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RESUMO

REIS, Angélica Schiavom dos. Efeito antioxidante e hepatoprotetor do E-2-
benzilideno-4-fenil-1,3-disselenol em um modelo de dano oxidativo induzido
por tioacetamida em ratos. 2017. 56 f. Dissertacdo (Mestrado em Bioquimica e
Bioprospecc¢ao) - Programa de Pdés-Graduacdo em Bioquimica e Bioprospeccgao.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2017.

O figado desempenha um grande numero de fungbes para a homeostase do
organismo, destacando-se no controle de producédo de energia, defesa imunologica
e reserva volémica, demonstrando assim uma extraordinaria pluralidade funcional.
Entretanto, o ser humano esta diariamente exposto a uma diversidade de compostos
que causam danos no tecido hepatico, tais como no uso de tintas, solventes
organicos, reagentes quimicos, fungicidas e na exposi¢cao ao cigarro. Diante disso,
evidencia-se a necessidade da busca por terapias que previnam ou até mesmo
revertam a intoxicagao causada por estes compostos. Uma vez que o estresse
oxidativo esta envolvido no desenvolvimento e/ou manutencdo de diversas
patologias, principalmente nas doencas hepaticas, o uso de terapias antioxidantes
deve ser considerado. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi investigar o
possivel efeito protetor do composto (E)-2-benzilideno-4-fenil-1,3-disselenol (BPD)
contra o dano hepatico induzido pela tioacetamida (TAA) em ratos Wistar. No
primeiro dia de tratamento, os animais receberam a administracédo oral de BPD (10
ou 50 mg/kg). No segundo dia, os ratos receberam uma unica inje¢ao intraperitoneal
de TAA (400 mg/kg). Vinte e quatro horas apds a administracdo de TAA, foram
realizadas determinagdes bioquimicas e analise histoldgica do figado. O BPD (50
mg/kg) diminuiu a atividade plasmatica das enzimas aspartato e alanina
aminotransferase, fosfatase alcalina e lactato desidrogenase que se encontravam
aumentadas pela exposi¢cdao a TAA. O tratamento com BPD foi eficaz em proteger
contra 0 aumento dos niveis de peroxidacao lipidica, além de, atenuar a queda dos
niveis de glutationa e acido ascoérbico, bem como, a inibicdo da atividade da
glutationa peroxidase causada pela exposicdao a TAA. O BPD (50 mg/kg) protegeu
contra a inibicdo da atividade da enzima &-aminolevulinato desidratase hepatica
induzida por TAA. Por fim, o exame histopatolégico do figado mostrou que o BPD
melhorou significativamente a lesdo hepatica induzida por TAA. Portanto, de acordo
com os dados pode-se inferir que o BPD protegeu contra hepatotoxicidade e
estresse oxidativo causado pela exposicdo a TAA em ratos.

Palavras-chave: selénio; tioacetamida; estresse oxidativo; figado; antioxidante.



ABSTRACT

REIS, Angélica Schiavom dos. Antioxidant and hepatoprotective effects of E)-2-
benzylidene-4-phenyl-1,3-diselenole in a model of oxidative damage induced by
thioacetamide in rats. 2017. 56 p. Dissertation (master's degree in biochemistry and
bioprospecting) - Programa de Pds-Graduacdo em Bioquimica e Bioprospecgao.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2017.

The liver performs many functions for the homeostasis of the organism, standing out
in the control of energy production, immune defense and volume reserve, thus
demonstrating an extraordinary functional plurality. However, humans are exposed
daily to a variety of compounds that cause damage to liver tissue, such as the use of
paints, organic solvents, chemical reagents, fungicides, and exposure to cigarettes.
In view of this, it is evident the need to search for therapies that prevent or even
reverse the intoxication caused by these compounds. Since oxidative stress is
involved in the development and / or maintenance of various pathologies, especially
in liver diseases, the use of antioxidant therapies should be considered. In this
context, the aim of this study was to investigate whether (E)-2-benzylidene-4-phenyl-
1,3-diselenole (BPD) protects against hepatotoxicity induced by thioacetamide (TAA)
in Wistar rats. On the first day of treatment, the animals received the oral
administration of BPD (10 or 50 mg/kg). On the second day, the rats received a
single intraperitoneal injection of TAA (400 mg/kg). Twenty-four hours after TAA
administration, biochemical determinations and liver histological analysis were
carried out. BPD (50 mg/kg) reduced plasma aspartate and alanine
aminotransferases, alkaline phosphatase and lactate dehydrogenase activities
increased by TAA exposure. Treatment with BPD was effective against increased
lipid peroxidation levels and attenuated a decrease in hepatic reduced glutathione
and ascorbic acid levels as well as an inhibition of glutathione peroxidase activity
caused by TAA exposure. The inhibition of hepatic &-aminolevulinic dehydratase
activity induced by TAA was protected by BPD (50 mg/kg). Finally, histopathological
examination of liver showed that BPD markedly ameliorated TAA-induced hepatic
injury. In conclusion, BPD protected against hepatotoxicity and oxidative stress
caused by TAA exposure in rats.

Keywords: selenium; thioacetamide; oxidative stress; liver; antioxidant.
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1. Introducgéo

O figado é o drgao responsavel por desempenhar diversas fungoes
essenciais para a manutengcdo do metabolismo corporal, dentre essas destaca-se a
eliminagcdo de metabolitos provenientes da biotransformagcdo de xenobibticos
(GHAFFARI; GHASSAM; PRAKASH, 2012; SILVERTHORN, 2010). Sendo assim, o
figado estd particularmente suscetivel aos danos causados por uma série de
agentes toxicos que podem ser tanto de origem exdgena quanto endégena, como no
caso das espécies reativas (LAM et al.,, 2016). Diante disso, evidencia-se a
importancia do uso de modelos animais para avaliar o potencial terapéutico de
compostos com acao antioxidante na modulagdo do estresse oxidativo em injurias
hepaticas.

Uma das principais causas de morte no mundo € o cancer. Segundo dados da
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) ao menos 10 milhdes de mortes sao
decorrentes desta doengca (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014), destacando-
se entre essas o0 cancer hepatico como a terceira causa de morte. Ainda, outra
doenca hepatica de grande relevancia e que esta associada a elevados indices de
mortalidade € a cirrose que pode afetar de 20 a 99,3 pessoas em cada 100 mil
habitantes (Asia, Africa e América Latina) (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2012).

Neste contexto, tendo em vista que as hepatopatias representam um grave
problema de saude mundial, diversos esforcos tém sido dedicados com o objetivo de
melhor compreender os mecanismos fisioldgicos envolvidos nessas doencas. E
importante que estas hepatopatias sejam precocemente detectadas, e que se
possibilite o desenvolvimento de terapias alternativas que busquem a cura ou, ao
menos, a melhora dos sintomas, 0 que permite aos pacientes um aumento e
melhora na sobrevida.

Os modelos de dano hepatico em roedores sao utilizados para elucidar os
processos bioquimicos envolvidos nas hepatopatias. Neste contexto, o uso de
substancias indutoras de hepatotoxicidade proporcionam modelos estaveis e, além
disso, diversos agentes quimicos estao disponiveis para serem empregados com
esta finalidade. Nesse sentido, a tioacetamida (TAA), que originalmente foi utilizada
como fungicida em lavouras e solvente organico em industrias, € foco de estudos

experimentais pois produz lesdo hepatica em animais (BRUCK et al., 2007; CHU et
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al., 2001), e o seu uso estda bem padronizado para ratos (INGAWALE et al.,2014;
LIEDTKE et al., 2013).

Logo apds a administragdo, a TAA é metabolizada por enzimas do sistema
CYP450, por meio de duas reagdes de oxidagado. Primeiramente, a TAA é convertida
em TAA-S-oxido (TASO) e, posteriormente na segunda reagao, ocorre a oxidagao
do TASO em TAA-S-didoxido (TASO2). Sendo assim, conhecendo-se a alta
reatividade de TASOz2, torna-se evidente o envolvimento do estresse oxidativo em
lesdes hepaticas induzida por TAA. De fato, o TASO: liga-se covalentemente as
macromoléculas originando citotoxicidade, comprometimento da fungao celular e
necrose do hepatdcito (CHILAKAPATI et al., 2005; INGAWALE et al., 2014; LIU et
al., 2013; LOW et al., 2004; THIRUMALAI et al., 2011).

Estudos tém demonstrado que o estresse oxidativo e a disfungdo mitocondrial
sdo caracteristicas relevantes na progressao de lesdes hepaticas (CARVALHO et
al., 2017; YANG et al., 2004). O dano que as espécies reativas causam as células e
a estreita relacdo destas com diversas patologias, evidenciam a importancia da
busca por novas moléculas que possuam a capacidade de minimizar ou até mesmo
prevenir os danos oxidativos. Logo, compostos antioxidantes apresentam-se como
alternativas terapéuticas para o tratamento de injurias hepaticas (TSAIl et al., 2010).

Nesse sentido, destacam-se os compostos de selénio (Se) que apresentam
diversas propriedades farmacologicas, dentre elas a antioxidante (NOGUEIRA,;
ROCHA, 2011). De fato, estudos tém demonstrado o potencial protetor de
compostos de selénio contra lesdes hepaticas induzidas por diferentes agentes
toxicos (ACKER et al., 2012; BASARSLAN et al., 2013; DE FREITAS, et al., 2009;
HECK et al., 2017; IBRAHIM et al., 2010; WASSER et al., 2001; WILHELM et al.,
2010a, 2011). Dentre estes compostos, destaca-se o disseleneto de difenila que
possui atividade hepatoprotetora contra o dano hepatico induzido por 2-nitropropano,
cadmio e paracetamol em ratos (BORGES et al., 2005, 2008, WILHELM et al., 2009;
WILHELM et al., 2010a). Adicionalmente, o (E)-2-benzilideno-4-fenil-1,3-disselenol
(BPD) (Figura 1), um composto organico de Se com atividades antioxidante e
anticonvulsivante (WILHELM et al., 2010b), provou ser efetivo contra o dano
hepatico induzido por 2-nitropropano em ratos (WILHELM et al., 2011). No entanto, o
efeito do BPD contra a hepatotoxicidade induzida por outros agentes quimicos ainda
é desconhecido.
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De acordo com Nogueira e colaboradores (2009), a hepatotoxicidade causada
pelo tetracloreto de carbono (CCls4) foi potencializada pela administragdo repetida de
disseleneto de difenila em ratos. Diante disso, evidencia-se a necessidade de utilizar
mais de um modelo experimental, tanto na busca por novas drogas quanto no
estudo dos mecanismos envolvidos na fisiopatologia das injurias hepaticas.

