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RESUMO

O sistema nervoso central, principal sistema de regulacdo das atividades fisioldgicas,
pode ser fortemente acometido por processos patoldgicos gerados pelo desequilibrio
redox que culminam no desenvolvimento de doengas neurodegenerativas. Dentre essas,
a mais prevalente, a doenca de Alzheimer, acomete um grande numero de pessoas
impactando fortemente nos recursos publicos destinados a satde. O desequilibrio redox
gera acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que interferem diretamente na
viabilidade das células nervosas. Estudos do nosso grupo de pesquisa mostraram que uma
classe de compostos conhecidos como isobenzofuran-1-(3H)-onas (F12) apresentam acéo
antioxidante capaz de reduzir os danos ocasionados pelo desequilibrio redox induzido.
Neste trabalho avaliamos o efeito antioxidante de isobenzofuran-1-(3H)-onas sintéticas
estruturalmente semelhantes (F15 e F16) sobre culturas primérias de neurbnios do
hipocampo obtidos de embrides E17 de camundongos C57BL/6, assim como seus
potenciais de oxidacdo através da voltametria ciclica (VC). Para isto as culturas foram
pré-tratadas com diferentes concentragdes de isobenzofuran-1-(3H)-onas e submetidas ao
desequilibrio redox utilizando o peréxido de hidrogénio. Apés a indugdo foram
realizados ensaios de viabilidade celular, mensuracéo de EROs e peroxidacéo lipidica das
membranas para avaliar a agdo dos compostos sobre a cultura primaria de neurénios
hipocampais. De forma a complementar e confirmar os ensaios espectrofotométricos foi
realizada a VC, método eletroanalitico para determinacdo do potencial de oxidacéao (Eo)
e consequentemente a capacidade antioxidante. O composto F15 foi capaz de reduzir as
EROs e os danos causados aos lipideos da membrana. Os resultados dos ensaios
espectrofotométricos foram corroborados pela VC que permitiram caracterizar o
composto F15 como potencial antioxidante. Assim, outros estudos devem ser realizados
para melhor caracterizar a a¢do antioxidante desses compostos e torna-los possiveis

candidatos a farmacos para uso na terapia de doencgas neurodegenerativas.

Palavras-chaves: Desequilibrio redox; isobenzofuran-1(3H)-onas; culturas primarias;

antioxidante; potencial de oxidacao; voltametria ciclica.



ABSTRACT

The central nervous system, the main system for regulating physiological activities, can
be strongly affected by pathological processes generated by redox imbalance that
culminates in neurodegenerative diseases development. Among these, the Alzheimer's
disease is the most prevalent, affecting a large number of people and strongly impacting
on public health resources. The redox imbalance leads to reactive oxygen species (ROS)
accumulation, which directly interfers in the viability of nerve cells. Previous studies from
our research group revealed a class of chemical compounds known as isobenzofuran-1-
(3H)-ones (F12) with antioxidant action, capable of reducing the damage caused by
induced redox imbalance. In this work, we evaluated the antioxidant effect of structurally
similar synthetic isobenzofuran-1-(3H)-ones (F15 and F16) on primary cultures of
hippocampal neurons from E17 embryos of C57BL/6 mice, as well as their oxidation
potentials through cyclic voltammetry (CV). For this, the cultures were pre-treated with
different concentrations of isobenzofuran-1-(3H)-ones and subjected to redox imbalance
using hydrogen peroxide. After induction, assays for cell viability, ROS measurements
and membrane lipid peroxidation were performed to evaluate the action of the compounds
on the primary cultured hippocampal neurons. In order to complement and confirm the
spectrophotometric tests, the CV was performed, which is an electroanalytical method to
determine the oxidation potential (E;) and consequently the antioxidant capacity.
Compound F15 was able to reduce ROS and damage to membrane lipids. The results of
the spectrophotometric tests were corroborated by the CV, which allowed characterizing
the compound F15 as an potential antioxidant. Thus, future studies should be carried out
to better characterize the antioxidant action of the compounds and make them possible

drug candidates for use in neurodegenerative diseases therapy.

Keywords: Redox imbalance; isobenzofuran-1-(3H)-ones; primary cultures; antioxidant;

oxidation potential; cyclic voltammetry.
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1. INTRODUCAO

1.1 Doengas Neurodegenerativas

As doencas neurodegenerativas séo um grupo de desordens que afetam o sistema
nervoso central caracterizadas pela perda progressiva das células neuronais e das fungoes
cognitivas (APPOLINARIO et al., 2011). Atualmente, essas desordens contribuem de
forma significativa para aumentar as taxas de morbidade e mortalidade da populagéo. A
doenca de Alzheimer (DA) e a doenca de Parkinson sdo as mais incidentes, seguidas pelas
esclerose lateral amiotrofica e a doenca de Huntington (HUANG et al., 2018). Essas
patologias sdo condic¢des incuraveis de rapido progresso, e altamente debilitantes que tém
aumentado sua prevaléncia em todo o mundo tornando-se um grave problema social e
econémico (GEMELLI etal., 2013; HUANG et al., 2018). Apesar das inUmeras pesquisas
na area, ainda ndo se conhecem todos os processos, fisioldégicos ou ndo, que levam ao
desenvolvimento dessas patologias. Sabe-se que todas essas apresentam semelhancas na
patogénese sendo desencadeadas por fatores como o desequilibrio redox, apoptose
anormal, disfungdo da autofagia e neuroinflamagéo (LEAL et al., 2012).

Dentre as principais doencas neurodegenerativas, a doenca de Alzheimer é a
mais comum, afetando aproximadamente 36 milhdes de pessoas no mundo, e a
expectativa € que esse numero aumente para 115 milhdes em 2050 (BOZZALI et al.,
2015). Algumas das caracteristicas da DA sdo a presenca da deméncia amnésica
progressiva com deéficits cognitivos graduais, perda de localizacdo espacial, auséncia da
capacidade de tomada de decisbes, agressividade e mudangas comportamentais,
impossibilitando atividades diarias e o proprio cuidado (REED, 2011). Segundo dados da
Organizacdo Mundial de Satde (OMS) a DA ¢ a forma mais comum de deméncia e pode
contribuir para 60 a 70% dos casos, sendo uma das principais causas de dependéncia e
incapacidade entre os idosos. A deméncia é uma doenca neuroldgica comum e esporadica,
que tem como fator de risco o envelhecimento, promove perda de memdria e de outras
funcBes cognitivas. Ainda de acordo com a OMS, cerca de 50 milhdes de pessoas sofrem
de algum tipo de deméncia e ha quase 10 milhdes de novos casos por ano, em todo o
mundo (KUCA et al., 2016). Esse fato se agrava com o envelhecimento da populagédo
mundial, estima-se que o numero de pessoas acima de 60 anos serd quatro vezes maior
nos préoximos 30 anos aumentando também o numero de casos de deméncia (HUANG et
al., 2016; ROTERMUND et al., 2018).

14



Na DA a progressiva e irreversivel neurodegeneracdo leva a perda dos neurdnios
hipocampais, resultando na disfungdo cognitiva que atinge inicialmente a memdria e
posteriormente outras fungdes mentais (TROMPIER et al., 2014). A perda neuronal e
consequente perda sindptica sdo decorrentes do acumulo intracelular de emaranhados
neurofibrilares de proteina tau hiperfosforilada e da deposicao anormal do peptideo -

amiloide (BA) formando as placas senis extracelulares (Figura 1) (ARIMON et al., 2015).
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Figura 1. Altera¢des macroscopicas e microscopicas no cérebro de um paciente com DA devido ao
acumulo do peptideo BA e emaranhados neurofibrilares de proteina tau. (Modificado de: MEDICAL
ENCYCLOPEDIA, 2011).

O peptideo BA ¢ secretado constitutivamente por células de mamiferos e ¢
encontrado no plasma e no liquido cefalorraquidiano em condi¢cdes normais. Sua
producdo é decorrente da clivagem da proteina precursora amiloide (PPA), uma proteina
transmembrana abundante nas membranas das sinapses, onde esta envolvida no
desenvolvimento neuronal, na aderéncia dos neurénios a matriz extracelular, na regulacéo
da plasticidade sinaptica, da excitabilidade celular e nas funcdes da memdria (TURNER
et al., 2003; KORTE et al., 2012; MATOS, 2013). O processamento da PPA é realizado
por pelo menos trés diferentes tipos de enzimas especificas, denominadas a, B e y-
secretases. A PPA pode ser clivada pela sequéncia a-secretase e y-secretase ou 3-secretase
e y-secretase (Figura 2). A partir da clivagem da PPA peptideos BA de comprimentos que
variam de 39 a 43 aminoacidos podem ser formados. O peptideo de 42 aminoacidos, PA-
42 é extremamente citotéxico e pode formar as placas amiloides e consequentes

modificacGes na plasticidade sinaptica e na integridade neuronal (MATQOS, 2013). Ainda
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ndo € bem compreendido o porqué da prevaléncia do BA-42 sobre os demais peptideos
em pacientes com DA (POHANKA, 2014).
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Figura 2. Formacio da placa BA a partir da proteina percursora amiloide (PPA). Ac¢Bes das enzimas
e a-secretase (a-SE), B-secretase (B-SE) e y-secretase (y-SE) sdo representadas (Modificada de:
POHANKA, 2014).

Além da formacéo das placas amiloides (Figura 2), a formacdo de emaranhados
neurofibrilares intracelulares também € um importante marcador da DA. O principal
constituinte dos emaranhados é a tau, uma proteina solGvel presente nos axonios que
participa do conjunto de proteinas que se associam e estabilizam microtibulos
(BALLARD et al., 2011). Em condicGes fisioldgicas, a afinidade da proteina tau pelos
microtubulos é controlada por sua fosforilacéo e desfosoforilacdo que reduz ou aumenta,
respectivamente, sua ligacdo aos microtubulos (REEDY, 2011). Segundo a hipdtese da
cascata amiloide, a hiperfosforilacdo da proteina tau e a consequente formacéo de
emaranhados neurofibrilares sdo resultados do desequilibrio redox desencadeado por
concentragdes toxicas do peptideo PA (SMALL et al., 2008). Durante a formacéo de
emaranhados neurofibrilares, agregados insolUveis da proteina tau sdo produzidos
interferindo na estrutura e na fungédo dos neurénios (Figura 3) (BALLARD et al., 2011;
CARVALHO et al., 2015).
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Figura 3. Transmissdo sinaptica e a formagio da placa A extracelular. (Modificado de: BALLARD
et al.,2011).

A DA ¢ considerada uma patologia multifatorial na qual somente 5 a 10% dos
casos sdo oriundos de causas genéticas (LUCATELLI et al., 2009). De acordo com
Marlatt e Lucassen (2010), trés genes contendo mutacOes associadas a mecanismos
moleculares e celulares subjacentes a DA foram identificados. Essas mutag¢fes podem ser
encontradas em genes que codificam a proteina precursora amiloide (PPA), a proteina
presenilina-1 (PSEN1) e a proteina presenilina-2 (PSEN2) e sdo fundamentais para as
formas familiar e esporadicamente adquirida (FRIDMAN et al., 2004). As PSENL1 e
PSEN2 sdo subunidades cataliticas do complexo y-secretase que realizam proteolise
intramembranar (NIXON, 2017). Alterac6es genéticas nas proteinas PSEN1 reduzem a
clivagem da PPA, diminuindo a producdo do peptideo BA, entretanto, promovendo o
aumento da proporcdo de PA-42 para BA-40, fato considerado critico para a toxicidade
de BA na DA (NIXON, 2017; KUMAR et al., 2006).

