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RESUMO 

 

O sistema nervoso central, principal sistema de regulação das atividades fisiológicas, 

pode ser fortemente acometido por processos patológicos gerados pelo desequilíbrio 

redox que culminam no desenvolvimento de doenças neurodegenerativas. Dentre essas, 

a mais prevalente, a doença de Alzheimer, acomete um grande número de pessoas 

impactando fortemente nos recursos públicos destinados à saúde. O desequilíbrio redox 

gera acúmulo de espécies reativas de oxigênio (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 ação 

antioxidante capaz de reduzir os danos ocasionados pelo desequilíbrio redox induzido. 

Neste trabalho avaliamos o efeito antioxidante de isobenzofuran-1-(3H)-onas sintéticas 

estruturalmente semelhantes (F15 e F16) sobre culturas primárias de neurônios do 

hipocampo obtidos de embriões E17 de camundongos C57BL/6, assim como seus 

potenciais de oxidação através da voltametria cíclica (VC). Para isto as culturas foram 

pré-tratadas com diferentes concentrações de isobenzofuran-1-(3H)-onas e submetidas ao 

desequilíbrio redox utilizando o peróxido de hidrogênio.  Após a indução foram 

realizados ensaios de viabilidade celular, mensuração de EROs e peroxidação lipídica das 

membranas para avaliar a ação dos compostos sobre a cultura primária de neurônios 

hipocampais. De forma a complementar e confirmar os ensaios espectrofotométricos foi 

realizada a VC, método eletroanalítico para determinação do potencial de oxidação (Eo) 

e consequentemente a capacidade antioxidante. O composto F15 foi capaz de reduzir as 

EROs e os danos causados aos lipídeos 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 ação antioxidante desses compostos e torná-los possíveis 

candidatos a fármacos para uso na terapia de doenças neurodegenerativas. 

 

Palavras-chaves: Desequilíbrio redox; isobenzofuran-1(3H)-onas; culturas primárias; 

antioxidante; potencial de oxidação; voltametria cíclica.  



 

 

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 (Eo) 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. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Doenças Neurodegenerativas 

As doenças neurodegenerativas são um grupo de desordens que afetam o sistema 

nervoso central caracterizadas pela perda progressiva das células neuronais e das funções 

cognitivas (APPOLINÁRIO et al., 2011). Atualmente, essas desordens contribuem de 

forma significativa para aumentar as taxas de morbidade e mortalidade da população. A 

doença de Alzheimer (DA) e a doença de Parkinson são as mais incidentes, seguidas pelas 

esclerose lateral amiotrófica e a doença de Huntington (HUANG et al., 2018). Essas 

patologias são condições incuráveis de rápido progresso, e altamente debilitantes que têm 

aumentado sua prevalência em todo o mundo tornando-se um grave problema social e 

econômico (GEMELLI et al., 2013; HUANG et al., 2018). Apesar das inúmeras pesquisas 

na área, ainda não se conhecem todos os processos, fisiológicos ou não, que levam ao 

desenvolvimento dessas patologias.  Sabe-se que todas essas apresentam semelhanças na 

patogênese sendo desencadeadas por fatores como o desequilíbrio redox, apoptose 

anormal, disfunção da autofagia e neuroinflamação (LEAL et al., 2012).  

Dentre as principais doenças neurodegenerativas, a doença de Alzheimer é a 

mais comum, afetando aproximadamente 36 milhões de pessoas no mundo, e a 

expectativa é que esse número aumente para 115 milhões em 2050 (BOZZALI et al., 

2015). Algumas das características da DA são a presença da demência amnésica 

progressiva com déficits cognitivos graduais, perda de localização espacial, ausência da 

capacidade de tomada de decisões, agressividade e mudanças comportamentais, 

impossibilitando atividades diárias e o próprio cuidado (REED, 2011). Segundo dados da 

Organização Mundial de Saúde (OMS) a DA é a forma mais comum de demência e pode 

contribuir para 60 a 70% dos casos, sendo uma das principais causas de dependência e 

incapacidade entre os idosos. A demência é uma doença neurológica comum e esporádica, 

que tem como fator de risco o envelhecimento, promove perda de memória e de outras 

funções cognitivas. Ainda de acordo com a OMS, cerca de 50 milhões de pessoas sofrem 

de algum tipo de demência e há quase 10 milhões de novos casos por ano, em todo o 

mundo (KUCA et al., 2016). Esse fato se agrava com o envelhecimento da população 

mundial, estima-se que o número de pessoas acima de 60 anos será quatro vezes maior 

nos próximos 30 anos aumentando também o número de casos de demência (HUANG et 

al., 2016; ROTERMUND et al., 2018). 
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Na DA a progressiva e irreversível neurodegeneração leva à perda dos neurônios 

hipocampais, resultando na disfunção cognitiva que atinge inicialmente a memória e 

posteriormente outras funções mentais (TROMPIER et al., 2014). A perda neuronal e 

consequente perda sináptica são decorrentes do acúmulo intracelular de emaranhados 

neurofibrilares de proteína tau hiperfosforilada e da deposição anormal do peptídeo β-

amiloide (βA) formando as placas senis extracelulares (Figura 1) (ARIMON et al., 2015).  

 

Figura 1. Alterações macroscópicas e microscópicas no cérebro de um paciente com DA devido ao 

acúmulo do peptídeo βA e emaranhados neurofibrilares de proteína tau. (Modificado de: MEDICAL 

ENCYCLOPEDIA, 2011). 

 

O peptídeo βA é secretado constitutivamente por células de mamíferos e é 

encontrado no plasma e no líquido cefalorraquidiano em condições normais. Sua 

produção é decorrente da clivagem da proteína precursora amiloide (PPA), uma proteína 

transmembrana abundante nas membranas das sinapses, onde está envolvida no 

desenvolvimento neuronal, na aderência dos neurônios à matriz extracelular, na regulação 

da plasticidade sináptica, da excitabilidade celular e nas funções da memória (TURNER 

et al., 2003; KORTE et al., 2012; MATOS, 2013). O processamento da PPA é realizado 

por pelo menos três diferentes tipos de enzimas específicas, denominadas α, β e γ-

secretases. A PPA pode ser clivada pela sequência α-secretase e γ-secretase ou β-secretase 

e γ-secretase (Figura 2). A partir da clivagem da PPA peptídeos βA de comprimentos que 

variam de 39 a 43 aminoácidos podem ser formados.  O peptídeo de 42 aminoácidos, βA-

42 é extremamente citotóxico e pode formar as placas amiloides e consequentes 

modificações na plasticidade sináptica e na integridade neuronal (MATOS, 2013). Ainda 
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não é bem compreendido o porquê da prevalência do βA-42 sobre os demais peptídeos 

em pacientes com DA (POHANKA, 2014).  

 

 

Figura 2. Formação da placa βA a partir da proteína percursora amiloide (PPA). Ações das enzimas 

e α-secretase (α-SE), β-secretase (β-SE) e γ-secretase (γ-SE) são representadas (Modificada de: 

POHANKA, 2014). 

 

Além da formação das placas amiloides (Figura 2), a formação de emaranhados 

neurofibrilares intracelulares também é um importante marcador da DA. O principal 

constituinte dos emaranhados é a tau, uma proteína solúvel presente nos axônios que 

participa do conjunto de proteínas que se associam e estabilizam microtúbulos 

(BALLARD et al., 2011). Em condições fisiológicas, a afinidade da proteína tau pelos 

microtúbulos é controlada por sua fosforilação e desfosoforilação que reduz ou aumenta, 

respectivamente, sua ligação aos microtúbulos (REEDY, 2011).  Segundo a hipótese da 

cascata amiloide, a hiperfosforilação da proteína tau e a consequente formação de 

emaranhados neurofibrilares são resultados do desequilíbrio redox desencadeado por 

concentrações tóxicas do peptídeo βA (SMALL et al., 2008). Durante a formação de 

emaranhados neurofibrilares, agregados insolúveis da proteína tau são produzidos 

interferindo na estrutura e na função dos neurônios (Figura 3) (BALLARD et al., 2011; 

CARVALHO et al., 2015). 
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Figura 3. Transmissão sináptica e a formação da placa βA extracelular. (Modificado de: BALLARD 

et al.,2011). 

 

A DA é considerada uma patologia multifatorial na qual somente 5 a 10% dos 

casos são oriundos de causas genéticas (LUCATELLI et al., 2009). De acordo com 

Marlatt e Lucassen (2010), três genes contendo mutações associadas a mecanismos 

moleculares e celulares subjacentes à DA foram identificados. Essas mutações podem ser 

encontradas em genes que codificam a proteína precursora amiloide (PPA), a proteína 

presenilina-1 (PSEN1) e a proteína presenilina-2 (PSEN2) e são fundamentais para as 

formas familiar e esporadicamente adquirida (FRIDMAN et al., 2004). As PSEN1 e 

PSEN2 são subunidades catalíticas do complexo γ-secretase que realizam proteólise 

intramembranar (NIXON, 2017). Alterações genéticas nas proteínas PSEN1 reduzem a 

clivagem da PPA, diminuindo a produção do peptídeo βA, entretanto, promovendo o 

aumento da proporção de βA-42 para βA-40, fato considerado crítico para a toxicidade 

de βA na DA (NIXON, 2017; KUMAR et al., 2006).  

Atuamente inúmeras pesquisas mostram a diversidade de genes envolvidos na 

fisiopatologia da DA. Avanços significativos nas tecnologias genômicas permitiram a 

identificação de moduladores genéticos e sua suscetibilidade a doenças em humanos 

(DUNN; O’CONNELL; KACZOROWSKI, 2019). Segundo estudos realizados por Park 

et al. (2019) para análise da expressão gênica envolvida na patologia da DA, foram 

identificados os genes ASAP1, PRKCD e VASP significativamente expressos na DA, 

sendo o PRKCD diretamente associado a funções cognitivas. Com métodos mais 

avançados a descoberta de genes envolvidos na fisiopatologia da DA será um campo de 
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investimento cada vez mais promissor, como o método transcriptoma e outras técnicas  

computacionais (MORADI et al., 2019). 

