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1. INTRODUCAO

A geracao de espécies reativas (ERs) pode ser considerado um processo
fisioldgico pois cumpre fungdes biolégicas importantes ao organismo. A producao
ininterrupta de ERs leva a geracdo de mecanismos de defesa antioxidante, isso
para que ndo ocorram danos decorrentes deste processo (PHANIENDRA et al,
2015). Contudo, uma producéo elevada de ERs pode levar ao processo chamado
de estresse oxidativo, que é decorrente de um desequilibrio no organismo, no qual
as espécies oxidantes estdo em maior quantidade comparados aos compostos
antioxidantes. A geracdo permanente do processo em questdo esta implicada em
diversos problemas ao organismo como, por exemplo, lesdo tecidual e surgimento
de diversas doencas (VALKO et al., 2007).

Desta forma, fica evidente o aumento do interesse nas pesquisas em
compostos com propriedades antioxidantes (FORMAN, ZHANG, 2021). Sabe-se
gue o micronutriente selénio (Se) tem diversas func¢des no organismo e, dentre elas,
pode-se citar a de ser antioxidante (Torres et al., 2021). Os sais de piridinio, uma
classe de moléculas heterociclicas que possuem propriedades de constituicdo
farmacologicamente ativa, vém sendo amplamente pesquisados (He et al., 2019).
Os testes in vitro e ex vivo sdo considerados de facil aplicacdo, sendo testes
normalmente rapidos, simples e ao mesmo tempo considerados seguros para
avaliar a acao antioxidante de diferentes compostos (NWACHUKWU et al, 2021).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi investigar, através de técnicas in
vitro e ex vivo, se os sais de piridinios contendo Se em sua estrutura possuiam
atividades antioxidantes.

2. METODOLOGIA

Os compostos utilizados foram sintetizados no Laboratorio de Sintese
Organica Limpa da Universidade Federal de Pelotas (LASOL, UFPel) e foram
testados nas concentracdes de 5, 10, 25, 50 e 100 puM, sendo dissolvidos em agua
para a realizacdo dos testes.

Para avaliacdo da toxicidade in vivo, foram utilizados camundongos swiss
machos e fémeas pesando de 25 a 35 gramas, sendo colocados em uma sala com
temperatura controlada (22°C = 1°C), com ciclo claro/escuro de 12 horas. Os
experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal
da Universidade Federal de Pelotas (UFPel) sob o nimero 027542/2021-11.
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Figura 1- Estrutura quimica dos compostos

Os trés compostos apresentados na Figura 1 acima, sdo chamados: brometo
de 1-(2-oxo-2-feniletil)-2-((fenilselanil)metil)piridin-1-io (composto 3A), brometo de
1-(2-oxo0-2-(p-tolil)etil)-2-((fenilselanil)metil)piridin-1-io (composto 3B), e brometo de
1-(2-(4-clorofenil)-2-oxoetil)-2-((fenilselanil)metil)piridin-1-io (composto 3C).

Utilizou-se tecido hepatico de camundongos para o teste de carbonilacao de
proteinas, e plasma para ensaios de toxicidade ex vivo.

2.1 Ensaio de carbonilacdo de proteinas: Modificado de Levine et al. (1990),
consiste em avaliar se 0s compostos testados sado capazes de proteger contra 0s
danos oxidativos gerados a proteinas presentes em tecidos. Para a inducdo do
dano, foi utilizado o nitroprussiato de sédio (NPS) e o controle positivo utilizado foi
o Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico  (Trolox). Apdés a
execucao da técnica, foi realizada a leitura no espectrofotometro a 370 nm.

2.2 Atividade scavenger do radical 2,2’-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH):
Esta técnica consiste em avaliar se 0os compostos testados tém a capacidade de
sequestrar o radical livre sintético e reduzir a forma oxidada desse mesmo radical
DPPH. O controle positivo utilizado foi o Acido Ascorbico (AA). Ao final da técnica,
foi realizada a leitura no espectrofotbmetro a 517 nm (SHARMA E BHAT, 2009).

2.3 Atividade mimética da glutationa S-transferase (GST): Os compostos
foram testados para investigar se sdo mimetizadores da glutationa S-transferase
(GST), uma enzima antioxidante que promove a conjugacdo da GSH (um
tripeptideo presente na maioria dos tecidos) a metabdlitos potencialmente
perigosos, formando espécies menos reativas e facilmente excretadas (HABIG et
al. 1974). A reacdo foi acompanhada em espectrofotdmetro a 340 nm por 3 min,
registrando os valores nos tempos de 0 e 180 seg. O controle positivo utilizado foi
o disseleneto de difenil (PhSe)-.

