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RESUMO

A aterosclerose é uma doenca progressiva caracterizada pelo acumulo
de lipideos e elementos fibrosos nas artérias de médio e grande calibre. As
doencas cardiovasculares decorrentes da aterosclerose, dentre elas o infarto
agudo do miocardio e acidente vascular cerebral, sdo a principal causa de
mortalidade e morbidade mundial. O estresse oxidativo e a deficiéncia da
enzima glutationa peroxidase (GPx) possuem um importante papel no
desenvolvimento da aterosclerose. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito do Disseleneto de Difenila, um composto organico de selénio,
em modelos experimentais de aterosclerose, in vivo e in vitro. O tratamento
com baixas doses de DD (0,1 e 1 mg/kg, v.0.) reduziu a formacéo de lesGes
ateroscleroticas em camundongos nocaute para o receptor da lipoproteina de
baixa densidade (LDLr -/-) submetidos a uma dieta hipercolesterolémica. Esta
reducdo foi acompanhada por melhora na vasodilatacdo dependente do
endotélio, diminuicdo dos niveis de 3-nitrotirosina e malondialdeido
(marcadores de estresse oxidativo), reducao da razéo colesterol ndo-HDL/HDL,
diminuicdo da infiltracdo de células inflamatérias na lesdo e dos niveis
sisttmicos de MCP-1. Em cultura de células endoteliais de aorta bovina
(BAECS), o pré-tratamento com DD (0,5 e 1 uM) atenuou a apoptose induzida
por LDL humana isolada por diminuir a formacdo de EROs e o consumo de
GSH, e restabelecer o potencial de membrana mitocondrial. Os estudos em
macrofagos murinos da linhagem J774 expostos a oxLDL (100 pg/mL),
demonstraram que o DD (1 puM) reduziu significativamente a formacédo de
células espumosas, a producédo de EROs e de mediadores inflamato6rios (MCP-
1 e TNF-a). Este conjunto de resultados revela o potencial antiaterogénico do
DD, tanto em modelos experimentais in vivo quanto in vitro. Os efeitos
demonstrados pelo composto estdo relacionados as suas propriedades

antioxidante, mimética da GPx e anti-inflamatoria.
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ABSTRACT

Atherosclerosis is a progressive disease characterized by the
accumulation of lipid and fibrous elements in the large and medium arteries.
Cardiovascular diseases associated with atherosclerosis (e.g. myocardial
infarction and stroke) are the major causes of mortality and morbidity in the
world. Oxidative stress and glutathione peroxidase (GPx) deficiency has been
implicated in the development of atherosclerotic lesions. The present study
analyzed the potential of diphenyl diselenide (DD), a simple organoselenium
compound, in reduce atherosclerosis using in vivo and in vitro experimental
models. Herein, we demonstrate that oral treatment with low doses of DD (0.1
and 1 mg/kg, o.p.) potently reduced the formation of atherosclerotic lesion in
hypercholesterolemic LDL receptor knockout (LDLr -/-) mice. This reduction was
accompanied by significantly improved endothelium-dependent vasorelaxation,
decrease in the ratio non-HDL/HDL, lower 3-nitrotyrosine and MDA levels,
decrease in vessel wall infiltration by inflammatory cells and prevention of
upregulation of the proatherogenic monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-
1). In bovine aortic endothelial cells (BAECS), pre-treatment with DD (0.5 and 1
uM) attenuated the oxLDL-induced apoptosis by decreasing ROS generation
and GSH depletion and restoring the mitochondrial membrane potential.
Studies in J774 macrophage-like cells show that DD (1 pM) significantly
decreased oxLDL-induced formation of foam cells and the generation of ROS
and inflammatory mediators. Our results reveal the antiatherogenic actions of
DD in experimental models in vivo and in vitro. These effects could be related

with antioxidant, GPx-mimetic and anti-inflammatory properties.



1. INTRODUCAO

1.1. Doencas cardiovasculares

Atualmente, as doencas cardiovasculares (DCV) séo a principal causa
de morte no mundo. Estima-se que 17,1 milhdes de pessoas morrem
anualmente de DCV, representando 29 % do total de mortes. Deste numero,
aproximadamente 7,2 milh6es sdo devido a doencga arterial coronariana e 5,7
milhées ao infarto do miocéardio (WHO, 2004). Segundo a Associagcdo
Americana de Cardiologia, no ano de 2006, uma a cada 2,9 mortes nos
Estados Unidos foi decorrente de DCV (Lloyd-Jones et al., 2010). Nos ultimos
anos, presenciamos um declinio razoavel da mortalidade por DCV em paises
desenvolvidos, enquanto elevacbes relativamente rapidas e substanciais
desses indices tém ocorrido em paises em desenvolvimento, dentre 0s quais 0
Brasil (Sposito et al., 2007). De acordo com as projecdes da Organizacao
Mundial de Saude, esta tendéncia de elevacdo tende a persistir, agravando
ainda mais o quadro de morbidade e mortalidade altos nestes paises (WHO,
2004).

A aterosclerose € a principal causa da maioria das DCVs que incluem a
doenca arterial coronariana, grangrena isquémica, aneurisma abdominal,

infarto agudo do miocérdio e acidente vascular cerebral (Hansson et al., 2006).

1.2. Aterosclerose



A aterosclerose é uma doenca progressiva caracterizada pelo acumulo
de lipideos no interior dos macrofagos, nas artérias de grande e médio calibre.
Essa deposicdo leva a proliferacdo de certos tipos celulares no interior da
parede arterial que gradualmente invadem o limen vascular e impedem o fluxo
sanguineo (Stocker e Keaney, 2004).

A relacdo entre lipideos e a aterosclerose dominou os estudos acerca
desta patologia até meados de 1970. Fortes evidéncias experimentais e
clinicas relatavam a ligacdo entre a hipercolesterolemia e o ateroma (Libby,
2002). Entretanto, na ultima década a aterosclerose foi reconhecida como uma
doenca inflamatéria cronica que pode ter componentes infecciosos ou
autoimunes (Ross, 1999; Libby, 2002).

As lesfes iniciais ocorrem especialmente nas bifurcacbes e curvaturas
das artérias, locais onde o fluxo sanguineo ocorre de maneira turbilhonada e
desorientada (Ross, 1999; Lusis, 2000). O processo aterosclerético se inicia
com uma disfuncdo endotelial, favorecendo o surgimento de uma resposta
inflamatoria que resulta em aumento da permeabilidade aos leucécitos, lipideos
e plaguetas circulantes (Kadar e Glasz, 2001). As principais causas da
disfuncdo endotelial incluem niveis elevados de lipoproteinas de baixa
densidade (LDL); espécies reativas geradas pelo tabagismo, hipertensdo e
diabetes; concentracbes plasmaticas elevadas de homocisteina e alguns tipos
de microrganismos, como o virus da herpes e Chlamydia pneumoniae; além de
combinacgdes destes fatores (Ross, 1999).

O primeiro estagio da aterosclerose é o aparecimento de estrias
gordurosas, as quais dardo origem ao ateroma (Stary, 1990). Este processo

inicia-se com a passagem da LDL pela camada endotelial (Ross, 1999). Na



intima do vaso, as LDLs sofrem modificacbes oxidativas através de acgdo
enzimatica ou ndo enziméatica, levando a liberacdo de fosfolipideos bioativos
que podem ativar as células endoteliais. As células endoteliais ativadas
expressam varios tipos de moléculas de adesdo para leucdcitos
(principalmente VCAM-1), que promovem o rolamento e adesdo destas células
na superficie vascular. Apos a adesdo a camada endotelial, os leucdcitos
migram para a intima em resposta a estimulos quimioatraentes, incluindo
quimiocinas, dentre elas a MCP-1 (proteina quimiotatica para mondcitos-1),
que recruta mondcitos circulantes para o local da lesdo (Hansson et al., 2006).
Na intima, os mondcitos se diferenciam em macrofagos e iniciam a captagéo
das lipoproteinas oxidadas através dos receptores scavenger levando a
formacdo das células espumosas (Brown e Goldstein, 1983; Ross, 1999)
(Figura 1). As células espumosas produzem fatores de crescimento que
induzem a migracdo de ceélulas musculares lisas da camada média para a
intima e sua subsequente proliferacdo, convertendo a estria gordurosa em
ateroma. As células musculares lisas podem ainda produzir matriz extracelular,
que leva a formacdo da capa fibrosa (Glass e Witztum, 2001). Em estagios
posteriores da doenca ocorrem calcificagdo e continuagédo da fibrose. A capa
fibrosa formada cerca o centro rico em lipideos e também pode conter células

mortas ou em apoptose (nucleo necrético da leséo) (Libby et al., 1996).
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Figura 1: Recrutamento e ativagdo de macréfagos, e formacédo do ateroma. INF-y (Interferon-y); IL-1
(Interleucina-1); MCP-1 (Proteina quimiotatica para mondcitos-1); M-CSF (Fator estimulador de col6nia de
macréfagos); oxLDL (LDL oxidada); ScR (Receptores scavenger); Thl (Linfocito T helper 1); TNF-o (Fator
de necrose tumoral-o)) e VCAM-1 (Molécula de adesao vascular-1) (Adaptado de Hansson et al., 2006).

Quanto a classificacéo, as placas ateroscleréticas podem ser divididas
em estaveis ou vulneraveis a ruptura. As placas estaveis possuem um pequeno
nacleo lipidico, uma densa camada fibrosa e poucas células inflamatorias;
enquanto as placas vulneraveis apresentam uma fina capa fibrosa e numero
elevado de células inflamatérias (Lusis, 2000; Stocker e Keaney, 2004). A
ruptura desta capa fibrosa expde o material lipidico altamente trombogénico,
levando a formacdo de um trombo sobrejacente. Este processo € conhecido
por aterotrombose, e € um dos principais determinantes das manifestacfes

clinicas da aterosclerose (Libby, 2002) (Figura 2).
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Figura 2: Progressdo do ateroma. No ateroma inicial, o recrutamento de células inflamatérias e o
acumulo de lipideos promovem uma expansao da parede arterial em dire¢do ao limen do vaso. Se as
condicdes inflamatodrias e os fatores de risco, tais como a dislipidemia, persistirem, o nucleo lipidico
aumenta e a capa fibrosa torna-se menos espessa, formando uma lesdo vulneravel e susceptivel a
ruptura. Quando esta ruptura acontece, 0 sangue entra em contato com o conteddo da lesdo promovendo
a formacg&o de um trombo, que pode por sua vez obstruir o vaso de maneira persistente e resultar em
infarto agudo do miocéardio (Adaptado de Libby, 2002).

1.3. Lipoproteina de baixa densidade (LDL) e aterosclerose

As lipoproteinas de baixa densidade (LDLs) sdo as principais
lipoproteinas plasmaticas que transportam o0 colesterol e estdo entre os
agentes causadores da aterosclerose (Lusis, 2000). Estas lipoproteinas séo
constituidas por uma porc¢dao lipidica, composta principalmente por colesterol e
uma unica proteina - a apolipoproteina B-100 (apo B-100), e sé&o responsaveis
pelo fornecimento de colesterol para os tecidos periféricos. As células captam
as LDLs através de receptores B/E que reconhecem a parte protéica da

lipoproteina (Champe e Harvey, 1997). A expressdo destes receptores no



figado € a principal responsavel pelos niveis de colesterol no sangue e
depende da atividade da enzima Hidroximetilglutaril Coenzima A (HMG-CoA)
redutase, que é a enzima chave para a sintese do colesterol hepético (Sposito
et al., 2007).

A associacéo entre o colesterol LDL e a aterosclerose foi estabelecida,
em parte, com base em estudos sobre a hipercolesterolemia familiar, uma
doenca autossbmica dominante que afeta uma em cada 500 pessoas da
populacdo geral. No ano de 1985, os pesquisadores americanos Michael
Brown e Joseph Goldstein conquistaram o prémio Nobel de Medicina por
caracterizarem o receptor de LDL e atribuirem a deficiéncia genética deste
receptor a causa da hipercolesterolemia familiar. Heterozigotos para esta
doenca manifestam uma elevacdo de duas a cinco vezes nos niveis
plasmaticos de LDL, em funcdo de um prejuizo funcional do receptor de LDL,
resultando em uma deficiéncia no clearence desta lipoproteina. Os individuos
homozigotos apresentam um aumento de quatro a seis vezes no colesterol
plasmatico e desenvolvem aterosclerose precocemente (Gotto e Grundy, 1999,
Steinberg, 2002).

Atualmente, os farmacos utilizados para o tratamento da aterosclerose
objetvam a reducdo da hipercolesterolemia. A principal classe de
medicamentos utilizados para este fim sdo as estatinas (inibidores da HMG-
CoA redutase), que podem ser administradas em associacdo a ezetimiba,
colestiramina e eventualmente aos fibratos ou acido nicotinico (Sposito et al.,
2007). Os efeitos benéficos das estatinas sdo mediados em parte por sua acao
hipolipemiante, entretanto, evidéncias suportam a existéncia de outros

mecanismos de acdo, como aumento do numero e atividade dos receptores de



LDL, aumento da estabilidade da placa, redugédo da formacdo de trombo e

diminuic&o do processo inflamatorio (Galkina e Ley, 2009).

1.4. Estresse Oxidativo e aterosclerose

Um grande numero de evidéncias em modelos animais tem
demonstrado que fatores de risco comuns para a aterosclerose aumentam a
producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e Nitrogénio (ERNS) nas
células endoteliais, musculares lisas e adventicias (Harrison et al., 2003).

As EROs mais relevantes e deletérias originadas nos sistemas
biolégicos incluem, o radical anion superoéxido (O,"), o radical hidroxil ("OH),
oxido nitrico ("NO), peréxido de hidrogénio (H.O,), peroxinitrito (ONOO) e
acido hipocloroso (HOCI) (Halliwell e Gutteridge, 1999). Vérios sistemas
enzimaticos sdo importantes na geracdo destas EROs, tais como a xantina
oxidase, NADPH oxidases, citocromo P450, fontes mitocondriais (cadeia
transportadora de elétrons) e a Oxido nitrico sintase (NOS) (Harrison et al.,
2003) (Figura 3).

O estresse oxidativo pode ser definido como um distlrbio entre o
balanco pro-oxidante/antioxidante em favor da situagdo pré-oxidante, levando a
um dano oxidativo que compromete a resposta redox celular. Esta situacao
pode ser resultado de uma diminuicdo dos sistemas antioxidantes ou aumento
da producéo de EROs (Halliwell e Gutteridge, 1999).

As EROSs/ERNs possuem um duplo papel na vasculatura, em
concentracoes fisiologicas funcionam como moléculas sinalizadoras, enquanto

gue em altas concentracdes causam efeitos nocivos (Lum e Roebuck, 2001).



Em situacOes de estresse oxidativo, a producdo aumentada de EROs pode
levar a muitos eventos celulares, dentre eles a inativacdo do "NO; modificacdes
oxidativas do DNA e proteinas; oxidacdo de lipideos; aumento da
mitogenicidade e apoptose de células vasculares; e aumento da expressao e
ativacdo de genes redox-sensiveis, tais como receptores para 0OXxLDL,
moléculas de adesdo, fatores quimiotaticos, citocinas proé-inflamatdrias,
reguladores do ciclo celular e metaloproteinases de matriz (Wassmann et al.,
2004).

No ambiente vascular, as EROs sado responsaveis pela inducdo das
modificacdes oxidativas da LDL, convertendo estas lipoproteinas em particulas
mais aterogénicas (Rizzo et al., 2009). A oxidacao da LDL, mediada por EROs,
envolve a peroxidacdo de acidos graxos e modificacdo covalente da apo B-100
por produtos da peroxidacdo lipidica. Assim, a LDL oxidada é rapidamente
captada pelos macréfagos através dos receptores scavenger que, ao contrario
do receptor que reconhece a LDL nativa, ndo apresenta hiporregulacdo em
resposta ao excesso de colesterol celular, dando origem as células espumosas
(Steinberg, 1997). A LDL oxidada (oxLDL) também pode induzir estresse
oxidativo, levando a geracdo de O," nas células endoteliais e musculares lisas.
O O," formado causa disfuncdo endotelial, proliferacéo, hipertrofia e apoptose
das células vasculares (Williams e Fisher, 2005; Galle et al., 2006).

Além do processo de oxidacdo da LDL, as EROs desempenham um
importante papel na disfuncdo endotelial que ocorre durante a aterogénese
(Cai e Harrison, 2000). Nas células endoteliais, o *°NO protege a vasculatura do
desenvolvimento da aterosclerose através de suas propriedades

vasodilatadoras, da inibicAo dos processos de expressdo de moléculas de



adesdo, agregacdo plaquetéria, proliferacdo de células musculares lisas e
oxidacdo da LDL (Gaut e Heinecke, 2001). A producdo intensa de O," pode
favorecer a reacdo deste radical com o "NO promovendo dano celular, por
reduzir a biodisponibilidade do *NO. Além disso, o produto formado pela reagédo
entre o "NO e O,", o peroxinitrito (ONOO-), atua como um potente agente
oxidante e nitrante apresentando propriedades pré-aterogénicas. O O," ainda é
capaz de ativar genes sensiveis ao estado redox aumentando a expressao de
moléculas de adesao vasculares e proteinas quimiotraentes (Yokoyama, 2004).

