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1. INTRODUCAO

“Espécies Reativas de Oxigénio” (ERO) é um termo utilizado para uma
grande familia de substancias oxidantes derivadas do oxigénio molecular. Tal
familia € composta ainda por determinados elementos quimicos que podem
sofrer um processo de reducdo-oxidacdo (redox) e modificar de forma
significativa as macromoléculas celulares (SIES et al., 2022). Aléem disso, as
ERO séo controladas pelo sistema de defesa antioxidante, que pode ser dividido
em enzimatico e ndo enzimatico. Em niveis moderados, as ERO séao
indispensaveis ao organismo, atuando como mediadores para a transferéncia de
elétrons em diversas reacfes bioquimicas. Porém, quando ha um desequilibrio
entre a producdo de ERO e a atuacao do sistema de defesa antioxidante tem-se
um quadro de estresse oxidativo, isto €, uma superproducdo de ERO e/ou
insuficiéncia de moléculas antioxidantes (SALIM, 2014).

Ademais, um levantamento demonstra que houve um aumento no uso de
antioxidantes para tratar distarbios causados pelo estresse oxidativo
(NOGUEIRA; ROCHA, 2010). Nesse sentido, destaca-se a importancia das
calcogenoindolizinas, em especial as que contém selénio em sua estrutura
guimica, haja vista que este elemento faz parte das selenoproteinas que sao
fundamentais para as funcdes bioquimicas e fisioldgicas do organismo. Além
disso, compostos organicos contendo selénio em sua estrutura tém sido
descritos como antidepressivos (GARCIA et al., 2021), antioxidantes (BRUNING
et al., 2015a) e neuroprotetores (BRUNING et al., 2015b). Nesta perspectiva, a
1-(fenilselanil)-2-(p-tolil)indolizina (MeSel), um composto organico de selénio,
demonstrou previamente atividade antioxidante em testes in vitro frente a
peroxidacdo lipidica (ZUGE et al, 2020), enquanto a 2-fenil-1-
(fenilselanil)indolizina (Sel) demonstrou atividade scavenger frente ao radical
ABTS™* (PENTEADO et al., 2019). Semelhantemente, o composto 2-(4-
clorofenil)-1-(fenilselanil)indolizina (CISel) tém apresentado atividade scavenger
frente ao radical DPPH (dados ndo mostrados). Nesse sentido, experimentos in
vitro adicionais sdo necessarios para compreender e reforcar a agdo antioxidante
dos respectivos compostos. Assim, o objetivo do estudo foi avaliar o efeito da
Sel, ClISel e MeSel frente aos ensaios antioxidantes FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power) e proteina carbonilada.

2. METODOLOGIA
Os compostos (Figura 1) foram sintetizados no Laboratério de Sintese

Organica Limpa (LASOL) da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). A
atividade antioxidante dos mesmos foi avaliada através dos seguintes
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protocolos: Yoshino e Murakami (1998) para o ensaio de FRAP e Levine e
colaboradores (1990) para o ensaio da proteina carbonilada. Os animais foram
obtidos no Biotério Central da UFPel e manejados de acordo com as normas do
Comité de Etica e Bem-Estar Animal da mesma universidade (CEEA 12231-

2019).
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Figura 1. Estruturas quimicas da 2-fenil-1-(fenilselanil)indolizina (Sel) e derivados
substituidos (ClISel e MeSel).

O ensaio FRAP determina o poder de reducdo dos compostos tendo como
base o complexo oxidado de Fe3*, o 2,4,6-tripiridil-1,3,5- triazina (TPTZ). Assim,
ha a dissolucdo dos respectivos compostos em dimetilsufoxido (DMSO) e a
avaliacdo dos mesmos nas concentragfes de 1, 5, 10, 15 e 25 pM. A solucgéo
FRAP foi preparada misturando 38 mM de acetato de sodio anidro em agua
destilada (pH 3.8), 20 mM FeCls; em agua destilada e 10 mM de TPTZ em 40 mM
de HCIl em proporcbes de 10:1:1. Essa solucéo foi preparada antes de cada
experimento. Os compostos Sel, CISel e MeSel e acido ascorbico (25 pM,
controle positivo) foram incubados com solugdo FRAP a 37°C no escuro por 40
min. Cada experimento foi repetido trés vezes e realizado em duplicata. A
absorbancia foi lida a 593 nm.

