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1. INTRODUCAO

Os processos de formacdo das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(ERON), incluindo os radicais livres, estdo intimamente relacionados as doencas
neurodegenerativas e neuropsiquiatricas, dentre outras disfuncdes no organismo
(PORTO, 2001). De acordo com FERREIRA e MATSUBARA (1997), os radicais
livres causam diversos danos, acometendo principalmente as membranas celulares
em decorréncia do processo de lipoperoxidacdo. Os danos causados nas
membranas geram aumento de sua permeabilidade, fazendo com que ocorra o
extravasamento do material intracelular, desencadeando diversas situacdes que
podem ser prejudiciais a saude. O cérebro é particularmente vulneravel a
peroxidacao lipidica, pois consome uma grande quantidade de oxigénio e € rico em
acidos graxos poli-insaturados altamente peroxidaveis; além disso, sua capacidade
antioxidante é limitada (OBOH e HELEN, 1999).

Para a contencdo dos radicais livres existem os antioxidantes. Segundo
OLIVEIRA (1999), as moléculas antioxidantes sdo capazes de retardar ou inibir a
oxidagao, agindo de maneira a bloguear a formagéo dos radicais livres ou tornando
esses radicais inativos. Com base nisto, diversos estudos tem buscado por
moléculas capazes de conter o aumento de processos oxidativos associados as
mais variadas patologias, contribuindo, desta forma, para a melhora clinica.

A introducdo de um atomo de selénio em uma molécula organica de
benzofurano pode ser algo vantajoso, ja que o efeito do selénio tem sido estudado
em relacdo a processos neurodegenerativos. Além disso, de acordo com ALFIERI et
al. (1998), o selénio tem a capacidade de proteger contra danos oxidativos. De fato,
seu efeito antioxidante parece contribuir em varios de seus efeitos farmacologicos.
Somando-se a isso, 0s benzofuranos tém sido experimentalmente testados como
alternativas terapéuticas em modelos de doencas do sistema nervoso central
(R1ZZO et al. 2008).

Portanto, o objetivo do presente estudo foi testar o potencial antioxidante in
vitro de uma molécula hibrida com os ndcleos benzofurano e organocalcogénio
(contendo selénio), para que, futuramente, possa-se aplicar este mesmo na industria
farmacéutica, visando sua acdo sobre doencgas ou disturbios do sistema nervoso que
envolvam a acdo das ERON.

2. METODOLOGIA

O experimento foi conduzido no Laboratério de Bioquimica e
Neurofarmacologia Molecular (LABIONEM), localizado na Universidade Federal de
Pelotas. O composto 2-(4 metoxifenil)-3-(fenilselenil) benzofurano (BZF5) foi
sintetizado pelo Laboratério de Sintese Organica Limpa (LASOL) da mesma
universidade (Fig. 1). O projeto estd cadastrado no COCEPE sob o codigo 8784 e
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aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal
de Pelotas (CEEA/UFPel 4897-2017). Todos os experimentos foram realizados em
duplicada e cada ensaio contou com um “N” de 3 experimentos independentes.

Fig. 1 Estrutura quimica do composto 2-(4 metoxifenil)-3-(fenilselenil) benzofurano
(BZF5).

2.1 Ensaio de peroxidacéo lipidica induzida por nitroprussiato de sédio (NPS)

O screening da atividade antioxidante in vitro do composto BZF5 foi realizado
através da dosagem dos niveis de lipoperoxidacdo induzida por NPS. O ensaio
utilizado foi o método espectrofométrico (532 nm) de substancias reativas ao acido
tiobarbittrico (TBARS), conforme OHKAWA et al. (1978). O homogenato de cérebro
de camundongos foi utilizado como fonte de lipidios peroxidaveis. Este tecido foi
homogeneizado em tampéao Tris-HClI 50 mM pH 7,4 em uma propor¢cao de 1:10
(peso:volume), submetido a centrifugacdo e o sobrenadante (S1) foi utilizado para o
ensaio. O composto BZF5 foi diluido em dimetilsulfoxido (DMSO) e testado nas
concentracbes de 1-200 uM. O grupo veiculo recebeu apenas DMSO; o grupo
controle, agua. NPS foi utilizado como indutor de peroxidacéo lipidica. Os resultados
foram calculados e expressos como nmol TBARS/g de tecido.

2.2 Ensaio de captura do radical ABTS*+ e DPPHe

Diversos mecanismos podem estar envolvidos no efeito antioxidante de uma
molécula, sendo um deles a capacidade de sequestrar radicais livres. Com o
objetivo de investigar possiveis mecanismos antioxidantes para o composto BZF5,
foram realizadas as técnicas de captura dos radicais sintéticos acido 2,2'-azino-
bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTSe+) e 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPHe).

