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RESUMO

A homocisteina (Hcy) um dos objetos de estudo desta dissertagdo ¢ um aminoacido sulfurado
ndo proteico derivado da metionina. O nivel plasmatico normal de Hcy estéd entre 5 a 15 umol/L
e niveis superiores sdo definidos como hiper-homocisteinemia (HHCY), que pode ser leve (16-
30 umol/L), moderada (31-100 umol/L) e severa ou grave (>100 umol/L). A HHCY severa
ocorre na homocistinuria classica (HCU), a qual é uma doenca metabdlica hereditaria causada
pela deficiéncia na atividade da enzima cistationina B-sintase, ao contrario da HHCY leve e
moderada, que ocorrem através de uma dieta rica em metionina ou deficiéncia de acido folico
e/ou de vitaminas (B6 e B12). Diante da toxicidade da Hcy, o objetivo do trabalho foi investigar
0 papel neuroprotetor do composto 7-cloro-4-(fenilselanil)quinolina (4-PSQ), sobre os danos
causados pela Hcy e avaliar se houve o diferengas sexo-dependentes em ratos machos e fémeas
tratados com Hcy e 4-PSQ, que é derivado do grupo das quinolinas, apresenta diversos efeitos
como: antioxidante e anti-inflamatdrio. Estudos pré-clinicos mostram que a hiper-
homocisteinemia induz o estresse oxidativo. Ratos Wistar de 21 dias, de ambos os sexos, foram
submetidos ao modelo HHCY severa aguda em cdrtex e hipocampo, através da administracéo
de Hcy (0,6 umol/g de peso corporal), duas vezes ao dia, por 7 dias, pela via subcutanea. Os
grupos controles receberam o mesmo volume de solucdo salina. O composto 4-PSQ (5 mg/Kg)
e o veiculo, 6leo de canola (1 mL/kg), foram administrados uma vez ao dia, por meio de
gavagem, ap6s 30 minutos da administracdo de Hcy. Os parametros de estresse oxidativo
analisados, foram: atividade das enzimas catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidase (GPx), glutationa peroxidase (GSH-Px), oxidacdo de DCFH (DCF) e
niveis de nitritos (RNS). Os resultados desse trabalho mostraram que a HHCY severa aguda
promoveu o aumento das espécies reativas de oxigénio no cdrtex cerebral e no hipocampo de
ratos machos e fémeas e o composto 4-PSQ reverteu tais efeitos. Em relacdo as enzimas
antioxidantes, a HHCY néo alterou a atividade da SOD em nenhuma estrutura estudada em
ambos os sexos. A HHCY ndéo alterou a atividade da CAT, mas esta condi¢do quando associada
ao 4-PSQ aumentou a atividade da CAT em cortex de ratos machos. A HHCY aumentou a
atividade da GPx em ambas estruturas analisadas (cértex e hipocampo) de machos. No entanto,
em hipocampo de fémeas a GPx aumentou apenas no grupo tratado com HHCy combinado com
4-PSQ quando comparada ao grupo tratado com 4-PSQ. Os niveis de nitritos ndo foram
alterados em nenhuma estrutura analisada, em ambos os sexos. Considera-se, a partir dos
resultados obtidos, que o composto 4-PSQ tenha efeito antioxidante sobre os danos causados
pela hiper-homocisteinemia severa (HHCY), o qual foi mostrado pela reversdo do aumento das
espécies reativas de oxigénio causadas pela HHCY e por tentar recuperar as enzimas
antioxidantes (CAT e GPx) em um ambiente oxidante. Com isso mais estudos devem ser
realizados para assegurar que 0 4-PSQ seja um possivel tratamento promissor em estudos pré-
clinicos e clinicos. Pois na Gltima década, estudos tém enfoque na investigacdo do potencial
farmacoldgico do composto sintético 7-cloro-4-(fenilselanil), um derivado da quinolina com
substituinte organoselénio. Ao modular marcadores pré-inflamatorios e estresse oxidativo,
além do nosso estudo também mostrar que o efeito sobre as enzimas é sexo-dependente.

Palavras-chave: homocisteina; hiper-homocisteinemia severa; 4-PSQ; equilibrio redox;
neuroprotecao.



ABSTRACT

Homocysteine (Hcy), one of the objects of study in this dissertation, is a non-protein sulfur
amino acid derived from methionine. The normal plasma level of Hcy is between 5 to 15 umol/L
and higher levels are defined as hyperhomocysteinemia (HHCY), which can be mild (16-30
umol/L), moderate (31-100 umol/L) and severe or severe (>100 pmol/L). Severe HHCY occurs
in classic homocystinuria (HCU), which is a hereditary metabolic disease caused by deficiency
in the activity of the enzyme cystathionine -synthase, unlike mild and moderate HHCY, which
occur through a diet rich in methionine or methionine deficiency. folic acid and/or vitamins (B6
and B12). In view of the toxicity of Hcy, the objective of the work was to investigate the
neuroprotective role of the compound 7-chloro-4-(phenylselanyl)quinoline (4-PSQ), on the
damage caused by Hcy and to evaluate whether there were sex-dependent differences in rats
males and females treated with Hcy and 4-PSQ, which is derived from the quinoline group, has
several effects such as: antioxidant and anti-inflammatory. Preclinical studies show that
hyperhomocysteinemia induces oxidative stress. 21-day-old Wistar rats, of both sexes, were
subjected to the acute severe HHCY model in the cortex and hippocampus, through the
administration of Hcy (0.6 umol/g of body weight), twice a day, for 7 days, by subcutaneously.
Control groups will receive the same volume of saline solution. The compound 4-PSQ (5
mg/kg) and the vehicle, canola oil (1 mL/kg), were administered once a day, via gavage, 30
minutes after Hcy administration. The oxidative stress parameters analyzed were: activity of
the enzymes catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx),
glutathione peroxidase (GSH-Px), DCFH oxidation (DCF) and nitrite levels (RNS). The results
of this work showed that acute severe HHCY promoted an increase in reactive oxygen species
in the cerebral cortex and hippocampus of male and female rats and the compound 4-PSQ
reversed these effects. Regarding antioxidant enzymes, HHCY did not alter SOD activity in
any structure studied in both sexes. HHCY did not alter CAT activity, but this condition, when
associated with 4-PSQ, increased CAT activity in the cortex of male rats. HHCY increased
GPx activity in both structures analyzed (cortex and hippocampus) of males. However, in the
female hippocampus GPx increased only in the group treated with HHCy combined with 4-
PSQ when compared to the group treated with 4-PSQ. Nitrite levels were not altered in any
structure analyzed, in both sexes. It is considered, from the results obtained, that the compound
4-PSQ has an antioxidant effect on the damage caused by severe hyperhomocysteinemia
(HHCY), which was shown by the reversal of the increase in reactive oxygen species caused
by HHCY and by try to recover antioxidant enzymes (CAT and GPx) in an oxidizing
environment. Therefore, more studies must be carried out to ensure that 4-PSQ is a possible
promising treatment in preclinical and clinical studies. In the last decade, studies have focused
on investigating the pharmacological potential of the synthetic compound 7-chloro-4-
(phenylselanyl), a quinoline derivative with an organoselenium substituent. By modulating pro-
inflammatory markers and oxidative stress, our study also shows that the effect on enzymes is
sex-dependent.

