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As propriedades antioxidantes de compostos organicos de selénio tém sido
amplamente investigadas nas ultimas décadas, especialmente pelo fato do estresse
oxidativo estar diretamente relacionado a uma grande variedade de doencas
cronico-degenerativas. Contudo, poucos estudos tém verificado a acdo exercida por
radicais nucleofilicos ou eletrofilicos na atividade protetora de compostos de selénio.
Neste trabalho foi avaliada a influéncia de diferentes radicais substituintes sobre a
atividade antioxidante de [(-selenoaminas. A capacidade das B-selenoaminas em
mimetizar a atividade da glutationa peroxidase (GPx) e/ou serem substratos para a
enzima tiorredoxina redutase hepatica (TrxR) também foram investigadas em
modelos experimentais in vitro. No ensaio de DPPH’, as B-selenoaminas testadas
ndo apresentaram atividade antioxidante quando comparadas ao acido ascérbico
(AA). Contudo, assim como o composto disseleneto de difenila (PhSe),, as [3-
selenoaminas com grupos p-metoxi e tosil na estrutura foram efetivas em prevenir a
peroxidacado lipidica induzida por Fe,SO4. Os compostos com outros radicais ndo
apresentaram a mesma atividade. A B-selenoamina com o grupo substituinte p-
metoxi também apresentou atividade mimética a GPx e foi reduzida pela TrxR
hepatica. Alem disso, uma correlagéao positiva foi encontrada entre estes parametros
para as [(-selenoaminas; o que né&o foi observado quando considerados os
resultados obtidos com o composto (PhSe),. Os dados do presente trabalho
mostram a influéncia de diferentes radicais substituintes na atividade de compostos
organicos de selénio, bem como, aponta 0 uso de B-selenoaminas como compostos
promissores farmacologicamente em modelos experimentais in vivo.

Palavras-chave: Antioxidantes, B-selenoaminas, glutationa peroxidase, selénio,
tiorredoxina redutase
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The antioxidant properties of selenium organic compounds have been largely
investigated in the last decades, especially because the oxidative stress is directly
related to various chronic-degenerative deseases. However, a few studies verify the
action of nucleophlilic or electrophilic radicals on the protective activity of selenium
compounds. In this work, it was evaluated the influence of different substituent
radicals on the antioxidant activities of B-selenoamines. The capacity of [-
selenoaminas in mimicry the glutathione peroxidase (GPx) activity and/or be
substrate to the hepatic thioredoxinereductase (TrxR) enzyme were also investigated
in experimental modelsin vitro.In DPPH’ assay, the B-selenoamines tested did not
show antioxidant activity when compared to acorbic acid (AA). However, similar to
compound (PhSe),, the B-selenoamines with p-methoxy and tosylradicals were
effective in preventing the lipid peroxidation induced by Fe,SO,4. The compounds with
other radicals did not exhibit the same activity. The [B-selenoamine with the
substituent group p-methoxy also showed mimetic activity to GPx and was reduced
by hepatic TrxR. Furthermore, a positive correlation was observed among these
parameters to (B-selenoamines, which was not found in the results obtained with
(PhSe),. The data of this work show the influence of different substituent radicals on
activity of organic selenium compounds and point the use of B-selenoaminas as
pharmacological promissor compounds in in vivo experimental models.

Key words: Antioxidants, [B-selenoamines, glutathione peroxidase, selenium,
thioredoxin reductase
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1. INTRODUCAO

1.1. O Selénio

Assim como os elementos enxofre (S) e telurio (Te), o selénio (Se) pertence a
familia dos calcogénios (16 ou VIA) da Tabela Periddica dos elementos. O Se possui
namero atbmico 34, massa atbmica 78 e € encontrado em estado soélido a
temperatura ambiente. Este elemento foi descoberto no ano de 1817 por Jons Jacob
Berzelius, quando investigava as substancias quimicas responsaveis por surtos de
doencas entre os trabalhadores de uma fabrica de acido sulfarico sueca.

O Se estd amplamente distribuido na crosta terrestre e pode ser encontrado
em varias formas alotropicas. Possui 28 isétopos, sendo que 5 sdo estaveis e 4
estados de oxidacdo: Se°, Se*®, Se™ Se? (Al-Saleh, 2000). E um elemento cuja
maioria dos compostos que forma sao insollveis em agua e etanol, sendo sollveis
em outros solventes organicos como dimetilsulféxido, por exemplo. O primeiro
composto organico de Se foi sintetizado 30 anos apds a descoberta deste elemento,
em 1847, por Wohler and Siemens.

Com o passar dos anos, diferentes compostos de Se foram sintetizados para
a utilizacdo industrial em diversas areas. Dentre elas, pode-se destacar na
fabricacdo de vidros, xampus anticaspa, borracha vulcanizada, equipamentos
eletrdnicos, células fotoelétricas, entre outros (Kavlak e Graedel, 2013). No entanto,
atualmente a sintese de compostos contendo Se estd amplamente direcionada para
a busca de propriedades biologicas e de possiveis aplicagdes farmacologicas (Néve,
1995).

O Se é reconhecido como um microelemento essencial para a maioria das
formas de vida desde a década de 1950. Nos seres humanos, sua distribuicdo global
é de 30% no figado, 30% nos musculos, 15% nos rins, 10% no plasma, e 0s outros
15% ficam distribuidos nos outros 6rgdos (Zachara e cols., 2001). Salvo a exposi¢ao
ambiental ou medicamentosa, quase que sua totalidade provém da alimentacéo
(Alaejos e cols 2000).

Grande parte dos alimentos possui Se em suas composi¢cdes. Contudo,
alimentos como paes, pescados, carnes e ovos sao reconhecidamente ricos neste
elemento. Apés a ingestdo destes alimentos, o Se é absorivido no intestino delgado

e posteriormente incorporado a proteinas ou outras moléculas por mecanismos que



variam consideravelmente dependendo da funcdo e localizagdo da molécula ou

proteina em questéo.

1.2. Compostos Organicos de Se

Apesar da crescente importancia dada aos organocalcogénios, especialmente
0s contendo o0 atomo Se, somente a partir da década de 1970 eles comecaram a ser
difundidos na sintese organica. A partir dai, uma grande quantidade destes
compostos, com fungdes bioldgicas conhecidas ou hipotéticas, foram desenvolvidos
e estudados. Como exemplo de moléculas organicas de Se atualmente sintetizadas,
podemos destacar os selenocarboidratos, selenoaminoacidos e selenopeptidios
(Hocman, 1988).