Apesar do diagnóstico da DA não ser possível de forma conclusiva durante a 

vida do paciente, alguns testes podem ser realizados de forma multidisciplinar, como 

testes neuropsicológicos, análises de sangue, do líquido cefalorraquidiano, 

eletroencefalograma ou técnicas de diagnóstico que poderão excluir outras demências 

com sinais e sintomas semelhantes (ASHBURNER; FRISTON, 2005). Para diagnóstico 

pós-morte é necessário a identificação dos marcadores específicos da DA, isto é, os 

emaranhados neurofibrilares e as placas amiloides extracelulares presentes no encéfalo 

do paciente (ROTERMUND et al 2018). 

Mesmo sendo considerada um problema significativo de saúde pública 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 neurotransmissão da acetilcolina no cérebro, fato 

considerado essencial para a cognição; e a memantina, um antagonista dos receptores 

NMDA (N-metil-D-aspartato) de afinidade moderada, não 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 

clínicos com novos medicamentos têm sido realizados na última década, no entanto, sem 

resultados promissores, já que 99,6% falharam no controle da DA (BRIGGS, 2016). A 

falta de medicamentos efetivos que atuem diretamente no curso da doença e não apenas 

nos sintomas reflete os desafios do desenvolvimento de um agente terapêutico com 

potencial para modificar o curso da DA (SALOMONE et al., 2012). Embora a patogênese 

dessa e de outras doenças neurodegenerativas não ser completamente entendida, muitos 

estudos têm se baseado no desequilíbrio redox para fundamentar o desencadeamento das 

mesmas. O desequilíbrio redox na DA, por exemplo, se manifesta através da presença de 

proteínas oxidadas, de produtos de glicosilação avançada, da peroxidação lipídica e da 

formação de espécies reativas tóxicas, como peróxidos, álcoois, aldeídos, carbonilas e 

cetonas, e de modificações oxidativas no DNA nuclear e mitocondrial (GEMELLI et al., 

2013; GELLA et al., 2009). 
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1.2 Desequilíbrio Redox 

Em condições fisiológicas, as células se encontram em um estado de homeostase 

redox, o qual é mantido pelo equilíbrio entre a geração contínua de espécies reativas e 

vários mecanismos envolvidos na atividade antioxidante (ŁUCZAJ; GĘGOTEK; 

SKRZYDLEWSKA, 2017). Por meio de processos metabólicos normais, como a 

respiração, a sinalização celular e transferência de elétrons, são produzidos 

constantemente radicais livres, que participam da produção de energia, fagocitose, 

regulação do crescimento celular, sinalização intercelular e síntese de substâncias 

biológicas (HALLIWELL, 2006). O termo radical livre pode ser definido como átomo ou 

molécula que possui na sua última camada eletrônica um número ímpar de elétrons 

desemparelhados que contribui para sua reatividade (BERG, YOUDIM, RIEDERER, 

2004). A formação desses radicais está diretamente relacionada com o ganho ou perda de 

elétrons, definidos como processos de redução e oxidação. Dessa forma, os radicais livres 

podem ser formados durante reações de óxido-redução, ou ainda favorecer essas reações, 

a depender do processo bioquímico envolvido (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). De 

acordo com suas características químicas podem ser classificadas em espécies radicalares 

e não radicalares. Dentre as radicalares encontram-se o óxido nítrico (NO•), ânion 

superóxido (O2
• -), radical hidroxila (OH•), ânion radical de carbonato (CO3

• -), dióxido de 

nitrogênio (NO2
•) e alcoxil/alquil peroxil (RO•/ROO•). E as principais espécies não 

radicalares como peróxido de hidrogênio (H2O2), peroxinitrito (ONOO-)/ácido 

peroxinitrito (ONOOH) e ácido hipocloroso (HOCl) que não possuem pares de elétrons 

desemparelhados, apresentando em geral mais estabilidade e menos reatividade (ZHANG 

et al., 2019). 

As principais fontes dos radicais livres são as organelas citoplasmáticas 

responsáveis pelo metabolismo do oxigênio, nitrogênio e cloro, resultando em grandes 

quantidades de metabólitos. Na mitocôndria acontecem importantes processos 

metabólicos como a respiração aeróbica, armazenamento de cálcio e regulação da 

apoptose. Além disso, participam de outras atividades fundamentais para o 

funcionamento celular como a proliferação, autofagia, sinalização redox e imunidade. 

Uma disfunção mitocondrial pode ocasionar várias patologias como a neurodegeneração, 

câncer, distúrbio metabólico, diabetes, acidente vascular cerebral e envelhecimento 

(MENG et al., 2017). 

A mitocôndria é a principal fonte geradora de espécies reativas a partir do 

deslocamento de elétrons durante a respiração através da cadeia transportadora de 
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elétrons. Essa cadeia de transferência de elétrons localizada na região intermembranar da 

mitocôndria é formada por complexos de proteínas, denominados complexo I (NADH 

desidrogenase), complexo II (succinato desidrogenase), complexo III (citocromo c 

redutase) e o complexo IV (citocromo c oxidase), que transferem os elétrons para o 

oxigênio molecular (O2) reduzindo-o a H2O2 no complexo IV. Os portadores de elétrons 

podem ser auto-oxidados e gerar o O2
-•, na reação catalisada pela enzima SOD 

(superóxido dismutase) para produzir H2O2. Em seguida o H2O2 é convertido em OH• por 

meio da reação de Fenton. Os principais O2
-• são gerados a partir do Complexo I e III na 

mitocôndria (MENG et al., 2017). Durante o metabolismo celular aeróbico, na 

mitocôndria a água (H2O) é formada a partir da redução tetravalente do oxigênio 

molecular (O2), formando os radicais O2
•, hidroperoxila (HO2

•) e OH• e o H2O2. O radical 

OH•, espécie mais reativa, reage rapidamente com metais ou mesmo com outros radicais, 

podendo levar a inativação ou mutação do DNA quando este estiver fixado a um metal.  

Um outro processo que pode ser desencadeado pelo aumento da radical OH•, é a 

peroxidação lipídica, que ocorre a partir da oxidação dos ácidos graxos poli-insaturados 

das membranas celulares. A espécie reativa H2O2 é um metabólito do oxigênio que 

participa da reação de formação do radical hidroxila, extremamente deletério para as 

células, principalmente na presença do ferro, atravessando as camadas lipídicas podendo 

reagir com a membrana eritrocitária e com as proteínas ligadas ao ferro (FERREIRA; 

MATSUBARA, 1997). 

Os metais de transição atuam de forma essencial em vários processos 

fisiológicos, como na síntese de determinadas enzimas, transporte de oxigênio e reações 

do tipo redox. Participam diretamente da formação de EROs convertendo o H2O2 em OH•, 

ou na decomposição de peróxidos lipídicos em radicais reativos peroxil (ROO•) e alcoxil 

(RO•). Dessa forma, podem ser tóxicos para o organismo devido à capacidade de auto-

oxidação. Os metais, principalmente os íons ferro (altamente disponível no organismo) e 

íons cobre, catalisam reações de oxidação de biomoléculas, por meio da reação de Fenton 

e Haber-Weiss, favorecendo a formação de OH• a partir de H2O2 (BERG et al., 2004). O 

cobre (Cu) está disponível em todo organismo, inclusive no cérebro, pois atravessa a 

barreira hematoencefálica na forma de um complexo associado a metaloproteínas. O 

cobre apresenta função enzimática envolvida na síntese de proteínas e neurotransmissores 

importantes para a função nervosa. Todo o processo de absorção, distribuição e 

eliminação do metal é controlado por proteínas 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 o manganês (Mn) são essenciais para 

a homeostase fisiológica, sendo essencial para as enzimas superóxido dismutase (SOD), 

arginase, hidrolase e carboxilase. No entanto, segundo Berg et al., (2004) o Mn pode 

promover a oxidação da dopamina no cérebro causando a destruição do tecido cerebral; 

além disso, pode reduzir os níveis das enzimas peroxidase e catalase. Em contrapartida, 

o metal zinco (Zn) na presença do ferro, pode atuar como antioxidante, removendo os 

íons do ferro dos seus locais de ligação e inibindo reações dependentes de ferro 

(CUAJUNGCO; LEES 1997; MENDEZ-ALVAREZ et al. 2002). O Zn participa de 

processos enzimáticos e na estabilização da estrutura molecular dos componentes da 

membrana, presente em tecidos e fluidos corporais e em níveis elevados no cérebro 

(LEAL et al., 2012). 

O magnésio (Mg), assim como o Zn, pode atenuar o dano oxidativo, uma vez 

que ele atua como cofator para múltiplas enzimas. Assim, os metais, principalmente a 

nível cerebral, podem contribuir para o desequilíbrio redox uma vez que podem atuar na 

produção de EROs e de espécies reativas de nitrogênio (ERNs) (BERG et al., 2004). 

Assim, alterações na homeostase celular metálica podem desencadear o 

desequilíbrio redox e promover alterações fisiológicas intimamente relacionadas a 

processos patológicos como os distúrbios neurodegenerativos (KWON et al., 2015).  