Keywords: homocysteine; severe hyperhomocysteinemia; 4-PSQ; redox balance;
neuroprotection.
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1 INTRODUCAO
1.1 HOMOCISTEINA

A homocisteina (Hcy) é um aminoacido sulfurado nao proteico derivado da metionina.
O nivel plasmatico normal de Hcy esta entre 5 a 15 pmol/L, niveis superiores sdo definidos
como hiper-homocisteinemia (HHCY), que pode ser leve (16-30 pmol/L), moderada (31-100
pumol/L) e severa ou grave (>100 umol/L). A HHCY leve e moderada, € uma condicdo que
ocorre por causa da dieta rica em metionina ou pela deficiéncia de acido félico e de vitaminas
do complexo B, tais como: B6, B9 e B12, ao contrario da HHCY severa que ocorre na
homocistinaria (HCU), que é uma doenca metabolica hereditaria causada pela deficiéncia
severa na atividade da enzima cistationina B-sintase, que € bioquimicamente caracterizada pelo
acumulo tecidual de homocisteina e metionina.

A metionina, oriunda da dieta ou da degradacdo de proteinas enddgenas, é convertida
em S-adenosil metionina em uma reacéo catalisada pela enzima metionina adenosiltransferase.
A S-adenosil metionina, é um importante doador de grupos metil, é formada dentro da
mitocondria, sendo um cofator para uma mutase conhecida como metilmalonil-CoA-mutase.
Na etapa seguinte ocorre a transmetilacdo da S-adenosilmetionina (SAM), com a producéo de
S-adenosil-homocisteina, por metiltransferases dependentes de SAM. A S-adenosil
homocisteina (SAH) é a hidrolisada a adenosina e homocisteina, através da enzima adenosil
homocisteina hidrolase. A homocisteina pode ser metabolizada em duas vias diferentes:
remetilagdo com a regenerando da metionina e transulfuracdo com a producéo da cisteina (Kim
etal., 2018).

Na via de remetilacdo, a metionina é regenerada através de uma reacao catalisada pela
enzima metionina sintetase (MS), requerendo folato e vitamina B12 como cofatores (Visram et

al., 2018). Como o folato néo é biologicamente ativo, requer transformacdo em tetraidrofolato
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(THF) que é entdo convertido em 5-metilenotetrahidrofolato (5-Me-THF) pela enzima
metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR). A outra via responsavel pelo metabolismo da Hcy
é a transulfuracdo, a Hcy combina-se com a serina, em uma rea¢do catalisada cistationina beta-
sintase (CBS), para formar a cistationina, a qual € hidrolisada a cisteina e ao a-cetobutirato pela
enzima cistationina y-liase (Jacobsen, 2016). Portanto, quando os niveis Hcy é superior a 100
umol/L sdo considerados graves (Veeranki; Tyagi, 2013) ocorre a hiper-homocisteinemia
(HHCY) severa ou grave, caracteristico da homocistinaria (HCU), que é um erro inato do

metabolismo causado por deficiéncia da CBS (Skovierova et al., 2016).

Figura 1 - Esquema das principais rotas de formacéo e degradacdo da Hcy
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Fonte: Skovierova et al. (2016).
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1.2 HHCY SEVERA

A homocistinuria (HCU) classica € um erro inato do metabolismo (EIM) dos
aminoacidos sulfurados, associado a deficiéncia da enzima CBS. Essa desordem autossémica
recessiva € geneticamente heterogénea, podendo ser causada por 92 diferentes mutagcdes no
gene que codifica a enzima CBS. As deficiéncias enzimaticas neonatais levam ao aumento da
Hcy, foi constatado uma prevaléncia entre 1:200.000 a 1:335.000 nascidos vivos, quando ha
deficiéncia homozigotica da enzima CBS (Skovby; Gaustadnes; Mudd, 2010; Mudd, 2011;
Serensen et al., 2016). Quando ha deficiéncias enzimaticas heterozigdticas a prevaléncia de
1:70 a 1:2.000 nascidos vivos (Neves; Macedo; Lopes, 2004).

Bioguimicamente, a HCU classica € caracterizada pelo acumulo tecidual de Hcy,
acompanhado pela elevacdo dos niveis de seu precursor, 0 aminoacido essencial Met, assim
como a reducdo dos produtos da via de transulfuracdo da Hcy, cistationina e cisteina. As
concentragdes plasmaticas normais de Hcy variam de 5-15 pM, podendo atingir 500 uM em
pacientes homocistindricos ndo tratados (Cunha, 2012). O desenvolvimento da doenca
apresenta alteracdes vasculares cardiacas, morte cerebral e degeneracdo celular. Os individuos
acometidos, quando ndo tratados de maneira precoce com uma dieta restrita em aminoacidos
e/ou com cofatores morrem prematuramente de isquemia cerebral e cardiaca (Wyse et al.,
2021).

Estudos clinicos também mostram que pacientes homocistinaricos apresentam alteracao
no status oxidativo e inflamatorio no sangue (Vanzin et al., 2011). Dentre os sinais e sintomas
mais frequentes estdo o atraso no desenvolvimento psicomotor, disturbios psiquiatricos, crises
convulsivas, aterosclerose, tromboembolismo, ectopia do cristalino, miopia, osteoporose,
esteatose hepatica, tromboembolismo pulmonar e uma variedade de deformacbes Osseas

(Cunha, 2012).
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Resultados obtidos pelo nosso grupo de pesquisa comprovam os dados encontrados na
literatura, que mostram que a Hcy diminui as defesas antioxidantes, os niveis de nitritos,
aumenta a producéo de espécies reativas e da peroxidacdo lipidicaem coracdo de ratos machos

jovens submetidos (Kolling et al., 2011).

1.3 ESTRESSE OXIDATIVO E NITRATIVO

Radical livre é definido como uma espécie quimica que contém elétrons
desemparelhados, 0 que os torna altamente reativos. Estas espécies sdo produzidas naturalmente
pelas células por possuirem importantes fungdes bioldgicas, além de geralmente possuirem
propriedades oxidantes (Halliwell; Cheah; Tang, 2018). Sdo exemplos de espécies reativas de
oxigénio (EROS) e de nitrogénio (ERNS) os radicais superdxido (O2"), hidroxila (OH") e 6xido
nitrico (NO); e os ndo radicais H20,, oxigénio singlet (*O) e peroxinitrito (ONOO") e o 4cido
hipocloroso (HCIO) (Halliwell, 2007). Espécies Reativas de Nitrogénio sdo formadas por um
grupo de enzimas denominado éxido nitrico sintases (NOS), que converte L-arginina em radical
NOe em L-citrulina (Alderton; Cooper; Knowles, 2001 apud Cunha, 2012).

