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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
biologica. Particularmente o difenildisseleneto (DPDS) ¢ um dos compostos mais
estudados dessa classe onde acredita-se que sua atividade bioldgica, ¢ de outros
compostos contendo selénio, possa estar associada a alteracdo do estado redox de tidis
intracelulares (FREI et al., 2007; GLASER et al., 2013). O estresse oxidativo ¢ uma
condicdo associada a diversas doengas e pode ser causado por uma diminui¢dao da
capacidade do sistema de defesa antioxidante ou por um aumento da geracdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) (HALLIWELL, 1994). Esta condi¢do, esta
relacionada a lipoperoxidacdo de membranas bioldgicas e oxidagdo de grupamentos
tiolicos (—SH) de proteinas, podendo resultar na transicdo de permeabilidade
mitocondrial (TPM) (SANTANA et al., 2009)

OBJETIVOS

Avaliar os efeitos do difenildisseleneto em mitocondrias isoladas de figado de ratos,
especificamente sobre a transi¢do de permeabilidade mitocondrial e processos
associados. Tal estudo visa auxiliar no entendimento dos efeitos biologicos destes
compostos, estipulando seus possiveis potenciais farmacologicos e/ou toxicoldgicos.

METODOLOGIA

O DPDS foi cedido pelo Prof. Dr. Rodrigo L. O. R. Cunha (UFABC) e solugdo estoque
de foi preparada em dimetilsulfoxido (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 quantificagdo de proteinas foi feita pelo
método do Biureto (CAIN & SKILLETER, 1987). O potencial de membrana foi
avaliado pela alteracdo da fluorescéncia da rodamina 123 no A 505/535 nm
excitagao/emissdo, respectivamente A oxidacdo de —SH de proteinas mitocondriais foi
avaliada em tampao fosfato de potassio com adicdo do DTNB pela absorbancia em 412



nm. A lipoperoxidacdo da membrana mitocondrial foi avaliada através da geracao de
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) e a absorbancia determinada em
535 nm. As espécies reativas de oxigénio foram estimadas pelo aumento de um produto
(DCF) fluorescente, pelo resultado da oxidacdo de DCFDA, em 503/529 de
excitacdo/emissao, respectivamente. Para as analises graficas e estatisticas foram usados
os programas Microcal Origin 9.1 (Microcal™ Software, Inc.) e Prisma 6.0 (GraphPad
Software, Inc.). Os tragados 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
significancia estatistica dos dados experimentais foi avaliada por de andlise de varidncia
(ANOVA) seguida pelo pos-teste de Tukey, considerando p<0.05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O difenilditelureto ndo pode ser estudado neste projeto, pois foi insoluvel em agua e
pouco solivel em DMSO. Contornar essa falta de solubilidade inserindo o organotelurio
em sistemas nanoestruturados formados por poloxadmeros inviabilizaria a comparagdo
com os efeitos sobre a TPM entre os organocalcogénios, uma vez que, isoladamente, os
poloxdmeros possuem a capacidade de provocar disfun¢des mitocondriais. Portanto,
priorizamos a continuagdo dos estudos com DPDS, utilizando sete concentragdes a
partir do rastreamento de seus efeitos no projeto anterior, para melhor entender os
mecanismos moleculares envolvidos na indu¢do da TPM em mitocOndrias isoladas de
figado de rato.

Dessa forma, as mitocondrias isoladas de figado de ratos foram incubadas com as
mesmas concentragdes de DPDS utilizadas no ensaio de inchamento osmético
mitocondrial (resultados anteriores) com a finalidade de avaliar se o organocalcogénio
promove dissipagdo do potencial de membrana mitocondrial (A¥Ym). Como podemos
observar na Fig. 1, o DPDS foi capaz de promover a dissipagdo do A¥m a partir da
concentragdo de 5 mmol/L, porém de forma exacerbada a partir de 25 mmol/L.
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Figura 1. Avaliacio da dissipacio do potencial de membrana mitocondrial pelo DPDS em
mitocondria isoladas de figado de rato. As mitocondrias (1 mg/mL) foram incubadas em meio de
reagdo contendo rodamina 123 (0,4 pmol/L), rotenona (2 pmol/L) e CaCl2 (10 pmol/L). A cadeia
respiratoria foi iniciada ap6s a adigdo de succinato de potassio (5 mmol/L) em 50 segundos, as
concentragdes de DPDS (mmol/L) foram adicionadas em 250 segundos e o CCCP (1 pumol/L) em 450
segundos, sendo utilizado como controle positivo. O controle indica auséncia de droga. O resultado ¢
representativo de pelo menos trés experimentos independentes.



