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RESUMO

SCHIMANDEIRO, R.N. Efeito bioquimico e comportamental da associacio de Acido
Ascorbico, Cetoprofeno e Selénio. Orientador: Dr. Jos¢ Carlos Rebuglio Vellosa. Tese

(Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas) - Universidade Estadual de Ponta Grossa, Ponta
Grossa, 2024.

O selénio ¢ um nutriente essencial para os seres humanos, ajuda no funcionamento de enzimas
envolvidas na defesa antioxidante, no metabolismo do hormonio da tiroide e no controle redox
de reagoes intracelulares. A vitamina C, também conhecida como acido ascorbico, ¢ uma
vitamina soluvel em agua essencial para o crescimento, desenvolvimento ¢ manutengdo do
corpo humano. E um antioxidante poderoso que ajuda a proteger as células contra danos
causados pelos radicais livres. Sabe-se que a suplementagdo de Selénio e Vitaminas C, preserva
o sistema antioxidante durante o estresse induzido pelo treino sobrecarregado em atletas. O
cetoprofeno, um anti-inflamatério nao esteroide (AINE), age inibindo a enzima ciclooxigenase
(COX), responsavel pela produgdo de prostaglandinas, mediadoras da inflamacdo. Contudo, o
uso de AINEs, como o cetoprofeno, pode gerar estresse oxidativo como efeito colateral. Este
trabalho avaliou o efeito da suplementagdo de selénio e acido ascoérbico sobre os efeitos
oxidativos do cetoprofeno, estresse oxidativo in vitro e in vivo e interferéncia em um possivel
estado depressivo in vivo. Para isso, foram utilizados experimentos de ag¢do scavenger das
amostras sobre o radical ABTSe+ ¢ sobre radical DPPHe, além da agdo sobre eritrocitos
humanos, para analisar a atividade hemolitica. Para a fase in vivo foram utilizados 60 ratos
Wistar, os quais foram submetidos a experimento recebendo medicacdo com cetoprofeno,
juntamente com suplementacdo de selénio e acido ascorbico. Apds a administracdo das
substancias, foram coletadas amostras de sangue e tecidos para a verificagdo da expressao do
radical DPPHe, bem como para avaliar a atividade hemolitica sobre os eritrocitos. Para analise
estatistica foi usado ANOVA de uma via com Posthoc de Tukey e o teste de Kruskal-Wallis.
Na fase in vitro, este estudo observou menor expressio do ABTSe+ quando utilizada a
combinagdo Selénio + Cetoprofeno (0,13 + 0,10) p=<0,001. Para o DPPHe apresentaram maior
capacidade antioxidante o Acido Ascorbico (0,04 + 0,01); seguido pela combinagdo de Selénio
+ Acido Ascérbico (0,07 £0,06) p=<0,001. Em relagdo aos eritrdcitos a associacao de Selénio
+ Cetoprofeno + Acido Ascorbico induziu menor atividade hemolitica no tempo de 1h (0,27+
0,05) p=0,038. Na fase in vivo para o DPPHe apresentou maior capacidade antioxidante o
Selénio na sua forma pura (0,08 +0,01; p=<0,001) e na propor¢ao de 1:4 (0,23 + 0,04; p=<0,001).
Na propor¢ao de 1:32 observou-se a menor média para o grupo de selénio e para o grupo
cetoprofeno + &cido ascorbico (0,03 £ 0,01; p=<0,001). Em relagdo aos eritrocitos no tempo
de 6 horas observa-se menor média de hemélise para os grupos de Selénio e Acido Ascorbico
+ Selénio (0,01 + 0,01; p=0,036). Foi possivel concluir que a associacio entre Acido Ascorbico
e Selénio, diminuem, de forma geral, os sistemas oxidantes, gerando um sistema antioxidante
bastante efetivo.

Palavras chave: selénio; dcido ascorbico; antioxidantes; acao antimicrobiana; acao antifiingica.



ABSTRACT

SCHIMANDEIRO, R.N. Biochemical and behavioral effects of the combination of ascorbic
acid, ketoprofen, and selenium. Advisor: Dr. José¢ Carlos Rebuglio Vellosa. Thesis (Doctorate
in Pharmaceutical Sciences) - State University of Ponta Grossa, Ponta Grossa, 2024.

Selenium is an essential nutrient for humans, supporting the functioning of enzymes involved
in antioxidant defense, thyroid hormone metabolism, and the redox control of intracellular
reactions. Vitamin C, also known as ascorbic acid, is a water-soluble vitamin essential for the
growth, development, and maintenance of the human body. It is a powerful antioxidant that
helps protect cells against damage caused by free radicals. Selenium and vitamin C
supplementation are known to preserve the antioxidant system during stress induced by intense
training in athletes. Ketoprofen, a nonsteroidal anti-inflammatory drug (NSAID), acts by
inhibiting the enzyme cyclooxygenase (COX), responsible for the production of prostaglandins,
which mediate inflammation. However, the use of NSAIDs, such as ketoprofen, can generate
oxidative stress as a side effect. This study evaluated the effect of selenium and ascorbic acid
supplementation on the oxidative effects of ketoprofen, oxidative stress in vitro and in vivo, and
its impact on a possible depressive state in vivo. For this purpose, scavenger action experiments
of the samples on the ABTSe+ radical and on the DPPHe radical were used, in addition to the
action on human erythrocytes, to analyze the hemolytic activity. For the in vivo phase, 60 Wistar
rats were used, which underwent an experiment receiving medication with ketoprofen, together
with selenium and ascorbic acid supplementation. After administration of the substances, blood
and tissue samples were collected to verify the expression of the DPPHe radical, as well as to
evaluate the hemolytic activity on erythrocytes. For statistical analysis, one-way ANOVA with
Tukey's Posthoc and the Kruskal-Wallis test were used. In the in vitro phase, this study observed
a lower expression of ABTSe+ when the combination Selenium + Ketoprofen was used (0.13
+ 0.10) p=<0.001. For DPPHe, Ascorbic Acid (0.04 + 0.01) presented the greatest antioxidant
capacity, followed by the combination of Selenium + Ascorbic Acid (0.07 = 0.06) p=<0.001.
In relation to erythrocytes, the association of Selenium + Ketoprofen + Ascorbic Acid induced
lower hemolytic activity in the time of 1h (0.27 £ 0.05) p = 0.038. In the in vivo phase for
DPPHe, Selenium presented greater antioxidant capacity in its pure form (0.08 + 0.01; p =
<0.001) and in the proportion of 1:4 (0.23 + 0.04; p = <0.001). In the proportion of 1:32, the
lowest average was observed for the selenium group and for the ketoprofen + ascorbic acid
group (0.03 £ 0.01; p = <0.001). In relation to erythrocytes at 6 hours, a lower average
hemolysis was observed for the Selenium and Ascorbic Acid + Selenium groups (0.01 + 0.01;
p=0.036). It was possible to conclude that the association between Ascorbic Acid and Selenium
generally reduces the oxidizing systems, generating a very effective antioxidant system.

Keywords: selenium; ascorbic acid; antioxidants; antimicrobial action; antifungal action.
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1 INTRODUCAO

O crescente desenvolvimento de novos farmacos € essencial para a melhoria continua
da qualidade de vida da sociedade, no entanto, muitas vezes, a introdu¢do de medicamentos no
mercado farmacéutico nao ¢ isenta de efeitos colaterais. O Cetoprofeno, um anti-inflamatorio
nao esteroidal (AINE) amplamente utilizado, ¢ conhecido por suas propriedades analgésicas e
anti-inflamatorias, no entanto, evidéncias crescentes sugerem que o uso prolongado desse
farmaco pode estar associado a efeitos toxicos em diversos 6rgdos e sistemas, especialmente
relacionados ao estresse oxidativo e até mesmo uma relacdo com estados depressivos (Smith et
al., 2020).

Estudos publicados no "Journal of Clinical Psychopharmacology" em 2017 sugeriram
que o uso cronico de AINEs entre eles o Cetoprofeno poderia estar associado a um maior risco
de desenvolvimento de sintomas depressivos em adultos mais velhos. Outros estudos também
tém sugerido efeitos colaterais dos AINEs no sistema nervoso central e possiveis efeitos
neuropsiquiatricos (Gisev et al., 2018).

Por outro lado, o estresse oxidativo especificamente resulta do desequilibrio entre a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e a capacidade antioxidante do organismo,
levando a danos celulares significativos. Nesse sentido e considerando o papel fundamental do
estresse oxidativo na patogénese de diversas, a investigacao dos efeitos do Cetoprofeno sobre
o estresse oxidativo in vitro € in vivo torna-se crucial para compreender e mitigar os potenciais
riscos associados ao medicamento (Smith et al., 2020).

Além disso, estratégias terapéuticas que visam minimizar os efeitos toxicos do
Cetoprofeno tem sido objeto de pesquisa. Entre essas estratégias, a suplementagdo de Selénio e
Acido Ascorbico tem se destacado devido as suas propriedades antioxidantes e capacidade de
neutralizar radicais livres e proteger as células contra danos oxidativos. Estudos prévios
sugerem que esses compostos podem desempenhar um papel significativo na redugdo do
estresse oxidativo induzido por farmacos (Zhang et al., 2018 & Carr et al., 1999).

Estudos prévios t€ém demonstrado a capacidade do selénio em modular a resposta
antioxidante e proteger as células contra danos oxidativos, ja que o selénio € responsavel pela
manutencdo e bom funcionamento de uma enzima chamada de glutationa peroxidase, enzima
antioxidante, que possui atividade proxima a da vitamina E. Da mesma forma, o acido
ascorbico, conhecido por sua agdo antioxidante, desempenha um papel crucial na modulagdo

da sintese e liberagdo de neurotransmissores no cérebro.



14

As fungdes do acido ascorbico no cérebro incluem atuar como um cofator para
dopamina beta-hidroxilase, enzima responsavel pela conversdo de dopamina a noradrenalina,
envolvida na modulagdo da neurotransmissao dopaminérgica e glutamatérgica, e regulacdo da
liberacao de catecolaminas e acetilcolina das vesiculas sinapticas. A vitamina C também possui
propriedades antioxidantes no cérebro, incluindo a limitagdo dos danos causados por lesdo de
isquemia-reperfusdo e protecdo contra a excitotoxicidade do glutamato (Harrison, 2009;
Moretti,2017).

Ambos os antioxidantes t€ém mostrado potencial em reduzir os efeitos adversos
associados ao estresse oxidativo induzido por diversos agentes, incluindo farmacos (Russel,
2015 & El Kossi et al., 2000). No entanto, é crucial expandir o conhecimento existente,
investigando ndo apenas os efeitos desses antioxidantes in vifro, mas também em modelos
animais in vivo. Além disso, a possivel influéncia da suplementagio de Selénio e Acido
Ascorbico no estado depressivo in vivo, que pode ser correlacionado com o estresse oxidativo
(Maes et al., 2014).

Esta pesquisa busca, portanto, avaliar o efeito da suplementagio de Selénio e Acido
Ascorbico sobre os efeitos toxicos do Cetoprofeno, especialmente no que diz respeito ao
estresse oxidativo, tanto em estudos in vitro quanto in vivo. Adicionalmente, investigaremos a

potencial interferéncia desses antioxidantes no estado depressivo in vivo.

1.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.1 Selénio

O selénio ¢ um micronutriente essencial para o corpo humano e desempenha papéis
importantes na fun¢do enzimatica, principalmente como componente essencial de algumas
selenoproteinas. As selenoproteinas sao um grupo de proteinas que contém o aminoacido
selenocisteina, que ¢ derivado do selénio (Rayman, 2000). O selénio esta envolvido em varias
funcdes bioldgicas, incluindo a protecdo contra o estresse oxidativo, a regulacdo do sistema
imunoldgico e a funcdo da tireoide (Hatfield & Gladyshev, 2009). Esse mineral ¢ encontrado
em alimentos como castanhas-do-para, frutos do mar, carnes e cereais, sendo absorvido pelo
organismo principalmente na forma de selenoproteinas, que atuam como antioxidantes
(Berggren et al., 2018). Embora o selénio seja necessario em pequenas quantidades, tanto sua

deficiéncia quanto o seu excesso podem acarretar sérios riscos a satide, como disturbios na
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funcdo imunologica e alteragdes no metabolismo da tireoide (Esteves et al., 2020). Assim, o
consumo adequado de selénio ¢ vital para o equilibrio do organismo e para a prevencao de
diversas doengas.

A concentracdo de selénio nos alimentos € proporcional a sua concentragao nos solos.
Solos muito ricos em selénio conduzem a uma concentragdo no grao de bico de 1 mg/gr e na
carne de 0,2 mg/gr, sendo o selénio organico mais efetivo que o inorganico.

Acumulo de selénio em algumas espécies de plantas (como Astragalus) pode
envenenar o gado. Por outro lado, o envenenamento de humanos por selénio foi observado nos
EUA em 13 pessoas que consumiram um suplemento alimentar contendo 180 vezes mais
selénio do que constava no rotulo.

A deficiéncia de selénio causa uma variedade de doencgas similares aquelas induzidas
pela deficiéncia de vitamina E. Isso demonstra a importincia do Se na defesa antioxidante.
Entre as doengas causadas pela falta de Selénio no organismo encontram-se: uma doenga
degenerativa do coragdo chamada de Doenca de Keshan. Essa doenca causa aumento do
tamanho do coragao, alteragdes no ritmo cardiaco e eventual parada cardiaca em casos severos.
Ela pode ser prevenida pela administragdo de pequenas doses de Selenito de sddio (Na2SeOs3).

A deficiéncia de selénio também implica na Doenca de Kashin-Beck, uma deficiéncia
nas articulagdes observada em criancas de 5 a 13 anos. A administragdo de selenito de sodio e
vitamina E durante os primeiros estagios da doenca tem efeitos benéficos. Pouco selénio no
sangue pode predispor o individuo a doencas cardiovasculares, cancer e complicagdes na
gravidez.