As espécies reativas sdo constantemente produzidas no organismo em niveis basais,
principalmente durante o processo de respiracdo celular, através da reducdo incompleta do
oxigénio molecular (que ocorre de 2 a 5%), mas quando em excesso, as espécies reativas
induzem o estresse oxidativo, que é um desequilibrio entre os niveis de espécies reativas e das
defesas antioxidantes, que pode ser resultado tanto do aumento da producdo dessas espécies,
como da diminuicdo dos niveis de antioxidantes ou da combinacdo de ambos (Halliwell;
Gutteridge, 2007). O estresse oxidativo tem sido associado a diversas patologias inflamatorias,
as quais estdo correlacionadas ao desenvolvimento de doengas neurodegenerativas, porque o

cérebro é muito sensivel a agressdes causadas por espécies reativas (Tarafdar; Pula, 2018).
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O nosso organismo possui mecanismos de defesa contra a acao tdxica dos radicais livres
e das espécies reativas, diminuindo ou eliminando as consequéncias negativas de seus efeitos.
H& dois tipos de mecanismos de defesa antioxidantes: enziméticas e ndo-enziméticas. As
defesas antioxidantes enzimaticas incluem, principalmente, as enzimas superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) (Halliwell; Gutteridge, 2007) e as defesas
antioxidantes ndo-enzimaticas incluem substancias como a glutationa reduzida (GSH), acido
ascorbico (vitamina C), -tocoferol (vitamina E), melatonina, urato entre outras (Kalyanaraman,
2013).

Portanto, o estresse oxidativo e a inflamacdo, podem possuir um papel benéfico ou
deletério, dependendo da sua intensidade (Valko et al., 2007). Um aumento na produgdo de
ROS E RNS, com a diminuicdo das defesas antioxidantes no cérebro estdo envolvidos na causa
de varias doencas que afetam o sistema nervoso central, como as doencas neurodegenerativas
(Popa-Wagner et al., 2013). O cérebro é muito suscetivel aos ataques causados por espécies
reativas (Tarafdar; Pula, 2018). Na literatura, hd dados que demonstram o envolvimento da
geracdo de espécies reativas em diversas doengas pulmonares, como na doenca pulmonar
obstrutiva crénica, na lesdo pulmonar aguda e na asma (Al-Mehdi; Shuman; Fisher, 1997;
Cunha et al., 2011; Kirkham et al., 2011). Além disso, a Hcy induz estresse oxidativo cortex
parietal, hipocampo e figado de ratos machos (Streck et al., 2003; Matté et al., 2009a; Matté et
al., 2009b), como altera as defesas antioxidantes e promove a peroxidacdo lipidica, fatores estes

que podem estar envolvidos no desenvolvimento de aterosclerose e trombose (Cunha, 2011).

1.3.1 Defesas Antioxidantes

As defesas antioxidantes enzimaticas incluem a catalase (CAT), glutationa peroxidase

(GPx) e a superoxido dismutase (SOD) Os antioxidantes ndo-enzimaticos sdo representados
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pelo acido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), GSH, carotenoides, flavonoides
entre outros antioxidantes (Halliwell; Gutteridge, 2007; Halliwell, 2011 apud Scherer, 2014).

A enzima SOD é uma metaloenzima que catalisa a reacdo de dismutacéo do &nion O%,
gerando peroxido de hidrogénio (H20>) e gés oxigénio (O2). O H202 pode ser decomposto pelas
enzimas CAT e GPx. A GPx, localiza-se nas membranas celulares, decompde o H20> a partir
do acoplamento de sua reducdo a H.O com a concomitante oxidagdo da GSH ao dissulfeto de
glutationa ou glutationa oxidada (GSSG), de acordo com a seguinte reagdo quimica: H.O> +
2GSH — GSSG + 2 H>O (Halliwell; Gutteridge, 2007 apud Scherer, 2014).

A CAT atua na decomposi¢do do H202 - H20 + % O. A CAT é encontrada
principalmente nos peroxissomos da maioria dos tecidos em humanos, apresentando-se em
maior quantidade no figado, enquanto no cérebro esta presente em pequenas quantidades

(Marklund et al., 1982 apud Scherer, 2014).

1.4 COMPOSTO 7-CLORO-4-(FENILSELANIL)-QUINOLINA (4-PSQ)

O composto 7-cloro-4-fenilselanil-quinolina (4-PSQ) é derivado do grupo das
quinolinas, que sdo compostos heterociclicos nitrogenados, que se caracterizam pela presenca
de um anel benzénico e um piridinico fundidos e, se destacam por apresentarem importantes
propriedades farmacoldgicas. Os derivados quinolinicos como o 4-PSQ apresentam
propriedades farmacoldgicas relevantes que permitiram o desenvolvimento de varios farmacos
com diferentes finalidades. O composto 4-PSQ, por ter na sua constituicdo selénio que é um
mineral essencial, que possui importantes funcfes para a satde do corpo humano. Esta classe
de compostos tem apresentado diversas propriedades farmacoldgicas como antioxidante (Vogt

etal., 2018).
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Estudos mostraram que o 4-PSQ apresenta diferentes alvos que estdo envolvidos em sua
farmacologia, como o efeito antioxidante, anti-inflamatério, antinociceptivos e
anticolinesterasica, neuroprotetor, ansioliticos, anti-hiperglicémicos, entre outros (Pinz et al.,
2018; Vogt et al., 2018; Paltian et al., 2020). Resultados demonstraram que o efeito antioxidante
do 4-PSQ, pode reparar o desequilibrio redox, causado pelo envelhecimento, devido ao seu
efeito antioxidante e contribuir para a restauragédo dos danos causados pelo envelhecimento,
com o aumento dos niveis de selénio, apds o tratamento com 4-PSQ, de modo a restaurar a
homeostase no organismo (Luchese et al., 2020).

Além disso, estudos mostraram os efeitos anti-inflamatério e antinociceptivo agudo do
4-PSQ em camundongos e estes foram correlacionados com a propriedade antioxidante do 4-
PSQ (Pinz et al., 2016). Estudos também sugerem o efeito terapéutico do 4-PSQ no tratamento
de inflamacdo aguda e dados mostraram que a modulacdo dos niveis serotoninérgicos,
nitrérgicos e sistemas glutamatérgicos contribuiram para o efeito antinociceptivo do 4-PSQ
(Silva et al., 2017).

O potencial farmacol6gico do composto sintético 7-cloro-4-(fenilselanil), um derivado
da quinolina com substituinte organoselénio, vem sendo estudado na Ultima década. Ao
modular marcadores pré-inflamatorios e estresse oxidativo, foi relatado que o 4-PSQ é eficaz
em modelos pré-clinicos de ansiedade (Reis et al., 2017; Paltian et al., 2020), nocicepc¢ao (Pinz
et al., 2016; Silva et al., 2017), depressdo (Oliveira et al., 2022), doenca de Alzheimer (Pinz et
al., 2018), dermatite atépica (Voss et al., 2018), toxicidades hepaticas e renais (Lemos et al.,
2021; Motta et al., 2021), obesidade hipotalamica (Rodrigues et al., 2021), neurotoxicidade
induzida por oxaliplatina (Reis et al., 2020a; 2020b; Reis et al., 2022), neuropatia periférica

(Paltian et al., 2022; Voss et al., 2022), envelhecimento (Luchese et al., 2020).
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O 4-PSQ exibe um perfil de multiplos alvos, modulando a neuroplasticidade, a atividade
das enzimas mieloperoxidase (Pinz et al., 2016), acetilcolinesterase (Pinz et al., 2018; Oliveira
et al., 2022), Ca,"-ATPase (Paltian et al., 2022), Mg->"-ATPase e Na*, K*'-ATPase (Reis et al.,
2022), os niveis da molécula de adesdo celular neural e da enzima de polissialiltransferase
(Barth et al., 2019), niveis de colesterol, estado oxidativo (Barth et al., 2019; Vogt et al., 2018),
neuroinflamacdo (Paltian et al., 2022), sistemas glutamatérgicos, serotoninérgicos e
GABAérgicos (Reis et al., 2017, Silva et al., 2018; Paltian et al., 2020) e, fatores relacionados

a neurogénese (Paltian et al., 2020).

