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RESUMO

WILLE, Ana Paula Bonato. Efeito do composto 4-amino-3-
(fenilselanil)benzenosulfonamida contra o dano oxidativo induzido pelo
envelhecimento em Hamsters. 2022. 63f. Trabalho de Concluséo de Curso —
Centro das Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos, Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas, 2022.

O envelhecimento é um processo multifatorial que causa a diminuicdo da
funcionalidade dos 6rgaos e tecidos, aumentando a susceptibilidade biolégica
para o desenvolvimento de patologias, principalmente renal e hepatico. Com o
envelhecimento, o figado e o rim se encontram sujeitos a lesGes oxidativas
ocasionadas pela superproducdo de espécies reativas (ER). Frente a isso,
destaca-se o composto 4-amino-3-(fenilselanil)benzenosulfonamida (4-APSB),
uma potencial estratégia terapéutica com acdes antioxidante, antinociceptiva e
antiedematogénica. Portanto, neste estudo investigou-se a a¢ao antioxidante do
composto 4-APSB frente aos danos oxidativos induzidos pelo processo do
envelhecimento no tecido renal e hepatico de hamsters machos. Os animais
foram divididos em trés grupos: 1) Jovens, 1) Idosos e Ill) Idosos+4-APSB (n=7-
8 animais por grupo). Os animais do grupo Il receberam o composto 4-APSB (1
mg/kg, i.g.) do 1° até o 8° dia do protocolo experimental. No 12° dia, os animais
foram submetidos a eutanasia e as amostras de figado e rim foram coletadas
para determinacdo do teor de proteinas carboniladas (PCs), dos niveis de
espécies reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS) e dos niveis de ER. A atividade
das enzimas superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx), catalase
(CAT), Na*/K* ATPase renal e os niveis de grupamentos ti6is ndo proteicos
(NPSH) também foram avaliadas. Os resultados mostraram que o0
envelhecimento causou aumento dos niveis de ER no rim e no figado dos
animais idosos. Ainda, foi observado um aumento dos niveis de PCs e de TBARS
nestes tecidos, indicando o aumento dos danos oxidativos a proteinas e lipidios.
Em resposta a isso, no figado houve aumento na atividade das enzimas SOD,
CAT e GPx, enquanto no rim houve inibicdo da atividade das enzimas CAT, GPx
e Na'/K* ATPase e aumento da atividade da SOD. O tratamento com o composto
4-APSB foi capaz de reverter a oxidacao de proteinas e reduzir os niveis de ER,
além de reestabelecer a atividade da CAT no figado e no rim de hamsters idosos.
Em relagédo a GPx e a SOD, o tratamento com o composto 4-APSB foi capaz de
reestabelecer a atividade das enzimas no tecido hepatico e renal,
respectivamente. Os dados obtidos sugerem que o composto 4-APSB pode ser
utilizado como estratégia para reduzir o dano oxidativo renal e hepatico causado
pelo envelhecimento. No entanto, mais estudos sdo necessarios para elucidar
0s mecanismos envolvidos na acdo farmacolégica do 4-APSB nos danos
oxidativos induzidos pelo envelhecimento.

Palavras-chave: Envelhecimento, Estresse Oxidativo, Antioxidante, Selénio-
Sulfurados.



ABSTRACT

WILLE, Ana Paula Bonato. Effect of 4-amino-3-
(phenylselenyl)benzenesulfonamide against aging-induced oxidative
damage in hamsters. 2022. 63f. Undergraduate thesis — Centro das Ciéncias
Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos, Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2022.

Aging is a multifactorial process that causes a decrease in the functionality of
organs and tissues, increasing the biological susceptibility to the development of
pathologies, mainly kidney and liver. With aging, the liver and kidney are subject
to oxidative damage caused by the overproduction of reactive species (RS). In
view of this, the compound 4-amino-3-(phenylselanyl)benzenesulfonamide (4-
APSB) stands out as a potential therapeutic strategy with antioxidant,
antinociceptive and antiedematogenic actions. Therefore, in the present study we
investigated the antioxidant action of 4-APSB against oxidative damage induced
by the aging process in male hamsters’ kidney and liver tissue. The animals were
divided into three groups: I) Young, II) Old and 1ll) Old+4-APSB (n =7-8 animals
per group). Group Il animals received the 4-APSB compound (1 mg/kg, i.g.) from
the protocol’s 15t to the 8" day. On the 12th day, animals were euthanized and
liver and kidney samples were collected to determine the content of carbonyl
proteins (PCs), levels of thiobarbituric acid reactive species (TBARS) and RS
levels. The activity of the enzymes superoxide dismutase (SOD), glutathione
peroxidase (GPx), catalase (CAT), renal Na*/K* ATPase and non-protein thiol
groups (NPSH) levels were also evaluated. The results showed that aging caused
increased levels of RS in the kidney and liver of aged animals. Furthermore, an
increase in PCs and TBARS levels in these tissues was observed, indicating
increased oxidative damage to proteins and lipids. In response to this, there was
an increase in the activity of SOD, CAT and GPx enzymes in the liver, while in
the kidney there was an inhibition of the activity of the CAT, GPx and Na*/K*
ATPase enzymes and an increase in SOD activity. Treatment with the 4-APSB
compound was able to reverse protein oxidation and to reduce ER levels, in
addition to reestablishing CAT activity in the liver and kidney of aged hamsters.
Regarding GPx and SOD, treatment with 4-APSB was able to restore enzyme
activity in liver and kidney tissue, respectively. The data obtained suggest that
the compound 4-APSB can be used as a strategy to reduce renal and hepatic
oxidative damage caused by aging. However, further studies are needed to
elucidate the mechanisms involved in the pharmacological action of 4-APSB on
aging-induced oxidative damage.

Keywords: Aging, Oxidative Stress, Antioxidant, Selenium-Sulfa.
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1. Introducéo

O envelhecimento é um processo natural, universal, progressivo,
multifatorial e dindmico, caracterizado pelo declinio funcional de células e
tecidos®. De acordo com a Organizacdo Pan-Americana de Salde (OPAN), 1 a
cada 6 pessoas terd 60 anos ou mais em 2030, indicando um crescimento
exponencial mundial no nimero de idosos?. Esse crescimento vem sendo
debatido, pois o envelhecimento é associado como fator de risco para o
desenvolvimento de patologias, dentre elas as renais e hepaticas®. De acordo
com o National Council on Aging (NCOA) (2021), aproximadamente 80% da
populagcdo com 65 anos ou mais tem pelo menos uma doenca cronica e 68%
tém pelo menos duas, sendo que as doengas crbnicas renais correspondem a
18% desse percentual e as doencas hepaticas, como por exemplo a hepatite (B
e C), correspondem a 1%?*.

Apesar dos mecanismos envolvidos no processo do envelhecimento
permanecerem pouco elucidados, acredita-se que o aumento dos niveis de
espécies reativas (ER) esteja relacionado ao processo de senescéncia celulars.
As ER sdo moléculas altamente instaveis que participam ativamente do
metabolismo. Quando as ER se encontram em excesso no organismo, seja pela
sua superproducdo ou pelo declinio das defesas antioxidantes, instala-se o
estresse oxidativo, responsavel por causar danos as principais macromoléculas
do organismo®. O acimulo de lesGes oxidativas decorrentes do processo do
envelhecimento desencadeiam alteracdes estruturais nos tecidos renal e
hepatico, favorecendo o aparecimento de patologias®.

Nesse contexto, € imprescindivel a busca por novos compostos que
possam minimizar o0s danos oxidativos induzidos pelo processo do
envelhecimento. Os compostos organicos de selénio vem sendo estudados
como possiveis estratégias terapéuticas, pois o0 selénio € um micronutriente
essencial presente em diversas enzimas antioxidantes’. LEMOS et al. (2021) e
DA MOTTA et al. (2021) descrevem que o0 composto 7-cloro-4-
(fenilselanil)quinolina (4-PSQ), capaz de diminuir a hepatotoxicidade e
nefrotoxicicidade associadas ao tratamento com quimioterapicos em

camundongos jovens®®. Ainda, LUCHESE et al. (2020) descreve o 4-PSQ como
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uma droga antienvelhecimento, revelando sua acéo antioxidante contra os danos
oxidativos causados pelo envelhecimento em tecidos renal e hepatico de ratos
Wistar!®. Somado a isto, os compostos contendo grupamentos sulfonamida
também possuem propriedades bioldgicas ja descritas. SOLIMAN et al. (2020)
descreve um composto derivado de sulfonamida que apresentou atividade
hepatoprotetora em camundongos machos Swiss*?.

Assim, considerando as atividades biolégicas dos compostos organicos
de selénio e sulfonamidas, a sintese de novos compostos Selénio-Sulfurados
pode ser promissora. Em vista disso, 0 composto 4-amino-3-
(fenilselanil)benzenosulfonamida (4-APSB) destaca-se uma potencial estratégia
terapéutica com acdo multialvo'?. Dessa forma, avaliou-se a capacidade
antioxidante do composto 4-APSB frente aos danos oxidativos induzidos pelo
processo do envelhecimento no tecido hepatico e renal de hamsters.