Assim, tendo em vista o efeito antioxidante e os resultados anteriores
demonstrados pelo BPD contra a toxicidade induzida por 2-nitropropano, o presente
estudo teve como obijetivo investigar o efeito protetor deste composto de Se contra

hepatotoxicidade aguda e estresse oxidativo induzido por TAA em ratos.

Figura 1. Estrutura quimica do (E)-2-benzilideno-4-fenil-1,3-disselenol (BPD).

15



2.0Objetivos

Objetivo geral
Em virtude do grande numero de fungdes vitais desempenhadas pelo figado,
a busca por terapias alternativas para a prevengédo e combate de doencgas hepaticas
€ constante. Tendo em vista as atividades bioldgicas ja descritas para os compostos
contendo selénio, este trabalho teve como objetivo investigar a atividade
antioxidante e hepatoprotetora do BPD em um modelo de dano oxidativo induzido
por TAA em ratos.

Objetivos especificos
Considerando os aspectos ja relatados, os objetivos especificos deste
trabalho envolveram:
e Auvaliar o efeito hepatoprotetor do BPD através de marcadores bioquimicos de
dano hepatico agudo precoce.

e Determinar o efeito do BPD frente as alteragdes histopatologicas do figado
induzidas pela TAA.

e Investigar o efeito antioxidante do BPD sobre o dano oxidativo induzido por
TAA.

16



3. Revisdo Bibliogréfica

Figado

O figado € o segundo maior 6rgdo humano (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).
Pesa aproximadamente 1.500 g o que representa, em torno de 2,5 % do peso
corporal de um adulto. Esta localizado na porgcdo superior direita da cavidade
abdominal, logo abaixo do diafragma, e apresenta quatro lobos (Figura 2).

Devido a sua localizagcdo, entre o sistema digestivo e o restante do
organismo, o figado recebe constantemente nutrientes e substancias potencialmente
toxicas. O sangue arterial saturado com oxigénio chega ao figado através da artéria
hepatica, enquanto que, por meio da veia porta, flui para o figado, o sangue
proveniente do intestino, baco e pancreas. Logo apoOs passar pelos sinusoides
hepaticos, este sangue flui para as veias hepaticas e € novamente direcionado a

circulagao sistémica por meio da veia cava (GUYTON; HALL, 1996).

Figado .__

, Canal
Hepatico

Vesicula *
Biliar

« Canal
Colédoco

.

Canal
Cistico

Figura 2. Localizagao do figado no organismo humano.

Um grande numero de funcgdes vitais a saude do organismo € desempenhado
pelo figado, sendo este o principal 6rgao metabdlico. Este 6rgao destaca-se no
controle de producao de energia, defesa imunologica e reserva volémica (KALIL et
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al., 2001). Desta forma, a compreensdo da fisiologia hepatica é de grande
importancia para a analise dos processos patoldgicos que o acometem.

Diante da grande complexidade do figado, nenhum outro 6rgdo pode
compensar a sua extraordinaria pluralidade funcional. Este érgdo é composto por
diferentes tipos celulares, destacando-se o hepatdcito, responsavel por regular o
metabolismo, sintetizar proteinas e lipideos, bem como produzir e excretar a bile
(MATTOS; DANTAS-CORREA, 2010). Ainda, outros tipos de células que compde o
figado s&o o colangiocito, responsavel por modular o fluxo biliar (SIRICA et al.,
2008), as células de Kupffer, macréfagos fixos nas membranas dos sinuséides, entre
outras.

O figado nado apenas participa dos processos digestérios, como também, é
responsavel por desempenhar diversas fungdes metabdlicas essenciais (GHAFFARI;
GHASSAM; PRAKASH, 2012). Dentre estas, vale salientar, a eliminagcdo de
metabdlitos provenientes da biotransformacdo de xenobidticos (SILVERTHORN,
2010), visto que, € um dos érgaos de preferéncia na recepgao de substancias
ingeridas por via oral, como bebidas alcodlicas e farmacos (GU; MANAUTOU, 2012).
O figado é o principal érgao responsavel pela detoxificagdo, além de, estar envolvido
na manutencdo da homeostase do organismo (CHATTERJEE; MITRA, 2015;
INVERNIZZI, 2013; RASCHZOK et al., 2015).

A biotransformacédo de xenobidticos consiste na conversdao de substancias
lipofilicas em substancias polares, passiveis de excregao. A biotransformacéo é uma
etapa crucial para a eliminagdo de compostos toxicos. As reacdes envolvidas nesse
processo podem ser agrupadas em duas fases distintas: Fase Pré-Sintética ou Fase
I, onde ocorrem reagdes de oxidagcao, reducdo e hidrélise; e Fase Sintética, de
Conjugacéo ou Fase Il, onde ocorrem reacdes de conjugacao.

Nesse sentido, a Fase | do metabolismo consiste em adicionar-se grupos
polares, como por exemplo a hidroxila, as moléculas. Essas reacdes sao catalisadas
pelas enzimas do sistema CYP450, uma familia de hemoproteinas ligadas a
membrana, localizadas no reticulo endoplasmatico liso de hepatocitos. As enzimas
do CYP450 utilizam a nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD*) ou nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato (NADP*) como cofatores. No entanto, esse processo
pode, além de, permitir a excrecdo de compostos, também, produzir compostos

reativos nocivos. Caso isso ocorra, € imprescindivel que essas moléculas sejam
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metabolizadas pelas enzimas de Fase Il, pois, devido a sua reatividade, podem
causar danos as biomoléculas, tais como, o acido desoxirribonucléico (DNA) e ao
acido ribonucléico (RNA) (LARSON, 2007).

As reacdes de Fase I, sdo reagdes de conjugacado que envolvem a adi¢ao de
grupos enddgenos as moléculas reativas ou xenobidticos. Os grupos doados nas
reagées de conjugacao incluem moléculas como o acido glicurdnico, a glutationa
reduzida (GSH) ou sulfatos por meio das UDP-glicuronil transferases, da glutationa
S-transferase (GST) e das sulfotransferases, respectivamente (LARSON, 2007).
Ainda, cabe destacar que, as enzimas de Fase Il do metabolismo protegem as
células ndo somente contra compostos gerados na Fase |, como também, agem

sobre as espécies reativas produzidas endogenamente.

Hepatotoxicidade

As desordens hepaticas sdo principalmente causadas pela exposicdo a
substancias quimicas, xenobiéticos, radiagcao, metais pesados, entre outros. Diante
disso, vale salientar que diversos fatores de risco sdo associados a lesées no figado,
como o alcoolismo, idade, nutricdo, género, polimorfismo genético das enzimas do
sistema CYP450 e doencgas hepaticas concomitantes (INGAWALE et al., 2014). De
acordo com estudo realizado em alguns paises europeus, entre os anos de 2005 e
2007 foram notificados um total de 600 casos de overdose associados a farmacos.
Destes, um total de 114 casos foi de faléncia hepatica aguda, os quais necessitaram
de transplante do figado devido a gravidade (GULMEZ et al., 2015).

Uma vez que diversas enzimas sao produzidas no figado e sao distribuidas
nas células hepaticas, a elevacao dos niveis séricos destas enzimas sao utilizadas
como biomarcadores de dano hepatico (Figura 3). O diagnéstico de dano hepatico &
realizado por meio de exames soroldgicos especificos, dentre esses, a determinacao
dos niveis séricos das enzimas hepaticas, tais como, alanina aminotransferase
(ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FA), y - glutamil-

transferase (y - GT) e lactato desidrogenase (LDH).
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Figura 3. Indicadores bioquimicos de hepatotoxicidade (Adaptado a partir de Ingawale et al.,
2013).

Além disso, dados sobre o perfil lipidico podem auxiliar no diagndstico e desta
forma sao utilizados como marcadores (Figura 3). Os niveis de colesterol (CH),
triglicerideos (TG), lipoproteinas de alta densidade (HDL), lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) e lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) ajudam a
compreender o estado funcional do figado e a detectar lesbes hepaticas. A medida
da totalidade de bilirrubina sérica e urinaria e de acido biliar também sao parametros
Uteis para avaliar a capacidade do figado (INGAWALE et al., 2014). Uma elevacgao
nos indices das transaminases em conjunto com um aumento do nivel de bilirrubina
para mais do dobro, é considerada como um indice marcador de hepatite (REUBEN,
2004).

Os marcadores bioquimicos, anteriormente citados, podem delinear o tipo de
dano, sua extensao e o prognostico da doencga hepatica. Todavia, somente o uso de
técnicas histopatoldgicas permitem a confirmagédo do dano e o diagnostico final da
lesdo, auxiliando também na verificagcdo da efetividade de terapias que protejam ou,
até mesmo, revertam a desordem hepatica (HENRY et al., 1999).
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Modelos experimentais de hepatotoxicidade

Diversos modelos animais sao utilizados para o estudo da hepatotoxicidade.
Segundo Terblanche e Hickman (1991) alguns requisitos devem ser estabelecidos
para que um modelo animal de dano hepatico seja ideal. Entre estes, merece
destaque, a reprodutibilidade, a reversibilidade, a morte causada por faléncia
hepatica, a oportunidade terapéutica, além do seguimento dos principios éticos
estabelecidos. Diante disso, o uso de modelos animais adequados €& fundamental
para a compreensdo da patogénese das injurias hepaticas. Além disso, estes
modelos sao indispensaveis para o desenvolvimento de novos métodos terapéuticos
e para a compreensao dos mecanismos envolvidos na agao.

