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INTRODUCAO

Compostos organicos funcionalizados com calcogénios, especialmente aqueles com
selénio em sua composi¢do, vém recebendo crescente atencdo voltada para o
reconhecimento e entendimento, em nivel molecular, de suas diversificadas atividades
bioldgica. Particularmente o difenildisseleneto (DPDS) ¢ um dos compostos mais
estudados dessa classe e apresentou efeito protetor sobre a peroxidacao lipidica induzida
por 4cido quinolinico, que superestimula o sistema glutamatérgico e causa
neurotoxicidade (MEOTTI et al., 2004; POSSER et al., 2008). Além disso, o DPDS nao
afetou a viabilidade celular de fatias de hipocampo de rato, pelo contrdrio, aumentou a
viabilidade dos mesmos na presenga de peroxido como agente estressor (POSSER et al.,
2008). Esses estudos sugerem que o DPDS possui efeito neuroprotetor com potencial
aplicacdo em doengas neurodegenerativas. O DPDS também mostrou-se capaz de
diminuir disfun¢des mitocondriais, promovendo hepatoprotecio (CARVALHO et al.,
2013; OLIVEIRA et al., 2013).

OBJETIVOS

Uma vez que os efeitos bioldgicos do difenil disseleneto (DPDS) estdo associados a
citoprotegdo com preservagao da funcdo mitocondrial, o objetivo deste trabalho foi
estudar os efeitos do DPDS sobre a transicdo de permeabilidade mitocondrial em
mitocondrias isoladas de cérebro de rato como modelo e correlacionar esse efeito com
possivel citoprotecdo relatada para este composto.

METODOLOGIA

O difenildisseleneto (DPDS) foi cedido pelo Prof. Dr. Rodrigo L. O. R. Cunha
(UFABC) e solugao estoque de DPDS foi preparada em DMSO (Sigma-Aldrich, pureza
> 99 %). Para os experimentos a concentragdo maxima de DMSO usada ndo apresentou
efeito mensuravel sobre os parametros analisados. As mitocondrias isoladas de figado
de rato foram obtidas por centrifugacdo diferencial e a quantificacdo de proteinas foi
feita pelo método do Biureto (CAIN & SKILLETER, 1987). O inchamento osmdtico
mitocondrial foi avaliado pela diminui¢cdo da absorbancia relativa em 540 nm em um



espectrofotometro de microplacas Synergy H4 (Biotek, USA), na presenca de CaClz 10
umol/L. As células HepG2 (hepatocarcinoma) e Neuro-2a (neuroblastoma) foram
cultivadas em meio DMEM high glucose (Sigma-Aldrich, USA) suplementado com
soro fetal bovino 10% (v/v) inativado por calor (Gibco, South America origin),
antibiodticos (penicilina 100 U/ml e estreptomicina 100 pg/ml) (Gibco), pH 7.2. Para os
ensaios de viabilidade, 20 pL da suspensdo de células foi adicionada a igual volume da
solugdo de Azul de Tripan 0.016% e a contagem foi realizada em camara de Neubauer,
sendo consideradas invidveis as células que incorporaram o corante, e vidveis as que
excluiram o Azul de Tripan. O ensaio de citometria de fluxo para determinacdo do
potencial de membrana mitocondrial foi realizado em um citometro de fluxo
FACSCanto II (Becton Dickinson, EUA) e os dados coletados foram tratados no
programa FlowJo. Para cada amostra foram analisados 10.000 eventos. As células
foram marcadas com iodeto de 3,3’-dihexailoxacarbocianina (DiOCs) (Invitrogen,
USA). Para as andlises graficas e estatisticas foram usados os programas Microcal
Origin 9.1 (Microcal™ Software, Inc.) e Prisma 6.0 (GraphPad Software, Inc.). Os
tracados sdo representativos e os dados quantitativos sdo provenientes de no minimo 3
experimentos independentes (n>3), sendo apresentados como média + epm (erro padrao
da média). Quando pertinente, a andlise da significdncia estatistica dos dados
experimentais foi avaliada por de andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo pos-teste
de Tukey, considerando p<0.05.