O teste do ABTS se baseou na metodologia de RE et al. (1999) utilizando o
ABTSe+ para avaliar a capacidade scavenger do BZF5, a qual seria destinada a
qualguer substéncia capaz de doar elétrons para o radical livre inativando-o e
tornando-o0 um composto eletricamente estavel de acordo com OLIVEIRA (1999). O
teste de DPPH- se baseou na metodologia de SHARMA et al. (2009), também com o
principio de avaliar a capacidade scavenger do composto BZF5. Para ambos 0s
ensaios, o composto BZF5 foi dissolvido em DMSO e testado nas concentracdes de
1-50 uM. DMSO foi utilizado como veiculo e 4gua foi utilizada para o branco (tubo
controle). O &cido ascorbico foi utilizado como um controle positivo (scavenger de
radicais) na concentracdo de 50 pM. Os resultados foram calculados e expressos
como percentagem (%) do branco.

2.3 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada pelo software GraphPad Prism 7.04 e os
resultados foram expressos como média = erro padrdo da média (EPM). As
comparacdes entre os grupos foram realizadas através da analise de variancia
ANOVA de uma via seguido pelo teste post hoc de Newman-Keuls (BZF5) ou ainda,
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pelo teste T ndo pareado (acido ascérbico). Valores de p<0,05 foram considerados
estatisticamente significativos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O screening da atividade antioxidante in vitro do BZF5 estd demonstrado na
Fig. 2. Como pode ser observado, o NPS causou um aumento dos niveis de TBARS
em homogenato de cérebro de camundongos. O composto BZF5 nas concentracfes
de 100 e 200 uM foi efetivo em reduzir parcialmente os niveis de peroxidagéo
lipidica quando comparado aos grupos induzido (I) ou veiculo (V) (p<0,05). Estes
resultados demonstram o potencial antioxidante do BZF5 em cérebro de
camundongos in vitro.
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Fig. 2 Efeito do BZF5 sobre os niveis de lipoperoxidacao induzida por NPS em
homogenato de cérebro de camundongos. Os dados representam a médiatEPM de
3 experimentos independentes e os resultados estdo expressos como nmol de
TBARS/g de tecido. *p<0,05 comparado ao controle (C); @p<0,05 comparado ao
induzido (1); ¥p<0,05 comparado ao veiculo (V).

A Fig. 3A apresenta resultados do ensaio de capacidade scavenger do radical
sintético ABTSe+ na presenca do composto BZF5. Nota-se que o composto (1-50
KUM) ndo atuou pelo método scavenger deste radical, uma vez que a quantidade de
radicais ndo foi diminuida em relacdo ao grupo veiculo (V) (p>0.05). Por outro lado,
0 acido ascorbico (controle positivo) reduziu a concentracdo de radicais ABTSe+
(p<0,05), o que comprova seu efeito scavenger de radicais, visto que é um potente
agente redutor.

Na Fig. 3B é possivel observar que o composto BZF5 (1-50 puM) (p>0.05),
diferentemente do controle positivo (acido ascorbico, (p<0,05)), também né&o agiu
como scavenger de radicais, pois ndo foi eficaz em reduzir os niveis de radicais
DPPHe quando comparado ao grupo veiculo (V).

Com base nestes resultados, é possivel sugerir que a acdo antioxidante do
BZF5 possa ser mediada por mecanismos distintos da atividade scavenger de
radicais. Ensaios adicionais para a elucidagdo de seus mecanismos sao necessarios
para a maior compreensao dos seus efeitos antioxidantes, como, por exemplo,
ensaios de atividade mimética a enzimas antioxidantes.
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Fig. 3. Ensaio de capacidade scavenger do radical ABTS++ (A) e radical DPPHe-. (B)
Os dados representam a média £+ EPM de 3 experimentos independentes e 0s
resultados estdo expressos em porcentagem (%) do branco (agua). AA significa
acido ascorbico (controle positivo). *p<0,05 quando comparado ao veiculo (V).

4. CONCLUSOES

Com base nos experimentos realizados, concluiu-se que o composto BZF5
apresenta atividade antioxidante em cérebro de camundongos in vitro, porém nao
atua como uma molécula scavenger dos radicais ABTS++ e DPPHe. Outros ensaios
sdo necessarios para elucidar possiveis mecanismos de acdo antioxidante.
Sugerimos que o BZF5, uma molécula com potencial inovador, deveria ser testado
em modelos experimentais de doencas do sistema nervoso associadas ao estresse
oxidativo, a fim de que possa contribuir para geracédo de novos medicamentos.
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