Como o DPDS foi capaz de promover permeabilizacdo mitocondrial, o organoselénio
foi incubado com mitocondrias isoladas de figado de rato e adicionado acido 5,5-
ditiobis-nitrobenzdico (DTNB) para investigamos a possivel inducdo da oxidacdo de
grupamentos tidlicos (-SH) de proteinas mitocondriais por este composto. Como pode
ser observado na Fig. 2, o DPDS promoveu a oxidagdo de -SH de proteinas
mitocondriais de forma concentragdo dependente, podendo este efeito estar relacionado
a indugdo da TPM por este composto.
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Visto que o DPDS oxidou -SH de membranas mitocondriais, foi avaliado sua
capacidade em promover a lipoperoxidacio de membranas mitocondriais através da
liberacao de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS). Como pode ser
observado na Fig. 3 (painel A) o DPDS 100 uM, concentragdo que promoveu o maior
inchamento osmoético mitocondrial, ndo foi capaz de induzir a lipoperoxidacao de
membrana mitocondrial, inclusive, parece diminuir a peroxidacdo lipidica basal em
relagdo ao controle, sugerindo um efeito protetor contra a oxidag¢ao. Estudos prévios
também sugerem que o DPDS apresenta efeito protetor sobre a lipoperoxidacdo
(ROSSATO et al., 2002; POSSER et al., 2008).
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Figura 3. Inducio de lipoperoxidacio e geracdo de espécies reativas ao oxigénio pelo DPDS em
mitocondria isoladas de figado de rato. As mitocondrias (I mg/mL) foram adicionadas em meio
contendo succinato de potassio (5 mmol/L), rotenona (2 pmol/L) e CaCl2 (10 umol/L). (A) A
absorbancia relativa foi determinada em 535 nm utilizando o DPDS na concentragdo de 100 mmol/L. O
controle indica auséncia de drogas e o controle positivo foi realizado com a adigdo de t-BOOH (0,6 mM),
sendo considerado como 100%. Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo de pelo
menos trés experimentos independentes feitos em triplicata. (B) Foi avaliado a mudanga de fluorescéncia



pela oxidagdo de DCFDA (1umol/L) com a liberacdio de DFC. O resultado é representativo de pelo
menos 3 experimentos independentes.

Além disso, seus efeitos sobre a geragdo global de radicais livres na mitocondria foram
avaliados utilizando-se o fluor6foro DCFDA. Como pode ser observado na Fig. 3
(painel B), o DPDS, além de ndo induzir aumento da produ¢do de radicais livres,
promoveu diminui¢cdo das mesmas abaixo da geragdo mitocondrial basal, sugestivo de
potencial antioxidante. Esses dados corroboram os resultados ja obtidos de Puntel et al.
(2010). Mesmo na auséncia de lipoperoxidacdo e estresse oxidativo houve
permeabilizagdo mitocondrial, podendo ser causada por uma acdo oxidante direta do
composto sobre os grupamentos tidlicos mitocondriais. Resultados similares ja foram
descritos anteriormente para compostos ciclopaladados (SANTANA et al., 2009).

CONCLUSOES

O DPDS promoveu a permeabilizacdo de mitocondrias isoladas de figado de rato,
demostrada pela dissipacdo do potencial de membrana. Tal efeito foi acompanhado pela
oxidacdo de grupamentos tidlicos de proteinas mitocondriais, mas ndo pela oxidagdo
lipidica das membranas mitocondriais, € diminuiu a geracdo de radicais livres pelas
mitocondrias abaixo do basal. Isso mostra que mesmo podendo apresentar um efeito
antioxidante, o DPDS ¢ capaz de promover disfungdes mitocondriais potencialmente
associadas a morte celular e isso pode ser explorado em condi¢des onde a citotoxicidade
¢ benéfica, por exemplo, contra células tumorais, parasitas, protozodrios ou bactérias.
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