2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Investigar a acdo farmacolégica do composto 4-APSB sobre os danos
oxidativos hepatico e renal induzidos pelo processo do envelhecimento em

hamsters.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar o papel da senescéncia sobre os niveis de ER, de espécies
reativas ao acido tiobarbitlrico (TBARS), assim como o teor de
proteinas carboniladas (PCs) no figado e rim de hamsters;

e Comparar a atividade das enzimas antioxidantes superéxido
dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAT), bem
como os niveis dos grupamentos tidis ndo proteicos (NPSH) no figado

e rim de hamsters jovens e idosos;
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e Investigar o papel do envelhecimento sobre a atividade renal da
enzima Na*/K* ATPase em hamsters;

e Avaliar a acdo antioxidante do composto 4-APSB sobre os marcadores
de estresse oxidativo, mencionados anteriormente, no tecido hepatico

e renal de hamsters idosos.

3. Revisao da literatura

3.1 Envelhecimento

Do ponto de vista historico, o envelhecimento tém sido uma preocupacgao
significativa da humanidade desde o inicio da civiliza¢do, principalmente devido
ao aumento do numero de idosos e com isso, a urgéncia de atender suas
necessidades®®. Dessa forma, no século XX, houve a criagdo de novas
especialidades médicas, a geriatria e a gerontologia, dedicadas ao estudo
exclusivo do envelhecimento, dos idosos e dos aspectos sociais e fisioldgicos
envolvidos neste processo'“. A criacdo destas especialidades concedeu maior
visibilidade aos idosos e como consequéncia, aumentou a expectativa de vida e
a densidade demogréfica desta parcela da populagéo?®®.

De acordo com o relatério mundial de envelhecimento e saude, publicado
pela Organizacdo Mundial da Saude, pela primeira vez na historia a populacéo
mundial pode esperar viver mais de 60 anos!®. Considerando o aumento da
expectativa de vida e a diminuicdo da taxa de natalidade, estima-se que até 2060
o Brasil sera o sexto pais com maior niumero de idosos no mundo, atingindo um
total de 58,2 milhdes de pessoas com 65 anos ou mais®. Com isso, a
manutencdo do bem-estar e da qualidade de vida desta populagéo é crucial,
dado que o envelhecimento esta associado ao inicio e progressao de diversas

patologias?’.
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Apesar de ser um processo natural, o envelhecimento é envolto por uma
cascata de reacOes funcionais e estruturais nocivas a 0Orgaos e tecidos,
denominadas como efeitos deletérios, que envolvem mudltiplos fatores
enddgenos e exdgenos e definem os sinais do “envelhecer”. Da perspectiva
fisiolégica, essas transformacgfes consistem na alteracdo da permeabilidade
cutanea, na diminuicdo da capacidade anti-inflamatéria e da resposta
imunoldgica, na menor produgédo de vitamina D e colageno e na deficiéncia dos
processos de regeneracgdo, cicatrizacdo, percepcdo sensorial e sudoresel’.
Esses fatores auxiliam na fragilizagdo do organismo e aumentam sua
susceptibilidade para o desenvolvimento de doencas, dentre elas as
degenerativas e as neurodegenerativas®®.

Dessa forma, destacam-se as patologias renais e hepéticas, como por
exemplo a doencga renal crénica e a insuficiéncia hepética, que estdo envolvidas
com o processo do envelhecer e atuam debilitando o funcionamento desses
orgaos®. Os mecanismos envolvidos no desenvolvimento destas patologias
ainda sao pouco elucidados, entretanto, existem teorias que o relacionam com o
acumulo de lesdes oxidativas causadas por espécies reativas durante o estresse

oxidativo?®.

3.2Estresse oxidativo

3.2.1 Espécies reativas

As ER sdo moléculas organicas e inorganicas instaveis e extremamente
reativas que fazem parte do metabolismo natural do organismo. Elas podem ser
divididas como radicalares, conhecidas também como radicais livres, e néo-
radicalares. As espécies radicalares sdo caracterizadas por conterem um ou
mais elétrons desemparelhados em sua ultima camada de valéncia, o que as

torna mais instaveis, reativas e com meia-vida curta??. Ja as ER ndo-radicalares,
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ndo possuem elétrons desemparelhados em sua Ultima camada, sendo estas

menos instaveis e reativas (Tabela 1)°.

Tabela 1. Principais espécies reativas radicalares e nao radicalares.

ER radicalares ER néo-radicalares
Hidroxil (OH") Peréxido de hidrogénio (H202)
Radical anion superoéxido (O2") Acido hipocloroso (HOCI)
Oxido nitrico (NO") Oxigénio singleto (102)
fon peroxil (HOH") Oz0nio (Os)
Alcoxila (RO") Peroxinitrito (ONOO")

Fonte: Barreiros et al., 2006 e Martelli et al., 2014.

No organismo, as ER participam de processos metabdlicos de producéo
de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular, sinalizacao celular,
sintese de substancias biolégicas e defesa celular'®2?!, Entretanto, quando em
excesso, essas espécies podem causar lesdes oxidativas as macromoléculas do
organismo, dentre elas os lipideos e as proteinas??.

As ER podem ser subdivididas a partir do atomo no qual o elétron
desemparelhado esta centrado, sendo eles o nitrogénio e o oxigénio. Quando é
no oxigénio, a espécie reativa € denominada como espécie reativa de oxigénio
(ERO), enquanto no nitrogénio sdo denominadas espécies reativas de nitrogénio
(ERN)Z.

3.2.1.1 Espécies reativas de oxigénio (ERO)

O oxigénio é um elemento essencial para o funcionamento do organismo,
pois participa ativamente na oxidacdo de compostos organicos e no metabolismo
energético®*. Uma pequena parcela deste oxigénio é parcialmente reduzido e

produz indmeras espécies altamente reativas, as ERO. Essa redugdo ocorre
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principalmente na mitocdndria, durante o processo de respiracao celular (Figura
1)25,

Cadeia transportadora de elétrons

Complexo IV

Mitocoéndria ————e

90000000006 )OS e

[2H‘+1J?O;+ — H:0 ] X2

Figura 1. Via de reducéo do oxigénio no complexo IV durante a

respiracao celular nas mitocéndrias.

Fonte: Autora.

Na cadeia transportadora de elétrons, etapa final da respiracéo celular, o
oxigénio molecular (O2) recebe quatro elétrons do complexo IV (citocromo-
oxidase), advindos do citocromo c, sendo reduzido a agua. Entretanto, o
processo de transferéncia de elétrons entre os complexos presentes na cadeia
respiratdria envolve o radical ubiquinona ("Q ) como intermediario. Este radical
pode passar um elétron diretamente ao Oz, formando o radical Oz’ - (Equagao
1)28,

O2+e — Oz (2)

O radical O2'~ é um agente redutor formado em todas as células aerobicas.
E instavel em meio aquoso e possui meia-vida de milissegundos, o que dificulta
sua travessia pela membrana?®?’. O radical O2" - participa de processos
metabdlicos essenciais para o organismo, como na liberacdo de Fe?* de

proteinas férricas e na protecdo durante infeccdes virais, bacterianas e
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fingicas?®. A formacéao deste radical desencadeia a producéo de diversas outras
ER, mais citotoxicas e reativas, dentre eles ‘OH, 102 e ONOO" %7,

O radical *OH é o mais reativo do organismo, pois possui a menor meia-
vida entre as ERO, cerca de 10 segundos. Por conta disso, este radical causa
lesBes oxidativas ao RNA, DNA, proteinas, lipidios e membranas celulares do
nacleo e da mitocondria. A formacéo do radical *OH pode ocorrer por duas vias,
por meio da reacao de Fenton (Equacédo 2) ou pela interacdo do H202 com o
radical O2" -, na presenca de metais de transicdo como o Cu* e o Fe?*, ou da

enzima mieloperoxidase (Equacédo 3)%3.

Fe?* + H202 — Fe®*+ HO" + HO" (2)
02" + H202 — HO' + HO + O2 (3)

Diferente do radical ‘OH, o H202 € uma ERO mais estavel e menos reativa
frente a moléculas organicas. O H20: atua nos sistemas biolégicos na
sinalizacdo celular e na defesa contra patdégenos, através da oxidacdo de
residuos de cisteinas. A toxicidade desta ERO esta associada a sua capacidade
de transpor membranas e assim gerar radicais "OH. Além disso, é responsavel
por inativar enzimas, degradar proteinas, como hemoglobina e citocromo c,
oxidar moléculas, como o piruvato e o a-cetoglutarato e macromoléculas, como
os lipideos. A formagéo do H20:2 ocorre principalmente pela dismutagdo do
radical Oz’ pela acdo de enzimas antioxidantes, como também pela (3-oxidacao
de acidos graxos+2°,

Além de fontes enddgenas, as ERO podem ser formadas a partir de
fontes exdgenas, que atuam viabilizando o aumento enddégeno dos niveis de
ERO. Dentre os fatores ambientais que influenciam na formacgéo de ERO estao
a luz ultravioleta, radiagGes ionizantes, poluentes da atmosfera, tabaco,
poluentes quimicos, solventes e pesticidas. Ja os fatores dietéticos incluem
hidrocarbonetos policiclicos aromaéticos e aditivos alimentares?®.