De forma geral, uma gama cada vez maior de organocalcogénios sintéticos
contendo Se vém sendo desenvolvidos e investigados em meios bioldgicos diversos.
Boa parte dos mesmos geralmente exibe alguma propriedade farmacolégica ativa.
Uma particularidade que tem levado ao atual interesse por essa classe de
compostos é o conceito de que moléculas contendo Se podem ser melhores
nucledfilos (e, portanto antioxidantes) do que os antioxidantes classicos (Arteel e
Sies, 2001). Como consequéncia, varios compostos de Se vém sendo apontados
como possiveis agentes terapéuticos para uma grande variedade de doencas,
incluindo dislipidemias, hipertenséo, doencas neuroldgicas, doencas hepaticas, entre
outras (Kieliszek e Btazejak, 2013; Parnhan e Graf, 1991).

Dentre os organocalcogénios amplamente estudados nas ultimas décadas em
termos de toxicologia e farmacologia, destacam-se o ebselen e o disseleneto de
difenila (PhSe), (Hassan e cols., 2009; Schewe, 1995). Ambos impulsionariam a sintese
de novos compostos organicos de Se com estruturas analogas ou até entéo inéditas,

como as [3-selenoaminas por exemplo.

1.3. Ebselen, (PhSe), e as B-selenoaminas

Possuindo o nome cientifico de 2-fenil-1,2-benzisoselenazol-3(2H)-ona, o
ebselen € um composto organico de Se com notavel atividade antioxidante.
Contudo, além desta atividade, é conhecido por possuir, como propriedades

farmacoldgicas, efeito anti-inflamatorio; analgésico; neuroprotetor e hepatoprotetor



(Meotti et al., 2003; Porciuncula et al., 2003; Borges et al., 2005; Nogueira et al.,
2004; Borges et al., 2006; Burger et al., 2004; Zasso et al., 2005). O estudo deste
composto ndo se restringiu a trabalhos in vitro ou a modelos animais. O ebselen
chegou a ser testado com éxito no tratamento de individuos com dano cerebral
(Jozsef and Filep, 2003; Yamaguchi e cols., 1998; Saito e cols., 1998; Ogawa e cols.,
1999). No entanto, sem esclarecimentos claros, as investigacdes clinicas com o
ebselen foram abandonadas pelo grupo de japoneses detentores de sua patente.
Desde entdo, o desenho e sintese de novos compostos de selénio com
propriedades antioxidantes tém sido explorados para o desenvolvimento de
potenciais agentes terapéuticos (Yamagata e cols., 2008), especialmente pelo fato
de alguns destes poderem mimetizar atividades antioxidantes fisiologicas (Wilson e
cols., 1989; Nogueira e cols., 2004; Nogueira e Rocha, 2010).

O disseleneto de difenila (PhSe), (Figura 1), assim como o ebselen, é um
composto organico de Se que reage eficientemente com hidroperéxidos e peréxidos
organicos através de uma reacdo similar a catalizada pela enzima glutationa
peroxidase (GPx). Todavia, o disseleneto de difenila é mais ativo como mimético da
GPx (Wilson et al., 1989) e menos téxico em roedores do que o ebselen (Nogueira et
al., 2003b; Meotti et al., 2003). Dados da literatura também demonstram que ambos
0s compostos podem ser reduzidos pelo sistema tioredoxina redutase (TrxR),
formando intermediarios que sdo potentes nucledfilos (Roos e cols., 2012; Fang e
cols, 2005; Lu e cols, 2009; Straliotto e cols., 2013). Neste contexto, um estudo
recente avaliando ambos os compostos, demonstrou que somente o (PhSe), foi
substrato para o sistema tioredoxina redutase de cérebro de ratos (Freitas e Rocha,
2011).

Além da atividade  antioxidante, propriedades  anti-inflamatoria,
anticarcinogénica, neuroprotetora e antidiabetogénica tém sido referenciadas ao
(PhSe), em diferentes modelos experimentais de patologias humanas com roedores
(Nogueira e cols, 2004; Nogueira e Rocha, 2010). Assim, o (PhSe), tem sido
comumente utilizado como composto padrdo na analise de organocalcogénios
contendo Se e com potencial antioxidante (Freitas e cols., 2012; Puntel e cols.,
2013; Hodage e cols., 2012).
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Figura 1: Estrutura quimica do disseleneto de difenila (PhSe),

De forma geral, organocalcogénios como o ebselen e o (PhSe),, 0s quais
mimetizam a atividade de enzimas que desempenham um importante papel redox
nos sistemas bioldgicos (Prigol e cols., 2012), tornam-se importantes alvos de
estudos farmacoloéficos/toxicologicos, principalmente em modelos experimentais de
doencas associadas com o desenvolvimento de estresse oxidativo (Barbosa e cols,
2008).

Assim, o estudo de novos compostos organicos de Se contendo diferentes
grupos, como aminas ou grupos nucleofilicos e eletrofilicos, torna-se importante na
busca por compostos com propriedades farmacolégicas promissoras. Como exemplo
podemos citar as B-selenoaminas do presente estudo (Figura 2). Estes compostos
diferem-se dos anteriores por possuir um grupamento amino na estrura bem como
grupamentos nucleofilicos (que tendem a doar elétrons) ou eletrofilicos (que tendem

a atrair elétrons) em posicéo para com relagdo ao atomo de Se.
1.1. Radicais Livres e Estresse Oxidativo

Durante o metabolismo basal das células aerdbicas normais existe uma
produgédo constante de espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN),
acompanhadas pela sua continua inativagdo através da acdo de antioxidantes, de
forma a manter a integridade estrutural e funcional das biomoléculas (Pelicano e
cols, 2004). Contudo, quando ocorre uma diminuicdo nos niveis das defesas
antioxidantes tanto enzimaticas quanto ndo enzimaticas, uma elevada producéo de
espécies reativas e/ou uma combinacdo de ambos os fatores, desencadeia-se
eventos celulares que caracterizam um fendmeno conhecido como estresse
oxidativo (Hopps e cols., 2010).

Entre as principais espécies reativas capazes de gerar estresse oxidativo,
destaca-se o radical anion superoxido (e0O2-), o radical hidroxil (eOH), e o

peroxinitrito (ONOO-) (Halliwel e Gutteridge, 1989), bem como moléculas de



peroxido de hidrogénio ou 6xido nitrico. A extensdo e o tipo de dano causado por
ERO ou ERN dependem da quantidade e da natureza dos mesmos, bem como das

defesas antioxidantes celulares (Davies, 1991).