RESULTADOS E DISCUSSAO
O DPDS foi adicionado a suspensdo de mitocondrias isoladas de figado e de cérebro de

rato, energizadas com succinato de potassio, um substrato de sitio II da cadeia
respiratoria mitocondrial, em concentracdes crescente (1 — 150 pumol/L) a fim de se
verificar o efeito deste organocalcogénio sobre a permeabilidade mitocondrial. Como
pode ser observado na Fig. 1, o DPDS promoveu um inchamento osmotico mitocondrial
de forma concentragdo dependente, tanto em mitocondrias de figado (linha cinza)
quanto em mitocondrias de cérebro (linha preta). Este efeito foi maior em mitocondrias
de figado em comparagdo com as de cérebro.

Fig. 1. Indugdo de inchamento
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O objetivo inicialmente delineado baseou-se em intmeros artigos publicados com
evidéncias da literatura que descreviam amplamente o difenildisseleneto com possivel



atividade neuroprotetora em modelos in vitro e in vivo (POSSER et al., 2008;
GLASSER et al., 2013). Como possivel mecanismo de a¢do neuroprotetora figura-se
sua potente acdo antioxidante (IBRAHIM et al., 2015). Também foi proposto que o
DPDS foi capaz de atenuar danos mitocondriais induzidos por acetoaminofen no figado
(CARVALHO et al., 2013). Entretanto, logo no primeiro experimento observamos que
em vez de proteger, o DPDS promoveu um dano mitocondrial que resultou em
permeabilizacdo, e por este motivo passou-se a investigar ndo o efeito protetor, mas sim
o efeito citotoxico deste composto, como descrito a seguir. Como pode ser observado na
Fig. 2, o DPDS induziu morte celular de forma concentragdo dependente, tanto em
células HepG2 (A), quanto em células Neuro 2a (B). Os valores de ECso, concentragdo
de droga que mata 50% da populagdo celular, foram aproximadamente 2,5 umol/L para
as células HepG2 e 10 umol/L para as células Neuro 2a, exibindo assim a mesma
susceptibilidade ao DPDS observada nos experimentos com mitocondrias isoladas.
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Fig. 2. Efeito do DPDS sobre a viabilidade de células Neuro 2a avaliada pelo método de
exclusdo do azul de tripan. As células HepG2 (A) e Neuro 2a (B) foram incubadas por 24
horas a 37°C em atmosfera de CO, 5%, com diferentes concentragdes de DPDS. A viabilidade
celular foi determinada pelo teste de exclusdo do azul de tripan e a porcentagem de células
viaveis foi avaliada em relacdo ao controle sem adi¢do de droga (100%). Os valores estdo
apresentados como média =+ erro padrao da média de trés experimentos independentes.

Uma vez que o DPDS promoveu permeabilizagdo em mitocondrias isoladas e exibiu
citotoxicidade nos respectivos modelos celulares, a ocorréncia de permeabilizagdo
mitocondrial nas c€lulas intactas tratadas com DPDS foi investigada. No entanto, ndo ¢
experimentalmente facil determinar tal permeabilizacdo em células como ¢ em
mitocondrias isoladas por meio do ensaio de inchamento osmético. Por isso, avalia-se
indiretamente o potencial de membrana mitocondrial, pois a permeabiliza¢do
mitocondrial resulta necessariamente em dissipacdo do mesmo. As células HepG2
foram entdo carregadas com o fluor6foro DiOCs que emite fluorescéncia no canal verde
quando as mitocondrias estdo com elevado potencial de membrana e a fluorescéncia
diminui com a sua dissipa¢ao. Como pode ser observado na Fig. 3, a adi¢do do DPDS
diminuiu a fluorescéncia do DiOCs assim como o desacoplador classico CCCP, usado
como controle positivo neste experimento, sugerindo assim a ocorréncia da
permeabilizacdo mitocondrial em células induzida por DPDS.
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CONCLUSOES

O DPDS promoveu permeabilizacdo em mitocondrias isoladas de figado e cérebro de
rato, sendo esse efeito mais exacerbado nas de figado. Além disso, este composto
induziu morte celular concentracdo dependente em células em cultura associadas a
ocorréncia de disfungdo mitocondrial. Esses resultados ndo eram esperados de acordo
com a hipdtese inicial onde foi proposto a investigacdo de processos mitocondriais
associados a neuroprote¢do, mas a modificagdo do curso do projeto revelou aspectos
importantes da citotoxicidade exibida por difenil disseleneto.
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