Ao se considerar modelos experimentais para avaliar o potencial
hepatoprotetor in vivo de compostos bioativos, o ideal é selecionar modelos que nao
causem indices elevados de mortalidade dos animais. Diante disso, deve-se optar
por utilizar a dose minima capaz de provocar lesao possibilitando a reversdo do
dano causado e permitindo a avaliagao do efeito hepatoprotetor (VIEIRA, 2014)

Neste contexto, um grande numero de agentes quimicos, drogas e toxinas
podem ser utilizados com o objetivo de causar injuria hepatica por diferentes
mecanismos. Estes agentes podem prejudicar a homeostase estrutural e funcional
do figado, além de, produzirem metabdlitos reativos, que reagem com proteinas
hepaticas e levam a uma resposta imune especifica. De fato, substancias quimicas,
tais como, o CCls, 2-nitropropano e o alcool sao utilizados em modelos de dano
hepatico bem estabelecidos (INGAWALE et al., 2014). De modo similar, farmacos
sao utilizados com igual finalidade, entre esses, o paracetamol, a cisplatina e a TAA
(INGAWALE et al., 2014).

De fato, diversos farmacos estdo relacionados as lesdes hepaticas. Nos
Estados Unidos (EUA) os antimicrobianos sdo responsaveis por mais de 46 % dos
casos de lesao no figado (CHALASANI et al., 2014), além disso, os farmacos anti-
inflamatorios nao esteroidais (AINES), as estatinas e os fitoterapicos, também tem
seu uso associado ao desenvolvimento de hepatopatias (NAVARRO et al., 2014).
Mecanismos multifatoriais estdo correlacionados ao surgimento de injurias hepaticas
induzidas por drogas, entre esses, cabe destacar: as caracteristicas quimicas, a
dose, a via de administracao e a duracao do tratamento.
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Indutores de hepatotoxicidade mais utilizados

Tetracloreto de carbono (CClas)

O CCl4 (Figura 4) € um liquido volatil, ndo inflamavel com odores distintos e
imiscivel em agua. Consiste em um hidrocarboneto halogenado, utilizado em
processos de sintese organica, na composicao de desengordurante de metais, fluido
de limpeza a seco, removedor de manchas de tecido, extintor de incéndio e pesticida
(SINGH et al.,, 2012). Contudo, é um agente quimico altamente toxico e causa,
principalmente, danos hepaticos e renais (BASU, 2003).

O CCls é um dos indutores mais utilizados com a finalidade de causar lesdes
hepaticas em modelos animais (BRAUTBAR; WILLIAMS, 2002; INGAWALE et al.,
2014; KEMELO et al., 2017; LU et al., 2017; SOKAR et al., 2017). A
hepatotoxicidade decorrente do uso do CCls é majoritariamente devido a agcdo dos
seus metabdlitos (NADA et al., 2010). Esses produtos sdo radicais instaveis que
exibem forte afinidade as proteinas e lipidios presentes nas membranas celulares,
além de, reagir com atomos de hidrogénio provenientes de lipidios insaturados,
desencadeando peroxidacao lipidica e, com isso, dano hepatico (DEBNATH et al.,
2013).
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Figura 4. Estrutura do tetracloreto de carbono.

O estudo pioneiro caracterizando a hepatotoxicidade causada pelo CCl4 foi

descrito por Cameron e Karunarate (1936). Desde entdo, muitos esforcos estao
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sendo direcionados na busca por uma melhor compreensdo dos mecanismos
envolvidos neste processo (DEBNATH et al., 2013; INGAWALE et al., 2014; NADA
et al., 2010; WANG et al., 2005), de modo que, estabeleceu-se que a injuria hepatica
induzida pelo CCls ocorre por meio de dois mecanismos. O primeiro se da através da
atividade do sistema CYP450, gerando espécies reativas, enquanto que, o segundo
ocorre através da inducado de resposta inflamatoria das células de Kupffer, por meio
da producdo de fatores pro-inflamatorios (De MINICIS et al., 2013).

Nesse sentido, a hepatotoxicidade induzida pelo CClstem sua génese, mais
especificamente, em uma reacao de desalogenacéao redutiva catalisada por enzimas
do sistema CYP450, sendo que o resultado desta biotransformacéo € a formacao de
um radical altamente reativo, o triclorometil (CCls’). Por sua vez o CCls reage com o
oxigénio produzindo um radical extremamente reativo, o triclorometil peroxido
(CCIs00) (Figura 5).

Metabolizacdo Metabolizagédo

cc, ——| ccl,* ccloo,*
CYP450 CYP450

LIGACAO COVALENTE
BIOMOLECULAS

Figura 5. Ativagao metabdlica do tetracloreto de carbono.

Ambos radicais iniciam uma cadeia de reagcbes que intervém em
biomoléculas, tais como, acidos nucléicos, proteinas, lipideos e carboidratos,
aumentando a peroxidacao lipidica e gerando desordem na fisiologia celular,
esgotando o estoque de GSH com subsequente dano ou morte celular (LIMA et al.,
2007; WEBER et al., 2003). Uma vez que a integridade da membrana celular é
prejudicada pela peroxidacao lipidica, as enzimas intracelulares, tais como as
transaminases ALT e AST, sao liberadas no plasma ocasionando a morte celular
(KAUSHIK et al., 2013; LIU et al., 2013).

Adicionalmente, o CCls provoca o bloqueio na sintese de lipoproteinas
gerando acumulo de gordura no figado, visto que as lipoproteinas sao moléculas
responsaveis pelo transporte dos triglicerideos para fora deste 6rgao. Devido a sua
severa toxicidade, o uso do CCls é restrito (WEBER et al., 2003). Entretanto, a
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utilizacdo deste composto em protocolos experimentais permite avaliar os
mecanismos envolvidos na injuria hepatica e suas consequéncias, tais como
inflamacéao, esteatose, necrose, hepatite, fibrose, cirrose e carcinogénese (LIMA et
al., 2007).

Paracetamol

O farmaco paracetamol (Figura 6), que possui acao analgésica e antipirética,
€ amplamente prescrito para o alivio de dores e reducdo da febre, devido a sua
eficacia e seguranca quando consumido em dose terapéutica, que corresponde a
ingestao de 1-4 g/dia (KAPLOWITZ, 2001; RUMACK, 2004). Entretanto, altas doses
de paracetamol geram N-acetil-p-benzoquinonaimina que conduz a lesbes nos
hepatocitos (SANZ-GARCIA et al., 2013). Sendo assim, uma overdose, decorrente
da ingestao aguda ou cumulativa de doses entre 10-15 g deste farmaco, pode levar
a uma injuria hepdtica grave ou fatal. Ainda, mesmo em dose terapéutica, o
paracetamol pode levar a intoxicagdes em condi¢des fisiologicas e ambientais
especificas, tais como genética, alcoolismo, doenca hepatica pré-existente, entre
outros (LARSON, 2007).
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Figura 6. Estrutura do paracetamol.

A overdose de paracetamol também estd associada a lesdes hepaticas em
roedores. Neste contexto, este modelo animal de hepatotoxicidade destaca-se como
o de preferéncia para o estudo da patogénese da injuria hepatica induzida por

24



drogas. O paracetamol €& metabolizado pelo sistema CYP450 originando um
metabdlito reativo o N-acetil-p-benzoquinonaimina, o qual é responsavel pelo inicio
da lesdo (NELSON, 1990) (Figura 7). Diante disso, apds um episédio de overdose a

quantidade de metabdlitos reativos € suficiente para esgotar a GSH hepatica

disponivel.
Paracetamol
OH
NH~ui:|~(:H3
0
» | Metabolizagdo |—| CYP450
0
N-acetil-p-benzoquinonaimina | ——| Toxico
N—C—CH,
0
— Conjugacdo |—| Transferases
OH
SG
Droga conjugada |—| Excregdo
NH—C—CH,

Figura 7. Ativagdo metabdlica do paracetamol (Adaptado de Bandeira, 2017).

Por meio de técnicas histopatolégicas, € possivel observar em ordem
cronologica os danos causados pelo paracetamol. Comecando por perda de
glicogénio e a vacuolizagdo de hepatécitos, adicionalmente ocorrem modificagdes
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nucleares e o surgimento de células picnoéticas culminando em extensa necrose da
regido e morte celular (KAPLOWITZ, 2001). A patogénese da toxicidade hepatica
induzida por paracetamol, além de causar disfungdo celular hepatica e morte,
envolve também a liberacao de mediadores inflamatdrios (INGAWALE et al., 2014;
SUNDARIA et al.,2013).

Tioacetamida (TAA)

Evidente progresso na elucidagdo dos mecanismos envolvidos em injurias
hepaticas surgiram a partir de estudos moleculares, celulares e funcionais em
modelos animais. De fato, as injurias causadas por hepatotoxinas em modelos
experimentais equiparam-se as injurias causadas por diversas doencgas hepaticas
em humanos (BASKARANA et al, 2010). Diante disso, cabe salientar que a
administracdo de TAA (Figura 8) em roedores € atual e frequentemente utilizada
como modelo hepatotdxico, visto que produz danos ao figado incluindo necrose,
fiborose e cirrose (ALGANDABY et al., 2017; AL-ATTAR; AL-RETHEA, 2017;
HAJOVSKY et al., 2012; INGAWALE et al., 2014; KAUR et al., 2017; LIEDTKE et al.,
2013; PORTELA, 2014).

CHs NH,

Figura 8. Estrutura da tioacetamida.

Neste contexto, diversos estudos tém demonstrado uma similaridade
significativa entre os padrbes histolégicos apresentados por modelos animais de
cirrose e fibrose hepatica com os padrbes observados de cirrose, causada por
hepatite viral, em humanos (AKHTAR; SHEIKH, 2013; KAWAI et al., 2012; LI et al.,
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2002). Ao comparar modelos de cirrose hepatica induzida com CCls e TAA,
evidencia-se uma fibrose mais acentuada e persistente na cirrose induzida por TAA
(LIU et al., 2013). Ainda, a TAA altera o metabolismo lipidico e lipoprotéico, a sintese
de acidos graxos, o perfil de aminoacidos circulantes, bem como, o ciclo da ureia
(DAVID et al., 2002; PORTELA, 2014).