A deficiéncia de selénio pode estar relacionada ao tipo de alimentacdo humana. O
abuso de alimentos refinados, ou submetidos a processos de conservagdo € armazenamento
muitas vezes provenientes de processos de cultivagdo acelerada, o consumo de alimentos
exodticos que pouco tém a ver com as necessidades biologicas do consumidor para uma
determinada regido, € o processamento alimentar.

A ingestdo reduzida de proteinas de fonte natural em criangas e adolescentes esta
associada também a seleniémias baixas. O fator tem a ver com circunstancias fisiologicas ou
fisiopatologicas do individuo, ou com certos tipos de comportamento. Pessoas com dietas muito
reduzidas de proteinas (por exemplo, fenilcetontria), bem como pessoas com problemas de ma
absor¢ao (por exemplo, kwashiorkor), insuficientes renais submetidos a hemodidlise iterativa,
situacdes de alimentacdo parentérica prolongada, o trabalho excessivo, stress, e ritmo de vida

desfasado do bioldgico conduzem também a caréncia de selénio.
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Outro fator também tem a ver com a poluicdo. A polui¢do atmosférica, das dguas, dos
alimentos, o uso do tabaco, alcool, aglcar, café, gorduras sobreaquecidas e certos
medicamentos, que exigem importantes quantidades de vitaminas e oligoelementos para
neutralizar os seus efeitos nocivos, através da sua acdo antioxidante e protetora celular que
possui o selénio.

Estados de caréncia absoluta foram observados em areas rurais da China, afetando
criancas ¢ mulheres jovens que morriam com uma cardiomiopatia congestiva (doenga de
Keshan) (Prohaska, 1987). Esta situagdao nao se verificava nas areas endémicas onde se
suplementavam os alimentos com 19 e 13 mg de selénio /dia respectivamente para homem e
mulher (Grande Enciclopédia Portuguesa e Brasileira).

Doentes submetidos a nutri¢do parentérica total prolongada, foram relacionados com
seleniémia baixa: perda de peso, distrofias musculares, perturbagdes cardiacas e artrite
reumatoide. Uma caréncia de selénio pode conduzir a uma ou mais das seguintes condigdes
(consoante a espécie, a idade e o grau de caréncia): atrasos de crescimento, distrofia muscular,
degenerescéncia do miocardio, lesdes neurologicas, necrose hepatica, fibrose pancredtica,
diatese exsudativa, deposi¢do de pigmento cerdide no tecido adiposo e morte, cardiomiopatia,
dores musculares, artrites, cancro, doengas de pele, anemia hemolitica, catarata, hipertensao,
esterilidade, celulite, envelhecimento prematuro (Staehle, 1989).

Animais com caréncia de selénio apresentavam palidez acentuada, bem como
degeneracdo dos musculos esqueléticos com envolvimento ocasional do coragdo e necrose
hepatica. Eram alteragdes semelhantes as dos animais com caréncia de vitamina E, e podia ser
melhorada com um suplemento alimentar de aminoacidos com enxofre (metionina e cisteina).
(Harrison, 1983) (Peterson; Lindemann; Duqueti’e; Holtzman, 1992).

Muitas situagdes resultantes de caréncia de selénio respondem favoravelmente a
vitamina E, com excecao da fibrose pancredtica. A natureza destes fendmenos foi parcialmente
explicada com a descoberta de uma enzima contendo selénio: a glutationa peroxidase, cuja
atividade antioxidante a aproxima da vitamina E (Harrison, 1983).

Nos seres humanos, um déficit hereditario desta enzima exprime-se clinicamente por
anemia hemolitica, necrose hepatica, catarata, perturbagdes da agregacdo plaquetaria e
tendéncia para infecgdes cronicas (Chalvignac; Clavel; Thuillier, 1983).

Num estudo realizado pelo Departamento Médico dos Laboratdrios des Granions, em
Monaco, concluiu-se que a populacdo saudavel estudada apresentava uma caréncia alimentar
em selénio. O estudo consistiu em determinar a atividade da glutationa peroxidase plaquetaria

(também seleno-enzima) em individuos voluntarios saudaveis, tendo-se concluido que um
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aporte de 960 mg/dia, durante 15 dias, de selénio na forma coloidal, era necessario para otimizar

a atividade desta enzima (Laboratoire des Granions, 1992).

1.1.1.1 Enzimas

Ha 25 anos Pinsent relatou que o selénio ¢ essencial para a expressao de uma enzima
especifica na atividade em E. coli. Antes disso, nutricionistas e fisiologistas estavam cientes
somente dos efeitos toxicos do elemento. Duas enzimas importantes que contém selénio sao a

glutationa peroxidase e a tioredoxina redutase.

1.1.1.1.1 Glutationa Peroxidase (GPx)

A glutationa € sintetizada no citoplasma por todas as células animais, principalmente
pelo figado. Trés aminoacidos sdo utilizados: glutamato, cisteina e glicina. A enzima glutamato-
cisteina ligase (ou y-glutamilcisteina sintetase, yGCS) age na primeira etapa, ¢ a enzima
glutationa sintetase age na segunda etapa, ligando glicina ao dipeptideo, tudo com gasto de
ATP. As células podem produzir a cisteina necessaria a partir de metionina ou sequestra-la do
fluido intersticial. A glutationa esta presente em muitos alimentos, porém pouca quantidade ¢
absorvida pelo intestino e a maior parte disso ¢ hidrolisada em aminoacidos.

A glutationa peroxidase ¢ uma enzima antioxidante que protege as células contra danos
oxidativos. O selénio atua como parte integrante do sitio ativo da GPx, onde desempenha um
papel crucial na reducdo de peroxidos lipidicos e de outros compostos oxidativos. A enzima
desempenha um papel vital na manutencao do equilibrio redox celular.

A glutationa peroxidase foi isolada na forma cristalina (Gunzler, W. A. 1974). (Flohé
e cols, 1973) e caracterizada em varios estudos mecanisticos e cinética antes que fosse
reconhecida como uma selenoproteina (Flohé e cols 1972) (Schneider e cols, 1967). Com base
nos estudos, foi deduzido que, em mamiferos, esta enzima ¢ a principal responsavel pela
protecao das membranas dos globulos vermelhos e outros tecidos que devem funcionar em um
ambiente altamente aerdbio, de danos devido a peroxidos organicos (Mills; Randall, 1958)
(O'Brien; Little, 1969).

Em uma revisao, Flohé apontou o importante papel da glutationa peroxidase em uma
série de mecanismos de defesa celular essenciais para a sobrevivéncia dos animais e também

varias fung¢des regulatorias possiveis da enzima (Flohé, 1976). A glutationa peroxidase ¢ capaz
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de reduzir o H20, e uma grande variedade de perdxidos organicos (R-OOH), mas glutationa
reduzida (GSH) € o tnico redutor de importancia fisiologica.
Essa reducao ocorre conforme as seguintes reagoes:

2 GSH + H202 -> GSSG + 2 H20
2 GSH + R-OOH -> GSSG + R-OH + H>0

A GSH, além de ser um cofator para as GPx, esta envolvida em muitos processos
metabolicos, como na manuten¢do da comunicagdo entre as células através de jungdes gap, no
metabolismo do ascorbato, e geralmente prevenindo a oxidagdo de grupos —SH e a ligacao
cruzada entre eles. Como esté presente em grandes concentragdes dentro da célula, ela e a GSSG
sdo as principais contribuidoras do “estado redox” intracelular. Mas claro, ha outros “pares
redox” na célula, como NAD+/NADH, ascorbato/dehidroascorbato e NADP+/NADPH.

A glutationa também pode agir como antioxidante, reagindo in vitro com radicais
centrados em carbono e Oz, mas nao com Oa¢- (pelo menos, ndo tao rapido). In vivo, € possivel
que ocorra essas reagdes, ja que as concentragdes intracelulares de GSH sdo altas, e ao reagir
com espécies reativas, hd formagao de radicais tiol (GSe) e, por conseguinte, O»e-. A reacao de
GSH com ONOO- pode gerar nitrosotiol (GSNO), que pode ser decomposto e gerar NOe. Ela
também pode ser quelante de ions cobre e diminuir sua capacidade de gerar OHe a partir de
H20:>. 10 a 20% de toda a glutationa intracelular estd na mitocondria.

In vivo, ap0s a interagdo de um grupo selenol em a proteina com um perdxido, a forma
oxidada resultante da enzima provavelmente sofrera reducdo imediatamente pelo excesso de
GSH normalmente presente na célula. Este processo de redu¢do da oxidacao ciclica deve ser
distinguido da oxidacdo descontrolada da proteina pelo ar in vitro, especialmente desde o Gltimo
processo frequentemente envolve adicionalmente a exposicao a luz.

Sao conhecidas hoje pelo menos quatro tipos de GPx. O tipo mais comum ¢ a GPx
citoplasmatica, também chamada de “classica” ou cGPx ou GPx1. O plasma de mamiferos
contém baixos niveis de outro tipo, a PGPx ou GPx3, que ¢ uma glicoproteina. Ela também ¢
encontrada em outros fluidos extracelulares, como leite, liquido seminal, humor aquoso do olho
e no liquido que reveste o pulmao e ¢ originada principalmente nos rins.

A GPx2 ¢ encontrada nas células epiteliais do trato gastrointestinal e também pode ser
chamada de GI-GPx. Ela deve servir para metabolizar per6xidos de lipideos ingeridos ou
gerados pela peroxidacao lipidica no proprio intestino. O figado humano contém GPx2, assim
como GPx1 e GPx4. Essa ultima ¢ uma glutationa peroxidase de hidroperoxido fosfolipidico,

ou PHGPx.
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Ela tem o incrivel papel de reduzir ndo s6 H20O: e peroxidos organicos sintéticos, mas
também acidos graxos e hidroperoxidos de colesterol esterificados. Assim, ela pode agir sobre
residuos de acidos graxos peroxidados dentro de membranas e lipoproteinas, reduzindo-os a
alcool. Ela ¢ menos especifica para GSH que as outras e pode reduzir também hidroperoxido
de timina, um produto do ataque de radicais livres ao DNA.

Sua atividade em geral ¢ baixa nos tecidos, com excecao do testiculo, onde ela parece
desempenhar um papel fundamental na maturagao dos espermatozoides, catalisando a oxidagao
de grupos tiol de proteinas da cabega do mesmo.

As GPx1, 2 e 3 possuem quatro subunidades proteicas, cada uma contendo um atomo
de selénio no sitio ativo. A GPx4 é um mondmero, com massa molecular relativa de 19 kDa, e
possui apenas um selénio. Ele estd presente no sitio ativo das GPx na forma de selenocisteina,
uma cisteina cujo atomo de enxofre (R—SH) foi substituido por selénio (R—SeH). Por isso, tragos
de selénio na dieta sdo essenciais para os animais, para o bom funcionamento das GPx, por

exemplo.

1.1.1.1.2 Tioredoxina Redutase (TrxR)

A tioredoxina redutase € outra selenoproteina que desempenha um papel na regulagao
do estresse oxidativo. Ela esta envolvida na reducdo de proteinas tiol-dissulfeto e pode afetar
processos celulares como a proliferacao celular e a resposta imune (Kryukov et. al., 2003).

Por outro lado, o selénio participa também em processos metabdlicos essenciais e
nutrigio. E obtido principalmente por meio da dieta, no entanto, a ingestio inadequada ou
excessiva pode levar a problemas de saude. Estudos sugerem que a deficiéncia de selénio pode

estar associada a doengas cardiovasculares, cancer, e disturbios da tireoide (Rayman, 2012).

1.1.1.2 Absorcao

O selénio ¢ absorvido como selenometionina. A sua absor¢do faz-se ao nivel do
intestino, mas as suas modalidades sdo mal conhecidas. A forma como se encontra o selénio
condiciona o grau de absorcao. Esta ¢ facilitada pela associagdo a aminoacidos e vitaminas do
grupo B12.

Num estudo recente com administracdo de selenometionina marcada, constatou-se que

a absor¢do se da ao longo do trato gastrintestinal, segue para o grupo figado-pancreas, volta a
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circulagdo entero-hepatica e finalmente ¢ distribuida aos tecidos. O selénio pode também ser

absorvido pela pele ou pelos pulmdes, em circunstancias patoldgicas.

1.1.1.3 Transporte e reparti¢do no organismo

O selénio ¢ transportado no plasma ligado a proteinas a e alfa globulina, e talvez a
lipoproteinas. Estudos realizados com selénio radioativo mostraram que, a nivel plasmatico, o
selénio se fixa aos grupos tidis das proteinas, sendo transportadas pelas a2 e J3 globulinas. A
selenémia plasmatica situa-se entre 50 e 200 ng/ml, segundo os paises.

As taxas eritrocitarias de selénio sdo sensivelmente o dobro. As variagdes da selenémia
sdo rapidas em relagdo as variagdes no eritrocito, e dependem do aporte alimentar e da idade,
sendo o maximo aos 35 anos, diminuindo depois gradualmente. Na hipodfise, o selénio
biologicamente ativo decresce na idade avangada, mais acentuadamente que em outros 6rgaos.

O selénio distribui-se a todos os tecidos do organismo: rins, bago, pancreas, pulmoes,
musculos estriados, cabelos, figado, cérebro e pituitdria. A sua concentracdo faz-se
principalmente no tecido muscular, figado, rim e, particularmente, no miocéardio. Os 0ssos €
dentes contém indicios de selénio.

O selénio pode substituir o enxofre nos aminoacidos sulfurados e a selenite pode ligar-
se a aminoacidos sulfurados. O selénio ¢ também incorporado em selenonucleosideos, podendo
estar envolvido na tradug¢do genética. O corpo de um individuo médio (= 70 kg) contém

aproximadamente 15 mg de selénio. Este valor ¢ variavel conforme a area geografica.