Atuamente inUmeras pesquisas mostram a diversidade de genes envolvidos na
fisiopatologia da DA. Avancos significativos nas tecnologias gendmicas permitiram a
identificacdo de moduladores genéticos e sua suscetibilidade a doencas em humanos
(DUNN; O’CONNELL; KACZOROWSKI, 2019). Segundo estudos realizados por Park
et al. (2019) para andlise da expressdo génica envolvida na patologia da DA, foram
identificados os genes ASAP1, PRKCD e VASP significativamente expressos na DA,
sendo o PRKCD diretamente associado a fungdes cognitivas. Com métodos mais

avancados a descoberta de genes envolvidos na fisiopatologia da DA serd um campo de
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investimento cada vez mais promissor, como 0 método transcriptoma e outras técnicas
computacionais (MORADI et al., 2019).

Apesar do diagnostico da DA néo ser possivel de forma conclusiva durante a
vida do paciente, alguns testes podem ser realizados de forma multidisciplinar, como
testes neuropsicologicos, analises de sangue, do liquido cefalorraquidiano,
eletroencefalograma ou técnicas de diagndstico que poderdo excluir outras deméncias
com sinais e sintomas semelhantes (ASHBURNER; FRISTON, 2005). Para diagnostico
pos-morte € necessario a identificacdo dos marcadores especificos da DA, isto é, 0s
emaranhados neurofibrilares e as placas amiloides extracelulares presentes no encéfalo
do paciente (ROTERMUND et al 2018).

Mesmo sendo considerada um problema significativo de satde publica existem
apenas alguns tratamentos médicos aprovados para a DA. Esses envolvem duas classes
de medicamentos, os inibidores da acetilcolinesterase (donepezil, a rivastigmina e a
galantamina), que melhoram a neurotransmissdo da acetilcolina no cérebro, fato
considerado essencial para a cognicdo; e a memantina, um antagonista dos receptores
NMDA (N-metil-D-aspartato) de afinidade moderada, ndo competitivo (ROBINSON;
KEATING, 2006; OBOUDIYAT et al., 2013). Ambos os medicamentos atuam apenas
no controle dos sintomas, sem alterar o curso do processo neurodegenerativo. Ensaios
clinicos com novos medicamentos tém sido realizados na ultima década, no entanto, sem
resultados promissores, ja que 99,6% falharam no controle da DA (BRIGGS, 2016). A
falta de medicamentos efetivos que atuem diretamente no curso da doenca e ndo apenas
nos sintomas reflete os desafios do desenvolvimento de um agente terapéutico com
potencial para modificar o curso da DA (SALOMONE et al., 2012). Embora a patogénese
dessa e de outras doencas neurodegenerativas nao ser completamente entendida, muitos
estudos tém se baseado no desequilibrio redox para fundamentar o desencadeamento das
mesmas. O desequilibrio redox na DA, por exemplo, se manifesta atraves da presenca de
proteinas oxidadas, de produtos de glicosilacdo avancada, da peroxidacao lipidica e da
formacdo de espécies reativas toxicas, como peroxidos, alcoois, aldeidos, carbonilas e
cetonas, e de modifica¢bes oxidativas no DNA nuclear e mitocondrial (GEMELLI et al.,
2013; GELLA et al., 2009).
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1.2 Desequilibrio Redox

Em condicGes fisioldgicas, as células se encontram em um estado de homeostase
redox, o qual é mantido pelo equilibrio entre a geracdo continua de espécies reativas e
varios mecanismos envolvidos na atividade antioxidante (LUCZAJ, GEGOTEK;
SKRZYDLEWSKA, 2017). Por meio de processos metabdlicos normais, como a
respiracdo, a sinalizagdo celular e transferéncia de elétrons, sdo produzidos
constantemente radicais livres, que participam da producdo de energia, fagocitose,
regulacdo do crescimento celular, sinalizacdo intercelular e sintese de substancias
biologicas (HALLIWELL, 2006). O termo radical livre pode ser definido como atomo ou
molécula que possui na sua Ultima camada eletrnica um numero impar de elétrons
desemparelhados que contribui para sua reatividade (BERG, YOUDIM, RIEDERER,
2004). A formac&o desses radicais esté diretamente relacionada com o ganho ou perda de
elétrons, definidos como processos de reducédo e oxidacdo. Dessa forma, os radicais livres
podem ser formados durante reacdes de dxido-reducéo, ou ainda favorecer essas reacoes,
a depender do processo bioguimico envolvido (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). De
acordo com suas caracteristicas quimicas podem ser classificadas em espécies radicalares
e ndo radicalares. Dentre as radicalares encontram-se o ¢xido nitrico (NO°), anion
superoxido (O "), radical hidroxila (OH"), anion radical de carbonato (CO3""), diéxido de
nitrogénio (NO2") e alcoxil/alquil peroxil (RO/ROO"). E as principais espécies nao
radicalares como peroxido de hidrogénio (H202), peroxinitrito (ONOO)/acido
peroxinitrito (ONOOH) e &cido hipocloroso (HOCI) que ndo possuem pares de elétrons
desemparelhados, apresentando em geral mais estabilidade e menos reatividade (ZHANG
etal., 2019).

As principais fontes dos radicais livres sdo as organelas citoplasmaticas
responsaveis pelo metabolismo do oxigénio, nitrogénio e cloro, resultando em grandes
quantidades de metabdlitos. Na mitocondria acontecem importantes processos
metabolicos como a respiracdo aerdbica, armazenamento de calcio e regulacdo da
apoptose. Além disso, participam de outras atividades fundamentais para o
funcionamento celular como a proliferacdo, autofagia, sinalizacdo redox e imunidade.
Uma disfuncdo mitocondrial pode ocasionar vérias patologias como a neurodegeneracao,
cancer, disturbio metabolico, diabetes, acidente vascular cerebral e envelhecimento
(MENG et al., 2017).

A mitocondria € a principal fonte geradora de espécies reativas a partir do

deslocamento de elétrons durante a respiracdo através da cadeia transportadora de
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elétrons. Essa cadeia de transferéncia de elétrons localizada na regido intermembranar da
mitocdndria é formada por complexos de proteinas, denominados complexo | (NADH
desidrogenase), complexo Il (succinato desidrogenase), complexo Il (citocromo ¢
redutase) e o complexo IV (citocromo ¢ oxidase), que transferem os elétrons para o
oxigénio molecular (O2) reduzindo-o a H202 no complexo IV. Os portadores de elétrons
podem ser auto-oxidados e gerar o O2", na reacdo catalisada pela enzima SOD
(superdxido dismutase) para produzir H202. Em seguida o H2O- é convertido em OH' por
meio da reacdo de Fenton. Os principais O~ sdo gerados a partir do Complexo | e 11l na
mitocondria (MENG et al., 2017). Durante o metabolismo celular aerébico, na
mitocondria a a4gua (H20) é formada a partir da reducdo tetravalente do oxigénio
molecular (O2), formando os radicais O2", hidroperoxila (HO.") e OH" e 0 H20-. O radical
OH’, espécie mais reativa, reage rapidamente com metais ou mesmo com outros radicais,
podendo levar a inativacdo ou mutacdo do DNA quando este estiver fixado a um metal.

Um outro processo que pode ser desencadeado pelo aumento da radical OH’, € a
peroxidacao lipidica, que ocorre a partir da oxidacdo dos &cidos graxos poli-insaturados
das membranas celulares. A espécie reativa H,O> é um metabolito do oxigénio que
participa da reacdo de formacédo do radical hidroxila, extremamente deletério para as
células, principalmente na presenca do ferro, atravessando as camadas lipidicas podendo
reagir com a membrana eritrocitaria e com as proteinas ligadas ao ferro (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997).

Os metais de transicdo atuam de forma essencial em VAarios processos
fisiolégicos, como na sintese de determinadas enzimas, transporte de oxigénio e reagdes
do tipo redox. Participam diretamente da formacéo de EROs convertendo o H.O2 em OH",
ou na decomposicao de perdxidos lipidicos em radicais reativos peroxil (ROQO") e alcoxil
(RO"). Dessa forma, podem ser toxicos para o0 organismo devido a capacidade de auto-
oxidacdo. Os metais, principalmente os ions ferro (altamente disponivel no organismo) e
fons cobre, catalisam reacdes de oxidacao de biomoléculas, por meio da reacdo de Fenton
e Haber-Weiss, favorecendo a formacdo de OH" a partir de H.O (BERG et al., 2004). O
cobre (Cu) esta disponivel em todo organismo, inclusive no cérebro, pois atravessa a
barreira hematoencefalica na forma de um complexo associado a metaloproteinas. O
cobre apresenta funcéo enzimatica envolvida na sintese de proteinas e neurotransmissores
importantes para a funcdo nervosa. Todo o processo de absorcdo, distribuicdo e
eliminacdo do metal é controlado por proteinas capazes de prevenir danos ocasionados

pelas suas formas livres (LEAL et al., 2012).
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Assim como o Fe e Cu, outros metais como 0 manganés (Mn) séo essenciais para
a homeostase fisiol6gica, sendo essencial para as enzimas superoxido dismutase (SOD),
arginase, hidrolase e carboxilase. No entanto, segundo Berg et al., (2004) o Mn pode
promover a oxidacdo da dopamina no cérebro causando a destruicdo do tecido cerebral;
além disso, pode reduzir os niveis das enzimas peroxidase e catalase. Em contrapartida,
0 metal zinco (Zn) na presenga do ferro, pode atuar como antioxidante, removendo 0s
jons do ferro dos seus locais de ligacdo e inibindo reacdes dependentes de ferro
(CUAJUNGCO; LEES 1997; MENDEZ-ALVAREZ et al. 2002). O Zn participa de
processos enzimaticos e na estabilizacdo da estrutura molecular dos componentes da
membrana, presente em tecidos e fluidos corporais e em niveis elevados no cérebro
(LEAL et al., 2012).

O magnésio (Mg), assim como 0 Zn, pode atenuar o dano oxidativo, uma vez
que ele atua como cofator para multiplas enzimas. Assim, 0s metais, principalmente a
nivel cerebral, podem contribuir para o desequilibrio redox uma vez que podem atuar na
producéo de EROs e de espécies reativas de nitrogénio (ERNSs) (BERG et al., 2004).

Assim, alteracbes na homeostase celular metalica podem desencadear o
desequilibrio redox e promover alteragcdes fisiologicas intimamente relacionadas a

processos patoldgicos como os distdrbios neurodegenerativos (KWON et al., 2015).