Além disso, Lima e colaboradores (2008) demonstraram que a administragdo
de TAA por um periodo de quatorze semanas induziu lesdes pré-neoplasicas,
evidenciando o potencial carcinogénico deste composto. Nesse sentido, tem se
destacado o envolvimento do estresse oxidativo como principal efeito carcinogénico
da TAA, visto que esta causa danos sucessivos as biomoléculas como o DNA,
proteinas e lipideos (De MINICIS et al., 2013). O dano causado pela TAA sobre o
metabolismo de moléculas, como DNA e RNA, pode ser observado por meio de
nucléolos aumentados e pela inibicdo no transporte de RNA do nucleo para o
citoplasma (FONTANA et al., 1996; PORTELA, 2014).

E importante ressaltar que o efeito toxico causado pela TAA é decorrente de
ativacdo metabolica por meio de duas reacbes de oxidacao realizadas por enzimas
do sistema CYP450 (Figura 9). O metabdlito TASO, é o produto da primeira reagcéao
de oxidacao da TAA, enquanto que, na segunda oxidagdo o TASO é convertido no
metabdlito TASO2. Por sua vez, o TASO2, que € quimicamente reativo, liga-se
covalentemente as macromoléculas originando citotoxicidade e levando a lesao
celular com comprometimento da funcao celular e, por fim, necrose do hepatdcito
(CHILAKAPATI et al., 2005; INGAWALE et al., 2014; LIU et al., 2013; LOW et al.,
2004; THIRUMALAI et al., 2011).

* -
CH,CSNH, CH,CSONH, CH,CSO,NH, LIGAGAO COVALENTE
(TAA) B (TASO) % (TASO,) BIOMOLECULAS
OXIDACAO OXIDACAO

Figura 9. Ativagao metabdlica da tioacetamida (Adaptado de David, 2011).

Os metabolitos da TAA, TASO e TASOz, induzem necrose hepatica uma vez

gue sao espécies altamente reativas que se ligam as biomoléculas e modificam a
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permeabilidade de membranas celulares. Deste modo, estes levam a um aumento
na concentragao citoplasmatica de calcio e no volume nuclear, um alargamento dos
nucléolos, além de alterar a funcionalidade das mitocéndrias ocasionando a inibi¢ao
da respiracao celular, levando a morte da célula (AHMAD et al., 2002; PORTELA,
2014).

No entanto, as células hepaticas possuem a capacidade de converter o
TASO em TAA, transformando a TAA em um inibidor da reacdo de oxidagao do
TASO em TASO:. Diante do que foi exposto, torna-se evidente o motivo pelo qual a
toxicidade ocasionada pela TAA é lenta, quando comparado a outros modelos de
inducao hepatica (CHILAKAPATI et al, 2005; HAJOVSKY et al., 2012; SAWANT et
al, 2006). Contudo, este intervalo de tempo adicional demonstra uma vantagem
deste modelo, principalmente, nas investigacoes relacionadas aos mecanismos
envolvidos na progressao da lesao apds a administracdo do agente indutor até o seu
metabolismo final. Isto permite um estudo da evolugdo temporal do avango e do
declinio da lesédo hepatica (CHILAKAPATI, 2007).

Hepatotoxicidade x Estresse oxidativo

Em 1985, Sies e colaboradores definiram o estresse oxidativo como um
desequilibrio entre espécies oxidantes e antioxidantes, sobrepondo-se os agentes
oxidantes sobre as defesas antioxidantes. Essa definicdo serviu de base para o
desenvolvimento de diversos estudos nesta area. Nesse sentido, estabeleceu-se
que a atividade de diversas proteinas envolvidas na sinalizagdo celular tem suas
acdes reguladas pelo balanco redox de seus residuos tidis oxidaveis (BANDEIRA,
2017; RAY et al., 2012).

O estresse oxidativo esta relacionado a atividade de espécies reativas, as
quais sao geradas fisiologicamente na mitocéndria durante o processo de respiracao
celular (CIRCU; AW, 2010; JAESCHKE et al., 2012; MELLO et al., 2016) e ainda
podem ser formadas pelo sistema CYP450, visto que algumas drogas ao serem
metabolizadas podem formar radicais instaveis, também, por neutréfilos e células de
Kupffer. Diante disso, vale salientar que o excesso de espécies reativas € prejudicial
as estruturas celulares, podendo causar danos as biomoléculas, tais como lipidios,

proteinas e DNA.
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Adicionalmente, o estresse oxidativo € um fator comum em grande parte das
injurias hepaticas, incluindo aquelas induzidas por radiagdo ionizante, toxinas,
drogas e outros produtos quimicos (CHEN et al., 2013) (Figura 10). Em condigbes
fisiolégicas adequadas, as espécies reativas produzidas pelo figado, durante os
processos metabdlicos por exemplo, podem ser inativadas pelas defesas
antioxidantes (VIDELA et al., 2004). Merece destaque, dentre essas, a catalase
(CAT), a superdxido dismutase (SOD), a glutationa peroxidase (GPx), a GSH, bem
como, as vitaminas A, C e E (MARI et al., 2010; SERVIDDIO et al., 2013).
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Figura 10. Alguns fatores associados ao dano oxidativo (Adaptado de David, 2011).

Segundo Lee e colaboradores (2001), o estresse oxidativo tem um papel
fundamental no inicio e desenvolvimento das patologias hepaticas. Pode-se
observar nos mais variados tipos de injurias hepaticas um aumento na producéo de
espécies reativas e, associados a isso, uma queda nas defesas antioxidantes
(MOHD HANAFIAH et al., 2013; POLI, 2000; TELL et al., 2013). Este quadro leva a
danos no DNA culminando em apoptose, promove a sintese de citocinas pro-
inflamatorias e, eventualmente, inicia a mutacdo de células malignas (BHOGAL et
al., 2010).

De modo similar, o estresse endoplasmatico, resultante da expressao do gene
da hepatite C, depleta o calcio acumulado e aumenta a absor¢do deste pelas

mitocondrias, promovendo a geracao de espécies reativas que induzem peroxidacao

29



lipidica e dano celular (LAM et al., 2016; MIYANISHI et al., 2015). Neste contexto,
cabe salientar que o processo de peroxidacao lipidica esta intimamente associado a
hepatotoxicidade, visto que conduz & morte celular (SIES, 1985). Zheleva e
colaboradores (2007) demonstraram uma hepatotoxicidade severa, devido ao
processo peroxidativo. Hidrocarbonetos halogenados, cadmio, iodoacetamida e
cloroacetamida, também causam hepatotoxicidade, principalmente, devido a indugao
de peroxidacéo lipidica.

Além disso, o malondialdeido (MDA), produto final da oxidacdo dos lipidios,
promove a inflamacdo através da ativagdo de NF-kB, o qual é responsavel pela
elevacao do estimulo pro-colageno e proé-fibrotico (LAM et al., 2016). Antioxidantes
como o a-tocoferol podem bloquear a fibrogénese hepatica (LEE et al., 2001). Os
antioxidantes sdao compostos que funcionam como bloqueadores dos processos
oxido-redutivos desencadeados pelas espécies reativas, portanto, funcionam em
varios tipos de processos degenerativos. Sendo assim, os antioxidantes sao
fundamentais na manutencéao do status redox fisiolégico (BANDEIRA, 2017).

Embora os compostos orgéanicos de Se sejam reconhecidos por sua
propriedade antioxidante, estes podem, também, causar toxicidade por oxidar
grupos tidis endogenos tanto de aminoacidos quanto de proteinas. Diversos estudos
tem demonstrado que a oxidacdo a grupos sulfridrilicos mediada pelo Se pode
produzir espécies reativas de oxigénio assim, sugere-se que 0 estresse oxidativo
pode ser um dos mecanismos envolvidos na toxicidade causada por esses
compostos (NOGUEIRA, et al., 2011). Meoti e colaboradores (2003) demonstraram
que o disseleneto de difenila, um dos pioneiros dos compostos organicos de Se,
quando administrado por via intraperitoneal obteve uma DLso de 65 mg/kg e 374
mg/kg para camundongos e ratos, respectivamente. A partir destes resultados os
autores sugeriram que o disseleneto de difenila € mais téxico para camundongos

que para ratos.

Compostos contendo Se x Atividade hepatoprotetora
O Se é um elemento tragco amplamente distribuido ao longo do corpo humano.
De acordo com a OMS a ingestao diaria recomendada de Se é de 16 mg, para
mulheres, e 21 mg para homens (MLYNIEC et al, 2015). Este elemento é

imprescindivel para a sintese de selenocisteina, um aminoacido presente no sitio
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ativo de selenoproteinas, tais como a GPx, tioredoxina redutase e selenoproteina P,
conhecidas por proteger as células contra a peroxidacao lipidica e dano oxidativo
causado por espécies reativas (STEINBRENNER; SIES, 2013).

Neste contexto, evidencia-se que baixos niveis de selénio estao relacionados
a predisposi¢cao para o desenvolvimento de algumas doengas, entre essas, cancer,
esclerose, doenca cardiovascular, diabetes e cirrose (NAVARRO-ALARCON;
LOPEZ-MARTINEZ, 2000). De fato, os compostos contendo Se tém recebido a
atencdo dos pesquisadores por apresentarem sintese simples e atividades
farmacoldgicas relevantes, visto que, alguns compostos possuem agao mimética a
enzima GPx (BORTOLATTO et al., 2013; KUDVA et al., 2015; MULLER et al., 1984;
NOGUEIRA; ROCHA, 2011; SARAIVA et al., 2016), acdes antioxidante,
antinociceptiva e anti-inflamatéria (PINZ et al., 2016; SILVA et al., 2017; WILHELM
et al.,, 2014, 2017), ansiolitica e antidepressiva (REIS et al., 2017, SAVEGNAGO
et.al., 2008). Além disso, esta classe de compostos tem atraido o interesse devido a
sua baixa toxicidade (SARI et al., 2014; WILHELM et al., 2009) e grande eficacia em
varios modelos experimentais de injuria hepatica (BORGES et al. 2005, 2008; DE
FREITAS, et al., 2009; IBRAHIM et al., 2010; WILHELM et al., 2009, 2010a).