1.1.1.4 Metabolizagao

Ao nivel hepatico, os derivados do selénio sdo transformados em selénio metélico,
depois em dimetilselénio (CH).Se, trimetilselénio (CH3)3Se e selenometionina. Com selénio
marcado, verificou-se que a sua permanéncia no corpo € cerca de cinco vezes maior que o tempo
de turnover mais prolongado nos tecidos periféricos. Isto reflete uma reutilizacdo substancial
do selénio no organismo. A vitamina C (4cido ascorbico) parece ter uma importante acdo na

manuten¢do da homeostasia do selénio.
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1.1.1.5 Excregao

Hé4 um controle tanto na absor¢dao como na excrecdo do selénio. A glutationa
peroxidase ¢ uma seleno-enzima adaptativa que aumenta com o stress oxidativo. A excre¢ao
do selénio se faz pelas fezes e urina. A excrecdo urinaria sob a forma de trimetilselénio ¢
quantitativamente a mais importante. A via pulmonar sob a forma de dimetilselénio ¢

importante somente em caso de intoxicagdo, gerando uma halitose caracteristica.

1.1.2 Acido Ascorbico

O 4cido ascorbico, conhecido popularmente como vitamina C, ¢ um nutriente essencial
para o organismo humano, com importantes fungdes fisioldgicas que incluem a sintese de
colageno, o fortalecimento do sistema imunoldgico e a a¢do antioxidante (Jacob & Sotoudeh,
2002). Como um potente antioxidante, o acido ascorbico protege as células contra danos
causados por radicais livres, desempenhando um papel crucial na prevencao de doencgas
cronicas, como doengas cardiovasculares e certos tipos de cancer (Carr & Maggini, 2017).
Encontrado principalmente em frutas citricas, como laranja e limdo, bem como em vegetais
como pimentdes e brdocolis, o dcido ascorbico € soluvel em 4dgua e ndo pode ser produzido pelo
corpo, o que torna seu consumo regular essencial para a sade (Maggini et al., 2012). A
deficiéncia de vitamina C pode levar a condi¢des graves, como o escorbuto, que € caracterizado
por fraqueza, sangramentos e problemas nas articulacdes (Haas et al., 2013).

A deficiéncia de vitamina C pode resultar em escorbuto, que se manifesta
primeiramente com fadiga, crescimento 0sseo prejudicado e, hemorragias, consequéncia da
falha de conectividade do tecido para se formar, incluindo hemorragias perifoliculares,
petéquias, equimoses e sangramento gengival (Russel, 2015).

A vitamina C tem um papel significativo na modulagdo da sintese e liberacdo de
neurotransmissores no cérebro. As funcoes de vitamina C no cérebro incluem atuar como um
cofator para dopamina beta-hidroxilase na conversao de dopamina a noradrenalina, envolvida
na modulagdo da neurotransmissdo dopaminérgica e glutamatérgica, como na regulagao da
liberagdo de catecolaminas e acetilcolina das vesiculas sinapticas.

A vitamina C também possui propriedades antioxidantes no cérebro, incluindo a
limitagdo dos danos causados por lesdo da isquemia-reperfusdo e protecdo contra a
excitotoxicidade do glutamato (Harrison, 2009; Moretti,2017). Um estudo investigou o ponto

em qual a deficiéncia de vitamina C se manifesta clinicamente. Em cinco voluntérios saudaveis
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de uma prisdo, sinais notaveis de escorbuto clinico apareceram assim que os niveis de ascorbato
no sangue total diminuiram a 17 umol / L.

Um estudo de Coorte, com sete jovens voluntarios saudaveis do sexo masculino com
niveis de vitamina C baixos, entre 5 ¢ 10 pmol/L. Uma suplementagao de Vitamina C com uma
dose diaria de 30 mg, elevou o 4cido ascorbico plasmatico médio de 6,9 +0,5a 11,7+ 0,9 umol
/ L. Depois que a estabilidade foi obtida, elevou-se a dose em uma dose didria de vitamina C
para 60 mg, o que resultou em um intervalo de 14,9 = 1,0 a 58,8 + 3,1 umol / L. Com relagao
aos sintomas clinicos da deficiéncia de vitamina C, seis dos sete individuos relataram fadiga e
/ ou irritabilidade.

Em trés individuos, esses sintomas foram resolvidos em uma semana com a
suplementagdo diaria de 30 mg, e nos outros trés individuos, os sintomas desapareceram dentro
de uma semana com a dose diaria de 60 mg (Levine, 1996).

A maioria dos intervalos de referéncia, no entanto, utiliza um corte mais alto para
classificar a deficiéncia de vitamina C. Os laboratorios de analises clinicas no Brasil,
consideram o intervalo de referéncia para vitamina C sérica normal entre como 23 a 85 pmol /
L (0,4 a 1,5 mg/dL), enquanto a de deficiéncia de vitamina C ¢ considerada quando o nivel esta
<11 pmol / L (0,19 mg/dL).

O intervalo de referéncia utilizado pela SA Pathology (Australia do Sul) € de 26 a 85
umol / L (0,46 a 1,5 mg/dL), e o Royal College of Pathologists of Australia (RCPA manul.
2015) considera que o intervalo de referéncia geralmente € entre 30 a 80 umol / L (0,5 a 1,4
mg/dL). Com isso, podemos considerar que o intervalo de referéncia real no mundo esté entre
23 a 85 umol / L (0,4 a 1,5 mg/dL), basicamente o utilizado no Brasil.

Existe uma relacao sigmoide entre a ingestao de vitamina C oral e niveis plasmaticos
de vitamina C. Relativamente pequenas mudangas na ingestdo de vitamina C sdo capazes de
gerar grandes alteragdes nos niveis plasmaticos de vitamina C. Em um estudo, a ingestio oral
de 30 mg de vitamina C por dia resultou em um aumento médio dos niveis plasmaticos de
menos de 20 umol / L, mas o aumento da ingestao de 60 mg resultou em niveis plasmaticos

médios de 74 pmol / L (Newton,1983).

1.1.3 Cetoprofeno

O cetoprofeno (acido 2- (3-benzoil-fenil) propidnico), ¢ um anti-inflamatoério derivado
do 4cido arilpropionico (Levoin et al., 2004). Foi originalmente sintetizado em 1967 na Franca

e langado como droga oral na década de 1970 (Kantor, 1986). E praticamente soltivel em
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acetona, etanol e metanol e pouco soluvel em dgua, desta forma sua baixa solubilidade ¢ um
fator limitante quando se trata da sua biodisponibilidade (Sheng et al., 2006).

Quimicamente, ¢ um acido fraco, devido a presenga de um atomo de carbono quiral na
cadeia lateral do acido propidnico, resultando em duas formas enantiomeras: R e S. (Levoin et
al., 2004).

Os AINES estdo entre os medicamentos mais vendidos no mundo. Sua
comercializacao atinge aproximadamente 73 milhdes de prescrigdes anuais em todo o mundo
(Hahn, 2006). Em 2010, no Brasil, foram gastos aproximadamente RS$: 1,5 bilhdes na compra
deste tipo de medicamento (Silva et al., 2013).

O Cetoprofeno ¢ amplamente utilizado na populagdo em geral, desde criangas (Ferreira
et al., 2013) até¢ idosos (Mota et al., 2010). Possui sua eficacia estabelecida, o que se da através
da inibicdo ndo seletiva da enzima ciclooxigenase (COX-1 e COX-2) (Levoin et al., 2004).
Entretanto, apds o seu uso alguns efeitos adversos ainda sdo observados, seja na mucosa
gastrointestinal, nos rins ou até mesmo no figado (Lee; Rodriguez; Dionne, 2005; Radi; Khan,
2006).

O mecanismo pelo qual os efeitos adversos acontecem ainda nao esta completamente
elucidado. Enquanto observam-se estudos que apontam a inibicdo da producdo das
prostaglandinas (PGs) como fator determinante para o estabelecimento destes efeitos, sob outra
perspectiva acredita-se que o estresse oxidativo também possa contribuir, visto que a utilizagao
do Cetoprofeno esta relacionada com o aumento de espécies reativas de oxigénio e diminuigao
de algumas enzimas antioxidantes no local em que sao observados os principais danos causados

pelo uso deste farmaco (Lastra et al., 2002; Lee; Rodriguez; Dionne, 2005; Radi; Khan, 2006).

1.1.3.1 Efeitos colaterais

Os AINEs agem principalmente inibindo as enzimas ciclooxigenase (COX), reduzindo
assim a produgdo de prostaglandinas, que sdo mediadores quimicos envolvidos no processo
inflamatorio, dor e febre. Embora esses medicamentos geralmente atuem perifericamente, eles
podem ter efeitos indiretos no sistema nervoso central.

Alguns efeitos colaterais comuns dos AINEs, como o Cetoprofeno, incluem irritagdo
gastrointestinal, ulceras, problemas renais, tontura, vertigem, sonoléncia, cefaleia, visao turba
e aumento da pressdo arterial (RAINSFORD, 1999). Em casos raros, eles podem estar
associados a distarbios psiquiatricos, como insdnia, nervosismo, irritabilidade e, embora mais

raramente, depressao (Graham et al., 2013).
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Seus efeitos colaterais sobre o sistema nervoso central (SNC) podem variar, e €
importante destacar que nem todos os pacientes apresentardo esses efeitos. Além disso, a
interacdo com outros medicamentos e condigdes de saide preexistentes também pode

influenciar os efeitos colaterais (Katzung & Trevor, 2018; Prescrire, 2016).

1.1.4 Atividade Antimicrobiana dos Sistemas Oxidativos

A atividade antimicrobiana in vitro dos sistemas oxidativos refere-se a capacidade de
certas substancias oxidativas ou processos oxidativos em inibir o crescimento ou matar
microrganismos, como bactérias, virus, ou fungos, em condi¢des de laboratorio. Esta atividade
muitas vezes envolve a geragdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) ou outras moléculas
oxigenadas que sdo toxicas para os microrganismos (Winterbourn, 2008).

Os sistemas oxidativos podem agir de diversas maneiras, incluindo danificar
componentes celulares essenciais, desencadear estresse oxidativo e interferir nos processos
metabolicos vitais dos microrganismos. Entre as substancias ou processos oxidativos que
exibem atividade antimicrobiana in vitro, estdo incluidos compostos como peroxido de

hidrogénio, 0zdnio, radicais livres de oxigénio, entre outros (Halliwel et al., 2015).

1.1.5 Agdo Antifiingica dos Sistemas Oxidativos

Quanto a acdo antifingica dos sistemas oxidativos, estes podem afetar os fungos de
maneiras semelhantes as descritas anteriormente para outros microrganismos. Os ROS, por
exemplo, podem danificar as membranas celulares, proteinas e material genético dos fungos,
resultando na inibi¢do do seu crescimento ou na sua eliminacao (Halliwel et al., 2015; Fisher,
2011).

Existem evidéncias de que o estresse oxidativo pode afetar certos fungos como a
Candida albicans, por exemplo, influenciando seu crescimento, sobrevivéncia e viruléncia.
Alguns estudos sugerem que o estresse oxidativo pode ter efeitos antifingicos, inibindo o
crescimento de Candida albicans. Outros estudos indicam que a Candida albicans pode ativar
mecanismos de defesa antioxidantes em resposta ao estresse oxidativo, permitindo sua

adaptac¢ao e persisténcia (Frohner et al., 2009; da Silva Dantas et al., 2015).



25

1.2 IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DO PROBLEMA

Por meio da pesquisa poderemos compreender os efeitos adversos do Cetoprofeno,
explorar o potencial protetor do Selénio e Acido Ascorbico, além de contribuir para o
entendimento do estresse oxidativo em diferentes contextos. Por outro lado, podera ser
investigada a relagdo entre o uso de Cetoprofeno e o estado depressivo, fornecendo informagdes

relevantes para a area da saude.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da suplementacao de Selénio e Acido Ascorbico sobre os efeitos toxicos
do Cetoprofeno, estresse oxidativo in vitro € in vivo e a interferéncia no estado depressivo in

vivo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar in vitro a agdo de sistemas oxidativos;
e Auvaliar in vivo a acdo de sistemas oxidativos
e Avaliar o ensaio da atividade antimicrobiana in vitro dos sistemas oxidativos;

e Avaliar a acdo antifingica dos sistemas oxidativos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

e Acido ascérbico (Vitamina C)

e (Cetoprofeno

e DPPH- (2,2 Diphenyl-1-picrylhydrazyl; Sigma-Aldrich)

e Peroxido de hidrogénio (H202)

e Radical ABTSe+ (2,2’-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6’-sulfonic acid)) -
Sigma-Aldrich®)

e Tampao fosfato de sddio

e TMB (3’,5,5 -Tetramethyl-benzidine) - Sigma-Aldrich

e Selénio quelado

Todos os materiais necessarios foram obtidos com recursos particulares proprios,
sendo que alguns ja estdo disponiveis no laboratério de pesquisa do Prof. Dr. José Carlos

Rebuglio Vellosa.

3.2 METODOS

3.2.1 Avaliagao In Vitro em Sistemas Oxidativos

As amostras foram testadas isoladamente e em associa¢do entre si nas diferentes
combinagdes (Ket+Sel; KettAA; Ket+Sel+AA; Sel+AA) em diferentes concentragdes. Onde
Ket refere-se ao cetoprofeno, Sel refere-se ao Selénio e AA refere-se ao Acido ascérbico
(Vitamina C). As amostras definidas por puro, se referem a concentragdo de Selénio 1200

meg/mL, Acido Ascorbico 125 meg/mL e Cetoprofeno 30 meg/mL.