As ERO podem exercer efeitos deletérios sobre todas as macromoléculas
do organismo. Entretanto, os lipideos sdo os mais atingidos, por meio do
processo denominado peroxidagdo lipidica, que acarreta a alteracdo de sua

estrutura e da permeabilidade da membrana plasmatica?®.
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3.2.1.2 Espécies reativas de nitrogénio (ERN)

O o6xido nitrico (NO*) é a ER primordial para a formagdo de uma gama de
ERN. Por possuir somente um elétron desemparelhado, o NO® pode atuar tanto
como doador de elétrons (oxidante) quanto com receptor de elétrons
(antioxidante)®°. Sua producéo intracelular pode ocorrer por meio de um grupo
de enzimas denominadas como Oxido nitrico sintases (NOS), na presenca de
arginina, oxigénio e fosfato de dinucleotido de nicotinamida e adenina (NADPH),
ou por fagocitos, durante processos de infeccdo e inflamacdo. Esta ER
desemprenha um papel fundamental na fisiologia normal, principalmente em
processos homeostéticos, sendo que algumas de suas func¢des consistem na
neurotransmissdo, dilatacdo de vasos sanguineos, relaxamento do tecido
muscular liso e participagdo na resposta imune3l. A toxicidade do NO* esta
associada a capacidade de reagir com o radical O2" - e produzir outras ERN,
como o ONOO" (Equacéo 4)%3.

NO" + Oz~ — ONOO" (4)

O ONOO" ¢ a principal fonte de danos oxidativos a aminoacidos, pois atua
inativando enzimas e comprometendo a funcdo de proteinas por meio de
reacdes de nitrosacédo. Pelo mesmo mecanismo, a ERN causa danos as bases
nitrogenadas do DNA, em especial a guanina, ocasionando a formagéo da 8-
nitroguanina, além de causar a oxidacdo da hemoglobina formando a
metahemoglobina, prejudicando a oxigenacgéo dos tecidos3.

Além da reagdo com o radical Oz -, 0 NO*também pode reagir com o Oz,
formando o NO2, que pode reagir com outra molécula de NOz, ou com o NO-,
formando triéxido de dinitrogénio (N203) (Equacao 5) e o tetroxido de dinitrogénio
(N204) (Equacdo 6), respectivamente®2. Ambas as moléculas em meio aquoso
podem formar ions nitritos (NOz2) e nitratos (NOz’), que reagem com 0s acidos

gastricos e formam o acido nitroso (HNO32), que causa danos as bases do DNA%,



22

'NO +°'NO2 = N203+ H:.O — 2NO2" + 2H* (5)
NO2 + NO2 = N204 + H20 — NO2"+ NO3"+ 2H* (6)

Assim como as ERO, as ERN também podem ser formadas a partir de
fontes exdgenas, como exposicdo a fumaca de cigarro, radiacdo solar ou

ionizante e poluicdo ambiental®3.

3.2.2 Antioxidantes

A sucessiva exposi¢cao do organismo a ER levou-o a criar mecanismos de
defesa para eliminacdo destes agentes deletérios. Como consequéncia da
evolucao surgiram as defesas antioxidantes, que sdo substancias responsaveis
por atrasar ou inibir as taxas de oxidagcdo, mesmo que presentes em baixas
concentracdes. Estas defesas podem ser classificadas como enzimaticas e ndo
enzimaticas e agem sinergicamente para promover a protecdo da célula contra
os danos oxidativos3+3,

Os antioxidantes podem atuar por meio de diferentes mecanismos de
protecdo: o preventivo, impedindo a formacéo das ER e atuando como primeira
linha de defesa; o interceptor, por meio da retencdo das ER geradas por fontes
enddgenas ou exdgenas, evitando a ocorréncia de danos as macromoléculas; e
o reparador, por meio do reparo das lesbes causadas pelas ER, bem como a

inativacdo de seus metabolitoss®.

3.2.2.1 Antioxidantes ndo enzimaticos

O grupo dos antioxidantes ndo enzimaticos incluem os compostos de
baixo peso molecular, como o &cido ascorbico (vitamina C), o a-tocoferol

(vitamina E), os flavondides e a glutationa®*3¢, O &cido ascoérbico possui
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capacidade antioxidante em meio aquoso, principalmente através da eliminacéo
de ERO. Pode atuar em conjunto com a vitamina E, com carotendides ou com
enzimas antioxidantes. Além disso, possui capacidade de reduzir o radical livre
do a-tocoferol, regenerando sua estrutura, e aumentar os niveis de glutationa.
Ja o a-tocoferol exerce sua agcdo antioxidante em meio lipossoluvel, reagindo
com acidos graxos poliinsaturados e com radicais peroxil, sendo eficaz contra as
reacoes em cadeia da peroxidacéao lipidica®®.

A glutationa, conhecida também como tripeptideo glutationa (GSH),
formada pelo glutamato, cisteina e glicina, é o principal antioxidante tiol nédo
proteico. Atua principalmente como cofator enzimatico, no transporte de
aminoéacidos por meio da membrana e na regeneracao das vitaminas E e C, além
de eliminar diretamente algumas ERO. A glutationa esta presente em
abundéancia principalmente no citosol, nicleo e mitocdondria, podendo ser
encontrada na sua forma reduzida (GSH) ou na sua forma oxidada (GSSG). A
relacéo entre GSH/GSSG é um parametro de medida do estresse oxidativo®®.

Os flavondides sdo importantes antioxidantes e quelantes advindos de
metabdlitos vegetais, constituidos por anéis fendlicos e piranos. Suas
propriedades bioldgicas estdo intrinsicamente associadas a seus grupamentos
hidroxila, o que determina sua acdo como antioxidante ou como modulador
enzimatico. Deste modo, os flavonéides podem atuar contra o estresse oxidativo
através da quelacdo de metais, na eliminacdo de radicais peroxil e na inibicao
da lipoperoxidacdo3-.

Existem ainda inimeros outros antioxidantes ndo-enzimaticos que atuam
protegendo o organismo da agdo de ERO e ERN, denominados nutrientes
minerais essenciais. Como exemplo tém-se o Zinco, o Cobre, o Selénio, o Ferro

e 0 Manganés, que participam do sistema antioxidante associados a enzimas®.

3.2.2.2 Antioxidantes enziméticos

As defesas antioxidantes enzimaticas estdo presentes em grande

guantidade no organismo, distribuidas tanto no meio intracelular quanto no
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extracelular. Como exemplos dessas defesas tém-se as enzimas enddgenas
superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT)3.

As metaloenzimas SOD possuem papel essencial na sobrevivéncia das
células aerdbicas e estdo presentes em varias formas no organismo humano. As
isoformas SOD 1 e SOD 3 encontradas no citosol e no liquido extracelular,
respectivamente, utilizam como cofator o cobre e o zinco. Enquanto a SOD 2,
presente nas mitocondrias, utiliza o manganés. Essas enzimas realizam a
reacdo de dismutacdo do radical Oz em H202 e Oz, que é responséavel pela
formacao das demais ERO. O H202 formado pode ent&o ser transformado em
H20 e Oztanto pela GPx, quanto pela CAT?.

A enzima GPx reduz uma variedade de hidroperoxidos (ROOH e H20:2) de
forma indireta em H20 e Oz, usando-0s como substrato para a oxidagéo da GSH
em GSSG, prevenindo danos oxidativos em tecidos. A GPx possui em seu sitio
ativo um residuo de selenocisteina, contendo um atomo de selénio por
subunidade da enzima. A atividade a GPx demonstra ter correlagéo positiva com
a ingestao dietética do mineral, logo, a deficiéncia de selénio no organismo pode
levar a diminuicdo da atividade da enzima32,

A CAT, ao contrario da GPx, € uma enzima especifica para a conversao
do H202 em H20 e O2. Pode ser encontrada principalmente nos peroxissomos
das células aerbbicas hepaticas e nos eritrécitos. Possui uma constante de
velocidade elevada, na ordem de aproximadamente 107, indicando sua rapidez
na reducdo do H202. Somado a isso, também possui uma das maiores taxas de
renovacdo entre as enzimas, podendo converter cerca de 6 milhdes de
moléculas de H2O2 a cada minuto®®. A figura 2 demonstra como as principais

enzimas antioxidantes enddgenas se relacionam no organismo.
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Figura 2. Esquema simplificado da geracédo de ERO a partir da
mitocondria e a acao do sistema de defesa antioxidante composto pelas
enzimas SOD, GPx e CAT.