(5)-1-(benzylselanyl)-3-phenylpropan-2-amine
(Compound 1)

O
SR e

(S)-tert-butyl-1-phenyl-3-(phenylselanyl)propan-2-ylcarbamate
(Compound 2)

O

S)-4-methyl-N «(1-phenyl-3-(phenylselanyl)propan-2-yl)benzenesulf onamide
(Compound 3)

(5)-3-phenyl-1-(p-tolylselanyl)propan-2-amine
(Compound 4)

)-1-(4-methoxyphenylselanyl)-3-phenylpropan-2-amine
(Compound 5)

SQQCI
NH;

(8)-1-(4-chlorophenylselanyl)-3-phenylpropan-2-amine
(Compound 6)

Figura 2: Estrutura quimica das -selenoaminas do presente estudo.



O quadro de estresse oxidativo usualmente é prejudicial a todas as estruturas
celulares, incluindo lipidios e proteinas de membranas biolégicas (Halliwel e
Gutteridge, 1989; Dawson e Dawson, 1996). Assim, avaliar a efetividade redutora de
compostos de Se, bem como a habilidade dos mesmos em optimizar defesas
antioxidantes celulares, torna-se crucial tendo em vista que compostos contendo Se
vém sendo amplamente apontados e testados na prevencédo de danos oxidativo em

diferentes modelos experimentais (Brenneisen e cols, 2005).

1.2. Peroxidacao Lipidica

Como citado anteriormente, todos os componentes celulares sdo afetados
pela condicdo conhecida como estresse oxidativo. Contudo, os acidos graxos
poliinsaturados dos fosfolipideos das membranas biolégicas sdo particularmente
suscetiveis ao dano oxidativo causado por espécies reativas, devido ao fenémeno
chamado de peroxidacéo lipidica ou lipoperoxidacao (Niki, 2012).

A interacdo de espécies reativascom o0s acidos graxos poliinsaturados causa
modificagbes nos lipidios de membrana e consequentemente perda das
caracteristicas das membranas biolégicas. Este processo pode culminar com a
formacdo de fendas ibnicas que alteram a permeabilidade das membranas
favorecendo o transito exacerbado de metabolitos/moléculas, e a lise celular
(Josephy, 1997).

Resumidamente, a peroxidagédo lipidica pode ser iniciada pelo ataque de uma
espécie reativa, que remove um atomo de hidrogénio (H) de um acido graxo
insaturado, resultando na formacéo de um radical de fosfolipidio (L°®) (Slater, 1984;
Janero, 1990; Halliwell, 1992; Holley e Cheeseman, 1993). Apss, ocorre uma adi¢cao
de oxigénio ao radical formado, resultando num radical peroxil (LOO®), que ira retirar
um atomo de H de alguma molécula vizinha, culminando na formacdo de um
hidroperoéxido lipidico (LOOH) e mais um radical (L’*), o qual pode desencadear uma
nova sequencia de reacdes de cunho oxidativo.

Na segunda fase da lipoperoxidacdo, os ROOH primarios formados séao
convertidos em produtos mais estaveis, porém esta quebra pode gerar radicais
alcoxil (RO®), especialmente na presenca de metais de transicdo como o Fe2+,

favorecendo o processo de propagacédo. Os radicais alcoxil sdo analogos altamente



reativos do radical hidroxil (OH®), uma potente espécie reativa de oxigénio (Graf e
cols., 1984; Janero, 1990; Namiki, 1990; Halliwell, 1992). Todo o processo de
peroxidacao lipidica esta resumido na Figura 3 (Lima e Abdalla, 2001).

O hidroperoxido também pode formar outros produtos como o malondialdeido
(MDA), um aldeido que serve como marcador quimico da peroxidacao lipidica.
Estudos que visam investigar a peroxidacéo lipidica podem ser feitos utilizando uma
técnica de determinacédo indireta das substancias reativas ao acido tiobarbittrico na
qual o MDA reage com o acido tiobarbitarico (TBA), originando um produto que pode
ser quantificado espectrofotometricamente no comprimento de onda de 532 nm
(Ohkawa, 1979).

B oSN——— LH

Iniciagao
-H*

3 = — = —
Propagacao R /\. M' R /\’_/M.

&7 OOH LOOH
0,

R/ﬁ—/\'——/\R' R/CM'
00" Loo*

Terminagao L +L° = LL
LOO® +LOO*— L-OH + L=0

LOO * +L"— LOOL

Figura 3: Etapas no processo de peroxidacéo lipidica.
Retirado de Lima e Abdalla, 2001.

1.3. Antioxidantes Enzimaticos e Nao-Enziméaticos

Antioxidantes sdo compostos com capacidade de neutralizar radicais livres
formados durante reacdes oxidativas. Essa acéo pode ocorrer de maneira direta, ou
seja, ndo enzimatica, ou por enzimas com funcao antioxidante (Sies, 1993). Existem
varias classes de compostos com atividade antioxidante ndo enzimatica. Além dos

flavonoides e polifendis, presentes naturalmente em plantas, destacam-se as



vitaminas a-tocoferol, &cido ascoérbico (AA) e as do complexo B. (Talaulikar e
Manyonda, 2011; Cadenas e cols 1995; Hu e cols., 1995).

Além das substancias com papel antioxidante presentes naturalmente nos
alimentos, outras, sintéticas, sao adicionadas com o objetivo de prolongar a validade
destes produtos. Grupamentos presentes nestes compostos organicos sinteticos
exercem acao antioxidante doando elétrons em reacfes oxidativas que aumentam
com o envelhecimento do produto. Como exemplo pode-se citar o grupamento
amina. Por estar completamente ionizado em pH fisiolégico e possuir um par de
elétrons disponiveis, as aminas se tornam importantes antioxidantes, que cada vez
sdo mais estudados em meios biolégicos diversos.

Além dos antioxidantes exdgenos, a acdo dos sistemas antioxidantes
endogenos é fundamental para o controle da homeostase redox das células e,
consequentemente, da situagcdo oxidativa geral do organismo. Juntamente com 0s
antioxidantes ndo enziméticos, duas classes de sistemas enziméticos destacam-se
na funcdo de neutralizar e/ou reduzir eventos que caracterizam uma situacdo de
estresse oxidativo: as enzimas Glutationa peroxidase (GPx) e Tioredoxina redutase
(TrxR).

1.4. Glutationa Peroxidase (GPx):

Um importante sistema enzimatico de defesa contra radicais livres envolve a
acdo das enzimas glutationas peroxidases (GPx), as quais sdo encontradas em
muitos tecidos de origem animal. O envolvimento de algumas GPx no controle dos
niveis de hidroperdxidos fosfolipidicos, formados a partir do atague de espécies
radicalares as membranas é bem estudado, assim como seus parametros cinéticos
e mecanismos cataliticos envolvendo glutationa e peroxido de hidrogénio.

