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1. INTRODUCAO

O desequilibrio entre as espécies reativas de oxigénio e as defesas
antioxidantes desencadeiam no organismo 0 estresse oxidativo, esse acaba
gerando danos celulares, contribuindo para o desenvolvimento de diferentes
patologias neurodegenerativas, psiquiatricas e metabdlicas (ZHANG et al., 2019).
Sendo assim, compostos que apresentam efeitos antioxidantes podem ser aliados
ao tratamento e prevencao dessas doencas.

Paralelamente a isso, o selénio é um microelemento essencial que ja
demonstra esse potencial antioxidante. Além disso, derivados de sais de piridina
vém sendo estudados e apresentando resultados promissores como antifangicos,
antibacterianos, anticancerigenos, anticonvulsivantes e antidepressivos (WANG et
al., 2019; YAN et al., 2019; NOGUEIRA et al, 2011). Nesse sentido, sabendo que
varias doengas possuem o0 envolvimento do estresse oxidativo em sua
fisiopatologia, o estudo de compostos derivados de sais de piridinio e contendo
em sua estrutura o elemento selénio pode ser promissor, visto as atividades
biolégicas que cada um exerce. Ademais, ensaios in vitro apresentam uma
elevada importancia por possibilitarem a triagem rapida de novos compostos que
podem ser efetivos em testes in vivo, reduzindo o ndmero total de animais
empregados na pesquisa.

Dado o exposto, o presente trabalho teve como objetivo investigar o
potencial antioxidante dos compostos brometo de 1-(2-oxo-2-feniletil)-2-
((fenilselanil)metil)piridin-1-io0  (3A), brometo de  1-(2-oxo-2-(p-tolil)etil)-2-
((fenilselanil)metil)piridin-1-io (3B) e (brometo de 1-(2-(4-clorofenil)-2-oxoetil)-2-
((fenilselanil)metil)piridin-1-io (3C) (figura 1) por meio de ensaios in vitro.
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Figura 1. Estrutura quimica dos sais 3A, 3B e 3C, respectivamente.

2. METODOLOGIA

2.1 Compostos
Os sais 3A, 3B e 3C foram sintetizados pelo Laboratorio de Sintese
Organica Limpa (LASOL) da Universidade Federal de Pelotas. Os mesmos foram
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solubilizados em agua destilada. Os homogenatos foram preparados com o
cérebro total de camundongos Swiss oriundos do projeto de numero
027542/2021-11 aprovado pela CEUA.

2.2 Ensaio de subtancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS)

A lipoperroxidacdo foi determinada pela técnica do TBARS realizada
segundo a metodologia de OHKAWA et al. (1979) utilizando o método de inducéo
por nitroprussiato de sédio (NPS), um doador de 6xido nitrico. Um homogenato de
tecido cerebral de camundongos foi utilizado como fonte lipidica. Para isso os
cérebros foram homogeneizados em Tris/HCI 50 mM (pH 7.4) na propor¢ao 1:10
(p/v) e centrifugados. O sobrenadante foi utilizado como tecido na técnica. O
grupo controle recebeu o tecido, tris/HCI e agua, o induzido recebeu tecido, NPS,
tris/HCl e agua e os grupos drogas receberam tecido, tris/HCI, NPS, agua e os
respectivos compostos. Foram utilizadas concentracdes de 25, 50, 100, 200 e 500
UM dos sais A, B e C. Além disso, foi utilizado o trolox como controle positivo
(antioxidante padrdo). Os tubos foram incubados por 1 hora a 37°C. Em
sequéncia, receberam &acido tiobarbitarico 10% (TBA), tampé&o de acido acético e
dodecil sulfato de sédio 0.8% (SDS) e foram incubados por 2 horas a 95°C. Apés
a incubacéo foi realizada a leitura espectrofotométrica em 532 nm e os resultados
foram expressos em nmol de TBARS/g de tecido.

2.3 Reacdao de carbonilacdo de proteinas

Esta técnica determina a carbonilacdo de proteinas que indica
modificacBes oxidativas nas proteinas (LEVINE et al., 1990). Foi utilizado um
homogenato de cérebro de camundongos diluido em Tris/HCI 10 mM (pH 7.4) na
proporcdo 1:10 (v/v). Os grupos utilizados foram controle, que recebeu o
homogenato, agua e HCI; induzido, recebendo o homogenato e NPS; veiculo
(dgua destilada) e dinitrofenilhidrazina (DNPH) e o grupo droga que recebeu o
homogenato, NPS, composto A, B ou C e DNPH. O trolox foi utilizado como
controle positivo. Foram utilizadas concentracdes de 25, 50, 100 e 200 uM dos
sais A, B e C. O DNPH (reativo para coloracéo) e o HCI foram adicionados apos a
incubacdo de 2 horas a 37°C e foram novamente incubados por 1 hora a
temperatura ambiente. Foi acrescentado tampdo de desnaturacdo, etanol e
hexano. Os tubos passaram por uma centrifugagao e foi observado a formagéo de
um pellet, que foi lavado com uma solucdo de acetato de etila:etanol (1:1) e
acrescentado tampao de desnaturacado. A leitura espectrofotométrica foi realizada
em 370 nm e os resultados foram expressos em nmol de carbonila/mg de
proteina. A dosagem de proteina do tecido foi realizado pelo método de Bradford
(1976).