Inimeros compostos de selénio tém exercido agcbes hepatoprotetoras efetivas
em modelos experimentais, principalmente, devido a propriedade de mimetizar a
acao dos grupos selenol/selenolato no balango redox fisiolégico (DE FREITAS, et
al., 2009; IBRAHIM et al., 2010; WILHELM et al., 2010, 2011). De fato, compostos
contendo Se protegeram contra lesdes hepaticas induzidas por diferentes agentes
toxicos (COSTA et al., 2013; CARVALHO et al., 2017; FAN et al., 2012; MAHMOUD
et al.,, 2012; SURHIO et al.,, 2017). No entanto, este efeito protetor depende do
agente quimico indutor de dano. Estudos tém demonstrado que, entre os compostos
organicos de selénio, o disseleneto de difenila possui atividade hepatoprotetora
contra o dano hepatico induzido por 2-nitropropano, cadmio e paracetamol em ratos
(BORGES et al.,, 2005, 2008, WILHELM et al., 2009). Por outro lado, a
hepatotoxicidade causada pelo CCl4 foi potencializada pela administragéo repetida
de disseleneto de difenila em ratos (NOGUEIRA et al., 2009).

Segundo Costa e colaboradores (2013), o disseleneto de difenila, preveniu
contra a peroxidacao lipidica hepatica, além de proteger contra a reducao nos niveis
de acido ascoérbico e tiol ndo protéico induzidos pela exposicdo ao paraquat. Ainda,
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a inibicdo da atividade da GST, em ratos expostos ao paraquat, foi normalizada pelo
pré-tratamento com o composto. Assim sendo, os autores demonstraram que o
disseleneto de difenila foi eficaz em proteger contra as alteragcées hepaticas
induzidas por paraquat em ratos. E, adicionalmente, evidenciaram que o efeito
protetor pode ser devido as propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias do
disseleneto de difenila.

Outros disselenetos também demonstraram ac&o protetora contra o dano
hepatico causado pela exposi¢do ao glutamato monosddico (QUINES et al., 2007);
2-nitropropano (IBRAHIM et al., 2010); clorpirifés (ACKER et al., 2012); CCl4 (FILHO
et al., 2013). Além disso, diversos autores tém demonstrado o efeito hepatoprotetor
do ebselen em diferentes modelos experimentais (BASARSLAN et al., 2013;
TANAKA et al., 2002; WASSER et al., 2001).

Paralelamente aos compostos organicos, os compostos inorganicos contendo
Se também se mostram eficientes para o tratamento de lesées hepaticas (ABOUL-
SOUD et al.,, 2011; AMIN et al., 2017; MESSARAH et al., 2012; NEWAIRY et al.,
2007; OZKOL et al., 2017; PENG et al., 2016; SURHIO et al., 2017; ZOU et al
2016;). Assim, este conjunto de estudos revela que os compostos contendo Se séo
promissores alternativas terapéuticas para o tratamento e/ou prevencao de lesdes
hepaticas. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para elucidar os mecanismos

envolvidos nestas acdes e a seguranca toxicologica destes compostos.

E-2-benzilideno-4-fenil-1,3-disselenol (BPD)

Diversos compostos heterociclos demonstram atividades farmacoldgicas,
além de, representarem farmacos amplamente consumidos, tais como a dipirona, o
metronidazol e a ribavirina. Com base na importancia crescente da area de sintese
de compostos heterociclos, um grande numero de reagdes vem sendo
desenvolvidas, e a preparacao de novos compostos tem sido objeto de estudo de
varios grupos de pesquisa (ALVES et al., 2008; BARLUENGA et al., 2003; BEGNINE
et al.,, 2017; DUARTE et al., 2017; YUE et al., 2006). Dentre estas inumeras classes
de compostos heterociclos que vem sendo preparadas, os compostos contendo
enxofre e Se surgem como uma importante alternativa, que estimula testes

bioquimicos e farmacoldgicos.
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Neste sentido, nosso grupo de pesquisa tem se dedicado ao estudo das
propriedades farmacoldgicas desta classe de compostos (PINZ et al., 2016; SILVA
et al.,, 2017; WILHELM et al., 2010b, 2014). Dentre estes, destaca-se o composto
BPD que apresenta efeito antioxidante e anticonvulsivante. De acordo com Wilhelm
e colaboradores (2010a), o BPD reduziu a producao de espécies reativas e a
peroxidacdo lipidica induzida por nitroprussiato de sédio e malonato e ainda,
protegeu contra convulsdées e morte induzida por pilocarpina em camundongos.
Adicionalmente, o BPD aumentou a laténcia para os episddios convulsivos induzidos
pelo pentilenotetrazol e 4-aminopiridina. De acordo com os resultados, sugere-se
gue o efeito anticonvulsivante apresentado pelo composto, pode ser atribuido em
parte, a sua atividade antioxidante (WILHELM et al., 2010a).

Apos verificar o efeito farmacoldégico do BPD como anticonvulsivante, mais
estudos foram realizados para avaliar o seu potencial toxicoldgico, antioxidante e
hepatoprotetor em ratos. Os resultados revelaram que o BPD exerce atividade
antioxidante in vitro e nao apresenta toxicidade (WILHELM et al., 2010b).
Adicionalmente, o BPD reduziu o dano hepatico causado pelo 2-nitropropano, sendo
que protegeu contra o aumento dos niveis de lactato desidrogenase, fosfatase
alcalina e das aminotransferases, AST e ALT. Além disso, este composto foi eficaz
em proteger contra as alteragdes histoldgicas induzidas pela exposicao a este
agente quimico (WILHELM et al., 2010b). Uma vez que o dano hepatico induzido por
2-nitroproano envolve o estresse oxidativo, verificou-se um aumento da peroxidagao
lipidica e a inibicdo/ reducdo de defesas antioxidantes (GPx, glutationa redutase
(GR), GST, GSH) no figado dos animais expostos a este agente quimico. Ainda, o
BPD foi capaz de proteger contra estas alteragcées, demonstrando que o seu
potencial antioxidante contribui para seu efeito hepatoprotetor.

Assim, com base nestas promissoras propriedades farmacoldgicas exercidas
pelo BPD, nosso grupo de pesquisa tem se dedicado ao estudo deste composto
sintético em outros modelos experimentais, a fim de elucidar outras atividades e os

mecanismos envolvidos nestas agdes.
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4. ARTIGO CIENTIFICO

Os principais resultados que fazem parte desta dissertacdo estao
apresentados sob a forma de artigo cientifico, o qual se encontra assim organizado.
Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussao dos Resultados e Referéncias
Bibliograficas encontram-se no préprio artigo.

O artigo cientifico encontra-se publicado na revista Canadian Journal of

Physiology and Pharmacology.
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Antioxidant compound (E)-2-benzylidene-4-phenyl-1,3-diselenole
protects rats against thioacetamide-induced acute hepatotoxicity

Angélica S. Reis, Mikaela P. Pinz, Cristiani F. Bortolatto, Cristiano R. Jesse, Lucielli Savegnago,
Silvane Roman, Cristiane Luchese, and Ethel A. Wilhelm

Abstract: The aim of this study was to investigate whether (E)-2-benzylidene-4-phenyl-1,3-diselenole (BPD) protects against
hepatotoxicity induced by thioacetamide (TAA). On the first day of treatment, male adult Wistar rats received BPD (10 or
50 mg-kg). On the second day, the rats received a single intraperitoneal injection of TAA (400 mg-kg'). Twenty-four hours after
TAA administration, biochemical determinations and liver histological analysis were carried out. BPD (50 mg-kg™) reduced
plasma aspartate and alanine aminotransferase, alkaline phosphatase, and lactate dehydrogenase activities increased by TAA
exposure. Treatment with BPD was effective against increased lipid peroxidation levels and attenuated a decrease in hepatic
reduced glutathione and ascorbic acid levels as well as an inhibition of glutathione peroxidase activity caused by TAA exposure.
The higher dose of BPD protected against the inhibition of hepatic 3-aminolevulinic dehydratase activity induced by TAA. Finally,
histopathological examination of the liver showed that BPD markedly ameliorated TAA-induced hepatic injury. In conclusion,
BPD protected against hepatotoxicity and oxidative stress caused by TAA exposure in rats.

Key words: selenium, thioacetamide, oxidative stress, liver, antioxidant.

Résumé : Ces travaux avaient pour but d’étudier si le (E)-2-benzylidéne-4-phényl-1,3-disélénole (BPD) assure une protection
contre I'hépatotoxicité provoquée par le thioacétamide (TAA). Des rats Wistar males adultes ont regu du BPD (10 ou 50 mg-kg™)
le premier jour du traitement. Le deuxiéme jour, les rats ont recu une injection intrapéritonéale unique de TAA (400 mg-kg).
Nous avons procédé a des analyses biochimiques et a I'examen histologique du foie 24 heures aprés I'administration de TAA. Le
BPD (50 mg-kg) permettait d’atténuer les augmentations de I'activité de I'aspartate et de I'alanine aminotransférase, de la
phosphatase alcaline et de la déshydrogénase lactique causées par I'exposition au TAA. Le traitement par le BPD était efficace
contre I'augmentation des taux de peroxydation lipidique et atténuait la diminution des taux de glutathion réduit et d’acide
ascorbique ainsi que I'inhibition de I'activité de la glutathion peroxydase causées par I'exposition au TAA. La dose de BPD la plus
€élevée assurait une protection contre I'inhibition de I'activité de la déshydratase d-aminolévulinique hépatique provoquée par
le TAA. Enfin, I'examen histopathologique du foie montrait que le BPD permettait d’atténuer de facon marquée les lésions
hépatiques provoquées par le TAA. En conclusion, le BPD assurait une protection contre I'hépatotoxicité et le stress oxydatif
causés par 'exposition au TAA chez le rat. [Traduit par la Rédaction]

Mots-dés : selenium, thioacetamide, stress oxydatif, foie, anti-oxydant.

Introduction for producing damage (Hunter et al. 1977; Porter and Neal 1978).
Studies have demonstrated the involvement of oxidative stress in
TAA-induced hepatic injury (Bruck et al. 2004; Reddy et al. 2004).
In fact, the induction of oxidative stress and mitochondrial dys-
function are relevant features in the progression of liver injuries
(Aboutwerat et al. 2003; Loguercio and Federico 2003; Yang et al.

2004). Consequently, it has been suggested that antioxidant com-

The liver plays a key role in the metabolism and excretion of
xenobiotics. Nevertheless, it is susceptible to damage from a num-
ber of drugs and toxins (Lee 2003). Rodent models of toxin-
induced hepatotoxicity are used to elucidate the biochemical
processes involved in many forms of hepatic disease and to eval-
uate the therapeutic potential of hepatoprotective candidates.