Alguns compostos orgéanicos de Se, como o (PhSe),, possuem atividades
miméticas a GPx. Desta forma, eles podem decompor perdxidos utilizando glutationa
reduzida (GSH) (Esquema 1) ou outros tidis, sendo doadores de elétrons (Nogueira
e cols. 2004; Nogueira e Rocha, 2010; Wilson e cols, 1989). Esta habilidade faz
destes compostos bons agentes redutores. Contudo, a possivel atividade mimética

de compostos nucleofilicos a GPx ainda ndo se encontra bem esclarecida.



CysSeOH
H,0 GSH
H202 > HQO
GPx cycle
CysSeH CysSeSG
\
GSSG  GSH

Esquema 1: Ciclo da glutationa peroxidase. Adaptado de Singh e cols, 2010.

1.5. Tiorredoxinaredutase (TrxR)

O sistema tiorredoxina, composto pela enzima tiorredoxina redutase (TrxR),
pela tiorredoxina (Trx) e pelo NADPH, é essencial para a manuteng¢édo do balango
redox de células eucaridticas (Holmgren, 1989). A TrxR é uma enzima dimérica
contendo FAD, que catalisa a redu¢cdo NADPH-dependente do sitio ativo dissulfeto
na Trx oxidada (Trx-S;) para levar a uma Trx reduzida (Trx-(SH)2) (Esquema 2)
(Holmgren, 1989; Mustacich e Powis, 2000).

Os mamiferos possuem TrxR com notavel especificidade para seus
substratos. Contudo, estas nao reduzem apenas diferentes tiorredoxinas, mas
também, entre outros, selenetos (Kumar e cols.,, 1992), selenodiglutationa
(Bjornstedt e cols., 1992), e selenocisteina (Bjornsted e cols., 1997). No esquema 2,
estes compostos estdo representados como Suby), que tornam-se reduzidos
(Subeq)) por acao da TrxR. Contudo, ndo existem dados na literatura comparando a
atividade tiorredoxina redutase de compostos de Se a radicais doadores ou

receptores de elétrons, bem como a 3-selenoaminas.



NADP* Trx—{SH},

SUb(ox.)
NADPH Trx-S, Sub(red_)

Esquema 2: Atividade da enzima tiorredoxina redutase. Adaptado de
Mustacich e Powis, 2000.
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2. JUSTIFICATIVA

A grande maioria das doencas crbnicas e degenerativas em humanos tem
durante sua origem e/ou progressao o envolvimento de eventos oxidativos, 0s quais
sdo, em parte, responsaveis pelas principais injurias moleculares que ocorrem a
nivel celular. Assim, pesquisas voltadas para a analise e triagem farmacologica de
diferentes compostos com potencial antioxidante oferecerdo apoio para estudos
clinicos na busca de estratégias terapéuticas para tratar as diversas patologias
humanas. Neste sentido, torna-se relevante avaliar o potencial antioxidante de novos
compostos organicos, especialmente os organocalcogénios contendo o elemento
Se. Por possuir propriedades beneféficas diversas e ser amplamente reconhecido
por suas propriedades farmacologicas, € relevante estudar a disponibilidade do Se,
a interferéncia de grupos eletrofilicos e nucleofilicos, e a acdo de outros grupos
antioxidantes, como aminas, na atividade antioxidante de novos compostos
organicos de Se. Neste sentido, estes fatores serdo avaliados comparando a acao
de diferentes B-selenoaminas aacdo do (PhSe),, composto organico de Se que

contém dois atomos de Se em sua estrutura.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

A fim de obter informacfes sobre o potencial farmacoldgico de uma nova
classe de compostos organicos de Se, o presente estudo investigou a atividade
antioxidante de seis diferentes [(-selenoaminas, observando e relacionando a
influéncia de diferentes grupos substituintes nestas atividades, bem como

comparando suas atividades com a do organocalcogénio (PhSe)s.

3.2. Objetivos Especificos

1. Verificar o efeito das diferentes [-selenoaminas em reduzir o radical
DPPH,;

2. Verificar o efeito das B-selenoaminas na formacéo de espécies reativas
ao acido tiobarbittrico (TBARS), induzidas por Fe,SO,4 em cérebro de ratos;

3. Analisar a capacidade das [(B-selenoaminas de mimetizar a atividade da
enzima GPx;

4. Testar a capacidade das B-selenoaminas em servir como substrato para a
enzima TrxR, agindo como miméticos a selenoproteina Trx;

5. Correlacionar as atividades miméticas a GPx e Trx das diferentes -

selenoaminas com as suas possiveis atividades antioxidantes.
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4. RESULTADOS

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo sao apresentados em duas
partes.

Os resultados da parte | estdo apresentados sob a forma de um artigo
cientifico intitulado “Antioxidant activity of 3-selenoamines and their capacity to mimic
diferente enzymes”. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussao dos
Resultados e Referéncias Bibliograficas encontram-se no préprio artigo, que esta
disposto da mesma forma que foi publicado na revista Molecular and Cellular
Biochemistry.

Os resultados da Parte 1l sdo os dados ndo demonstrados no artigo cientifico.
Assim, esta parte estd dividida em Materiais e Métodos, ou seja, a metodologia
utilizada na andlise estatistca das correlacdes realizadas entre os resultados do

artigo cientifico, juntamente com os resultados obtidos para esse parametro.
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4.1 Parte I: Artigo Cientifico

Atividade antioxidante de B-selenoaminas e suas capacidades de mimetizar

diferentes enzimas

ANTIOXIDANT ACTIVITY OF B-SELENOAMINES AND THEIR CAPACITY TO
MIMC DIFFERENT ENZYMES

Alessandro de Souza Prestes - Silvio Terra Stefanello - Syed M. Salman - Andréia
Martini Pazini - Ricardo S. Schwab - Anténio Luiz Braga - Nilda B. V. Barbosa - Jodo
Batista T. da Rocha
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Abstract The antioxidant properties of organoselenium
compounds have been extensively investigated because
oxidative stress is a hallmark of a variety of chronic human
diseases. Here, we reported the influence of substituent
groups in the antioxidant activity of f-selenoamines. We
have investigated whether they exhibited glutathione per-
oxidase-like (GPx-like) activity and whether they could be
substrate of thioredoxin reductase (TrxR). In the DPPH
assay, the fi-selenium amines did not exhibit antioxidant
activity. However, the fi-selenium amines with p-methoxy
and tosyl groups prevented the lipid peroxidation. The
f-selenium amine compound with p-methoxy substituent
group exhibited thiol-peroxidase-like activity (GPx-like
activity) and was reduced by the hepatic TrxR. These results
contribute to understand the influence of structural alteration
of non-conventional selenium compounds as synthetic
mimetic of antioxidant enzymes of mammalian organisms.