1. 3 Defesas Antioxidantes

O equilibrio observado na homeostase dos organismos esta intimamente
relacionado a capacidade dos antioxidantes em eliminar o excesso de ERs. Estes
compostos, presentes em baixas concentracdes, sdo capazes de competir com outros
substratos oxidaveis, de forma a atrasar ou inibir sua oxidacdo (LUCZAJ; GEGOTEK;
SKRZYDLEWSKA, 2017). Os mecanismos de defesa antioxidante abarcam a remocao
de espécies reativas, eliminacdo de seus precursores, inibicdo da formacdo de EROs,
ligacdo de ions metalicos necessarios para a catalise da geracdo de EROs e regulagédo
positiva das defesas antioxidantes endogenas. Além disso, a eficicia protetora dos
antioxidantes depende do tipo de EROs e do local de geracdo, uma vez que barreiras
corporais, como a barreira hematoencefalica, reduz a permeabilidade da maioria dos
antioxidantes (GILGUN-SHERKI et al., 2001). No entanto, além de conter o aumento
das ERs, as defesas antioxidantes devem atuar de forma a permitir que as ERs medeiem
papéis importantes na sinalizacdo celular e na regulacao redox, processos que promovem

0 aumento da expressdo dos genes de varias proteinas antioxidantes (HALLIWELL,
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2011). No equilibrio homeostatico redox a interacdo entre as ERs e os antioxidantes é
responsavel por produzir respostas metabolicas a sinais enddgenos e exdgenos, que
induzem a ativagdo de mecanismos de morte celular. Dessa forma, a homeostase redox
celular realiza um papel fundamental nos processos fisioldgicos e na maioria dos
fisiopatologicos (LUCZAJ; GEGOTEK; SKRZYDLEWSKA, 2017).

As defesas antioxidantes incluem sistemas antioxidantes enzimaticos (Figura 4),
compostos por enzimas como a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPX), e sistemas ndo enzimaticos, compostos pela glutationa, &cido Urico,
coenzima Q, acido lipoico, acido ascorbico e a-tocoferol (HALLIWELL, 2011). A
enzima SOD, responsavel pela dismutacdo do radical Oy, possui trés isoformas
dependentes de metais para exercer sua atividade, a SOD1 (contendo Cu/Zn), SOD2 (Mn)
e SOD3 (Cu/zn) (FUKAI; USHIO-FUKAI, 2011). A SOD1 e SOD2 sédo amplamente
distribuidas em todos os tecidos e células. A SOD1 é a principal para depuracéo de O°
que foi gerado no citosol e no espaco intermembranar das mitocondrias, evitando a
apoptose dos neurdnios da medula espinhal; e sua deficiéncia acarreta na esclerose lateral
amiotrofica (PEDRINI et al., 2010). A SOD2 atua na liberacdo de O2" na matriz
mitocondrial, protegendo as células, principalmente os neurénios contra apoptose, e sua
deficiéncia esta diretamente ligada as doencas neurodegenerativas. Ja a SOD3 é mais
expressa nos vasos, pulmaoes e rins, sendo secretada nos espacos extracelulares, com isso,

é a Unica isoforma que atua protegendo contra o Oz" extracelular (ZHANG et al., 2019).
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Figura 4. Formacéo das ERs e sua eliminacéo pelo sistema antioxidante enzimatico. (ZHANG et
al.,2019).

A enzima CAT, peroxidase contendo ferro, catalisa a decomposicéo de H20. em
H.0 e O2. E expressa no figado e eritrdcitos, principalmente nos peroxissomos, um dos
locais de formagéo do H.O> (REIMER; BAILLEY; SINGH, 1994). A CAT promove a
catélise do H>O> no citosol quando esse encontra-se muito acima dos niveis fisiologicos.
Atua também no metabolismo do etanol, formando o acetaldeido a partir do alcool. Essa
peroxidase encontra-se menos expressa quando comparada a GPX que também participa
da catélise do H.O2 (ZHANG et al., 2019).

A GPX, peroxidase contendo selénio, também é capaz de transformar H.O, em
H20, ou converter o hidroperoxido (ROOH) em éalcool (ROH). Apresenta-se em oito
isoformas, GPX1-8, que podem variar de acordo com sua distribui¢éo, alvos e atividades
bioldgicas (TOPPO et al., 2008). A GPX1 por exemplo é usada principalmente para a
depuracdo de H20», sendo a mais abundante e expressa na maioria dos tecidos, localizada
principalmente na matriz citosélica e mitocondrial. No processo redox envolvendo a
oxidacdo e reducdo da glutationa, a GPX atua na reducdo do H.O; adquirindo a forma
oxidada (GPXO) e inativa. A GPXO por meio da glutationa reduzida (GSH) pode voltar
a sua forma reduzida (GPXR). A GSH se transforma em dissulfeto de glutationa (GSSG),
podendo ser reduzida novamente a GSH, depois que um hidreto (H") é transferido do
NADPH (nicotinamida adenina dinucleotido fosfato) catalisado pela glutationa redutase
(GSR) (ZHANG et al., 2019; LUCZAJ; GEGOTEK; SKRZYDLEWSKA, 2017).
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Alem das defesas antioxidantes enzimaticas, antioxidantes ndo-enziméticos
exdgenos como a-tocoferol e &cido ascorbico também protegem as células do excesso de
radicais livres. O a-tocoferol, antioxidante lipofilico, atua eliminando os radicais
hidroperoxila em um ambiente lipidico. Assim, estudos sugerem que sua capacidade
antioxidante atua principalmente na oxidacao inicial de acidos graxos, interrompendo a
reacdo em cadeia da peroxidacdo lipidica, conferindo protecdo das membranas
eritrocitérias e dos tecidos nervosos (TRABER; STEVENS, 2011).

Assim como a-tocoferol, o &cido ascorbico tem a capacidade de proteger contra
a peroxidacdo lipidica e outros danos celulares, eliminando as EROs através da
neutralizacdo dos radicais hidroperoxil lipidicos, em uma reacdo dependente do ciclo
redox da vitamina E (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). Durante uma reviséo sobre
a captacdo celular e reciclagem, Harrison e May (2009) inferiram func¢des neuroprotetoras
da vitamina C no cérebro. Dessa forma, diversos autores enfatizam o papel do acido
ascorbico na prevengdo do desequilibrio redox no cérebro em desenvolvimento
(TRABER; STEVENS, 2011).

Estudos sugerem que uma dieta suplementar rica em acido ascorbico, a-tocoferol
e outras substancias naturais como os polifenois, atualmente considerados os principais
antioxidantes exogenos, podem ser utilizados como preventivos ou mesmo em
tratamentos terapéuticos de muitas doencas cronicas associadas ao desequilibrio redox
(MEGANATHAN; FU, 2016).

Apesar do grande numero de dados que confirmem os efeitos terapéuticos dos
antioxidantes naturais contra os danos oxidativos, alguns antioxidantes apresentaram
resultados negativos durante os ensaios clinicos, mostrando seu limitado potencial
terapéutico. Assim, € evidente a necessidade de novos estudos e desenvolvimento de
novos compostos antioxidantes capazes de atuar no tratamento de patologias que
envolvam o desequilibrio redox (PISOSCHI; POP, 2015).

1.4 Isobenzofuran-1(3H)-onas
Os compostos naturais conhecidos como ftalideos foram identificados a partir de
plantas, mas podem ser encontrados em fungos e bactérias. As plantas contendo os
ftalideos foram usadas mundialmente tempos atrds por apresentar inimeros efeitos
terapéuticos, sendo utilizadas em medicamentos tradicionais e em suplementos
alimentares (LIN et al., 2005).
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A classe de compostos conhecida como isobenzofuran-1-(3H)-onas, derivadas
dos ftalideos, séo caracterizadas por apresentarem em sua formula estrutural uma fracéo
y-lactona fundida a um anel aromatico. As isobenzofuran-1-(3H)-onas funcionalizadas na
posicdo C-3 se destacam por suas atividades bioldgicas, antiplaquetéaria (MA et al., 2011),
antagonista do receptor GABA (JOHNSTON, 2013), citotoxicidade (TEIXEIRA et al.,
2013) antimicrobiana (RAHMAN; GRAY, 2005) e antioxidante (MELO et al., 2006)
(Figura 5).
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Figure 5. Exemplo de isobenzofuranonas e suas atividades biolégicas. A parte estrutural em azul
caracteriza os compostos como ftalideos (isobenzofuranonas) (Modificado de: PEREIRA et al., 2015).

Apesar desses compostos serem derivados de origem natural, de fungos em sua
maioria, podem ser encontrados tambem de forma sintética, ou seja, alterados
qguimicamente para desenvolver uma atividade bioldgica especifica, como realizado no
estudo de Teixeira et al (2013), em que uma serie de isobenzofuranonas foram
desenvolvidas e utilizadas contra uma linhagem celular comprovando sua citotoxicidade.

Dessa forma, essa classe de compostos por apresentar propriedades terapéuticas
diversificadas, se tornou alvo de diversos estudos. Em pesquisas anteriores realizada por
Ribeiro (2018) uma isobenzofuranona sintética denominada de F12, apresentou
caracteristicas antioxidantes. Diante disso, duas isobenzofuranonas sintetizadas por
Teixeira et al (2013), denominadas de compostos F15 e F16 (Figura 6) foram avaliadas
quanto a sua capacidade antioxidante, frente as EROs produzidas pela quebra do H.O>
em células neuronais. Tais compostos apresentam formulas estruturais semelhantes, mas

com um grupo metil substituinte que as diferencia.
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Figura 6. Isobenzofuran-1(3H)-onas sintéticas denominadas de F15 e F16.

1.5 Cultura celular

Muitos avangos importantes nas pesquisas tém sido feitos devido a utilizacédo de
culturas primarias, ou seja, o isolamento de células a partir do tecido que se deseja estudar
(LANGE et al., 2012). E um importante modelo para estudos que requerem condigdes
bem definidas e controladas, permitindo analises sobre a sinalizacdo celular, bem como
as alteracdes morfologicas e bioguimicas das células. As culturas primarias de células
nervosas permitem o estudo dessas em condicBes basais, fisiologicas e neurotdxicas,
otimizando as pesquisas em areas neurologicas. As culturas realizadas a partir de células
isoladas do tecido cerebral, especificamente do hipocampo, regido associada a funcdes
cognitivas superiores, como aprendizado e memoria, tem grande importancia no
desenvolvimento de novos farmacos utilizados no tratamento de doencas
neurodegenerativas (GALLAND et al., 2019; NYLANDER et al., 2020). As culturas
primarias de neurbnios hipocampais também podem ser utilizadas em outros estudos
como o de localizacdo subcelular de proteinas endogenas ou expressas. Nestas culturas,
0s neurdnios tornam-se polarizados, com axoénios e dendritos desenvolvidos, permitindo
a formacdo de conexdes sinapticas funcionais, o que ndo pode ser observado em linhagens
celulares do sistema nervoso central (BENSON et al., 1994; KAECH; BANKER, 2006).
Essas caracteristicas as tornam grandes aliadas para conhecer os mecanismos de doencas
neurodegenerativas como a doenca de Alzheimer e a doenca de Parkinson (KANDEL,
2006; ALBERIO et al., 2012).

A regido do hipocampo é formada por varios tipos celulares, sendo os neurénios
piramidais as principais células. Além dessas, células como os interneurénios também

fazem parte do hipocampo, presentes relativamente em menor nimero que 0s piramidais.
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Os estagios do desenvolvimento dos neurdnios do hipocampo em cultura foram

bem caracterizados por Kaech e Banker (2006) e podem ser observados nas figuras 7 e 8.

