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1. INTRODUCAO

O estresse oxidativo tem sido associado ao desenvolvimento e progressao
de diversas doencas, incluindo os transtornos psiquiatricos como a depressao. O
termo estresse oxidativo refere-se aos efeitos danosos causados por radicais
livres e outras espécies reativas (ER) ao organismo. O cérebro € bastante
suscetivel aos efeitos das ER devido ao seu elevado consumo de oxigénio
associado a presenca de acidos graxos poli-insaturados altamente peroxidaveis
(MOCKING et al., 2018). Regibfes cerebrais como hipocampo e amigdala foram
relatadas como as mais suscetiveis ao estresse oxidativo. Estas regides também
estdo envolvidas em alteracdes caracteristicas da depresséo, o que pode explicar
a relacdo existente entre esta doenga e o estresse oxidativo (SALIM et al., 2017).

As reacles quimicas envolvidas nos danos causados por ER ocorrem de
forma quase imediata, o que dificulta o processo de medicado direta. Assim,
podem ser avaliados produtos formados como consequéncia do dano oxidativo,
como as substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), que sao
indicadores de peroxidacédo lipidica, (BETTERIDGE, 2000), e o conteudo tidlico
total, uma vez que os tidis presentes em peptideos e proteinas sdo vulneraveis a
oxidacdo. Outro indicador de estresse oxidativo € a alteracdo na atividade de
enzimas antioxidantes, como é o caso da catalase (CAT) (HALLIWELL, 2012).

Ja foi demonstrado que a serotonina possui acdo antioxidante (AZOUZI et
al., 2017), além de estar relacionada a regulacéo da atividade da Na*/K*-ATPase,
enzima que catalisa o transporte ativo acoplado de Na* e K*, estabelecendo um
gradiente eletroquimico através da membrana plasmatica (PENA-RANGEL et al.,
1999). Além disso, a diminuigcdo nos niveis de serotonina também esta associada
ao desenvolvimento de depressdao (BERGER et al, 2009). A para-
clorofenilalanina (pCPA) é um inibidor da triptofano hidroxilase, uma enzima
envolvida na rota biossintética da serotonina. E conhecido que a administracdo de
pCPA em roedores induz a reducdo dos niveis cerebrais de serotonina, além de
um quadro de estresse oxidativo. Dados do nosso grupo de pesquisa tém
indicado que o composto BZF1 apresenta atividade antioxidante in vitro e
atividade do tipo antidepressiva em camundongos mediada pelo sistema
serotoninérgico. Desta forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito
neuroprotetor do tratamento com BZF1 em um modelo de estresse oxidativo
induzido por pCPA em hipocampo de camundongos.

2. METODOLOGIA
2.1 Composto
O composto 2-fenil-3-(fenilselanil)benzofurano (BZF1; Fig. 1) foi sintetizado
no Laboratério de Sintese Organica Limpa (LASOL) e os testes comportamentais
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foram realizados no Laboratorio de Bioquimica e Neurofarmacologia Molecular

(LABIONEM), ambos na UFPel.
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Figura 1. Estrutura quimica do BZF1.
2.2 Animais
Foram utilizados camundongos Swiss machos adultos, pesando entre 25 e
35g. O projeto foi cadastrado no COCEPE sob o cddigo 8784 e aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Pelotas
(CEEA/UFPel 4897-2017). Foram utilizados de 7-8 camundongos por grupo.

2.3 Modelo experimental

Os camundongos foram pré-tratados com pCPA (100 mg/kg, via
intraperitoneal (i.p.) ou veiculo (salina 0,9%) por 4 dias consecutivos. 24 horas
apoés o ultimo tratamento, foi administrado BZF1 (50 mg/kg, via intragastrica (i.g.)
ou veiculo (6leo de canola). Trinta minutos apdés a administracdo de BZF1, os
animais foram submetidos ao teste de suspensao pela cauda (TSC), e em
seguida foram submetidos a eutanasia por overdose de isoflurano. O hipocampo
foi removido e homogeneizado em Tris-HCI 10 mM (pH 7,4). Os homogenatos
foram centrifugados e o sobrenadante (S1) foi separado para as analises. Para 0s
parametros de estresse oxidativo, o teor de proteina foi determinado pelo método
de LOWRY (1951), e para determinac¢éo da atividade da Na*/K*-ATPase 0s niveis
de proteina foram medidos pelo método de BRADFORD (1976).

2.4 Ensaios ex vivo

2.4.1 Ensaio de substancias reativas ao acido tiobarbitlrico (TBARS)

Para determinar a peroxidacao lipidica, o ensaio de TBARS foi realizado
conforme descrito por ESTERBAUER e CHEESEMAN (1990). Nesta metodologia,
as fragbes Si foram misturadas com &cido tricloroacético (TCA) 15% e acido
tiobarbitarico (TBA) 0,67%, seguido de aquecimento a 100°C durante 30 minutos
e leitura da absorbancia em espectrofotdmetro a 532 nm.

2.4.2 Determinagéo do nivel tidlico total

O conteudo tidlico total foi medido pelo método descrito por AKSENOV e
MARKESBERY (2001), que baseia-se na reducdo de acido 5,5-ditiobis-2-
nitrobenzoico (DTNB) por tidis, seguido de oxidacdo gerando um derivado
amarelo denominado acido 5-mercapto-2-nitrobenzéico (TNB). Neste teste, as
amostras de tecido (S1) foram misturadas com PBS-EDTA 1 mM (pH 7,4) e DTNB
10 mM, seguido de incubacédo durante 1 hora e leitura da absorbancia a 412 nm.