 

1. 3  Defesas Antioxidantes 

O equilíbrio observado na homeostase dos organismos está intimamente 

relacionado à capacidade dos antioxidantes em eliminar o excesso de ERs. Estes 

compostos, presentes em baixas concentrações, são capazes de competir com outros 

substratos oxidáveis, de forma a atrasar ou inibir sua oxidação (ŁUCZAJ; GEGOTEK; 

SKRZYDLEWSKA, 2017). Os mecanismos de defesa antioxidante abarcam a remoção 

de espécies reativas, eliminação de seus precursores, inibição da formação de EROs, 

ligação de íons metálicos necessários para a catálise da geração de EROs e regulação 

positiva das defesas antioxidantes endógenas. Além disso, a eficácia protetora dos 

antioxidantes depende do tipo de EROs e do local de geração, uma vez que barreiras 

corporais, como a barreira hematoencefálica, 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 sinalização celular e na regulação redox, processos que promovem 

o aumento da expressão dos genes de várias proteínas antioxidantes (HALLIWELL, 
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2011). No equilíbrio homeostático redox a interação entre as ERs e os antioxidantes é 

responsável por produzir respostas metabólicas a sinais endógenos e exógenos, que 

induzem a ativação de mecanismos de morte celular. Dessa forma, a homeostase redox 

celular realiza um papel fundamental nos processos fisiológicos e na maioria dos 

fisiopatológicos (ŁUCZAJ; GEGOTEK; SKRZYDLEWSKA, 2017). 

As defesas antioxidantes incluem sistemas antioxidantes enzimáticos (Figura 4), 

compostos por enzimas como a superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa 

peroxidase (GPX), e sistemas não enzimáticos, compostos pela glutationa, ácido úrico, 

coenzima Q, ácido lipoico, ácido ascórbico e α-tocoferol (HALLIWELL, 2011). A 

enzima SOD, responsável pela dismutação do radical O2
•, possui três 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 são amplamente 

distribuídas em todos os tecidos e células. A SOD1 é a principal para depuração de O2
• 

que foi gerado no citosol e no espaço intermembranar das mitocôndrias, evitando a 

apoptose dos neurônios da medula espinhal; e sua deficiência acarreta na esclerose lateral 

amiotrófica (PEDRINI et al., 2010). A SOD2 atua na liberação de O2
• na matriz 

mitocondrial, protegendo as células, principalmente os neurônios contra apoptose, e sua 

deficiência está diretamente ligada às doenças neurodegenerativas. Já a SOD3 é mais 

expressa nos vasos, pulmões e rins, sendo secretada nos espaços extracelulares, com isso, 

é a única isoforma que atua protegendo contra o O2
• extracelular (ZHANG et al., 2019). 
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Figura 4. Formação das ERs e sua eliminação pelo sistema antioxidante enzimático. (ZHANG et 

al.,2019).   

 

A enzima CAT, peroxidase contendo ferro, catalisa a decomposição de H2O2 em 

H2O e O2. É expressa no fígado e eritrócitos, principalmente nos peroxissomos, um dos 

locais de formação do H2O2 (REIMER; BAILLEY; SINGH, 1994). A CAT promove a 

catálise do H2O2 no citosol quando esse encontra-se muito acima dos níveis fisiológicos. 

Atua também no metabolismo do etanol, formando o acetaldeído a partir do álcool. Essa 

peroxidase encontra-se menos expressa quando comparada a GPX que também participa 

da catálise do H2O2 (ZHANG et al., 2019). 

A GPX, peroxidase contendo selênio, também é capaz de transformar H2O2 em 

H2O, ou converter o hidroperóxido (ROOH) em álcool (ROH). Apresenta-se em oito 

isoformas, GPX1-8, que podem variar de acordo com sua distribuição, alvos e atividades 

biológicas (TOPPO et al., 2008). A GPX1 por exemplo é usada principalmente para a 

depuração de H2O2, sendo a mais abundante e expressa na maioria dos tecidos, localizada 

principalmente na matriz citosólica e mitocondrial. No processo redox envolvendo a 

oxidação e redução da glutationa, a GPX atua na redução do H2O2 adquirindo a forma 

oxidada (GPXO) e inativa. A GPXO por meio da glutationa reduzida (GSH) pode voltar 

à 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 dinucleótido fosfato) catalisado pela glutationa redutase 

(GSR) (ZHANG et al., 2019; ŁUCZAJ; GEGOTEK; SKRZYDLEWSKA, 2017). 
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Além das defesas antioxidantes enzimáticas, antioxidantes não-enzimáticos 

exógenos como α-tocoferol e ácido ascórbico também protegem as células do excesso de 

radicais livres. O α-tocoferol, antioxidante lipofílico, atua eliminando os radicais 

hidroperoxila em um ambiente lipídico. Assim, estudos sugerem que sua capacidade 

antioxidante atua principalmente na oxidação inicial de ácidos graxos, interrompendo a 

reação em cadeia da peroxidação lipídica, conferindo proteção das membranas 

eritrocitárias e dos tecidos nervosos (TRABER; STEVENS, 2011).  

Assim como α-tocoferol, o ácido ascórbico tem a capacidade de proteger contra 

a peroxidação lipídica e outros danos celulares, eliminando as EROs através da 

neutralização dos radicais hidroperoxil lipídicos, em uma reação dependente do ciclo 

redox da vitamina E (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). Durante uma revisão sobre 

a captação celular e reciclagem, Harrison e May (2009) inferiram funções neuroprotetoras 

da vitamina C no cérebro. Dessa forma, diversos autores enfatizam o papel do ácido 

ascórbico na prevenção do desequilíbrio redox no cérebro em desenvolvimento 

(TRABER; STEVENS, 2011). 

Estudos sugerem que uma dieta suplementar rica em ácido ascórbico, α-tocoferol 

e outras substâncias naturais como os polifenóis, atualmente considerados os principais 

antioxidantes exógenos, podem ser utilizados como preventivos ou mesmo em 

tratamentos terapêuticos de muitas doenças crônicas associadas ao desequilíbrio redox 

(MEGANATHAN; FU, 2016). 

Apesar do grande número de dados que confirmem os efeitos terapêuticos dos 

antioxidantes naturais contra os danos oxidativos, alguns antioxidantes apresentaram 

resultados negativos durante os ensaios clínicos, mostrando seu limitado potencial 

terapêutico. Assim, é evidente a necessidade de novos estudos e desenvolvimento de 

novos compostos antioxidantes capazes de atuar no tratamento de patologias que 

envolvam o desequilíbrio redox (PISOSCHI; POP, 2015). 

 

1.4 Isobenzofuran-1(3H)-onas 

Os compostos naturais conhecidos como ftalídeos foram identificados a partir de 

plantas, mas podem ser encontrados em fungos e bactérias. As plantas contendo os 

ftalídeos foram usadas mundialmente tempos atrás por apresentar inúmeros efeitos 

terapêuticos, 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 ftalídeos, são caracterizadas por apresentarem em sua fórmula estrutural uma fração 

γ-lactona fundida a um anel aromático. As isobenzofuran-1-(3H)-onas funcionalizadas na 

posição C-3 se destacam por suas atividades biológicas, antiplaquetária (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). 

 

Figure 5. Exemplo de isobenzofuranonas e suas atividades biológicas. A parte estrutural em azul 

caracteriza os compostos como ftalídeos (isobenzofuranonas) (Modificado de: PEREIRA et al., 2015). 

 

Apesar desses compostos serem derivados de origem natural, de fungos em sua 

maioria, podem ser encontrados também de forma sintética, ou seja, alterados 

quimicamente para desenvolver uma atividade biológica específica, como realizado no 

estudo de Teixeira et al (2013), em que uma série de isobenzofuranonas foram 

desenvolvidas e utilizadas contra uma linhagem celular comprovando sua citotoxicidade. 

Dessa forma, essa classe de compostos por apresentar propriedades terapêuticas 

diversificadas, se tornou alvo de diversos estudos. Em pesquisas anteriores realizada por 

Ribeiro (2018) uma isobenzofuranona sintética denominada de F12, apresentou 

características 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 às EROs produzidas pela quebra do H2O2 

em células neuronais. Tais compostos apresentam fórmulas 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 avanços importantes nas pesquisas têm sido feitos devido a utilização de 

culturas primárias, ou seja, o isolamento de células a partir do tecido que se deseja estudar 

(LANGE et al., 2012).  É um importante modelo para estudos que requerem condições 

bem definidas e controladas, permitindo análises sobre a sinalização celular, bem como 

as alterações morfológicas e bioquímicas das células. As culturas primárias de células 

nervosas permitem o estudo dessas em condições basais, fisiológicas e neurotóxicas, 

otimizando as pesquisas em áreas neurológicas. As culturas realizadas a partir de células 

isoladas do tecido cerebral, especificamente do hipocampo, região associada a funções 

cognitivas superiores, como aprendizado e memória, tem grande importância no 

desenvolvimento de novos fármacos utilizados no tratamento de doenças 

neurodegenerativas (GALLAND et al., 2019; NYLANDER et al., 2020). As culturas 

primárias de neurônios hipocampais também podem ser utilizadas em outros estudos 

como o de  localização subcelular de proteínas endógenas ou expressas.  Nestas culturas, 

os neurônios tornam-se polarizados, com axônios e dendritos desenvolvidos, permitindo 

a formação de conexões sinápticas funcionais, o que não pode ser observado em linhagens 

celulares do sistema nervoso central (BENSON et al., 1994; KAECH;  BANKER, 2006). 

Essas características as tornam grandes aliadas para conhecer os mecanismos de doenças 

neurodegenerativas como a doença de Alzheimer e a doença de Parkinson (KANDEL, 

2006; ALBERIO et al., 2012). 

A região do hipocampo é formada por vários tipos celulares, sendo os neurônios 

piramidais as principais células. Além dessas, células como os interneurônios também 

fazem parte do hipocampo, presentes relativamente em menor número que os piramidais.  
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Os estágios do desenvolvimento dos neurônios do hipocampo em cultura foram 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Imagens com contraste evidenciando características fenotípicas de um neurônio piramidal 

durante a fase de desenvolvimento nos primeiros 4 dias de cultura. O axônio e os dendritos são 

facilmente distinguíveis a partir do estágio 3 (KAECH & BANKER, 2006).  

 

 

 

Figura 8. Fases de desenvolvimento de nerônios hipocampais em uma cultura celular. (DOERING, 

2010). 