Among various toxicity models, thioacetamide (TAA), a thiono-sulfur-
containing compound, is frequently used to produce liver injury
in animals (Chu et al. 2001; Bruck et al. 2007). Shortly after admin-
istration, TAA undergoes extensive metabolism to acetamide and
TAA-S-oxide by the mixed function oxidase system. The mono-
oxygenase system further metabolizes TAA-S-oxide to TAA-Sdioxide,
which binds to cellular macromolecules and may be responsible

pounds are useful in countering hepatotoxicity in different exper-
imental models (Bruck et al. 2004, 2007; Tsai et al. 2010).
Organoselenium compounds are cellular defenses against oxi-
dative stress, because of their property of imitating the redox
physiological chemistry of selenol and selenolate groups. These
compounds have been proven to protect against hepatic injury
induced by toxic agents (de Freitas et al. 2009; Ibrahim et al. 2010;
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Fig. 1. Chemical structure of (E}-2-benzylidene<4-phenyl-1,3-diselenole

(BPD).
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Wilhelm et al. 2010a, 2011). However, this protective effect depends
on the chemical agent. In fact, among the organoselenium com-
pounds, diphenyl diselenide has hepatoprotective activity against
2-nitropropane-, cadmium-, and acetominophen-induced hepatic
damage in rats (Borges et al. 2005, 2008; Wilhelm et al. 2009).
Conversely, hepatotoxicity caused by carbon tetrachloride was
potentiated by repeated administration of diphenyl diselenide in
rats (Nogueira et al. 2009). In this sense, (E}-2-benzylidene4-phenyl-
1,3-diselenole (BPD), an organoselenium compound with anti-
oxidant and anticonvulsant activities (Wilhelm et al. 2010b), has proved
to be effective against liver damage induced by 2-nitropropane in rats
(Wilhelm et al. 2011). However, the effect of BPD against hepato-
toxicity induced by other chemical agents is not known.

In view of our interest in the pharmacology of organochalcogen
compounds and the previous results obtained using BPD against
2-nitropropane toxicity, the present study aimed to investigate
the protective effect of BPD against the acute hepatotoxicity and
oxidative stress induced by TAA in rats.

Materials and methods
Animals

All experiments were conducted using male adult Wistar rats
(200-250 g) from our own breeding colony. Rats were kept in a
separate animal room at room temperature (22+1°C)onai12h
light : 12 h dark cycle, with lights on at 0700 and free access to food
and water. Animals were used according to the guidelines of the
Committee on Care and Use of Experimental Animal Resources.
Experiments were performed in accordance with the guidelines
laid down by the National Institutes of Health in the United States.

Drugs

TAA was purchased from Sigma Chemical Co, USA. BPD (Fig. 1)
was prepared and characterized in our laboratory by the method
previously described (Schifer et al. 2005). Analysis of the '"H NMR
and '*C NMR spectra showed analytical and spectroscopic data in
full agreement with its assigned structure. The chemical purity of
BPD (99.9%) was determined by gas chromatography — mass spec-
troscopy. BPD and TAA were dissolved in canola oil and saline,
respectively, as follows. For the BPD dose of 50 mg-kg, for every
0.05 g of BPD, 1 mL of canola was used, and it was administered at
1 mL-(kg body mass)’. For TAA, for every 0.4 g of TAA, 1 mL of
saline was used, and it was administered at 1 mL-(kg body mass)-1.
All other chemicals were of analytical grade or obtained from
standard commercial suppliers.

Treatument schedule

On the first day of treatment, the animals received BPD (10 or
50 mg-kg, intragastrically, i.g.) or canola oil (1 mL-kg™, i.g.). On
the second day, the rats received a single intraperitoneal (i.p.)
injection of TAA (400 mg-kg) or saline (1mL-kg, i.p.). Supportive
therapy by subcutaneous administration of 5% dextrose (25 mL-kg-1)
and 0.9% NaCl with potassium (20 mEq-L-') was given every 12 h to
avoid weight loss, hypoglycemia, and renal failure as described by
Geller (1988).

To this end, animals were randomly divided into 6 groups of
5 animals each. The protocol of rat treatment was as follows:
group I rats received canola oil and saline; group II and III rats

Can. J. Physiol. Pharmacol. Vol. 00, 0000

received BPD (10 and 50 mg-kg™, i.g., respectively) and saline;
group IV rats received canola oil and TAA; group V and VI rats
received BPD (10 and 50 mg-kg™, i.g., respectively) and TAA.

The doses of BPD and TAA were chosen based on previous stud-
ies (Pawa and Ali 2004; Wilhelm et al. 2011).

Biochemical determinations

Twenty-four hours after TAA administration, all rats were anes-
thetized (with ketamine and xylazine) for blood collection by
heart puncture (hemolyzed plasma was discharged). After this
procedure, rats were euthanized and livers were removed. Livers
were homogenized in 50 mmol-L Tris-HCI (pH 7.4; 1/10, m/v) and
centrifuged at 900g for 10 min to obtain the low-speed super-
natant (S,). S, was separated and used for biochemical assays, ex-
cept when determining the levels of reduced glutathione (GSH), in
which case samples of liver were homogenized in HCIO, at a
concentration of 0.1 mol-L-! and centrifuged at 10 000g for 10 min.

Aspartate aminotransferase, alanine aminotransferase,
alkaline phosphatase, and lactate dehydrogenase activities

Aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT),
alkaline phosphatase (ALP), and lactate dehydrogenase (LDH) ac-
tivities were used as the biochemical markers for early acute he-
patic damage. Plasma enzymes AST, ALT, ALP, and LDH were
determined spectrophotometrically according to Reitman and
Frankel (1957) and Clarke and Payton (1983) using commercial kits
(LABTEST, Diagnostica S.A., Minas Gerais, Brazil). Enzymatic activ-
ities were expressed as units per litre.

Lipid peroxidation levels

An aliquot of S, (200 pL) was added to the reaction mixture
containing 500 pL thiobarbituric acid (0.8%), 200 p.L sodium dode-
cyl sulfate (SDS, 8.1%), and 500 pL acetic acid (pH 3.4) and was
incubated for 2 h at 95 °C. Thiobarbituric acid reactive species
(TBARS) were determined as described by Ohkawa et al. (1979).
Malondialdehyde (MDA), formed as an end product of the reac-
tion, serves as an index of the intensity of lipid peroxidation. MDA
reacts with thiobarbituric acid to generate a colored product that
can be measured optically at 532 nm. Lipid peroxidation levels
were expressed as nanomoles of MDA equivalents per gram of
tissue.

Ascorbic acid levels

Ascorbic acid (AA), a nonenzymatic antioxidant defense, is in-
volved in protection against the injurious effects of reactive spe-
cies. Determination of AA levels was performed as described by
Jacques-Silva et al. (2001), with some modifications. Briefly, S, was
precipitated in 10% trichloroacetic acid solution. An aliquot of S,
following trichloroacetic acid precipitation (300 L) at a final vol-
ume (575 pL) of the solution was incubated for 3 h at 37 °C, and
then 500 pL of H,SO,4 (65% vjv) was added to the medium. The
reaction product was determined using a color reagent containing
dinitrophenyl hydrazine (4.5 mg-mL-') and CuSO, (0.075 mg-mL™),
absorbance measured at 520 nm. AA content is related to tissue
amount (pmol AA-(g tissue)™).

Catalase activity

Catalase (CAT) is an enzymatic antioxidant defense involved in
protecting against the injurious effects of reactive species. CAT
activity was assayed spectrophotometrically using the method de-
scribed by Aebi et al. (1995), which involves monitoring the disap-
pearance of H,0, in the presence of S, at 240 nm. An enzymatic
reaction was initiated by adding an aliquot of 20 pL of S, and the
substrate (H,0,) to a concentration of 0.3 mmol-L in a medium
containing 50 mmol-L-! phosphate buffer (pH 7.0). Enzymatic ac-
tivity was expressed in units per milligram of protein (1 U decom-
poses 1 umol of H,0, per minute at pH 7 and 25 °C).
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Table 1. Effect of BPD on ALT, AST, LDH, and ALP activities of rats exposed to TAA.

Enzyme activity (U-L)

Group ALT AST LDH ALP

Control 25.6613.05 107.6612.50 253.33+61.17 215.11+25.00

BPD 10 24.1244.58 88.53+4.93 255.33+48.58 220.66134.42

BPD 50 21.33%£3.05 79.66116.65 264.33164.60 211.66124.58

TAA 164.40%17.67* 275.20+40.10* 658.20+154.93" 406.10£92.81"
BPD 10 + TAA 113.60+35.36* 219.40+46.50" 547.20+204.72° 255.20472.87%
BPD 50 + TAA 93.60+24.28"*  139.80#55.20*<  356.00177.62%<  239.60158.36"

Note: Data are reported as means * SD. BPD 10, BPD dose of 10 mg-kg*; BPD 50, BPD dose of
50 mg-kg-1; BPD, (E}-2-benzylidene4-phenyl-1,3-diselenole; TAA, thioacetamide.

*P < 0.05 compared with the control group.
#P < 0.05 compared with the TAA group.

4P < 0.05 compared with the BPD 10 + TAA group (ANOVA and Tukey’s multiple comparison test).

Reduced glutathione levels

Reduced glutathione (GSH) is an important nonenzymatic anti-
oxidant defense. GSH levels were determined fluorometrically follow-
ing Hissin and Hilf (1976) using o-phthalaldehyde as fluorophore.
S, (100 pL) was incubated with 100 wL of o-phthalaldehyde (0.1% in
methanol) and 1.8 mL of phosphate buffer (0.1 mol-L-*, pH 8.0) for
15 min at room temperature in the dark. Fluorescence was mea-
sured with a fluorescence spectrophotometer at an excitation
wavelength of 350 nm and at an emission wavelength of 420 nm.
GSH levels were expressed as nanomoles per gram of tissue.