Keywords Antioxidants - Enzymes - Selenoamines

Introduction

Free radicals are now accepted as mediators of a variety of
physiological processes [1]. However, overproduction of

A. de Souza Prestes - S. T. Stefanello - A. M. Pazini -

R. S. Schwab - A. L. Braga - N. B. de Vargas Barbosa -
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Exatas, Universidade Federal de Santa Maria,

Santa Maria, RS CEP 97105-900, Brazil

e-mail: jbtrocha@yahoo.com.br

S. M. Salman
Islamia College University, KPK, Pakistan

free radicals can cause tissue injury and can be involved in
the installation and progression of a variety of degenerative
diseases [2—4] and in other pathological conditions [5, 6]. In
fact, free radicals can attack membrane lipids, proteins and
nucleic acids, disrupting normal cell physiology [7]. Nev-
ertheless, interventional or epidemiological studies have not
indicated a protective role of the consumption of purified
natural antioxidants (such as o-tocopherol and ascorbic acid)
against the progression of neurological disorders [8—10]. On
the other hand, regular intake of vegetables and fruits, which
are rich in several antioxidants of different chemistry, can
prevent or retard the installation of disorders associated with
excessive production of free radicals and oxidative stress
[11]. Of particular nutritional significance, some of these
plants are rich in selenium, and their regular consumption
can contribute to the adequate synthesis of antioxidant
selenoenzymes, such as glutathione peroxidase (GPx) and
thioredoxin reductase (TrxR) [12].

Ebselen, a seleno-organic compound, is known for its
antioxidant and anti-inflammatory properties and different
in vitro and in vivo models have indicated its neuropro-
tective effects [13-15]. Of particular therapeutic signifi-
cance, ebselen was used with borderline efficacy in human
trials associated with oxidative brain damage [16-18].
Since clinical investigations with ebselen were no longer
performed, the design and synthesis of new organosele-
nium compounds with antioxidant properties have been
exploited for the development of potential therapeutic
agents [19] particularly because some of them can mimic
physiological antioxidant activities [19-21].

Antioxidant properties of ebselen, diphenyl diselenide
(PhSe),, and other organochalcogens have been linked
mainly to their GPx- or thiol-peroxidase-like activity, i.e.,
these compounds can decompose peroxides using either
reduced glutathione or other thiols as electron donors
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(Scheme 1)[19-22]. Recently, literature data have indicated
that these compounds can be substrates of mammalian TrxR
(Scheme 1) [22, 23], which can be an efficient route for
selenol formation and, consequently, peroxide degradation
(Scheme 1) [24, 25]. However, the exact contribution of
each pathway for the antioxidant properties of different or-
ganochalcogens is still unknown [25]. Hypothetically, the
operation of the two routes can be considered advantageous
to the living cells, because the actual concentration of selenol
is expected to be higher when the two pathways are active.

Mammalian TrxR isoforms have broad substrate speci-
ficity, reducing not only thioredoxins but also inorganic and
organic selenium compounds, such as selenite [26], seleno-
diglutathione [27], selenocystine [28], ebselen, and (PhSe),
[22, 23, 25]. Therefore, selenium compounds can be sub-
strates of TrxR and the introduction of a substituent group in
a non-substituted selenium molecule can modify its bio-
chemical and pharmacological properties [29-32], including
its interaction with thiols and its reduction by TrxR [23, 25].

Taking this in account, the objective of this study was to
evaluate the potential influence of different radical sub-
stituent on the antioxidant capacity of f-selenium amine
compounds and how these substituent groups could

Ebs
PhSeSePh NADPH
H,0
RSH
TrxR
RSSR
NADP+
2RSH RSSR
PhSeOH
PhSeH /PhSe
Ebse-SeCH
Ebs-SeH / Ebs-Se-
ROH ROOH

Scheme 1 Antioxidant pathways of diphenyl diselenide (PhSe), and
ebselen (Ebs). The scheme shows the two pathways that can be
involved in the formation of the powerful nucleophile and antioxidant
selenol/selenolate intermediates of ebselen and diphenyl diselenide.
The thiol-peroxidase-like activity pathway requires a direct interac-
tion of thiol groups (RSH) with the organochalcogens (Ebs and
PhSeSePh), resulting in the oxidation of RSH to its oxidized form
(RSSR). The pathway catalyzed by TrxR uses the electrons from
NADPH to reduce the organochalcogens
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(Compound 5)
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Fig. 1 Chemical structure and nomenclature of f-selenoamines and
dipheny! diselenide
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interfere with their potential GPx-like activity and whether
or not this activity could be correlated with their capacity
to be substrate of TrxR using in vitro models (Fig. 1).

Materials and methods
Animals

Adult male Wistar rats (250-350 g) from our own breeding
colony were maintained in an air-conditioned room
(22-25°C) under natural lighting conditions, with water
and food ad libitum. Animals were used according to the
guidelines of the Committee on Care and Use of Experi-
mental Animal Resources of this University.

Chemicals

Ethanol, acetic acid, NaCl, KCl, Na,HPO,, KH,PO,, hydro-
gen peroxide, iron sulfate (FeSQ,), and ascorbic acid were
obtained from Merck (Rio de Janeiro, RJ, Brazil). Dimethyl-
sulfoxide (DMSO), Tris—HC], thiobarbituric acid, diphenyl-2’
picrylhydrazyl (DPPH), sodium dodecyl sulfate (SDS), eth-
ylene diamine tetraacetic acid (EDTA), nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate (NADPH), and benzenothiol were
obtained from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

Compounds

fi-selenoamines were prepared following the methodology
described by Braga et al. [33] and Kumar and Engman
[34]. The compounds tested were (S)-(benzylselenyl)-3-
phenylpropan-2-amine (cl), (S)-tert-buthyl-3-(phenylsele-
nyl) propan-2-ylcarbamate (c2), (5)-4-methyl-N-(1-phenyl-
3-(phenylselenyl) propan-2-yl) benzenesulfonamide (c3),
(5)-3-phenyl-1-(p-tolylselanyl) propan-2-amine (c4), (S)-1-
(4-methoxyphenylselanyl)-3-phenylpropan-2-amine (c5), and
(S)-1-(4-chlorophenylselanyl)-3-phenylpropan-2-amine  (c6)
which were compared with a standard antioxidant, (PhSe)s,.
(PhSe), was included as a positive control because vast lit-
erature data have indicated that it has antioxidant and neu-
roprotective effects in different in vitro and in vivo models
(for additional references, see [19, 21]).

Tissue preparation

Animals were killed by decapitation. Brains or livers were
removed and placed in plaques on ice. The brains were
homogenized in Tris=HCl 100 mM (10 volumes) and
centrifuged for 10 min at 2,000 rpm. Supernatant fraction
(S1) was collected immediately for thiobarbituric acid
reactive species (TBARS) assay.