3.2.1.1 Agao scavenger das amostras sobre o radical ABTS++

A acdo das amostras frente ao radical ABTSe+ (2,2’-Azino-bis (3-

ethylbenzothiazoline-6’-sulfonic acid) - Sigma-Aldrich®) foi verificada conforme metodologia
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descrita por PELLEGRINI et al. (1999), com modifica¢des. Os ensaios foram realizados em
tampao fosfato de sddio 10mM (pH 7,0) por meio do decréscimo da absorbancia em 734 nm,
de acordo com VELLOSA et al. (2007). O resultado foi expresso em porcentagem de inibigao

de acordo com a equacao 1.

Inibi¢do (%) = Ac — As/Ac x 100
(Equagao 1)
Onde:
Ac ¢ a absorbancia do controle, registrada a A=734 nm.

As ¢ a absorbancia da amostra, registrada a A=734 nm.

3.2.1.2 Agdo scavenger das amostras sobre radical DPPHe

A agdo das amostras sobre radicais livres foi avaliada por meio do decréscimo da
absorbancia em 531nm da solugdo de DPPHe (2,2 Diphenyl-1-picrylhydrazyl; Sigma-Aldrich)

na concentragdo de 60 uM em etanol absoluto, segundo Soares et al. (1997).

3.2.2 Experimentacdo Ex Vivo

3.2.2.4 Acao sobre eritrdcitos

3.2.2.4.1 Preparacgdo das Hemacias

Para a obten¢do das hemacias foram coletados 10 mL de sangue de individuos
voluntarios, com idade acima de 18 anos. A coleta foi efetuada na Farmacia Escola, Campus
CEDETEG - Guarapuava, por pungao venosa periférica. Apos a coleta, o sangue obtido foi
colocado em tubo de vidro heparinizado, homogeneizado e entdo centrifugado (5 minutos, 4°C,
1200xQ).

Foram retirados o plasma e a camada de leucocitos por aspiragdo. Em seguida, a
suspensdo de hemadcias foi lavada com tampao fosfato de sodio salino (0,85% de NaCl) 10,0

mmol.L! , pH 7.4 por trés vezes, acertando-se o volume globular para 3% (Cruz Silva et al.,
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2000). O presente ensaio possui parecer favoravel do Comité de Etica em Pesquisa CEP —

UNICENTRO, nimero 3.231.864 conforme anexo 1.

3.2.2.4.2 Atividade citotoxica ex vivo sobre hemacias

As amostras de Sel, Ket, AA e sua associacao (Sel.Ket.AA) e controles negativo
(tampao e hemacias) e 100% hemolise (20,0 pg.mL-1 4gua), foram mantidas na incubadora
(shaker) as condi¢des de 37 °C, 150 rpm com a solugio de hemadcias (3%) contendo 1,08 g.L"!
de glicose, 0,3 g.L"! de penicilina e 0,5 g.L ! de estreptomicina (Cruz Silva et al., 2001).

Nos tempos de 1; 3; e 6 h, as amostras foram centrifugadas (5 minutos, 4°C, 1200 xG)
e o conteudo de hemoglobina liberado, devido a acdo citotoxica das preparagdes, foi
determinado pela leitura do sobrenadante, através do registro da absorbancia A= 540 nm. A
analise foi efetuada em triplicata e os dados foram exibidos em percentual de hemolise, o qual

foi calculado de acordo com a Equagao 2:

% Hemolise = (Absa / Abscp) x 100
(Equagao 2)
onde:
Absa — absorbancia da amostra;

Abscp — absorbancia do controle positivo, o qual apresentou 100 % de hemolise.

3.2.2.5 Ensaio de atividade antimicrobiana in vitro

O ensaio de atividade antimicrobiana foi realizado com as bactérias Staphylococcus
epidermidis e Escherichia coli, pelo método de microdiluicao em placas de 96 pogos, conforme
as orientagdes gerais do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018), com
modificagdes. Os indcuos foram realizados por diluigdo em salina estéril 0,85% de NaCl
ajustada a concentra¢do de microorganismo em torno de 0,08 e 0,10 realizando a leitura da
absorbancia em comprimento de onda para bactérias 625nm e semeadas por método de
esgotamento em placas de Petri. Para S. epidermidis foi utilizado o meio de cultura Mueller
Hinton + 4% glicose, e para E. coli o meio Mueller Hinton.

As placas foram incubadas por um tempo definido de 24 h a 35°C + 2°C contendo as

amostras a serem avaliadas (Ket+Sel; Ket+AA; Ket+Sel+AA; Sel+AA; Ket; Sel ¢ AA). Como
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controle positivo de crescimento foi utilizado somente o meio de cultura com as suspensoes
bacterianas. Como controle negativo, foi utilizado meio de cultura sem bactérias contendo

apenas salina. A leitura foi realizada por contagem das unidades formadoras de coldnias

(UFC’s).

3.2.2.6 Avaliacao Antifungica

A avaliacdo da atividade antifingica foi realizada conforme o protocolo estabelecido
pelo documento M27-A2 do CLSI (2008). As cepas utilizadas foram C. albicans 0546
VITROIDSTM. Inicialmente as leveduras foram submetidas ao repique em Agar Sabouraud
Dextrose (ASD), a 36 = 2 °C por 24 horas antes do ensaio. Terminado a fase inicial de
preparacdo do indculo foi preparado sendo suspenso em solugdo salina estéril 0,85% de NaCl,
padronizadas de acordo com a escala de 0,5 McFarland. A densidade celular foi analisada em
comprimento de onda de 530 nm por espectrofotometro, onde obtive-se uma absorbancia dentre
0,07 a 0,10.

Foram testadas Ket+Sel; Ket+AA; Ket+Selt+AA; Sel+AA; Ket; Sel e AA todas essas
amostras puras e em dilui¢des seriadas de: 1:2; 1:4; 1:8; 1:16 e 1:32. As amostras foram diluidas
previamente em tampao fosfato de potéassio 10,0 mmol.L™!, pH 7,4 até atingirem a concentragio
desejada.

Para o experimento também foram utilizados, controles: controle positivo de
crescimento (meio RPMI-1640 e o inoculo) e controle negativo de crescimento (meio RPMI-
1640). Todas as andlises foram realizadas em triplicata. As amostras foram adicionadas a
microplacas estéreis de em conjunto com o indculo e o meio de cultura RPMI-1640 e incubadas
a 36+2 °C por 24 horas. Aliquotas foram repassadas das microplacas para as placas de cultivo
e novamente incubadas (3642 °C por 24 horas). A contagem das Unidades Formadoras de
Colonias (UFC) de cada placa de cultura foi realizada, sendo que para cada concentracdo o

experimento foi realizado em triplicata.

3.2.3 Experimentag¢do in vivo

Tratamento dos animais e divisao dos grupos.
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Figura 1- Delineamento experimental
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3.2.3.1 Animais

Foram utilizados 60 ratos machos da linhagem Wistar (Rattus novergicus), obtidas do
Nucleo Avancado de Estudos da Vida (NAEVI) da Universidade Estadual de Ponta Grossa
(UEPG). Os animais foram mantidos no NAEVI-UEPG em caixas para roedores, com cama de
maravalha, em condi¢des de temperatura controlada de 21 + 2°C, com luminosidade em ciclo
claro/escuro de 12 horas, alimentados com ra¢ao comercial e 4gua a vontade.

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimenta¢do Animal da UEPG (processo CEUA: 23.000033744-1 — ANEXO B)

Célculo amostral - Foi realizado um calculo amostral com base nos resultados obtidos
nas recentes dissertagdes de mestrado do programa de Ciéncias Biomédicas, assim como
trabalhos publicados por outros grupos envolvendo comportamentos tipo depressivo e tipo
ansioso de ratos (SANTIAGO et al., 2014). O nivel de significancia adotado (alfa) foi 0,05. Os
calculos foram realizados com base no desvio padrao médio de 20%, estabelecendo um poder

de teste de 90%, adotando um d Cohen de 1,5 como significativo. Os calculos foram realizados
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utilizando o programa GPower 3.1 Germany (FAUL et al., 2007). Este calculo resultou em 10
animais por grupo, totalizando 60 animais. Os animais, obtidos aos 60 dias de vida, foram
separados em seis grupos, nomeados de acordo com a suplementacao aplicada.

Amostras testadas: Cetoprofeno (Ket), acido ascorbico (AA) e selénio (Sel).

Esta etapa (experimentacao animal) foi realizada dividindo os animais em grupos:

- Grupo 1 (G1): animais tratados por via oral (v.0.) durante 7 dias somente com o
veiculo (salina 0,9%);

- Grupo 2 (G2): animais tratados via oral (v.0.) com Sel 50 pg/Kg/dia;

- Grupo 3 (G3): animais tratados via oral (v.0.) com Ket 5 mg/Kg/dia e via oral (v.0.)
com AA 1 mg/Kg/dia durante 7 dias;

- Grupo 4 (G4): animais tratados via oral (v.0.) com Ket 5 mg/Kg/dia e via oral (v.0.)
com Sel 50 ng/Kg/dia durante 7 dias;

- Grupo 5 (G5): animais tratados via oral (v.0.) com A.A. 1 mg/kg/dia e via oral (v.0.)
com Sel 50 ng/Kg/dia durante 7 dias;

- Grupo 6 (G6): animais tratados via oral (v.0.) com AA 1 mg/Kg/dia, via oral (v.0.)
com Sel 50 ng/Kg/dia e via oral (v.0.) com Ket 5 mg/Kg/dia durante 7 dias.

Doses das amostras:
Foram administrados Cetoprofeno (5 mg/kg/dia), conforme TOMIC et al. (2008),
acido ascorbico (1 mg/kg/dia), conforme Levine, 1996 e Selénio quelado (50 pg/mg/kg/dia) em

cada grupo que necessitar de cada substancia.

3.2.3.2 Testes comportamentais

Aos 67 dias de vida, os ratos foram submetidos a teste comportamentais para avaliar
o comportamento do tipo ansioso, tipo depressivo, atividade locomotora e a memoria de
reconhecimento.

Os testes foram realizados em dias diferentes, ordenando também os testes mais
estressantes para os animais por ultimo, totalizando 7 dias consecutivos na seguinte ordem:
Labirinto em cruz elevado, campo aberto, dois dias de habituacdo no campo aberto,
reconhecimento de objetos, treino de nado for¢ado e teste de nado forgado.

O transporte dos animais do biotério até a sala de experimentos causa alteragdes

fisiologicas devido ao estresse do transporte e pode ter reflexos nos dados da pesquisa
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(O’Bernier; Baldwin, 2006), por esse motivo, os testes foram realizados na sala de experimentos
do proprio biotério e os animais foram habituados a sala de experimento por 1 h antes de iniciar
o respectivo teste comportamental (Dietze et al., 2016) que ocorreram com intervalo de 24
horas, sendo realizados entre 13h e 16h.

Os testes foram registrados por meio de filmagem com Webcam HD Logitech modelo
C270 e os testes sempre realizados pelos mesmos experimentadores.

1. Teste de Labirinto em Cruz Elevado: O labirinto em cruz elevado (LCE) ¢ um

aparelho usado predominantemente para estudar os comportamentos relacionados a ansiedade
e os efeitos dos moduladores de ansiedade, sendo esse modelo baseado no “conflito de
aproximacao-esquiva” induzido pela presenca de partes seguras do aparelho que sao fechadas
e protegidas, e abertas, aversivas e desprotegidas (Casarrubea et al., 2013). O LCE consiste em
dois bragos abertos cruzados com dois bragos fechados, todos elevados a 50cm do chao. O rato
foi posicionado no centro do LCE voltado para o brago aberto e pode explorar livremente o
aparelho durante um periodo de 5 minutos. O teste foi filmado para analise e os fatores
observados e registrados foram: tempo de permanéncia nos bragos abertos, fechados,
plataforma central e entradas no brago fechado. Antes de cada inicio de testes, ele foi
higienizado com alcool 5% (Pinto et al., 2012).

2.Teste de Campo Aberto (CA): Consiste em uma arena iluminada com bordas de 40

cm de altura, dividida em 25 quadrados (20 x 20 cm), onde o rato foi colocado no centro para
explorar livremente a caixa por cinco minutos. O CA avalia a atividade motora dos animais
através da quantificacio da locomocdo espontanea (Estrela et al., 2015) e também o
comportamento semelhante ao da ansiedade por meio de do percentual de locomog¢ao nos
quadrantes centrais e periféricos (Prut; Belzung, 2003). O teste foi filmado e foram registrados
e analisados os nimeros de linhas cruzadas e nimero de levantamentos para exploragado vertical.
A arena foi limpa antes de cada teste com alcool 5%.

3. Teste de Reconhecimento de Objetos: Tem como objetivo avaliar a memoria de

reconhecimento. O aparato utilizado para esse teste ¢ o mesmo do teste de CA. O teste foi
realizado durante quatro dias consecutivos, sendo trés dias para habituacdo do animal ao aparato
de teste e um dia para a realiza¢do do teste, procedimento adaptado de Ennaceur e Delacour
(1988). O animal foi colocado no centro do aparato e permanece nele por cinco minutos sem a
presenca de nenhum objeto. No 4° dia, o teste ¢ realizado em dois momentos, com intervalo de
30 minutos entre cada exposi¢do. No primeiro momento sdo colocados dois objetos idénticos
no aparato, garrafas de plastico azul de 1 litro, cada qual estando em um dos lados da caixa a

uma distancia aproximada de 10 cm das paredes. O animal foi colocado no centro do aparato,
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tendo ele cinco minutos para investigar estes objetos. O comportamento de investigagdo foi
considerado quando o animal se aproximar ao menos dois centimetros a sua narina do objeto.
Apo6s 30 minutos do primeiro periodo de investigagdao o animal foi recolocado no aparato,
porém, um dos objetos utilizados no primeiro periodo de investigacao foi substituido por um
novo objeto, garrafa de vidro marrom de modelo diferente da garrafa anterior, tendo o animal
novamente cinco minutos para investiga-los.