Glutathione peroxidase activity

Glutathione peroxidase (GPx) protects against the injurious ef-
fects of H,0, and is an important enzyme in maintaining the
intracellular concentration of GSH. GPx activity in S, of liver was
assayed spectrophotometrically using the method described by
Wendel (1981), through the GSH-NADPH - glutathione reductase
(GR) system, by measuring the dismutation of H,0, at 340 nm. In
this assay, the enzyme activity is measured indirectly by means of
NADPH decay. H,0, is decomposed, generating oxidized glutathione
from reduced GSH. Oxidized glutathione is regenerated back to
GSH by the GR present in the assay media, at the expense of
NADPH. Enzymatic activity was expressed in nanomoles of NA-
DPH per minute per milligram of protein.

Glutathione reductase activity

GR plays a role in maintaining adequate amounts of GSH. GR
activity in S, was determined spectrophotometrically as de-
scribed by Carlberg and Mannervik (1985). In this assay, oxi-
dized glutathione is reduced by GR at the expense of NADPH
consumption, which is followed by measuring absorbance at
340 nm. GR activity is proportional to NADPH decay. Enzymatic
activity was expressed as nanomoles of NADPH per minute per
milligram of protein.

Glutathione S-transferase activity

Glutathione S-transferase (GST) plays a physiological role in ini-
tiating the detoxification of potential toxic agents and has antiox-
idant action. GST activity was assayed through the conjugation of
GSH with 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) at 340 nm as de-
scribed by Habig et al. (1974). An aliquot of 100 pL of S, was added
to potassium phosphate buffer (0.1 mol-L-*; pH 7.4), with CDNB as
substrate and GSH at 50 mmol-L-!. Enzymatic activity was ex-
pressed in nanomoles of CDNB conjugated per minute per milli-
gram of protein.

6-Aminolevulinic dehydratase activity

3-Aminolevulinic dehydratase (3-ALA-D), a sulfhydryl- and Zn?*-
containing enzyme, is highly sensitive to prooxidants and heavy
metals. 3-ALA-D activity was assayed according to the method of
Sassa (1982) by measuring the rate of formation of the product,
porphobilinogen, except that sodium phosphate buffer (100 mmol-L-%;
PH 6.8) and 3-AIA (2.4 mmol-L) were used. An aliquot of S, (200 pL)

was incubated for 3 h at 37 °C. The reaction product was deter-
mined using modified Erlich’s reagent at 555 nm. Enzymatic
activity was expressed as nanomoles of porphobilinogen per mil-
ligram of protein per hour.

Histological analyses

Liver samples were removed and subjected to histopathological
analyses. Small pieces of liver tissues from individual rats were
fixed in 10% formalin. For light microscopy examination, tissues
were embedded in paraffin, sectioned at 4 pm, and stained with
hematoxylin and eosin. Three animals per group were used to
carry out a histological examination. The parameters were graded
with a score of 0-3, with 0 indicating absence of injury, 1indicat-
ing low injury, 2 indicating moderate injury, and 3 indicating
intense liver injury.

Protein quantification
Protein concentration was measured by the method of Bradford
(1976), using bovine serum albumin (1 mg-mL) as the standard.

Statistical analysis

Data were analyzed by GraphPad Prism 5 using a one-way analy-
sis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s multiple comparison
test when appropriate. Data from the experiments were ex-
pressed as means * SD. Results with P < 0.05 were considered
statistically significant.

Results

ALT, AST, ALP, and LDH activities

The effects of BPD on ALT, AST, LDH, and ALP activities of rats
exposed to TAA are shown in Table 1. One-way ANOVA followed by
Tukey’s post hoc test revealed that TAA increased plasma ALT
activity 6.4-fold, and BPD, at a dose of 50 mg-kg?, partially atten-
uated this increase (ANOVA: Fys »4) = 23.49, P < 0.0001) (Table 1).

Statistical analysis showed that TAA increased plasma AST ac-
tivity (2.5-fold). BPD at a dose of 50 mg-kg! but not 10 mg-kg! was
effective against the increase in AST activity in rats exposed to
TAA (ANOVA: Fjs , 4 = 26.53, P < 0.0001) (Table 1).

The one-way ANOVA of ALP activity data demonstrated that
TAA increased ALP activity (1.9 times) in rat plasma, and BPD at
both doses protected against this increase (ANOVA: Fi5 54 = 8.95,
P < 0.0001) (Table 1).

The one-way ANOVA of LDH activity showed that TAA increased
LDH activity 2.6-fold when compared with the control group. BPD
at a dose of 50 mg-kg! but not 10 mg-kg! protected against the
increase in LDH activity resulting from TAA exposure (ANOVA:
Fjs.24) = 29.22, P < 0.0001) (Table 1).

Lipid peroxidation levels

One-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test revealed that
TAA increased lipid peroxidation levels in the livers of rats when
compared with the control group. BPD protected against the in-
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Fig. 2. Effect of BPD on hepatic lipid peroxidation levels of rats
exposed to TAA. Data are reported as means * standard deviation of
5 animals per group. #, P < 0.05 compared with the control group;
*, P < 0.05 compared with the TAA group (one-way ANOVA, Tukey’s
multiple comparison test). BPD, (E)-2-benzylidene4-pheny}1,3-diselenole;
C, control; BPD 10, BPD at a dose of 10 mg-kg-'; BPD 50, BPD ata
dose of 50 mg-kg; TAA, thioacetamide.
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crease in lipid peroxidation levels caused by TAA exposure at the
higher BPD dose only (ANOVA: Fi5 ,, = 10.67, P < 0.0001) (Fig. 2).

AA levels

Statistical analysis demonstrated that TAA reduced AA levels,
and only the higher dose of BPD protected against this effect
(ANOVA: Fi5 .,y = 9.34, P < 0.0001) (Fig. 3A).

CAT activity
No alteration was found in hepatic CAT activity independent of
the experimental group (ANOVA: Fs ,, = 1.14, P > 0.05) (Fig. 3B).

GSH levels

One-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test indicated
that TAA exposure reduced GSH levels in the livers of rats. The
higher dose of BPD restored GSH content to control levels. At a
dose of 10 mg-kg', BPD treatment partially protected against the
reduction of GSH levels induced by TAA (ANOVA: F5 ,, = 22.74,
P < 0.0001) (Fig. 4A).

GPX activity
TAA inhibited GPx activity, and BPD did not protect against this
inhibition (ANOVA: F ,, = 8.486, P < 0.0001) (Fig. 4B).

GR activity

TAA exposure inhibited hepatic GR activity, but neither a BPD
dose of 10 nor 50 mg-kg? protected against TAA inhibition
(ANOVAL: Fi5 5., = 7.455, P < 0.001) (Fig. 4C).

GST activity
GST activity was not altered in all experimental groups (ANOVA:
Fi5 24y = 0.1542, P > 0.05) (data not shown).

8-ALA-D activity

One-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test showed that
TAA inhibited 3-ALA-D activity and BPD at the higher dose only
protected against this inhibition (ANOVA: F5 ,, =17.34, P < 0.0001)
(Fig. 5).

Histological analysis

The severity of the liver morphological alterations caused by
TAA exposure is shown in Fig. 6B and Table 2. Samples of liver
tissue from rats exposed to TAA showed extensive injuries char-
acterized by cellular infiltration (Fig. 6B, Table 2).

Samples of liver from rats treated with BPD at a dose of
50 mg-kg and exposed to TAA presented normal histological
architecture, without morphological alterations (Fig. 6E). The ab-
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Fig. 3. Effect of BPD on hepatic AA levels (A) and CAT activity (B)

of rats exposed to TAA. Data are reported as means + standard
deviation of 5 animals per group. #, P < 0.05 compared with the
control group; *, P < 0.05 compared with the TAA group (one-way
ANOVA, Tukey’s multiple comparison test). AA, ascorbic acid; BPD,
(E)-2-benzylidene4-phenyl-1,3-diselenole; C, control; BPD 10, BPD at
a dose of 10 mg-kg*; BPD 50, BPD at a dose of 50 mg-kg; CAT, catalase;
TAA, thioacetamide.
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sence of cellular infiltration and vacuolization was observed in
groups treated with BPD (50 mg-kg?) (Fig. 6E). Livers treated with
BPD at a dose of 10 mg-kg showed the presence of cellular infil-
tration and vacuolization (Fig. 6D). Samples of liver from animals
of the control group (Fig. 6A) or treated with BPD (50 mg-kg™)
(Fig. 6C) showed normal histological architecture.

Discussion

The present study revealed the protective action of BPD, an
organoselenium compound, against acute hepatotoxicity induced
by TAA in rats. The administration of TAA induced hepatic injury,
as demonstrated by histological alterations and an increase in
plasma transaminases AST and ALT, as well as LDH and ALP activ-
ities. Moreover, lipid peroxidation levels increased, while antiox-
idant status was reduced, in the livers of rats exposed to TAA,
suggesting that the cytotoxic effect was imposed by an oxidative
insult. Biochemical and histological results found in this study
demonstrated that BPD relieved TAA-induced hepatotoxicity.

An obvious sign of hepatic injury is the leakage of cellular en-
zyme into plasma (Schmidt and Schmidt 1967; Schmidt et al. 1975).
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Fig. 4. Effect of BPD on hepatic GSH levels (A), GPx activity (B),
and GR activity (C) of rats exposed to TAA. Data are reported as
means * standard deviation of 5 animals per group. #, P < 0.05
compared with the control group; *, P < 0.05 compared with the
TAA (thioacetamide) group (one-way ANOVA, Tukey’s multiple
comparison test). BPD, (E)-2-benzylidene-4-phenyl-1,3-diselenole;

C, control; BPD 10, BPD at a dose of 10 mg-kg-*; BPD 50, BPD at a dose
of 50 mg-kg; GSH, reduced glutathione; GPx, glutathione peroxidase;
GR, glutathione reductase; TAA, thioacetamide.