Stage 3

Figura 7. Imagens com contraste evidenciando caracteristicas fenotipicas de um neurénio piramidal
durante a fase de desenvolvimento nos primeiros 4 dias de cultura. O axénio e o0s dendritos sdo
facilmente distinguiveis a partir do estagio 3 (KAECH & BANKER, 2006).

Figura 8. Fases de desenvolvimento de nerdnios hipocampais em uma cultura celular. (DOERING,
2010).

As células neuronais em um primeiro estagio (Figura 8A), apresentam o corpo

celular arredondado sem a presenca de prolongamentos, que so poderdo ser observados a

partir do segundo estagio. Nesta fase os prolongamentos ainda sdo muito pequenos, com

um tamanho proporcional entre um e outro, de modo que néo é possivel fazer uma clara

distingdo entre axonios e dendritos. Isso se deve ao fato de que, nesta fase, os
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prolongamentos ndo apresentam ainda uma diferenciacéo definida e por isso qualquer um
desses prolongamentos poderd se tornar um axénio ou um dendrito (Figura 8B)
(DOERING, 2010). A célula permanecera no segundo estagio por um periodo que varia
entre 12 a 36 horas. Apds esse periodo, ocorre uma rapida transicdo, onde um dos
prolongamentos apresenta desenvolvimento bem maior do que os outros, fato que
caracteriza o inicio da terceira fase do desenvolvimento da célula. Nessa fase, um dos
prolongamentos continuara a se desenvolver mais do que os demais, adquirindo
caracteristicas tipicas dos ax6nios (Figura 8C). O inicio do estagio quatro acontece entre
0 quarto e 0 quinto dia de cultura e é caracterizado pela ocorréncia de redes sinapticas
bem definidas entre os neurdnios (Figura 8D).

Para estudo de propriedades fisiol6gicas dos neurénios ou de outros estudos mais
complexos que envolvam mecanismos patogénicos de doencgas neurodegenerativas, tem
sido amplamente utilizadas culturas primarias de neurdnios do hipocampo de ratos ou
camundongos, como um método de estudo da neurotoxicidade de radicais livres para
compreender a interacdo entre espécies reativas de oxigénio e os efeitos protetores dos
antioxidantes (GORDON et al., 2013; CATLIN et al., 2016). Assim sendo, a cultura
celular é uma ferramenta poderosa para explorar a funcéo celular.

Apesar das inUmeras vantagens e possibilidades de se trabalhar com culturas
primarias, este metodo ainda estd sujeito a grandes dificuldades e contratempos que
podem atrasar e dificultar a realizacdo do estudo, uma vez que 0s neurdnios maduros nao
sofrem diviséo celular. Para superar essa questdo, sdo utilizadas culturas de linhagens de
células tumorais imortalizadas, no entanto, essas células apresentam maior resisténcia a
farmacos e maior proliferacdo celular quando comparadas as primarias, ocasionando
diferencas nos estudos realizados com ambas (GORDON et al., 2013).

Mesmo com todas as pesquisas atuantes na area, o estudo do sistema nervoso
central é uma tarefa ardua que exige modelos experimentais complexos para o avango do
conhecimento a respeito de doencas neurodegenerativas. Notoriamente, apenas cerca de
8% dos farmacos aprovados em ensaios pré-clinicos conseguem chegar em fases
posteriores (MILLER, 2010). Dessa forma, a utilizacdo de culturas primarias de
neurdnios hipocampais se torna uma ferramenta valiosa para a crescente necessidade de
se desenvolver metodologias mais eficientes e precisas na identificacdo e avaliacdo de

NOVOS compostos.
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1.6 Voltametria Ciclica

Varios métodos espectrofotométricos sdo utilizados para determinar atividade
antioxidante in vitro de substancias naturais e sintéticas, como a quantificacéo de espécies
reativas de oxigénio e produtos da peroxidacdo lipidica. Além desses, métodos
eletroanaliticos também tem sido usados para determinar a atividade antioxidante, como
é 0 caso da voltametria ciclica (VC). A VC é uma técnica eletroanalitica que tem a funcéo
de analisar o potencial redox em uma ampla faixa de varredura de potencial se baseando
na varredura linear de potencial no tempo como forma de onda triangular (FONSECA;
PROENCA; CAPELO, 2014). Sua utilizacdo é comum para avaliar a capacidade de
reducdo e oxidacdo de substéncias puras ou presentes em diferentes solu¢bes (PISOSCHI
et al., 2015).

Essa técnica eletroanalitica apresenta iniUmeras vantagens como baixo custo,
alta sensibilidade, instrumentacdo simples e relativamente barata, rapida e de féacil
execucdo. Além disso, é necessario apenas um pequeno volume de amostra para se
realizar a técnica, apresentando resultados rapidos e de alta confiabilidade. Uma outra
vantagem em se utilizar esta técnica é que a maioria dos antioxidantes apresentam alta
eletroatividade, caracterizada pela transferéncia de elétrons nas reacdes envolvendo os
radicais livres, permitindo assim, a selecéo rapida de uma série de compostos organicos
para testes de capacidade antioxidante. Dessa forma, essa técnica eletroquimica se
apresenta como método alternativo ou mesmo complementar as técnicas
espectrofotométricas (JARA-PALACIOS et al., 2017).

A voltametria ciclica, método eletroanalitico amplamente utilizado em muitas
areas da quimica, analisa 0s processos redox em determinacdes qualitativas e
quantitativas. Essa técnica baseia-se na variacao do potencial aplicado em um eletrodo de
trabalho, nas direcbes direta e reversa numa determinada taxa de varredura e
monitoramento da corrente elétrica circulante numa célula eletroquimica. E necessario a
utilizacdo de uma célula contendo trés eletrodos, sendo um eletrodo de trabalho, um de
referéncia e um eletrodo auxiliar. Os eletrodos sdo conectados a um potenciostato
responsavel por aplicar a diferenca de potencial entre os eletrodos de trabalho e de
referéncia a uma taxa constante, que por sua vez € controlado por um computador onde
serdo gerados os resultados em forma de curvas denominada voltamograma. A corrente é
transferida do eletrodo auxiliar para o eletrodo de trabalho de forma que ndo haja
passagem de corrente pelo eletrodo de referéncia, sendo o potencial mantido constante

(GANDRA et al., 2004).
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A curva do voltamograma é formada pela intensidade de corrente (i) versus
potencial (E) aplicado, em uma varredura feita de um potencial inicial (Ei) até um
potencial final (Ef) invertendo o sentido da varredura para a dire¢édo do potencial inicial.
De acordo com as normas da Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC)
as curvas podem gerar potencial anédico (Ea), quando o valor de potencial se desloca no
sentido dos potenciais mais positivos, devido a processos de oxidagdo, e potencial
catodico (Ec) quando se desloca no sentido dos potenciais mais negativos, associado a
processos de reducdo. Os voltamogramas ciclicos podem apresentar um ou mais picos

relacionados com o processo redox baseado na equacao:
O+ne<—R

Sendo O e R as espécies oxidada e reduzida, e n representa 0 nimero de elétrons
envolvidos no processo redox. Além dos potenciais de picos anddicos (Ea) e catodicos
(Ec) um outro parametro importante é o valor da corrente de pico (ip), que compde a
analise dos resultados e formacéo da curva do voltamograma, variacdo da corrente (eixo
y) versus a variagao de potencial (eixo x) (FONSECA et al., 2015).

A VC analisa a transferéncia de elétrons entre moléculas e eletrodos. Os picos
analiticos (sinais resultantes da i x E) séo resultados da deple¢éo oxidativa das moléculas
antioxidantes no eletrodo a medida que os valores especificos dos potenciais formais séo
atingidos. A avaliagéo do potencial de oxidacado de um composto ou de uma amostra pode
refletir sua capacidade antioxidante determinada pela VC, sendo que os antioxidantes
podem doar elétrons diretamente as EROs, funcionando como agentes redutores. Os
potenciais de oxidacdo de diferentes compostos como 0s &cidos benzoicos, acidos
hidroxicinamicos e flavonoides, com distincdo entre tipos de substratos tém sido
estudados através da VC, de forma que valores baixos de potenciais de oxidagdo exibem
atividade antioxidante significativa (GANDRA et al., 2004).

De acordo com Pisoschi et al (2015) as técnicas voltamétricas apresentam
vantagens como rapidez e baixo custo, além do fato do valor do potencial de oxidacdo de
cada componente especifico da solu¢do poder ser avaliado com a mesma precisdo,
independentemente do poder antioxidante, em boas condi¢Ges separacdo de pico.
Entretanto, apresenta algumas limitacdes recomendando-se a associagdo com outros
métodos para assegurar a qualidade dos resultados. Dessa forma, os estudos in vitro

(espectrofotométricos) e estudos eletroanaliticos sdo importantes ferramentas para
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permitir a andlise de caracteristicas antioxidantes de compostos antes de se inciar estudos
em modelos in vivo.

Tendo em vista a auséncia de farmacos disponiveis para tratamento de doengas
neurodegenerativas e 0 crescente nimero de pessoas acometidas por essas doencas, é de
grande necessidade o desenvolvimento de compostos candidatos a farmacos com
capacidade de conter o progresso ou mesmo solucionar essas doengas, atuando de forma
complementar as defesas enddgenas. O desenvolvimento de compostos antioxidantes que
sejam capazes de conter a neurodegeneracdo é imprescindivel, sendo assim, este trabalho
propde um estudo in vitro para avaliar o potencial antioxidante de isobenzofuranonas
sintéticas, analisando sua capacidade de conter as EROs, principais desencadeadoras do
desequilibrio redox.

Assim, esperamos que as isobenofuranonas sintéticas analisadas sejam capazes
de proteger os neurénios hipocampais contra as EROs desencadeadas pela inducdo do

desequilibrio.
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral
Avaliar a capacidade antioxidante de isobenzofuranonas sintéticas sobre culturas
primérias de neurdnios hipocampais submetidas ao desequilibrio redox por meio das

técnicas espectrofotométrica e eletroanalitica.

2.2 Objetivos Especificos

Estabelecimento de culturas primarias de neurbnios hipocampais de
camundongos C57/BL E17;

Analisar o efeito antioxidante de isobenzofuranonas sintéticas in vitro por meio
de métodos espectrofotométricos:

- Ensaio de viabilidade celular;

- Mensuracéo de niveis intracelulares de espécies reativas de oxigénio (EROs);

- Ensaio de peroxidacdo lipidica.