Como mecanismo de protecdo ao estresse oxidativo e aos danos
promovidos por este na vasculatura, as células possuem sistemas de defesa
antioxidantes, tais como as enzimas superoxido dismutase (SOD), enzimas que
sintetizam glutationa reduzida (GSH), glutationa peroxidase (GPx), glutationa
transferase (GST), catalase, entre outras (Kondo et al., 2009) (Figura 3).
Disturbios nestes sistemas de defesa podem levar ao acumulo de EROs e
acelerar o desenvolvimento da aterosclerose (Hill e Singal, 1996). Por outro
lado, a expressdo aumentada de enzimas, como a SOD e a catalase, pode
retardar o aparecimento de lesdes em modelos animais de aterosclerose (Yang

et al., 2004; 2009).
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Figura 3: Fontes de espécies reativas e sistemas de defesa antioxidante em células vasculares.
*NO (Oxido nitrico); eNOS (Oxido nitrico sintase endotelial); H,O, (Peréxido de hidrogénio); GPx
(Glutationa peroxidase); GR (Glutationa redutase); GSH (Glutationa reduzida); GSSG (Glutationa
oxidada); O, (Radical anion superédxido); ONOO’ (Peroxinitrito) e SOD (Superdxido dismutase)
(Adaptado de Li e Shah, 2004).

1.5. Glutationa Peroxidase e aterosclerose

A glutationa peroxidase (GPx) € uma enzima chave em muitos tipos
celulares e consome glutationa reduzida para converter H,O, em agua, e
peréxidos lipidicos em seus respectivos alcodis (Stocker e Keaney, 2004)
(Figura 4). Além disso, a GPx também atua como peroxinitrito redutase (Sies,
1999). Em mamiferos, existem quatro principais classes de GPx, que diferem
entre si na distribuicdo tecidual e localizagdo celular. Sdo selenoproteinas que
contém em seu sitio ativo o selénio, essencial para sua reacdo catalitica,

conforme demonstrado na figura 4 (Margis et al., 2008).
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Figura 4: Ciclo catalitico da glutationa peroxidase. O grupamento selenolato da enzima (GPx-Se-)
reage com perdxido de hidrogénio ou hidroperoxidos orgénicos, formando um &acido seleninico (GPx-Se-
OH). Este Se-OH reage com uma molécula de glutationa (GSH) formando selenopersulfato (GPx-Se-SG),
gue por sua vez é atacado pela segunda molécula de GSH, regenerando o selenolato no sitio ativo da
enzima e liberando glutationa oxidada (GSSG) (Adaptado deNogueira e Rocha, 2010)

Recentes estudos clinicos tém demonstrado que a diminuicdo da
atividade da enzima GPx-1 eritrocitaria esta associada ao risco aumentado de
eventos cardiovasculares (Blankenberg et al., 2003; Espinola-Klein et al.,
2007). Além disso, a atividade da GPx-1 esta diminuida ou ausente em placas
aterosclerdticas humanas e esti associada ao desenvolvimento de lesdes mais
severas (Lapenna et al.,, 1998). Em camundongos, a deficiéncia de GPx-1
causa disfuncdo endotelial, acompanhada de aumento do estresse oxidativo,
anormalidades funcionais e estruturais do sistema cardiovascular (Forgione et
al.,, 2002), além de acelerar a progressao da lesdo aterosclerdtica em
camundongos deficientes em apolipoproteina E (apoE -/-) (Torzewski et al.,
2007). Por outro lado, a superexpressdao da GPx-4, diminui a leséo

aterosclerotica em camundongos apoE -/- (Guo et al., 2008).
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Considerando que a GPx é uma enzima chave na protecdo de vasos
sanguineos contra o estresse oxidativo e aterogénese, surge a hipotese de
que compostos com atividade mimética desta enzima possam atuar
beneficamente sobre o desenvolvimento da aterosclerose. Além disso,
numerosos estudos tém verificado que a utlizacdo de substancias
antioxidantes esta relacionada a prevencdo das doencas cardiovasculares

(Glass e Witztum, 2001; Brigelius-Flohe et al., 2005; Sposito et al., 2007).

1.6. Compostos organicos de selénio

Diferentes classes de compostos organicos de selénio exibem atividade
mimética da GPx e decompdem peroxido de hidrogénio e hidroperoxidos
organicos utilizando glutationa reduzida (GSH) ou outros tidis como doadores
de hidrogénio (Wilson et al., 1989; Nogueira et al., 2004). A partir dos anos 80,
o interesse em bioquimica, farmacologia e toxicologia de organoselénios
aumentou de maneira significativa devido a variedade de atividades biolégicas
desempenhada por esta classe de compostos.

O primeiro exemplo desta classe de compostos foi o ebselen (Parnham
e Kindt, 1984), o qual tem sido extensivamente estudado devido as suas
propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias (Cotgreave et al., 1989;
Schewe, 1995; Haddad el et al., 2002). Este composto de baixa toxicidade
(Fischer et al., 1988), demonstrou agbes anti-inflamatoria e antioxidante em
diversos modelos experimentais in vivo e in vitro (Schewe, 1995; Takasago et

al., 1997; Porciuncula et al., 2003; Brodsky et al.,, 2004). Além disso, foi
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empregado com sucesso em estudos clinicos em pacientes com aneurisma
hemorragico e isquemia aguda (para reviséo ver Parnham e Sies, 2000).
Recentemente, um estudo utilizando camundongos apoE -/- mostrou o
efeito antiaterogénico do ebselen na aterosclerose associada a hiperglicemia
(Chew et al.,, 2009). Outros trabalhos verificaram que o ebselen restaura a
funcéo endotelial em ratos diabéticos (Brodsky et al., 2004) e diminui as lesdes
ateroscleréticas em camundongos transgénicos com expressdo aumentada da
NADPH oxidase (Khatri et al., 2004). As atividades farmacoldgicas do ebselen
podem ser explicadas em parte por sua capacidade de neutralizar
eficientemente hidroperéxidos organicos e ONOO’, mimetizando a enzima

glutationa peroxidase (GPx) (Muller et al., 1984; Masumoto e Sies, 1996).

1.6.1. Disseleneto de Difenila

O disseleneto de difenila (Figura 5A), assim como o ebselen, € um
composto organico de selénio que reage eficientemente com hidroperéxidos e
peroxidos organicos, através de reacdo similar a catalisada pela GPx (Figura
5B). Todavia, o disseleneto de difenila demonstrou ser mais ativo como
mimeético da GPx (Wilson et al., 1989) e menos toxico em roedores que o

ebselen (Nogueira et al., 2003; Meaotti et al., 2003).
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Figura 5: Estrutura quimica e mecanismo catalitico do Disseleneto de Difenila. (A) Estrutura quimica
do Disseleneto de Difenila (DD). (B) Mecanismo catalitico do DD para a detoxificagdo de perdxido de
hidrogénio. O DD reage com um grupamento tiol (ex. GSH) originando um selenilsulfeto, o qual reage
com um segundo equivalente de GSH formando um selenol (Se-OH). Finalmente, este selenol reduz o
peroxido de hidrogénio ou peréxidos lipidicos liberando uma molécula de agua, fechando assim o ciclo
catalitico (Adaptado de Nogueira et al., 2004).

Uma das primeiras evidéncias das propriedades farmacolégicas do DD
ocorreu em 2003, quando Nogueira e colaboradores demonstraram as
atividades anti-inflamatéria e antinociceptiva deste composto em roedores
(Nogueira et al., 2003). Desde entdo, estudos tém relatado o importante papel
protetor deste composto em uma variedade de modelos experimentais
associados a producdo exacerbada de radicais livres (Meotti et al., 2004;
Ghisleni et al., 2003; Burger et al., 2004; Borges et al., 2005), além de diversas
outras propriedades farmacoldgicas, demonstradas na tabela 1. Recentemente,
de Bem e colaboradores (2009) verificaram que o tratamento por via oral com

DD reduz a hipercolesterolémia e o estresse oxidativo em coelhos alimentados
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com uma dieta rica em colesterol. Em outro estudo, foi demonstrado que o DD
inibe a oxidacédo da LDL humana in vitro e este efeito foi relacionado com a sua
atividade tiol-peroxidase (de Bem et al., 2008). Cabe ainda considerar, a baixa
toxicidade apresentada por este composto em doses com potencialidades
farmacoldgicas em roedores e ndo roedores (Nogueira et al., 2003; Meotti et

al., 2003; de Bem et al., 2006; 2007; Straliotto et al., 2010).

Tabela 1: Propriedades farmacolégicas do Disseleneto de Difenila em diferentes modelos
experimentais.

Modelo experimental Tratamento Espécie animal Referéncia
Hepatotoxicidade agudo rato Borges et al., 2005; 2006
Dano géstrico agudo rato Ineu et al., 2008

Dano pulmonar agudo camundongo/rato Luchese et al., 2007; 2009
Hiperglicemia agudo rato Barbosa et al., 2006
Carcinogénese mamadria cronico rato Barbosa et al., 2008
Faléncia renal agudo rato Brandao et al., 2009
Ansiedade agudo camundongo Savegnago et al., 2008

Ghisleni et al., 2008; Savegnhago

Depresséao agudo camundongo/rato

et al., 2008; Acker et al., 2009
Performance cognitiva agudo camundongo Rosa et al., 2003
Memoéria espacial sub-crdénico rato Stangherlin et al., 2008
Discinesia orofacial sub-crénico rato Burger et al., 2006
Hipercolesterolémia sub-crénico coelho de Bem et al., 2009
Hiperlipidemia agudo camundongo da Rocha et al., 2009

Fonte: Nogueira e Rocha, 2010.

Diversas evidéncias obtidas por estudos em modelos animais e
intervengdes controladas em humanos comprovam o envolvimento do estresse
oxidativo na aterogénese e sugerem que o consumo de antioxidantes tenha um

importante efeito no tratamento e prevencdo das doencas cardiovasculares
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(para revisdo ver Thomson et al, 2007). Neste contexto e diante das
importantes propriedades farmacolégicas descritas para o DD, bem como da
participagdo da glutationa peroxidase no controle do processo aterogénico,
hipotetizamos que este composto pode ser efetivo na prevencdo e/ou

tratamento da aterosclerose.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi investigar o efeito de um composto
organico de selénio, o Disseleneto de Difenila (DD), sobre modelos in vivo e in

vitro de aterosclerose experimental.

2.2. Objetivos especificos

e Estabelecer o periodo de tratamento com dieta hipercolesterolémica de
camundongos nocaute para o receptor de lipoproteinas de baixa densidade
(LDLr -/-) (modelo experimental de aterosclerose in vivo utilizado neste
estudo), avaliando a hipercolesterolemia, reatividade vascular e indugéo de
lesBes aterosclerdticas;

e Avaliar o efeito do tratamento com DD sobre a extensdo da leséao
aterosclerotica, niveis de citocinas e lipideos plasmaticos, reatividade
vascular, e marcadores inflamatorios e de estresse oxidativo na leséo
aterosclerotica, em camundongos LDLr -/- submetidos a dieta
hipercolesterolémica,;

e Determinar o efeito do DD sobre o dano endotelial induzido pela LDL
humana isolada oxidada em cultura primaria de células endoteliais de aorta
bovina através da avaliacgdo de marcadores de estresse oxidativo, de

funcdo mitocondrial e de morte celular;
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e Verificar o efeito do DD sobre a formacéo de células espumosas, producao
de citocinas e espécies reativas de oxigénio em cultura de macrofagos

J774 estimulados com LDL humana isolada oxidada.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Disseleneto de Difenila

O Disseleneto de Difenila (DD) foi sintetizado de acordo com métodos
previamente descritos (Paulmier, 1986). Analises de ressonancia magnética
nuclear e espectros mostraram que o composto sintetizado apresentou dados
analiticos e espectrofotométricos de acordo com sua estrutura quimica. A
pureza quimica (99,9 %) do DD foi determinada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia. A sintese do composto foi realizada no Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, Rio Grande do
Sul, sob supervisao do Prof. Dr. Jodo Batista Teixeira da Rocha.

Para a realizacdo dos experimentos in vivo, o DD foi solubilizado em
Oleo de canola. Nos protocolos utilizando cultura de células o composto foi
dissolvido em meio de cultura (DMEM) contendo no maximo 0,1 % de
dimetilsulféxido (DMSO). Em ambos os casos, o0 veiculo foi utilizado com

controle negativo.

3.2. Ensaios in vivo

3.2.1. Animais

Camundongos C57BL/6 selvagens e homozigotos com deficiéncia para

receptores de lipoproteina de baixa densidade (LDLr -/-) foram gentilmente

cedidos pelo Departamento de Fisiologia e Biofisica, Instituto de Biologia,



20

Universidade Estadual de Campinas, Brasil. Os progenitores foram adquiridos
do Jackson Laboratories (Bar Harbor, Maine, EUA). Para a realizagcdo dos
experimentos foram utilizados camundongos machos (25 a 30 g) com 3 meses
de idade. Os animais foram alojados em gaiolas plasticas, mantidos em
temperatura ambiente controlada (22 + 2 °C), com ciclo claro/escuro de 12
horas no biotério setorial do Laboratério de Farmacologia de Produtos Naturais.
O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica para o Uso de

Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (PP00226).

3.2.2. Estabelecimento do protocolo para avaliacdo da
aterosclerose induzida pela dieta hipercolesterolémica em camundongos

LDLr -/-

Com o objetivo de avaliar o efeito temporal da ingestdo de uma racéo
rica em colesterol sobre a formacdo de lesGes ateroscleréticas, camundongos
LDLr -/- foram tratados por 30 dias com ragao hipercolesterolémica (HC, 25 %
de gordura saturada, 1,25 % de colesterol e 0,5 % de acido colico (Krieger et
al., 2006) (n = 5). Paralelamente, um grupo de camundongos LDLr -/- foi
tratado com ragédo padrao para roedores (Nuvilab CR1®, Nuvital Nutrientes,
Brazil) (C, controle, n = 5). Como controle para 0s experimentos, foram
utilizados camundongos C57BI6 selvagens alimentados com dieta padréo (CS,
controle selvagem, n = 5). O peso dos animais foi avaliado no inicio e no final
do tratamento. Ao final dos 30 dias, os animais foram anestesiados com
cloridrato de quetamina (90 mg/kg) e cloridrato de xilazina (15 mg/kg) e o

sangue foi coletado através do plexo retro-orbital para obtencdo do plasma,
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onde foram avaliados os niveis lipidicos. Apds a eutanasia dos animais, foram
retirados a aorta toracica, para avaliacdo da reatividade vascular, e o coracgéo,

para analises histoldgicas.

3.2.2.1. Determinacdo de lipideos plasméticos: colesterol total,

lipoproteinas e triglicerideos

A gquantificacdo do colesterol total (CT), fracdo HDL e triglicerideos no
plasma dos camundongos foi realizada utilizando reagentes comerciais (Gold
Analisa, Belo Horizonte, MG, Brasil), seguindo as especificacbes do fabricante.
A concentragdo plasmética de colesterol contida nas lipoproteinas (VLDL, LDL
+ IDL) foi determinada indiretamente através da diferenga entre os niveis de CT
e fracdo HDL. Os resultados foram expressos em mg/dL e a razdo entre

(VLDL+LDL+IDL)/HDL foi calculada.

3.2.2.2. Medida do tamanho da lesdo aterosclerdtica - analise

histolégica

Apoés a retirada da aorta, os coragdes foram perfundidos através do
ventriculo direito com solucéo salina (NaCl 0,9 %), seguida de formaldeido 10
%. Os coragdes foram removidos e fixados por 24 h em formaldeido 10 % e
entdo incluidos em gelatina 5, 10 e 25 %. O processamento histolégico e
coloragdo dos cortes foram realizados como descrito por Paigen e
colaboradores (1987). Resumidamente, ap0s a aplicacdo de meio de

congelamento nos blocos de gelatina contendo os coracdes, cada orgao foi
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cortado transversalmente em criostato a uma temperatura de -25 °C com uma
espessura de 20 um cada corte, a partir do inicio da aorta, totalizando uma
area de 480 um, utilizando-se para a localizacdo desta area a visualizacdo
microscoépica das valvulas semilunares. Os cortes foram entdo corados com Oill
Red O 0,5 % e contracorados com Light Green e Hematoxilina de Harris. Nesta
etapa de padronizacdo do tempo de tratamento ndo foi realizada a analise

quantitativa das lesdes ateroscleroticas.

3.2.2.3. Reatividade vascular em anéis de aorta toracica isolada

A aorta toracica foi removida apdés a eutanasia dos camundongos e
transferida para uma placa de Petri contendo solucéo fisiolégica a 37°C, os
tecidos adiposos e conectivos adjacentes foram removidos. O vaso foi
seccionado na forma de anéis de 3 - 4 mm de comprimento, os quais foram
transferidos para cubas de vidro com volume total de 5 mL de solucdo de
Krebs-Henseleit com a seguinte composicao (mM): NaCl 118; KCI 4,7; CaCl,
2,5; MgSO0; 1,2; KH,PO,4 0,9; NaHCO3; 25; glicose 11. A solucéo nutriente foi
mantida a 37 °C, pH 7,4 e aerada com uma mistura de 95 % de O, e 5 % de
CO; . Duas hastes metélicas foram inseridas na luz dos mesmos, sendo uma
delas adaptada a um transdutor de tensdo isométrica acoplado a um sistema
de aquisicdo de dados Soft and Solutions (KitCad 8, Sado Paulo, SP, Brasil).
ApOs o periodo de equilibrio (60 minutos), os anéis de aorta foram contraidos
com uma contragcdo submaxima de fenilefrina (1 pM) e foi verificada a
capacidade de relaxamento a partir de concentragdes crescentes cumulativas

de acetilcolina (1 nM a 3 uM). Os resultados de contracao foram apresentados



23

em miligramas e de relaxamento maximo em porcentagem com relacdo a

contracao de fenilefrina.