1.5 DIMORFISMO SEXUAL

Dimorfismo sexual € a ocorréncia de caracteristicas fisicas ndo sexuais, que diferem
individuos do sexo masculino do sexo feminino. Portanto, pensando nas diferencas fisioldgicas
tanto do sexo como do sexo feminino, 0 nosso estudo procurou avaliar se houve diferencas dos
sexos em resposta quando submetidos aos tratamentos com Hcy, 4-PSQ e Hcy associado ao 4-
PSQ.

Estudos mostraram que as diferencas dos sexos em resposta a hipoxia ja foram
observadas em recém-nascidos humanos prematuros e em roedores nos periodos pré e pés-natal
(Burnsed et al., 2015 apud Fabres, 2020).

Estudos mais recentes com humanos e animais adultos indicam que o sexo pode ser um
modulador da morte de células isquémicas cerebrais: existe evidéncias de que tanto a
vulnerabilidade para o dano cerebral hipdxia-isquemia (HI) quanto os mecanismos de morte
celular apds a HI diferem entre os sexos (Netto et al., 2017 apud Fabres, 2020).

Além disso, estudos experimentais com animais de ambos 0s sexos descreveram

diferencas no metabolismo basal, na expresséo e atividade das enzimas mitocondriais (Brekke
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et al., 2017; Dukhande et al., 2009 apud Fabres, 2020), com as fémeas apresentando maior
atividade de transporte de elétrons mitocondrial do que os machos (Weis et al., 2012 apud

Fabres, 2020).
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2 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Sabendo que o0 aumento de Hcy no organismo pode ser neurotdxica e pode causar dano
oxidativo e deficiéncia intelectual, que reflete no déficit no desenvolvimento cognitivo de
individuos nos primeiros anos de vida e considerando que 0 4-PSQ tem atividades antioxidantes
a nossa hipotese é de que o composto possa ser considerado promissor para prevenir 0s danos
causados pela Hcy em ratos submetidos ao modelo experimental de HHCY severa aguda.
Portanto, acreditamos ser importante avaliarmos os mecanismos envolvidos nas alteracfes
oxidativas no cérebro de ratos machos e fémeas, ocasionados pela toxicidade da Hcy e pela
neuroprotecdo do 4-PSQ e diante de alteracGes, se estas possam estar associadas com

diferencas sexo-dependentes.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito neuroprotetor do composto 4-PSQ, sobre o status oxidativo no cortex
total hipocampo de ratos machos e fémeas submetidos ao modelo experimental de HHCY aguda

severa.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Awvaliar pardmetros de estresse oxidativo: niveis de nitritos, niveis de espécies reativas
(oxidagdo do DCFH) e atividade das enzimas CAT, SOD e GPx em cortex e hipocampo de
ratos (machos e fémeas) submetidos a HHCY severa;

2 Investigar o papel neuroprotetor do 4-PSQ sobre os possiveis danos oxidativos causados pela

HHCY severa em ambos 0s sexos.
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4 METODOLOGIA

4.1 ASPECTOS ETICOS

O trabalho foi aprovado junto & Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), para sua avaliacdo. Nosso projeto
seguiu todas as diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA) — Lei 11.794, sendo os experimentos realizados de acordo com o Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals do National Institutes of Health (NIH). Todos os animais
foram mantidos em condicBes adequadas, manuseados e tratados com seriedade e respeito.
Além disso, 0s experimentos propostos no projeto estdo bem descritos na literatura e séo

amplamente utilizados pela comunidade cientifica.

4.2 ANIMAIS

Os animais chegaram no biotério de experimentacdo com 10 a 12 dias de vida, de ambos
0S Sexos, juntamente com as suas progenitoras. As ninhadas foram padronizadas com 4 ratos
machos e 4 fémeas. Os animais foram acomodados em caixas (dimensdes: 40x30x16¢cm) com
o fundo coberto com maravalha a qual foi trocada de acordo com a rotina do biotério. Conforme
aNR 15 do CONCEA, as grades utilizadas nas caixas dos animais asseguraram a altura minima
de 17,8 cm.

Os animais foram mantidos em ambiente silencioso, climatizado (21 = 2°C), em ciclos
de 12 horas de periodo diurno e 12 horas de periodo noturno, com agua e ragdo comercial ad
libitum. Os animais foram aclimatados as novas instalagdes e também a equipe antes de seu
uso no projeto (Diretriz normativa nimero 12 do CONCEA).

O numero total de animais utilizados no trabalho foi inferior ao aprovado pelo Comité

de Etica em Uso de Animal (CEUA) e o Comiss&o de Pesquisa do Instituto de Ciéncias Basicas
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da Saude (COMPESQ-ICBS) da UFRGS, sob # 43.687/2023, porque este trabalho utilizou
experimentalmente 0 mesmo animal em algumas analises, de acordo com as diretrizes do
“reusar, reduzir e reciclar”, um total de 123 animais. O ANEXO I mostra a carta de aprovacgao

do CEUA/UFRGS.

4.2.1 Modelo experimental agudo de Hiper-homocisteinemia severa aguda

Ratos Wistar de 21 dias, de ambos os sexos receberam Hcy (0,6 pmol/g de peso
corporal), duas vezes ao dia, por 7 dias, através da administracdo subcutanea, que elevavam
as concentragdes plasmaticas de Hcy para cerca de 500 p M. O grupo controle pela via
subcutanea recebeu solucéo salina. Tanto o composto 4-PSQ (5 mg/Kg) como o veiculo 6leo
de canola (1 mL/kg) foram administrados uma vez ao dia, apds 30 minutos da administragdo
de Hcy, por gavagem de acordo com (Barth, 2019; Luchese et al., 2019; Rodrigues et al., 2021).
Os animais foram divididos em 4 grupos: 1) grupo controle solucdo salina/dleo de canola; 2)
salina/4-PSQ); 3) Hcy/o6leo de canola; 4) Hcy/4-PSQ. Os ratos foram eutanasiados 12h apés o
término do tratamento e as seguintes estruturas foram removidas: cérebro (cortex e

hipocampo), conforme figura 2.