Fonte: Autora.

3.2.3 Lesdes oxidativas as macromoléculas

3.2.3.1 Peroxidacéao lipidica

25

A peroxidacado lipidica € um dos principais danos as macromoléculas

causadas pelas ER. Os acidos graxos poli-insaturados (AGPI), com elevado

namero de ligacdes duplas, como é o caso do acido araquidénico, linoleico e

linolénico, sdo mais suscetiveis aos danos oxidativos*®. O processo de

lipoperoxidagéo pode ser definido como uma cascata de reagdes radicalares

resultante da acdo de ER, principalmente os radicais hidroxila e hidroperoxila,

sobre os AGPI. Esses radicais atuam por meio de trés etapas, a iniciacdo, a

propagacao e a terminagdo*42,

Na iniciacao, o AGPI sofre acdo de uma ER capaz de capturar um atomo

de hidrogénio do grupo, formando um radical de carbono. Esse radical passa por

um rearranjo formando um dieno conjugado, ou, em meio aerdbico, se combina
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com o oxigénio originando o radical peroxila. Esse radical pode abstrair um
hidrogénio de outro acido graxo, gerando outros radicais de carbono e assim
dando continuidade a etapa de propagacéo. Nesta etapa, formam-se os radicais
peroxido lipidicos, pela reacdo do radical peroxila com um hidrogénio, que séo
oxidados a hidroperoxidos lipidicos (LOOH). Esses hidroperéxidos sofrem novas
reacoes de fragmentacao oxidativa, gerando aldeidos a,B-insaturados, como é o
caso do malondialdeido (MDA), o 4-hidroxinonenal (4-HNE) ou a acroleina, que
servem como indicadores de lipoperoxidagao . A etapa de terminagéo ocorre pela
aniquilacéo dos radicais, formando produtos néo radicalares*344,

A formacdo dos produtos de peroxidacéo lipidica afeta diretamente as
propriedades fisicas das membranas celulares, por meio da interrupcdo da
assimetria lipidica que gera despolarizacdo da membrana, aumentando sua
fluidez e permeabilidade. Além disso, por sua elevada reatividade, a maioria dos
produtos da peroxidacao lipidica podem reagir com outras macromoléculas do
organismo, como por exemplo outros lipideos e proteinas, promovendo a

formacéo de adutos e levando a disturbios no metabolismo celular®4.

3.2.3.2 Oxidacdao de proteinas

As proteinas sdo os componentes mais abundantes dos sistemas
biolégicos e desempenham um papel essencial em diversas funcdes celulares,
desde a mitose celular até a participacdo em sistemas de transporte. Com isso,
essas macromoléculas estdo frequentemente expostas a ER que causam
modificagcOes oxidativas estruturais. Dentre essas modificacdes estéo a perda do
grupamento sulfidrila (SH), a formacéo de proteinas carboniladas e a formacéao
de adutos de peroxidacgéo lipidica®.

As modificacdes oxidativas mencionadas podem ocorrer pela acdo de
uma série de ERO e ERN, bem como por outros subprodutos do estresse
oxidativo. Quando uma proteina funcional perde seu grupamento SH ou sofre
carbonilacdo, consequentemente, ela também pode perder sua capacidade

catalitica, antioxidante e algumas de suas fungbes especificas (ligagbes com
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metais e aminoacidos). Os peroxidos formados como subprodutos da oxidacao
de proteinas podem atuar oxidando outras macromoléculas, como o0 DNA,
formando ligacdes cruzadas DNA-proteinas e outras mutagces*®4’.

A formacédo de derivados de carbonil proteicos pode ocorrer a partir de
modificagdes quimicas diretas em residuos de lisina, arginina, prolina e treonina,
ou por reacdes secundarias de residuos de cisteina, histidina ou lisina. Nao &
possivel distinguir os produtos formados a partir de oxidacdes diretas ou
secundarias, por isso, utiliza-se os niveis gerais de proteinas carboniladas (PCs)
como marcadores do estresse oxidativo. Os niveis de PCs vém sendo
relacionados a uma série de doencas associadas ao envelhecimento, como por
exemplo a doenca de Alzheimer, a doenca pulmonar crénica, a insuficiéncia

renal cronica e a diabetes*8.

3.2.4 Desequilibrio redox e envelhecimento

Para que a homeostase do organismo seja conservada é necessario que
haja equilibrio entre a producao das ER e a atividade das defesas antioxidantes.
Quando a producdo destas espécies supera a capacidade das defesas
antioxidantes em eliminé-las, instala-se o estresse oxidativo. Neste quadro, as
ER podem atuar danificando as macromoléculas do organismo, dentre elas os
lipidios, as proteinas e o0 DNA, levando a modificacGes oxidativas estruturais e,
em Ultimos casos, sua inativacdo®®. O acumulo de danos oxidativos no
organismo é associado ao aparecimento de doencas degenerativas, que estao
intrinsecamente associadas ao envelhecimento®°.

A teoria dos radicais livres do envelhecimento proposta pelo
gerontologista Denham Harman em 1956, postula que o envelhecimento € um
processo decorrente do acumulo de danos oxidativos resultantes de reacdes
radicalares e seus metabdlitos®. Nesta teoria, os danos oxidativos séo possiveis
causadores das denominadas marcas da idade, dentre elas as quatro marcas
primarias (instabilidade genémica, atrito de teldomeros, alteracdes epigenéticas e

perda de proteostase), as trés marcas antagonicas (desregulacéo de nutrientes,
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disfuncdo mitocondrial e senescéncia celular) e as duas marcas integrativas
(exaustdo das células-tronco e comunicacéo intracelular alterada)®!. O status
antioxidante de um organismo, ou seja, a qualidade e a quantidade das defesas
antioxidantes podem determinar a frequéncia e a rapidez com que essas marcas
se expressardo®?.

Como consequéncia do processo de envelhecimento, ha o declinio geral
da capacidade das defesas antioxidantes do organismo. Acredita-se que esse
fendbmeno ocorra principalmente pelo envelhecimento estar associado a
deterioragdo da sintese proteica e da capacidade de diferenciacdo celular.
Sendo assim, o aumento de ER causa o consumo e degradacdo dos
antioxidantes, que provavelmente ndo sao repostos durante o processo do

envelhecimento, aumentando a fragilizagdo do organismo?°:°°,

3.3. Atividade biolégica de compostos organicos de selénio e

sulfonamidas

Nos ultimos anos, pesquisadores tém buscado desenvolver compostos
organicos que possuam um ou mais grupos funcionais, com o objetivo de
maximizar suas propriedades biolégicas. Em especial, tém-se voltado a atencdo
para a sintese de compostos organoselénio, pois o selénio € um micronutriente
essencial para o funcionamento do organismo. Este oligoelemento esta
envolvido no processamento da resposta imune, na manutencao das funcdes
cardiovascular e cerebral, assim como na homeostasia da sinalizacao redox,
principalmente por estar presente em enzimas e proteinas, como é o caso da
GPx e da selenocisteina®2.

Diversos estudos ja publicados na literatura com compostos organicos de
selénio demonstram suas ac¢fes antioxidantes, ansioliticas, anti-inflamatérias,
imunossupressoras, antivirais, antinociceptivas, antiedematogénicas,
neuroprotetoras e antimicrobianas 3%, Além disso, destaca-se também que
esses compostos apresentam efeitos farmacologicos relevantes em doses

baixas e apresentam pouca ou nenhuma toxicidade, sendo possiveis estratégias
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terapéuticas multialvo®. Somado a isto, os compostos organicos de selénio
podem atuar revertendo os danos oxidativos nos tecidos renal e/ou hepatico, que
podem ser causados por diversos fatores, como por exemplo pelo
envelhecimento ou pelo tratamento com quimioterapicos em roedores, como

evidenciado por estudos publicados por diferentes grupos de pesquisa (Tabela
2)10,65,66,67,68,69,70.

Tabela 2. Compostos organicos de selénio que atuam protegendo os tecidos

renal e/ou hepatico.