4. Teste do Nado Forcado: Avalia o comportamento tipo depressivo dos ratos. Neste

teste o rato foi colocado em um cilindro com 50 c¢cm de altura e 20 cm de didmetro,
aproximadamente 2/3 do cilindro é completado com agua (22 + 2 °C). O teste ¢ realizado em
dois momentos, o primeiro foi o treino e o segundo o teste propriamente dito, separados por um
intervalo de 24 horas. Durante o treino, o rato foi colocado para nadar por 15 minutos. No teste
o animal permanece no cilindro por cinco minutos. Os animais foram filmados durante o teste,
e os parametros observados foram: tempo e comportamento de imobilidade; tempo de escalada
e tempo de natagdo. Ao fim de cada teste, os animais foram retirados e secos com toalhas

(Estrela et al., 2015). A 4gua foi trocada entre todos os testes, sempre iniciando com agua limpa.

Figura 2 - Sequéncia de testes comportamentais.

TESTE DE

LABIRINTO T%ﬂfpgt TESTE DE TESTE DE
EM CRUZ Frea] RECONHEGIMENTO  NADO
ELEVADO DE OBJETOS FORGADO

Fonte: o autor.

Ao final dos testes comportamentais, os animais foram anestesiados com hidrato de
cloral (400mg/Kg), via intraperitoneal, e entdo decapitados para coleta de sangue para analise
dos parametros bioquimicos € hematologicos. Entdo, foram retirados os rins, figado e cérebro
para andlises bioquimicas de parametros oxidativos (DPPHe e acdo sobre eritrocitos).

Nas amostras de sangue total, rins, figado e cérebro, foram avaliados os efeitos
bioquimicos (marcadores de estresse oxidativo e metabolismo) dos diferentes tratamentos
realizados nos animais Rattus Norvergicus albinus Wistar com aproximadamente 74 dias de

idade. A manipulacao dos animais seguiu as recomendacdes da Sociedade Brasileira de Ciéncia
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em Animais de Laboratorio e este protocolo foi submetido para aprovagdo do Comité de ética

em Pesquisa no uso de animais.

3.2.3.3 Acgdo scavenger das amostras de tecidos sobre radical DPPHe

A acdo das amostras de homogenato de tecidos (figado, rins e cérebro) sobre radicais
livres foi avaliada por meio do decréscimo da absorbancia em 531nm da solugdo de DPPHe
(2,2 Diphenyl-1-picrylhydrazyl; Sigma-Aldrich) na concentragdo de 60 uM em etanol absoluto,
segundo Soares et al. (1997).

3.2.3.4 Acdo scavenger das amostras de sangue sobre radical DPPHe

A acdo das amostras de soro do sangue dos animais sobre radicais livres foi avaliada
por meio do decréscimo da absorbancia em 531nm da solu¢do de DPPHe (2,2 Diphenyl-1-
picrylhydrazyl; Sigma-Aldrich) na concentragdo de 60 pM em etanol absoluto, segundo
SOARES et al. (1997).

3.2.3.5 Acao sobre eritrdcitos

As amostras de Sel, Ket, AA e sua associacao (Sel.Ket.AA) e controles negativo
(tampao e hemadcias) e 100% hemolise (20,0 pg.mL-1 4gua), foram mantidas na incubadora
(shaker) as condi¢des de 37 °C, 150 rpm com a solug¢do de hemécias (3%) contendo 1,08 g.L-
1 de glicose, 0,3 g.L-1 de penicilina e 0,5 g.LL -1 de estreptomicina (Cruz Silva et al., 2001).

Nos tempos de 1; 3; e 6 h, as amostras foram centrifugadas (5 minutos, 4°C, 1200 xG)
e o contetdo de hemoglobina liberado, devido a agdo citotoxica das preparagdes, foi
determinado pela leitura do sobrenadante, através do registro da absorbancia A= 540 nm. A
analise foi efetuada em triplicata e os dados foram exibidos em percentual de hemdlise, o qual
foi calculado de acordo com a Equagdo 3:

% Hemolise = (Absa / Abscp) x 100
(Equagao 3)
onde:
Absa: absorbancia da amostra;

Abscp: absorbancia do controle positivo, o qual apresentou 100% de hemolise.
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3.2.4 Analise Estatistica

A normalidade e homogeneidade dos dados foram previamente verificadas pelo teste de
Shapiro-Wilk e Teste de Levene respectivamente. Todas as analises foram realizadas em
triplicata e os resultados apresentados como Média = DP. Foi realizada a analise de variancia
de uma via (ANOVA) com Posthoc de Tukey além do teste nao paramétrico de Kruskal-Wallis

quando necessario, considerando-se significancia estatistica quando p<0,05.
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4 RESULTADOS
4.1 AVALIACAO IN VITRO EM SISTEMAS OXIDATIVOS
4.1.1 Agdo Scavenger das Amostras Sobre o Radical ABTSe+

A atividade antioxidante foi avaliada por medida colorimétrica da reducdo do
ABTSe+. Inicialmente, uma mistura aquosa de ABTS (7,0 mmol.L™!) e persulfato de potassio
(2,45 mmol.L!) foi incubada em temperatura ambiente e sob o abrigo da luz por 12 horas, para
a geragdo do ABTSe+ . O ABTSe+ foi diluido em tampao fosfato de potassio 10,0 mmol.L!,
pH 7,4 e registrada absorbancia de 0,77 em comprimento de onda de 734 nm. A redugdo do
ABTSe+ foi monitorada espectrofotometricamente apds 30 minutos de incubacdo a 37°C e a
absorbancia expressa em 734 nm foi registrada (Ak, Giilgin, 2008).

A atividade antioxidante sobre 0 ABTSe+ das amostras foi investigada e comparada
com um padrdo interno (acido galico). No Grafico 1, estdo representados os percentuais de

inibi¢do do ABTSe+ para os dados avaliados.

Grafico 1 - Percentual de inibi¢do do radical ABTSe+ para associa¢des de Sel (selénio), Ket (cetoprofeno) e A.A
(acido ascorbico) em diluigdes seriadas por 30 min de incubagdo em tampao fosfato salino (TFS) 10,0
mmol.L"!', pH 7,4, 2 37°C.
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Fonte: o autor.

Observa-se que a presenga do AA potencializa a atividade antioxidante do selénio

quando comparamos a sua mistura (Sel.AA) com seu composto isolado (S). Isso ¢ verificado
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também para o cetoprofeno (Ket) quando em mistura Ket.AA e Sel.Ket.AA. Quando
observamos a mistura dos 3 compostos essa acao antioxidante demonstra-se reduzida conforme
aumento de diluicao da amostra analisada.

Quando realizado o teste ANOVA de uma via observa-se diferencia significativa entre
o0s grupos, temos menores medias de expressdo do ABTSe+ (0,13 + 0,10) quando utilizada a
combinagdo de Cetoprofeno + Acido Ascorbico (Ket.AA) p=<0,001 (Tabela 1). Quando
realizado o Posthoc de Tukey observa-se que em média a expressao do ABTSe+ do grupo

SelKet ¢ diferente do grupo Sel.AA e Ket.AA.

Tabela 1 - Media = DP da expressio do ABTSe+ quando usado Cetoprofeno (Ket), Selénio (Sel) e Acido
Ascorbico (AA). ANOVA de uma via e Posthoc de Tukey.

Grupo n Media = DP P
SelKet 8 0,52 + 0,05 *<0,001
SelAA 8 0,16 £0,11

SelKetAA 8 0,33+0,14

KetAA 8 0,13+0,10

*Significancia estatistica quando p <0,05. Grupos: SelKet (Selénio + Cetoprofeno),
SelAA (Selénio + Acido Ascorbico), SelKetAA (Selénio + Cetoprofeno + Acido
Ascorbico), KetAA (Cetoprofeno + Acido Ascorbico).

Fonte: o autor.

Apesar do acido ascorbico apresentar aplicabilidades biologicas multifuncionais, uma
das principais e a mais descrita ¢ a atividade antioxidante, devido ao seu grande nimero de
substituintes hidroxilados e isso também pode ser observado quando analisamos o composto
com o padrdo interno (Ak e Giilgin 2008). O &cido ascorbico, por exemplo, atua na fase aquosa
como um excelente antioxidante sobre os radicais livres, mas ndo ¢ capaz de agir nos
compartimentos lipofilicos para inibir a peroxidacao dos lipideos.

Contudo, a recomendacdo de suplementacdo dessa vitamina deve ser avaliada
especificamente para cada caso, pois existem muitos componentes organicos e inorganicos nas
células que podem modular a atividade da vitamina C, afetando sua acdo antioxidante
(Lupulescu, 2003).

No que diz respeito ao Selénio niveis reduzidos de selénio, um elemento trago
essencial para os seres humanos e animais, nas células e tecidos tem como consequéncia

concentracdes menores da enzima antioxidante glutationa peroxidase, resultando em maior
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suscetibilidade das células e do organismo aos danos oxidativos induzidos pelos radicais livres
(Scieszka et al., 1997). Ha na literatura evidéncias de que a deficiéncia de selénio ¢ um fator
importante de predisposi¢ao no desenvolvimento de tumores.

Os estudos epidemioldgicos mostram a relagao inversa entre os niveis de selénio no
plasma e a incidéncia de cancer (Fiala et al., 1998). Dados epidemiol6gicos também mostraram
que o selénio pode interagir com as vitaminas na prevengao do desenvolvimento de tumores e
na terapia da Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) (Delmas-Beauvieux et al.,
1996). Entretanto, outros resultados mostraram que a suplementacdo com esse mineral
“antioxidante” pode aumentar os processos de carcinogénese, recomendando cautela na
administracao de selénio para os seres humanos (Birt, 1986).

A respeito do cetoprofeno sabemos que esse medicamento pertence ao grupo de anti-
inflamatorios nao-estereoidais (AINES) (Levoin et al., 2004). H4 controvérsias quanto a a¢ao
pré ou antioxidante destes farmacos. Alguns AINEs afetam uma variedade de sistemas
enzimaticos incluindo a glutationa peroxidase (GSH-Px), glutationa redutase (GR), xantina
oxidase (XO), superoxido dismutase (SOD) e a mieloperoxidase (MPO). Isto pode resultar no
aumento das concentragcdes de EROs dentro da célula assumindo um papel importante na
patogénese dos danos (Villegas et al., 2000).

Portanto a associagdo desses componentes tende a ser benéfica, porém devem-se
analisar os entroncamentos dessa associacao devido aos efeitos colaterais que podem vir a gerar

no organismo.

4.1.2 Acdo Scavenger das Amostras Sobre Radical DPPHe

A avaliacao da a¢do antioxidante também foi realizada por reducao do radical DPPHe.
As amostras foram submetidas a incubagdo por 30 minutos a 37°C e a redugdo do radical foi

avaliado espectrofotometricamente em comprimento de onda de 53 Inm.



40

Grafico 2 - Percentual de inibi¢do do radical DPPHe+ para associagdes de Sel (selénio), Ket (cetoprofeno) e A.A
(acido ascorbico) em diluigdes seriadas por 30 min de incubagdo em tampao fosfato salino (TFS) 10,0
mmol.L!, pH 7,4, a4 37°C.
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Fonte: o autor.

A partir dos resultados podemos avaliar similaridades dentre os dois métodos de
avaliacdo para potencial antioxidante, padrdes como alta taxa antioxidante do composto AA, e
abaixo do percentual de inibi¢do do radical DPPH pelos compostos K e S se repetem. Bem
como o grupo Sel.Ket.AA dando novamente uma perspectiva que quando associados os
compostos aumentam seu potencial antioxidante. Dessa forma, podemos observar a agdo
antioxidante dos compostos analisados € notavel tanto para radicais artificiais como DPPHe ¢
ABTSe+.

Quando realizado o teste Kruskal-Wallis observa-se diferencia significativa entre os
grupos, pois a menor média de absorbancia para expressdo de DPPHe foi para Acido Ascorbico
(0,04 £ 0,01); seguido pela combinagdo de Selénio + Acido Ascérbico (0,07 + 0,06) p=<0,001
(Tabela 2) denotando que a menor absorbancia maior a capacidade antioxidante dos compostos

estudados. Houve diferencga estatistica significativa entre os grupos em relacao ao grupo S.K.
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Tabela 2. Media + DP Teste de Kruskal-Wallis: Expressdo do DPPHe quando usada as combinagdes de Selénio
+ Cetoprofeno, Selénio + Acido Ascorbico, Selénio + Cetoprofeno + Acido Ascorbico, Selénio,
Cetoprofeno e Acido Ascorbico

Grupo n Media = DP Kruskal-Wallis P
SelKet 8 0,11 % 0,09 36,27 *<0,001
SelAA 8 0,07 + 0,06

SelKetAA 8 0,22 +0,11

Sel 8 0,41 +£0,05

Ket 8 0,47 £ 0,02

AA 8 0,04 +0,01

*Significancia estatistica quando p <0,05. Grupos: SelKet (Selénio + Cetoprofeno), SelAA (Selénio +
Acido Ascorbico), SelKetAA (Selénio + Cetoprofeno + Acido Ascorbico), Sel (Selénio), Ket
(Cetoprofeno) e AA (Acido Ascorbico).

Fonte: o autor.

Owuor et al. (2006) conduziram um estudo para investigar o efeito antioxidante do
selénio em células humanas e em sistemas modelo, utilizando o teste do radical DPPHe. Os
resultados mostraram que o selénio, em concentragdes adequadas, apresentou uma reducao
significativa do radical DPPHe, sugerindo uma agdo antioxidante potente. A pesquisa indicou
que o selénio pode ser utilizado como um agente antioxidante natural eficaz em doses
controladas.