Figura 2 - Delineamento Experimental

Dia 1 Janela de tratamento Dia 7 Dia 8
N
Fa ™ 12h
Salina/oleo de Hey (0.6 pmol/Kg )/
canola (1 mL/Kg) oleo de canola
(1 mL/Kg) .
Salina4-P3Q Hey (0.6 pmol/Kg )/
(5 mg/Kg) 4-PSQ (5 mg/Kg)
v

Eutanasia e Analises de

retirada das ——  Fgpresse
estruturas axidativo

Fonte: Autora (2024).
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4.3 PREPARACAO DE TECIDO

O cortex total e o hipocampo foram homogeneizados separadamente (1:10, p/v) em
tampdo fosfato de sodio 20 mM (pH 7,4) com KCI 140 mM. Os homogenatos foram
centrifugados (3000 x RPM por 10 min a 4°C) para descartar o nlcleo e os detritos celulares.

O pellet foi descartado e o sobrenadante retirado para 0s ensaios bioquimicos.

4.4 PRODUCAO DE ESPECIES REATIVAS

A producdo de espécies (ROS) no cértex cerebral e hipocampo foram determinadas, de
acordo com o método LeBel (Lebel et al., 1992). A técnica consiste na oxida¢dao do 2'7’
diclorofluoresceina diacetato (H2DCF-DA). As amostras foram incubadas em meio contendo
100 uM de H2DCF-DA. A reacdo produz um composto fluorescente, diclorofluoresceina
(DCF), que foi determinado em 488 nm de excitacdo e 525 nm de emisséo. Os dados foram

representados graficamente como nM DCF por miligrama de proteina.

4.5 NIVEIS DE NITRITOS

Os niveis de nitritos foram medidos usando a reacdo de Griess. O sobrenadante do
cortex cerebral e hipocampo foram misturados com reagente de Griess (1:1 mistura de 1% de
sulfanilamida em 5% de acido fosférico e 0,1% de dicloridrato de naftiletilenodiamina em agua)
e incubados em placas de 96 pocos por 10 min em temperatura ambiente. A absorbancia foi
medida em um espectrofotdbmetro a 543 nm. A concentracdo de nitrito foi calculada usando

padrdes de nitrito de sddio (Green et al., 1982).
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4.6 ATIVIDADE DA SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD)

A atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) foi determinada pelo método de
Marklund (Marklund, 1985). A analise da SOD foi baseada na técnica da capacidade auto-
oxidante de pirogalol, um processo altamente dependente de superoxido que é um substrato
para SOD. A inibic¢do da auto-oxidacgao do pirogalol acontece na presenca de SOD. As amostras
foram misturadas com EDTA 1 mM, Tris 50 mM, 80 U/mL CAT e pirogalol 0,8 mM. A
atividade SOD foi indiretamente medido em 420 nm. Os resultados foram expressos em

unidades por miligrama de proteina.

4.7 ATIVIDADE DA CATALASE (CAT)

A atividade da enzima catalase (CAT), foi realizada, conforme Aebi (Aebi, 1984). A
analise CAT foi baseada na medida da diminui¢&o no consumo de perdxido de hidrogénio em
240 nm. As amostras foram incubadas em solugdo contendo 20 mM peroxido de hidrogénio,
0,1% de Triton X-100 e 10 mM de potéssio fosfato, pH 7,4. Uma unidade CAT foi definida
como peréxido de hidrogénio 1 p M consumido por minuto. A atividade foi expressa em

unidades por miligramas de proteina.

4.8 ATIVIDADE DA GLUTATIONA PEROXIDASE (GPX)

A atividade da glutationa peroxidase (GPx) foi medida pelo método de Wendel
(Wendel, 1981). As amostras de cortex cerebral e hipocampo foram misturadas em meio
contendo 2 mM de GSH, 0,15 U/mL de glutationa redutase, 0,4 mM azida, terc-butil-
hidroperéxido 0,5 mM e nicotinamida 0,1 mM adenina dinucleotideo fosfato (NADPH). O
decaimento do NADPH foi monitorado em 340 nm. Uma unidade GPx foi definida como 1

uM de NADPH consumido por minuto. A atividade da GPx foi expressa em unidades por
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miligramas de proteina.

4.9 QUANTIFICACAO DE PROTEINA

A quantificacdo de proteinas foi realizada pelo método de Lowry (Lowry et al., 1951)

usando albumina sérica bovina como padrao.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada pelos métodos estatisticos ANOVA de duas vias,
seguida pelo post-test de Tukey ou Sidak, conforme recomendacao do teste estatistico para
identificar possiveis diferencas entre os grupos amostrados. Apo6s a avaliacdo se havia
normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk, foi utilizado ANOVA. As diferencas foram
consideradas significativas em *p < 0,05 e os resultados sdo expressos como a media + desvio
padrdo (DP). Todas as analises foram realizadas através do software GraphPad Prism 8.0.1

(LA Jolla, CA, EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 PRODUCAO DE ESPECIES REATIVAS (DCFH)

A analise de variancia (ANOVA) de duas vias indicou um aumento significativo na
producdo de espécies reativas no cortex cerebral de machos [F(1,17) = 3,767; p = 0,0437,
Figura 3A] e das fémeas [F(1,21) = 2,634; p = 0,0048 (Figura 3B)] e no hipocampo de ratos
machos [F(1,19) = 2,082; p = 0,0283 (Figura 3C)] e fémeas [F(1,22) = 0,5463; p = 0,034,
(Figura 3D)] submetidos a hiper-homocisteinemia severa aguda (HHCY) em comparagéo aos
demais grupos. Os resultados também mostraram que o tratamento com 4-PSQ per se ou
combinado com HHCy ndo alteraram a producdo de espécies reativas em nenhum dos grupos
analisados (p > 0,05), mostrando que o composto reverteu o0 aumento das espécies reativas de

oxigénio causados pela HHCY, quando comparado com os grupos tratados com Hcy.

Coértex - DCF - Machos Coértex - DCF - Fémeas
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*%
250
- 1 Controle = . 1 Controle
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s g 2E oo [u
e 53 — =
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Legenda: Efeito da hiper-homocisteinemia severa (HHCY) e 7-cloro-4-(fenilselanil) quinolina (4-PSQ) em cortex
de ratos [machos (A) e fémeas (B)] e no hipocampo de ratos [machos (C) e fémeas (D)] sobre os niveis de DCF.
Os dados séo expressos como média + desvio padrdo para 6 animais por grupo. Diferencga para comparagdo entre
animais tratado com HHCY em relag&o ao controle* (p < 0,05).
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5.2 NIVEIS DE NITRITOS

Os niveis de nitritos ndo foram alterados significativamente no cértex cerebral (machos
[F(1,18) = 1,345; p = 0,249, Figura 7A] e fémeas [F(1,20) = 0,768; p = 0,403], Figura 7B) e no
hipocampo (machos [F(1,19) = 1,218; p = 0,278, Figura 7C] e fémeas [F(1,21) = 0,893; p =
0,367), Figura 7D) de ratos tratados com HHCY em relagdo aos controles. O tratamento com
4-PSQ per se ou associado a HHCy néo revelou diferencas estatisticamente significativas em

comparagao aos grupos controles (p > 0,05).
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Legenda: Efeito da hiper-homocisteinemia severa (HHCY) e 7-cloro-4- (fenilselanil) quinolina (4-PSQ) em cortex
de ratos [machos (A) e fémeas (B)] e no hipocampo de ratos [machos (C) e fémeas (D)] sobre os niveis de nitrito.
Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo para 6 animais por grupo. Ndo houve diferencas
significativas entre os grupos avaliados (p > 0,05).
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5.3 ATIVIDADE DA ENZIMA SOD