Dose
oo - o o ~ Efeito Ay i
Estrutura quimica Espécie (n° administracdes) Referéncia
Se/F'h
A :
m Rato 5 mg/kg (7) Ant- LUCHESE, et al
ol N 9’kg envelhecimento ’ '
2020
7-cloro-4-
(fenilselanil)quinolina
e C E Camundongo 50 e 100 mg/kg (6) Nefroprotetor WILHELM, et al.
p-metoxil-difenil 2012
disseleneto
‘ SeCN
H Camundongo 3 mg/kg (9) Nefroprotetor CHAKRABORTY,
‘ etal. 2011
Difenilmetil
selenocianato
OH
Vi
= WILHELM et al.
P P Rato 25 mg/kg (1) Hepatoprotetor 2010
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3-Alquinil selenofeno

@S Rato 100 pmol/kg (1) Hepatoprotetor BORGES et al.
S_@ 2005

Disseleneto de difenila Camundongo 1 mg/kg (35) Hepatoprotetor e FREITAS et al.

nefroprotetor 2009
O
Se Cl

4,4 — Dicloro-difenil
disseleneto

Rato 10 mg/kg (7) Hepatoprotetor HECK 2016

Assim como 0s compostos organicos de selénio, as sulfonamidas também
possuem propriedades bioldgicas ja elucidadas na literatura. Os registros da
atividade farmacologica das sulfas surgiram em meados de 1938, com a
sulfapiridina, um farmaco capaz de tratar a pneumonia pneumocécica e com um
amplo espectro antimicrobiano. Com o passar dos anos, foram sintetizados os
farmacos sulfatiazolina e sulfadiazina, que atuaram melhorando alguns dos
efeitos adversos das sulfas mais antigas’!. Atualmente, inUmeros estudos
publicados descrevem as ag¢bOes antitumorais, hipoglicemiantes, anti-
inflamatérias, antimicrobianas, anticancerigenas e antipsicoticas das
sulfonamidas’?7>.

A sintese de compostos contendo fracdes organoselénio e sulfonamidas
levam a farmacos com atividades biolégicas promissoras, como por exemplo o
4-amino-3-(fenilselanil)benzenosulfonamida (4-APSB). O 4-APSB (Figura 3) é
um composto organico de selénio que contém em sua estrutura um grupamento
benzenosulfonamida. Estudos recentes demonstram que este composto possuli
propriedades antioxidantes, antiedematogénicas e antinociceptivas. Em testes
com camundongos machos da raga Swiss, o composto demonstrou atenuar a
hiperalgesia mecanica induzida pelo Adjuvante Completo de Freund (CFA), além
de exercer acao antinociceptiva no teste da placa quente, principalmente na dose

de 1 mg/kg, sem influenciar na atividade locomotora e exploratéria dos animais?2.
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Figura 3. Estrutura quimica do composto 4-amino-3-

(fenilselanil)benzenosulfonamida (4-APSB).

Como observado, o crescente estudo sobre compostos organicos
Selénio-Sulfurados tem despertado a curiosidade sobre suas possiveis acoes
farmacoldgicas. Em especial, tém-se buscado estudar a possivel acao
antioxidante do composto 4-APSB frente a danos oxidativos nos tecidos renal e

hepéatico'?.
4. Materiais e métodos

4.1 Animais

Os experimentos foram realizados em hamsters machos adultos, com 2
meses de idade, e hamsters machos idosos, com 20 meses de idade, advindos
do Biotério Central da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Os animais
foram alojados em gaiolas com livre acesso a 4gua e comida. Foram mantidos
em uma sala sob ciclo claro/escuro de 12 horas (luzes acesas as 7:00 am), a
temperatura (22 £ 2 °C) e umidade (75 £ 5 %) constantes. Os experimentos
realizados foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFPel
(CEUA 4506-2017), bem como estéo de acordo com National Institute of Health
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH n° 80-23, revisadas em

1996). Todos os esforcos foram feitos para minimizar o nUmero de animais



32

utilizados e seu desconforto durante e apdés a realizacdo do protocolo

experimental.

4.2 Drogas

O composto 4-APSB foi sintetizado no Laboratério de Sintese Orgéanica
Limpa (LASOL) da UFPel, de acordo com a metodologia de SACRAMENTO et
al., (2022)*2. O composto foi obtido com um rendimento de 80% e as analises de
ressonancia magnética nuclear (RMN) de H e 3C mostraram dados analiticos
e espectroscopicos em total concordancia com a estrutura quimica atribuida.

Os demais reagentes utilizados para a realizagdo dos ensaios eram de

grau analitico e foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich.

4.3 Protocolo experimental

Para a realizagdo do protocolo experimental (Figura 5), conforme
LUCHESE et al. (2020)!°, os hamsters foram divididos em trés grupos
experimentais, sendo eles I) Jovens, Il) Idosos e Ill) Idosos+4-APSB, com 7-8
animais por grupo. Os animais do grupo lll receberam o composto 4-APSB na
dose de 1 mg/kg, diluido em dleo de canola, pela via intragastrica (i.g), do 1° até
0 8° dia do protocolo experimental. No 12° dia, os animais foram submetidos a
eutanasia, e as amostras de figado e rim foram coletadas para posteriores

analises.
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Figura 4. Esquema do protocolo experimental utilizado.

Fonte: Autora.

4.4 Dosagens bioquimicas (Ex vivo)

4.4.1 Preparo da amostra

No dia da eutanasia os animais foram anestesiados com isoflurano e
posteriormente coletou-se as amostras de interesse. As amostras de figado e
rim foram dissecadas e em seguida lavadas com solugéo salina fria (0,9%).
Posteriormente, as amostras foram homogeneizadas com Tris-HCI 50 mM pH
7,4, na proporcao de 1:10, e centrifugadas a 2500 rpm por 10 minutos. Apos a
centrifugacéo, retirou-se o sobrenadante (Si1) para determinar a quantidade de
proteinas, niveis de TBARS, niveis de ER, atividade das enzimas SOD, GPx,
CAT e Na*/K* ATPase e niveis de NPSH.
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4.4.2 Determinacdo de proteinas

A quantidade de proteina dos tecidos foi dosada de acordo com
BRADFORD (1976)76, por meio da adicdo de 2,5 mL de Comassie e 45 uL de
Tris HCI 50 mM pH 7,4 a 5 pL do Si. Apos 10 minutos, a leitura foi realizada a
595 nm e o resultado foi expresso em mg/mL, usando albumina de soro bovino

(1 mg/mL) como padréo.

4.4.3 Determinacao de parametros do estresse oxidativo

4.4.3.1 Niveis de TBARS

Os niveis de TBARS foram determinados a partir de OHKAWA et al.
(1979)77. Neste ensaio, foram adicionados 200 pL do Si, 500 pL de &cido
tiobarbitarico 0,8% (TBA), 500 puL de tampé&o acido acético pH 3,4, 100 uL de
agua e 200 pL de dodecil sulfato de sddio (SDS) 8,1%. O sistema foi incubado
durante duas horas a 95 °C e a absorbancia foi medida a 532 nm. O resultado
foi expresso em nmol de MDA/mg de proteina e corresponde a medida de

lipoperoxidacao dos tecidos analisados.

4.4.3.2 Teor de PCs

O teor de proteinas modificadas oxidativamente foi quantificado através
de YAN et al. (1995)’® e LEVINE et al. (1990)°. Inicialmente o tecido foi
homogeneizado com Tris HCl 10 mM pH 7,4 na proporcdo de 1:8 (vol/vol) e

diluido na proporcdo de 1:10 com o mesmo tampdo. Em seguida, 1 mL da
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diluicdo foi misturada com 200 pL 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) 10 mM ou 200
puL de HCI 2 M. Apds, os tubos foram incubados, a temperatura ambiente,
durante 1 hora no escuro, sendo submetidos a agitacéo a cada 15 minutos.

Em sequéncia, adicionou-se aos tubos 500 pL do tampdo de
desnaturacao (tampéao fosfato de potassio 150 mM pH 6,8 contendo 3% de SDS),
1,5 mL de hexano (99,5%) e 1,5 mL de etanol (95,5%). Os tubos foram
submetidos novamente a agitacao durante 40 segundos e centrifugacao, durante
15 minutos a 3000 rpm. Ao final da centrifugacéo, os pellets formados foram
lavados duas vezes com 1 mL de acetato de etila/etanol 1:1 (vol/vol) e
ressuspensos em 1 mL de tampédo de desnaturacdo. A absorbancia foi medida
a 370 nm. O total de proteinas carboniladas foi expresso em nmol de teor de
carbonila/mg de proteina, utilizando para o célculo o coeficiente de extin¢do
molar de 22.000 M-Y/cm.

4.4.3.3 Niveis de ER

Os niveis de ER foram determinados a partir de LOETCHUTINAT et al.,
(2005)8°, por meio de um método espectrofluorimétrico, com incubacéo durante
60 minutos, de 20 pL de Sicom 2460 pL de Tris HCIl pH 7,4 10 mM e com 20 pL
de 2,7-diclorofluoresceina (DCFH-DA). A avaliacdo da quantidade de ER
intracelular ocorreu pela oxidacdo do DCFH-DA em dicloroflurosceina
fluorescente (DCF). Para deteccao do DCF utilizou-se a emissao da intensidade
de fluorescéncia de DCF capturada em 525 nm e a extingdo em 488 nm. O

resultado foi expresso como unidade arbitraria de fluorescéncia (UF).