2.4.3 Ensaio de atividade da catalase (CAT)

A atividade da CAT foi determinada de acordo com o método descrito
anteriormente por AEBI (1984), onde € avaliada a capacidade da CAT de
decompor o peroxido de hidrogénio (H202). Para este ensaio, as fragdes Siforam
adicionadas a um meio reacional contendo tampéao de fosfato de potassio 10 mM
(pH 7,0) e H202, sendo medida a absorbancia a 240 nm.

2.4.4 Determinacdo da atividade de Na*/K*-ATPase

A atividade da Na'/K*-ATPase foi determinada conforme a metodologia
descrita por CARVALHO et al. (2012). As amostras de Si foram misturadas com
MgCl2 6 mM, NaCl 50 mM, KCI 5 mM, EDTA 0,1 mM e Tris-HCI 30 mM (pH 7,4).
A segquir, foram incubadas por 10 minutos a 37°C e a reacao foi iniciada com a
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adicdo de ATP 3 mM, seguida de incubacédo por 30 minutos. O fosfato inorganico
(Pi) liberado foi medido através do método descrito por CHAN et al. (1986).

2.5 Analise estatistica

A distribuicdo dos dados foi avaliada com o teste D'Agostino-Pearson
Omnibus. As comparacdes entre 0os grupos foram realizadas através da analise
de variancia ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc de Newman-Keuls.
A analise estatistica foi realizada pelo software GraphPad Prism 8.2.0. Efeitos
principais estdo demonstrados apenas na auséncia de interagdo entre os
tratamentos pCPA e BZF1.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos com a administracdo de pCPA e posterior tratamento
com BZF1 estdo demonstrados na figura 2. O pCPA causou alteracbes em todos
0s parametros avaliados, sendo capaz de induzir dano oxidativo em hipocampo
de camundongos, conforme evidenciado pelo aumento nos niveis de TBARS (Fig.
2A), reducdo no conteudo tidlico total (Fig. 2B) e aumento na atividade da
catalase (Fig. 2C). A administracdo de pCPA também causou a inibicdo da
atividade da Na*/K*-ATPase, uma enzima sulfidrilica (Fig. 2D).

A B
Hl o6leodecanola mm BZF1 B 6leo de canola mm BZF1
E 8+ \g 80-
T * - @
g g3 ,
1
2 6+ ; S 60
T £ 838
g =] § o .
< £ 4 - E 40-
0 5 Y-
F e 5z
& 2 5 20-
@ 21 2o
= 63
© (&] g
0-
E 0- c
Salina PCPA Salina PCPA
¢ D
Em Gleo de canola mm BZF1 mm Gleo de canola mm BZF1
47 2 _ 80-
g © =
5 £ E
* -
E E 34 ﬁ: E 60
Oa CE
o x5
T T =
8 @21 # 2 2 40 %
® E .g o
249 o g,
2 T 20
B =
< 8 1 g S
5 ze
= o- < 0-
Salina PCPA Salina PCPA

Figura 2. Efeito do pré-tratamento com pCPA (100 mg/kg, i. p.) e tratamento
com BZF1 (50 mg/kg, i. g.) nos niveis de TBARS (A), conteudo tidlico total (B),
atividade da CAT (C) e atividade da Na+/K+-ATPase (D) em amostras de
hipocampo de camundongos. Os valores estdo expressos como meédia = E.P.M (n
= 7-8). * p < 0.05 em comparacgéo ao grupo controle. # p < 0.05 em comparacéo
ao grupo pCPA. ANOVA de duas vias/Newman-Keuls.

O tratamento com BZF1 foi capaz de bloquear o efeito do pCPA sobre os
niveis hipotalamicos de TBARS [Interacdo pCPA x BZF1: F(1,26=6,312; p=0,0185]
e conteudo tiolico total [Interagdo: Fa.26=11,34; p=0,0024] bem como sobre a
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atividade da catalase [Efeito principal pCPA e BZF1: F@,26=5,892, p=0,0224 e
Fa.26=8,415, p=0,0075, respectivamente], o que demonstra seu potencial
antioxidante ex vivo. Ainda que a analise post-hoc dos dados ndo tenha
demonstrado significancia estatistica, € possivel observar que o BZF1 tem uma
tendéncia em proteger parcialmente contra a reducdo da atividade da Na*/K*-
ATPase induzida por pCPA [Efeito principal do BZF1: F1,26=6,652, p=0,0159].

4. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, € possivel verificar que a administracao de
pCPA foi capaz de alterar marcadores importantes relacionados ao estresse
oxidativo, como lipoperoxidacédo, atividade da catalase e conteudo tidlico. Esses
resultados sugerem que a reducéo nos niveis de serotonina pode estar associada
ao estresse oxidativo. O tratamento com BZF1, em uma dose capaz de produzir
efeito do tipo antidepressivo em camundongos, apresentou potencial protetor
contra o estresse oxidativo em hipocampo, indicando que o mecanismo de acao
antioxidante pode estar envolvido com seu efeito do tipo antidepressivo.
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