Avaliar o comportamento eletroquimico de isobenzofuranonas sintéticas por

meio da técnica eletroanalitica de voltametria ciclica.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Reagentes
Acetona (Proquimios)
Acido cloridrico (Imprex)
Alcool etilico (Vetec)
BODIPY- C11 (Sigma-Aldrich)
Diclorofluorceina (Sigma-Aldrich)
DMSO - Dimetilsulfoxido (Vetec)
L-glutamina (Gibco, Life Technologies)
Meio MEM - Minimum Essential Medium (Gibco, Life Technologies)
Meio Neurobasal (Gibco, Life Technologies)
MTT - Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (Invitrogen)
Perdxido de hidrogénio 30% (Sigma-Aldrich)
Piruvato de sédio (Sigma-Aldrich)
Poli-L-lisina (Sigma-Aldrich)
Solucdo de DNAse (Desoxirribonuclease) (Sigma-Aldrich)
Solucdo de glicose (Gibco Life Technologies)
Solucdo de Penicilina (Sigma-Aldrich)
Solucdo de tripsina (Sigma-Aldrich)
Solucdo detergente 10% (Orion)
Solucéo Salina de Hank livre de Ca**e Mg?* (HBSS) (Gibco, Life Technologies)
Soro Fetal Bovino (LGC- Biotecnologia)
Suplemento B-27 (Gibco)

3.2 Cultura Priméria de Neurénios Hipocampais
O estabelecimento da cultura priméria de neurénios foi realizado com algumas
adaptacdes, baseado em protocolos pré-estabelecidos na literatura, como descrito por
Ahlemeyer e Baumgart-vogt (2005).
Os experimentos com animais foram realizados apds a aprovagdo da Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP)
com o protocolo vigente de nimero 9659240418. Os animais foram cedidos pelo Centro

de Ciéncia Animal (CCA), também da UFOP, ap0s a aprovacdo do protocolo.
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Os animais utilizados foram camundongos isogénicos da linhagem C57BL/6 do
sexo feminino e masculino. Estes foram mantidos no Biotério do CCA em caixas de
polietileno com comida e 4gua ad libitum. As condi¢des de alojamento foram monitoradas
observando fatores como ciclo claro e escuro e ventilagdo. Os experimentos foram
realizados no laboratorio de Biomateriais e Patologia Experimental (LBPE) da UFOP.

Os animais com 8 a 10 semanas foram colocados em uma caixa para 0
acasalamento, sendo colocadas duas fémeas para cada macho em uma caixa. Apos a
comprovacdo do acasalamento pela observacdo do plug vaginal as fémeas foram
acompanhadas por 17 dias de gestacdo. Apo6s este periodo as fémeas foram eutanasiadas
por deslocamento cervical e os embrides retirados das placentas e mergulhados em
solugdo salina de Hank gelada. Com auxilio de pincas e tesouras esterilizadas os cérebros
dos embribes foram removidos e o hipocampo isolado (Figura 9). Posteriormente, e sob
condicdes estereis, foi realizada a dissociacdo do hipocampo em tripsina a 0,25%. Apoés
20 minutos a tripsina foi substituida pelo meio de plaquear composto de MEM, soro fetal
bovino, glicose 20%, piruvato de sddio (10mM) e pen/strep (10000 U e 10000 UG). Em
seguida, o meio de plaquear foi substituido por meio de plaguear contendo DNAse a 1%
para reduzir a aglomeracédo de células e minimizar a presenca de fragmentos de DNA

flutuantes.

Figura 9. Cultura primaria de neur6nios hipocampais a partir do isolamento do cérebro de embrido
com 17 dias de desenvolvimento (E17).

As células foram plaqueadas a uma densidade de 5x10% por pogo em placas de
96 pocos previamente tratadas com poli-L-lisina. As placas foram incubadas por quatro
horas em estufa a 37°C e 5 % de CO». Apos quatro horas o0 meio de cultura foi substituido
pelo meio de manutencdo (meio neurobasal, pen/strep, B27 e L-glutamina), sendo este
trocado a cada 48 horas. Os experimentos foram iniciados apds cinco dias, quando as

culturas de neurdnios hipocampais j& haviam alcancado o0 quarto estagio de
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desenvolvimento de células nervosas, principalmente no que se refere & morfologia,

aspecto que possui grande ligacdo com as respostas dadas pelas células em cultura.

3.3 Tratamento das células com as isobenzofuranonas

Apl6s o estabelecimento das culturas primarias, os neurbnios apresentavam
prolongamentos e estavam prontos para inicio dos ensaios in vitro. Uma solugdo estoque
2mM das isobenzofuranonas (F15 e F16) foi preparada utilizando 20% de DMSO, em
seguida tal solucéo foi diluida em meio de manutencdo para se obter as concentracdes de
50, 100 e 150uM. O diluente escolhido, DMSO, é um composto anfipatico que pode atuar
como veiculo de drogas terapéuticas fazendo o transporte através das membranas e como
solvente em estudos biol6gicos (FLORAO et al., 2007). As células foram entdo tratadas
com o0s compostos e levadas para estufa a 37°C e 5% de CO. por duas horas,
posteriormente receberam o H>O; a 100uM por trés horas para assim, ocorrer a inducao
do desequilibrio redox. O grupo controle recebeu apenas meio de manutencdo das
celulas, enquanto o grupo controle de H20- recebeu meio de manutencédo contendo H20x.

3. 4 Ensaio de Viabilidade celular
A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio), um ensaio colorimétrico baseado na atividade
enzimatica mitocondrial, que € correlacionada a viabilidade celular. Como resultado da
atividade de desidrogenases mitocondriais sdo formados os cristais de formazan (Figura
10) JAKLTYS et al., 2015; REGUEIRO et al., 2015).

NADH D*

I\!. S 2 ; N- NH
Y\%CHJ @2\ Y\%cm

3

MTT Formazan

Figura 10. Reac¢do de formagcéo do cristal de formazan a partir do MTT. (RISS et al.,2013).

Inicialmente, para avaliar a toxicidade das isobenzofuranonas sobre as culturas
celulares, os ensaios foram realizados sem a adi¢do do H>O,. Os grupos controle de meio

receberam apenas 0 meio de manutencao, os grupos controle de DMSO receberam uma
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solucdo de DMSO em uma concentragdo final de 150uM diluido em meio de manutencéo.
Os demais pocos receberam o tratamento com as isobenzofuranonas nas concentragdes
50, 100 e 150uM por duas horas. Em seguida foi realizado o teste de MTT sem a adicéo
do Hz20s.

Para 0 ensaio de MTT o meio de manutencdo foi retirado dos pocos e as células
foram tratadas com as isobenzofuranonas nas concentragdes 50uM, 100uM, e 150uM,
exceto nos grupo controle. Os pocos utilizados como controle receberam apenas meio de
manutencdo, os pocos controle de H.O> receberam meio de manutencéo contendo o H20x.
Os demais pocos foram pré-tratados com as diferentes concentragcbes de
izobenzofuranonas para depois ser adicionado o H202, 0 que ocorreu em todas as culturas
utilizadas para a realizacdo de todos os testes espectrofotométricos.

Apoés duas horas de pré-tratamento, o0 HO> na concentracdo de 100uM foi
adicionado as células e estas mantidas na estufa a 37°C e 5% de CO> por trés horas. Apos
esse tempo, o meio contendo o H2O> foi retirado e adicionado uma solugdo de MTT
2,5mg/mL em todos os pocos da placa. No dia seguinte, os cristais de formazan formados
foram solubilizados com uma solugdo de SDS 10% (p/v), por uma hora. Em seguida foi
realizada a leitura da absorbancia no comprimento de onda de 530nm no leitor de placas
VICTOR™ X3.

3. 5 Mensuracéo de espécies reativas de oxigénio (EROs)

Para mensurar a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs) foi utilizado
0 diacetato de 2, 7-diclorodihidrofluorosceina (H.DCF-DA). Esta sonda penetra nas
células devido a acdo de esterases intracelulares e € transformada em 2,7-
diclorodihidrofluorosceina (H2DCF). No processo de oxidagdo, o H>.DCF gera um
produto fluorescente DCF (diclorofluorosceina) que atua como um marcador das espécies
reativas intracelulares, permitindo sua deteccao pela fluorescéncia emitida (Figura 11)
(LOPEZ et al., 2006).
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Figura 11. Mecanismo de acdo do diacetato de 2, 7-diclorodihidrofluorosceina (H.DCF-DA). (CHEN
et al., 2010).

Em uma nova cultura primaria de neurénios hipocampais inicialmente, o0 meio
de manutencao foi substituido por meio contendo as isobenzofuranonas em trés diferentes
concentragdes, 50uM, 100uM e 150uM por duas horas nos demais pogos que ndo foram
considerados grupos controle. Novamente, assim como no teste de MTT, foi também
realizado o teste de mensuracdo de EROs sem a adi¢ao de H2O».

Apls o periodo de incubagdo, 0 meio foi novamente substituido por uma
solucéo de H.DCF-DA na concentragdo de 2uM por 45 minutos. Em seguida oS pocos
foram lavados trés vezes com solucédo de HBSS a 37°C para a adi¢do da solucéo de H.O>
na concentracdo de 100uM. Entdo, a leitura da absorbancia com filtros de comprimentos
de onda de 485nm de excitacdo e 535nm de emissdo foi iniciada e mantida por trés horas
no leitor de placas VICTOR™ X3. Apos trés horas de leitura obteve-se os valores das

absorbancias para posterior analises e construcdo dos graficos.

3.6 Peroxidacao Lipidica
A peroxidacao lipidica resulta de uma cadeia de rea¢es mediada por radicais
livres derivados do oxigénio, envolvendo a interacdo destes com acidos graxos poli-
insaturados das membranas celulares. A oxidacdo resultante pode ser analisada e
quantificada pela formacdo de aldeidos eletrofilicos altamente reativos (REED, 2011).
Para realizacdo do ensaio utilizou-se o marcador BODIPY-C11 (diacetato de 5-(e-6)-
clorometil-2',7'-diclorodi-hidrofluoresceina), uma sonda fluorescente hidrofobica,

analoga aos acidos graxos poli-insaturados, que pode ser incorporada a membrana celular
dos neur6nios (SAKHAROV et al., 2005).
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Apos o estabelecimento de uma nova cultura primaria foi realizado o tratamento
dos neurdnios com a substituicdo do meio de manutencdo pelo meio contendo as
isobenzofuranonas nas concentragdes 50uM, 100uM, e 1501M em todos 0s pogos exceto
nos grupos controle de meio e controle de H202. Para melhor analise dos resultados o
teste de peroxidacéo lipidica foi também realizado sem a adicdo de H20..

Os neurodnios foram incubados por duas horas em estufa a 37° C e 5% de CO..
Ap0s este tempo o0 meio foi substituido por uma solucdo de BODIPY na concentragdo de
10% por 45 minutos. Em seguida a solugdo de BODIPY foi retirada e as placas lavadas
com HBSS a 37°C para a subsequente adi¢cdo da solucdo de H20. na concentracdo de
100pM. Entéo, as leituras das absorbancias com filtros de comprimentos de onda de
485nm de excitacdo e 535nm de emiss@o na fluorescéncia verde foram iniciadas e
mantidas por trés horas no leitor de placas VICTOR™ X3. Foram avaliadas as

absorbancias finais obtidas apds 3 horas de leitura.

3.7 Voltametria ciclica

3.7.1 Preparacdo do substrato

Os compostos foram depositados sobre substratos de vidro contendo em sua
superficie uma camada de Indium Tin Oxide (ITO), 6xido de indio dopado com estanho
que permite a conducdo de corrente elétrica. O preparo do substrato foi feito
anteriormente a deposicdo do composto para garantir uma boa aderéncia do filme de
isobenzofuranonas e qualidade dos resultados.