 

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

celular arredondado sem a presença de prolongamentos, que só poderão ser observados a 

partir do segundo estágio. Nesta fase os prolongamentos ainda são muito pequenos, com 

um tamanho proporcional entre um e outro, de modo que não é possível fazer uma clara 

distinção entre axônios e dendritos. Isso se deve ao fato de que, nesta fase, os 
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prolongamentos não apresentam ainda uma diferenciação definida e por isso qualquer um 

desses prolongamentos poderá se tornar um axônio ou um dendrito (Figura 8B) 

(DOERING, 2010). A célula permanecerá no segundo estágio por um período que varia 

entre 12 a 36 horas. Após esse período, ocorre uma rápida transição, onde um dos 

prolongamentos apresenta desenvolvimento bem maior do que os outros, fato que 

caracteriza o início da terceira fase do desenvolvimento da célula. Nessa fase, um dos 

prolongamentos continuará a se desenvolver mais do que os demais, adquirindo 

características típicas dos axônios (Figura 8C). O início do estágio quatro acontece entre 

o quarto e o quinto dia de cultura e é caracterizado pela ocorrência de redes sinápticas 

bem definidas entre os neurônios (Figura 8D).  

Para estudo de propriedades fisiológicas dos neurônios ou de outros estudos mais 

complexos que envolvam mecanismos patogênicos de doenças neurodegenerativas, tem 

sido amplamente utilizadas culturas primárias de neurônios do hipocampo de ratos ou 

camundongos, como um método de estudo da neurotoxicidade de radicais livres para 

compreender a interação entre espécies reativas de oxigênio 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 função celular.  

Apesar das inúmeras vantagens e possibilidades de se trabalhar com culturas 

primárias, este método ainda está sujeito a grandes dificuldades e contratempos que 

podem atrasar e dificultar a realização do estudo, uma vez que os neurônios maduros não 

sofrem divisão celular. Para superar essa questão, são utilizadas culturas de linhagens de 

células tumorais imortalizadas, no entanto, essas células apresentam maior resistência a 

fármacos e maior proliferação celular quando comparadas às primárias, ocasionando 

diferenças nos estudos realizados com ambas (GORDON et al., 2013). 

Mesmo com todas as pesquisas atuantes na área, o estudo do sistema nervoso 

central é uma tarefa árdua que exige modelos experimentais complexos para o avanço do 

conhecimento a respeito de doenças neurodegenerativas. Notoriamente, apenas cerca de 

8% dos fármacos aprovados em ensaios pré-clínicos conseguem chegar em fases 

posteriores (MILLER, 2010). Dessa forma, a utilização de culturas primárias de 

neurônios hipocampais se torna uma ferramenta valiosa para a crescente necessidade de 

se desenvolver metodologias mais eficientes e precisas na identificação e avaliação de 

novos compostos. 
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1.6 Voltametria Cíclica 

Vários métodos espectrofotométricos são utilizados para determinar atividade 

antioxidante in vitro de substâncias naturais e sintéticas, como a quantificação de espécies 

reativas de oxigênio e produtos da peroxidação lipídica. Além desses, métodos 

eletroanalíticos também tem sido usados para determinar a atividade antioxidante, como 

é o caso da voltametria cíclica (VC). A VC é uma técnica eletroanalítica que tem a função 

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; 

PROENÇA; CAPELO, 2014). Sua utilização é comum para avaliar a capacidade de 

redução e oxidação de substâncias puras ou presentes em diferentes soluções (PISOSCHI 

et al., 2015). 

 Essa técnica eletroanalítica apresenta inúmeras vantagens como baixo custo, 

alta sensibilidade, instrumentação simples e relativamente barata, rápida e de fácil 

execução. Além disso, é necessário apenas um pequeno volume de amostra para se 

realizar a técnica, apresentando resultados rápidos e de alta confiabilidade. Uma outra 

vantagem em se utilizar esta técnica é que a maioria dos antioxidantes apresentam alta 

eletroatividade, caracterizada pela transferência de elétrons nas reações envolvendo os 

radicais livres, permitindo assim, a seleção rápida de uma série de compostos orgânicos 

para testes de capacidade antioxidante. Dessa forma, essa técnica eletroquímica se 

apresenta como método alternativo ou mesmo complementar às técnicas 

espectrofotométricas (JARA-PALACIOS et al., 2017). 

A voltametria cíclica, método eletroanalítico amplamente utilizado em muitas 

áreas da química, analisa os processos redox em determinações qualitativas e 

quantitativas. Essa técnica baseia-se na variação do potencial aplicado em um eletrodo de 

trabalho, nas direções direta e reversa numa determinada taxa de varredura e 

monitoramento da corrente elétrica circulante numa célula eletroquímica.  É necessário a 

utilização de uma célula contendo três eletrodos, sendo um eletrodo de trabalho, um de 

referência e um eletrodo auxiliar. Os eletrodos são conectados a um potenciostato 

responsável por aplicar a diferença de potencial entre os eletrodos de trabalho e de 

referência a uma taxa constante, que por sua vez é controlado por um computador onde 

serão gerados os resultados em forma de curvas denominada voltamograma. A corrente é 

transferida do eletrodo auxiliar para o eletrodo de trabalho de forma que não haja 

passagem de corrente pelo eletrodo de referência, 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 direção do potencial inicial. 

De acordo com as normas da União Internacional de Química Pura e Aplicada (IUPAC) 

as curvas podem gerar potencial anódico (Ea), quando o valor de potencial se desloca no 

sentido dos potenciais mais positivos, devido a processos de oxidação, e potencial 

catódico (Ec) quando se desloca no sentido dos potenciais mais negativos, associado a 

processos de redução. Os voltamogramas cíclicos podem apresentar um ou mais picos 

relacionados com o processo redox baseado na equação: 

 

Sendo O e R as espécies oxidada e reduzida, e n representa o número de elétrons 

envolvidos no processo redox. Além dos potenciais de picos anódicos (Ea) e catódicos 

(Ec) um outro parâmetro importante é o valor da corrente de pico (ip), que compõe a 

análise dos resultados e formação da curva do voltamograma, variação da corrente (eixo 

y) versus a variação de potencial (eixo x) (FONSECA et al., 2015). 

A  VC analisa a transferência de elétrons entre moléculas e eletrodos. Os picos 

analíticos (sinais resultantes da i x E) são resultados da depleção oxidativa das moléculas 

antioxidantes no eletrodo à medida que os valores específicos dos potenciais formais são 

atingidos. A avaliação do potencial de oxidação de um composto ou de uma amostra pode 

refletir sua capacidade antioxidante determinada pela VC, sendo que os antioxidantes 

podem doar elétrons diretamente às EROs, funcionando como agentes redutores. Os 

potenciais de oxidação de diferentes compostos como os ácidos benzoicos, ácidos 

hidroxicinâmicos e flavonoides, com distinção entre tipos de substratos têm sido 

estudados através da VC, de forma que valores baixos de potenciais de oxidação 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 oxidação de 

cada componente específico da solução poder ser avaliado com a mesma precisão, 

independentemente do poder antioxidante, em boas condições separação de pico. 

Entretanto, apresenta algumas limitações recomendando-se a associação com outros 

métodos para assegurar a qualidade dos resultados. Dessa forma, os estudos in vitro 

(espectrofotométricos) e  estudos eletroanalíticos são importantes ferramentas para 

O + ne- ↔ R 
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permitir a análise de características antioxidantes de compostos antes de se inciar estudos 

em modelos in vivo. 

Tendo em vista a ausência de fármacos disponíveis para tratamento de doenças 

neurodegenerativas e o crescente número de pessoas acometidas por essas doenças, é de 

grande necessidade o desenvolvimento de compostos candidatos a fármacos com 

capacidade de conter o progresso ou mesmo solucionar essas doenças, atuando de forma 

complementar às defesas endógenas. O desenvolvimento de compostos antioxidantes que 

sejam capazes de conter a neurodegeneração é imprescindível, sendo assim, este trabalho 

propõe um estudo in vitro para avaliar o potencial antioxidante de isobenzofuranonas 

sintéticas, analisando sua capacidade de conter as EROs, principais desencadeadoras do 

desequilíbrio redox. 

Assim, esperamos que as isobenofuranonas sintéticas analisadas sejam capazes 

de proteger os neurônios hipocampais contra as EROs desencadeadas pela indução do 

desequilíbrio.  
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2.  OBJETIVO  

 

2.1 Objetivo Geral 

Avaliar a capacidade antioxidante de isobenzofuranonas sintéticas sobre culturas 

primárias de neurônios hipocampais submetidas ao desequilíbrio redox por meio das 

técnicas espectrofotométrica e eletroanalítica. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

Estabelecimento de culturas primárias de neurônios hipocampais de 

camundongos C57/BL E17; 

Analisar o efeito antioxidante de isobenzofuranonas sintéticas in vitro por meio 

de métodos espectrofotométricos:  

- Ensaio de viabilidade celular;  

- Mensuração de níveis intracelulares de espécies reativas de oxigênio (EROs);  

- Ensaio de peroxidação lipídica. 

Avaliar o comportamento eletroquímico de isobenzofuranonas sintéticas por 

meio da técnica eletroanalítica de voltametria cíclica. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS  

 

3.1 Reagentes  

Acetona (Proquimios) 

Ácido clorídrico (Imprex) 

Álcool etílico (Vetec) 

BODIPY- C11 (Sigma-Aldrich) 

Diclorofluorceína (Sigma-Aldrich) 

DMSO – Dimetilsulfóxido (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-difeniltetrazólio  (Invitrogen) 

Peróxido de hidrogênio 30% (Sigma-Aldrich) 

Piruvato de sódio (Sigma-Aldrich) 

Poli-L-lisina (Sigma-Aldrich) 

Solução de DNAse (Desoxirribonuclease) (Sigma-Aldrich) 

Solução de glicose (Gibco Life Technologies) 

Solução de Penicilina (Sigma-Aldrich) 

Solução de tripsina (Sigma-Aldrich) 

Solução detergente 10% (Orion) 

Solução Salina de Hank livre de Ca2+ e Mg2+ (HBSS) (Gibco, Life Technologies) 

Soro Fetal Bovino (LGC- Biotecnologia) 

Suplemento B-27 (Gibco) 

 

3.2 Cultura Primária de Neurônios Hipocampais 

O estabelecimento da cultura primária de neurônios foi realizado com algumas 

adaptações, baseado em protocolos pré-estabelecidos na literatura, como descrito por 

Ahlemeyer e Baumgart-vogt (2005). 