2.4 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada pelo software GraphPad Prism 8.0.2 e
para a comparacdo multipla entre os grupos foi utilizada a analise de variancia
ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Tukey. Os resultados foram
expressos como meédia + erro padrdo da média (EPM) e um p<0,05 foi
considerado estatisticamente significativo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados quanto aos niveis de peroxidacao lipidica (TBARS) estao
expostos na figura 2. A ANOVA de uma via revelou que houve um efeito
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significativo dos compostos 3A, 3B e 3C (F7,16=20.00; F@716=14.76 €
Fr16=12.71, respectivamente e p<0,0001). O teste post hoc de Tukey
demonstrou que o NPS foi capaz de aumentar significativamente os niveis de
TBARS quando comparado ao grupo controle. Os compostos A e B (figura 2A e
2B respectivamente) nas concentra¢cdes de 100, 200 e 500 uM e o composto C
(figura 2C) nas concentracbes de 50, 100, 200 e 500 puM foram capazes de
atenuar esse efeito de lipoperoxidacao lipidica in vitro quando comparado ao
grupo induzido (NPS) demonstrando um efeito antioxidante. Esse efeito também
foi observado para o trolox, um analogo da vitamina E, utilizado como antioxidante
de referéncia.
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Figura 2. Efeito protetor dos compostos 3A, 3B e 3C contra a
lipoperoxidacao lipidica induzida por NPS in vitro em homogenato de cérebro de
camundongos em ensaio de TBARS. Os resultados estdo representados em
média + EPM (n= 3 experimentos individuais) e sdo expressos como nmol de
TBARS/g de tecido. Foram analisados por ANOVA de uma via seguida pelo teste
post hoc de Tukey. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 comparado ao NPS. #p<0,05,
#1p<0,01 e ##p<0,001 comparado ao controle.

Os resultados quanto ao ensaio de carbonilagdo de proteinas séao
mostrados na figura 3. As proteinas sofrem modificacbes oxidativas pelas
espécies reativas de oxigénio e dentre essas modificacbes esta a insercdo de
grupos carbonila na cadeia lateral dos aminoacidos das proteinas, sendo
considerada um marcador de dano oxidativo. Assim, a quantificacdo de carbonilas
de proteinas € utilizada para determinar o nivel dano oxidativo celular
(AKAGAWA, 2021). A analise dos dados mostrou uma diferenga estatistica entre
0S grupos para os compostos 3A, 3B e 3C (F,14=47.06, p<0,0001; F,14=9.85,
p=0,0002; F@,14=20.11, p<0,0001, respectivamente). O teste post hoc de Tukey
demonstrou que o NPS, quando comparado ao grupo controle, foi capaz de
induzir dano oxidativo em proteinas, evidenciado pela maior formacao de proteina
carbonila. Esse efeito foi atenuado pelos compostos 3A e 3C nas concentracdes
de 25, 50, 100 e 200 puM (figura 3A e 3C) e pelo 3B na dose de 200 puM (figura
3B), indicando um efeito protetor contra a carbonilacdo de proteinas. Ademais, o
trolox também demonstrou essa redugdo, como era o esperado para um controle
positivo.
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Figura 3. Efeito protetor dos compostos 3A, 3B e 3C frente a carbonilacao
de proteinas induzida pelo NPS em homogenato de cérebro de camundongos in
vitro. Os resultados estao representados em média + EPM (n= 3 experimentos
individuais) e sdo expressos como nmol de carbonila/mg de proteina. Foram
analisados por ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc Tukey. *p<0,05,
**p<0,01 e ***p<0,001 comparado ao NPS. #p<0,05, #*#p<0,01 e ##p<0,001
comparado ao controle.

4. CONCLUSOES

Dado o exposto, pode-se inferir que os compostos 3A, 3B e 3C foram
capazes de diminuir o dano oxidativo em lipidios e proteinas induzido por NPS,
conforme revelado pelos ensaios de TBARS e carbonilacdo proteica,
demonstrando assim seus efeitos antioxidantes. Além disso, 0s experimentos
foram validados com a utilizagdo do trolox como controle positivo antioxidante.
Como perspectivas futuras tém-se 0s ensaios in vivo com o emprego destes sais,
a fim de analisar se esses efeitos observados in vitro sdo reprodutiveis em
espécies animais.
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