataforma quando comparadas às ratas controle (não ovariectomizadas). 

Além disso, o tratamento com (PhSe)2 na dose de 5 mg/kg uma vez ao dia durante 30 dias foi 

capaz de reduzir essa latência nas fêmeas ovariectomizadas, sugerindo um papel benéfico 

desse composto orgânico de Se em melhorar a memória dos animais ovariectomizados. 

Ainda nesse contexto, dados da literatura têm revelado a habilidade do estradiol em 

modular o funcionamento do sistema colinérgico (Luine, 1985; Gibbs et al., 2004; Daniel e 

Bohacek, 2010; Gibbs, 2010; Daniel, 2012) e trabalhos têm evidenciado a existência de uma 

interação entre ovariectomia e sistema colinérgico (Talboom et al., 2008; Acosta et al., 2009; 

Bimonte-Nelson et al., 2010; Craig et al., 2010). Em conformidade a isso, os resultados 

contidos no Artigo 2 mostram que as ratas ovariectomizadas apresentam um aumento 

significativo na atividade da enzima acetilcolinesterase cerebral quando comparadas às não 

ovariectomizadas. Um resultado bastante interessante apresentado na presente tese diz 

respeito ao fato de que o tratamento com (PhSe)2 na dose de 5 mg/kg uma vez ao dia durante 

30 dias foi efetivo em impedir o aumento na atividade da acetilcolinesterase em cérebro total 
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(Artigo 2), sugerindo o uso do (PhSe)2 como uma possível terapia para prevenir ou mesmo 

retardar o aparecimento de prejuízos cognitivos em mulheres após a menopausa. 

 Interessantemente, estudos têm relatado que a privação de hormônios estrogênicos por 

um longo período de tempo após a ovariectomia reduz a capacidade do estradiol 

(administrado exogenamente) em exercer efeitos benéficos sobre a cognição e o 

funcionamento cerebral (Gibbs, 2000; Daniel, 2012). Dessa forma tem sido proposto que a 

terapia com estrógenos só é benéfica se a administração desse hormônio for iniciada logo 

após o início do declínio da função ovariana (Resnick e Henderson, 2002; Maki et al., 2011; 

Daniel, 2012). Nesse sentido, ainda se faz necessário determinar se a terapia empregando 

(PhSe)2 também é afetada pelo tempo entre a cessação da função ovariana e o início de sua 

administração, uma vez que os resultados contidos no Artigo 2 apenas demonstram um efeito 

benéfico do (PhSe)2 quando administrado imediatamente após a realização da ovariectomia. 

De uma maneira geral, as mulheres apresentam uma maior incidência de depressão 

quando comparadas aos homens (Seeman, 1997). Além disso, existem evidências sugestivas 

de que a redução na produção de estrógenos observada durante a menopausa pode aumentar a 

susceptibilidade a episódios depressivos (Birkhäuser, 2002; Freeman, 2010). Por essa razão, a 

associação entre desordens depressivas e menopausa é um importante problema de saúde 

pública que necessita de atenção (Llaneza et a., 2012). Ainda nesse sentido, considerando que 

o estresse favorece o surgimento de inúmeras psicopatologias, principalmente em mulheres, 

torna-se importante entender de que forma o estresse e os hormônios gonadais interagem para 

a regulação do humor (Solomon e Herman, 2009). Nesse contexto, evidências obtidas a partir 

de estudos observacionais e clínicos têm sugerido que a terapia com estrogênios após o início 

da menopausa melhora não apenas a cognição mas também o estado de humor nas mulheres 

(Birkhäuser, 2002). 