2.4 Analises ex vivo (transaminases plasmaticas e ureia): Apos a
realizacdo do protocolo experimental com camundongos para avaliar a toxicidade
oral aguda do composto 3C (selecionado apds testes in vitro), os camundongos
foram eutanasiados e 0 sangue foi coletado para obtenc&o do plasma, o qual foi
utilizado para analise bioquimica das atividades de alanina aminotransferase (ALT)
e aspartato aminotransferase (AST) e niveis de ureia. Os testes foram realizados
utilizando kits comerciais.

2.5 Andlise estatistica: Os resultados experimentais foram realizados pelo
software GraphPad Prism (versdo 8.0.2). As analises estatisticas foram feitas por
meio de variancia unidirecional (ANOVA), seguido pela aplicacdo dos testes de
Tukey ou Dunnett. Valor de probabilidade de p<0,05 foi considerado significativo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Em relacdo ao ensaio de carbonilacdo de proteinas, visto na Figura abaixo,

observa-se que o composto 3A na concentragcdo de 50 uM (Figura 2A), e 0s
compostos 3B (Figura 2B) e 3C (Figura 2C) na concentracdo de 25 pM, foram
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eficazes, pois reduziram a quantidade de proteina carbonilada quando comparados
com o grupo induzido por NPS (I). O controle positivo (Trolox) também foi capaz de

produzir este efeito.
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Figura 2- Carbonilacdo de proteinas para os compostos 3A, 3B e 3C
respectivamente. Os valores estdo expressos como média + E.P.M. *p <0,05;
**p<0,01 e ***p<0,001 em comparagdo ao grupo induzido. #p<0,05 e *#p<0,01 em
comparacao ao grupo controle. ANOVA de uma via Tukey.

Em relacdo a atividade scavenger do radical DPPH, é possivel observar na
figura 3, que os compostos foram capazes de capturar radicais DPPH. Os
compostos 3A e 3B obtiveram efeitos com a concentragéo de 10 uM (Figura 3A e
B, respectivamente), enquanto o composto C obteve efeito ja com a concentracéo
de 5 uM (Figura 3C). Ademais, como esperado, o AA também teve um efeito de
eliminacao significativo.
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Figura 3- 3A, 3B e 3C respectivamente. Os valores estao expressos como média +
E.P.M. *p <0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 em comparacao ao grupo veiculo. ANOVA
de uma via Dunnet.

Sobre a atividade mimética da glutationa S-transferase (GST), observa-se
que os 3 compostos apresentaram bons resultados, pois foram capazes de agir
mimeticamente a GST nas concentragfes de 25, 50 e 100 uM quando comparados
com o branco (B). Como esperado, o controle positivo (PhSe)2 validou o
experimento, pois demonstrou acdo semelhante & GST, conforme pode ser visto
na Figura 4 abaixo:
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Figura 4- Atividade mimética a GST dos compostos 3A, 3B e 3C. Os valores estédo
expressos como média + E.P.M. **p<0,01 e ***p<0,001 em comparac¢ao ao grupo
branco (B). ANOVA de uma via Tukey.

Dentre os trés compostos testados, o 3C, que é denominado brometo de 1-
(2-(4-clorofenil)-2-oxoetil)-2-((fenilselanil)metil)piridin-1-io, foi 0 que apresentou 0s
melhores resultados. Desta forma, este composto foi escolhido para realizacdo de



"‘ 82 SEMANA

w INTEGRADA XXXI CIC — CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA
' ) UFPEL 2022

testes ex vivo buscando verificar a toxicidade renal e hepatica. Nao foi observada
diferenca significativa ao realizar testes nas doses de 50mg/kg e 300 mg/kg nos
niveis plasmaticos de uréia, ALT ou AST, o que indica que o composto testado (3C)
tem baixo potencial de causar toxicidade oral aguda.

A partir dos resultados acima apresentados, observa-se os efeitos
antioxidantes dos trés compostos contendo Se, com capacidade redutora de
carbonilacdo de proteinas induzida por NPS, possuindo acdes antioxidantes
relacionadas a atividades miméticas a enzima GST. Além disso, 0s compostos, em
baixas concentracdes, exerceram bons efeitos no teste do radical DPPH, no qual
apresentaram boa atividade sequestrante. Ademais, o composto 3C, no teste ex
vivo, demonstrou que possui baixa possibilidade de causar toxicidade oral.

4. CONCLUSOES

ApoOs a analise dos resultados, observou-se que todos os sais possuem
potencial para proteger contra danos oxidativos em tecido hepatico e que sua acao
antioxidante pode ser mediada por diferentes mecanismos. Além disso, sugere-se
um baixo potencial do composto C (selecionado) em causar toxicidade oral aguda
uma vez que 0S animais expostos a tratamentos com o composto 3C nao
apresentaram alteracdes nos marcadores de funcdo hepatica e renal. Portanto,
conclui-se que o composto em questdo € um bom candidato para a continuacdo de
estudos futuros.
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