Kong et al. (2005) investigaram a capacidade antioxidante de 4cido ascérbico usando
o método DPPHe. Eles observaram que o 4acido ascorbico demonstrou uma capacidade
antioxidante significativa, com valores de IC50 (concentracdo necessaria para inibir 50% da
atividade do radical DPPH*) que indicam uma alta eficiéncia na neutralizacdo dos radicais
livres, corroborando com os resultados obtidos neste estudo, os quais demonstram maior
atividade dos grupos contendo 4cido ascorbico frente aos grupos que nao continham.

Santos et al. (2015) conduziram uma investigagdo sobre a atividade antioxidante de
diversos anti-inflamatérios nao esteroides (AINEs), incluindo o cetoprofeno, utilizando o
ensaio de DPPHe. Os resultados mostraram que o cetoprofeno demonstrou atividade
antioxidante significativa, reduzindo de forma dose-dependente o radical DPPHe. Esse efeito
foi comparado com outros AINEs e com antioxidantes naturais, como a vitamina C, e o

cetoprofeno se destacou por apresentar uma redugao consideravel do DPPHe.
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4.2 EXPERIMENTACAO EX VIVO
4.2.1 Agao Sobre Eritrocitos

Esse estudo avaliou a citotoxicidade do Sel, AA, Ket, ¢ suas combinagdes SelKet,

SelAA, KetAA e SelKetAA sobre os eritrécitos e o resultado estd representado nos graficos
34,536.

Grafico 3 - Atividade hemolitica do A.A em tampao sob modelo de hemolise por 1,3 e 6 horas a 37°C.
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Fonte: o autor.

Grafico 4 - Atividade hemolitica do Sel+Ket+A.A em tampao sob modelo de hemolise por 1,3 ¢ 6 horas a 37°C.
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Grafico 5- Atividade hemolitica do Ket em tampao sob modelo de hemdlise por 1,3 e 6 horas a 37°C
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Fonte: o autor.

Grafico 6- Atividade hemolitica do Sel em tamp&o sob modelo de hemélise por 1,3 e 6 horas a 37°C
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Fonte: o autor.

Cabe ressaltar que para a confiabilidade do ensaio, foi utilizado o controle 100%
hemolise, composto por dgua destilada eritrocitos, sendo que esse exibiu em todos os tempos
maior atividade hemolitica. Além disso, tampao/hemacias foi utilizado como controle positivo
(Abs 0,07 £ 0,02), a ser comparado com as médias das Abs das demais amostras.

No tempo de 6h dentre as amostras, a associacdo de SelKetAA induziram menor

atividade hemolitica. Dessa forma, sugere-se que a associagdo dos compostos estudados
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estando em sua forma livre exibiram maior hemocompatibilidade com modelo estudado. Além
disso, comparando os resultados obtidos para AA, em 1,3 e 6 horas, o Ket isolado foram
responsaveis por maior dano aos eritrocitos em relagdo aos demais compostos (Grafico 5).

Observa-se também que o AA provocaram menor atividade hemolitica quando
comparada a S, mantendo constincia de Abs ao longo do tempo. Experimentos de Spallholz
(1993) demonstraram que o selénio possui a propriedade de causar danos em membranas
eritrocitarias in vitro. Além disso, as reacdes entre selénio e glutationa foram capazes de
produzir H20; (Yan & Spallholz, 1991).

Estudos usando hepatdcitos isolados de ratos tratados com selenito mostram o possivel
envolvimento de espécies reativas de oxigénio como causa da agao citotoxica do selénio, sendo
demonstrado que nestas células ocorreu um aumento na taxa de consumo de oxigénio (Kitahara
etal., 1993).

Quando realizado o teste de Kruskal-Wallis observa-se diferenga significativa entre os
grupos no tempo de 1h dentre as amostras, a associacao de SelKetAA induziu menor atividade
hemolitica quando comparada com SelKet e SelAA (X?=8,40; P=0,038) (tabela 3). Para os
tempos de trés horas (X’=6,23; P=0,101) e seis horas (X’=4,49; P=0,213) nio houve diferenca

significativa entre os grupos.

Tabela 3 - Media £ DP Teste de Kruskal-Wallis: Efeito citotoxico do Cetoprofeno (Ket) quando associado ao
Selénio (Sel) e Acido Ascorbico (AA) sobre os eritrdcitos tempo de reagdo de 1 Hora

Grupos comparados n Media = DP Kruskal-Wallis p
SelKet 6 0,27 £ 0,02
SelAA 6 0,29 £ 0,02
8,40 *0,038
KetAA 6 0,29 £ 0,00
SelKetAA 6 0,27+ 0,05

*Significancia estatistica quando p <0,05. Grupos: SelKet (Selénio + Cetoprofeno), SelKetAA (Selénio
+ Cetoprofeno + Acido Ascorbico), KetAA (Cetoprofeno + Acido Ascorbico), SelAA (Selénio + Acido
Ascorbico).

Fonte: o autor

Um estudo realizado por Santos et al. (2011) investigou a toxicidade do selénio em
concentragdes variadas, usando hemacias humanas em cultura. Os pesquisadores observaram

que, enquanto concentracdes baixas de selénio (na faixa de 1 a 5 uM) ndo causaram danos
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significativos as células vermelhas, doses mais altas (acima de 10 uM) levaram a uma liberagao
crescente de hemoglobina, indicando a ocorréncia de hemolise. Esse estudo destacou a
importancia de uma dose balanceada de selénio para evitar a toxicidade hemolitica, assim como
obtivemos em nossos experimentos deste trabalho.

Em outro estudo isolado realizado por Souza et al. (2010), os pesquisadores
investigaram o efeito do acido ascorbico sobre hemacias humanas em cultura. Através de um
experimento in vitro, foi observada uma reducao significativa da integridade das hemadcias
quando expostas a concentragdes muito altas de acido ascorbico, especialmente na presenga de
agentes redutores como o ferro. A hemolise foi dose-dependente, com maiores taxas de ruptura
das células em concentragdes acima de 500 uM de acido ascorbico. O estudo sugeriu que, em
doses excessivas, o acido ascorbico pode causar estresse oxidativo nas hemacias, levando a sua
destruicao.

Ainda em outro estudo realizado por Garcia et al. (2012) investigou a atividade
hemolitica de diversos AINEs, incluindo o cetoprofeno, utilizando uma cultura de hemacias
humanas. O estudo encontrou que, quando o cetoprofeno foi administrado em concentragdes
elevadas, houve uma liberagdo significativa de hemoglobina, sugerindo que o cetoprofeno tem
uma capacidade de induzir hemolise em concentragdes mais altas. Embora os efeitos tenham
sido observados principalmente em modelos in vitro, os resultados sugerem que o cetoprofeno
pode ter um potencial hemolitico, especialmente em individuos com condigdes predisponentes,

como deficiéncias enzimaticas (por exemplo, deficiéncia de G6PD).

4.2.2 Antibacteriano

O ensaio de atividade antimicrobiana foi realizado com as bactérias Staphylococcus
aureus € Escherichia coli, pelo método de micro diluicdo em placas de 96 pogos, conforme ja
descrito anteriormente (CLSI, 2018). Observou-se crescimento negativo para todas as amostras
testadas (Ket+Sel; Ket+AA; Ket+Sel+AA; Sel+AA; Ket; Sel e AA) frente a S. Aureus em todas
as diluicdes testadas (1:2; 1:4 e 1:8). Isso pode ser devido a alta concentracdo dos compostos
testados frente a sensibilidade da cepa frente aos compostos. Porém tal resultado ndo foi

observado para a espécie E. coli, cujo resultado consta no Quadro 1.
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Quadro 1 - Avaliagdo antimicrobiana frente as associacdes de Sel (selénio), Ket (cetoprofeno) e A.A (4cido
ascorbico) em diluigdes seriadas por 24 horas a 37°C.

Média (UFC) Desvio Padrao
Controle Positivo 1471,7 +21,1
Controle Negativo 0 0
Ket+Sel Puro 112,7 +7,6
1:2 3823 +6.,9
1:4 646,7 +9.8
Ket+A.A Puro 135,7 +10,9
1:2 512,7 +9.6
1:4 1012,3 +18.4
Ket+Sel+A.A Puro 416,0 +7.3
1:2 598.0 +4,0
1:4 917 +4,7
Sel+A.A Puro 421,0 +15.3
1:2 546,7 +32,9
1:4 846,0 +28.0
Ket Puro 0 0
Sel Puro 0 0
AA Puro 421,0 +15.3

Fonte: o autor

Comparando o efeito antimicrobiano entre os compostos nota-se que o Ket e o Sel em
separado apresentaram taxa de crescimento de 0 (UFC) porém quando em associacdo nas trés
diluicdes testadas apresentaram taxa de crescimento. Sendo assim a associagdo desses
compostos tende a diminuir sua eficacia. E essa discrepancia ¢ maior ainda quando ha a
associacdo junto com A.A onde Ket+Sel+A.A na maior concentragdo, apresenta taxa de
1354+10,9.

Portanto a inibi¢ao do crescimento das UFC utilizando os compostos sem associacao
foi maior que a verificada em ambas as associagdes (Ket+Sel; Ket+A.A; Sel+A.A e
Ket+Sel+A.A), possivelmente, devido ao fato de que o Sel e Ket apresentarem efeitos

antimicrobianos (Kezemi et. al., 2020; Kojouri et. al.,2020).
4.2.3 Antifungico
Foram realizados ensaios in vitro para avaliar a atividade antifiingica dos compostos

livres frente o crescimento de colonias de C. albicans 10231 VitroidsTM. Observou-se que

todos os compostos em todas as dilui¢cdes exibiram atividade antiflingica frente a espécies
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citadas. O efeito inibitorio dos compostos frente ao crescimento das cepas testadas ndo foi dose
dependente visto que até na maior dilui¢ao dos compostos (1:128) houve inibi¢do fingica.

Como esse patdogeno ¢ de grande importancia clinica, sendo agente etiologico
predominante em infecgdes fungicas invasivas, nas quais segundo estudos, o crescimento
expressivo de suas hifas pode estar relacionado a patogenicidade (Hofs; Mogavero; Hube, 2016;
Shrivash et al., 2018). Portanto esses resultados sdo promissores no que tange a eficacia desses
compostos frente ao microrganismo estudado. Sabe-se que, o fungo C. albicans ¢ um
constituinte comensal da flora humana, podendo ser encontrado em superficies mucocutaneas:
pele, cavidade oral, do trato gastrointestinal e vaginal (Chen et al., 2016).

Corroborando esses dados, Sudbery, Gow ¢ Berman (2004); Noble, Gianetti ¢ Witchley
(2016) relataram que o genoma de C. albicans tem revelado alteragdes alélicas responsaveis
por codificarem fatores proteicos ligados a viruléncia e, dessa forma, esse organismo tem
demonstrado resisténcia para a maioria das drogas usadas, por isso, novos alvos terapéuticos
antifungicos sdo de grande interesse para a comunidade cientifica.

Com relacdo ao efeito antifungico dos compostos avaliados o 4cido ascorbico, ndo
apresenta muitos dados referente a sua agdo antifungica, porém SUN e colaboradores
demonstraram que a suplementacdo de AA melhora efetivamente a eficacia de antifungicos
contra cepas de C. albicans, ¢ relatado também o A.A que ndo apenas induz alta producao de
ROS e estresse oxidativo, mas também interfere no metabolismo glicolitico ao inibir a atividade
da enzima glicolitica GAPDH (Francesco et al, 2017).

O sulfeto de selénio ¢ um ativo com agdo antifungica e bactericida. Utilizado em sua
forma de sulfeto de selénio para no tratamento das seborreias do couro cabeludo. O sulfeto de
selénio tem um efeito antimitdtico, antibacteriano e antifingica leve. Da mesma forma,
complexos organometalicos a base de selénio metalico estdo sendo aplicados como agentes
farmacoldgicos e atividades antimicrobianas (W. Ahmad, et al, 2020).

Do mesmo modo, Raza e colaboradores (2023) demonstraram a eficacia do selénio
como agente antifungico. No que diz respeito ao cetoprofeno, nao ha indicios de sua agdo
antiflingica, portanto, a inibi¢do pode se dever a alta dose aplicada nas placas contendo 4gar,

sendo o cetoprofeno puro tem caracteristica acida, interferindo no pH do meio (Kantor, 1986).
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4.3 EXPERIMENTACAO IN VIVO

4.3.1 Testes Comportamentais

4.3.1.1 Labirinto em cruz elevado

O software utilizado identificou outliers, esses foram removidos e, por esse motivo, o
grupo Cont (Controle) possui 10 animais.

Os dados do tempo no braco aberto do LCE ndo apresentaram distribui¢ao normal e
foi realizado o teste de Kruskal-Wallis. Esse mostrou haver diferenca entre os grupos (p=
0,0780). Na sequéncia, o pds-teste de Dunn apontou diferenca significativa entre os grupos Ket-

AA e AA-Sel (p=0,0364 (Grafico 7).

Grafico 7 — Tempo no brago aberto do labirinto em cruz elevado. Os valores s@o apresentados como média + EPM
em Cont (Controle) (n = 10), Sel (n = 10), Ket-AA (n = 10), Ket-Sel (n = 10), AA-Sel (n=10) e AA-
Ket-Sel (n = 10).
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Fonte: o autor.

O numero de entradas nos bragos fechados podem ser uma medida para avaliar a
atividade motora espontanea dos animais. Dessa forma, foi realizada a ANOVA de uma via
para avaliar essa diferencga. O teste estatistico ndo mostrou diferenca entre os grupos (F (3,42)

= 0,7402, p=0,5342) (Gréfico 8).
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Grafico 8§ — Numero de entradas no braco fechado. Os valores sdo apresentados como média + EPM em em Cont
(Controle) (n = 10), Sel (n = 10), Ket-AA (n = 10), Ket-Sel (n = 10), AA-Sel (n = 10) e AA-Ket-Sel (n
= 10). Os dados foram analisados pelo ANOVA de uma via.
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Fonte: o autor.