Inicialmente foi realizada a limpeza do substrato ja contendo o ITO, seguindo o
protocolo como se segue:

O substrato foi imerso em uma solucdo de detergente na concentracao de 10%
v/v em temperatura ambiente por 10 minutos. Em seguida os substratos foram enxaguados
com agua destilada e secos com gas nitrogénio. Posteriormente, os substratos foram
imersos em acetona e sonicados por 15 minutos no aparelho de ultrassom Ultra Cleaner
1400. Logo apos os substratos foram imersos em alcool etilico e levados ao ultrassom por
mais 15 minutos. Em seguida os Os substratos foramseguida colocados em agua destilada
a 90°C por 5 minutos. Posteriormente os substratos foram imerso em dimetilsulfoxido
(DMSO0), solvente utilizado para dilui¢do das isobenzofuranonas, por 10 minutos, e, em
seguida, lavados com agua destilada. Por altimo, os substratos foram secos com gas

nitrogénio de forma que toda superficie se encontrasse seca e limpa.
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3.7.2 Verificagdo da passagem de corrente de elétrica
Para assegurar a deposicdo na superficie correta do substrato, ou seja, na
superficie contendo o ITO, local onde havera passagem de corrente elétrica, foi utilizado

um multimetro digital da marca Iminipa.

3.7.3 Deposicdo do composto
Apoés a limpeza dos substratos, os compostos foram depositados. A area de
deposicéo foi entdo delimitada com uma fita (Masterfix) para, posteriormente a secagem
do filme, ter sua area medida utilizando um paquimetro. Os substratos contendo as
amostras foram entéo levados para estufa a 28°C para secagem total e formacao do filme
de isobenzofuranona. Apds a secagem, foram feitas as medidas da superficie para calculo
da area ocupada pelo filme.

3.7.4 Leitura no Potenciostato/Galvanostato

Anteriormente a leitura foi preparada uma solucdo de &cido cloridrico (HCI)
0,1M usada como solugéo eletrolitica. O comportamento eletroquimico dos compostos
foi analisado por um potenciostato/galvanostato ligado a uma célula eletroquimica
(figuras 13 e 14) contendo trés eletrodos; o eletrodo de trabalho contendo a amostra (filme
de isobenzofuranona depositado sobre o ITO), contra-eletrodo, utilizado um fio de platina
no formato espiral e um eletrodo de referéncia de calomelano saturado. Os eletrodos
foram imersos em solucdo de HCI 0,1M para inicio da transferéncia de corrente entre 0s
eletrodos.

A voltametria ciclica consiste na transferéncia de elétrons que ocorre em uma
célula eletrolitica contendo eletrodos e uma solucdo eletrolitica (Figura 12). Os eletrodos
sdo imersos em solugOes diferentes para que haja perda e ganho de elétrons (oxidacdo e
reducdo). O eletrodo de zinco (Zn°) imerso em uma solucéo de Zn?* e um outro eletrodo
de cobre (Cu®) imerso em uma solucéo de Cu?*. O eletrodo de Zn° perde elétrons para a
solugdo de Zn?* permitindo que o elétron se movimente em diregdo ao eletrodo de Cu®
(figura 12). De forma comparativa ao funcionamento da pilha eletroquimica, infere-se
que, durante a VC a isobenzofuranona se comporta como o Zn° perdendo elétrons no
processo de oxidacdo. E a célula contendo a solucdo eletrolitica de HCI tem um excesso
de H" no meio, que se comporta de forma semelhante ao cobre, ou seja, recebendo 0s

elétrons provenientes da isobenzofuranona. Com essa transferéncia de elétrons entre a
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isobenzofuranona e a solugdo eletrolitica gera-se uma corrente elétrica e os potenciais

podem ser detectados.

Figura 12. Esquema do funcionamento de um sistema de pilha eletroquimica. Modificada de
(RUSSELL, J. B. 1994).

2H" + 26" > Hy()
Zn%s) = Zn*?(aq) (Reagdo de oxidagio - Composto)
Cu*?@g+ 26" > Cus) (Reacdo de reducdo - HCI)

Para controle e monitoramento do potenciostato/galvanostato (Figura 14) foi
utilizado o software NOVA versdao 1.10, através do procedimento staircase cyclic
voltammetry potentiostatic utilizando uma faixa de varredura de -1,8V a OV com uma
velocidade de varredura de 0,1V/segundo, e 0s seguintes parametros de Lower Vertex
Potential: -1.600V; Stop Potential: -1.600V; Number of stop crossings: 2, (numero de
vezes que o potencial vai passar pelo potencial final (stop potential); Scan rates: 0,1V/s.

Figura 13. Célula eletroquimica contendo o eletrodo de trabalho e contra-eletrodo de platina.
ApoOs a leitura e a obtengdo dos voltamogramas, os resultados foram salvos e

plotados no programa Origin 6.0 para obtencdo dos potencias de oxidacdo. Para
construgdo dos voltamogramas foi calculada a &rea de aplicagdo do filme de cada

substrato para cada composto.
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Figura 14. Potenciostato/Galvanostato modelo PGSTAT 128N da marca Metrohm-Autolab, utilizado
para leitura da voltametria ciclica.

3.8 Analise Estatitica
Apos realizacdo dos ensaios espectrofotométricos os dados foram analisados e
comparados pela analise de variancia (ANOVA) seguido pelo teste Tukey para os dados
considerados paramétricos. Para 0s ndo-paramétricos, a andlise foi realizada pelo teste
Kruskal-Wallis seguido pelo teste Dunn. A diferenca entre os dados foi considerada
significativa para p < 0,05. Os valores huméricos foram colocados sob a forma média +
erro padrdo da média (SEM) (GraphPad Prism 5.0).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Ensaio de Viabilidade Celular

Os compostos F15 e F16 foram inicialmente avaliados quanto a sua possivel
toxicidade sobre as culturas de neurénios hipocampais. Para isso foi realizado o ensaio
de viabilidade celular utilizando o MTT. Os resultados mostraram comportamentos
distintos entre os dois compostos testados. O composto F15 ndo apresentou diferenca
estatistica entre o grupo controle e as diferentes concentragdes, indicando que 0 mesmo
ndo reduziu o metabolismo neuronal. No entanto, apesar da similaridade estrutural ao
composto F15, o composto F16 causou uma reducdo significativa no metabolismo dos
neurdnios nas concentracdes de 100 e 150uM (Figura 15).
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Figura 15. Avaliacéo da viabilidade celular em neur6nios do hipocampo. Neurénios do hipocampo
apos o tratamento com isobensofuran-1(3H)-onas (F15 e F16) nas concentragdes 50, 100 e 150 pM. Os
graficos apresentam a porcentagem de células vivas ap6s o tratamento com os compostos. (*)(**)
Diferenca estatistica entre o grupo controle que recebeu apenas meio de manutengdo e 0s grupos que
foram tratados com as concentragdes 100 e 150 uM. Andlise estatistica teste One-Way ANOVA com pos-
teste Tukey, com p < 0.05. Barras: média + SEM.

A avaliacdo da atividade protetiva dos compostos F15 e F16 como pré-
tratamento sobre a cultura de neurdnios submetidos ao desequilibrio redox também foi
realizada utilizando o método colorimétrico MTT. Através desse ensaio avaliou-se a
capacidade dos compostos de manter a viabilidade celular diante do desequilibrio redox
induzido. Nas figuras 16A e 16B é possivel observar que o H20. reduziu de maneira
significativa a viabilidade neuronal, no entanto, o pré-tratamento com os compostos F15

e F16 ndo foi capaz de manter a viabilidade celular dos neurdnios.
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Figura 16. Viabilidade celular em neurénios hipocampais submetidos ao desequilibrio redox. Células
neuronais do hipocampo tratadas com isobensofuran-1(3H)-onas (F15 e F16) nas concentra¢des 50, 100 e
150 uM por duas horas e em seguida induzidas ao desequilibrio redox com 100uM de H,O, por trés horas.
(**) Diferenca estatistica entre o grupo controle que recebeu apenas meio de manutencéo e o grupo que
recebeu apenas H;O.. Analise estatistica teste One-Way ANOVA com pos-teste Tukey, com p < 0.05.
Barras: média £ SEM.

4.2 Ensaio para Mensuracao de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)

As doencas neurodegenerativas estdo intimamente relacionadas ao desequilibrio
redox. Nesta condicdo o aumento das EROs torna-se tdxico para 0 organismo,
ocasionando a morte das células nervosas (UTTARA et al., 2009). As células neuronais
do hipocampo, na doenca de Alzheimer por exemplo, sdo fortemente afetadas pelo
processo de desequilibrio redox, provocando perdas cognitivas (ROY et al., 2016). O
hipocampo codifica a formacao da memoria de curto e longo prazo e navegacao espacial,
além de ter grande importancia na aprendizagem (BREWER et al., 2013). A producao
excessiva de EROs promove inumeros efeitos conhecidos nos sistemas biolédgicos (SIES,
1991; DORNAS et al., 2008) e a utilizacé@o de isobenzofuranonas como pré-tratamento é
uma estratégia que vem sendo explorada para a contencdo do desequilibrio redox
induzido. Estudos realizados por Gao et al. (2010) mostraram o efeito neuroprotetor da
3-butil-6-bromo-1(3H)-isobenzofuranona (Br-NBP) sobre células PC12 as quais foram
expostas ao H>O> para inducéo do dano oxidativo.

Para reproduzir condigdes fisiologicas bem aproximadas as dos organismos,
culturas primarias de neurbnios hipocampais foram utilizadas para avaliar a acdo das
isobenzofuranonas contra o desequilibrio redox induzido. Através de ensaios realizados
utilizando a diclofluoresceina (H2DCF-DA), avaliou-se inicialmente a capacidade dos
compostos F15 e F16 de gerar EROs e, consequentemente, influenciarem no resultado
apos a inducdo do desequilibrio redox. Apos tratamento dos neurdnios somente com 0s
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compostos F15 e F16 ndo houve diferenca estatistica entre o grupo controle e 0s grupos
tratados. Como esperado, esses resultados mostraram que 0s compostos testados ndo séo
capazes de induzir a formacdo de EROs (Figuras 17A e 17B).

A partir desses resultados, novos ensaios com H.DCF-DA foram realizados, no
entanto, os neur6nios foram pré-tratados com os compostos F15 e F16 e, ap6s duas horas,

0 desequilibrio redox foi induzido por H20, nessas células (Figuras 18A e 18B).
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Figura 17. Mensuragao das EROs. As células do hipocampo foram submetidas ao tratamento com as
isobensofuran-1(3H)-onas (F15 e F16) nas concentracdes 50, 100 e 150 uM por duas horas e em seguida
adicionado a sonda H.DCF-DA para deteccdo das espécies reativas. Analise estatistica feita pelo One-
way ANOVA seguido pelo teste Dunn's Multiple Comparison, com significancia de p < 0,05. Barras:

média + SEM.