Os resultados mostraram que ndo houve alteragdes significativas na atividade da SOD

em cortex cerebral ratos machos [F(1,18) = 1,231; p = 0,267, Figura 4A] e fémeas [F(1,20) =

0,874; p = 0,392, Figura 4B] submetidos ao modelo de HHCy. De forma similar, no

hipocampo, tanto machos [F(1,19) = 1,102; p = 0,315, Figura 4C] quanto fémeas [F(1,21) =

0,945; p = 0,367, Figura 4D] nédo apresentaram diferenca significativa entre os grupos (p >

0,05). O tratamento com 4-PSQ per se ou associado a HHcy néo alterou a atividade da enzima

(p > 0,05).
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Legenda: Efeito da hiper-homocisteinemia severa (HHCY) e 7-cloro-4- (fenilselanil) quinolina (4-PSQ) em cortex
de ratos [machos (A) e fémeas (B)] e no hipocampo de ratos [machos (C) e fémeas (D)] sobre a atividade da
enzima superdxido Dismutase. Os dados séo expressos como meédia + desvio padrdo para 6 animais por grupo.
N&o houve diferencas significativas entre os grupos analisados (p > 0,05).
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5.4 ATIVIDADE DA ENZIMA CATALASE

Os resultados mostraram que embora o tratamento com a Hcy apresentou uma

tendéncia de diminuicdo da enzima catalase, os dados estatisticos ndo foram alterados

significativamente. No entanto, observou-se que houve um aumento significativo da enzima

no coértex cerebral de ratos machos submetidos a HHCY severa em comparacdo aos ratos

tratados com 4-PSQ associados a HHcy [F(1,19) = 6,682; p = 0,0329, Figura 5A]. Em relacao

as demais estruturas, nao foram identificadas diferencas significativas no cortex cerebral de

ratas fémeas [F(1,20) = 0,752; p = 0,409, Figura 5B], nem no hipocampo de machos [F(1,18)

=1,048; p = 0,329, Figura 5C] e fémeas [F(1,21) = 0,829; p = 0,378, Figura 5D]. O tratamento

com 4-PSQ per se ou associados a HHCY no hipocampo de machos e fémeas e no cortex de

fémeas néo foi diferente dos demais grupos (p > 0,05).
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Figura 5: Efeito da hiper-homocisteinemia severa (HHCY) e 7-cloro-4- (fenilselanil) quinolina (4-PSQ) em cortex
de ratos [machos (A) e fémeas (B)] e no hipocampo de ratos [machos (C) e fémeas (D)] sobre a atividade da
enzima catalase. Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo para 6 animais por grupo. Diferenca para
comparacao entre animais tratado com HHCy e HHCY+4-PSQ * (p < 0,05).

35



5.5 ATIVIDADE DA ENZIMA GLUTATIONA PEROXIDASE (GPx)

O tratamento com HHcy aumentou significativamente a atividade da enzima (GPx)
tanto no cortex cerebral quanto no hipocampo de ratos machos, em comparagdo aos grupos
controle [F(1,19) = 8,688; p = 0,0041, Figura 6A e 6C]. A HHcy ndo alterou a atividade da
enzima nas ratas fémeas em relacdo ao controle[F(1,20) =0,923; p = 0,357, Figura 6B (p>0,05).
O 4-PSQ per se ndo alterou a atividade de enzimas em nenhuma estrutura estudada (p>0,05),
mas houve diferenca significativa entre a atividade da GPx no hipocampo de ratas fémeas

tratadas com 4-PSQ em relacdo a combinacédo da 4-PSQ mais Hey [F(1,21) = 2,605; p = 0,0144,

Figura 6D].
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Legenda: Efeito da hiper-homocisteinemia severa (HHCY) e 7-cloro-4- (fenilselanil) quinolina (4-PSQ) em cortex
de ratos [machos (A) e fémeas (B)] e no hipocampo de ratos [machos (C) e fémeas (D)] sobre a atividade da
enzima glutationa peroxidase. Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo para 6 animais por grupo.
Diferenca para comparacio entre animais tratado com HHCY+Oleo de canola e HHCY+4-PSQ em relagéo aos
seus respectivos grupos controle * (p < 0,05).
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6 DISCUSSAO

A homocistinaria (HCU) classica € um erro inato do metabolismo (EIM) dos
aminoéacidos sulfurados, associado a deficiéncia da enzima CBS. Pacientes afetados apresentam
alteracdes vasculares, cognitivas e motora, cujos mecanismos ainda ndo estdo completamente
entendidos. Neste contexto, nosso grupo de pesquisa desenvolveu um modelo experimental
crénico de HCU em ratos neonatos e mostrou uma inducgédo do estresse oxidativo em cérebro e
coracdo dos animais tratados com Hcy, com aumento na producdo de espécies reativas e na
peroxidacdo lipidica e diminuicdo nas defesas antioxidantes e nos niveis de nitritos e em
coracdo de ratos machos jovens submetidos (Kolling et al., 2011; Cunha et al., 2012).

O 4-PSQ, por ser um novo derivado da quinolina contendo selénio, apresenta
propriedades farmacologicas, como efeito antioxidante, antinociceptivo e anti-inflamatério
(Reisetal., 2017). O efeito antioxidante do 4-PSQ, pode reparar o desequilibrio redox, causado
pelo envelhecimento, e contribuir para a sua restauracdo do equilibrio redox (Luchese et al.,
2020).

O selénio, um elemento essencial para os mamiferos sendo oriundo da dieta, possui
funcbes fisiolégicas como componente estrutural de diversas enzimas antioxidantes,
participacdo em vias metabodlicas, incluindo o metabolismo dos horménios tireoidianos e
funcdo imunoldgica (Nogueira; Rocha, 2011). De acordo com isso, 0S compostos
organoselénio ganharam a atencdo dos pesquisadores devido ao seu grande potencial
farmacoldgico (Nogueira et al., 2004; Nogueira; Rocha, 2011).

O objetivo do presente trabalho foi investigar o efeito protetor do composto 4-PSQ
sobre o status oxidativo, em ratos machos e fémeas submetidos ao modelo experimental de
HHCY aguda severa. Sabe-se que em muitos processos fisioldgicos e patoldgicos do sistema
nervoso central, os mesmos expressam dimorfismo sexual, mais precisamente em relagéo a

37



propensdo por um género ou uma resposta sexo-especifica para um determinado tratamento
que também podem ser encontradas quando sao avaliados efeitos de estratégias neuroprotetoras
(Weis, 2012).