3.2.3. Avaliacéo do efeito do DD sobre a aterosclerose experimental

em camundongos LDLr -/-

Na segunda etapa dos ensaios in vivo, camundongos LDLr -/- foram
divididos em cinco grupos experimentais (n = 7 - 10), conforme descrito na
tabela 2. Os animais receberam racdo normal (padrédo para roedores) ou
hipercolesterolémica (HC), durante 30 dias, concomitantemente com o
tratamento com DD (0,1; 1 ou 10 mg/kg) ou veiculo (6leo de canola) por via oral

(gavagem), uma vez ao dia.

Tabela 2: Grupos experimentais.

Grupo Dieta Tratamento
Controle (C) Normal Veiculo
Controle Hipercolesterolémico (HC) Hipercolesterolémica Veiculo
DD 0,1 mg/kg (HC + DD 0,1) Hipercolesterolémica DD 0,1 mg/kg
DD 1 mg/kg (HC + DD 1) Hipercolesterolémica DD 1 mg/kg
DD 10 mg/kg (HC + DD 10) Hipercolesterolémica DD 10 mg/kg

Durante o tratamento, o peso dos animais foi avaliado semanalmente,
sendo que ao final do periodo experimental, os animais foram anestesiados
com cloridrato de quetamina (90 mg/kg) e cloridrato de xilazina (15 mg/kg) e o
sangue foi coletado através do plexo retro-orbital para obtencdo do plasma,
onde foram avaliados os niveis lipidicos e de citocinas. ApGs a eutanasia dos

animais, a aorta toracica foi retirada, para avaliagdo da reatividade vascular e 0
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coracdo, para analise histologica e imunoistoquimica. A analise dos lipideos

plasmaticos foi realizada conforme descrito no item 3.2.2.1.

3.2.3.1. Medida do tamanho da lesdo ateroscler6tica - analise

histoldgica

Os procedimentos de preparacdo do tecido e coloracdo das lesdes
ateroscleroticas na aorta proximal ascendente foram executados conforme
descrito anteriormente no item 3.2.2.2. A quantificacdo das lesdes foi realizada
segundo Rubin e colaboradores (1991), utilizando-se do programa NIH ImageJ
1.36b (National Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA). A area das lesdes foi
expressa como a somatlria da é&rea obtida em 6 cortes de 20 um de
espessura, com 80 um de distancia entre eles, em uma éarea total de 480 um.

Os resultados foram expressos em pm?.

3.2.3.2. Reatividade vascular em anéis de aorta toracica isolada

Os procedimentos para avaliacao da resposta contratil e vasodilatadora
em aorta toracica isolada foram realizados conforme descrito no item 3.2.2.3.
ApoOs a avaliacdo da resposta vasodilatadora a acetilcolina, as preparacdes
foram lavadas e deixadas em repouso por 30 min. Em seguida, os anéis foram

contraidos com KCI 60 mM e a resposta contratil foi expressa em miligramas.
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3.2.3.3. Imunoistoquimica

Os marcadores de estresse oxidativo, malondialdeido (MDA) e 3-
nitrotirosina (NT), e de macréfagos (IBA-1) foram detectados através de analise
imunoistoquimica. Para isso, os cora¢gfes foram perfundidos, removidos,
fixados em formaldeido 10 % e incluidos em parafina. Os cortes histologicos
com espessura de 5 um foram obtidos da regido da aorta proximal ascendente
e mantidos em estufa a uma temperatura de 70-90 °C até a completa fusdo da
parafina. Posteriormente os tecidos foram desparafinizados em xilol e
hidratados por passagens sucessivas em etanol de concentracfes
decrescentes (etanol absoluto, etanol 90 %, etanol 80 % e etanol 70 %). O
bloqueio da peroxidase enddgena dos tecidos foi realizado com o objetivo de
eliminar o desenvolvimento de reacfes inespecificas falso-positivas. Para
tanto, as laminas foram imersas em uma solucao de perdxido de hidrogénio a
1,5 % em metanol absoluto (v/v) por 20 minutos, com posterior lavagem em
agua destilada. Previamente a incubacdo com o anticorpo primario, as laminas
foram submetidas ao tratamento para reativacdo antigénica, com a finalidade
de recuperar os sitios antigénicos mascarados pela fixacéo e incluséo do tecido
em formaldeido e parafina. Para este fim, foi preparada uma solu¢cdo composta
por 180 mL de &cido citrico 0,1 M e 820 mL de citrato de sodio 0,1 M; pH 6,0.
As laminas foram imersas nesta solugcédo de reativacdo antigénica diluida 1:10
em agua destilada, e mantidas em banho-maria ajustado para 95 - 98 °C,
durante 45 minutos. Logo apés, as laminas foram retiradas do banho-maria,
mantidas durante 20 minutos a temperatura ambiente, e posteriormente

lavadas em agua destilada. Ap6s a lavagem das laminas, estas foram
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submersas em solucéo salina tamponada com fosfato (PBS, composi¢ao: NaCl
137 mM, KCI 2 mM e tampéo fosfato 10 mM, pH 7,2 - 7,4). Os anticorpos
primérios IBA-1 (1:300), anti-MDA (1:500) ou anti-NT (1:200) foram diluidos em
Reagente Diluente para anticorpos (Novocastra™ Laboratories, EUA). A
solucdo contendo os anticorpos foi adicionada sobre os cortes teciduais e as
laminas foram mantidas em cémara Umida a uma temperatura de 2-8 °C,
durante 16 horas. Apos lavagem com PBS a temperatura ambiente, as laminas
foram incubadas com os anticorpos secundarios biotinilados: anti-cabra (1:500)
para IBA-1 e anti-coelho (1:250) para anti-MDA e anti-NT por 90 min a
temperatura ambiente. Em seguida, os cortes foram tratados com o complexo
estreptavidina-biotina-peroxidase por 60 minutos. A revelacdo foi realizada
utiizando uma solugdo cromogena de 3,3"diaminobenzidina (DAB) como
substrato para a peroxidase. Apés a revelacdo, foram realizadas as seguintes
etapas: a contracoloracédo das laminas com solucdo de hematoxilina de Harris;
a desidratacdo através de passagem das laminas em concentracdes
crescentes de etanol (etanol 70 %, etanol 80 %, 90 % e etanol absoluto); a
diafanizacdo em xilol e a montagem em ENTELLAN®. A leitura das laminas foi
realizada em microscopio optico (Olympus, BX-41) conectado a uma camera
digital (3.3 Mpixel QCOLOR3C, QimagingTM) e a um software para aquisicao
de imagens (Qcapture Pro 5.1, QImagingTM). O resultado positivo foi revelado
pelo aparecimento de coloracdo castanha no local da marcagcdo pelos
anticorpos. Foram analisados 3 cortes histoldgicos da amostra de cada animal,
sendo que cada grupo experimental foi constituido de 6 animais. As imagens
foram transferidas para um computador onde a intensidade da coloracéo

castanha/marcacdo em pixels foi calculada para cada imagem utilizando o
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software NIH ImageJ 1.36b (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland,
USA). A intensidade de pixels obtida para cada marcagao foi calculada em
relacdo a area total do vaso em pixels. Os dados foram expressos como

unidades arbitrérias (u.a.).

3.2.3.4. Determinacdo da Proteina Quimiotatica para Mondcitos-1

(MCP-1) no plasma

A concentracdo plasmatica de MCP-1 foi determinada através de ensaio
imunoenzimético (ELISA) seguindo as especificacfes do kit (R&D Systems,

Minneapolis, MN, EUA). Os resultados foram expressos em pg/mL.

3.3. Ensaios in vitro

3.3.1. Isolamento da Lipoproteina de Baixa Densidade (LDL)

humana

A fracdo LDL foi isolada a partir de plasma humano proveniente do
banco de sangue do Hospital Universitario da Universidade Federal de Santa
Catarina. Os procedimentos experimentais para utilizacdo de plasma humano e
isolamento da LDL foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos desta Universidade (parecer 943/10, FR 363814).

O isolamento da LDL foi realizado por ultracentrifugacao de gradiente de
densidade descontinua, conforme descrito por Silva e colaboradores (1998),

com pequenas modificacdes. Ao plasma foi adicionado EDTA (1 mg/mL) e
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sacarose (concentracéo final de 0,5 %) para evitar a agregacéo de LDL. Cinco
mL de plasma-EDTA foi ajustado a uma densidade de 1,22 g/mL com KBr
(0,326 g/mL) e em seguida foi adicionado cloreto de sodio (1,006 g/mL). A
ultracentrifugacdo foi executada a 191.000 g por 2 horas a 4 °C em
ultracentrifuga Hitachi Himac CP80WX, rotor 40ST. ApOs este processo, a
camada contendo LDL (porcao superior) foi coletada e dialisada durante 16
horas a 4°C em tampao fosfato 148 mM (Na,HPO, 8 mM, KH,PO,4 1,4 mM, KCI
2,6 mM, NaCl 136mm, pH 7,4). O teor de proteina da LDL isolada foi

determinado pelo método de Lowry e colaboradores (1951).

3.3.2. Oxidagéo da LDL

Amostras de LDL isolada (1 mg de proteina/mL) foram oxidadas na
presenca de sulfato de cobre 10 pM por 16 horas a 37 °C sob agitacéo
constante. Posteriormente, foi adicionado EDTA (1,5 mM) e as amostras foram
dialisadas em tampao fosfato de sddio 10 mM por 24 horas a 4 °C. Apéds a
didlise, as aliquotas de LDL oxidada (oxLDL) foram congeladas a -70 °C até a

utilizagéo.

3.3.3. Ensaios utilizando cultura primaria de células endoteliais de

aorta bovina (BAECS)

Células endoteliais de aorta bovina (BAECs) foram isoladas de aorta
bovina conforme previamente descrito por Pellufo e colaboradores (2009). As

aortas foram abertas longitudinalmente em capela de fluxo laminar para
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exposicdo do endotélio. A superficie do vaso foi raspada, somente uma vez,
com uma lamina de bisturi e os aglomerados de células, contendo as células
endoteliais, foram ressuspendidos em 10 mL de DMEM suplementado com 10
% de Soro Fetal Bovino (SFB), timidina 10 M, penicilina 100 U/mL e sulfato de
estreptomicina 100 g/mL. As células foram coletadas por centrifugacéo a 800 g
por 15 minutos, ressuspendidas em 10 mL de DMEM, transferidas para placas
de cultura e incubadas em atmosfera umidificada a 37 °C contendo 5 % de
CO,. Colénias de BAECs foram isoladas utlizando anéis cilindricos e
expandidas em frascos de cultura em meio DMEM suplementado com 10 %
SFB. A pureza da cultura foi de 99 %, determinada através de analise
imunocitoquimica utilizando anticorpo para o fator de Von Willebrand. Este
isolamento foi realizado na Universidad de La Republica, Montevideo, Uruguai,
pela Profa Dra Andreza Fabro de Bem, sob supervisdo do Prof Dr. Rafael Radi.

As células foram cultivadas e reproduzidas em DMEM suplementado
com 10 % de SFB, L-glutamina 2 mM, glicose 4,5 g/L, bicarbonato de sédio 1,5
g/L, tampé&o Hepes 1M, penicilina 10.000 Ul e estreptomicina 10.000 Ul, em
atmosfera umidificada a 37 °C contendo 5 % de CO,. Para a realizacdo dos
procedimentos experimentais, foram utilizadas células até a décima passagem.

Durante os experimentos, inicialmente as células foram plaqueadas em
DMEM suplementado com 10 % de SFB e incubadas em atmosfera umidificada
a 37 °C contendo 5 % de CO; por 24 horas para adesdo. Em seguida, o meio
foi substituido por DMEM contento 0,5 % de SFB, que foi mantido durante os
tratamentos com DD e oxLDL, conforme descrito a seguir para cada protocolo

experimental.



30

3.3.3.1. Ensaio de citotoxicidade celular (MTT)

Para determinar a citotoxicidade do DD sobre as BAECS, foi utilizado o
teste do MTT que mede a atividade da desidrogenase mitocondrial através da
reducdo do (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina) em
formazan, nas células viaveis (Mosmann, 1983). Células foram plaqueadas em
placas de 96 pocos (1 x 10* células/poco) e colocadas em estufa incubadora (5
% CO,, 37 °C) por 24 horas. Ap0s este periodo, as células foram tratadas com
diferentes concentracdes de DD (0,1 — 100 puM) ou veiculo (DMEM 0,5 % +
concentracdo maxima de DMSO 0,1 %), nos grupos controles, e incubadas por
24 horas. Ao final deste periodo, o meio foi removido e 100 uL de MTT 0,5
mg/mL foram adicionados a cada po¢o e uma nova incubacao por 2,5 horas foi
efetuada. Terminada esta etapa, o MTT foi removido e adicionados 200 pL de
DMSO para dissolugéo dos cristais de formazan. Esse composto, que possui
coloracédo violeta, é formado pela reducdo do MTT através de desidrogenases
presentes em células viaveis. As placas foram entdo submetidas a leitura de
densidade optica (540 nm) para estabelecer a relacéo linear do nimero médio
de células viaveis por poco (Siqueira et al.,, 2009). Os experimentos foram

realizados em triplicata.

3.3.3.2. Medida da producdo de Espécies Reativas de Oxigénio

(EROs)
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A geracao intracelular de EROs foi medida utilizando a sonda 2',7’-
Diclorodiidrofluoresceina acetato (DCFH-DA). Quando aplicada a células
intactas, a DCFH-DA passa pela membrana celular e € hidrolisada
enzimaticamente por esterases formando um produto néo fluorescente DCFH.
Na presenca de EROs, a DCFH é oxidada gerando o composto altamente
fluorescente DCF e esta fluorescéncia pode ser quantificada por citometria de
fluxo ou fluorimetricamente (Wang e Joseph, 1999). Inicialmente, as células
foram semeadas em placas de 12 pocos (3 x 10° células/poco) e mantidas em
estufa incubadora (5 % CO,, 37 °C) por 24 horas, em seguida, as células foram
expostas a diferentes concentragdes de oxLDL (25, 50, 100 e 200 pg/mL) por 1
hora. Para examinar os efeitos do DD sobre a producédo de EROs induzida por
LDL, células foram pré-tratadas com o referido composto (0,1; 0,5 ou 1 uM) ou
veiculo por 24 horas, e em seguida estimuladas com oxLDL (100 ug/mL) ou
veiculo por mais 1 hora. Ao final do tratamento, foi realizada a incubacdo com
DCFH-DA (10 uM) por 30 minutos a 37 °C. Posteriormente, as células foram
lavadas 2 vezes com PBS na placa, tripsinizadas, coletadas e centrifugadas a
1.200 g por 3 minutos. Para remover o excesso da sonda fluorescente DCFH-
DA, o pellet foi lavado 3 vezes com PBS e apds a Ultima lavagem
ressuspedindo em 200 pL. A quantificacdo da fluorescéncia emitida foi
realizada por citometria de fluxo (FACS Canto Il, BD Bioscience, USA). Os
dados foram analisados utilizando o software WinMID 2.9 (USA, 2000) e os
resultados expressos como porcentagem em relagdo a intensidade de
fluorescéncia do controle (células nao tratadas, 100 %). Os experimentos foram

realizados em triplicata.
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Para avaliar a cinética de formacdo de EROs induzida pela exposicdo a
oXLDL, as células foram tratadas com oxLDL (100 ug/mL) e DCFH-DA (10 pM)
simultaneamente e a intensidade de fluorescéncia foi medida em um
espectrofluorimetro (Infinite M200, TECAN, Mannedorf, Suica) durante 1 hora
(488 nm de excitacdo e 520 nm de emissdo) em intervalos de 2 minutos. Os
resultados deste experimento foram expressos em intensidade de fluorescéncia

por tempo (minutos).

3.3.3.3. Determinacdo da concentracdo intracelular de glutationa

reduzida (GSH)

Os niveis intracelulares de GSH foram determinados por ensaio
fluorimétrico conforme previamente descrito por Hissin e colaboradores (1976).
As células foram semeadas em placas de 6 pocos (6 x 10° células/poco),
mantidas em estufa incubadora (5 % CO,, 37 °C) por 24 horas e em seguida
expostas a diferentes concentracdes de oxLDL (25, 50, 100 e 200 pg/mL) por 1
hora. Para examinar os efeitos do DD, células foram pré-tratadas com o
composto (0,1; 0,5 ou 1 uM) ou veiculo por 24 horas, e posteriormente
expostas a oxLDL (100 ug/mL) ou veiculo por 1 hora adicional. Apds o
tratamento as células foram lavadas com PBS, coletadas com acido perclorico
0,6 M e tampéo fosfato de s6dio 100 mM/EDTA 5 mM (0,5 mL), pH 8,0 a 4°C.
As amostras foram centrifugadas a 14.000 g, 4 °C por 10 minutos. 100 pL do
sobrenadante foram incubados com 100 pyL de ortoftalaldeido (0,1 % p/v em
metanol) e 1,8 mL de Na;HPO4 100 mM por 15 min a temperatura ambiente. A

intensidade de fluorescéncia foi medida em espectrofluorimetro (350 nm de
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excitagdo e 420 nm de emissdo). O conteudo intracelular de GSH foi calculado
utilizando uma curva padrao de GSH e expresso como micromoles de GSH por
miligrama de proteina. As concentracdes de proteina foram determinadas pelo

método de Lowry et al. (1951) e os experimentos foram realizados em triplicata.