Os experimentos com animais foram realizados após a aprovação da Comissão 

de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP) 

com o protocolo vigente de número 9659240418. Os animais foram cedidos pelo Centro 

de Ciência Animal (CCA), também da UFOP, após a aprovação do protocolo. 
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Os animais utilizados foram camundongos isogênicos da linhagem C57BL/6 do 

sexo feminino e masculino. Estes foram mantidos no Biotério do CCA em caixas de 

polietileno com comida e água ad libitum. As condições de alojamento foram monitoradas 

observando fatores como ciclo claro e escuro e ventilação. Os experimentos foram 

realizados no laboratório de Biomateriais e Patologia Experimental (LBPE) da UFOP. 

Os animais com 8 a 10 semanas foram colocados em uma caixa para o 

acasalamento, sendo colocadas duas fêmeas para cada macho em uma caixa. Após a 

comprovação do acasalamento pela observação do plug vaginal as fêmeas foram 

acompanhadas por 17 dias de gestação. Após este período as fêmeas foram eutanasiadas 

por deslocamento cervical e os embriões retirados das placentas e mergulhados em 

solução salina de Hank gelada. Com auxílio de pinças e tesouras esterilizadas os cérebros 

dos embriões foram removidos e o hipocampo isolado (Figura 9). Posteriormente, e sob 

condições estéreis, foi realizada a dissociação do hipocampo em tripsina a 0,25%. Após 

20 minutos a tripsina foi substituída pelo meio de plaquear composto de MEM, soro fetal 

bovino, glicose 20%, piruvato de sódio (10mM) e pen/strep (10000 U e 10000 UG). Em 

seguida, o meio de plaquear foi substituído por meio de plaquear contendo DNAse a 1% 

para reduzir a aglomeração de células e minimizar a presença de fragmentos de DNA 

flutuantes. 

 

 

Figura 9. Cultura primária de neurônios hipocampais a partir do isolamento do cérebro de embrião 

com 17 dias de desenvolvimento (E17).  

 

As células foram plaqueadas a uma densidade de 5x104 por poço em placas de 

96 poços previamente tratadas com poli-L-lisina. As placas foram incubadas por quatro 

horas em estufa a 37oC e 5 % de CO2. Após quatro horas o meio de cultura foi substituído 

pelo meio de manutenção (meio neurobasal, pen/strep, B27 e L-glutamina), sendo este 

trocado a cada 48 horas. Os experimentos foram iniciados após cinco dias, quando as 

culturas de neurônios hipocampais já haviam alcançado o quarto estágio de 
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desenvolvimento de células nervosas, principalmente no que se refere à morfologia, 

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

 

3.3 Tratamento das células com as isobenzofuranonas 

Após o estabelecimento das culturas primárias, os neurônios apresentavam 

prolongamentos e estavam prontos para início dos ensaios in vitro. Uma solução estoque 

2mM das isobenzofuranonas (F15 e F16) foi preparada utilizando 20% de DMSO, em 

seguida tal solução foi diluída em meio de manutenção para se obter as concentrações de 

50, 100 e 150µM. O diluente escolhido, DMSO, é um composto anfipático que pode atuar 

como veículo de drogas terapêuticas fazendo o transporte através das membranas e como 

solvente em estudos biológicos (FLORÃO et al., 2007). As células foram então tratadas 

com os compostos e levadas para estufa a 37°C e 5% de CO2 por duas horas, 

posteriormente receberam o H2O2 a 100µM por três horas para assim, ocorrer a indução 

do desequilíbrio redox.  O grupo controle recebeu apenas meio de manutenção das 

células, enquanto o grupo controle de H2O2 recebeu meio de manutenção contendo H2O2. 

                

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-difeniltetrazólio), um ensaio colorimétrico baseado na atividade 

enzimática mitocondrial, que é correlacionada à viabilidade celular. Como resultado da 

atividade de desidrogenases mitocondriais são formados os cristais de formazan (Figura 

10) (JAKŁTYS et al., 2015; REGUEIRO et al., 2015).  

 

Figura 10. Reação de formação 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 adição do H2O2.  Os grupos controle de meio 

receberam apenas o meio de manutenção, os grupos controle de DMSO receberam uma 
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solução de DMSO em uma concentração final de 150µM diluído em meio de manutenção. 

Os demais poços receberam o tratamento com as isobenzofuranonas nas concentrações 

50, 100 e 150µM por duas horas. Em seguida foi realizado o teste de MTT sem a adição 

do H2O2.  

Para o ensaio de MTT o meio de manutenção foi retirado dos poços e as células 

foram tratadas com as isobenzofuranonas nas concentrações 50µM, 100µM, e 150µM, 

exceto nos grupo controle. Os poços utilizados como controle receberam apenas meio de 

manutenção, os poços controle de H2O2 receberam meio de manutenção contendo o H2O2. 

Os demais poços foram pré-tratados com as diferentes concentrações de 

izobenzofuranonas para depois ser adicionado o H2O2, o que ocorreu em todas as culturas 

utilizadas para a realização de todos os testes espectrofotométricos.  

Após duas horas de pré-tratamento, o H2O2 na concentração de 100µM foi 

adicionado às células e estas mantidas na estufa a 37°C e 5% de CO2 por três horas. Após 

esse tempo, o meio contendo o H2O2 foi retirado e adicionado uma solução de MTT 

2,5mg/mL em todos os poços da placa. No dia seguinte, os cristais de formazan formados 

foram solubilizados com uma solução de SDS 10% (p/v), por uma hora. Em seguida foi 

realizada a leitura da absorbância no comprimento de onda de 530nm no leitor de placas 

VICTOR™ X3.  

 

3. 5 Mensuração de espécies reativas de oxigênio (EROs) 

Para mensurar a produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) foi utilizado 

o diacetato de 2, 7-diclorodihidrofluorosceína (H2DCF-DA). Esta sonda penetra nas 

células devido à ação de esterases intracelulares e é transformada em 2,7-

diclorodihidrofluorosceína (H2DCF). No processo de oxidação, o H2DCF gera um 

produto fluorescente DCF (diclorofluorosceína) que atua como um marcador das espécies 

reativas intracelulares, permitindo sua detecção pela fluorescência emitida (Figura 11) 

(LÓPEZ et al., 2006).  
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Figura 11. Mecanismo de ação do diacetato de 2, 7-diclorodihidrofluorosceína (H2DCF-DA). (CHEN 

et al., 2010). 

 

Em uma nova cultura primária de neurônios hipocampais inicialmente, o meio 

de manutenção foi substituído por meio contendo as isobenzofuranonas em três diferentes 

concentrações, 50µM, 100µM e 150µM por duas horas nos demais poços que não foram 

considerados grupos controle. Novamente, assim como no teste de MTT, foi também 

realizado o teste de mensuração de EROs sem a adição de H2O2. 

 Após o período de incubação, o meio foi novamente substituído por uma 

solução de H2DCF-DA na concentração de 2µM por 45 minutos. Em seguida os poços 

foram lavados três vezes com solução de HBSS a 37°C para a adição da solução de H2O2 

na concentração de 100µM. Então, a leitura da absorbância com filtros de comprimentos 

de onda de 485nm de excitação e 535nm de emissão foi iniciada e mantida por três horas 

no leitor de placas VICTOR™ X3. Após três horas de leitura obteve-se os valores das 

absorbâncias para posterior análises e construção dos gráficos. 

 

3.6 Peroxidação Lipídica 

A peroxidação lipídica resulta de uma cadeia de reações mediada por radicais 

livres derivados do oxigênio, envolvendo a interação destes com ácidos graxos poli-

insaturados das membranas celulares. A oxidação resultante pode ser analisada e 

quantificada pela formação de aldeídos eletrofílicos altamente reativos (REED, 2011). 

Para realização do ensaio utilizou-se o marcador BODIPY-C11 (diacetato de 5-(e-6)-

clorometil-2',7'-diclorodi-hidrofluoresceína), uma sonda fluorescente hidrofóbica, 

análoga aos ácidos graxos poli-insaturados, que pode ser incorporada à membrana celular 

dos neurônios (SAKHAROV et al., 2005).  
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Após o estabelecimento de uma nova cultura primária foi realizado o tratamento 

dos neurônios com a substituição do meio de manutenção pelo meio contendo as 

isobenzofuranonas nas concentrações 50µM, 100µM, e 150µM em todos os poços exceto 

nos grupos controle de meio e controle de H2O2. Para melhor análise dos resultados o 

teste de peroxidação lipídica foi também realizado sem a adição de H2O2. 

 Os neurônios foram incubados por duas horas em estufa a 37° C e 5% de CO2. 

Após este tempo o meio foi substituído por uma solução de BODIPY na concentração de 

10% por 45 minutos. Em seguida a solução de BODIPY foi retirada e as placas lavadas 

com HBSS a 37°C para a subsequente adição da solução de H2O2 na concentração de 

100µM. Então, as leituras das absorbâncias com filtros de comprimentos de onda de 

485nm de excitação e 535nm de emissão na fluorescência verde foram iniciadas e 

mantidas por três horas no leitor de placas VICTOR™ X3. Foram avaliadas as 

absorbâncias finais obtidas após 3 horas de leitura. 

 

3.7  Voltametria cíclica 

3.7.1 Preparação do substrato 

Os compostos foram depositados sobre substratos de vidro contendo em sua 

superfície uma camada de Indium Tin Oxide (ITO), óxido de índio dopado com estanho 

que permite a condução de corrente elétrica. O preparo do substrato foi feito 

anteriormente à deposição do composto para garantir uma boa aderência do filme de 

isobenzofuranonas e qualidade dos resultados.  