Partial purification of hepatic TrxR

The livers were homogenized in buffered saline (137 mM
NaCl, 2.7 mM KCl, 4.3 mM Na,HPO,, 1.4 mM KH,PO,—
pH 7.3; 9 volumes) and centrifuged at 13,000 x g for 30 min/
4°C. Supernatant fraction was collected for TrxR isolation
and dialyzed against buffered saline for 24 h to remove
endogenous low molecular weight thiols. The dialysate was
heated at 55°C for 10 min, cooled, and centrifuged at
13,000x g for 30 min [35]. The supernatant was used for
TrxR assay.

TBARS assay

Capacity to prevent the lipid peroxidation was determined
by measuring TBARS as described by Ohkawa et al. [36]
and Puntel et al. [37] with minor modifications. Aliquots of
brain supernatants (100 plL of S1) were incubated for
60 min with freshly prepared Fe,SO4 (10 pM) in the
absence or presence of different concentrations of f-sele-
noamines (at concentrations indicated in the legend of
Fig. 2) in a medium containing Tris—HCI buffer 10 mM pH
7.4. The reaction was stopped by addition of SDS (final
concentration of 1.35%) and lipid peroxidation products
were measured by the addition of acetic acid/HCl buffer
pH 3.4 and 0.2% TBA, pH 6. The color reaction was
developed by incubating tubes in boiling water for 60 min.
TBARS levels were measured at 532 nm.

DPPH’ radical scavenging method

The radical scavenging activities of the compounds were
determined according to Brand-Williams et al. [38] with
minor modifications. Each compound was tested at 400 M
in 10% DMSO. Four different concentrations of ascorbic
acid (12, 24, 42, and 60 pM) were used as positive control.
DPPH® (diluted in ethanol) was added to final concentration
of 0.15 mM and allowed to react at room temperature for
30 min. Absorbances were measured at 540 nm (microplate
reader Thermo Plate, TP-Reader).

Thiol-peroxidase-like activity assay

The catalytic activity of fi-selenoamines as a GPx model
enzyme was evaluated according to the Tomoda method
[39] using 10 mM benzenethiol (PhSH) as substrate. The
reduction of H,O, was monitored at 305 nm for 165 s.
f-selenoamines were tested at 200 and 400 uM, and their
activities were compared with the activity of 200 pM
(PhSe), (positive control). Negative control was performed
using DMSO (vehicle).
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NADPH oxidation by TrxR using f-selenoamines
and (PhSe), as substrate

The reduction of f-selenium amines (at 15 uM) by rat
hepatic TrxR was performed by a modification of the
method described by Holmgren and Bjornstedt [40].
Enzyme was mixed with a medium containing 50 mM
Tris—=HCI, 1 mM EDTA, pH 7.5 and then reaction was
started by adding NADPH (final concentration 120 uM) in
the absence or presence of 1 uM AuCl;.

Statistical analysis
Individual dependent variable data were analyzed statisti-

cally by one-way (TBARS and DPPH levels) or two-way
(thiol peroxidase and TrxR activity) analysis of variance

@ Springer

(ANOVA) followed by Duncan’s multiple range test, when
appropriate. Differences between groups were considered
to be significant when p < 0.05.

Results

Effect of f-selenoamines and (PhSe), against TBARS
production in brain of rats

(PhSe), (6.25, 12.5, and 25 uM) blunted FeSOy4-induced
TBARS production (Fig. 2). Similarly, f-selenium amines
3 and 6 (at 25 pM) and 5 (at 12.5 or 25 puM) inhibited
Fe(II)-induced TBARS production. On the other hand, the
f-selenium amines 1, 2, and 4 did not inhibit lipid perox-
idation (Fig. 2).
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Fig. 3 Effect of f-selenoamines (cl-c6) and diphenyl diselenide
((PhSe),) on DPPH reduction using ascorbic acid as a standard
antioxidant. fi-selenoamines and diphenyl diselenide were tested at a
final concentration of 400 pM and the results are expressed as
absorbances at 540 nm (mean + SE), with n = 3. Readings were
performed 30 min after the end of the experiment. *p < 0.05
comparing with control by Duncan’s multiple range test

Effect of f-selenoamines on DPPH® reduction

Ascorbic acid (25, 40, and 60 uM) quenched DPPH"® rad-
ical and only (PhSe), 400 uM caused a modest but

(S)-(benzylselenyl)-3-phenylpropan

(S)-4-methyl-N-(1-phenyl-3-(phenylselenyl)

significant reduction in DPPH® color (Fig. 3). In contrast,
p-selenoamines (c1—c6) did not scavenge DPPH® radical
(Fig. 3).

Determination of thiol-peroxidase-like activity
of f-selenoamines and (PhSe),

Beta-selenium amines 2 and 3 had no GPx-like activity,
whereas f-selenium amine 6 exhibited negligible GPx-like
activity (Fig. 4). On the other hand, at concentration of
400 pM, cl, c4, and c5 were better mimetic of GPx than
200 uM (PhSe), (Fig. 4). At 200 uM, c1 exhibited GPx-
like activity comparable to (PhSe),, and at 200 uM c5 was
a better mimetic of GPx than (PhSe), (Fig. 4).

NADPH oxidation by TrxR using f-selenoamines
and (PhSe), as substrate

In the presence of hepatic TrxR, (PhSe), oxidized about
35% of NADPH after 5 min. In contrast, compounds 1 and
5 only marginally stimulated NADPH oxidation (about
10%). All the other compounds did not increase NADPH
oxidation in the presence of rat hepatic TrxR (Fig. 5).
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Fig. 4 Determination of thiol-peroxidase-like activity of f-seleno-
amines compared with (PhSe), 200 uM. f-selenoamines were tested
at 200 and 400 pM. Control was performed using DMSO (vehicle).
Letters “a” and “b” mean significantly higher than control and

(PhSe),, respectively, by Duncan’s multiple range test. Standard error
values were omitted for the sake of clarity and they were <5% of the
respective means for n = 5
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Fig. 5 Representative graph of NADPH oxidation by hepatic TrxR
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(PhSe), as substrate. Results are expressed using the percentage of
NADPH oxidized during 5 min. The reduction of compounds by
TrxR were compared with DMSO (vehicle) and (PhSe), 15 uM

Discussion

In this study, we have evaluated the influence of substituent
groups in the antioxidant activity of selenium compounds
and how these substituent groups could interfere with the
GPx-like activity of ff-selenium amines and whether or not
their GPx-like activity could be correlated with their
capacity to be reduced by hepatic TrxR. Compound c5
containing a free amine and the electron donating
p-methoxy group, showed the highest antioxidant activity
against Fe(II)-induced TBARS when compared to other
f-selenium amines. The f-selenium amines without a
substituent in the aromatic ring bound to Se atom (com-
pounds 1-3) did not inhibit iron-induced TBARS forma-
tion. Compound 6, which has the electron withdrawing Cl
as a substituent in the aromatic ring bound to Se atom,
exhibited a modest antioxidant activity. Taken together,
these results indicate that the antioxidant activity of these
compounds cannot be explain only in terms of electronic
effects, because compounds without a substituent had no
activity and compounds 5 and 6, which have substituent
groups with opposite electronic inductive effects inhibited
lipid peroxidation.