De acordo com o grafico 8, observou-se que nao houve diferenga nos tempos de
permanéncia nos bragos abertos ou fechados, nem no numero de entradas no brago fechado.

Os dados do tempo de permanéncia indicam que os tratamentos ndo tiveram efeito
ansiogénico nem ansiolitico.

O numero de entradas semelhante confirma os dados do campo aberto (ambulagdo e

rearing) que indicam que nao houve alteracdo motora.

4.3.1.2 Campo aberto

O grafico 9 mostra o nimero total de cruzamentos realizados pelos animais no teste de
campo aberto, que visa avaliar a atividade locomotora. O teste ANOVA de uma via apontou
ndo haver diferenca entre os grupos (F(5,54)= 0,34; p= 0,89), sendo esse o resultado esperado,

pois mostra que os animais nao possuem atividade motora comprometida.
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Grafico 9 — Numero total de linhas cruzadas no CA. Os valores sdo apresentados como média + EPM em Cont
(Controle) (n = 10), Sel (n = 10), Ket-AA (n = 10), Ket-Sel (n = 10), AA-Sel (n = 10) e AA-Ket-Sel (n
= 10). Os dados foram analisados pelo ANOVA de uma via.
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Fonte: o autor.

O grafico 10 mostra o nimero de vezes que os animais realizaram a exploragao vertical
(rearing), no campo aberto. O teste ANOVA de uma via ndo apresentou diferengas entre os

grupos F(5,54)=0,47; p= 0,80.

Grafico 10 — Numero de levantamentos no CA. Os valores sdo apresentados como média + EPM em Cont
(Controle) (n = 10), Sel (n = 10), Ket-AA (n = 10), Ket-Sel (n = 10), AA-Sel (n = 10) e AA-Ket-Sel
(n=10). Os dados foram analisados pelo ANOVA de uma via.
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Fonte: o autor.
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Nao houve diferenga no nimero de linhas cruzadas durante a exploracao (ambulagio),
no numero de levantamentos para exploracdo vertical (rearing), nem nos tempos de
permanéncia na area central da arena.

Os dados de ambulagdo e rearing indicam que os tratamentos ndo provocaram
alteracao motora. O tempo de permanéncia semelhante no centro indica que os tratamentos nao
foram ansiogénicos nem ansioliticos.

Com a analise dos dois primeiros testes comportamentais em conjunto, LCE e CA,
podemos concluir que a auséncia de diferenga nos parametros de ambulagdo no campo aberto
e no numero de entradas no brago fechado do labirinto em cruz elevado indicam que os
tratamentos ndo provocaram alteragdo motora.

Por outro lado, os tratamentos também ndo foram nem ansioliticos ou ansiogénicos,
uma vez que nao houve diferengas nos tempos de permanéncia nos bragos aberto e fechado do

labirinto nem no tempo de permanéncia na area central do campo aberto.

4.3.1.3 Reconhecimento de objetos

O grafico 11 mostra os resultados do indice de reconhecimento de objetos, que visa
avaliar a memoria de curto prazo dos animais, a sua tendéncia espontanea de explorar um objeto
novo em relagdo a um ja conhecido. Foi realizada a ANOVA de uma via que nao identificou

diferencas significativas entre os grupos (F(5,55)= 0,56; p=0,73).

Grafico 11 — Indice de reconhecimento de objetos. Os valores sdo apresentados como média = EPM em Cont
(Controle) (n = 10), Sel (n = 10), Ket-AA (n = 10), Ket-Sel (n = 10), AA-Sel (n = 10) e AA-Ket-Sel
(n=10). Os dados foram analisados pelo ANOVA de uma via.
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Nao houve diferenca significativa entre os indices de reconhecimento dos diferentes

grupos, isso indica que a memdria de curto prazo dos animais ndo foi alterada pelos tratamentos.

4.3.1.4 Nado for¢ado

No teste de nado forcado foram avaliados o tempo de natagdo (Grafico 12-A),
imobilidade (Grafico 12-B) e escalada (Grafico 12-C). Para os tempos de natag¢ao e imobilidade
foi realizado a ANOVA de uma via. O teste ndo apontou diferengas significativas nos tempos
de natacdo (F(5,54)= 0,65; p= 0,68) e no tempo de imobilidade (F(5,54)= 0,70; P= 0,62) entre
0S grupos.

Para o tempo de escalada foi realizado o teste de Kruskal-Wallis, que também nao
mostrou diferengas entres os grupos (p=0,0397). Tanto a suplementacdo com selénio, quanto
as combinagdes ndo foram capazes de promover comportamento tipo depressivo ou

antidepressivo nos animais.

Grafico 12 — Tempo de natagdo (A), imobilidade (B) e escalada (C). Os valores sdo apresentados como média +
EPM em Cont (Controle) (n = 10), Sel (n = 10), Ket-AA (n = 10), Ket-Sel (n = 10), AA-Sel (n = 10)
e AA-Ket-Sel (n = 10). Os dados de natagdo e imobilidade foram analisados pelo ANOVA de uma
via. Os dados de escalada foram analisados usando o teste estatistico de Kruskal-Wallis.
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Fonte: o autor.

4.3.2 Testes Bioquimicos

4.3.2.1 Agdo scavenger das amostras de tecidos sobre radical DPPHe

A avaliagdo da agdo antioxidante também foi realizada por reducdo do radical DPPHe.
As amostras foram submetidas a incubagao por 30 minutos a 37°C e a reducao do radical foi
avaliado espectrofotometricamente em comprimento de onda de 531nm.

Quando realizado o teste de Kruskal-Wallis observa-se efeito do grupo farmacolédgico
sobre a expressao do DPPH nas amostras teciduais estudadas. A menor média observada para
expressao do DPPH foi quando usado o selénio (0,08 + 0,01; p=<0,001) na sua forma pura, ou
seja, relembrando que quando menores medias de absorbancia maior foi o poder antioxidante

(Grafico 13).
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Grafico 13 — Ac@o scavenger das amostras de tecidos sobre radical DPPHe sem dilui¢do. Os valores sdo
apresentados como média £ EPM em Cont (Controle) (n = 10), Sel (n = 10), Ket-AA (n = 10), Ket-
Sel (n = 10), AA-Sel (n = 10) e AA-Ket-Sel (n = 10). Os dados foram analisados pelo ANOVA de

uma via.
ACAO SCAVENGER DAS AMOSTRAS SOBRE RADICAL DPPH - PURO
0.25
-
e
=)
=) 0.2 } [ 1
<
(s
S o015
o
o o 0.1
=
E 0.05
3 I
=
< 0

Cont Sel Ket-AA Ket-Sel AA-Sel AA-Ket-Sel

Fonte: o autor.

A partir dos resultados podemos observar um alta taxa de inibi¢cdo do radical DPPH
quando temos as combinagdes de Ket-AA, Ket-Sel, AA-Sel e AA-Ket-Sel. Sendo que as
combinagdes de AA-Sel e AA-Ket-Sel possuem quase o mesmo potencial de inibigao do radical
DPPH. Destacando que o selénio quando sozinho, apresenta um potencial antioxidante de
aproximadamente a metade das combinagdes e a combinacao com melhor poder antioxidante €

Ket-Sel para este experimento sem diluigdes.

Tabela 4 - Media = DP Teste de Kruskal-Wallis: Expressdo do DPPH nos tecidos dos ratos Wistar quando néo
houve diluig¢do das substancias farmacologicas

Grupos comparados n Media = DP Kruskal-Wallis p
Salina 10 0,01 £ 0,00 51,50 *<0,001
Sel 10 0,08 £ 0,01
Ket+ AA 10 0,15+0,03
Ket + Sel 10 0,21 +£0,01
AA + Sel 10 0,20 + 0,02
AA + Sel + Ket 10 0,19+ 0,01

*Significancia estatistica quando p <0,05. Grupos: Salina, S (Selénio), Ket + AA (Cetoprofeno
+ Acido Ascorbico), Ket + Sel (Cetoprofeno + Selénio), AA + Sel (Acido Ascérbico + Selénio),
AA + Sel + Ket (Acido Ascorbico + Selénio + Cetoprofeno).

Fonte: o autor.
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Quando analisada a expressio do DPPH nos tecidos estudados utilizando as
substancias farmacologicas a uma diluicdo de 1:4 observa-se a menor média para o selénio

(0,05 = 0,01; p=<0,001) também (Tabela 5).

Grafico 14 — Ag¢lo scavenger das amostras de tecidos sobre radical DPPHe na diluicdo 1/4. Os valores sdo
apresentados como média + EPM em Cont (Controle) (n = 10), Sel (n = 10), Ket-AA (n = 10), Ket-
Sel (n = 10), AA-Sel (n = 10) e AA-Ket-Sel (n = 10). Os dados foram analisados pelo ANOVA de
uma via.
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Fonte: o autor.

A partir dos resultados da agdo scavenger das amostras de tecidos sobre radical DPPHe
na diluicao 1/4, podemos observar um alta taxa de inibi¢do do radical DPPH quando temos as
combinacoes de Ket-AA, Ket-Sel, AA-Sel e AA-Ket-Sel. Nesta dilui¢ao as combinagdes AA-
Sel e AA-Ket-Sel demonstram uma maior diferenca entre si, quando comparado ao resultado
sem diluicao.

Também se observa um pequeno aumento no potencial de inibigdo da combinagdo
AA-Ket-Sel em relagao ao resultado sem diluigdo. Novamente destacamos que o selénio
quando sozinho, apresenta um potencial antioxidante de aproximadamente a metade das
combinagdes e a combinagdo com melhor poder antioxidante na diluicdo de 1/4 continuam ¢

Ket-Sel para este experimento.
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Tabela 5 - Media + DP Teste de Kruskal-Wallis: Expressdao do DPPH nos tecidos dos ratos Wistar, dilui¢ao 1:4

das substancias farmacologicas

Grupos comparados

Kruskal-Wallis

n Media = DP P
Salina 10 0,01 £ 0,00 51,65 *<0,001
Sel 10 0,05+ 0,01
Ket+ AA 10 0,07 £ 0,02
Ket + Sel 10 0,12 +£0,02
AA + Sel 10 0,10+ 0,02
AA + Sel + Ket 10 0,13 +£0,02

*Significancia estatistica quando p <0,05. Grupos: Salina, S (Selénio), Ket + AA (Cetoprofeno
+ Acido Ascorbico), Ket + Sel (Cetoprofeno + Selénio), AA + Sel (Acido Ascorbico + Selénio),
AA + Sel + Ket (Acido Ascoérbico + Selénio + Cetoprofeno).

Fonte: o autor.

Quando analisada a expressdo do DPPH nos tecidos estudados utilizando as substancias

farmacoldgicas a uma dilui¢ao de 1:32 observa-se a menor média para o grupo de selénio como

também para o grupo Cetoprofeno + Acido Ascorbico (0,03 + 0,01; p=<0,001) (Tabela 6).

Quando realizada a comparag@o dentre os grupos observa-se que salina ¢ diferente do grupo

Acido Ascorbico + Selénio e do grupo Acido Ascorbico + Selénio + Cetoprofeno.

Grafico 15 — Agfo scavenger das amostras de tecidos sobre radical DPPHe na diluicdo 1/32. Os valores sdo
apresentados como média + EPM em Cont (Controle) (n = 10), Sel (n = 10), Ket-AA (n = 10), Ket-
Sel (n = 10), AA-Sel (n = 10) e AA-Ket-Sel (n = 10). Os dados foram analisados pelo ANOVA de
uma via.

Fonte: o autor.
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A partir dos resultados da a¢do scavenger das amostras de tecidos sobre radical DPPHe
na diluicdo 1/32, podemos observar um alta taxa de inibi¢do do radical DPPH quando temos as
combinacoes de Ket-Sel, AA-Sel e AA-Ket-Sel. Nesta diluicdo a combinacao Ket-AA e Sel
possuem um potencial antioxidante semelhante, o que ndo ¢ observado nas outras diluigdes.
Isso pode ser explicado pelo fato da dose minima necessaria para se ter um alto grau de inibicao
do DPPH ndo ter sido atingida quando temos esta dilui¢do, porém, a atividade antioxidante
ainda existe. Novamente destacamos que o selénio quando sozinho, apresenta um potencial
antioxidante de aproximadamente a metade das combinagdes, juntamente com a combinagdo
Ket-AA e a combinagdo com melhor poder antioxidante na dilui¢do de 1/4 continuou sendo a

Ket-Sel para este experimento.

Tabela 6 - Media = DP Teste de Kruskal-Wallis: Expressdo do DPPH nos tecidos dos ratos Wistar, diluigdo 1:32
das substancias farmacologicas

Grupos comparados n Media = DP Kruskal-Wallis  p
Salina 10 0,01 0,00 50,11 *<0,001
Sel 10 0,03 £ 0,01
Ket + AA 10 0,03 £ 0,01
Ket + Sel 10 0,07 £0,02
AA + Sel 10 0,05+ 0,01
AA + Sel + Ket 10 0,06 + 0,01

*Significancia estatistica quando p <0,05. Grupos: Salina, S (Selénio), Ket + AA (Cetoprofeno
+ Acido Ascorbico), Ket + Sel (Cetoprofeno + Selénio), AA + Sel (Acido Ascorbico + Selénio),
AA + Sel + Ket (Acido Ascorbico + Selénio + Cetoprofeno).

Fonte: o autor.

