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1. INTRODUCAO

Em pequenas quantidades, as espécies reativas de oxigénio (EROS) séo
reconhecidas por suas ac¢Oes fisiolégicas no organismo humano como, por
exemplo, a regulacdo de fatores de transcricdo. Entretanto, sob algumas
circunstancias patologicas ocorre um aumento expressivo destas EROS,
resultando em prejuizos a célula, os quais podem incluir a morte celular (TOUYZ,
2012). Estas EROS sé&o originadas da reacdo de moléculas de oxigénio com
elétrons e todas (incluindo o anion superéxido e o peroxido de hidrogénio)
possuem ligacdes instaveis ou elétrons de valéncia ndo pareados (BRIEGER et
al, 2012).

No organismo, existem as defesas antioxidantes enzimaticas e nao-
enzimaticas que combatem os efeitos negativos das EROS: diminuindo sua
formacédo, eliminando as EROS ja formadas, e/ou corrigindo o dano por elas
causado. Isto €, intrinsicamente, uma indicacdo de que as EROs sdo mais
prejudiciais a saude que benéficas (LIOCHEV, 2013). Baseando-se nisso, estudos
vém sendo realizados a fim de sintetizar moléculas capazes de deter a atividade
dessas espécies no organismo, simulando o trabalho dessas enzimas.

Benzofuranos sdo compostos heterociclicos que vém sendo testados
experimentalmente no tratamento de doencas do sistema nervoso central (RIZZO
et al, 2008). Com base nisso, estudos com a insercdo de selénio nessas
moléculas organicas estdo sendo realizados, a fim de se obter moléculas hibridas
com potencial biolégico. Além disso, os efeitos antioxidantes do selénio
demonstram que este pode ser usado para potencializacdo de moléculas com
efeitos farmacoldgicos (ALFIERI et al, 1998).

Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo testar a capacidade
de uma classe de 3-organoselenil-benzofuranos em proteger contra 0 aumento
nos niveis de EROS induzido por azida de sédio em cérebro de camundongos in
vitro.

2. METODOLOGIA

Os procedimentos foram realizados no Laboratério de Bioquimica e
Neurofarmacologia Molecular (LABIONEM), localizado na Universidade Federal
de Pelotas. Os compostos 2-fenil-3-(fenilselanil)benzofurano (BZF1), 3-(4-
fluorofenil)selanil)-2-fenilbenzofurano (BZF2), 3-((4-metoxifenil)selanil)-2-
fenilbenzofurano (BZF3), 3-(4-clorofenil)selanil)-2-fenilbenzofurano (BZF4) e 2-
fenil-3-(p-tolilselanil)benzofurano (BZF5) (figura 1) foram sintetizados pelo
Laboratério de Sintese Organica Limpa (LASOL), presente na mesma
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universidade. Este projeto esta cadastrado no COCEPE sob o codigo 8784 e o
mesmo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Federal de Pelotas (CEEA/UFPel 4897-2017).

F MeQ

B Q§ N
o o

= e Se Se

|
BZF1 BZF2 BZF3

. Me
Cl, \
& =
\’f\Se Se
N Vam Z N\
A\ |
g/ e

BZF4 BZF5
Figura 1. Estrutura molecular dos compostos 3-organoselenil-benzofuranos.

2.1. Ensaio da medicdo de EROS

Os niveis de EROs presentes in vitro foram determinados através de um
método espectrofluorimétrico, utilizando no ensaio a 2’,7° diacetato de
diclorofluoreceina (DCHF-DA), de acordo com LOETCHUTINA et al. (2005).

Para realizacdo do ensaio, 0 homogenato de cérebro de camundongo foi
utilizado. Este foi homogeneizado em uma solugcéo tampao de Tris-HCI 50 mM,
pH 7,4, em uma proporcao de 1 grama de cérebro para 10 mililitros de tamp&o. A
seguir, foi submetido a centrifugacédo para a utilizacdo do sobrenadante (Si) no
experimento.

Os compostos foram diluidos em dimetilsulféxido (DMSO) e avaliados nas
concentragfes de 1, 10, 25 e 50 uM. O grupo veiculo recebeu apenas DMSO e
um grupo controle apenas tampdao. A azida de sodio foi utilizada como indutor do
aumento de EROS e o trolox, um analogo da vitamina E, foi utilizado como
controle positivo.

Os compostos 3-organoselenil-benzofuranos (1-5) foram incubados com
2,81 mL de solucao tampéo Tris-HCI 10 mM, pH 7,4, 50 yl de S: de cérebro e 100
pl de DCHF-DA 1 mM (preparado em etanol e na auséncia de luz). A mistura foi
incubada por 30 minutos, mantida no escuro e a temperatura ambiente. Para
detectar os niveis de EROs foi medida a oxidacdo do DCHF-DA a
diclofluoresceina fluorescente (DCHF). A emissao de intensidade de fluorescéncia
DCHF foi registrada a 520nm com excitacdo em 480nm, 30 minutos apds a
adicdo de DCHF-DA. Os resultados obtidos foram expressos como unidades
arbitrarias (UA) de fluorescéncia.

2.2. Andlise Estatistica

A analise estatistica foi realizada pelo programa GraphPad Prism 7.04 e os
resultados apresentados como média + erro padrao da média (EPM). Os grupos
foram comparados entre si através da analise de variancia ANOVA de uma via
(dados paramétricos) seguida pelo teste post hoc de Newman-Keuls para todos
os 3-organoselenil-benzofuranos e pelo teste T ndo pareado para o controle
positivo. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes a dosagem de EROS em cérebro de
camundongos na presenca dos 5 compostos 3-organoselenil-benzofuranos ou
trolox estdo demonstrados nos graficos abaixo (figura 2). Como pode ser
observado, todos os compostos reverteram o aumento de EROS induzido pela
azida quando testados nas concentracbes de 10, 25 e 50 pM, quando
comparados com o grupo induzido (l) ou veiculo (V) (p<0,05). Como esperado, 0
trolox também reverteu o aumento de EROS. Estes resultados demonstram o
potencial antioxidante das cinco moléculas 3-organoselenil-benzofuranos testadas
em cérebro de camundongos in vitro.
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Figura 2. Efeito dos compostos 3-organoselenil-benzofuranos sobre o aumento
nos niveis de EROS induzido por azida de sédio em cérebro de camundongos. Os
dados demonstram a média = EPM de trés experimentos independentes, sendo
seus resultados expressos em unidades de fluorescéncia. #p<0,05 quando
comparado ao grupo controle, *p<0,05 quando comparado ao grupo induzido ou
veiculo, ANOVA de uma via/Newman-Keuls. ¢p<0,05 quando comparado ao
grupo induzido para o teste T ndo pareado.

4. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, pode-se verificar que os compostos 3-
organoselenil-benzofuranos foram eficazes em proteger contra o aumento dos
niveis de EROS induzido por azida de so6dio em cérebro de camundongos in vitro.
Desta forma, sua acé&o antioxidante poderia vir a contribuir futuramente em
guadros de injaria ao sistema nervoso relacionados ao estresse oxidativo.
Entretanto, outros ensaios sdo necessarios para podermos afirmar a eficécia
destes compostos e 0s mecanismos pelos quais eles atuam no organismo.
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