Inicialmente foi realizada a limpeza do substrato já contendo o ITO, seguindo o 

protocolo como se segue: 

O substrato foi imerso em uma solução de detergente na concentração de 10% 

v/v em temperatura ambiente por 10 minutos. Em seguida os substratos foram enxaguados 

com água destilada e secos com gás nitrogênio. Posteriormente, os substratos foram 

imersos em acetona e sonicados por 15 minutos no aparelho de ultrassom Ultra Cleaner 

1400. Logo após os substratos foram imersos em álcool etílico e levados ao ultrassom por 

mais 15 minutos. Em seguida os Os substratos foramseguida colocados em água destilada 

a 90°C por 5 minutos. Posteriormente os substratos foram imerso em dimetilsulfóxido 

(DMSO), solvente utilizado para diluição das isobenzofuranonas, por 10 minutos, e, em 

seguida, lavados com água destilada. Por último, os substratos foram secos com gás 

nitrogênio de forma que toda superfície se encontrasse seca e limpa.  
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3.7.2 Verificação da passagem de corrente de elétrica 

Para assegurar a deposição na superfície correta do substrato, ou seja, na 

superfície contendo o ITO, local onde haverá passagem de corrente elétrica, foi utilizado 

um multímetro digital da marca Iminipa.  

 

3.7.3  Deposição do composto 

Após a limpeza dos substratos, os compostos foram depositados. A área de 

deposição foi então delimitada com uma fita (Masterfix) para, posteriormente à secagem 

do filme, ter sua área medida utilizando um paquímetro. Os substratos contendo as 

amostras foram então levados para estufa a 28°C para secagem total e formação do filme 

de isobenzofuranona. Após a secagem, foram feitas as medidas da superfície para cálculo 

da área ocupada pelo filme.  

 

3.7.4  Leitura no Potenciostato/Galvanostato 

Anteriormente à leitura foi preparada uma solução de ácido clorídrico (HCl) 

0,1M usada como solução eletrolítica. O comportamento eletroquímico dos compostos 

foi analisado por um potenciostato/galvanostato ligado a uma célula eletroquímica 

(figuras 13 e 14) contendo três 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 referência de calomelano saturado. Os eletrodos 

foram imersos em solução de HCl 0,1M para início da transferência de corrente entre os 

eletrodos. 

A voltametria cíclica consiste na transferência de elétrons que ocorre em uma 

célula eletrolítica contendo eletrodos e uma solução eletrolítica (Figura 12). Os eletrodos 

são imersos em soluções diferentes para que haja perda e ganho de elétrons (oxidação e 

redução). O eletrodo de zinco (Zn0) imerso em uma solução de Zn2+ e um outro eletrodo 

de cobre (Cu0) imerso em uma solução de Cu2+. O eletrodo de Zn0 perde elétrons para a 

solução de Zn2+ permitindo que o elétron se movimente em direção ao eletrodo de Cu0 

(figura 12). De forma comparativa ao funcionamento da pilha eletroquímica, infere-se 

que, durante a VC a isobenzofuranona se comporta como o Zn0, perdendo elétrons no 

processo de oxidação. E a célula contendo a solução eletrolítica de HCl tem um excesso 

de H+ no meio, que se comporta de forma semelhante ao cobre, ou seja, recebendo os 

elétrons provenientes da isobenzofuranona. Com essa transferência de elétrons entre a 
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isobenzofuranona e a solução eletrolítica gera-se uma corrente elétrica e os potenciais 

podem ser detectados. 

 

 

Figura 12. Esquema do funcionamento de um sistema de pilha eletroquímica. Modificada de 

(RUSSELL, J. B. 1994). 

 

2H+ + 2e- → H2(g) 

Zn0
(s) → Zn+2

(aq) (Reação de oxidação - Composto) 

Cu+2
(aq)+ 2e- → Cu0

(s) (Reação de redução - HCl) 

 

Para controle e monitoramento do potenciostato/galvanostato (Figura 14) foi 

utilizado o software NOVA versão 1.10, através do procedimento staircase cyclic 

voltammetry potentiostatic utilizando uma faixa de varredura de -1,8V a 0V com uma 

velocidade de varredura de 0,1V/segundo, e os seguintes parâmetros de Lower Vertex 

Potential: -1.600V; Stop Potential: -1.600V; Number of stop crossings: 2, (número de 

vezes que o potencial vai passar pelo potencial final (stop potential); Scan rates: 0,1V/s. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 13. Célula eletroquímica contendo o eletrodo de trabalho e contra-eletrodo de platina.  

Após a leitura e a obtenção dos voltamogramas, os resultados foram salvos e 

plotados no programa Origin 6.0 para obtenção dos potencias de oxidação. Para 

construção dos voltamogramas foi calculada a área de aplicação 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 cíclica. 

 

 

3.8 Análise Estatítica 

Após realização dos ensaios espectrofotométricos os dados foram analisados e 

comparados pela análise de variância (ANOVA) seguido pelo teste Tukey para os dados 

considerados paramétricos. Para os não-paramétricos, a análise foi realizada pelo teste 

Kruskal-Wallis seguido pelo teste Dunn. A diferença entre os dados foi considerada 

significativa para p ≤ 0,05. Os valores numéricos foram colocados sob a forma média ± 

erro padrão da média (SEM) (GraphPad Prism 5.0). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Ensaio de Viabilidade Celular 

Os compostos F15 e F16 foram inicialmente avaliados quanto à sua possível 

toxicidade sobre as culturas de neurônios 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 não apresentou diferença 

estatística entre o grupo controle e as diferentes concentrações, indicando que o mesmo 

não reduziu o metabolismo neuronal. No entanto, apesar da similaridade estrutural ao 

composto F15, o composto F16 causou uma redução significativa no metabolismo dos 

neurônios nas concentrações de 100 e 150µM (Figura 15).                                                                

 

 
Figura 15. Avaliação da viabilidade celular em neurônios do hipocampo.  Neurônios do hipocampo 

após o tratamento com isobensofuran-1(3H)-onas (F15 e F16) nas concentrações 50, 100 e 150 µM. Os 

gráficos apresentam a porcentagem de células vivas após o tratamento com os compostos. (*)(**) 

Diferença estatística entre o grupo controle que recebeu apenas meio de manutenção e os grupos que 

foram tratados com as concentrações 100 e 150 µM. Análise estatística teste One-Way ANOVA com pós-

teste Tukey, com p ≤ 0.05. Barras: média ± SEM.  

 

 

A avaliação da atividade protetiva dos compostos F15 e F16 como pré-

tratamento sobre a cultura de neurônios submetidos ao desequilíbrio 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 desequilíbrio redox 

induzido. Nas figuras 16A e 16B é possível observar que o H2O2 reduziu de maneira 

significativa a viabilidade neuronal, no entanto, o pré-tratamento com os compostos F15 

e F16 não foi capaz de manter a viabilidade celular dos neurônios. 
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Figura 16. Viabilidade celular em neurônios hipocampais submetidos ao desequilíbrio redox. Células 

neuronais do hipocampo tratadas com isobensofuran-1(3H)-onas (F15 e F16) nas concentrações 50, 100 e 

150 µM por duas horas e em seguida induzidas ao desequilíbrio redox com 100µM de H2O2  por três horas. 

(**) Diferença estatística entre o grupo controle que recebeu apenas meio de manutenção e o grupo que 

recebeu apenas H2O2. Análise estatística teste One-Way ANOVA com pós-teste Tukey, com p ≤ 0.05. 

Barras: média ± SEM. 

 

4.2 Ensaio para Mensuração de Espécies Reativas de Oxigênio (EROs) 

As doenças neurodegenerativas estão intimamente relacionadas ao desequilíbrio 

redox. Nesta condição o aumento das EROs torna-se tóxico para o organismo, 

ocasionando a morte das células nervosas (UTTARA et al., 2009).  As células neuronais 

do hipocampo, na doença de Alzheimer por exemplo, são fortemente afetadas pelo 

processo de desequilíbrio redox, provocando perdas cognitivas (ROY et al., 2016). O 

hipocampo codifica a formação da memória de curto e longo prazo e navegação espacial, 

além de ter grande importância na aprendizagem (BREWER et al., 2013). A produção 

excessiva de EROs promove inúmeros efeitos conhecidos nos sistemas biológicos (SIES, 

1991; DORNAS et al., 2008) e a utilização de isobenzofuranonas como pré-tratamento é 

uma estratégia que vem sendo explorada para a contenção do desequilíbrio 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 H2O2 para indução do dano oxidativo. 

 Para reproduzir condições fisiológicas bem aproximadas às dos organismos,  

culturas primárias de neurônios hipocampais foram utilizadas para avaliar a ação das 

isobenzofuranonas contra o desequilíbrio redox induzido. Através de ensaios realizados 

utilizando a diclofluoresceína (H2DCF-DA), avaliou-se inicialmente a capacidade dos 

compostos F15 e F16 de gerar EROs e, consequentemente, influenciarem no resultado 

após a indução do desequilíbrio redox. Após tratamento dos neurônios somente com os 
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compostos F15 e F16 não houve diferença estatística entre o grupo controle e os grupos 

tratados. Como esperado, esses resultados mostraram que os compostos testados não são 

capazes de induzir a formação de EROs (Figuras 17A e 17B). 

A partir desses resultados, novos ensaios com H2DCF-DA foram realizados, no 

entanto, os neurônios foram pré-tratados com os compostos F15 e F16 e, após duas horas, 

o desequilíbrio redox foi induzido por H2O2 nessas células (Figuras 18A e 18B). 

 

 

Figura 17. Mensuração das EROs. As células do hipocampo foram submetidas ao tratamento com as 

isobensofuran-1(3H)-onas (F15 e F16) nas concentrações 50, 100 e 150 µM por duas horas e em seguida 

adicionado a sonda H2DCF-DA para detecção das espécies reativas. Análise estatística feita pelo One-

way ANOVA seguido pelo teste Dunn's Multiple Comparison, com significância de p ≤ 0,05. Barras:  

média ± SEM.  