Os resultados mostraram um aumento significativo na producdo de espécies reativas
no cortex cerebral tanto de ratos machos quanto de fémeas tratados com Hcy, quando
comparado com os grupos controles. No cdrtex de machos e fémeas tratados com 4-PSQ, foi
observado que o composto sozinho ou junto com HHCY ndo alterou a producdo de espécies
reativas em nenhum dos grupos analisados, evidenciando que 0 4-PSQ reverteu 0 aumento das
espécies reativas de oxigénio causados pela Hcy.

No hipocampo, tanto de ratos machos e fémeas tratados com HHCY, os resultados
mostraram que também houve um aumento significativo na producdo de espécies reativas,
quando comparado com os grupos controles. De mesmo modo, nos grupos tratados com 4-
PSQ, foi notado que o composto per se ou combinado com HHCy néo alterou a producéo de
espécies reativas nos grupos analisados, mostrando que o 4-PSQ conseguiu reverter o aumento
das espécies reativas de oxigénio causados pela HHCY. De acordo, com os resultados obtidos
ndo houve diferenca significativa na atividade da enzima SOD em resposta sexo-especifica na
presenca de Hcy, 4-PSQ e 4-PSQ combinado a Hcy.

Portanto, os resultados mostraram que o modelo de HHCY aguda aumentou a producéo
de espécies reativas. Este aumento pode ser devido ao fato de que a Hcy atuar indiretamente
através de sua auto-oxidacdo formando espécies reativas de oxigénio, como sugerido em
estudos anteriores (Mansoor et al., 1995; Loscalzo, 1996; Jacobsen, 1998). Outro resultado
observado foi a diferenca nos niveis basais de ROS entre machos e fémeas no cortex cerebral,
guando comparado com 0s niveis basais dos grupos controles. Enquanto no cortex dos machos

controles os niveis estdo por volta de 100 nmol/mg de proteina, e nas fémeas o valor
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apresentado é a metade, cerca de 50 nmol/mg de proteina.

Os resultados mostraram que os niveis de nitritos ndo foram alterados
significativamente no cortex cerebral, assim como no hipocampo de ratos machos e fémeas,
tratados com HHCY em relagdo aos grupos controles. O tratamento com 4-PSQ sozinho ou
junto a HHCy, também néo revelou diferencas estatisticamente significativas tanto no cértex
cerebral como no hipocampo de ratos machos e fémeas em comparagao aos grupos controles.
N&o houve uma resposa sexo-especifica para determinar um aumento nos niveis de nitritos.

O tratamento com Hcy ndo alterou os niveis de nitritos e 0 4-PSQ néo alterou os niveis
de nitritos. Os niveis de nitritos estando corretos tem funcdes fisiologicas e de sinalizagdo
importantes. Provavelmente as espécies reativas sdo um dos principais responsaveis pela
diminuicéo nos niveis de NO em pacientes com hiper-homocisteinemia (Karolczak; Olas, 2009
apud Cunha, 2012).

Quanto as atividades de enzimas antioxidantes, os resultados mostraram que animais
(fémeas submetidas) ao modelo de HHCY ndo apresentaram alteracBes significativas na
atividade da enzima SOD em cOrtex cerebral, em comparacao aos grupos controles. Do mesmo
modo, foi observado que no hipocampo, tanto de ratos machos quanto fémeas, também néo
houve diferenca significativa entre os grupos analisados. Foi constatado que os grupos tratados
com 4-PSQ sozinho ou junto a HHCY néo alteraram a atividade da enzima SOD. De acordo,
com os resultados obtidos ndo houve diferenca significativa na atividade da enzima SOD em
resposta sexo-especifica na presenca de Hcy, 4-PSQ e 4-PSQ combinado a Hcy.

A SOD atua sobre o radical 0> fazendo a sua dismutagdo em uma molécula de H,Ox,
gue no processo para manter o equilibrio entre as atividades coordenadas da SOD com as
enzimas CAT e GPX, o H202 é decomposto por elas, dessa forma as enzimas garantem

detoxificacdo de espécies reativas, processo muito importante para manter a integridade das
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biomoléculas (Kolling, 2015). Conforme, os resultados obtidos ndo houve diferenca
significativa na atividade da enzima em resposta sexo-especifica na presencga de Hcy, 4-PSQ
e 4-PSQ combinado a Hcy.

O tratamento com a Hcy ndo alterou significantemente a CAT em relagdo ao controle,
mas apresentou uma tendéncia em diminuir a atividade desta CAT. Contudo, foi observado
que houve um aumento significativo da atividade da enzima no cortex cerebral de ratos machos
submetidos ao modelo de HHCY aguda severa em comparacao aos ratos tratados com 4-PSQ
junto a HHCY. O tratamento com 4-PSQ per se ou combinado a HHCY no cortex cerebral de
ratas fémeas e no hipocampo de ratos machos e fémeas, ndo apresentaram resultados diferentes,
quando comparados aos grupos controle, sugerindo que o efeito antioxidante do 4-PSQ, ndo
foi suficiente para reverter a atividade da enzima CAT. Portanto, quando analisamos 0s
resultados obtidos, verificamos que houve resposta sexo-especifica no cértex cerebral de ratos
machos submetidos a HHCY severa em compara¢do aos ratos tratados com 4-PSQ associados
aHHCY.

Sabendo que estas enzimas apresentam funcdes importantes capazes de reverter
espécies reativas em seus derivados inativos. Conforme, Cunha (2012) foi observado no estudo
realizado, que a diminuicdo da SOD possa ter sido resultado de um acimulo de O2™, e isto pode
ter sido responsavel em estimular o aumento da atividade da enzima CAT, no cortex cerebral
de ratos machos, porque a CAT atua ha sequéncia no processo da via de eliminacédo de espécies
reativas de oxigénio.

Outra hipotese para que ndo houvesse alteragdo na atividade enzimatica da SOD em
nenhuma estrutura estudada e da enzima CAT, no cortex cerebral de ratas fémeas e no
hipocampo de ratos machos e fémeas, pode estar associada pelo acimulo de espécies reativas,

como Oz~ e H20, que inibem a atividade da enzima, por serem toxicos, de modo a induzir
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danos as biomoléculas (Vessey; Lee, 1993 apud Cunha, 2012), e que pode levar a formacéo de
OH" (Kolling, 2015), ou a diminuigéo pode ter sido causada pela Hcy, que regula a expressao
de genes e o turnover proteico, incluindo as enzimas antioxidantes (Stern et al., 2004; Sharma
et al., 2006 apud Schweinberger, 2013), ndo podemos descartar que as mudancas na atividade
da SOD e da CAT sejam causadas por esses mecanismos (Schweinberger, 2013).

Resultados também mostraram que a HHCY aumentou significativamente a atividade
da enzima da GPx tanto no cértex cerebral quanto no hipocampo de ratos machos, em
comparagao aos grupos controle. Entretanto, o modelo de HHCY néo alterou a atividade da
GPx, no cortex cerebral de ratas fémeas em relacdo aos grupos controle. No entanto, no
hipocampo das ratas fémeas foi observado uma diferenca significativa na atividade da GPx,
nos grupos tratados com 4-PSQ em comparagdo a combinacdo do 4-PSQ associado a Hcy.
Contudo, no cortex cerebral de ratos machos e fémeas, assim como no hipocampo de ratos
machos, 0 4-PSQ per se ou combinado com Hcy, ndo foi capaz de reverter a atividade da
enzima GPx.