Os resultados desses ensaios mostraram que o composto F15 nas concentracfes
de 50 e 100uM néo alteraram a concentracgdo intracelular de EROs, mas na concentragdo
de 150uM, o composto apresentou uma significativa reducdo dos niveis de EROs geradas
quando comparado ao grupo controle tratado somente com o H»O,. Assim, na
concentracdo de 150uM o composto F15 foi capaz de proteger os neurdnios do
desequilibrio redox (Figura 18A). No entanto, para o composto F16 nenhuma das
concentracdes levou a reducdo intracelular de EROs quando comparadas ao controle
(Figura 18B), indicando que apesar da semelhanca estrutural, esses compostos nao atuam

da mesma maneira no meio intracelular.
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Figura 18. Quantificacdo das EROs ap6s o desequilibrio redox. As células do hipocampo foram
submetidas ao tratamento com as isobensofuran-1(3H)-onas (F15 e F16) nas concentrac@es 50, 100 e
150uM por duas horas e em seguida adicionado a sonda H.DCF-DA por 45 minutos para deteccdo das
espécies reativas. Minutos antes da leitura o desequilibrio redox foi induzido com 100 uM de H,O,. (***)(*)
Diferenca estatistica do grupo controle que recebeu H,O, com o grupo controle que recebeu apenas meio
de manutencéo. (#) Diferenca estatistica do grupo controle contendo H,O; para o grupo tratado com 150uM
de F15. Analise estatistica feita pelo One-way ANOVA seguido pelo teste Dunn's Multiple Comparison,

com significancia de p < 0,05. Barras: média + SEM.

4.3 Ensaio para Avaliacédo da Peroxidacao Lipidica

O desequilibrio redox ocasionado pelo excesso de EROs promove danos aos
neurdnios, uma vez que essas células possuem em suas membranas grandes quantidades
de &cidos graxos poli-insaturados (LIMA et al., 2001; FORET et al., 2019). As EROs
como o0 H20, radicais superoxido e hidroxila provocam a peroxidacéo lipidica resultando
na perda da integridade da membrana celular e disfuncdo mitocondrial (GAO etal., 2010).
Para avaliar a atividade dos compostos F15 e F16 as culturas de neurbnios foram
inicialmente expostas a esses compostos isoladamente. Como explicitado nos métodos,
utilizou-se a sonda fluorescente BODIPY-C11 para a quantificacdo da peroxidacédo
lipidica na membrana plasmatica das células e foi observado que os compostos F15 e F16
ndo apresentaram diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle nas trés
concentracdes testadas (Figuras 19A e 19B). Esses resultados mostraram que 0S
compostos F15 e F16 ndo promovem a peroxidacdo dos lipideos das membranas dos
neurdnios. Excluindo a interferéncia sobre a peroxidacdo lipidica os compostos F15 e
F16 foram utilizados como pré-tratamento as células que foram entdo submetidas ao

desequilibrio redox induzido por H20:..
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Figura 19. Peroxidacéo lipidica das membranas das células hipocampais. As células do hipocampo
foram submetidas ao tratamento com as isobensofuran-1(3H)-onas (F15 e F16) nas concentrages 50, 100
e 150uM por duas horas e em seguida adicionado 0 BODIPY por 45 minutos, para detec¢do da peroxidacéo
lipidica da membrana causada pelo aumento das EROs. Andlise estatistica feita pelo Oneway ANOVA
seguido pelo pos-teste Tukey com significancia de p <0,05. Barras: média + SEM.

A anélise dos resultados corrobora os achados de Gao et al. (2010) e Xu et al.
(2011) para  3-butil-6-bromo-1(3H)-isobenzofuranona e  3-butil-6-fluor-1(3H)-
isobenzofuranona respectivamente, e mostra que o composto F15, novamente na
concentracdo de 150 uM, apresentou uma significativa reducdo na peroxidacéo lipidica
quando comparado ao controle tratado apenas com H20- (figura 20A). Essa contencéo
dos danos a membrana possivelmente esta correlacionada a capacidade deste composto
de reduzir as EROs, caracteristicas desejaveis no screening de compostos candidatos a
agentes farmacologicos para serem usados na prevencdo e tratamento de doencas
neurodegenerativas (DORNAS et al., 2008).
Contrariamente ao composto F15, o pré-tratamento com composto F16 ndo
apresentou eficacia na contencdo da peroxidacdo lipidica em nenhuma das trés

concentracgdes testadas (Figura 20B).
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Figura 20. Peroxidacdo lipidica das membrana das células hipocampais ap6s inducdo do
desequilibrio redox. As células do hipocampo foram submetidas ao tratamento com as
isobensofuran1(3H) -onas (F15 e F16) nas concentracdes 50, 100 e 150 uM por duas horas e em seguida
adicionado o BODIPY por 45 minutos, para deteccdo das espécies reativas. Minutos antes da leitura o
desequilibrio redox foi induzido por 100 uM de H,0,. (***) Diferenca estatistica do grupo que recebeu
H.O, com o grupo controle. (#) Diferenca estatistica do grupo controle contendo H,O, para o grupo
tratado com 150uM de F15. Andlise estatistica feita pelo One-Way ANOVA seguido pelo pds-teste Tukey
com significancia de p < 0,05. Barras: média = SEM.

4.4 Voltametria Ciclica

Apesar da grande semelhanca estrutural entre os compostos F15 e F16 foram
observados, a partir das andlises espectrofotométricas, resultados divergentes no que
tange a atividade desses compostos sobre as culturas primarias de neurdnios hipocampais.
Para tentar elucidar a capacidade antioxidante desses compostos foi realizada a
voltametria ciclica (VC). Voltamogramas ciclicos foram obtidos como resultados dos
processos redox envolvendo espécies que sofrem oxidacéo, e que sdo reduzidas quase
reversivelmente, durante o percurso catddico em determinados intervalos de velocidade
de varredura (FONSECA et al., 2014). Os picos analiticos obtidos como resposta do
sistema ciclico sdo o resultado da deplecdo oxidativa das moléculas antioxidantes no
eletrodo, uma vez que os valores especificos dos potenciais sdo atingidos. Dessa forma,
0s potenciais de oxidacdo possibilitam uma analise comparativa da capacidade
antioxidante de diferentes compostos, mesmo que esses apresentem grande semelhanca
estrutural. Valores baixos de potenciais de oxidacdo encontrados refletem a alta
capacidade de uma determinada molécula em doar elétrons, e assim ter significativa
atividade antioxidante (PISOSCHI et al., 2015).

O potencial redox dos compostos F15 e F16 foi avaliado utilizando um terceiro

composto, a isobenzofuranona F12, como padrédo positivo. O composto F12 foi
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previamente testado pelo nosso grupo de pesquisa e apresentou alto poder antioxidante
sobre neurdnios hipocampais (RIBEIRO, 2018). Os compostos F12, F15 e F16
apresentam semelhancas quimicas e estruturais que os classificam como ftalidicos devido
a presenca do anel aromatico ligado a fracdo lactona (CsHsOz2), que serve como estrutura
quimica principal para inimeros compostos quimicos sintéticos. O voltamograma do
composto padrdo F12, mostrado na figura 21, foi obtido a partir da leitura realizada na
faixa de varredura de -1,8 a 0V e 0,1V/segundo como velocidade de varredura.

Por meio da andlise observou-se um potencial de pico anddico negativo ou
potencial de oxidacdo do composto em -0,43V. Mesmo apds 0 aumento da faixa de
varredura ndo se detectou outro pico, comprovando a existéncia de apenas um pico de
oxidacéo originando o potencial de oxidagdo. Os voltamogramas dos compostos F15 e
F16 (Figuras 22 e 23), obtidos sob as mesmas condicdes estabelecidas para 0 composto
F12, apresentaram potenciais de oxidacao de -0,41V e -0,36V, respectivamente. Assim,
0s voltamogramas mostraram que o composto F12 apresentou menor potencial e,
consequentemente, dentre os compostos avaliados apresentou a maior capacidade
antioxidante. O composto F15 apresentou um potencial de oxidagcdo muito préximo ao
observado para o0 composto F12. Ja o composto F16 apresentou maior potencial de
oxidacdo comparados aos demais compostos, 0 que reflete em um menor poder
antioxidante. Esses resultados corroboram os ensaios espectrofotométricos realizados in

vitro e com os resultados apresentados por Ribeiro (2018) para o composto F12.
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Figura 21.Voltamograma ciclico Densidade de corrente (A/cm?) vs Potencial (E) para o filme do

composto F12. A isobensofuran-1(3H)-ona (F12) foi diluida em DMSO formando uma solugéo 10.000uM,
em seguida depositada sobre o substrato na superficie contendo o ITO. Ap6s a secagem do filme foi feita a
voltametria ciclica utilizando HCI 0,1M como solucéo eletrolitica e detec¢do do pico e corrente anddicos.
Foi utilizado o programa Origin 6.0 para obtenc&o dos gréficos.
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Figura 22.Voltamograma ciclico densidade de corrente (A/cm?) vs Potencial (V) para o filme do
composto F15. A isobensofuran-1(3H)-ona (F15) foi diluida em DMSO formando uma solugéo 10.000uM,
em seguida depositada sobre o substrato na superficie contendo o ITO. Apos a secagem do filme foi feita a
voltametria ciclica utilizando HCI 0,1M como solugdo eletrolitica e deteccdo do pico e corrente anddicos.
Foi utilizado o programa Origin 6.0 para obtencéo dos graficos.
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Figura 23.Voltamograma ciclico Densidade de corrente (A/cm?) vs Potencial (V) para o filme do
composto F16. A isobensofuran-1(3H)-ona (F16) foi diluida em DMSO formando uma solugéo 10.000uM,
em seguida depositada sobre o substrato na superficie contendo o ITO. Apéds a secagem do filme foi feitaa
voltametria ciclica utilizando HCI 0,1M como solucéo eletrolitica e detec¢do do pico e corrente anddicos.
Foi utilizado o programa Origin 6.0 para obtencdo dos gréficos.

Assim, o testes eletroanaliticos (VC) complementaram, por meio dos valores do
potencial de oxidacdo de cada composto, os testes espectrofotométricos realizados para
avaliar a capacidade antioxidante desses compostos. Essa associacdo de técnicas
possibilitou uma avaliacdo mais precisa da atividade neuroprotetiva dos compostos sobre

as culturas primérias de neurbnios hipocampais tornando essa conjuncao de técnicas uma
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possibilidade recomendavel e vidvel em estudos que avaliam o desequilibrio redox de

diferentes compostos.

4.5 Relagéo estrutura e atividade

As isobenzofuranonas, principalmente as funcionalizadas na posi¢ao C-3 do anel
y-lactona, sdo uma classe de compostos conhecidos pelas diversificadas atividades
bioldgicas. Estas podem variar conforme a adicdo de grupos funcionais a locais
especificos na molécula, conferindo a mesma atividades antiplaquetéria, citotdxica,
antagonista do receptor GABA, antimicrobiana, antifungica e antioxidante (PEREIRA et
al., 2015). As isobenzofuranonas estudadas apresentam férmulas estruturais semelhantes,
mas com diferentes substituintes, o que pode acarretar mecanismos de agéo distintos. O
composto F12, utilizado como padréo positivo para atividade antioxidante, apresenta na
posicdo C-3 do anel lactona um ciclohexeno com duas metilas no C-4’ (Figura 24),
diferente do composto F15 que ndo apresenta nenhum substituinte ligado ao C-4’e, do
composto F16, que apresenta uma metila (R) na posi¢do C-4’.

