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1. INTRODUCAO

As espécies reativas de oxigénio (ERO), assim como de nitrogénio (ERN),
sdo produtos normais do metabolismo celular, e estdo envolvidas em funcdes
biolégicas importantes. No entanto, a producdo excessiva de espécies reativas
(ERs) pode gerar o estresse oxidativo, causando danos teciduais. Em condi¢cfes
normais, hd um equilibrio entre os agentes pro-oxidantes e antioxidantes.
Entretanto no estresse oxidativo ocorre um desequilibrio entre esses sistemas,
em funcdo do aumento da producdo de ERs e/ou uma diminuicdo das defesas
antioxidantes. Além disso, as ERs sdo causadoras de diversas doencas como
cardiovasculares, neurodegenerativas, cancer, aterosclerose, artrite reumatoide,
hipertenséo, isquemia e diabetes mellitus (VALKO et al., 2007).

Nesse sentido, torna-se importante o uso de moléculas antioxidantes, ja que
estas podem reduzir o estresse oxidativo, diminuindo a incidéncia de diversas
patologias. Um antioxidante refere-se a qualquer molécula que, quando presente
em uma concentracdo mais baixa, comparada com um substrato oxidavel, retarda
significativamente ou inibe a oxidagao do substrato.

Por isso a busca por novas moléculas com propriedades antioxidantes, com
sintese simples e baixa toxicidade, vem crescendo muito nos ultimos anos. Os
compostos derivados de purinas tem demonstrado importantes acdes
farmacoldgicas, incluindo as propriedades antioxidantes (STARHA et al., 2009).
Paralelamente aos compostos derivados de purina, destacam-se 0os compostos
organicos de selénio, os quais possuem atividades farmacoldgicas relevantes
(NOGUEIRA e ROCHA, 2011).

Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade antioxidante
de um composto inédito derivado de purina contendo selénio em sua estrutura.

2. METODOLOGIA
2.1. Composto A
O composto A (6-fenilselenil purina) foi sintetizado no Laboratério de Sintese
Organica Limpa da UFPel. Em todos os ensaio o composto foi utilizado nas
concentracdes de 1, 10, 50 e 100 pM.

2.2. Niveis de espécies reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS)

Nesse ensaio foi avaliado o potencial de inibicdo do composto A, contra a
peroxidacao lipidica induzida por nitroprussiato de sédio (NPS). Para este ensaio,
foram utilizados figados e cérebros de camundongos machos Swiss. Os tecidos
foram homogeneizados em Tris-HCI 50 mM, pH 7,4 e centrifugados por 10 min a
900 xg. O sobrenadante foi utilizado para o ensaio de TBARS. A producéo de
TBARS foi determinada espectrofotometricamente a 532 nm (OHKAWA et al.
1979). Os resultados foram expressos em porcentagem do induzido.
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2.3. Atividade scavenger do radical 2,2’-azinobis-(acido 3-etilbenzotiazolina-
6sulfonico) (ABTS) e do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

O ensaio é realizado para verificar a atividade scavenger do composto
sobre o radical ABTS (RE et al., 1999) ou DPPH (CHOI et al., 2002). Os
resultados obtidos foram expressos em porcentagem do branco (controle). O
acido ascérbico foi utilizado como controle positivo (50 uM). As leituras foram
determinadas espectrofotometricamente em 734 nm para o ABTS e 517 nm para
o DPPH.

2.4. Atividade mimética das enzimas Tiol Oxidase/Peroxidase

A atividade mimética da enzima tiol oxidase determina a capacidade do
composto em oxidar os grupos tiois (-SH). A atividade mimética da enzima tiol
peroxidase determina a capacidade do composto em oxidar os grupos —SH,
reduzindo H,0, a H,0. O sistema tiol oxidase/peroxidase determina a redugéo do
acido 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzéico) (DTNB) a tionitrobenzenato (TNB). A
concentracdo de TNB formado foi determinado espectofotometricamente a 412
nm (ELLMAN, 1959). Os resultados foram expressos em porcentagem de
glutationa reduzida (GSH).