4.4.4 Defesas antioxidantes
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4.4.4.1 Niveis de NPSH

Os niveis dos grupamentos tibis ndo proteicos foram analisados pelo
método de ELLMAN (1959)8!. Adicionou-se a 100 pL do Si, 100 pL de éacido
tricloroacético (TCA) 10%. Em seguida, os tubos foram centrifugados durante 10
minutos a 3000 rpm e o pellet formado pela desnaturacéo foi descartado, sendo
somente o sobrenadante utilizado.

A uma aliquota de 100 pL do sobrenadante adicionou-se 850 pL de TFK
1 M pH 7,4 e acido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB). A leitura foi realizada a

412 nm e o resultado foi apresentado como nmol de NPSH/ g de tecido.

4.4.4.2 Atividade da SOD

A atividade da enzima SOD foi avaliada através de método descrito por
MISRA e FRIDOVICH (1972)%, o qual baseia-se na capacidade da enzima de
inibir a auto-oxidacdo da epinefrina. Para isso, o Si1 (0, 6, 12 ou 18 pL) foi
adicionado a diferentes volumes (260, 254, 248, 242 L) de tampao de carbonato
de sdodio (Na2CO3) 0,05 mol/L, respectivamente. A adicdo de 30 L de epinefrina
marcou o inicio da reacédo. A reacédo de cor foi medida espectrofotometricamente
a 480 nm e a atividade da enzima foi expressa em U/mg de proteina, sendo U a
unidade da enzima definida como a quantidade necessaria de enzima para inibir

a auto-oxidacao da epinefrina em 50% a 26 °C.

4.4.4.3 Atividade da GPx

A atividade da enzima GPx consiste na dismutagdo de peroxido de
hidrogénio (H202) na presenca de S: a 340 nm. Para isso, de acordo com
WENDEL (1981)8, adicionou-se a 10 pL de Si, 170 pL do sistema contendo
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glutationa reduzida (GSH)/NADPH/glutationa redutase (GR). O inicio da reacéo
se deu pela adigéao de 20 pL de H202, que atua na reagéo como substrato, sendo
reduzido pela GPx e formando a glutationa oxidada (GSSG) a partir da GSH. A
GSSG é entdo novamente regenerada a GSH por acdo da GR, as custas de
NAPH. Logo, a atividade da enzima pode ser medida indiretamente pelo
decaimento de NAPH no meio. O resultado é expresso em nmol/minuto/mg de

proteina.

4.4.4.4 Atividade da CAT

A avaliacdo da atividade da CAT foi realizada conforme AEBI (1984)% por
meio do monitoramento da taxa de desaparecimento do substrato, H202 no S: a
240 nm, durante um intervalo de 2 minutos. A reacéo iniciou com a adi¢cdo de
105 pL de H20:2 e de 40 pL de S1 a um meio contendo 960 pL de tampéo fosfato
de potéssio (TFK) 50 mM pH 7,0. Os resultados foram expressos como unidade
(U) CAT/mg de proteina.

4.4.45 Atividade da Nat*/K* ATPase renal

A atividade da enzima Na*/K* ATPase renal foi dosada conforme FISKE
e SUBBAROW (1925)%. Misturou-se 50 pL do S: com 380 pL de um sistema
contendo NaCl 125 mM, MgCl2 3 mM, KCI 20 Mm e o tampé&o Tris-HCI pH 7,4.
As amostras foram pré-incubadas durante 10 minutos a 37 °C e a reacao foi
iniciada com a adicdo de 50 pL de Adenosina Trifosfato (ATP) 3 mM. Apos 30
minutos de incubacao a reacao foi cessada com 250 uL de acido tricloroacético
(20%) com HgCl2 10 mM. Ao final da incubagédo as amostras foram centrifugadas
por 5 minutos a 2000 rpm e 200 puL do sobrenadante foram repassados para
tubos contendo 200 pL de molibdato de aménio 2%, 1300 uL de agua e 20 pL

de &cido ascorbico. A leitura foi realizada no comprimento de onda de 650 nm.
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Como controle repetiu-se o experimento utilizando ouabaina 0,1 mM (20 pL em
cada tubo), que atua inibindo a enzima Na*/K* ATPase.

O célculo da atividade da enzima foi realizado a partir da diferenca entre
a quantidade de fosfato inorganico (Pi) encontrado ap6s a incubagado do ensaio
sem ouabaina e com ouabaina, sendo que essa foi expressa em nmol de

Pi/min/mg de proteina.

4.5 Andlise estatistica

A andlise dos dados foi realizada com o auxilio do Software GraphPad
Prism ® 8, por meio da analise de variancia unidirecional (ANOVA) de uma via,
seguida pelo teste de comparacao multipla de Tukey. Os dados foram expressos
como média * erro padrdo da média (E.P.M.) e a normalidade dos dados foi
avaliada pelo teste de normalidade omnibus de D’Agostino e Pearson. Valores

de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

4.6 Equipamentos

4.6.1 Espectrofotobmetro UV-Vis

Para realizar a medida da absorbancia das solu¢bes utilizou-se o
espectrofotdmetro digital UV Visivel da marca Kasuaki (Figura 5), modelo IL-593-
Bl, que realiza leituras na faixa de comprimento de onda de 190 a 1100 nm. As
cubetas empregadas variaram de acordo com o comprimento de onda do ensaio,

sendo elas de quartzo (regido ultravioleta), vidro e plastico (faixa visivel).
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Figura 5. Espectrofotémetro digital da marca Kasuaki.
Fonte: DsysLAB.

4.6.2 Fluorimetro

Para a realizacdo das medidas de fluorescéncia da solugdes utilizou-se
o Fluorimetro da marca Shimadzu, modelo RF-5301PC (Figura 6), que realiza
leituras em uma faixa de varredura de 220 a 990 nm. A cubeta utilizada foi a de

quartzo.

Figura 6. Fluorimetro da marca Shimadzu.
Fonte: USP.
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5. Resultados e Discussao

5.1 Resultados

5.1.1 Determinacéo de parametros do estresse oxidativo

5.1.1.1 Niveis de TBARS

Na Figura 7A-B é possivel observar que os niveis de lipoperoxidacdo no
grupo dos hamsters idosos foram significativamente maiores que no grupo de
hamsters jovens, tanto em tecido hepatico (Figura 7A) quanto renal (Figura 7B).
Os resultados também demonstraram que o tratamento com o composto 4-APSB
nao foi capaz de reverter a oxidacao de lipidios, tanto no figado quanto no rim
de hamsters idosos.
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Figura 7. Efeito do composto 4-APSB nos niveis de TBARS em
amostras de figado (A) e rim (B) de hamsters jovens e idosos (n=7 animais por
grupo). (*) p<0,05, (**) p<0,01, (***) p<0,001 quando comparados ao grupo dos

animais Jovens. (ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Tukey).



41

5.1.1.2 Teor de PCs

De acordo com os resultados apresentados na Figura 8A-B pode-se
constatar que os niveis de proteinas carboniladas foram significativamente
maiores no grupo de animais idosos quando comparado ao grupo de animais
jovens, tanto no figado (Figura 8A), quanto no rim (Figura 8B). Dessa forma,
pode-se inferir que o0 processo de envelhecimento causou aumento nos niveis
de oxidacéo de proteinas no figado e no rim. De forma importante, o tratamento
com o composto 4-APSB foi capaz de reduzir os niveis de proteinas

carboniladas, tanto no figado quando no rim de hamsters idosos.
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Figura 8. Efeito do composto 4-APSB nos niveis de PCs em amostras
de figado (A) e rim (B) de hamsters jovens e idosos (n=7 animais por grupo).
(**) p<0,01 e (****) p<0,0001 quando comparados ao grupo dos animais
Jovens. (###) p<0,001 quando comparados ao grupo de animais ldosos.

(ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Tukey).

5.1.1.3 Niveis de ER

Na Figura 9A-B observa-se que os niveis de ER no tecido hepatico (Figura
9A) e renal (Figura 9B) foram significativamente maiores no grupo de hamsters

idosos quando comparado aos jovens, evidenciando que o envelhecimento
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estimulou a superproducao destas espécies. O tratamento com o composto 4-
APSB foi capaz de diminuir significativamente os niveis de ER no rim e no figado

de hamsters idosos.
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Figura 9. Efeito do composto 4-APSB nos niveis de ER em amostras
de figado (A) e rim (B) de hamsters jovens e idosos (n=7 animais por grupo). (*)
p<0,05 quando comparados ao grupo dos animais Jovens. (#) p<0,05 e (##)
p<0,01 quando comparados ao grupo de animais Idosos. (ANOVA de uma via,

seguido pelo teste de Tukey).