 

 

Os resultados desses ensaios mostraram que o composto F15 nas concentrações 

de 50 e 100µM não alteraram a concentração intracelular de EROs, mas na concentração 

de 150µM, o composto apresentou uma significativa redução dos níveis de EROs geradas 

quando comparado ao grupo controle tratado somente com o H2O2. Assim, na 

concentração de 150µM o composto F15 foi capaz de proteger os neurônios do 

desequilíbrio redox (Figura 18A). No entanto, para o composto F16 nenhuma das 

concentrações levou à redução intracelular de EROs quando comparadas ao controle  

(Figura 18B), indicando que apesar da semelhança estrutural, esses compostos não atuam 

da mesma maneira no meio intracelular.  
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Figura 18. Quantificação das EROs após o desequilíbrio redox. As células do hipocampo foram 

submetidas ao tratamento com as isobensofuran-1(3H)-onas (F15 e F16) nas concentrações 50, 100 e 

150µM por duas horas e em seguida adicionado a sonda H2DCF-DA por 45 minutos para detecção das 

espécies reativas. Minutos antes da leitura o desequilíbrio redox foi induzido com 100 µM de H2O2. (***)(*) 

Diferença estatística do grupo controle que recebeu H2O2 com o grupo controle que recebeu apenas meio 

de manutenção. (#) Diferença estatística do grupo controle contendo H2O2 para o grupo tratado com 150µM 

de F15. Análise estatística feita pelo One-way ANOVA seguido pelo teste Dunn's Multiple Comparison, 

com significância de p ≤ 0,05. Barras: média ± SEM.  

 

  

4.3 Ensaio para Avaliação da Peroxidação Lipídica 

O desequilíbrio redox ocasionado pelo excesso de EROs promove danos aos 

neurônios, uma vez que essas células possuem em suas membranas grandes quantidades 

de ácidos graxos poli-insaturados (LIMA et al., 2001; FORET et al., 2019). As EROs 

como o H2O2, radicais superóxido e hidroxila provocam a peroxidação lipídica resultando 

na perda da integridade da membrana celular e disfunção mitocondrial (GAO et al., 2010). 

Para avaliar a atividade dos compostos F15 e F16 as culturas de neurônios foram 

inicialmente expostas a esses compostos isoladamente. Como explicitado nos métodos, 

utilizou-se a sonda fluorescente BODIPY-C11 para a quantificação da peroxidação 

lipídica na membrana plasmática das células e foi observado que os compostos F15 e F16 

não apresentaram diferença estatística em relação ao grupo controle nas três 

concentrações testadas (Figuras 19A e 19B).  Esses resultados mostraram que os 

compostos F15 e F16 não promovem a peroxidação dos lipídeos das membranas dos 

neurônios.  Excluindo a interferência sobre a peroxidação lipídica os compostos F15 e 

F16 foram utilizados como pré-tratamento às células que foram então submetidas ao 

desequilíbrio redox induzido por H2O2. 
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Figura 19. Peroxidação lipídica das membranas das células hipocampais. As células do hipocampo 

foram submetidas ao tratamento com as isobensofuran-1(3H)-onas (F15 e F16) nas concentrações 50, 100 

e 150µM por duas horas e em seguida adicionado o BODIPY por 45 minutos, para detecção da peroxidação 

lipídica da membrana causada pelo aumento das EROs. Análise estatística feita pelo Oneway ANOVA 

seguido pelo pós-teste Tukey com significância de p ≤ 0,05. Barras: média ± SEM. 

 

A análise 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 

concentração de 150 µM, apresentou uma significativa redução na peroxidação lipídica 

quando comparado ao controle tratado apenas com H2O2 (figura 20A). Essa contenção 

dos danos à membrana possivelmente está correlacionada à capacidade deste composto 

de reduzir as EROs, características desejáveis no screening de compostos candidatos a 

agentes farmacológicos para serem usados na prevenção e tratamento de doenças 

neurodegenerativas (DORNAS et al., 2008).  

Contrariamente ao composto F15, o pré-tratamento com composto F16 não 

apresentou eficácia na contenção da peroxidação lipídica em nenhuma das três 

concentrações testadas (Figura 20B). 
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Figura 20. Peroxidação lipídica das membrana das células hipocampais após indução do 

desequilíbrio redox. As células do hipocampo foram submetidas ao tratamento com as 

isobensofuran1(3H) -onas (F15 e F16) nas concentrações 50, 100 e 150 µM por duas horas e em seguida 

adicionado o BODIPY por 45 minutos, para detecção das espécies reativas. Minutos antes da leitura o 

desequilíbrio redox foi induzido por 100 µM de H2O2. (***) Diferença estatística do grupo que recebeu 

H2O2 com o grupo controle. (#) Diferença estatística do grupo controle contendo H2O2 para o grupo 

tratado com 150µM de F15. Análise estatística feita pelo One-Way ANOVA seguido pelo pós-teste Tukey 

com significância de p ≤ 0,05.  Barras: média ± SEM.  

 

 

4.4 Voltametria Cíclica 

Apesar da grande semelhança estrutural entre os compostos F15 e F16 foram 

observados, a partir das análises espectrofotométricas, resultados divergentes no que 

tange à atividade desses compostos sobre as culturas primárias de neurônios hipocampais. 

Para tentar elucidar a capacidade antioxidante desses compostos foi realizada a 

voltametria cíclica (VC). Voltamogramas cíclicos foram obtidos como resultados dos 

processos redox envolvendo espécies que sofrem oxidação, e que são reduzidas quase 

reversivelmente, durante o percurso catódico em determinados intervalos de velocidade 

de varredura (FONSECA et al., 2014). Os picos analíticos obtidos como resposta do 

sistema cíclico são o resultado da depleção oxidativa das moléculas antioxidantes no 

eletrodo, uma vez que os valores específicos dos potenciais são atingidos. Dessa forma, 

os potenciais de oxidação possibilitam uma análise comparativa da capacidade 

antioxidante de diferentes compostos, mesmo que esses apresentem grande semelhança 

estrutural. Valores baixos de potenciais de oxidação 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 padrão positivo. O composto F12 foi 
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previamente testado pelo nosso grupo de pesquisa e apresentou alto poder antioxidante 

sobre neurônios hipocampais (RIBEIRO, 2018). Os compostos F12, F15 e F16 

apresentam semelhanças químicas e estruturais que os classificam como ftalídicos devido 

à presença do anel aromático ligado à fração lactona (C8H6O2), que serve como estrutura 

química principal para inúmeros compostos químicos sintéticos. O voltamograma do 

composto padrão 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 análise observou-se um potencial de pico anódico negativo ou 

potencial de oxidação do composto em -0,43V. Mesmo após o aumento da faixa de 

varredura não se detectou outro pico, comprovando a existência de apenas um pico de 

oxidação originando o potencial de oxidação. Os voltamogramas dos compostos F15 e 

F16 (Figuras 22 e 23), obtidos sob as mesmas condições estabelecidas para o composto 

F12, apresentaram potenciais de oxidação de -0,41V e -0,36V, respectivamente. Assim, 

os 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 oxidação muito próximo ao 

observado para o composto F12. Já o composto F16 apresentou maior potencial de 

oxidação comparados aos demais compostos, o 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.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura 21.Voltamograma cíclico Densidade de corrente (A/cm2) vs Potencial (E) para o filme do 

composto F12. A isobensofuran-1(3H)-ona (F12) foi diluída em DMSO formando uma solução 10.000µM, 

em seguida depositada sobre o substrato na superfície contendo o ITO. Após a secagem do filme foi feita a 

voltametria cíclica utilizando HCl 0,1M como solução eletrolítica e detecção do pico e corrente anódicos. 

Foi utilizado o programa Origin 6.0 para obtenção dos gráficos. 
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Figura 22.Voltamograma cíclico densidade de corrente (A/cm2) vs Potencial (V) para o filme do 

composto F15. A isobensofuran-1(3H)-ona (F15) foi diluída em DMSO formando uma solução 10.000µM, 

em seguida depositada sobre o substrato na superfície contendo o ITO. Após a secagem do filme foi feita a 
voltametria cíclica utilizando HCl 0,1M como solução eletrolítica e detecção do pico e corrente anódicos. 

Foi utilizado o programa Origin 6.0 para obtenção dos gráficos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Figura 23.Voltamograma cíclico Densidade de corrente (A/cm2) vs Potencial (V) para o filme do 

composto F16. A isobensofuran-1(3H)-ona (F16) foi diluída em DMSO formando uma solução 10.000µM, 

em seguida depositada sobre o substrato na superfície contendo o ITO. Após a secagem do filme foi feita a 

voltametria cíclica utilizando HCl 0,1M como solução eletrolítica e detecção do pico e corrente anódicos. 

Foi utilizado o programa Origin 6.0 para obtenção dos gráficos. 

 

Assim, o testes eletroanalíticos (VC) complementaram, por meio dos valores do 

potencial de oxidação de cada composto, os testes espectrofotométricos realizados para 

avaliar a capacidade antioxidante desses compostos. Essa associação de técnicas 

possibilitou uma avaliação mais precisa da atividade neuroprotetiva dos compostos sobre 

as culturas primárias de neurônios hipocampais tornando essa conjunção de técnicas uma 
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possibilidade recomendável e viável em estudos que avaliam o desequilíbrio redox de 

diferentes compostos.  

 

 

4.5 Relação estrutura e atividade  

As isobenzofuranonas, principalmente as funcionalizadas na posição C-3 do anel 

γ-lactona, são uma classe de compostos conhecidos pelas diversificadas atividades 

biológicas. Estas podem variar conforme a adição de grupos funcionais a locais 

específicos na molécula, conferindo à mesma atividades antiplaquetária, citotóxica, 

antagonista do receptor GABA, antimicrobiana, antifúngica e antioxidante (PEREIRA et 

al., 2015). As isobenzofuranonas estudadas apresentam fórmulas estruturais semelhantes, 

mas com diferentes substituintes, o que pode acarretar mecanismos de ação distintos. O 

composto F12, utilizado como padrão positivo para atividade antioxidante, apresenta na 

posição C-3 do anel lactona um ciclohexeno com duas metilas no C-4’ (Figura 24), 

diferente do composto F15 que não apresenta nenhum substituinte ligado ao C-4’e, do 

composto F16,  que apresenta uma metila (R) na posição C-4’.  