F12 F15

Figura 24. Isobenzofuranonas F12, F15, F16. As moléculas com os substituintes que as diferenciam.

Embora ndo seja possivel correlacionar de forma acurada a capacidade
antioxidante dos compostos as suas caracteristicas estruturais algumas consideracoes
devem ser feitas sobre os mecanismos de acdo das isobenzofuranonas sobre o
desequilibrio redox induzido por H>O2. A primeira delas se refere ao grupo benzila,
presente em todos os compostos. O grupo benzila apresenta papel importante na atividade
antioxidante dos compostos, uma vez que pode reagir principalmente com a forma

radicalar hidroxila, altamente téxica para o organismo. O excesso de radical OH’,
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resultante da quebra do H20: in vitro, reage diretamente com o grupo benzila em uma
reacdo de compartilnamento de elétrons, formando uma molécula de 4gua e uma estrutura
estavel que continua realizando o mecanismo de ressonancia com o restante da molécula
(Figura 25). Dessa forma, a isobenzofuranona conseguiria neutralizar parte dos radicais

OH’ em excesso no meio intracelular.

Figura 25. Mecanismo proposto para acdo antioxidante dos compostos. Reacgdo de neutralizagdo do
radical OH" gerado a partir da quebra do H,O,, levando a formagdo de uma molécula de agua, com

consequente diminuicdo da toxicidade. Também é apresentado 0 mecanismo de ressonancia que promove
a estabilidade da molécula.

Outra possibilidade de reacdo com a forma radicalar OH" seria uma reacéo de
adicdo nucleofilica (Figura 26). Os aldeidos, presentes nas isobenzofuranonas, sdo
especificamente suscetiveis a adicdo nucleofilica devido as caracteristicas estruturais da
carbonila (C=0). Através da reacdo de adicdo nucleofilica, o acido ftalaldeidico formado
se encontraria em constante equilibrio formando uma molécula ciclica, o hemiacetal, que
é caracterizado pela presenca de um grupo —OH e um grupo —OR ligados a um mesmo
atomo de carbono (SOLOMONS et al., 2000). Assim, o excesso de OH" produzido pela
inducdo do desequilibrio redox sobre os neurénios, seria utilizado na reacao de adicdo

nucleofilica e acoplado a molécula ftalidica.
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Além dessas possibildades o potencial antioxidante dos compostos pode estar
associado também a presenca de grupos doadores de elétrons na molécula. De acordo
com o estudo realizado por Varejdo et al. (2014) sobre a capacidade antioxidante de uma
classe de rubrolideos, os compostos que apresentam substituintes com capacidade de
retirar elétrons e &tomos de hidrogénio do anel benzénico quando substituidos por grupos
doadores de elétrons, como hidroxil e metoxil, apresentavam valores de potenciais de
reducdo mais negativos. As isobenzofuranonas também apresentam tais grupos doadores

de elétrons que poderiam estar associados a sua atividade antioxidante.

0] 0]
b o — b
.
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- OH Co

OH

Acido ftalaldeido Hemiacetal

Figura 26. Segundo mecanismo proposto para acdo antioxidante dos compostos. Reacdo de
neutralizacdo do radical OH" gerado a partir da quebra do H,O», levando a formagéo do hemiacetal, mais
estavel e menos tdxico ao organismo.

Diante das consideracdes baseadas na estrutura quimica dos compostos, €
possivel observar que a presenca de diferentes substituintes quimicos entre 0s compostos
sustenta os diferentes potenciais encontrados e, consequentemente, a atividade
antioxidante observada in vitro. Para relacionar indices eletroquimicos e atividade
antioxidante, Yakovleva et al. (2007) subdividiram polifenois de acordo com suas
caracteristicas estruturais enfatizando a presenca de grupos hidroxila e observaram que
0S compostos que apresentavam um ou mais grupos hidroxil em diferentes posicdes no
anel aromatico seriam mais facilmente oxidaveis eletroquimicamente. O mesmo ndo pdde
ser observado entre as isobenzofuranonas estudadas, pois elas ndo apresentam variacdo
no numero de grupos hidroxila, no entanto, acredita-se que devido a sua conhecida
influéncia na cinética das moléculas, os grupos hidroxila atuaram de forma a facilitar a
oxidacdo, protegendo os neurdnios dos danos oxidativos. Com isso, podemos endossar a

importancia da andlise cuidadosa de cada composto de acordo com suas modificacdes
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estruturais, pois sua atividade antioxidante é resultado de uma série de efeitos estéricos,
mesomeéricos e indutivos (SOCHOR et al., 2013; TEIXEIRA et al., 2013).

Considerando os dados obtidos por meio dos métodos espectrofotométricos e
eletroanalitico foi observado que um diferencial entre os compostos analisados é a
presenca de dois grupos metis no C-4° no composto F12. Assim, esse padrdo de
substituicdo provavelmente estaria atuando como responsavel por potencializar a

atividade antioxidante.

4.6 Biodisponibilidade e atividade antioxidante

Para comparagdo e analise dos efeitos encontrados in vitro e na VC foram
utilizados calculos in silico baseados em estudos realizados por Teixeira et al. (2013).
Esses calculos realizados para determinacdo dos aspectos farmacocinéticos dos
compostos corroboraram os resultados encontrados neste trabalho. Um dos pardmetros
avaliados foi o valor de cLogP. O cLogP é uma das propriedades moleculares indicativas
da determinacdo da absor¢do ou baixa permeacdo, diminuindo a biodisponibilidade da
molécula (SANTOS et al., 2017). Para atravessar a membrana celular de forma eficaz
deve haver um equilibrio entre a lipofilicidade e a hidrofilicidade. Moléculas mais
lipofilicas tendem a interagir com os fosfolipidios presentes na membrana facilitando o
seu transporte para o interior da célula. Moléculas mais hidrofilicas podem néo ter a
capacidade de atravessar a membrana estando mais propicias a serem degradadas antes
de serem metabolizadas e promoverem sua acdo farmacologica esperada (GONCALO,
2011).

Segundo Teixeira et al. (2013), os compostos F12, F15 e F16 apresentaram
respectivamente os valores 2,25; 1,78 e 1,98 para cLogP. Esses valores indicam que o
composto F12 apresenta maior facilidade para atravessar a membrana plasmatica e,
consequentemente maior biodisponibilidade no interior da célula quando comparado aos
compostos F15 e F16, respectivamente. O cLogP de F15 e F16 revelam o carater mais
polar dessas moléculas, o que dificulta a travessia pela membrana plasmatica e,
consequentemente, sua atividade intracelular. Assim, como os trés compostos apresentam
semelhancas estruturais em suas férmulas quimicas, mas respostas diferentes diante do
desequilibrio redox induzido, acreditamos que a maior acao neuroprotetiva do composto
F12 sobre culturas primarias esta relacionada a sua biodisponibilidade intracelular. Como

0 composto F16 e F15 possui o0 menores valores para cLogP, devido as suas caracteristicas
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mais polares, 0 mesmo ndo estaria biodisponivel em concentra¢cBes adequadas para
garantir um efeito antioxidante neuroprotetor.

Os ensaios espectrofotométricos e eletroanalitico foram importantes e
complementares na determinagéo do efeito neuroprotetor dos compostos, de forma que
os resultados obtidos pela VVC corroboraram os ensaios in vitro. Apesar de ndo ser possivel
até o momento relacionar de forma precisa as estruturas com seus potenciais de oxidacdo
e sua capacidade antioxidante, foram propostos mecanismos que sugerem essa relacao.
Com isso, serdo necessarios novos estudos para melhor compreensdo dos mecanismos
antioxidantes dos composto analisados.

Diante do que foi exposto, a descoberta de novos compostos com potenciais
efeitos antioxidantes é cada vez mais importante para o tratamento de doencas
neurodegenerativas. O grupo de compostos estudados, as isobenzofuranonas,
apresentaram caracteristicas favoraveis que os classificam como possiveis candidatos a
potenciais antioxidantes. Por essa razdo, novos ensaios in vitro serdo necessarios para
melhor compreensdo dos mecanismos de captacdo de EROs no meio intracelular com o

intuito de acentuar o efeito neuroprotetor assegurando melhores resultados.

4.7 Perspectivas

Diferentes tempos e concentragfes: De acordo com Sanchez-Moreno et al.
(1998) deve-se avaliar a atividade antioxidante de uma substancia levando em conta a
concentracdo e 0 tempo necessario que o antioxidante requer para sequestro dos radicais.
Por isso, é importante avaliar o antioxidante em concentracdes e tempo de acéo diferentes.
Dessa forma, seria interessante a realizacdao de novos ensaios que avaliem o efeito protetor
das isobenzofuranonas em concentracGes e tempo de exposicdo diferentes as células, uma
vez que o composto F15 ndo apresentou toxicidade as células da cultura primaria.

Diferenca de energia entre os orbitais HOMO e LUMO: Apesar dos resultados
das analises espectrofotométricas e eletroanalitica se complementarem, uma abordagem
mais completa na compreensdo da funcdo de cada substituinte seria por meio da
quantificacdo da diferenca de energia entre os orbitais HOMO e LUMO (BRITO et al.,
2018). O Orbital Molecular Mais Alto Ocupado (HOMO) e o Orbital Molecular Mais
Baixo Desocupado (LUMO) determinam a maneira como uma molécula interage com
outras espécies facilitando o estudos de suas atividades bioldgicas (MAIA et al., 2016).

Espectroscopia de Absor¢do Optica: Neste estudo, ndo foi possivel explicar

através da VC como esses grupos atuam em cada composto. Mas, através da
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espectroscopia de absorcdo Optica na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis) pode-se
estimar o valor da energia do gap Optico para determinar o valor do orbital LUMO. A
partir do método descrito por Legnani, (2006), o orbital HOMO, orbital molecular mais
alto ocupado, pode ser determinado de forma aproximada através da VVC.
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5. CONCLUSAO

Diante da analise dos resultados encontrados conclui-se que a isobenzofuranona
F15 apresentou caracteristicas que a classifica como potencial antioxidante com possivel
acdo neuroprotetiva. Embora estruturalmente muito semelhante, o composto F16 néo
apresentou efeitos neuroprotetores. Essa discordancia de atividade bioldgica pode estar
relacionada ao potencial de oxidagdo de cada composto e, consequentemente, ao
mecanismo de interacdo de diferentes substituintes quimicos com as espécies reativas de
oxigénio geradas pelo desequilibrio redox.

A associacdo dos métodos espectrofotométricos convencionais ao método
eletroanalitico permitiu a avaliacdo criteriosa da capacidade antioxidante das
isobenzofuranonas F15 e F16. Assim, a conjucdo dos diferentes métodos demonstrou ser
uma importante estratégia nos estudos que visam avaliar o desequilibrio redox de
compostos candidatos a farmacos para serem usados no tratamento ou prevencdo de
doencas neurodegenerativas.

ApOs maiores investigagOes in vitro e in vivo sobre agdo desses compostos, e
avaliacdo dos parametros farmacocinéticos e farmacodindmicos, espera-se que 0S
compostos sejam candidatos a farmacos para uso no tratamento ou prevencao de doencas

neurodegenerativas.
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