5.1.2 Defesas antioxidantes

5.1.2.1 Niveis de NPSH

Na Figura 10A-B € possivel observar que ndo houve diferenca
significativa nos niveis de NPSH entre os grupos Jovens, ldosos e ldosos+4-

APSB, tanto no figado (Figura 10A) quanto no rim (Figura 10B) dos animais.
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Figura 10. Efeito do composto 4-APSB nos niveis de NPSH em
amostras de figado (A) e rim (B) de hamsters jovens e idosos (n=7 animais por
grupo). O simbolo ns indica ndo houve diferenca significativa entre os grupos.

(ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Tukey).

5.1.2.2 Atividade da SOD

Os resultados apresentados na Figura 11A-B demonstram que o
envelhecimento causou um aumento na atividade hepatica da enzima SOD
(Figura 11A), quando comparado ao grupo dos animais jovens. O tratamento
com o composto 4-APSB nao foi capaz de normalizar a atividade da enzima.

No tecido renal (Figura 11B), o envelhecimento também causou aumento
da atividade da enzima SOD no grupo dos hamsters idosos, quando comparado
ao grupo dos animais jovens. O tratamento com o composto 4-APSB foi capaz

de reestabelecer a atividade dessa enzima.
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Figura 11. Efeito do composto 4-APSB na atividade da enzima SOD em
amostras de figado (A) e rim (B) de hamsters jovens e idosos (n=7 animais por
grupo). (*) p<0,05 e (**) p<0,01 quando comparados ao grupo dos animais
Idosos. (#) p<0,05 quando comparados ao grupo de animais Idosos. (ANOVA
de uma via, seguido pelo teste de Tukey).

5.1.2.3 Atividade da GPx

Na Figura 12A-B observa-se que o grupo dos animais idosos apresentou
um aumento significativo na atividade da enzima GPx no figado (Figura 12A)
guando comparado ao grupo dos animais jovens. De forma importante, o
tratamento com o composto 4-APSB foi capaz de reestabelecer a atividade
dessa enzima no tecido hepético.

Entretanto, no tecido renal (Figura 12B), os hamsters idosos
apresentaram uma inibicdo na atividade da enzima GPx quando comparado ao
grupo dos animais jovens. Os resultados demonstraram que o tratamento com o
composto 4-APSB nao foi capaz de reverter a inibicdo da GPx causada pelo

envelhecimento no tecido renal de hamsters idosos.
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Figura 12. Efeito do composto 4-APSB na atividade da enzima GPx em
amostras de figado (A) e rim (B) de hamsters jovens e idosos (n=7 animais por
grupo). (*) p<0,05, (**) p<0,01 e (***) p<0,001 quando comparados ao grupo
dos animais Jovens. (##) p<0,01 quando comparados ao grupo de animais
Idosos. (ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Tukey).

5.1.2.4 Atividade da CAT

O resultados demonstrados na Figura 13A-B revelam que houve aumento
significativo na atividade da enzima CAT no figado (Figura 13A) dos animais
idosos, quando comparados aos jovens. Os resultados indicam que o tratamento
com o composto 4-APSB reestabeleceu a atividade da CAT neste tecido.

No tecido renal (Figura 13B), observa-se que o envelhecimento causou a
inibicdo na atividade da CAT. Isso pode ser evidenciado pois o grupo de animais
idosos apresentou diminuicdo significativa na atividade dessa enzima quando
comparado ao grupo dos animais jovens. De forma importante, o tratamento com
0 4-APSB foi capaz de reestabelecer a atividade da enzima CAT no rim desses

animais.
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Figura 13. Efeito do composto 4-APSB na atividade da enzima CAT em

amostras de figado (A) e rim (B) de hamsters jovens e idosos (n=7 animais por

grupo). (*) p<0,05 quando comparados ao grupo dos animais Jovens. (#)

p<0,05 e (##) p<0,01 quando comparados ao grupo de animais ldosos.

(ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Tukey).

5.1.2.5 Atividade da Na*/K* ATPase renal

Na Figura 14A evidencia-se que o grupo de animais idosos apresentou

uma inibicdo na atividade da enzima Na*/K* ATPase no tecido renal quando

comparado ao grupo dos hamsters jovens. Os resultados apresentados

demonstraram que o composto 4-APSB nao foi capaz de reverter essa inibicao.
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Figura 14. Efeito do composto 4-APSB na atividade da enzima Na*/K*
ATPase em amostras rim (A) de hamsters jovens e idosos (n=7 animais por
grupo). (*) p<0,05 quando comparados ao grupo dos animais Jovens. O
simbolo ns indica ndo houve diferenca significativa entre os grupos. (ANOVA

de uma via, seguido pelo teste de Tukey).

5.2 Discusséao

No presente estudo observou-se que o processo de envelhecimento foi
capaz de alterar os marcadores de estresse oxidativo no figado e no rim de
hamsters. Frente a isso, o 4-APSB, um composto organoselénio com
grupamento sulfonamida, apresentou papel importante ao normalizar alguns
desses parametros.

Como ja descrito, o processo de envelhecimento é considerado um fator
de risco para o desenvolvimento de doencas hepéticas e renais. A disfuncéo
mitocondrial, a imunossenescéncia, o déficit na sinalizacdo intracelular e o
encurtamento dos teldbmeros s&do considerados mecanismos patogénicos
envolvidos no processo de envelhecimento que influenciam na fragilizacdo do
organismo, aumentando a susceptibilidade para o desenvolvimento de
patologias®. O estresse oxidativo € um dos mecanismos mais relevantes na
compreensdao do processo do envelhecimento. Diversos estudos tém

demonstrado o papel fundamental do estresse oxidativo no desenvolvimento de
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condicBes cronicas renais, hepaticas e no envelhecimento, demonstrando que
este é um fator em comum em ambos o0s processos 8789,

O figado € um dos 6rgaos responsaveis pelo metabolismo energético,
pela biossintese molecular e pela excre¢cdo de xenobidticos. A maior parte dos
processos de biotransformacdo hepética sdo realizados por meio de reacdes
oxidativas catalisadas pelas enzimas do citocromo P450, que geram uma série
de ER%. Somado a isto, durante a manutencdo energética, o figado esta
constantemente exposto a superproducdo de ER advindas da mitocondria,
formadas durante a fosforilagdo oxidativa. Considerando estes fatores, é
possivel analisar que o figado possui um enorme potencial na geracdo de ER
por estar relacionado com reagdes que causam o desequilibrio da homeostase
redox do organismo®’. Juntamente com o processo do envelhecimento, ocorrem
inimeras modificacbes degenerativas no figado, que podem alterar
drasticamente sua estrutura e funcionalidade®. Algumas das alteracdes
hepéticas em individuos idosos variam desde a diminuicdo do fluxo sanguineo
(perda total de 20 a 40% do volume de sangue)®?, a reducéo do nivel de albumina
e bilirrubina séricas®?, a diminuicdo do metabolismo do colesterol®® e a perda de
massa celular funcional®.

Assim como o figado, o rim também é um 6rgdo altamente energético,
sendo um dos mais afetados pelo processo do envelhecimento. Algumas das
alteracdes mais recorrentes no tecido renal envolvem a liberagéo de citocinas e
de fatores de crescimento, a apoptose celular e a superproducéo de ER, assim
como a perda de massa funcional e a atrofia tubular. Associado a estes fatores,
a fragilidade do rim envelhecido torna-o mais suscetivel a ndo se recuperar das
lesGes agudas, progredindo a crénicas®. De acordo com DAENEN et al. (2018)°
a geracdo excessiva de ER desempenham um papel fundamental no
desequilibrio da homeostase redox, promovendo a desregulacdo fisiolégica
renal. No presente estudo, observou-se um aumento dos niveis de ER, de
TBARS e no teor de PCs no tecido hepético e renal de hamsters idosos,
sugerindo um aumento dos danos oxidativos nestes tecidos. Além disso,
evidenciou-se alteracdes na atividade das enzimas antioxidantes SOD, GPx e
CAT em ambos os tecidos, caracterizando o desenvolvimento do estresse

oxidativo.
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Como relatado por LUCHESE et al. 2020 e LIGUORI et al. 2018192 o
processo de envelhecimento € responsavel por causar danos as principais
macromoléculas do organismo como por exemplo, os lipidios. Dessa forma,
como evidenciado nos resultados, o envelhecimento desencadeou a
peroxidacdo lipidica hepatica e renal, causando 0 comprometimento da
integridade, estabilidade e funcionalidade da membrana plasmatica®. Uma vez
gue a membrana plasmatica é comprometida, é provavel que ocorra o aumento
de sua fluidez, impactando diretamente em suas propriedades de transporte e
nas propriedades das enzimas transmembrana, como por exemplo a Na*/K*
ATPase?. Além disso, tanto os metabdlitos resultantes das reacdes de
lipoperoxidacdo, quanto as ER podem reagir diretamente com as proteinas,
causando sua oxidacédo®8. Os resultados deste estudo demonstraram que o
aumento dos niveis de ER, pode estar relacionado com o aumento dos niveis de
TBARS e o teor de PCs no figado e no rim de hamsters idosos.