3.3.3.4. Medida do potencial de membrana mitocondrial (A¥r)

O potencial de membrana mitocondrial foi avaliado utilizando o
fluorocromo JC-1 (5,5’,6,6'-tetracloro- 1,1,3,3-
tetraetilbenzimidazolilcarbocianina iodado). JC-1 é um composto lipofilico que
entra seletivamente na membrana e é utilizado como um indicador de
alteracdes no potencial de membrana mitocondrial. Em células com alto AWy,
JC-1 forma complexos conhecidos como J-agregados com intensa
fluorescéncia vermelha. Por outro lado, em células com baixo A¥,, JC-1
permanece na forma monomérica, que apresenta fluorescéncia verde
(Cossarizza et al., 1993). As células foram semeadas em placas de 24 pocos (1
x 10° células/poco), mantidas em estufa incubadora (5 % CO,, 37 °C) por 24
horas, e em seguida expostas a diferentes concentracdes de oxLDL (25, 50,
100 e 200 pg/mL) por 1 hora. Para examinar os efeitos do DD, células foram
pré-tratadas com o composto (0,1; 0,5 ou 1 uM) ou veiculo por 24 horas, e em
seguida expostas a oxLDL (100 pg/mL) ou veiculo por mais 1 hora. Apos o
tratamento, as células foram lavadas 2 vezes com PBS e incubadas com JC-1
(5 uM) por 20 minutos a 37 °C. Ao final da incubacdo, as células foram
novamente lavadas, na placa, e 500 pL de PBS foram adicionados antes da

leitura. A intensidade de fluorescéncia do JC-1 foi medida em
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espectrofluorimetro com 488 nm de excitacdo e emissdo a 525 e 590 nm, que
representa a forma agregada (fluorescéncia vermelha) e monomérica
(fluorescéncia verde), respectivamente. O potencial de membrana mitocondrial
foi apresentando como a razéo entre a intensidade de fluorescéncia vermelha
em relacdo a verde. Além disso, as células foram observadas em microscopio
invertido de fluorescéncia (Olympus IX71) e imagens foram registradas através
de uma camera digital (Olympus DP71 camera) e software para aquisicdo de
imagens. Foram obtidas imagens utilizando 2 filtros, um para visualizacdo da
fluorescéncia vermelha e outro para verde. As fotomicrografias representativas
foram obtidas através da sobreposi¢cdo de imagens utilizando o software NIH

ImageJ 1.36b. Os experimentos foram realizados em triplicata.

3.3.3.5. Avaliacao da apoptose e necrose

Para avaliar o processo de apoptose ou necrose induzida pela oxLDL, foi
utilizado o ensaio de incorporacé@o de anexina V-FITC e iodeto de propidio (PI).
Nas fases iniciais da apoptose ocorrem modificacdes na membrana plasmatica
com translocacdo de residuos de fosfatidilserina para o lado externo da
membrana. Essas modificacbes podem ser medidas através da incorporacao
de anexina V, uma proteina com alta afinidade por estes residuos. Para
distinguir a apoptose da necrose, foi utilizado o Pl que consegue penetrar na
célula quando ocorre rompimento da membrana celular, indicativo de processo
necrotico. A ocorréncia de dupla marcacdo com anexina-V e PI, pela exposicéo
de residuos de fosfatidilserina e perda da integridade da membrana caracteriza

estagios tardios de apoptose (Vermes et al., 1995).
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Neste ensaio, BAECs foram semeadas em placas de 12 pocos (3 x 10°
células/pog¢o), com meio de cultura DMEM. Apdés 24 horas, foram pré-tratadas
com DD (1 uM) ou veiculo por 24 horas e em seguida expostas a oxLDL (100
pug/mL) por mais 24 horas. Decorridos os periodos de incubacdo, as células
foram cuidadosamente coletadas com tripsina 0,05 % e ressuspendidas em
tampao de ligagdo (NaOH/Hepes 100 mM, pH 7,5; NaCl 1,4 mM; CaCl, 25
mM). Em seguida, as suspensdes foram incubadas com anexina V-FITC (5 pL)
e iodeto de propidio (1,5 pg/mL) por 15 minutos, a 25 °C, protegidas da luz.
Imediatamente apods este periodo, foi medida a fluorescéncia das células
(10.000 células/amostra) em citdmetro de fluxo (FACS Canto Il, BD Bioscience,
USA). Os dados foram analisados utilizando o software WinMID 2.9 (USA,
2000) e a porcentagem de células agrupadas em cada estagio/quadrante foi
calculada. Q1 = células necréticas (anexina V -, Pl +), Q2 = células em
apoptose tardia (anexina V +, Pl +), Q3 = células viaveis (anexina V -, Pl -) e
Q4 = células em apoptose inicial (anexina V +, Pl -). Os experimentos foram

realizados em triplicata.

3.3.4. Ensaios utilizando cultura de macréfagos murinos da

linhagem J774

Macrofagos murinos da linhagem J774 foram obtidos do American Type
Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, EUA) e cultivados em meio de cultura
DMEM suplementado com 10 % de soro fetal bovino (SFB), L-glutamina 2 mM,
glicose 4,5 g/L, bicarbonado de sddio 1,5 g/L, tamp&o Hepes 1 M, penicilina

10.000 Ul e estreptomicina 10.000 Ul, em atmosfera umidificada a 37°C
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contendo 5 % de CO..

Assim como para as BAECs, as células foram plaqueadas em DMEM
suplementado com 10 % de SFB e incubadas em atmosfera umidificada a 37°C
contendo 5 % de CO,, por 24 horas para adesdo. Em seguida, o meio foi
substituido por DMEM contento 0,5 % de SFB, que foi mantido durante os
tratamentos com DD e oxLDL, descritos a seguir para cada protocolo

experimental.

3.3.4.1. Ensaio de formacao de células espumosas

As células J774 foram semeadas em placas de 12 pocos (2,5 x 10°
células/poc¢o), sobre laminulas de vidro estéreis. Ap6s 24 horas, foram
adicionados DD 1 pM ou veiculo por 24 horas. Posteriormente, as células
foram tratadas com oxLDL 100 pug/mL ou veiculo por mais 3 horas. Ao final do
tratamento, as laminulas contendo as células aderidas foram retiradas da
placa, lavadas duas vezes com PBS e fixadas com paraformaldeido 4 %
durante 10 minutos. Em seguida, as células foram coradas com Oil Red O 0,3
% por 10 minutos, lavadas em PBS e contracoradas com hematoxilina de
Harris. As laminas foram montadas e as imagens das células foram obtidas
utilizando um microscopio de luz (Olympus, BX-41) conectado a uma camara
digital (3.3 Mpixel QCOLOR3C, QimagingTM) e software para captura de
imagens (Qcapture Pro 5.1, QlmagingTM). A intensidade total de pixels foi
determinada utilizando o software NIH ImageJ 1.36 e o teor de lipideos foi
expresso como unidade arbitraria (u.a.). Os experimentos foram realizados em

triplicata e foram analisadas de 6 a 8 fotomicrografias por grupo.
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3.3.4.2. Medida da producdo de Espécies Reativas de Oxigénio

(EROs)

A produgéo intracelular de EROs foi detectada utilizando a sonda
fluorescente DCFH-DA. As células J774 foram semeadas em placas de 24
pocos (1 x 10° células/poco) e apds 24 horas foram pré-tratadas com DD 1 pM
ou veiculo por 24 horas. Em seguida, as células foram expostas a oxLDL 100
pg/mL ou veiculo por 3 horas adicionais. Apés a exposicao a oxLDL, as células
foram tratadas com DCFH-DA (10 uM) por 30 minutos a 37 °C. Em seguida, as
células foram fotografadas utilizando microscépio invertido de fluorescéncia,
previamente descrito. Para quantificar a producdo de EROs as células foram
coletadas com PBS e a intensidade de fluorescéncia foi medida em
espectrofluorimetro com excitacdo a 485 nm e emissdo a 520 nm. Os

experimentos foram realizados em triplicata.

3.3.4.3. Quantificagcdo da producéao de citocinas: Fator de Necrose

Tumoral-a e Proteina Quimiotatica para Mondcitos-1

As células J774 foram semeadas em placas de 24 pocos (1 x 10°
células/poco) e apds 24 horas de incubacdo (5 % CO,, 37 °C), foram pré-
tratadas com DD 1 uM ou veiculo por 24 horas. Posteriormente, as células
foram estimuladas com oxLDL, 100 pg/mL ou veiculo por 24 horas adicionais.
Ao final do tratamento o sobrenadante das células foi coletado e os niveis de

TNF-a e MCP-1 foram determinados utilizando kits de ELISA (R&D Systems,
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Minneapolis, MN, EUA) de acordo com as recomendacdes do fabricante. Os

experimentos foram realizados em triplicata.

3.4. Drogas e Reagentes

Kits enziméticos para colesterol total, HDL e triglicerideos foram obtidos
da Gold Analisa (Belo Horizonte, Brasil). Kits de Elisa para MCP-1 e TNF- a
foram adquiridos da R&D Systems (Minneapolis, MN, EUA). Cloridrato de
guetamina (Dopalen®) e cloridrato de xilazina (Anasedan®) foram obtidos da
Vetbrands (Paulinia, SP, Brasil). CuSQO,, EDTA, etanol, formaldeido, HCI, H,O,,
KBr, KCI, KH,PO,4, metanol, NaCl, NaHCO3;, NaOH, parafina, sacarose e xilol
foram obtidos da Nuclear (Sdo Paulo, SP, Brazil). Acido citrico, &cido
perclérico, CaCL,.H,0, citrato de sédio, Glicose (CsH1206), hematoxilina de
Harris, MgSO,.7H,O foram obtidos da Merck (Darmstadt, Alemanha).
Acetilcolina, diaminobenzidina, 2',7’- diclorodiidrofluoresceina  acetato,
dimetilsulféxido (DMSO), fenilefrina, iodeto de propidio, JC-1 (5,5,6,6'-
tetracloro-1,1’,3,3’-tetraetilbenzimidazolilcarbocianina iodado), gelatina de pele
bovina, paraformaldeido, ortoftaldeido e timidina foram adquiridos da Sigma
(St. Louis, MO, EUA). Light Green e Oil Red O foram adquiridos da Amresco
(Solon, OH, EUA). Os seguintes anticorpos primarios foram utilizados: IBA-1 e
anti-MDA (Abcam, Cambridge, Reino Unido) e anti-nitrotirosina (Brito et al.,
1999). Os anticorpos secundarios, anti-coelho e anti-cabra e o complexo
estreptavidina-peroxidase foram obtidos da DAKO (Glostrup, Dinamarca).
Anexina V-FITC, DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium), estreptomicina,

HEPES, L-glutamina, MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de
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tetrazolina, penicilina, soro fetal bovino, tripsina foram adquiridos da Gibco

(Carlsbad, CA, EUA).

3.5. Anélise estatistica

Os resultados foram expressos como médias + erro padrao das médias
(EPM). As diferencas estatisticas entre 0s grupos experimentais foram
detectadas com andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste pos hoc de
Neuman-Keuls. Andlise de regressao linear foi utilizada para avaliar efeitos
concentragdo-dependente nos experimentos in vitro. As analises estatisticas
foram realizadas usando-se o software Graphpad Prism 4 (GraphPad Software
Inc., San Diego, EUA). Valores de p menores que 0,05 (p < 0,05) foram

considerados estatisticamente significativos.
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4. RESULTADOS

4.1. Ensaios in vivo

4.1.1. Estabelecimento do protocolo para avaliacdo da
aterosclerose induzida pela dieta hipercolesterolémica em camundongos

LDLr -/-

Com o objetivo de estabelecer o intervalo temporal de instalacdo da
aterosclerose experimental no modelo utilizado nas etapas subsequentes deste
estudo, avaliamos inicialmente se o tratamento por 30 dias de camundongos
LDLr -/- com uma dieta rica em colesterol seria suficiente para induzir a
formacdo de lesbes na aorta proximal ascendente destes animais.
Camundongos LDLr -/- (n = 5) e camundongos C57BI6 (n = 5) tratados com
dieta padrao foram utilizados como controle deste protocolo experimental. Ao
final do tratamento, avaliamos os lipideos plasmaticos, reatividade vascular e a
lesdo aterosclerotica nos diferentes grupos experimentais.

A tabela 3 apresenta os niveis de lipideos plasmaticos e variacdo do
peso corporal dos animais. A delecéo dos receptores de LDL, que caracteriza o
modelo, resultou em significativo aumento (= 2,8 vezes, p < 0,01) nos niveis
plasmaticos de colesterol total nos camundongos LDLr -/- em relacdo aos
animais selvagens. Da mesma forma, o tratamento dos camundongos LDLr -/-
com a dieta HC promoveu um aumento bastante significativo nos niveis de
colesterol total, cerca de 3,6 vezes (p < 0,001), e na razdo (LDL + VLDL +

IDL)/HDL (p < 0,001) em relagédo ao grupo controle. Conforme esperado, o
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tratamento com a dieta HC foi capaz de induzir um quadro de intensa
hipercolesterolémia nos animais LDLr -/-. Ndo foram observadas diferencas
significativas no peso corporal e nas concentracbes plasméticas de

triglicerideos dos animais entre os diferentes grupos experimentais.

Tabela 3: Efeito da dieta hipercolesterolémica sobre o A peso (peso final — inicial) e lipideos
plasméticos de camundongos LDLr -/-.

CSs C HC
A Peso (final —inicial) (g) 0,86 £ 0,20 0,79 £ 0,62 1,16 + 0,57
Colesterol total (mg/dL) 97,0 + 9,3** 270,2 + 13,9 984,1 + 54,3*+*
(LDL + VLDL + IDL)/HDL 1,94 £ 0,25 29+£0,7 11,2 £ 1,2%*
Triglicerideos (mg/dL) 66,9 + 16,3 116,4 + 20,4 97,3 +18,6

CS, controle selvagem; C, controle, camundongos LDLr -/- tratados com dieta padrdo; HC,
hipercolesterolémico, camundongos LDLr -/- tratados com dieta HC;

Dados apresentados como média + Erro Padrdo da Média (EPM) de 5 animais por grupo;

** p < 0,01; **p < 0,001 indica a diferen¢a quando comparado ao grupo C;

ANOVA de uma via seguida pelo teste pos hoc de Newman-Keuls.

O efeito do tratamento com a dieta HC sobre a resposta contratil em
anéis de aorta toracica de camundongos LDLr -/- também foi avaliado. Na
tabela 4 € possivel verificar que a dieta HC reduziu significativamente (p <
0,001) a contragédo induzida pela fenilefrina em relagdo ao grupo C. Com
relacdo a vasodilatagdo induzida pela acetilcolina, nossos resultados
demonstram um prejuizo no relaxamento induzido por este agonista colinérgico
no grupo HC (p < 0,001), comparado aos animais tratados com dieta padréo.

N&o foram observadas diferencas significativas nestes parametros entre os

animais selvagens e LDLr -/- tratados com dieta padréo.
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Tabela 4: Efeito da dieta hipercolesterolémica sobre a resposta contratil e vasorrelaxante em anéis
de aorta toréacica isolada em camundongos LDLr -/-. Avaliagdo do efeito da exposi¢do dos animais
LDLr -/- a dieta HC, durante 30 dias, sobre a contragdo induzida pela fenilefrina (1 pM) e relaxamento
maximo induzido pela acetilcolina (3 uM) em anéis de aorta toracica.

CS C HC
Contragéo (mg) 210,4 £33 230+ 61 102 + 42%+*
Relaxamento maximo (%) 67,2+6,3 77,2194 32,8 £10,1%**

CS, controle selvagem; C, controle, camundongos LDLr -/- tratados com dieta padrdo; HC,
hipercolesterolémico, camundongos LDLr -/- tratados com dieta HC;

Dados apresentados como média + Erro Padrdo da Média (EPM) de 8 anéis de aorta por grupo;

***n < 0,001 indica a diferenga quando comparado ao grupo C;

ANOVA de uma via seguida pelo teste pos hoc de Newman-Keuls.

A analise da leséo aterosclerética foi realizada através da coloracdo de
cortes histolégicos com Oil Red O, um corante vermelho que apresenta
afinidade por lipideos. O depdsito lipidico na aorta proximal ascendente em
camundongos LDLr -/- com 3 meses de idade tratados com uma dieta padrao
(grupo C) foi ténue, quando comparado com 0s animais selvagens. Por outro
lado, o tratamento dos camundongos LDLr -/- com a dieta HC por 30 dias levou
a uma intensa deposicao de lipideos (coloracdo vermelha) na aorta proximal
ascendente, caracterizando uma lesdo aterosclerotica inicial nestes animais
(Figura 6). Os animais selvagens ndo apresentaram depositos lipidicos na
parede vascular. As fotomicrografias apresentadas na figura 6 séo
representativas, no entanto nao foi realizada analise quantitativa neste

protocolo experimental.
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Figura 6: Efeito da dieta hipercolesterolémica sobre a lesdo aterosclerdtica na aorta proximal
ascendente de camundongos LDLr -/-. Fotomicrografias representativas dos cortes histolégicos,
corados com Oil red O, na regido da aorta proximal ascendente de camundongos. As setas indicam areas
de deposicdo de lipideos (coloragdo vermelha). Aumento 40x. CS, controle selvagem; C, controle,
camundongos LDLr -/- tratados com dieta padréo; (HC), hipercolesterolémico, camundongos LDLr -/-
tratados com dieta HC.