The GPx-like activity of fi-selenium amines was deter-
mined and compounds 4 and 5, with electron donating
methyl and methoxy groups bound to the aromatic ring
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bound to Se atom, exhibited good thiol-peroxidase-like
activity. Indeed, compounds 4 and 5 reduced H,O, with a
similar potency to (PhSe),. Similarly, compound 1 (which
has no substituent on the aromatic ring bound to Se)
exhibited a thiol-peroxidase-like activity equivalent to that
of (PhSe),. In contrast, the compound 6, which has an
electron withdrawing group, exhibited only a weak thiol-
peroxidase-like activity. The f-selenoamines containing
blocked amine groups (compounds 2 and 3) did not exhibit
thiol-peroxidase-like activity; indicating a critical role for
the -NH, in the thiol-peroxidase-like activity of seleno-
amines. Accordingly, it can be suggested that GPx-like
activity of f-selenium amines is enhanced by electron
donating groups at para position in relation to selenium. In
contrast, the activity is reduced by the presence of electron
withdrawing groups at the same position.

In accordance with previous data from our group [23],
(PhSe), was reduced by hepatic TrxR; whereas f-selenium
amines 1 and 5 were weakly reduced by TrxR. Conse-
quently, the main pathway for the antioxidant activity of
f-selenium amines can be associated with the thiol-per-
oxidase-like activity pathway and not with their reduction
via TrxR (Scheme 1). This can be considered a disadvan-
tage of this class of monoselenide molecules, when com-
pared to diselenides because restricts the antioxidant
activity of fi-selenium amines to a single pathway.

One point that can explain some unexpected effects
observed here is the fact that some of the assays where
performed in the absence of tissue. For instance, in the
DPPH assay all the tested compounds have negligible
antioxidant properties, which reinforce the fact that me-
tabolization and/or interaction with thiols are required for
the action of these antioxidants. On the other hand, some
compounds exhibited Gpx-like and TrxR activities, indi-
cating that these could be their mechanisms of action, and
not by radical scavenger activity.

The results presented indicated the f-selenium amines
compounds can have interesting antioxidant properties.
Particularly, compound 5, which had a methoxy substituent
in the aromatic ring bound to Se. Indeed, compound 5
exhibited antioxidant activities in three different assays
(TBARS, thiol-peroxidase-like activity, and as a substrate
of TrxR). The analog compound 1 without a substituent in
the aromatic ring bound to Se had thiol-peroxidase-like
activity and was a weak substrate of TrxR. In contrast, the
compounds containing a blocking group bound to the
amino group (compounds 2 and 3) did not exhibit antiox-
idant properties, indicating an important role of the free
amino group in the antioxidant properties of f-selenoam-
ines. Taken together, these results indicate that f5-seleno-
amines 1 and 5 should be studied in more complex
and physiologically relevant in vitro systems, including
brain and liver slices and mitochondrial preparations
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[15, 24, 41, 42] in order to confirm their potential antiox-
idant activity and to determine whether or not they should
be tested in in vivo models of diseases associated with
oxidative stress.
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4.2. Parte Il: Resultados Complementares

4.2.1. Materiais e Métodos:

4.2.1.1. Anélise estatistica

A correlacdo entre as atividades tiol peroxidase e TrxR foram analisadas por
coeficiente ndo paramétrico de Spearman, e foi considerado significativo o p < 0,01.
As variaveis dependentes foram analisadas estatisticamente por analise de variancia
(ANOVA) de uma via utilizando teste de Duncan, quando apropriado. As diferencas

entre os grupos foram consideradas significativas quando p < 0,05.

4.2.2. Resultados

4.2.2.1. Correlacdo entre as atividades tiol peroxidase-like das B-selenoaminas e

suas capacidades de reducao pela TrxR

A figura 1(quadro A) mostra que exixstiu uma correlagdo positiva entre a redugéo
das B-selenoaminas pela TrxR isolada de mamifero e a atividade mimética a GPx
destes compostos (r = 0.8082 and p = 0.0059) (Fig. 1, quadro A). Contudo, esta
correlagcdo nao foi observada quando a atividade do (PhSe), foi considerada (r =
1,149 e p = 0,4115). As correlacdes entre a reducéo das 3 -selenoaminas pela TrxR
ou entre as atividades miméticas a GPx e as capacidades de reduzir o radical DPPH

nao foram significativas (Fig. 2, A e B).
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Figura 1: Correlacdo entre as atividades miméticas a GPx (Tiol
Peroxidase) das [(-selenoaminas e suas reducbOes pela TrxR de
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os considerando (B). Os valores de p e r foram calculados considerando
as atividades relativas do controle, (PhSe), e B-selenoaminas de cada
experimento.
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(PhSe),. Assim, os valores de p e r foram calculados considerando
apenas as atividades relativas ao controle e as B-selenoaminas de cada
experimento.
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6. DISCUSSAO

Compostos antioxidantes que n&o sdo comumente testados em sistemas
biolégicos, como alguns fendis e aminas (primarias e secundarias), agem
usualmente por transferéncia de cadeias (Gugumus, 1990). A primeira etapa da
reacao com este tipo de substancia é a transferéncia de um atomo de hidrogénio de
uma molécula antioxidante para um radical intermediario reativo. Neste estudo,
avaliamos a influéncia de radicais substituintes sobre a propriedade antioxidante de
compostos de selénio contendo um grupamento amina (-selenoaminas); e se estes
radicais poderiam interferir na atividade mimética destes compostos a enzima GPX.
Além disso, foi avaliado se estas atividades poderiam estar correlacionadas com a
capacidade dos compostos de servirem como substrato para a TrxR, usando
modelos in vitro.