 Em meio a isso, os dados apresentados no Artigo 3 evidenciam que fêmeas 

ovariectomizadas de camundongos Swiss submetidas a um protocolo de estresse sub-crônico 

apresentam um aumento no tempo de imobilidade nos testes de Suspensão da Cauda e do 

Nado Forçado, ambos preditivos de comportamento do tipo depressivo, corroborando com 

achados publicados por Nakagawasai et al. (2009). Também foi observado que esse 

prolongamento no tempo de imobilidade apresentado pelas fêmeas ovariectomizadas foi 

prevenido pelo tratamento com (PhSe)2 na dose de 10 mg/kg administrado 30 minutos antes 

de cada exposição ao protocolo de estresse. Além disso, evidenciou-se o envolvimento dos 

receptores de serotonina do tipo 5-HT2A/2C e 5-HT3 no efeito do tipo antidepressivo 

apresentado pelo (PhSe)2. Um fato bastante interessante demonstrado no Artigo 3 diz respeito 
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a inibição da atividade das enzimas monoamino oxidase (MAO) A e B pelo (PhSe)2. Embora 

tenha sido observado que o (PhSe)2 inibe in vitro a atividade da MAO-A e da MAO-B em 

córtex e hipocampo de camundongos, tal inibição não foi observada quando o ensaio da 

atividade da MAO foi realizado ex vivo. Dessa forma, esses resultados poderiam sugerir que o 

(PhSe)2 enquadra-se como um inibidor da MAO de “quarta geração” por combinar 

reversibilidade e atividade inibitória mista para as duas isoformas da MAO (Aubin et al., 

2004). 

Em conclusão, o conjunto de resultados apresentado nesta tese (esquematizados na 

Figura 3) aponta o uso do (PhSe)2 como uma terapia alternativa bastante promissora para o 

tratamento de algumas das principais conseqüências da menopausa, a saber aumento no ganho 

de peso, dislipidemia, prejuízos cognitivos e ocorrência de episódios depressivos. Entretanto, 

faz-se importante mencionar que os efeitos globais do (PhSe)2 ainda precisam ser melhor 

caracterizados no intuito de verificar a existência de possíveis efeitos adversos. 
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Figura 3 Esquema geral dos efeitos do (PhSe)2 apresentados nessa tese. LDLR, receptor de 

LDL; p-AMPK, AMP quinase fosforilada; AChE, acetilcolinesterase; MAO, monoamino 

oxidase; 5-HT2A/2C, receptor serotonérgico do tipo 2A/2C; 5-HT3, receptor serotonérgico do 

tipo 3;  x , inibição de atividade enzimática comprovada nessa tese;  x , inibição de atividade 

enzimática sugerida nessa tese. 
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5 CONCLUSÃO 

 

 

De acordo com os dados apresentados na presente tese, é possível concluir que: 

 A administração de (PhSe)2 em ratas Wistar ovariectomizadas reduz o ganho de 

peso corporal e o acúmulo de gordura intra-abdominal, diminui os  níveis 

plasmáticos de triglicerídeos e aumenta os HDL, bem como melhora parâmetros 

hepáticos relacionados a estresse oxidativo;  

 O tratamento com (PhSe)2 melhora o desempenho de ratas Wistar 

ovariectomizadas no teste do Labirinto Aquático de Morris, possivelmente por 

impedir o aumento da atividade da enzima acetilcolinesterase cerebral; 

 O prolongamento no tempo de imobilidade apresentado pelas fêmeas de 

camundongos Swiss ovariectomizadas foi prevenido pelo tratamento com (PhSe)2 

administrado 30 minutos antes de cada exposição ao protocolo de estresse. Além 

disso, evidenciou-se o envolvimento dos receptores de serotonina do tipo 5-

HT2A/2C e 5-HT3 no efeito do tipo antidepressivo apresentado pelo (PhSe)2, além 

de um provável envolvimento da inibição da atividade da monoamina oxidase 

cerebral por este composto orgânico de Se; 

 Conforme observado em cultura de células HepG2, o efeito hipocolesterolêmico 

do (PhSe)2 é mediado pelo aumento na expressão dos receptores de LDL e pelo 

aumento no estado de ativação da AMPK, sem inibir diretamente a atividade da 

HMG-CoA redutase. Além disso, em culturas de células musculares L6, o (PhSe)2 

aumenta a translocação do GLUT4 para a membrana dessas células musculares, o 

que  poderia explicar a ação hipoglicemiante do (PhSe)2. 
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