Os resultados acima apresentados indicam que o tratamento por 30 dias
com uma dieta rica em lipideos gerou um quadro de hipercolesterolemia,
prejuizos na fungéo vascular (contragcdo e relaxamento) e desenvolvimento de
lesbes aterosclerdticas nos camundongos LDLr -/-. Com base nisso, este
protocolo experimental foi utilizado para avaliar o efeito antiaterogénico do

composto objeto do presente estudo.

4.1.2. Efeito do Disseleneto de Difenila sobre a aterosclerose
experimental induzida pela dieta hipercolesterolémica em camundongos

LDLr -/-

4.1.2.1. Efeito do Disseleneto de Difenila sobre o peso corporal e
lipideos plasméaticos em camundongos LDLr -/- submetidos a dieta

hipercolesterolémica
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Finalizado o protocolo experimental, o sangue dos camundongos foi
coletado e foram determinados os niveis de colesterol total, fracdes HDL e
VLDL + LDL + IDL, e triglicerideos. Conforme esperado, os animais LDLr -/-
que receberam dieta hipercolesterolémica apresentaram niveis plasmaticos de
colesterol total significativamente mais elevados (p < 0,001) do que os animais
que receberam dieta padrao para roedores (Tabela 5). Nossos resultados
demonstraram que o tratamento por via oral com DD na menor dose (0,1
mg/kg) aumentou, embora de maneira discreta, os niveis de colesterol total,
gquando comparados aos animais hipercolesterolémicos, sendo que o0 mesmo
nao ocorreu nos animais tratados com 1 mg/kg de DD. No entanto, apesar
deste aumento, as doses de 0,1 e 1 mg/kg foram capazes de reduzir
significativamente a razdo (LDL + VLDL + IDL)/HDL quando comparado ao
grupo néo tratado. Por outro lado, o tratamento destes animais com 10 mg/kg
de DD levou a um aumento dos niveis de colesterol total (p < 0,05), porém sem
modificacdes na razao entre as lipoproteinas. As concentracdes plasmaticas de
triglicerideos ndo foram modificadas em todos 0s grupos experimentais.

Com relacéo a variacao de peso nos animais, pode-se verificar que os
animais tratados com DD 1 mg/kg apresentaram perda de peso corporal em
relacdo aos animais HC, entretanto este fato foi mais evidente nos animais

tratados com a dose de 10 mg/kg de DD (Tabela 5).
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Tabela 5: Efeito do tratamento com DD sobre A peso (peso final —inicial) (g) e lipideos plasmaticos
de camundongos LDLr -/- submetidos a dieta hipercolesterolémica.

C HC HC +DDO0,1 HC+DD1 HC+DD10

A peso (peso final —

inicial) (g)

-0,05 + 0,15 1,33 + 0,39 1,20+0,31 -0,72 + 0,18***  -2,28 + 0.35***

Colesterol total (mg/dL) | 210,6+13,4  834,1+20,7° 1180,0+64,1* 8650%425 1058,0 % 57,5

(LDL+VLDL+IDL)/ HDL 0,7+0,3 13,4+2,3" 7,8 +0,9** 8,8 +0,8* 16,2+1,8

Triglicerideos (mg/dL) 72,8+ 11,4 132,1+12,7 174,7 + 38,0 151,6 + 16,4 191,9+ 23,2

C, Controle; HC, Controle Hipercolesterolémico; HC + DD 0,1, Hipercolesterolémico + DD 0,1 mg/kg; HC
+ DD 1, Hipercolesterolémico + DD 1,0 mg/kg e HC + DD 10 mg/kg, Hipercolesterolémico + DD 10 mg/kg;
Dados apresentados como média + Erro Padréo da Média (EPM) de 7-8 animais por grupo;

p < 0,05; p < 0,01; *p < 0,001 indica a diferenca quando comparado a C;

*p < 0,05; **p < 0,01; **p < 0,001 indica a diferenca quando comparado a HC;

ANOVA de uma via seguida pelo teste pos hoc de Newman-Keuls.

4.1.2.2. Efeito do Disseleneto de Difenila sobre a area de leséo
aterosclerdtica induzida pela dieta hipercolesterolémica em

camundongos LDLr-/-

A figura 7 demonstra o efeito do DD sobre a lesdo aterosclerética na
aorta proximal ascendente ou raiz da aorta dos animais LDLr -/-. De acordo
com nossos dados anteriores, a ingestdo da dieta HC por 30 dias induziu o
desenvolvimento de lesGes ateroscleréticas significativamente maiores que nos
animais controle (que receberam dieta padrdo). Porém, os animais tratados
com DD, nas doses de 0,1 e 1 mg/kg, apresentaram uma reducao significativa
do tamanho da placa quando comparados aos animais controle
hipercolesterolémicos (inibicdo de 71,7 % na dose de 0,1 mg/kg e 55,3 % na
dose de 1 mg/kg, p < 0,01 e p < 0,05, respectivamente). A dose de 10 mg/kg
nao foi capaz de modificar o tamanho da lesdo em relacdo ao controle HC

(Figura 7A e B).
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Figura 7: Efeito do tratamento com DD sobre a lesdo aterosclerdtica induzida pela dieta
hipercolesterolémica em camundongos LDLr -/-. (A) Fotomicrografias representativas dos cortes
histologicos da regido da aorta proximal ascendente corados com Oil Red O de camundongos LDLr -/-. As
setas indicam areas de deposicdo de lipideos (coloracdo vermelha). Aumento 40x. (B) Quantificagdo da
area de lesédo (umz). C, Controle; HC, Controle Hipercolesterolémico; HC + DD 0,1, Hipercolesterolémico
+ DD 0,1 mg/kg; HC + DD 1, Hipercolesterolémico + DD 1,0 mg/kg e HC + DD 10 mg/kg,
Hipercolesterolémico + DD 10 mg/kg. Cada barra representa a média + EPM de 6 animais por grupo. ##p
< 0,001 indica a diferenga quando comparado ao C; **p < 0,01 indica a diferenca quando comparado ao
HC (ANOVA de 1 via seguida pelo teste pos hoc de Newman-Keuls).

Visto que, a dose de 10 mg/kg nao demonstrou ser efetiva em reduzir o
tamanho da lesédo aterosclerotica, os estudos acerca de possiveis mecanismos

de acdo do DD prosseguiram somente com as doses de 0,1 e 1 mg/kg. Além
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dos grupos experimentais aqui descritos, grupos tratados com DD e dieta
padrdo também foram avaliados, no entanto, ndo apresentaram diferencas

guando comparados aos animais controle (dados ndo apresentados).

4.1.2.3. Efeito do Disseleneto de Difenila sobre os marcadores de
estresse oxidativo na lesdao ateroscler6tica em camundongos LDLr -/-

submetidos a dieta hipercolesterolémica

Conforme descrito anteriormente, a aterosclerose estd associada a
produgéo excessiva de EROs e ERNs. Assim, como indicadores de estresse
oxidativo investigamos o dano mediado por EROsS/ERNs aos lipideos e
proteinas, quantificando os niveis de malondialdeido (MDA) e 3-nitrotirosina
(NT), na raiz da aorta dos camundongos LDLr -/-. Nossos estudos
demonstraram que a dieta HC aumentou significativamente os niveis destes
marcadores, NT e MDA, na parede vascular (p < 0,001 e p < 0,05,
respectivamente). Por outro lado, o tratamento com DD, nas duas doses
utilizadas, foi capaz de prevenir o aumento de ambos marcadores na parede
vascular (Figura 8). As fotomicrografias representam apenas uma regidao do
vaso (aumento de 400x), entretanto, vale ressaltar que a quantificacdo foi

realizada em toda a area da aorta proximal ascendente.
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Figura 8: Efeito do tratamento com DD sobre os marcadores de estresse oxidativo (3-nitrotirosina,
NT e malondialdeido, MDA) em camundongos LDLr -/- submetidos a dieta hipercolesterolémica. (A)
Fotomicrografias representativas dos cortes histolégicos da regido da aorta proximal ascendente. A
coloracdo marrom indica regides com marcacdo positiva para NT e MDA. Aumento 400x. (B e C)
Quantificagdo da imunomarcacdo para NT e MDA (unidades arbitrarias, u.a.). C, Controle; HC, Controle
Hipercolesterolémico; HC + DD 0,1, Hipercolesterolémico + DD 0,1 mg/kg e HC + DD 1,
Hipercolesterolémico + DD 1,0 mg/kg. Cada barra representa a média + EPM de 6 animais por grupo. “p <
0,05; ###p < 0,001 indica a diferenca quando comparado ao C; *p < 0,05; **p < 0,01 indica a diferenca
quando comparado ao HC (ANOVA de 1 via seguida pelo teste pos hoc de Newman-Keuls).

4.1.2.4. Efeito do Disseleneto de Difenila sobre a reatividade

vascular em aorta toracica isolada de camundongos LDLr -/- submetidos

a dieta hipercolesterolemica

Na figura 9A, estdo representadas as contragcbes maximas induzidas
pela fenilefrina (1 pM) nos diferentes grupos experimentais. A
hipercolesterolemia promoveu uma reducédo na resposta contrétil a fenilefrina (=

63 %, p < 0,05) quando comparado aos animais controle. De maneira
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semelhante, a contracdo induzida pelo KCI (60 mM) também foi reduzida na
aorta dos camundongos hipercolesterolémicos (= 20 %, p < 0,05) em relac&o
ao grupo controle. O tratamento com DD ndo modificou a resposta contratil ao
agonista a-adrenérgico, nem ao KCI em relacdo ao grupo tratado com a dieta
HC (Figura 9B).

Em relacdo a resposta vasodilatadora promovida pela acetilcolina (3
pM), foi verificado que em aorta de camundongos LDLr -/- submetidos a dieta
HC ocorre um intenso prejuizo no relaxamento maximo em relacdo aos animais
controle (p < 0,001). No entanto, quando os animais receberam DD, nas duas
doses estudadas, observa-se um aumento nesta resposta em relacdo aos

camundongos hipercolesterolémicos (p < 0,001) (Figura 9C).
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Figura 9: Efeito do tratamento com DD sobre a resposta contratil e vasodilatadora em anéis de
aorta toracica isolada de camundongos LDLr-/- submetidos a dieta hipercolesterolémica. Efeito
contratil da fenilefrina (1 pM) (A) e do KCI (60 mM) (B) em anéis de aorta toracica isolada de
camundongos LDLr -/-. (C) Relaxamento maximo da acetilcolina (3 pM) em anéis de aorta toréacica
isolada, pré-contraidas com fenilefrina (1 puM), de camundongos LDLr -/-. C, Controle; HC, Controle
Hipercolesterolémico, HC + DD 0,1, Hipercolesterolémico + DD 0,1 mg/kg e HC + DD 1,
Hipercolesterolémico + DD 1,0 mg/kg. Cada barra representa a média + EPM de 6-8 anéis por grupo. #p <
0,05; ###p < 0,001 indica a diferengca quando comparado ao C; ***p < 0,001 indica a diferenca quando
comparado ao HC (ANOVA de 1 via seguida pelo teste pos hoc de Newman-Keuls).

4.1.2.5. Efeito do Disseleneto de Difenila sobre marcadores
inflamatérios circulantes e na lesdo aterosclerotica induzidos pela dieta

hipercolesterolémica

Para verificar um possivel efeito do DD sobre alguns indicadores de
inflamagédo no processo aterosclerdtico, foram avaliadas a concentragéo
plasmatica da quimiocina MCP-1 e a deposi¢cao de macréfagos diretamente na

les&o, utilizando um marcador de macréfagos ativados IBA-1.
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Os resultados apresentados na figura 10 demonstram que o acumulo
de macrofagos na lesé@o aterosclerética foi acompanhado de niveis elevados de
MCP-1 circulantes em camundongos LDLr -/- alimentados com a dieta HC.
Todavia, o tratamento com DD, em ambas as doses utilizadas neste estudo, foi
capaz de diminuir significativamente tanto a deposicdo de macréfagos na leséo
(p < 0,05 e p <0,01, para as doses de 0,1 e 1 mg/kg de DD respectivamente)
(Figura 10A e B), quanto as concentracfes plasmaticas de MCP-1 em relacéo

aos animais hipercolesterolémicos (p < 0,05) (Figura 10C).
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Figura 10: Efeito do tratamento com DD sobre a infiltragdo de células inflamatdrias e produgéao
plasmética de MCP-1 em camundongos LDLr -/- submetidos a dieta hipercolesterolémica. (A)
Fotomicrografias representativas dos cortes histoldgicos da regido da aorta proximal ascendente. A
coloragdo marrom indica regides com marcacao positiva para macrofagos (IBA-1). Aumento 40x. (B)
Quantificagdo da imunomarcacéo para macréfagos (IBA-1) (unidades arbitrarias, u.a.). (C) Concentragdo
plasmatica de MCP-1 (pg/mL) detectada através de ensaio imunoenzimatico. C, Controle; HC, Controle
Hipercolesterolémico; HC + DD 0,1, Hipercolesterolémico + DD 0,1 mg/kg e HC + DD 1,
Hipercolesterolémico + DD 1,0 mg/kg. Cada barra representa a média + erro padrdo da media (EPM) de 6
animais por grupo. ###p < 0,001 indica a diferenga quando comparado ao C; *p < 0,05; **p < 0,01 indica a
diferenca quando comparado ao HC (ANOVA de 1 via seguida pelo teste pos hoc de Newman-Keuls).
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4.2. Ensaios in vitro utilizando cultura de células endoteliais de
aorta bovina (BAECS)

4.2.1. Avaliacdo da citotoxicidade do DD sobre células endoteliais

de aorta bovina (BAECS)

Com o intuito de estabelecer um intervalo de concentracdo seguro para
investigar o efeito do DD em BAECSs, foi realizado o teste de viabilidade celular
pelo método do MTT. A figura 11 apresenta a porcentagem de células viaveis
na presenca de concentracdes crescentes de DD. E possivel observar uma
diminuicao significativa da viabilidade celular em relacdo ao controle (auséncia
de DD, 100 %) a partir de 5 uM (81,2 %, p < 0,05), chegando a uma reducéao
maxima da viabilidade na concentracdo de 100 uM (16,1 %, p < 0,001). A
exposicao por 24 horas com DD em concentracdes menores que 1 pM néo

modificou a viabilidade celular.
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Figura 11: Efeito do DD (0,1 — 100 uM) sobre a viabilidade celular em células endoteliais de aorta
bovina (BAECs). As células foram incubadas com concentracdes crescentes de DD por 24 horas (37 °C,
5 % CO,) e em seguida avaliadas pelo ensaio do MTT. Cada barra representa a média + EPM da
porcentagem de células viaveis em relagdo ao controle (auséncia de DD, 100 %) de 3 experimentos
independentes em triplicata. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 comparado ao grupo (ANOVA de 1 via
seguida pelo teste pos hoc de Newman-Keuls).
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Somente concentracdes de DD abaixo do limite de toxicidade (até 1uM)

foram utilizadas nos ensaios posteriores.

4.2.2. Efeito do DD sobre a producdo de Espécies Reativas de

Oxigénio (EROs) em BAECs estimuladas com oxLDL

A figura 12 demonstra o efeito da oxLDL e do pré-tratamento com DD
sobre a producéo intracelular de EROs, avaliada pela oxidacdo da sonda
fluorescente DCFH-AC por citometria de fluxo. A exposicdo das BAECs a
oxLDL induz um aumento dependente da concentracao (8 = 0,869; p < 0,0001;
Figura 12A) na geracdo de EROs. A avaliacdo da cinética de producédo de
EROs induzida pela oxLDL, mostra uma curva exponencial de producéao,
atingindo valores maximos e constantes apés 1 hora de exposi¢do (Figura
12B). A concentracédo de 100 pg/mL de oxLDL, com 1 hora de exposicao, foi
utilizada para avaliar o efeito do DD sobre a inducdo de EROs mediada pela
oxLDL em BAECs. O pré-tratamento por 24 horas com DD (0,1; 0,5 ou 1 pM)
foi capaz reduzir significativamente de forma concentracdo-dependente, a
geracdo de EROs induzida pela exposicdo a oxLDL (Figura 12C e D). Outro
fato importante é que o DD per se ndo induz a producdo de EROs quando

adicionado as células na auséncia de oxLDL (Figura 12C).
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Figura 12: Efeito do DD sobre a producéo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) induzida por
oxLDL em BAECs. (A) Células tratadas com concentra¢des crescentes de oxLDL (25 - 200 pg/mL) ou
veiculo por 1 hora e incubadas com DCFH-DA (10 pM) por 30 min. A intensidade de fluorescéncia foi
avaliada por citometria de fluxo e a porcentagem de EROs calculada em relagdo ao controle (100 %). (B)
Curva temporal representativa da geracdo de EROs em BAECs estimuladas com oxLDL (100 pg/mL) e
incubadas com DCFH-DA (10 puM). (C) Células foram pré-incubadas com DD (0,1; 0,5 ou 1 uM) por 24
horas e posteriormente estimuladas com oxLDL (100 pg/mL) ou veiculo por 1 hora. Ap6s a incubacéo
com DCFH-DA (10 uM) por 30 min, as amostras foram avaliadas por citometria de fluxo. (D) Histograma
representativo do ensaio de citometria de fluxo. Cada barra representa a média + EPM da porcentagem
de aumento de EROs em relagdo ao controle (células nédo tratadas#) de 3 experimentos independentes em
triplicata. *** p <0,001 comparado ao grupo controle; “p < 0,05; *p < 0,01; *p < 0,001 comparado ao
grupo oxLDL 100 pg/mL (ANOVA de 1 via seguida pelo teste pos hoc de Newman-Keuls).