Com relacdo a protecédo contra a producdo de TBARS induzida por Fe(ll), o
composto c5, contendo uma amina livre € um grupo p-metoxi em sua estrutura,
apresentou uma maior atividade quando comparado as outras B-selenoaminas. De
fato, os grupos metoxi em posicdo para estabilizam o produto formado por
ressonancia (Barreiros e cols., 2006). Contudo, os compostos ¢3, contendo um
grupo tosil protegendo a amina e sem outros radicais, e c6, contendo um atomo
eletrofilico (Cl) na posicdo para com relagdo ao atomo de selénio, preveniu a
peroxidacao lipidica apenas na maior concentracao testada.

As B-selenoaminas ndo reduziram o radical DPPH’, ndo demonstrando,
assim, atividade antioxidante direta. Por outro lado, o (PhSe), causou uma reducéo
significativa do radical. De tal modo, podemos observar a importancia da
disponibilidade do Se sobre as propriedades antioxidantes destes
organocalcogénios, especialmente pelo fato do (PhSe), conter dois &tomos de Se
em sua estrutura (Figura 1), enquanto as B-selenoaminas apresentam apenas um
(Nogueira e cols., 2004). Além disso, as capacidades antioxidantes n&o se
correlacionaram com as outras atividades (dado nao apresentado).

A possivel atividade mimética a GPx das B-selenoaminas, utilizando H,0,
como substrato e PhSH como co-substrato doador de tiol, foi analisado. O (PhSe)s,
descrito na literatura como catalisador da decomposi¢cao de H,0O, (Iwaoka e Tomoda,
1994), foi usado como um controle positivo. Com relagcédo a este parametro, ¢5, com

um grupo nucleofilico, apresentou a maior atividade, reduzindo o substrato mais do



29

gue o controle positivo em ambas as concentracdes testadas. Contudo, todas as -
selenoaminas contendo o grupamento amina livre (com excecdo do c6, com um
radical eletrofilico), apresentaram moderada ou boa atividade catalitica na reducéo
do H,0,. Assim, pode-se sugerir que as atividades miméticas a GPx das f-
selenoaminas € aumentada por grupos nucleofilicos na posicédo para ao selénio, e
isto vai de acordo com dados prévios sobre a estabilidade de compostos de Se com
semelhanca estrutural (Barreiros e cols., 2006). Em contraste, esta atividade é
reduzida pela presenca de grupos eletrofilicos na mesma posicéao.

Outra observacéo feita foi da habilidade dos compostos em oxidar o NADPH e
se reduzir por acdo da TrxR. Neste trabalho apresentou-se um gréfico representativo
com a capacidade de oxidar o NADPH. Semelhantemente a atividade mimética a
GPx, observou-se que o Se parece ser também essencial para a oxidacdo do
NADPH pela TrxR de mamiferos. A mesma observacao foi feita por Freitas e Rocha,
em 2011 (Freitas e Rocha, 2011). Além disso, uma correlacédo positiva foi observada
entre a reducdo das B-selenoaminas pela TrxR e a suas atividades miméticas a
GPx. Contudo, esta relacdo nao foi observada quando os resultados apresentados
pelo (PhSe), foram considerados indicando, provavelmente, que a agao das B-
selenoaminas sobre as duas enzimas podem estar ocorrendo por um agente comum
a estes compostos.

Esses resultados fornecem evidéncias adicionais sobre a importancia do Se
nas propriedades antioxidantes de varias enzimas e compostos contendo Se em sua
estrutura (Nogueira e cols., 2004). Além disso, observa-se que a presenca do
grupamento amina afeta estes parametros. Contudo, uma das principais
constatacdes obtidas neste trabalho refere-se a influéncia que os radicais
nucleofilicos (como o grupo p-metdxi, presente no c5) podem exercer sobre a
atividade de compostos orgéanicos de Se contendo aminas.

Além da acgéo de grupos nucleofilicos e eletrofilicos sobre a agédo enziméatica
de novos compostos de Se, e observando os resultados expostos por Freitas e cols.
em 2010 (Freitas e cols, 2010), conclui-se que a relagdo entre as atividades dos
compostos de Se sobre as enzimas GPx e TrxR é de grande importancia no que diz
respeito ao mecanismo de acdo destes compostos. De forma geral os resultados
preliminares obtidos in vitro aqui podem servir de base para a escolha de compostos
que sejam promissores farmacologicamente. Assim, investigacbes in Vivo,

especialmente utilizando o composto c¢5, sdo de crucial importancia para determinar
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o efeito real desta B-selenoamina sobre diferentes atividades enzimaticas apoés
metabolizacdo, bem como sua possivel toxicidade, aguda ou crbnica, em um

sistema biologico.
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7. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho pode-se concluir que:

> A disponibilidade do Se é essencial para as propriedades antioxidantes
indiretas dos compostos organicos de Se, ou seja, a capacidade destes compostos
exercerem efeitos sobre diferentes enzimas diminui conforme a blindagem do Se por

grupamentos adjacentes volumosos;

> O grupamento amina aparentemente influencia nas propriedades antioxidantes

dos compostos organicos de Se;

> Apesar da maioria das B-selenoaminas possuir capacidade antioxidante como
mimética a proteinas enddégenas, nenhuma delas é capaz de reduzir diretamente o

radical livre DPPH’ de maneira comparavel ao antioxidante AA;

> Somente as B-selenoaminas com grupop-metéxi e tosil na estrutura sao
capazes de prevenir a peroxidacéo lipidica induzida por Fe,SO, em cérebro de ratos

in vitro.

> Além de prevenir a peroxidacao lipidica, a B-selenoamina contendo o grupo p-
metdxina estrutura também foi capaz de mimetizar a atividade da enzima GPx e de

servir como substrato para a TrxR hepatica;

- A atividade mimética a enzima GPx foi maior nos compostos contendo um
radical ou grupamento nuceofilico em posicdo para com relagdo ao Se nas [-

selenoaminas;

> Uma correlagéo positiva foi observada entre as atividades miméticas a GPx e
as capacidades de servir como substrato para a enzima TrxR hepética apenas quando

sao considerados os resultados das 3-selenoaminas.



32

8. PERSPECTIVAS

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, as perspectivas para

trabalhos posteriores séo:

> Investigar o possivel efeito toxicoldégico das B-selenoaminas, realizando

ensaios de genotoxicidade e mutagenicidade de testes in vitro;

> Realizar o tratamento de diferentes modelos animais para avaliar a acao in

Vivo, pos-metabolizacdo, das B-selenoaminas aqui estudadas;

> Realizar a analise molecular da expressao génica de enzimas antioxidantes;

> Analisar o efeito das B-selenoaminas frente a diferentes parametros de

disfuncé&o mitocondrial.

> Avaliar o potencial antioxidante do c5, notado como a B-selenoamina mais
promissora, frente a parametros oxidativos ndo considerados nesta pesquisa,

utilizando modelos in vitro e in vivo.
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