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1. INTRODUCAO

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo continuamente formadas durante
0 metabolismo do oxigénio (WEISSMAN et al., 2007).Cerca de 1-5 % do total de
oxigénio consumido pela mitocondria € convertido em ERO, através da reducgéo
parcial de oxigénio para o radical anion superéxido (LEE et al., 2012). Em
concentracbes mais baixas, as EROs desempenham papéis importantes na
transducao de sinal, plasticidade sinaptica e a formacdo da memoria (KISHIDA e
KLANN, 2007). Entretanto, em niveis mais elevados, as EROs podem danificar
macromoléculas celulares incluindo lipideos, proteinas e DNA, o que pode
conduzir a morte celular (BRAWEK et al., 2010; VALKO et al., 2006). Nesse
sentido, a procura por novos compostos com potencial antioxidante é de grande
relevancia, como um meio para minimizar os danos causados pelas EROs no
organismo, como por exemplo, 0s compostos organicos de selénio.

O selénio € um elemento necesséario para a expressao de cerca de 25
enzimas, dentre estas a glutationa peroxidase, (FLOHE, 1973), a tiorredoxina
redutase (HOLMGREN, 1989), entre outras selenoproteinas que tém como papel
principal modular o status antioxidante e redox da célula (URSINI et al., 1990).
Além disso, os compostos organicos de selénio possuem atividades bioldgicas ja
descritas na literatura, como propriedades neuroprotetoras antidepressivas e
antioxidantes (VICTORIA et al., 2013, NOGUEIRA et al., 2010, GERSZON et al.,
2012).

Portanto, o objetivo desse trabalho foi de reportar pela primeira vez na
literatura a atividade antioxidante in vitro do (E)-1,2-bis(fenilselenoestireno)-1H-
pirazol.

2. METODOLOGIA

2.1 Composto

O (E)-1,2-bis(fenilselenoestireno)-1H-pirazol foi sintetizado no laboratério
de sintese organica limpa (LASOL), localizado na UFPEL. Para a realizacdo dos
ensaios in vitro, o composto foi diluido em dimetilsulféxido (DMSO) em diferentes

concentracdes (10 - 500 uM).
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Figura 1: Estrutura quimica do composto (E)-1,2-bis(fenilselenoestireno)-1H-pirazol
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2.2 Determinacdo da atividade antioxidante in vitro do (E)-1,2-
bis(fenilselenoestireno)-1H-pirazol frente a radicais livres sintéticos

A atividade sequestrante de radicais livres sintéticos foi avaliada através
dos ensaios DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) e ABTS (2,2- azinobis(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico).

A atividade sequestrante de radicais DPPH foi determinada de acordo com
método proposto por Choi et al (2002). O método DPPH é um método
colorimétrico, baseado na neutralizacdo do radical DPPH por acdo de um
antioxidante. O mecanismo envolve a transferéncia de elétrons e/ou prétons e a
neutralizacdo do radical DPPH produz um decréscimo na absorbancia a 517 nm.

A atividade sequestrante do radical ABTS foi determinada de acordo com
Re et al. (1999). O método envolve a descoloracdo da solugdo contendo o
antioxidante e o radical, a qual ocorre pela reducdo do radical livre através da
doacdo de elétrons e pode ser determinada espectrofotometricamente pelo

decréscimo da absorbancia da solucéo a 734 nm.

2.3 Efeito do (E)-1,2-bis(fenilselenoestireno)-1H-pirazol no potencial redutor
do ion férrico (FRAP)

A capacidade redutora do (E)-1,2-bis(fenilselenoestireno)-1H-pirazol foi
medida através do método descrito por Stratil (2006). Diferentes concentracdes
do composto (10-500 uyM) e o reagente FRAP foram misturadas e incubadas a
37 °C por 40 minutos, na auséncia de luz. O potencial redutor do composto foi
determinado espectrofotometricamente no comprimento de onda 593 nm e o
aumento da absorbancia, comparado ao aumento ao controle, é diretamente
proporcional ao potencial redutor do composto testado.

2.4 Efeito do (E)-1,2-bis(fenilselenoestireno)-1H-pirazol na inibicdo da
oxidacao do &cido linoleico induzida por nitroprussiato de sodio (NPS)

A capacidade do (E)-1,2-bis(fenilselenoestireno)-1H-pirazol inibir a
oxidacdo do &cido linoleico foi determinada através do método descrito por Choi
et al (2002). Neste ensaio o acido linoleico foi utilizado como uma matriz lipidica e
a oxidacao foi quantificada através da determinacdo dos niveis de malondialdeido
(MDA) formado. O MDA ¢ utilizado como um biomarcador da oxidacéo de lipideos
por ser um dos produtos finais da peroxidacao lipidica.