2.5. Atividade mimética da enzima glutationa S-transferase (GST)

A GST pode ser mimetizada por compostos sintéticos através da reacédo de
conjugacao de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) com GSH levando a producéo
de uma coloracdo amarela, que é determinada em uma absorbancia de 340 nm,
durante trés minutos (HABIG et al. 1974). Os resultados foram expressos em A
absorbancia/min.

2.6. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média +* desvio padrdo. Foi utilizada
ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Newman-Keuls quando apropriado. Os
resultados com p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
De acordo com os resultados demonstrados na figura 2 pode-se observar
que o composto A ndo apresentou efeito em reduzir os niveis de TBARS induzido
por NPS no figado (Figura 2A) e no cérebro (Figura 2B) dos camundongos, em
nenhuma das concentracdes testadas. Dessa forma, o composto ndo reduziu a
peroxidacdo lipidica induzida por NPS. Entretanto, outros indutores da
peroxidacdo lipidica, assim como outros testes devem ser utilizados para

descartar o efeito antioxidante do composto.
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Figura 2: Efeito do composto A na peroxidacao lipidica induzida por NPS no
figado (A) e cérebro (B) de camundongos. (*) p< 0,05 quando comparados com o
induzido por NPS.
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Nas figuras 3A e 3B os resultados demonstraram que 0 composto A nao
apresentou atividade scavenger dos radicais sintéticos ABTS e DPPH, quando
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comparados ao branco. O controle positivo do ensaio, o acido ascorbico (50 uM)
apresentou efeito scavenger tanto de radicais ABTS quando de radicais DPPH

(Figuras 3A e 3B)
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Figura 3: Avaliacédo da atividade scavenger do radical ABTS (A) e DPPH (B) pelo
composto A. (*) p<0,05 quando comparado ao branco.

Na figura 4, pode-se verificar que o composto A ndo apresentou efeito
mimético da enzima tiol peroxidase. Baseado nesses resultados do efeito
mimético da enzima tiol peroxidase e do efeito scavenger de radicais, pode-se
descartar que esses mecanismos antioxidantes poderiam estar envolvidos no

efeito do composto.

1 10 50 100
Composto A (M)

100

% de GSH

Figura 4: Avaliagdo da atividade mimética da enzima tiol peroxidase pelo
composto A.

Na figura 5 pode-se observar os resultados da atividade mimética da
enzima GST pelo composto A. Este estudo demonstrou que o composto A, na
concentracao de 100 uM, teve atividade mimética da GST na presenca de GSH
(Figura 5). A enzima GST, também conhecida como uma enzima de fase Il, é
amplamente distribuida catalisando e ligando proteinas que promovem a
conjugacdo do GSH com uma variedade de compostos eletrofilicos reativos,
resultando na formacao de substancias que sao facilmente excretadas pelo corpo
(CHASSEAUND, 1979). Além disso, a GST é uma importante defesa antioxidante
e serve para proteger os tecidos do estresse oxidativo (FIANDER e SCHNEIDER,
1999). Neste contexto, compostos de baixo peso molecular, operando como
mimético de enzimas, tem sido usados como antioxidantes. Portanto, 0s
resultados do presente estudo suportam a ideia que a atividade mimética da GST
pelo composto A esta envolvida no efeito antioxidante do composto.
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Figura 5: Avaliagdo da atividade mimética da enzima GST pelo composto A. (*)
p<0,05 quando comparado com o branco.
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A atividade mimética da enzima tiol oxidase é utilizada para verificar a
toxicidade do composto em oxidar grupos -SH. Neste caso, 0 composto A nao
apresentou efeito mimético da atividade da enzima tiol oxidase, descartando que
a toxicidade do composto envolve a oxidagcdo de grupos —SH (dados néo
mostrados).

4.CONCLUSAO
O composto A apresentou atividade antioxidante por mimetizar a enzima GST.
Além disso, outros ensaios devem ser realizados objetivando complementar o
estudo do efeito antioxidante do composto.
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