4.2.3. Efeito do DD sobre a concentracdo intracelular de GSH em

BAECs estimuladas com oxLDL

Dados da literatura reportam que oxLDL exerce citotoxicidade em

células endoteliais, sendo este efeito associado a deplecdo de GSH (Therond
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et al., 2000). Assim, avaliamos se o composto em estudo seria capaz de
prevenir esta reducgéo intracelular de GSH.

A exposicdo de BAECs a oxLDL, a partir de 50 pg/mL por 1 hora induziu
a uma deplecdo significativa do contetdo de GSH (Figura 13A). O pré-
tratamento com DD 0,5 e 1 uM por 24 horas, preveniu a reducdo nos niveis de
GSH desencadeada pela estimulagdo com oxLDL 100 pg/mL (Figura 13B, 0,5
uM, p < 0,05 e 1 uM, p < 0,001). Além disso, como no ensaio da geracdo de
EROs, quando as células foram tratadas somente com DD ndo observamos

mudancas no conteudo de GSH em relacdo as células nédo tratadas (Figura

13B).
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Figura 13: Efeito do DD sobre os niveis intracelulares de GSH em BAECs estimuladas com oxLDL.
(A) Células foram incubadas com oxLDL (25 — 200 pg/mL) ou veiculo por 1 hora. (B) Células foram pré-
incubadas com DD (0,1; 0,5 ou 1 uM) ou veiculo por 24 horas e em seguida estimuladas com oxLDL (100
png/mL) ou veiculo por 1 hora. Ao final do tratamento as células foram coletadas e os niveis de GSH
determinados por ensaio fluorimétrico. Cada barra representa a média + EPM da concentracdo de GSH
(umol/mg de proteina) de 3 experimentos independentes em triplicata. *p < 0,05; **p < 0,01; comparado
ao grupo controle (células néo tratadas); #p < 0,05; ###p < 0,001 comparado ao grupo oxLDL 100 pg/mL
(ANOVA de 1 via seguida pelo teste pos hoc de Newman-Keuls).

4.2.4. Efeito do DD sobre o potencial de membrana mitocondrial

(A¥m) em BAECs estimuladas com oxLDL
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Quando as BAECs foram expostas a oxLDL, o A¥, diminuiu de forma
dependente da concentracdo (B = -0,753; p < 0,0001), como indicado pelo
aumento da fluorescéncia verde, isto €, diminuicdo da razdo vermelho/verde
(Figura 14A). O pré-tratamento com DD, 0,5 e 1 uM, por 24 horas, preveniu as
alteracdes no A¥y,, conforme indicado pela reducdo da fluorescéncia verde e
restauracdo da fluorescéncia vermelha (Figura 14B e C). Assim como nos
ensaios anteriores, ndo observamos modificacbes AW, nas células incubadas

somente com DD.
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Figura 14: Efeito do DD sobre o potencial de membrana mitocondrial (A¥;,) em BAECs
estimuladas com oxLDL. (A) Células foram incubadas com oxLDL (25 — 200 pg/mL) ou veiculo por 1
hora. (B) Células foram pré-incubadas com DD (0,1; 0,5 ou 1 uM) ou veiculo por 24 horas e em seguida
estimuladas com oxLDL (100 pg/mL) ou veiculo por 1 hora. Ao final do tratamento as células foram
incubadas com JC-1 e a intensidade de fluorescéncia foi quantificada. (C) Fotomicrografias
representativas da marcacdo com JC-1. A fluorescéncia verde indica as células com potencial de
membrana mitocondrial reduzido, enquanto a fluorescéncia vermelha indica células com potencial estavel.
Aumento 400x. Cada barra representa a média + EPM da razdo da fluorescéncia vermelha/verde de 3
experimentos independentes em triplicata. *p < 0,05; ***p < 0,001 comparado ao grupo controle (células
nao tratadas); “p < 0,05; *p < 0,01 comparado ao grupo oxLDL 100 pg/mL (ANOVA de 1 via seguida pelo
teste pos hoc de Newman-Keuls).
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4.2.5. Efeito do DD sobre a apoptose induzida por oxLDL em BAECs

Para avaliar o processo de morte celular, apoptose ou necrose, induzida
por oxLDL, foi realizado o ensaio de incorporacdo de anexina (marcador de
apoptose) e iodeto de propidio (marcador de necrose). Neste ensaio, as células
foram tratadas apenas com DD 1 pM e estimuladas com oxLDL 100 pg/mL,
sendo que estas concentragbes foram escolhidas com base nos resultados
anteriores. A incubacdo de BAECs com oxLDL 100 pg/mL por 24 horas
promoveu um aumento da porcentagem de células nos quadrantes 2 e 4 (p <
0,001 e p < 0,01, respectivamente), indicando uma maior porcentagem de
células em condicdo de apoptose quando comparado as células controle
(Figura 15). O pré-tratamento das células por 24 horas com DD preveniu a
apoptose induzida por oxLDL, verificado pela redugdo da porcentagem de
células nos quadrantes 2 (p < 0,001) e 4 (p < 0,01) e pelo aumento na
porcentagem de células viaveis (p < 0,01; quadrante 3). Nossos dados
mostram ainda que a oxLDL, na concentragéo utilizada, causou necrose em

uma porcentagem muito pequena de células (aproximadamente 3 %).
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Figura 15: Efeito do DD sobre a apoptose induzida pela oxLDL em BAECs. As células foram pré-
incubadas com DD 1 uM ou veiculo por 24 horas e em seguida estimuladas com oxLDL 100 pg/mL ou
veiculo por mais 24 horas. ApOs serem coletadas as células foram marcadas com Anexina-V FITC e
lodeto de Propidio (PI) e analisadas por citometria de fluxo. (A) Figuras representativas (dot plots) dos
diferentes grupos experimentais. Q1 = células necréticas (anexina V -, Pl +), Q2 = células em apoptose
tardia (anexina V +, Pl +), Q3 = células viaveis (anexina V -, Pl -) e Q4 = células em apoptose inicial
(anexina V +, Pl -). Cada painel demonstra a plotagem de 10.000 células por amostra de um experimento
representativo. (B) Porcentagem de eventos/células nos diferentes quadrantes. Cada barra representa a
média £+ EPM de 3 experimentos independentes em triplicata. *& < 0,05; **p < 0,01, ***p < 0,001 indica a
diferenca comparado ao grupo controle (células néo tratadas); "'p < 0,01; ##p < 0,001 indica a diferenca
comparado ao grupo oxLDL 100 pg/mL (ANOVA de 1 via seguida pelo teste pos hoc de Newman-Keuls).

4.3. Ensaios in vitro utilizando cultura de macr6fagos murinos

J774

Nos ensaios utilizando cultura de macréfagos murinos da linhagem
J744, somente uma concentracdo de DD (1 pM) e de oxLDL (100 pg/mL) foi

utilizada. De maneira semelhante as células endoteliais, o0 DD na concentracdo
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utilizada ndo apresentou efeito citotoxico nesta linhagem celular (dados néo

apresentados).

4.3.1. Efeito do DD sobre a formacdo de células espumosas

induzida pela oxLDL em macrofagos murinos J774

A formacédo de células espumosas pode ser avaliada in vitro através da
incubacdo de macréfagos em cultura com oxLDL e coloracdo com Oil Red O.
Como esperado, a exposi¢ao por 3 horas de macréfagos em cultura a oxLDL
(100 pg/mL), induziu a formacdo de células espumosas pela captacdo desta
lipoproteina pelos macréfagos (Figura 16, p < 0,001), de maneira semelhante
ao que ocorre in vivo. O pré-tratamento com DD 1 uM por 24 horas reduziu
significativamente o0 conteddo lipidico no interior dos macréfagos,
demonstrando que este composto foi capaz de diminuir a captacdo de oxLDL e
consequentemente a formacéo de células espumosas in vitro (Figura 16A e B,

p < 0,01).
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Figura 16: Efeito do DD sobre a formagdo de células espumosas em macro6fagos murinos J774
expostos a oxLDL. (A) Fotomicrografias representativas da formacgédo de células espumosas. Macréfagos
da linhagem J774 foram pré-incubados com DD (1 uM) ou veiculo por 24 horas e em seguida estimulados
com oxLDL (100 pg/mL) por 3 horas. Posteriormente, as células foram fixadas e coradas com Oil Red O e
hematoxilina de Harris. Aumento 1.000x. (B) Conteldo lipidico das células espumosas (unidades
arbitrarias, u.a.). Cada barra representa a média + EPM de 3 experimentos independentes em triplicata.
***n < 0,001 indica a diferenga comparado ao grupo controle (células ndo tratadas); ##p < 0,01; indica a
diferengca comparado ao grupo oxLDL 100 pug/mL (ANOVA de 1 via seguida pelo teste pos hoc de
Newman-Keuls).

4.3.2. Efeito do DD sobre a geracdo de EROs induzida pela oxLDL

em macrofagos murinos J774

Para quantificar a producdo de EROs em macrofagos estimulados com
oxLDL, utilizamos o ensaio da DCFH-DA, e a intensidade de fluorescéncia foi
medida em espectrofluorimetro. De acordo com a figura 17A e B, os resultados
mostraram que o DD, diminui significativamente a geragédo intracelular de

EROs induzida por oxLDL em macrofagos (p < 0,001), verificada pela redugéo
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da emissao da fluorescéncia verde.
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Figura 17: Efeito do DD sobre a produ¢cdo EROs em macréfagos murinos J774 estimulados com
oxLDL. (A) Fotomicrografias representativas da formacdo de EROs em macréfagos da linhagem J774.
Células foram pré-incubados com DD (1 uM) ou veiculo por 24 horas e em seguida estimuladas com
oxLDL (100 ug/mL) por 3 horas. Ao final do tratamento, as células foram incubadas com DCFH-AC (10
uM) por 30 min, em seguida as imagens foram obtidas em microscépio invertido de fluorescéncia.
Aumento 200x. (B) Quantificacdo da producdo de EROs. A intensidade de fluorescéncia foi medida em
espectrofluorimetro e expressa como porcentagem de aumento em relagdo ao controle (100 %). Cada
barra representa a média + EPM de 3 experimentos independentes em triplicata. ***p < 0,001 comparado
ao grupo controle; ###p < 0,001 comparado ao grupo oxLDL 100 ug/mL (ANOVA de 1 via seguida pelo
teste pos hoc de Newman-Keuls).

4.3.3. Efeito do DD sobre a producao de citocinas inflamatérias em

macrofagos J774 estimulados com oxLDL

A oxLDL pode estimular macréfagos a produzirem grandes
guantidades de citocinas pré-inflamatérias (Hamilton et al., 1990; Terkeltaub et
al., 1994). Neste estudo, a incubacdo de macréfagos com oxLDL por 24 horas

induziu a um excessivo aumento na producdo das citocinas TNF-o. e MCP-1 (p



62

< 0,001), por outro lado, o pré-tratamento com DD por 24 horas foi capaz de
reduzir significativamente 0s niveis destas citocinas inflamatorias no

sobrenadante das células (TNF-o, p < 0,001; MCP-1, p < 0,05) (Figura 18A e

B).
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Figura 18: Efeito do DD sobre a producdo de TNF-a e MCP-1 em macréfagos murinos J774
estimulados com oxLDL. Macréfagos da linhagem J774 foram pré-incubados com DD (1uM) ou veiculo
por 24 horas e em seguida estimulados com oxLDL (100 pg/mL) por adicionais 24 horas. O sobrenadante
foi coletado para determinagdo das concentragbes de TNF-a (A) e MCP-1 (B) por ensaio
imunoenzimatico). Cada barra representa a média + EPM de 3 experimentos independentes em triplicata.
**p < 0,001 comparado ao grupo controle; “p < 0,05; **p < 0,001 comparado ao grupo oxLDL 100 pg/mL
(ANOVA de 1 via seguida pelo teste pos hoc de Newman-Keuls).
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5. DISCUSSAO

A aterosclerose é uma patologia complexa, que envolve mudltiplas
interagcOes entre fatores genéticos e ambientais. Atualmente, o tratamento da
aterosclerose consiste na utilizacdo de farmacos que diminuam os niveis
plasméticos de colesterol, diminuindo os eventos clinicos e a mortalidade
causados pela doenca (Lusis, 2000; Insull, 2009). Entretanto, a busca por
novas terapias e alvos farmacolégicos que possam reduzir a progressao da
aterosclerose vem crescendo nos ultimos anos (Rader e Daugherty, 2008).
Assim, h4 um grande interesse em compostos que sejam capazes de, nao
somente diminuir as concentracdes plasmaticas de colesterol, mas de atuar em
diferentes etapas no processo aterogénico. Neste contexto, destacam-se 0s
compostos organicos de selénio e suas importantes propriedades
farmacoldgicas previamente descritas (Nogueira e Rocha, 2010).

Numerosas espécies animais tém sido utilizadas para estudar a
patogénese e potenciais tratamentos das lesdes ateroscleréticas. A primeira
evidéncia experimental de aterosclerose foi descrita em 1908, quando
Ignatowski relatou um espessamento da camada intima do vaso com formacéao
de células claras na aorta de coelhos alimentados com uma dieta rica em
carne, ovos e leite (Jawien et al.,, 2004). A partir de 1920, os primeiros
trabalhos utilizando modelos experimentais de aterosclerose em coelhos foram
relatados (Williams et al., 2007). Além desta espécie, também foram
desenvolvidos estudos, em menor numero, em porcos, macacos, hamsters e
pombos (Daugherty, 2002). Apesar de ndo desenvolverem aterosclerose

espontaneamente, os coelhos sdo bastante utilizados até o presente momento,
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pois sdo altamente responsivos a ingestao de colesterol e desenvolvem lesdes
em curto prazo. Porém, nesta espécie 0s niveis plasmaticos de colesterol séo
muito elevados e as lesbes formadas apresentam conteddo lipidico e
inflamatdrio muito superior as lesdes apresentadas humanos. Recentemente, o
uso de camundongos em modelos experimentais tem gerado uma explosdo no
namero de estudos in vivo sobre a aterosclerose (Jawien et al., 2004).

A utilizacdo de camundongos para o estudo do processo aterosclerético
tem vérias vantagens em relacdo as outras espécies. Uma delas € a extensa
informacdo genética disponivel em numerosas linhagens co-sanguineas. O
pequeno tamanho desta espécie também facilita o grande nimero de grupos
experimentais utilizados nos estudos (Daugherty, 2002). No entanto, ndo h&
conhecimento de que camundongos desenvolvam aterosclerose de maneira
espontanea. Além disso, muitas linhagens destes animais respondem
fracamente a dieta rica em colesterol e desenvolvem apenas estrias
gordurosas no arco aértico (Paigen et al., 1990). A partir de 1989, o surgimento
de camundongos geneticamente modificados, solucionou muitos problemas
relacionados ao estudo experimental da aterosclerose (Ohashi et al., 2004). Os
camundongos com delecdo génica de apolipoproteina E (apoE -/-) ou do
receptor de LDL (LDLr -/-) sdo os mais empregados atualmente.

Os camundongos LDLr -/-, desenvolvidos em 1993 por Ishibashi e
colaboradores, apresentam hipercolesterolemia, caracterizada por niveis
moderados de LDL e podem desenvolver lesdes ateroscleroticas a longo prazo.
As particulas de VLDL e LDL normalmente competem por receptores hepaticos
comuns, denominados receptores de LDL ou B/E, os quais reconhecem as

apolipoproteinas B e E (apoB e apoE), presentes nestas lipoproteinas
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(Catanozi et al., 2003; Jawien et al., 2004). Os camundongos LDLr -/- passam
entdo a apresentar moderada hipercolesterolemia devido & auséncia de
receptores hepéticos para LDL, os quais prolongam a meia-vida plasmatica da
VLDL e LDL (Kowala et al., 2000). Todavia, esses animais tornam-se
severamente hipercolesterolémicos, quando alimentados com uma dieta rica
em colesterol, desenvolvendo aterosclerose adrtica que podera evoluir para o
desenvolvimento de xantomas subcutaneos (Ishibashi et al., 1993; Kowala et
al., 2000; Daugherty, 2002). Algumas caracteristicas deste modelo animal
podem trazer vantagens para sua utilizacdo, tais como: (1) a semelhanca a
condicdo humana de hipercolesterolémia familiar, causada por mutacdes no
gene para o receptor de LDL; (2) o perfil de lipoproteinas plasmaticas, que se
assemelha ao de humanos, estando a maior parte do colesterol confinado na
fracdo LDL; e (3) o grau de dislipidemia intermediério, desenvolvendo lesdes
menos avancadas do que os camundongos apoE -/- (Zadelaar et al., 2007).
Além disso, evidéncias da literatura demonstram que os camundongos LDLr -/-
podem fornecer resultados expressivos na pesquisa de novos compostos para
o tratamento e prevencao da aterosclerose (Cyrus et al., 2003; 2006).

Nossos resultados demonstraram que os niveis de colesterol total em
camundongos LDLr -/- adultos, alimentados com dieta padrdo &
significativamente superior (z 2,8 vezes) ao controle selvagem, todavia, as
lesbes aterosclerdticas nestes animais sdo ainda muito insipientes. Porém,
guando estes animais foram alimentados com uma dieta rica em colesterol por
um periodo de 30 dias, o quadro de hipercolesterolemia agravou-se (aumento
de cerca de 3,6 vezes em relagdo LDLr -/- com dieta padrao), promovendo a

deposicao de lipideos na raiz da aorta e diminuindo a responsividade vascular



66

(Tabela 4 e Figura 6). Muitos estudos utilizam um longo periodo de exposicdo
destes animais a dieta rica em lipideos para que ocorra a indugdo de lesdes
ateroscleroticas (Babaei et al., 2002; Cyrus et al., 2002). Entretanto, alguns
trabalhos tém verificado que camundongos LDLr -/- que recebem uma dieta
hipercolesterolémica por apenas 2 semanas j4 apresentam lesbes
mensuraveis no seio adrtico, caracterizando estdgios iniciais do processo
aterosclerotico (Krieger et al., 2006; Garcia et al., 2008).