A oxidacdo do acido linoleico foi induzida por NPS (100 uM), onde o NPS
na presenca de luz, produz o radical éxido nitrico (NO). A reacdo ocorre em meio
acido e temperaturas elevadas (95 °C). Apos o periodo de incubacéo, os niveis de
MDA foram determinados espectrofotometricamente (532 nm).

2.3. Analise estatistica

Os resultados estdo apresentados como médias * erro padrdo da média.
As analises estatisticas foram feitas por meio de andlise de variancia de uma via
(ANOVA) seguida pelo teste de comparacdo mdultipla de Tukey, quando
necessario. Os ensaios foram feitos em duplicatas e repetidos pelo menos trés
vezes. A concentracdo que inibe 50% dos radicais (ICsp) foi calculada a partir do
grafico de concentracdo versus % inibi¢cdo, e o valor de inibigdo méaxima (Imax) foi
obtido a partir do maior valor de % inibicdo observado no ensaio.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Efeito do (E)-1,2-bis(fenilselenoestireno)-1H-pirazol nos ensaios DPPH e
ABTS
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O  (E)-1,2-bis(fenilselenoestireno)-1H-pirazol  apresentou  resultado
significativo na maior concentracédo testada (500 uM) no ensaio DPPH, como
pode ser observado na Figura 2A. No ensaio ABTS o composto ndo apresentou
resultado significativo (dados ndo demonstrados).

O mecanismo de neutralizacdo do radical DPPH envolve a transferéncia de
protons e/ou elétrons, enquanto a capacidade sequestrante de radicais ABTS,
envolve a transferéncia de elétrons. Para aprofundar os estudos sobre a
capacidade antioxidante e o mecanismo de acdo do composto, o efeito deste
composto no ensaio FRAP (envolve a transferéncia de elétrons) foi avaliado.
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Figura 2: Avaliagdo da atividade antioxidante do composto (E)-1,2-bis(fenilselenoestireno)-1H-pirazol, (A) no
ensaio DPPH e (B) no ensaio FRAP. Os dados foram apresentados com média + E.P.M das absorbéancias
nos valores a 517 nm (n = 3). Os dados foram analisados através do teste de uma via ANOVA, seguido pelo
teste de comparagédo multipla Tukey. * representa p<0.05, comparado com o controle.

3.2. Efeito do (E)-1,2-bis(fenilselenoestireno)-1H-pirazol no ensaio FRAP

O  (E)-1,2-bis(fenilselenoestireno)-1H-pirazol  apresentou  resultado
significativo na maior concentragao testada (100 uM) (Figura 2B). O poder redutor
do ion férrico (FRAP) esta relacionado com a capacidade de um composto doar
elétrons, portanto a partir destes ensaios € possivel inferir que 0 mecanismo de
acdo antioxidante do composto pode envolver tanto a transferéncia de elétrons,
como a transferéncia de prétons, tendo em vista que 0 composto apresentou
efeito nos ensaios DPPH e FRAP.

3.3. Efeito do (E)-1,2-bis(fenilselenoestireno)-1H-pirazol na oxidagdo do
acido linoleico induzida por NPS

O  (E)-1,2-bis(fenilselenoestireno)-1H-pirazol ~ apresentou  resultado
significativo em concentracdes igual ou maiores do que 50 yM, como pode ser
visto na Figura 3, quando comparado ao grupo induzido. O composto apresentou
uma inibicdo maxima da oxidac&do do &cido linoleico (Imax) de 84,90 £ 6,32% e um
valor de ICso (concentracao que inibe 50% da oxidac&o) de 107,50 + 45,70 uM.

ICsp = 107,50 + 45,70 uM

lmax = 84,90 £ 6,32 %
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Figura 3: Avaliacdo da atividade antioxidante do composto (E)-1,2-bis(fenilselenoestireno)-1H-pirazol no
ensaio da oxidacdo do acido linoléico. Os dados foram apresentados com média + E.M. das absorbancias
nos valores a 532 nm (n = 3). Os dados foram analisados através do teste de uma via ANOVA, seguido pelo
teste de comparagdo multipla Tukey. ** e *** representam p<0.01 p<0.001, comparado com o induzido, e #
diferenca do controle.

4. CONCLUSOES

Os resultados da atividade antioxidante do (E)-1,2-bis(fenilselenoestireno)-
1H-pirazol demonstram o potencial deste como um possivel agente antioxidante.
Mais estudos serdo realizados, com o objetivo de explorar o potencial biolégico do
composto.
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