Para o ensaio da proteina carbonilada, os camundongos foram
eutanasiados com isoflurano inalado e seus cérebros foram removidos e
armazenados em um freezer a -80°C até o momento do preparo do homogenato.
Os homogeneizados de cérebro foram preparados com tampéo Tris-HCI 50 mM
pH 7.4, 1:10 (peso/volume) e, subsequentemente, diluido 1:8. Em diferentes
tubos de ensaio, os compostos foram adicionados para serem testados nas
concentracfes de 1, 10, 25, 50 e 100 uM. Posteriormente, o homogeneizado foi
adicionado em todos os tubos e, em seguida, o nitroprussiato de sodio (NPS) 1
mM, usado como um indutor de carbonilacdo de proteinas. Os tubos foram
incubados a 37°C durante 2h. Apos este periodo, o HCI 2M foi adicionado nos
tubos controle, e solucdo de DNPH 10 mM nos tubos das concentracfes
testadas, deixando repousar por 1h no escuro e agitando a cada 15 min. Um
volume de 500 ul de tampéo de desnaturacéo, 1,5 ml de etanol, 1,5 ml de hexano
foram adicionados a todos os tubos e, em seguida, foram agitados por 40 s. Em
seguida, os tubos foram centrifugados por 15 min e o sobrenadante foi
cuidadosamente removido. O pellet formado no tubo foi lavado duas vezes com
1 ml de solucéo de etanol (1:1). Apds 2 minutos do periodo de secagem, o pellet
foi ressuspenso com 1 ml de tampé&o desnaturante e lido em espectrofotdmetro
a 370 nm. Cada experimento foi repetido trés vezes e realizado em duplicata.
Além disso, o Trolox foi utilizado como controle positivo na concentracao de 100
MM,

A analise estatistica foi realizada por ANOVA unidirecional seguido pelo
teste post hoc de Newman-Keuls. Os resultados foram considerados
significativos quando p<0.05.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise realizada demonstrou que houve um aumento significativo da
absorbéancia, em relagdo ao grupo veiculo, no ensaio de FRAP (Figura 2) a partir
da concentracao de 5 pM. Ademais, nas concentracdes posteriores tal aumento
foi ainda mais acentuado, demonstrando que 0os compostos possuem potencial
redutor, o qual € um dos mecanismos que podem estar envolvidos na atividade
antioxidante de uma molécula. Em relacdo ao teste da proteina carbonilada
(Figura 3), verificou-se que o NPS induziu significativamente a carbonilacéo
proteica e os compostos testados foram capazes de reverter este parametro a
partir da concentracdo de 10 uM, onde, inclusive, as concentragdes de 50 e 100
MM da MeSel foram capazes de diminuir a carbonilacdo de proteinas a niveis
inferiores ao grupo controle. Os controles positivos de ambos os experimentos
foram estatisticamente diferentes quando comparados ao grupo controle. Além
disso, as selenoindolizinas apresentaram uma maior atividade frente ao FRAP e
a carbonilacdo proteica do que o proprio controle positivo na mesma
concentracgao.
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Figura 2. Avaliacé@o do potencial redutor do ion férrico dos compostos Sel, CISel e
MeSel. Os dados representam a média + EPM de 3 experimentos independentes, e 0s
resultados estdo expressos em absorbancia. (*) Quando comparado ao grupo veiculo (V).
Controle (C); Acido ascoérbico (AA).
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Figura 3. Avaliacdo dos compostos Sel, ClISel e MeSel frente a carbonilacdo proteica.
Os dados representam a média + EPM de 3 experimentos independentes, e os resultados
estao expressos em nmol de carbonila/g de tecido. (*) Quando comparado ao grupo controle
(C); (#) quando comparado ao grupo induzido (I). Trolox (Trlx).
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4. CONCLUSOES

Mediante os dados apresentados, os trés compostos foram capazes de
reduzir o ion férrico. Além disso, os dados obtidos no ensaio da carbonilacao de
proteinas demonstraram a reverséo de tal parametro pelos trés compostos em
baixas concentragbes, evidenciando que 0S mesmos apresentam uma
significativa atividade antioxidante. Os resultados apresentados neste estudo
corroboram com estudos prévios da acdo antioxidante destes compostos
demonstrada em outros ensaios. Mediante os resultados obtidos neste trabalho,
além de uma investigacdo mais profunda acerca destes compostos, 0S mesmos
poderiam ser utilizados para evitar processos pré-oxidativos associados a
diversas patologias.
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