Uma vez padronizado e caracterizado o modelo experimental, os efeitos
do DD, objeto deste estudo, foram investigados sobre a aterosclerose em
camundongos LDLr -/-. O tratamento dos animais foi realizado por via oral uma
vez ao dia, em trés diferentes doses (0,1; 1 e 10 mg/kg). Esta via de
administracdo foi escolhida, pois a maioria dos farmacos utilizados no
tratamento da aterosclerose é administrada por via oral. No entanto, existem
poucos estudos relacionados a absorcdo deste composto por esta via.
Recentemente, foi demonstrado por Prigol e colaboradores (2009), que 30
minutos apds a administracdo de DD (500 mg/kg dissolvido em 6leo de canola),
em camundongos, ocorre um pico plasmatico deste composto
(aproximadamente 10 ug/mL). Além disso, verificou-se que 8 horas apés a
administracdo do DD ainda era possivel detectar o composto no plasma dos
animais. Sabe-se ainda que este composto é altamente lipofilico e possui
afinidade elevada pela albumina plasméatica (99 %) (Prigol, 2010). Entretanto,
sd0 necessarios estudos mais detalhados com relagdo aos aspectos
farmacocinéticos, tendo em vista que até o momento os resultados obtidos
foram provenientes de estudos que utilizaram doses téxicas deste composto.

Vérios estudos tém sido realizados no intuito de estabelecer os limites
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de seguranca e toxicidade do DD em diferentes espécies animais (ratos,
camundongos e coelhos). Os efeitos toxicos deste composto estdo
relacionados com a dose e via de administragdo, bem como a espécie animal
(Nogueira et al., 2003; de Bem et al., 2006; 2007; Meaotti et al., 2003; Straliotto
et al., 2010). Neste trabalho foram utilizadas doses inferiores as doses toxicas
estabelecidas na literatura. Recentemente, Savegnago e colaboradores
(Savegnago et al., 2007) caracterizaram que a DL50 (Dose Letal 50 %) para
camundongos, por via oral, € maior do que 312 mg/kg, cerca de 30 vezes maior
gue a dose mais alta utilizada neste estudo. Durante os 30 dias de tratamento
nao foram observados sinais de toxicidade aparente nos animais tratados com
0,1 e 1 mg/kg de DD. Todavia, o tratamento com 10 mg/kg causou uma
reducdo significativa no ganho de peso corporal, podendo estar relacionado
com a inducao de toxicidade.

Concentracbes plasméaticas elevadas de colesterol, em particular de
LDL, estdo entre os fatores de risco primarios para o desenvolvimento da
aterosclerose (Ross, 1999). Medicamentos com atividade hipolipemiante
apresentam bons resultados no tratamento de pacientes com doenca arterial
coronariana (Rader e Daugherty, 2008). Os mecanismos responsaveis por
essa acdo sdo bem estabelecidos, e no contexto geral da doenca, reducdes
significativas do colesterol sérico em individuos com aterosclerose tém
demonstrado ser uma estratégia importante para o tratamento dos pacientes
com risco de doenca arterial coronariana, aliados a reeducacdo alimentar e
pratica de atividades fisicas. Com base nisso, avaliamos se o tratamento com
DD poderia alterar as concentracdes plasmaticas de lipideos (colesterol total,

lipoproteinas e triglicerideos) em camundongos LDLr -/- hipercolesterolémicos.
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Os resultados demonstraram que as doses de 0,1 e 1 mg/kg foram capazes de
reduzir significativamente a razéo (LDL + VLDL + IDL)/HDL quando comparado
ao grupo néo tratado (Tabela 5). Recentemente, Bem e colaboradores (2009)
verificaram que o DD reduz a concentragdo de colesterol sérico em coelhos
hipercolesterolémicos, porém a proporcdo entre as lipoproteinas nao foi
avaliada. Corroborando nossos resultados, um estudo demonstrou que a
administragdo de DD (10 mg/kg, por via oral) diminui significativamente o
colesterol total, colesterol ndo-HDL e triglicerideos, enquanto aumenta o0s
niveis de HDL em camundongos com hiperlipidemia induzida por Triton WR-
1339 (da Rocha et al., 2009). Ademais, Dhingra e Bansal (2006) demonstraram
que a suplementacdo com selénio leva a uma reducdo da expressédo de
apolipoproteina B e da enzima HMG-CoA redutase, reduzindo os niveis de
colesterol total e LDL, durante a hipercolesterolemia em ratos.

A analise in situ do tamanho da lesdo ateroscler6tica, demonstrou que
0s animais tratados com DD, nas doses de 0,1 e 1 mg/kg, apresentaram lesdes
significativamente menores na aorta proximal ascendente, em relagcdo aos
animais hipercolesterolémicos (Figura 7). Conforme descrito na literatura,
existe uma associacao inversa entre a atividade da enzima GPx e o risco de
eventos cardiovasculares em humanos (Blankenberg et al., 2003) e em
modelos animais (Torzewski et al., 2007). Neste sentido, o conjunto de nossos
resultados, que evidenciam o papel antiaterogénico do DD na parede arterial
pode ser atribuido, pelo menos em parte, a sua atividade mimética da GPx e
ainda a sua capacidade em inibir a oxidagdo da LDL in vitro (de Bem et al.,
2008). Dentro deste contexto, um estudo recente demonstrou que outro

composto mimético da GPx, o ebselen, reduz as lesbes ateroscleréticas em
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diferentes regides da aorta de camundongos apoE-/- diabéticos, exceto no seio
aortico (Chew et al., 2009). Em nosso protocolo experimental, a dose de DD
utilizada foi cerca de 100 vezes menor que a do ebselen, sendo capaz de
reduzir as lesbes aterosclerdticas na regido do seio adrtico de camundongos
LDLr -/-. Este fato pode estar relacionado a uma maior atividade tiol peroxidase
do DD, quando comparado ao ebselen (Nogueira et al., 2004). Outro aspecto
relevante € o fato de que a dose de 10 mg/kg de DD néo foi capaz de diminuir
o tamanho da lesdo, nem alterar a razdo entre as lipoproteinas plasmaticas.
Com base nestes dados, o0 composto parece ndo exercer seu efeito de maneira
dose-dependente neste protocolo experimental. Acredita-se que altas doses de
determinados compostos antioxidantes podem passar a ter uma acao pro-
oxidante, limitando seus efeitos benéficos a baixas doses (Yamamoto e Niki,
1988; Parthasarathy et al., 1999).

Os demais experimentos realizados, com o intuito de esclarecer os
possiveis mecanismos moleculares do efeito do DD neste modelo
experimental, foram conduzidos somente com as doses mais baixas do
composto (0,1 e 1 mg/kg) as quais demonstraram efetividade na prevencéo da
aterosclerose experimental. Vale ressaltar que o DD ndo promoveu alteracdes
nos parametros bioquimicos avaliados e no tamanho das lesdes
ateroscleroticas quando administrado aos animais na auséncia da dieta
hipercolesterolémica.

Conforme descrito anteriormente, a aterosclerose esta associada a
producdo excessiva de EROs e ERNs. Assim, como indicadores de estresse
oxidativo investigamos o dano mediado por EROsS/ERNs aos lipideos e

proteinas, quantificando os niveis de malondialdeido (MDA) e 3-nitrotirosina
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(NT), na aorta proximal ascendente de animais tratados com DD. Diversos
estudos indicam que niveis elevados de 3-nitrotirosina podem ser detectados
em placas ateromatosas através de técnicas de imunoistoquimica (Mohiuddin
et al., 2006). A NT € formada pela nitracdo de residuos protéicos de tirosina
pelo peroxinitrito (ONOQOY), o qual é produzido pela rapida reacdo entre 6xido
nitrico ("NO) e superéxido (O2") (Radi et al., 1991). Além disso, ONOO™ é um
potente oxidante e pode induzir peroxidacéo lipidica e oxidacdo da LDL (Peluffo
et al., 2009). O outro marcador avaliado por imunohistoquimica foi o
malondialdeido (MDA), que é um produto final de peroxidacdo de lipideos e um
marcador inicial da formacdo da estria gordurosa. Recentemente, relatos da
literatura verificaram que niveis aumentados de MDA foram encontrados em
homogenatos de placas aterosclerdticas de carétidas de humanos (Sigala et
al.,, 2010). Nosso estudo demonstrou que a dieta HC aumentou
significativamente os niveis destes marcadores, NT e MDA, na parede
vascular, e que o tratamento com DD foi capaz de prevenir este aumento
(Figura 8). Estes resultados revelam o papel efetivo do DD em reduzir o
estresse oxidativo em locais de lesdo ateroscleroética, diminuindo os danos as
proteinas e aos lipideos de membrana. De fato, ja se sabe que compostos
organicos de selénio, como o ebselen, sdo capazes de reagir eficientemente
com o ONOQO, prevenindo a oxidagédo e nitragdo de biomoléculas (Briviba et
al., 1996; Arteel et al., 1998). Além disso, a diminuicdo da peroxidagéo lipidica
pelo DD ja foi demonstrada em diversos modelos experimentais em animais
(de Bem et al., 2009; Posser et al., 2008; Barbosa et al., 2006).

A formacdo vascular de EROs promove a disfuncdo endotelial e

aterogénese, em grande parte por reduzir a biodisponibilidade de °NO. A
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producdo aumentada de O, favorece a reacdo rapida entre esta espécie
reativa e o *NO gerando o potente agente oxidante ONOQO™, o qual rapidamente
pode reagir com diferentes biomoléculas. A diminui¢cdo da biodisponibilidade do
‘NO tem como consequéncia a reducdo dos efeitos vasodilatadores e
vasoprotetores, causando prejuizo no relaxamento vascular dependente do
endotélio e ativacao/disfuncédo endotelial (Harrison, 1997; Bonetti et al., 2003).
Este processo de disfuncdo ocorre em estagios iniciais do processo
aterogénico, precedendo o desenvolvimento de lesbes aterosclerdticas visiveis
nas artérias.

Um parametro essencial que caracteriza a disfuncdo endotelial € o
prejuizo da vasodilatacdo dependente do endotélio induzida pela acetilcolina ou
outros agonistas (Ludmer et al., 1986; Anderson, 1999). Em nossos ensaios,
camundongos LDLr -/- submetidos a dieta HC apresentaram uma reducao no
relaxamento maximo induzido pela acetilcolina em anéis de aorta toracica,
isolada quando comparado aos animais controle. Por outro lado, o tratamento
com DD foi capaz de preservar a resposta do endotélio aos efeitos
vasodilatadores induzidos pelo agonista colinérgico (Figura 9C). De acordo
com Forgione e colaboradores (2002), a deficiéncia homozigética de GPx-1
leva a uma diminuicAo da vasodilatacdo dependente do endotélio,
provavelmente devido a reducdo da biodisponibilidade de *NO e aumento do
estresse oxidativo vascular. Brodsky e colaboradores (2004) observaram que o
ebselen melhora a vasodilatacdo induzida por acetilcolina e aumenta a
producdo de *‘NO em ratos diabéticos. A capacidade do DD de reduzir a

vasodilatacdo induzida pela acetilcolina pode estar relacionada a reducéo do
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estresse oxidativo vascular, tendo como consequéncia 0 aumento da
disponibilidade de *NO.

A dieta hipercolesterolémica parece promover efeitos deletérios na
funcdo contratil vascular nos camundongos LDLr -/-, conforme demonstrado
pela reducdo da resposta a fenilefrina e ao KCl em anéis de aorta (Figura 9A e
B). Como foram observados prejuizos na resposta aos dois agentes utilizados,
sugere-se que este efeito esteja relacionado a uma diminuicdo da reposta
contrétil das células musculares lisas. Esses dados séo consistentes com o
trabalho de Dupasquier e colaboradores (2006), os quais demonstraram que a
exposicao de coelhos a uma dieta rica em lipideos por 6 e 16 semanas reduziu
a resposta contratil a noradrenalina e ao KCI, em anéis de aorta toracica. Em
outro trabalho, utilizando experimentos in vitro, verificaram que a incubacao de
artérias carétidas isoladas de coelho com LDL oxidada diminuiu a contracéo
induzida pela fenilefrina (Napoli et al., 1997). O excesso de colesterol pode
acarretar modificacbes no transporte intracelular de ions, incluindo a regulacao
da homeostase do Ca®" nas células musculares lisas, o que poderia
representar um possivel mecanismo para explicar os prejuizos sobre a funcao
vascoconstritora nos animais hipercolesterolémicos (Broderick et al., 1989;
Bialecki et al., 1991; Gleason et al., 1991; Saini et al., 2004). Além disso, o
processo aterosclerdtico pode induzir mudancas no fenotipo das células
musculares lisas e isto levaria a alteragbes na sua maquinaria contratil
(Mulvihill et al., 2004). Resultados anteriores de nosso grupo de pesquisa
também demonstraram uma hiporresponsividade a fenilefrina em
camundongos LDLr -/- tratados com a dieta HC por 12 ou 4 semanas (Dal B6,

2009; Minatti, 2010), todavia, relatos acerca destes efeitos neste modelo
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experimental sdo escassos na literatura. Os prejuizos na contracdo vascular
induzida pela dieta HC n&o foram modificadas pelo tratamento com o DD, ao
contrario do que foi observado com a resposta vasodilatadora.

Esta bem estabelecido que o processo inflamatério e especialmente
mondcitos/macréfagos possuem um papel importante na formacdo da placa
aterosclerotica (Hansson et al., 2006). Macréfagos possuem funcdes
essenciais em todas as fases da aterosclerose, desde o desenvolvimento da
estria gordurosa até o processo de ruptura da placa (Li e Glass, 2002). A
ativacdo de macrofagos na parede arterial induzida pela LDL oxidada, leva a
liberacdo de moléculas vasoativas, producao de EROs e secrecdo de enzimas
proteoliticas que degradam componentes da matriz extracelular (Hansson et
al., 2006). Assim, lesdes com elevados niveis de células inflamatdrias sédo mais
susceptiveis a ruptura e a reducdo do conteudo destas células contribui para
aumentar sua estabilidade (Libby, 2002).

Moléculas quimioatraentes sdo responsaveis pela migracdo de
leucécitos para os locais susceptiveis as lesées, possuindo um papel central no
desenvolvimento da aterosclerose. MCP-1 e seu receptor CCR2 séo
mediadores chaves na inflamacao vascular, atuando como potentes agentes
quimiotaticos para monocitos (Reape e Groot, 1999). Nossos resultados
demonstraram que o acumulo de macrofagos na lesdo aterosclerotica foi
acompanhado de niveis elevados de MCP-1 circulantes em camundongos LDLr
-/- alimentados com uma dieta rica em colesterol. Todavia, o tratamento com
DD, foi capaz de diminuir significativamente a deposicdo de macréfagos na
lesdo bem como reduzir os niveis plasmaticos de MCP-1 (Figura 10). Assim,

podemos inferir que a capacidade do DD em reduzir o acumulo de macréfagos
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na lesdo aterosclerética estd relacionada a reducdo do recrutamento de
mondcitos para a parede vascular através da molécula quimiotatica MCP-1. A
inibicdo da resposta inflamatéria € amplamente conhecida por ser benéfica a
doenca arterial coronariana, especialmente em estagios iniciais da doenca
(Ross, 1999; Hernandez-Presa et al., 2002). Nossos achados corroboram
estudos prévios que demonstraram o efeito anti-inflamatério do DD em
modelos classicos de inflamacdo em ratos (Nogueira et al., 2003).

Nos experimentos in vivo, observamos que o DD preveniu a formacgéao de
lesdes aterosclerdticas e melhorou a funcao endotelial em camundongos LDLr -
/-, atenuando importantes vias envolvidas na evolugdo do processo
aterogénico. Demonstramos ainda que o composto foi capaz de reduzir
marcadores de estresse oxidativo e células inflamatérias no local da leséo,
diminuir a producéo sistémica de MCP-1 e a propor¢cdo entre as lipoproteinas
plasmaticas. Deste modo, podemos sugerir que o efeito antiaterogénico do DD
verificado neste estudo se deve em grande parte aos seus efeitos antioxidantes
e anti-inflamatorios. Para tentar elucidar e caracterizar os mecanismos pelos
quais o DD promove seus efeitos antiaterogénicos, a etapa seguinte deste
trabalho consistiu em avaliar os efeitos do DD, in vitro, sobre a toxicidade
induzida pela oxLDL em dois tipos celulares extremamente relevantes para
esta patologia - células endoteliais e macrofagos.

Conforme descrito anteriormente, a captacdo e o consequente acumulo
de oxLDL nos macréfagos, constituem estagios iniciais do processo
aterosclerotico. Estas lipoproteinas oxidadas sé&o encontradas em areas
ateroscleroticas (Steinberg, 1997) e exibem varias propriedades biologicas

envolvidas na aterogénese, tais como: a inducao da expressdo de moléculas
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de adesdo e subsequente entrada de células mononucleares; formacdo de
células espumosas, inducdo da migracao e proliferacdo de células musculares;
e alteracdes na matriz extracelular, vias de coagulacao e na regulacao do ténus
arterial (Takei et al., 2001; Chen et al., 2007; Sonoki et al., 2002).