 

 

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

 

Embora não seja possível correlacionar de forma acurada a capacidade 

antioxidante dos compostos às suas características estruturais algumas considerações 

devem ser feitas sobre os mecanismos de ação das isobenzofuranonas sobre o 

desequilíbrio redox induzido por H2O2. 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 tóxica para o organismo. O excesso de radical OH•, 
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resultante da quebra do H2O2 in vitro, reage diretamente com o grupo benzila em uma 

reação de compartilhamento de elétrons, formando uma molécula de água e uma estrutura 

estável que continua realizando o mecanismo de ressonância 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 ação antioxidante dos compostos. Reação de neutralização do 

radical OH• gerado a partir da quebra do H2O2, levando a formação de uma molécula de água, com 

consequente diminuição da toxicidade. Também é apresentado o mecanismo de ressonância que promove 
a estabilidade da molécula. 

 

Outra possibilidade de reação com a forma radicalar OH• seria uma reação de 

adição nucleofílica (Figura 26). Os aldeídos, presentes nas isobenzofuranonas, são 

especificamente suscetíveis à adição nucleofílica devido às características estruturais da 

carbonila (C=O). Através da reação de adição nucleofílica, o ácido ftalaldeídico formado 

se encontraria em constante equilíbrio formando uma molécula cíclica, o hemiacetal, que 

é caracterizado pela presença de um grupo –OH e um grupo –OR ligados a um mesmo 

átomo de carbono (SOLOMONS et al., 2000). Assim, o excesso de OH• produzido pela 

indução do desequilíbrio redox sobre os neurônios, seria utilizado na reação de adição 

nucleofílica e acoplado à molécula ftalídica.  
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Além dessas possibildades o potencial antioxidante dos compostos pode estar 

associado também à presença de grupos doadores de elétrons na molécula. De acordo 

com o estudo realizado por Varejão et al. (2014) sobre a capacidade antioxidante de uma 

classe de rubrolídeos, os compostos que apresentam substituintes com capacidade de 

retirar elétrons e átomos de hidrogênio do anel benzênico quando substituídos por grupos 

doadores de elétrons, como hidroxil e metoxil, apresentavam valores de potenciais de 

redução mais negativos. As isobenzofuranonas também apresentam tais grupos doadores 

de elétrons que poderiam estar associados à sua atividade antioxidante. 

 

Figura 26. Segundo mecanismo proposto para ação antioxidante dos compostos. Reação de 

neutralização do radical OH• gerado a partir da quebra do H2O2, levando à formação do hemiacetal, mais 

estável e menos tóxico ao organismo. 
 

Diante das considerações baseadas na estrutura química dos compostos, é 

possível observar que a presença de diferentes substituintes químicos entre os compostos 

sustenta os diferentes potenciais encontrados e, consequentemente, a atividade 

antioxidante observada in vitro. Para relacionar índices eletroquímicos e atividade 

antioxidante, Yakovleva et al. (2007) subdividiram polifenóis de acordo com suas 

características estruturais enfatizando a presença de grupos hidroxila e observaram que 

os compostos que apresentavam um ou mais grupos hidroxil em diferentes posições no 

anel aromático seriam mais facilmente oxidáveis eletroquimicamente. O mesmo não pôde 

ser observado entre as isobenzofuranonas estudadas, pois elas não apresentam variação 

no número de grupos hidroxila, no entanto, acredita-se que devido a sua conhecida 

influência na cinética das moléculas, os grupos hidroxila atuaram de forma a facilitar a 

oxidação, protegendo os neurônios dos danos oxidativos.  Com isso, podemos endossar a 

importância da análise cuidadosa de cada composto de acordo com suas modificações 
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estruturais, pois sua atividade antioxidante é resultado de uma série de efeitos estéricos, 

mesoméricos e indutivos (SOCHOR et al., 2013; TEIXEIRA et al., 2013).  

Considerando os dados obtidos por meio dos métodos espectrofotométricos e 

eletroanalítico foi observado que um diferencial entre os compostos analisados é a 

presença de dois grupos metis no C-4’ no composto F12. Assim, esse padrão de 

substituição provavelmente estaria atuando como responsável por potencializar a 

atividade antioxidante.  

 

4.6 Biodisponibilidade e atividade antioxidante  

Para comparação e análise dos efeitos encontrados in vitro e na VC foram 

utilizados cálculos in silico baseados em estudos realizados por Teixeira et al. (2013). 

Esses cálculos realizados para determinação dos aspectos farmacocinéticos dos 

compostos corroboraram os resultados encontrados neste trabalho. Um dos parâmetros 

avaliados foi o valor de cLogP. O cLogP é uma das propriedades moleculares indicativas 

da determinação da absorção ou baixa permeação, diminuindo a biodisponibilidade da 

molécula (SANTOS et al., 2017). Para atravessar a membrana celular de forma eficaz 

deve haver um equilíbrio entre a lipofilicidade e a hidrofilicidade. Moléculas mais 

lipofílicas tendem a interagir com os fosfolipídios presentes na membrana facilitando o 

seu transporte para o interior da célula. Moléculas mais hidrofílicas podem não ter a 

capacidade de atravessar a membrana estando mais propícias a serem degradadas antes 

de serem metabolizadas e promoverem sua ação farmacológica esperada (GONÇALO, 

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 plasmática e, 

consequentemente maior biodisponibilidade no interior da célula quando comparado aos 

compostos F15 e F16, respectivamente. O cLogP de F15 e F16 revelam o caráter mais 

polar dessas moléculas, o que dificulta a travessia pela membrana plasmática e, 

consequentemente, sua atividade intracelular. Assim, como os três compostos apresentam 

semelhanças estruturais em suas fórmulas químicas, mas respostas diferentes diante do 

desequilíbrio redox induzido, acreditamos que a maior ação neuroprotetiva do composto 

F12 sobre culturas primárias está relacionada à sua biodisponibilidade intracelular. Como 

o composto F16 e F15 possui o menores valores para cLogP, devido às suas características 
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mais polares, o mesmo não estaria biodisponível em concentrações adequadas para 

garantir um efeito antioxidante neuroprotetor.   

Os ensaios espectrofotométricos e eletroanalítico foram importantes e 

complementares na determinação do efeito neuroprotetor dos compostos, de forma que 

os resultados obtidos pela VC corroboraram os ensaios in vitro. Apesar de não ser possível 

até o momento relacionar de forma precisa as estruturas com seus potenciais de oxidação 

e sua capacidade antioxidante, foram propostos mecanismos que sugerem essa relação. 

Com isso, serão necessários novos estudos para melhor compreensão 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 doenças 

neurodegenerativas. O grupo de compostos estudados, as isobenzofuranonas, 

apresentaram características favoráveis que os classificam como possíveis candidatos a 

potenciais antioxidantes.  Por essa razão, novos ensaios in vitro serão necessários para 

melhor compreensão dos mecanismos de captação de EROs no meio intracelular com o 

intuito de acentuar o efeito neuroprotetor assegurando melhores resultados.  

 

4.7 Perspectivas 

Diferentes tempos e concentrações: De acordo com Sánchez-Moreno et al. 

(1998) deve-se avaliar a atividade antioxidante de uma substância levando em conta a 

concentração e o tempo necessário que o antioxidante requer para sequestro dos radicais. 

Por isso, é importante avaliar o antioxidante em concentrações e tempo de ação diferentes. 

Dessa forma, seria interessante a realização de novos ensaios que avaliem o efeito protetor 

das isobenzofuranonas em concentrações e tempo de exposição diferentes às células, uma 

vez que o composto F15 não apresentou toxicidade às células da cultura primária. 

Diferença de energia entre os orbitais HOMO e LUMO: Apesar dos resultados 

das análises espectrofotométricas e eletroanalítica se complementarem, uma abordagem 

mais completa na compreensão da função de cada substituinte seria por meio da 

quantificação da diferença 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 biológicas (MAIA et al., 2016). 

Espectroscopia de Absorção Óptica: Neste estudo, não foi possível explicar 

através da VC como esses grupos atuam em cada composto. Mas, através da 
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espectroscopia de absorção óptica na região do ultravioleta e visível (UV-Vis) pode-se 

estimar o valor da energia do gap óptico 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 VC.  
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5. CONCLUSÃO 

 

Diante da análise dos resultados encontrados conclui-se que a isobenzofuranona 

F15 apresentou características que a classifica como potencial antioxidante com possível 

ação neuroprotetiva. Embora estruturalmente muito semelhante, o composto F16 não 

apresentou efeitos neuroprotetores. Essa discordância de atividade biológica pode estar 

relacionada ao potencial de oxidação de cada composto e, consequentemente, ao 

mecanismo de interação de diferentes substituintes químicos com as espécies reativas de 

oxigênio geradas pelo desequilíbrio redox.  

A associação dos métodos espectrofotométricos convencionais ao método 

eletroanalítico permitiu a avaliação criteriosa da capacidade antioxidante das 

isobenzofuranonas F15 e F16. Assim, a conjução dos diferentes métodos demonstrou ser 

uma importante estratégia nos estudos que visam avaliar o desequilíbrio redox de 

compostos candidatos à fármacos para serem usados no tratamento ou prevenção de 

doenças neurodegenerativas.  

Após maiores investigações in vitro e in vivo sobre ação desses compostos, e 

avaliação dos parâmetros farmacocinéticos e farmacodinâmicos, espera-se que os 

compostos sejam candidatos à fármacos para uso no tratamento ou prevenção de doenças 

neurodegenerativas. 
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