A

[
3
0 1.0 1644404 *
8455555 5555557,
- PR 3 3
- A Bood B #x
9252973, 4 ;
o o o] Bnd oe00t:
$%95%%%. PR 7999277, %995
(=) 2552%¢ 2524227, 9259527 2500024
5555553 P PR 2255552
= %52 2923272, 2222227, 2000444 295952
o 255525% 4555522 5555525 2229222
0 0.54 A kA Vs # 224554 I 5755555
g 3959925 4585052 5555552 5555525 2793277
6555555 2222222, 9222227, 9242277, 5555555
4422422 2225252 2222392 2299297, [RIA
4555555 1442277, 97292227, 7707097 5555555
c b20002¢ 2555555 1222222, 2222224, 44522%%:
9955555 ERLARARA e 2555555 PR 2955555
2220427 2229222, 2279229 A 9222227, PR
2222227, 775577 PR 5555255 AR $5%55%5:
9232595, 2555597 I 755577 W %2252 5552557 WM %27377%.
555555% PR PR 9424244 4222427 §2545524%
2222097, : 1 7777777 $9599%%. 7777277
0.0 A Bosd Vo] PR Wl Vo
Cc BPD 10 BPD 50 Vehicle BPD 10 BPD 50

“\“““.
I
SANSASASAN

SN

3
ANNANARAANANANY

nmol NADPH/min/mg protein

3

E B R B 2 5

SNSRI AN AN NN

A
ARANNLN

S S S ST

SRRARRRANLTINANANNANNNN

SN
PSS

O S R S R R SR
PO

SAIMMMMMIAMINIRIARRAANANNRY

o
I

Cc BPD10 BPD50 Vehicle BPD10 BPD 50

£ 45

7}

°

-

a
\eocooe

g, 10 222522

: 5255555, "
3255555 ;

” 255955, 5%
5559555 ;

= Vo] b

- 5555555 9222522

o 3255550 W 727
7TV, 1

B 5 o Vi
2222027, 9229,
2229225 2555
PR A
225222

- 4 4553595, 7595%5%.
2555557 W 7222555
LErr, P
PR L
PR AR rere.
2202022 2020279,

g O

Cc BPD10 BPD 50 Vehicle BPD10 BPD 50

IAA

Fig. 5. Effect of BPD on hepatic 3-ALA-D activity of rats exposed to
TAA. Data are reported as means + standard deviation of 5 animals
per group. #, P < 0.05 compared with the control group; *, P < 0.05
compared with the TAA group (one-way ANOVA, Tukey’s multiple
comparison test). 3-ALA-D, d-aminolevulinic dehydratase; BPD,
(E)-2-benzylidene4-phenyl-1,3-diselenole; C, control; BPD 10, BPD at
a dose of 10 mg-kg*; BPD 50, BPD at a dose of 50 mg-kg%; TAA,
thioacetamide.
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When the hepatic cell membrane is damaged, a variety of en-
zymes normally located in the cytosol and organelles are released
into the blood. Their estimation in the plasma is a useful quanti-
tative marker for the extent and type of hepatocellular damage
(Ansari et al. 1991). The present study revealed a significant in-
crease in the activities of AST, ALT, LDH, and ALP in the plasma of
rats exposed to TAA, indicating hepatocellular injury. The admin-
istration of BPD to rats preserved the structural integrity of the
hepatocellular membrane, as demonstrated by the protection
provided when compared with the enzyme activities in the
hepatotoxin-treated rats. In a histopathological assessment, it was
found that BPD treatment led to a decrease in hepatocellular in-
jury. These results suggest that BPD was effective in protecting
hepatocytes by accelerating the regeneration of parenchymal
cells, thus protecting against membrane fragility and decreasing
leakage of the marker enzymes into the circulation.

Reactive species are capable of binding to proteins or lipids, or
abstracting a hydrogen atom from an unsaturated lipid, initiating
lipid peroxidation and liver damage while playing a significant
role in the pathogenesis of diseases (Brattin et al. 1985). In the
present study, the high efficiency of TAA in producing a state of
oxidative stress in rat livers was demonstrated by an increase in
lipid peroxidation levels as well as a decrease in AA and GSH levels
and GPx and GR activities.

GSH is a cellular tripeptide that plays a vital role in maintaining
the oxidant-antioxidant balance in the tissue that is essential for
normal cellular function. The tripeptide counteracts the damag-
ing effect of the peroxides and hydroperoxides produced as a
result of the oxidative stress. Severe depletion of GSH, which is
considered the consequence or cause of oxidative stress, affects
the activity of enzymes involved in its recycling such as GR and
GPx. BPD could restore depleted levels of GSH, with a concomitant
decrease in lipid peroxidation levels and restoration of GPx activ-
ity. BPD probably acted by restraining the production of reactive
species, possibly owing to its antioxidant action. Once excessive
reactive species production is inhibited, GSH starts accumulating
in the cell or tissue to restore the normal tissue concentration.
This is evident in rats treated with BPD followed by the induction
of hepatic injury. Accordingly, antioxidants have been suggested
as therapeutic modalities of liver injury in experimental models
(Bruck et al. 2004, 2007; Tsai et al. 2010; Wilhelm et al. 2010a).

AA and CAT are important antioxidant defenses. AA exerts its
biological effects primarily by acting as an enzyme cofactor and
an antioxidant (Traber and Stevens 2011). In the present study, a
depletion of hepatic AA levels was observed in rats exposed to
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Fig. 6. Photomicrography of the hepatic lobe segment of (A) a control animal showing a normal aspect; (B) an animal exposed to TAA
showing increased cell infiltration in the sinusoid capillaries and surroundings of the centrilobular veins and tissue disorganization; (C) an
animal treated with BPD at a dose of 50 mg-kg™ showing normal tissue appearance with the presence of normal hepatocyte strings and
sinusoid capillaries; (D) an animal treated with BPD at a dose of 10 mg-kg* and exposed to TAA showing the presence of cellular infiltration
and vacuolization; and (E) an animal treated with BPD at a dose of 50 mg-kg-* and exposed to TAA showing normal histological architecture,
without morphological alterations. Note the absence of cellular infiltration and vacuolization. Hematoxylin and eosin staining; magnification
100x. cv, centrilobular vein; arrow, hepatocyte strings, *, cell infiltration. BPD, (E)-2-benzylidene-4-phenyl-1,3-diselenole; TAA, thioacetamide.

[Colour online.]

Table 2. Effect of treatment with BPD on histopathological scores in
hepatic injury induced by TAA exposure in rats.

Control TAA BPD10 BPDS50 BPD10+TAA BPD50+TAA

Vacuolization
0 3 0 3 2 0 2
10 0 0 1 0 1
2 0 2 0 0 1 0
30 1 0 0 2 0
Cell infiltration
0 3 0 2 1 0 3
10 0 1 2 1 0
2 0 0 0 0 2 0
3 0 3 0 0 0 0

Note: Grade desi, ion of the histological findi 0, injury absent; 1, low

injury; 2, moderate injury; 3, intense injury. Each value represents the number
of animals that showed grading changes. Each group consists of 3 animals. BPD,
E)2-b lidene-4-phenyl-1,3diselenole; BPD 10, BPD dose of 10 mg-kg; BPD 50,

BPD dose of 50 mg-kg*; TAA, thioacetamide.

TAA, confirming the involvement of oxidative stress in this he-
patic injury. BPD was effective against the decrease in AA levels
resulting from TAA exposure owing to its antioxidant action. CAT
is responsible for conversion of H,0, to H,0. In this experimental
protocol, CAT did not seem to have been involved in the oxidative
damage induced by TAA, since no change in its activity was found
in animals exposed to this hepatotoxin, the reason being that GPx
has a Km for H,0, lower than that of CAT.

Our results revealed that 8-ALA-D is sensitive to the hepatotox-
icity caused by TAA, given that 5-ALA-D activity was inhibited in
rats exposed to this hepatotoxin. Since 3-ALA-D activity is suscep-
tible to a variety of treatments associated with oxidative stress
(Nogueira and Rocha 2010), the beneficial effect of BPD on this
enzyme reinforced its protective effect against oxidative damage.
In fact, the TAA-induced inhibitory effect on hepatic 3-ALA-D ac-

tivity could be due to oxidative insult or, alternatively, the reac-
tive metabolite of TAA (TAA-S-dioxide) could also react directly
with essential -SH groups of 3-ALA-D, inactivating the enzyme and
causing oxidative stress. In accordance with the results demon-
strated here, BPD protected against the inhibition of hepatic
8-ALA-D activity caused by another hepatotoxin (Wilhelm et al.
2011). The recognition of selenium as a nutritionally important trace
element came with the discovery of its ability to prevent liver patho-
logy (Schwarz and Fredga 1969). Therefore, selenorganic compounds
have been extensively studied for their role in protecting against
liver damage and the various clinical conditions in which hydroper-
oxides play a role (Wilhelm et al. 2010a, 2011; Nogueira and Rocha
2011).

The pharmacokinetic profile of BPD is not yet known. Indeed, it
is important to elucidate the halflife of BPD and determine
whether it is metabolized after 1 day. Based on our results, we
cannot affirm whether this effect is exerted by BPD or its metab-
olite. However, our results clearly demonstrate the hepatoprotec-
tive effect of BPD treatment. In view of our continued interest in
the pharmacology of this compound, further studies are required
to elucidate the pharmacokinetic profile of BPD, and the develop-
ment of future studies evaluating the effect of BPD using different
treatment protocol is worthwhile.

In conclusion, BPD protected against the hepatotoxicity and
oxidative stress caused by TAA exposure in rats. The antioxidant
property of BPD is likely involved in its hepatoprotective effect.
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5. CONCLUSOES

e Através da determinacdo dos marcadores bioquimicos de dano hepatico
agudo precoce, evidenciou-se o efeito hepatoprotetor do BPD em ratos.

e O tratamento com o BPD protegeu contra as altera¢des histopatologicas do
figado induzidas pela TAA.

e O BPD exerceu efeito antioxidante frente ao dano oxidativo induzido por TAA.

e O BPD é um possivel agente terapéutico promissor para o tratamento de
patologias hepaticas.
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PERSPECTIVAS

Mais estudos serdo necessarios para investigar 0s possiveis mecanismos de acgdo
envolvidos na propriedade hepatoprotetora do BPD. Além disso, nosso grupo de pesquisa tem
se dedicado ao estudo de outros compostos organicos de selénio, em especial os derivados de
quinolina, em modelos de nocicepcéo e inflamagédo. Assim, buscaremos investigar o papel do
envelhecimento na neuropatia induzida por quimioterapicos e o potencial terapéutico destes
compostos. Paralelamente, sera investigada a possivel toxicidade apds exposicdo cronica e se

estes derivados de quinolina induzem dependéncia e/ou tolerancia em animais.
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