Pesquisas demonstram que as oxLDLs exibem efeitos toxicos em cultura
de células vasculares e macrofagos, induzindo apoptose e necrose (Salvayre et
al., 2002). A maioria destes estudos € realizada in vitro e utiliza LDL humana
isolada, preparada a partir de plasma e oxidada na presenca de ions metélicos,
tais como Cu*? (Galle et al., 2006). Em condices experimentais, a formacéo da
oXLDL é caracterizada por uma sequencia de eventos que iniciam com a perda
de antioxidantes enddégenos da LDL, incluindo o a-tocoferol, seguido pela
conversdo da maioria dos acidos graxos poli-insaturados em seus
correspondentes hidroperoxidos. Esses produtos de peroxidagcdo primaria, tais
como malondialdeido e 4-hidroxinonenal, reagem com residuos de lisina da
apo B-100, provocando a oxidacdo da parte protéica da lipoproteina (Burkitt,
2001; Stocker e Keaney, 2004).

Na camada intima do vaso, a oxLDL pode ser captada rapidamente por
receptores expressos pelos macréfagos, como o receptor scavenger de classe
A (SRAI/) e o CD36, formando células espumosas (Steinberg, 2002; Collot-
Teixeira et al.,, 2007). Nossos dados mostram que o DD reduziu
significativamente o conteddo lipidico no interior dos macréfagos,
demonstrando que este composto foi capaz de diminuir a captagdo de oxLDL e
consequentemente a formacdo de células espumosas (Figura 16). Este fato

pode ter acontecido em decorréncia da diminuicdo da ativagdo dos macrofagos
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e consequentemente da exposi¢cdo de seus receptores scavenger, contudo
estes efeitos precisam ser esclarecidos em estudos posteriores.

A resposta antioxidante mediada pelo DD, verificada pela oxidacdo da
sonda fluorescente DCFH-AC, frente a producdo de EROs induzida pela
oxLDL, foi determinada em macréfagos. A exposicdo dos macrofagos a oxLDL
estimulou a producédo de EROs por estas células (Figura 17). Da mesma forma,
Deng e colaboradores (2008) verificaram que o tratamento de macrofagos
U937 com oxLDL aumenta a producéo de *NO, O,", H,O, e ONOO™ de maneira
tempo-dependente. Uma vez formadas, as EROS/ERNs induzem mudltiplos
efeitos celulares tais como: a estimulacdo de genes pré-inflamatérios, eventos
apoptoéticos e mobilizacdo de calcio (Bae et al., 2009). Neste estudo, o pré-
tratamento com DD foi capaz de diminuir a geracdo de EROs induzida por
oxLDL, o que pode explicar, em parte, os efeitos benéficos do DD neste tipo
celular (diminuicdo da incorporacdo de oxLDL e da secrecdo de citocinas
inflamataorias).

A oxLDL pode estimular macréfagos a produzirem grandes quantidades
de citocinas pré-inflamatérias. De acordo com a literatura, a oxLDL pode ativar
NF-kB, modulando a expressdo de genes que codificam TNF-a IL-1p, IL-6, IL-8
e MCP-1 em células que participam da formacédo da lesdo aterosclerotica
(Hamilton et al., 1990; Terkeltaub et al., 1994). Neste estudo, a incubacao de
macrofagos com oxLDL por 24 horas induziu a liberacdo de TNF-a e MCP-1,
entretanto o pré-tratamento com DD foi capaz de reduzir significativamente os
niveis destas citocinas inflamatérias (Figura 18). Consistente com n0SS0S
resultados, Shin e colaboradores (2009) demonstraram que outro diaril

disseleneto, o bis-(3-hidroxfenil) disseleneto, diminuiu a expressao de citocinas
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pro-inflamatérias, incluindo TNF-a, através da reducdo da atividade do NF-kB
em macroéfagos estimulados com lipopolissacarideo (LPS). Considerando que o
NF-kB é um fator de transcricdo redox-sensivel, podendo ser ativado por EROs
(Robbesyn et al., 2004), a reducado da producéo de citocinas pelo DD poderia
ser resultado de suas propriedades antioxidantes. A diminuicdo de EROs
intracelulares, gerados pela oxLDL, levaria a uma diminuicdo da ativacdo do
NF-kB e consequentemente da producao de citocinas.

As modificacbes morfolégicas em cultura de células endoteliais
associadas com a toxicidade da oxLDL séo similares as observadas in vivo,
nas ceélulas endoteliais que recobrem as lesdes aterosclerotica (Salvayre et al.,
2002). Células endoteliais expostas a oxLDL, in vitro ou in vivo, apresentam
aumento da permeabilidade, producdo aumentada de EROs e séo induzidas a
apoptose (Liao et al.,, 1995; Cominacini et al., 2000). No presente trabalho,
verificamos que a exposicdo de células endoteliais de aorta bovina (BAECs) a
concentracfes crescentes de oxLDL, leva a formacao intracelular de EROs
(Figura 12). Kugyiama e colaboradores (1999) verificaram que produtos da
peroxidacdo lipidica da LDL aumentam a formacdo de O, em células
endoteliais humanas. As fontes geradoras de EROs e ERNs nas células
endoteliais expostas a oxLDL sdo multiplas, incluindo sistemas enzimaticos
como a ativacdo da NADPH oxidase (Heinloth et al., 2000), o desacoplamento
da oOxido nitrico sintase endotelial (eNOS) (Fleming et al., 2005) e a cadeia
mitocondrial de transporte de elétrons (Zmijewski et al., 2005). Esta producéo
pode ser desencadeada pela ligacdo da oxLDL a seu receptor, LOX-1, neste
tipo celular (Galle et al., 2006). Estratégias terapéuticas para o tratamento da

aterosclerose ndo devem incluir apenas antioxidantes extracelulares que



78

previnem a oxidagdo da LDL, mas também antioxidantes permeaveis a
membrana que possam inibir a geracdo de espécies reativas no interior da
célula. Em parte, a falta de eficacia dos antioxidantes em estudos clinicos pode
estar relacionada a sua incapacidade de influenciar a geragao intracelular de
EROs/ERNs em resposta a oxLDL (Levitan et al., 2010). Nossos resultados
mostraram que o DD, um composto altamente lipofilico, diminui a producéo
intracelular de EROs induzida por oxLDL em células endoteliais (Figura 12).
Estes resultados confirmam as propriedades antioxidantes deste composto
organico de selénio, observadas anteriormente em outros modelos
experimentais (Barbosa et al., 2006; de Bem et al., 2008). Considerando que a
sonda fluorescente, DCFH-DA, utilizada para estes ensaios € capaz de
detectar ambos peréxido de hidrogénio e peroxinitrito (Crow, 1997; Myhre et al.,
2003), acreditamos que os efeitos antioxidantes do DD podem, ao menos em
parte, serem atribuidos a sua atividade GPx mimética, responsavel pela
detoxificacdo de peroxidos gerados pela oxLDL.

A glutationa reduzida (GSH) possui um importante papel no estado
redox da célula e sua concentracdo intracelular é diminuida frente a uma
situacdo de estresse oxidativo (Pastore et al., 2003). Dados da literatura
reportam que a oxLDL, e fracOes lipidicas oxidadas desta lipoproteina exercem
citotoxicidade em células endoteliais, sendo este efeito associado a deplecéo
de GSH (Therond et al.,, 2000). Cho e colaboradores (Cho et al., 1999)
demonstraram que a incubacéo de células endoteliais umbilicais humanas com
oxLDL, reduz a concentracdo de GSH e este efeito ocorre até 3 horas apés a
estimulacdo. Concordando com estes dados, nossos resultados mostraram que

a exposicao de BAECs a oxLDL, promoveu uma reducéo nas concentracdes de
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GSH a qual foi acompanhada pela geracéo de EROs e disfuncdo mitocondrial.
O pré-tratamento com DD foi capaz de prevenir a deplecdo deste importante
antioxidante, bem como a geracdo de espécies oxidantes (Figuras 12 e 13).
Neste sentido, acreditamos que os efeitos protetores do DD frente a toxicidade
da oxLDL vao além de sua atividade mimética da GPx. Como ja demonstrado
recentemente para o ebselen (Tamasi et al., 2004; Kim et al., 2009),
acreditamos que o DD possa ser capaz de promover a translocacédo do fator
nrf-2, sinalizando diversas respostas celulares vinculadas a ativacdo dos
elementos de resposta antioxidante (ARE), entre elas 0 aumento nos niveis de
GSH e na atividade de enzimas antioxidantes. A hipdtese para este mecanismo
€ que o DD, da mesma forma que o ebselen, reage com grupamentos sulfidrila
da proteina inibitéria Keap-1, liberando o nrf-2 e ativando vias de sinalizagcédo
vinculadas ao sistema redox (Zhao e Holmgren, 2002; Tamasi et al., 2004). No
caso das ceélulas endoteliais, o pré-tratamento com DD por 24 horas poderia
levar a ativagdo da via de sintese de GSH, incrementando os niveis deste
antioxidante e desta forma protegendo a célula dos efeitos nocivos da oxLDL.
Estudos anteriores verificaram um aumento na concentragdo de GSH em
diferentes tecidos, em animais tratados com DD expostos a danos oxidativos
(de Bem et al., 2007; Borges et al., 2006; Straliotto et al., 2010).

As mitocondrias sdo ao mesmo tempo alvos e fontes biologicamente
importantes de EROs/ERNs (Kowaltowski et al., 2001; Zmijewski et al., 2005).
A cadeia transportadora de elétrons consome oxigénio molecular através da
fosforilacdo oxidativa para formar ATP, no entanto, a disfungcdo mitocondrial,
pode intensificar a producdo de EROs, por elétrons que escapam dos

complexos | e Ill durante o transporte e consequentemente comprometer a
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sintese energética celular (Balaban et al., 2005). Recentemente, Xie e
colaboradores (2010) demonstraram que a oxLDL compromete a respiracao
mitocondrial em células endoteliais por diminuir o potencial de membrana e a
atividade de importantes enzimas mitocondriais. Da mesma forma, nossos
resultados demonstraram a acéo nociva da oxLDL sobre a fun¢cdo mitocondrial
através da reducao do potencial de membrana, acompanhada pelo aumento da
producdo de EROs e consumo de GSH. O tratamento com DD foi efetivo na
manutencdo da integridade mitocondrial o que pode explicar em parte, a
reducdo da producdo de EROs em células endoteliais estimuladas com oxLDL
(Figura 14).

Por outro lado, conforme ja descrito anteriormente, a ativacdo dos
receptores LOX-1 pela oxLDL induz producdo de EROs por diferentes
processos. Estas espécies reativas, em particular o radical ‘'OH e o0 ONOO’
podem danificar moléculas, incluindo proteinas da cadeia transportadora de
elétrons. Isto leva ao comprometimento da funcdo mitocondrial, que resulta em
perda da capacidade energética da mitocondria, além de acentuar a producao
de EROs (Crompton, 1999; Kroemer et al.,, 2007). Como consequéncia deste
processo, pode ocorrer ainda um colapso da membrana mitocondrial que leva a
formacdo de poros, ativando proteinas pro-apoptoticas e a liberagdo do
citocromo c¢ para o citoplasma (Skulachev, 2000). Neste contexto, a perda do
potencial de membrana mitocondrial, observada durante a exposicdo das
células endoteliais a oxLDL, pode ser resultado do dano oxidativo promovido
por EROs. Assim, o efeito protetor do DD sobre a integridade da funcéao

mitocondrial pode ser atribuido também a sua capacidade de reduzir a
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formacdo de EROs e os danos oxidativos induzidos pela oxLDL sobre a
estrutura mitocondrial.

A oxLDL é indutora de apoptose de células endoteliais, potencializando
a disfuncao endotelial, podendo levar a ruptura ou erosdo da placa e eventos
aterotromboticos subsequentes (Salvayre et al., 2002; Napoli, 2003). Neste
caso, a apoptose pode ser desencadeada tanto pela via extrinseca, mediada
por receptores de morte (Fas) e/ou receptores para fator de necrose tumoral
(TNFR), quanto pela via intrinseca, envolvendo membros da familia bcl-2,
citocromo ¢ e caspase-3 (Sata e Walsh, 1998; Vindis et al., 2005). Neste
trabalho, o ensaio de incorporacdo de anexina V-FITC demonstrou que a
oxLDL aumenta o numero de células apoptéticas, enquanto as células pré-
tratadas com DD apresentaram uma reducdo significativa na inducéo da
apoptose mediada pela oxLDL (Figura 15). A via de inducdo de apoptose nao
foi investigada neste trabalho, porém, podemos sugerir que o DD pode estar
prevenindo a ativacdo da via intrinsica da apoptose, tendo em vista a
prevencao da diminuicdo do potencial de membrana mitocondrial induzido pela
oxLDL nas células pré-tratadas com DD. Desta forma, o efeito antiapoptotico
do DD, observado em células endoteliais estimuladas com oxLDL, pode ser
atribuido a reducéo da producdo de EROs, prevencdo da deplecédo de GSH e
manutencdo do potencial de membrana mitocondrial. Este conjunto de efeitos
reduz a morte celular e poderia estar implicado na manutencdo da
funcionalidade das células endoteliais, também observada nos experimentos in
Vivo.

A figura 19 mostra uma representacao esquematica do efeito protetor do

DD sobre o processo aterosclerotico. Em concluséo, esse estudo demonstra o
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importante papel do composto DD na prevencdo da formacdo de lesdes
ateroscleroticas e aponta alguns mecanismos pelos quais exerce seus efeitos.
O tratamento com DD reduziu marcadores de estresse oxidativo, preveniu o
dano endotelial, reduziu a migracdo de células inflamatérias e a producéo da
quimiocina MCP-1 e diminuiu a razdo LDL/HDL em camundongos
hipercolesterolémicos. Esse conjunto de fatores pode ter culminado para a
reducdo da lesdo aterosclerdtica. Além disso, em cultivo de macrofagos,
demonstramos que o DD foi capaz de diminuir a formacdo de células
espumosas, a concentracdo de EROs e de citocinas inflamatérias que
contribuem para seu efeito in vivo. Ao inibir a producdo de EROs, o composto
pode promover uma menor ativacdo dos macréfagos e diminuir a producao de
quimiocinas que tem como consequéncia a reducgdo do recrutamento de células
inflamatorias para o local da lesédo. Os estudos in vitro contribuiram para avaliar
alguns efeitos especificos deste composto sobre células endoteliais
estimuladas com oxLDL, demonstrando a capacidade de diminuir a geragao de
EROs, manter a integridade do potencial de membrana mitocondrial e os niveis
de GSH, e por fim reduzir a apoptose. Estes efeitos protetores sobre as células
endoteliais podem contribuir para a melhora da resposta vasodilatadora
dependente do endotélio observada nos ensaios funcionais in vivo.

Finalmente, os resultados obtidos neste estudo contribuem para um
melhor entendimento das bases moleculares e farmacoldgicas da

aplicabilidade clinica do DD na prevencao e/ou tratamento da aterosclerose.
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Figura 19: Possiveis mecanismos de agéo do Disseleneto de Difenila (DD) sobre a aterosclerose. O
DD pode atuar em diferentes alvos durante o desenvolvimento da aterosclerose. Na luz vascular, o
composto é capaz de diminuir as concentragdes plasmaticas de colesterol e de LDL, reduzindo a
passagem destas lipoproteinas para o espacgo subendotelial. Na camada intima, o DD inibe a oxidacédo da
LDL, reduzindo seus efeitos téxicos sobre as células endoteliais e macréfagos. Nos macréfagos, o DD
reduz a formagédo de células espumosas, a geracdo de EROs e inibe a sintese de citocinas inflamatdrias
(TNF-a,, MCP-1). A diminui¢do da sintese de moléculas quimioatraentes reduz a migragdo de mondcitos
para a intima, limitando o processo inflamatério local. Nas células endoteliais, o DD reduz o estresse
oxidativo, induzido pela oxLDL, diminuindo o processo de apoptose e levando a uma melhora no processo
de disfungdo endotelial. O somatério destes efeitos leva a diminuicgdo do tamanho da lesdo
ateroscleroética.
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6. Conclusodes

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que:

o A exposicdo de camundongos adultos LDLr -/- a uma dieta rica em
colesterol por 30 dias, levou ao desenvolvimento de um quadro de
hipercolesterolemia associado ao desenvolvimento de lesGes aterosclerdticas e
prejuizo na reatividade vascular;

o O tratamento com Disseleneto de Difenila (0,1 e 1 mg/kg, via oral)
reduziu a extensdo da lesdo aterosclerética em camundongos LDLr -/-
submetidos a dieta hipercolesterolémica;

o Os efeitos do Disseleneto de Difenila sobre a aterosclerose experimental
em camundongos LDLr -/- foram associados a reducdo do estresse oxidativo,
atenuacado do processo inflamatério, melhora da vasodilatacdo dependente do
endotélio e reducao da razdo ndo-HDL/HDL,;

o Em cultivo primario de células endoteliais, o composto foi capaz de
reduzir a apoptose induzida pela LDL oxidada através da prevencdo da
geracdo de EROs e da deplecdo de GSH, e da manutencdo do potencial de
membrana mitocondrial.

o O pré-tratamento com Disseleneto de Difenila previniu a formacao de
células espumosas, a geracdo de EROs e a producdo de citocinas

inflamatorias em cultivo de macrofagos estimulados com LDL oxidada.
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