Os dados encontrados neste estudo reforcam que tanto o aumento nos
niveis de ER, quanto a peroxidacdo lipidica podem estar diretamente
relacionados com o aumento da carbonilagc&o de proteinas no figado e no rim de
hamsters idosos. Corroborando com este achado, LUCERI et al. (2018)%°
demonstraram que a partir dos 15 meses de idade, ratos machos apresentaram
um aumento expressivo nos niveis de ERO associado a um aumento nos niveis
de proteinas carboniladas circulantes. Diante dessas evidéncias, os autores
sugeriram que tais marcadores de dano oxidativo podem indicar algum tipo de
les@o oxidativa hepatica. Assim como no tecido hepéatico, ANDRIANOVA, et al.
(2020)1 evidenciaram que o envelhecimento causou aumento nos niveis de ER
e de proteinas carboniladas no rim de ratos Wistar machos com 21-24 meses de
idade.

Como resposta aos danos oxidativos as macromoléculas (proteinas e
lipidios) é possivel observar uma modulacao diferente na atividade das defesas
antioxidantes no tecido hepatico e renal. No presente estudo, demonstrou-se que
as principais enzimas antioxidantes do organismo (SOD, CAT e GPx) sofreram
alteracdes em sua atividade em decorréncia do processo do envelhecimento.
Como ja descrito, a SOD é uma enzima responsavel por neutralizar o radical O2"
formando H202 e H20%. Em continuidade, a CAT é uma enzima antioxidante

responsavel pela neutralizacéo de elevados fluxos de H202%%, enquanto a GPx é
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responsavel por eliminar fluxos menores dessa ER, além de outros
hidroperéxidos®®. Sendo assim, as enzimas SOD, CAT e GPx atuam
sinergicamente na eliminacdo de ER nos tecidos hepatico e renal.

Nesse sentido, observando os resultados obtidos, acredita-se que o
aumento da atividade das enzimas SOD, CAT e GPx no tecido hepatico seja
devido a um mecanismo compensatorio pela superproducdo de Oz, e como
produto da reacdo, do H202. A producdo excessiva dessas ER durante o
processo do envelhecimento é capaz de induzir danos oxidativos as
macromoléculas, estimulando as defesas antioxidantes do organismo e
causando a perturbacdo da homeostase redox. Como uma forma de minimizar
este desequilibrio, a célula busca maneiras de se adaptar e resistir ao estresse
oxidativo e assim aumentar a sintese de enzimas antioxidantes'®l. Logo, a
sobrevivéncia da célula depende de sua capacidade de sobreviver a estes
desequilibrios. INAL et al. (2001)192, observaram o aumento da atividade das
enzimas CAT e GPx no plasma de um grupo de pessoas entre 40 e 69 anos.

Em contrapartida, no tecido renal dos hamsters idosos, os resultados
obtidos demonstraram que houve o aumento da atividade da SOD e a inibic&o
da atividade das enzimas antioxidantes CAT e GPx. E importante destacar que
inUmeros estudos tém salientado que o estresse oxidativo severo associado ao
processo de envelhecimento causam o declinio das defesas antioxidantes
devido ao fator nuclear eritréide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2)2. O Nrf2 é
responsavel pela regulacao da expressao basal de enzimas antioxidantes, como
por exemplo a GPx e a CAT. Tradicionalmente, o processo do envelhecimento &
caracterizado pela diminuicdo gradual dos processos de sinalizagdo, pelo
aumento de lesdes oxidativas e pela apoptose celular. Sendo assim, esses
fatores influenciam na perda da homeostase da proteina Nrf2 com a idade,
causando a diminuicdo de seus niveis e de sua ativacdo!?. Em relacdo a enzima
SOD, acredita-se que assim como no tecido hepatico, 0 aumento da atividade
da enzima seja relacionado a um mecanismo compensatério estimulado pelo
excesso de ER1%3,

Outro achado importante neste estudo foi a inibicdo da atividade da
enzima transmembrana Na*/K* ATPase no tecido renal. GEERING (2008)%4
destaca a importancia da enzima Na*/K* ATPase renal na manutencdo do
gradiente de concentracao dos ions sédio e potassio, auxiliando na conservagao
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da homeostase celular basica. No tecido renal, a enzima é responsavel pela
reabsorcdo de eletrolitos, manutencdo do volume celular e do potencial da
membrana plasmética. Frente a importdncia da Na'/K* ATPase, sua
desregulacdo causa consequéncias fisiopatolégicas graves para o rimi%,
CHKADUA et al. (2022)1% descreve que a inibicdo da Na*/K* ATPase pode
ocorrer devido a presenca de ER, que favorecem a oxidacdo de grupamentos
tiéis de cisteina presentes nesta enzima. Além disso, a Na*/K* ATPase pode
sofrer inibicAdo em sua atividade pelas alteragbes das caracteristicas funcionais
da membrana plasmatica apés e durante o processo de lipoperoxidacdo'©®.

O organismo também apresenta um importante antioxidante n&o-
enzimatico, a GSH, que promove a detoxificacdo e a protecdo da célula contra
danos oxidativos. A GSH é um dos grupamentos tidis ndo proteicos mais
abundantes e pode ser dosada pela técnica do NPSH®., Como descrito por
LUCHESE et al. (2020)%°, o envelhecimento causou aumento dos niveis de
NPSH no tecido hepatico e diminuicdo no tecido renal de ratos Wistar idosos.
Este achado indica que o envelhecimento causou altera¢des nos niveis de NPSH
gue variam de acordo com o tecido analisado. Entretanto, ao contrario deste
achado, neste estudo ndo encontramos variacao nos niveis de NPSH entre os
grupos experimentais, tanto no tecido hepatico quanto no renal. Acredita-se que
esses resultados conflitantes sejam parcialmente atribuidos a variabilidade entre
espécies, sexo e os métodos de ensaiol?’. Esses fatores, somados a
complexidade do processo do envelhecimento, podem atuar alterando a
resposta antioxidante em determinados tecidos.

Apoés identificar os danos oxidativos renais e hepaticos induzidos pelo
processo do envelhecimento em hamsters idosos, uma etapa importante deste
estudo foi verificar as a¢gbes farmacologicas do 4-APSB sobre esses danos.
Neste estudo, indicamos um potencial antioxidante do composto 4-APSB ao
reduzir o teor de proteinas oxidadas, tanto no tecido hepatico quanto renal.
Somado a isto, o composto apresentou capacidade de neutralizar as ER e
reestabelecer a atividade da enzima SOD no tecido renal, GPx no tecido hepético
e CAT em ambos os tecidos.

Os compostos heterociclicos contendo nitrogénio, oxigénio e enxofre séo
parte de uma ampla classe de compostos descritos na literatura por suas

atividades farmacoldgicas, principalmente as de neutralizar as ER'%8. Dessa
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forma, sugere-se que a atividade antioxidante do composto 4-APSB esteja
relacionada a seus substituintes, principalmente ao grupamento sulfonamida e a
presenca do atomo de selénio em sua estrutura. SOLIMAN et al. (2020)*,
descreve um composto organico contendo grupamento benzenosulfonamida que
desempenhou atividade hepatoprotetora na dose de 20 mg/kg no figado de
camundongos machos Swiss. LUCHESE et al. (2020)!° descreve um composto
organoselénio com capacidade de reverter os danos aos lipidios e reestabelecer
a atividade das enzimas GST e CAT em tecidos renal e hepatico na dose de 5
mg/kg em ratos Wistar idosos. Corroborando com os dados destes estudos, o
composto 4-APSB desempenhou acdo antioxidante ao alterar os parametros
oxidativos nos tecidos renal e hepatico de hamsters idosos. Ainda, cabe salientar
gue o composto foi capaz de exercer atividade biologica na dose de 1 mg/kg,
relativamente baixa quando comparado aos demais compostos. Dessa forma, o
4-APSB demonstra ser uma potencial estratégia terapéutica como tratamento

adjuvante para o envelhecimento.
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Figura 15. Representacé@o esquemética do estudo.

Fonte: Autora.

6. Consideracg0es finais

Os dados obtidos neste estudo reforcam que o envelhecimento esta
estreitamente associado ao desequilibrio redox, uma vez que foi possivel
evidenciar a alteragdo dos parametros de estresse oxidativo nos tecidos renal e
hepético. Além disso, demonstrou-se a ac¢ao antioxidante do composto 4-APSB

frente aos danos oxidativos presentes em ambos os tecidos de hamsters idosos,

o

@
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demonstrando que o composto pode ser uma estratégia terapéutica em
potencial. Entretanto, Sdo necessarios mais estudos para elucidar os
mecanismos pelos quais o composto 4-APSB atenua os danos oxidativos

induzidos pelo envelhecimento.
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