O estudo mostrou que diante da administracdo de Hcy, no cortex cerebral e no
hipocampo de ratos machos, houve um aumento significativo na atividade da GPx. Este
aumento pode estar relacionado na tentativa da GPx, de tentar restaurar a atividade da enzima
CAT ou de eliminar as espécies reativas produzidas diante do tratamento, quando comparado
com os grupos controle. Os resultados mostraram gque houve atividade da GPx no hipocampo
de ratas fémeas na presenca do 4-PSQ junto com Hcy, quando comparada com 0S grupos
controles que foram tratados somente com o 4-PSQ.

Os resultados obtidos no cortex cerebral e no hipocampo de ratos machos tratados com
Hcy apresentaram resposta sexo-especifico, assim como no hipocampo de ratas fémeas

tratadas com 4-PSQ combinado com Hcy. O aumento da GPx pode estar associado com a

41



funcdo que esta enzima possui por ser responsavel pela reducao dos niveis de H>O>. Quando
os niveis de H.O> estdo altos a GPx é responsavel pela sua redugdo, mas quando estdo
relativamente baixos a enzima responsavel pela sua reducdo é a CAT (Ramires Junior, 2023).

A GPx (Ramires Junior, 2023), atua principalmente nas mitocondrias, pois essas
organelas ndo possuem a enzima catalase, para ajudar na reducdo de H>O, além de catalisar a
reducdo do H20: e peroxidos organicos para seus correspondentes alcoois a custa da conversao
da GSH em GSSG, e protege as células dos danos causados pelas espécies reativas (Shan; Aw;
Jones, 1990 apud Ferreira, 2012) a GPx também promove a degradacédo de perdxidos lipidicos
(Ramires Junior, 2023).

Os resultados obtidos nas andlises realizadas para avaliar a atividade das enzimas SOD
e CAT sugerem que ndo houve um aumento na expressdo do fator nuclear relacionado ao
eritroide 2 (Nrf2) que é responsavel pela resposta antioxidante das células (Ma, 2013; Zhang;
Zheng, 2015), e também & importante no controle de muitos genes que protegem as células
contra muitos danos, além de ser um regulador da resisténcia celular a oxidantes e na expressao
das enzimas antioxidantes (Sabouny et al., 2017; Tonelli et al., 2017), sugerindo que ndo houve
um aumento significativo das espécies reativas, e com isso, ndo houve necessidade de um
aumento na sua expressao.

No nosso estudo foi observado uma relacéo a propensdo por um género ou uma resposta
sexo-especifica para um determinado tratamento e estrutura. Os resultados mostraram que
houve uma alteracdo em alguns resultados obtidos, em relacdo a toxicidade da Hcy e pela acdo
antioxidante do 4-PSQ combinado ao Hcy, portanto houve diferencas em relacdo ao
dimorfismo sexual.

Quando o Nrf2 citosolico se transloca para o nucleo, ele se liga aos elementos de

resposta antioxidante, ativando a transcri¢do de enzimas antioxidantes, como GPx, SOD e CAT
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(Santos et al., 2019). Portanto, um aumento da expressdo de Nrf2 é importante para regular a
homeostase redox em doencas neurodegenerativas (Santos et al., 2019). O que 0S Nnossos
resultados demonstram que talvez ndo houve translocacdo do Nrf2 para o nlcleo, porque a
toxicidade da Hcy, ndo foi significativa para aumentar em excesso a producdo de espécies
reativas, a ponto do Nrf2 ativar a transcrigdo de enzimas antioxidantes como a SOD CAT,
talvez porque tenha sido modulado pela Hcy.

Quanto ao dimorfismo sexual no nosso estudo, foi observado uma relacéo a propenséo
por um género ou uma resposta sexo-especifica para um determinado tratamento e estrutura.
Os resultados mostraram que houve uma alteracdo em alguns resultados obtidos, em relacéo a
toxicidade da Hcy e pela acdo antioxidante do 4-PSQ combinado ao Hcy, portanto houve
diferengas em relagéo ao dimorfismo sexual.

Considera-se, a partir dos resultados obtidos, que o composto 4-PSQ tenha efeito
antioxidante sobre os danos causados pela hiper-homocisteinemia severa (HHCY), o qual foi
mostrado pela reversdo do aumento das espécies reativas de oxigénio causadas pela HHCY e
por tentar recuperar as enzimas antioxidantes (CAT e GPx) em um ambiente oxidante. O estudo
também mostrou que o efeito sobre as enzimas € sexo-dependente. Acresce-se que 0 4-PSQ por
apresentar na sua composicdo o0 elemento quimico selénio pode ser responsavel pela
propriedade farmacoldgica antioxidante. Com isso mais estudos devem ser realizados para
assegurar que o 4-PSQ seja um possivel tratamento promissor em estudos pré-clinicos e

clinicos.
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7 CONCLUSOES

O presente trabalho permite concluir que ratos submetidos a hiper-homocisteinemia
severa aguda causaram 0s seguintes resultados:

1) Aumento das espécies reativas de oxigénio (DCF) em cortex e hipocampo de ratos machos
e fémeas e que 0 4-PSQ per se ndo teve efeito, mas reverteu tal efeito.

2) Com relacdo as enzimas antioxidantes, a SOD ndo foi alterada pela HHCy em nenhuma
estrutura de machos e fémeas. A atividade da CAT néo foi alterada pela HHCy, mas quando
a Hcy foi associada ao 4-PSQ a atividade da enzima aumentou em cortex de ratos machos.

A atividade da GPx aumentou em coértex e hipocampo de ratos machos com HHCy. Em
hipocampo de fémeas, mas ndo no cortex, houve um aumento da atividade da GPx no grupo
tratado com Hcy combinado com 4-PSQ em comparacao ao grupo 4-PSQ.

3) Os niveis de nitritos ndo foram alterados pela HHCy e demais grupos.

A partir dos resultados obtidos, observamos que o composto 4-PSQ tem um potencial
efeito antioxidante (DCF) que talvez possa estar relacionado com a presenca de um atomo de
selénio na sua composicdo. Observa-se que este composto parece ter efeito de aumentar as
atividades das enzimas antioxidantes, CAT e GPx, de maneira sexo-dependente na presenca
da HHCy severa aguda. Portanto, se faz necessario ampliar os estudos sobre o efeito
antioxidante do 4-PSQ em relacdo aos danos causados pela HHCY e outras substancias com

efeito oxidante.
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8 PERSPECTIVAS

Avaliar 0s seguintes parametros em ratos machos e fémeas de 21 de idade submetidos
a hiper-homocisteinemia cronica severa experimental em tecido cerebral, cardiaco e muscular:
— Avaliar os efeitos protetores do 4-PSQ;
— Niveis de Hcy;
— A morfologia dos tecidos listados acima por microscopia eletronica de transmisséo;
— Avaliar marcadores inflamatérios (TNF-a, IL-1p, IL-6 e IL-10) e de estresse oxidativo

(medida de ERs, atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPx).
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