4.3.2.2 Acdo scavenger das amostras de sangue sobre radical DPPHe

Quando analisada a expressado do DPPH em sangue dos Ratos Wistar quando
considerando as substancias farmacoldgicas na sua forma pura observa-se por meio do teste de
Kruskal-Wallis que a menor média foi para o grupo Selénio (0,23 + 0,03; P=<0,001) entdao o

selénio mostrou ter maior capacidade antioxidante em relagdo aos outros grupos (Tabela 7).
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Grafico 16 — Agdo scavenger das amostras de sangue sobre radical DPPHe na diluicdo sem dilui¢do. Os valores
sdo apresentados como média £+ EPM em Cont (Controle) (n = 10), Sel (n = 10), Ket-AA (n = 10),
Ket-Sel (n = 10), AA-Sel (n = 10) e AA-Ket-Sel (n = 10). Os dados foram analisados pelo ANOVA
de uma via.
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Fonte: o autor.

A partir dos resultados podemos observar um alta taxa de inibi¢do do radical DPPH
quando temos as combinacdes de Ket-AA, Ket-Sel, AA-Sel e AA-Ket-Sel. Sendo que as
combinagdes de Ket-Sel e AA-Ket-Sel possuem quase o mesmo potencial de inibigao do radical
DPPH. Destacando que o selénio quando sozinho, apresenta um potencial antioxidante de
aproximadamente a metade das combinacdes assim como as amostras de tecidos analisadas, e
a combinacao com melhor poder antioxidante ¢ AA-Sel para este experimento sem dilui¢des.

Podemos concluir que os resultados nas amostras de sangue sdao bastante parecidos
com os resultados das analises feitas em amostras de tecidos. Porém, as combinacdes que
melhor apresentou potencial antioxidante frente ao radical DDPH no sangue sem dilui¢ao foi a
AA-Sel, ja nos tecidos sem diluicao foi a Ket-Sel. Isso pode ser explicado devido ao grande
acumulo de cetoprofeno que ocorre tanto no cérebro, quanto nos rins e figado. Ao contrario da
quantidade de acido ascorbico que tende a ter um potencial absortivo e uma meia vida maior

que o cetoprofeno quando estamos tratando das amostras de sangue.
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Tabela 7 - Media = DP Teste de Kruskal-Wallis: Expressdo do DPPH em sangue dos ratos Wistar, quando ndo
houve dilui¢do das substincias farmacoldgicas

Grupos comparados n Media + DP Kruskal-Wallis  p
Salina 10 0,05 £ 0,00 51,14 *<0,001
Sel 10 0,23 £ 0,03
Ket+ AA 10 0,55+ 0,04
Ket + Sel 10 0,50+0,01
AA + Sel 10 0,56 + 0,04
AA + Sel + Ket 10 0,50 £ 0,02

*Significancia estatistica quando p <0,05. Grupos: Salina, S (Selénio), Ket + AA (Cetoprofeno
+Acido Ascorbico), Ket + Sel (Cetoprofeno + Selénio), AA + Sel (Acido Ascorbico + Selénio),
AA + Sel + Ket (Acido Ascorbico + Selénio + Cetoprofeno).

Fonte: o autor.

Quando analisada a expressio do DPPH em sangue dos Ratos Wistar diluindo as
substancias farmacologicas a uma proporc¢do de 1:4 observa-se que a menor média foi para o
grupo Selénio (0,23 = 0,04; p=<0,001), seguido pelo grupo Acido Ascérbico + Selénio +
Cetoprofeno (0,40 + 0,04; p=<0,001) (Tabela 8).

Grafico 17 — Ag¢ao scavenger das amostras de sangue sobre radical DPPHe* na diluigdo na dilui¢do 1/4. Os valores
sdo apresentados como média £ EPM em Cont (Controle) (n = 10), Sel (n = 10), Ket-AA (n = 10),
Ket-Sel (n = 10), AA-Sel (n = 10) ¢ AA-Ket-Sel (n = 10). Os dados foram analisados pelo ANOVA
de uma via.
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A partir dos resultados da acdo scavenger das amostras de sangue sobre radical DPPHe
na diluigdo 1/4, podemos observar um alta taxa de inibi¢ao do radical DPPH quando temos as
combinacoes de Ket-AA, Ket-Sel, AA-Sel e AA-Ket-Sel. Nesta dilui¢ao as combinagoes Ket-
AA e Ket-Sel demonstram um aumento no potencial antioxidante, quando comparado ao
resultado sem diluicdo. Novamente destacamos que o selénio quando sozinho, apresenta um
potencial antioxidante de aproximadamente a metade das combinacdes € a combinagdo com
melhor poder antioxidante na diluigao de 1/4 passou a ser a Ket-A A para este experimento. Isso
pode ser explicado pelo longo tempo de meia vida que o 4cido ascorbico possui em relagdo ao
cetoprofeno. Fazendo com que a combinagdo contendo acido ascorbico, apresentasse maior

potencial antioxidante.

Tabela 8 - Media + DP Teste de Kruskal-Wallis: Expressdo do DPPH em sangue dos ratos Wistar, diluigdo 1:4
das substancias farmacologicas

Grupos comparados n Media = DP Kruskal-Wallis  p
Salina 10 0,04 + 0,00 50,89 *<0,001
Sel 10 0,23 £0,04
Ket + AA 10 0,50 £ 0,05
Ket + Sel 10 0,53+ 0,06
AA + Sel 10 0,48 £ 0,05
AA + Sel + Ket 10 0,40 + 0,04

*Significancia estatistica quando p <0,05. Grupos: Salina, Sel (Selénio), Ket + AA
(Cetoprofeno + Acido Ascorbico), Ket + Sel (Cetoprofeno + Selénio), AA + Sel (Acido
Ascorbico + Selénio), AA + Sel + Ket (Acido Ascorbico + Selénio + Cetoprofeno).

Fonte: o autor.

Quando analisada a expressdo do DPPH em sangue dos Ratos Wistar diluindo as
substancias farmacoldgicas a uma proporcao de 1:32 uma vez realizado o teste de Kruskal-
Wallis observa-se que a menor média foi para o grupo Cetoprofeno + Selénio (0,08 £+ 0,02;

p=<0,001) em relacdo aos outros grupos (Tabela 9).
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Grafico 18 — Acao scavenger das amostras de sangue sobre radical DPPHe na dilui¢do na dilui¢ao 1/32. Os valores
sdo apresentados como média £+ EPM em Cont (Controle) (n = 10), Sel (n = 10), Ket-AA (n = 10),
Ket-Sel (n = 10), AA-Sel (n = 10) ¢ AA-Ket-Sel (n = 10). Os dados foram analisados pelo ANOVA
de uma via.
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Fonte: o autor.

A partir dos resultados da acao scavenger das amostras de sangue sobre radical DPPHe
na dilui¢do 1/32, podemos observar um alta taxa de inibi¢ao do radical DPPH quando temos as
combinagdes de Ket-AA e AA-Sel. Nesta diluicdo a combinag¢do Ket-AA e AA-Sel possuem
um potencial antioxidante semelhante, o que ndo ¢ observado nas outras diluigdes. Nesta
diluicdo, o selénio quando sozinho, apresenta um potencial antioxidante maior do que as
combinagdes Ket-Sel e AA-Ket-Sel. Isso pode ser explicado pelo fato de o cetoprofeno ser
absorvido pelo trato gastrointestinal, € uma quantidade ja ser depositada em alguns 6rgaos,
fazendo com que a concentrag¢do sanguinea do cetoprofeno diminua e consequentemente, o
potencial oxidativo das combinagdes que contenham cetoprofeno também diminuam. A
combinagdo com melhor poder antioxidante na dilui¢do de 1/32 é a Ket-AA para este

experimento.
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Tabela 9 - Media + DP Teste de Kruskal-Wallis: Expressdao do DPPH em sangue dos ratos Wistar, diluigdo 1:32
das substancias farmacologicas.

Grupos comparados n Media = DP Kruskal-Wallis  p
Salina 10 0,01 £ 0,00 52,82 *<0,001
Sel 10 0,16 £ 0,03
Ket + AA 10 0,20 + 0,02
Ket + Sel 10 0,08 £ 0,02
AA + Sel 10 0,19+0,03
AA + Sel + Ket 10 0,09 £ 0,01

*Significancia estatistica quando p <0,05. Grupos: Salina, Sel (Selénio), Ket + AA
(Cetoprofeno + Acido Ascorbico), Ket + Sel (Cetoprofeno + Selénio), AA + Sel (Acido
Ascoérbico + Selénio), AA + Sel + Ket (Acido Ascorbico + Selénio + Cetoprofeno).

Fonte: o autor
4.3.2.3. Agao sobre eritrocitos

Quando analisada o efeito citotoxico das substancias farmacoldgicas sobre os
eritrocitos em Ratos Wistar ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos no tempo de 1 hora (X?=8,53; P=0,129) e no tempo de trés horas (X’=6,51; P=0,260)
pelo teste de Kruskal-Wallis.

Porém para o tempo de 6 horas observa-se que a menor média de citotoxidade foi para
os grupos de Selénio e acido ascorbico + Selénio (0,01 £ 0,01; p=0,036) diferente do grupo
Cetoprofeno + Selénio que mostrou a maior média de citotoxidade (0,05 = 0,03; p=0,036)

estatisticamente significativo (Tabela 10).

Grafico 19 — Efeito citotoxico do Cetoprofeno (Ket) quando associado ao Selénio (Sel) e Acido Ascérbico (AA).
Os valores sdo apresentados como média + EPM. Os dados foram analisados pelo ANOVA de uma
via.
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Fonte: o autor.
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Cabe ressaltar que para a confiabilidade do ensaio, foi utilizado o controle 100%
hemolise, composto por agua destilada e eritrocitos, sendo que esse exibiu em todos os tempos
maior atividade hemolitica. Além disso, tampao/hemaécias foi utilizado como controle positivo
(Abs 0,08 + 0,02), a ser comparado com as médias das Abs das demais amostras.

No tempo de 6h dentre as amostras, a associacdo de SelKetAA induziram menor
atividade hemolitica em todas as diluigdes. Dessa forma, sugere-se que a associacdo dos
compostos estudados estando em sua forma livre exibiram maior hemocompatibilidade com
modelo estudado.

A concentracdo que mais nos mostrou porcentagem de hemolise foi a concentragdo
pura em 2 horas de reacdo. Em 2 horas para a diluicdo 1/2 temos a porcentagem de hemolise
caindo pela metade da concentracdo pura e na diluicdo 1/4 temos a porcentagem de hemolise
caindo um pouco mais que a metade da dilui¢do '4. Esse resultado também se repete no tempo
de 6 horas de reacdo em todas as diluic¢des.

Ja no tempo de reagdo de 1 hora, a concentragao 1/2 apresento potencial de hemolise
um pouco elevado em relagdo ao esperado e aos outros resultados de outros tempos. Isso pode
ser explicado pelo curto tempo de reacao apos a adi¢do dos compostos nas amostras e também

pela possivel dificuldade de as hemacias absorverem os compostos nessa diluicao.

Tabela 10 - Media + DP Teste de Kruskal-Wallis: Efeito citotoxico do Cetoprofeno (Ket) quando associado ao
Selénio (Sel) e Acido Ascdrbico (AA) sobre os eritrocitos em Ratos Wistar, tempo de reacdo de 1
Hora

Grupos comparados n Media = DP Kruskal-Wallis p
Salina 3 0,01 £ 0,00 11,91 *0,036
Sel 3 0,01 £0,01
Ket + AA 3 0,01 + 0,00
Ket + Sel 3 0,05+0,03
AA + Sel 3 0,01 £ 0,01
AA + Sel + Ket 3 0,01 +0,00

*Significancia estatistica quando p <0,05. Grupos: Salina, Sel (Selénio), Ket + AA
(Cetoprofeno + Acido Ascorbico), Ket + Sel (Cetoprofeno + Selénio), AA + Sel (Acido
Ascorbico + Selénio), AA + Sel + Ket (Acido Ascorbico + Selénio + Cetoprofeno).

Fonte: o autor.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Considerando os resultados obtidos nos ensaios de agdo scavenger das amostras sobre
o radical ABTSe+, tem-se que a associagdo entre os componentes tende a ser benéfica para
prevenir a oxidagdo dos sistemas. O mesmo se observou nos resultados obtidos para agdo
scavenger das amostras sobre radical DPPHe. Corroborando os resultados e provando a agao
antioxidante dos sistemas. Nos testes ex vivo, tomando como base a agdo sobre eritrocitos,
concluiu-se que a associacao dos componentes também foi benéfica para impedir a hemolise
nos 3 tempos determinados. Outro ponto importante ¢ que o 4cido ascérbico em isolado
provocou menor atividade hemolitica quando comparada ao selénio isolado. No teste
antibacteriano, utilizando os microrganismos Staphylococcus aureus, observou-se crescimento
negativo para todas as amostras testadas, tanto em isolado, quanto em associa¢des. Comparando
o efeito antimicrobiano entre os compostos nota-se que o Ket e o Sel em separado apresentaram
taxa de crescimento de 0 (UFC) porém quando em associacdo nas trés diluicdes testadas
apresentaram taxa de crescimento. Sendo assim a associa¢do desses compostos tende a diminuir
sua eficacia. E essa discrepancia ¢ maior ainda quando ha a associagdao junto com A.A onde
Ket+Sel+A.A na maior concentragdo, apresenta taxa de 1354+10,9. Portanto a inibicdo do
crescimento das UFC utilizando os compostos sem associagao foi maior que a verificada em
ambas as associagoes (Ket+Sel; Ket+A.A; Sel+A.A e Ket+Sel+A.A), possivelmente, devido ao
fato de que o Sel e Ket apresentarem efeitos antimicrobianos.

No teste antifingico, observou-se que todos os compostos em todas as diluigdes
exibiram atividade antiflingica frente a espécies testadas. Sendo assim, podemos concluir que
a associacdo entre selénio e acido ascorbico apresenta um aumento na atividade antioxidante
dos sistemas propostos.

Nos testes comportamentais, observou-se que que no teste de labirinto em cruz elevado
ndo houve diferen¢a nos tempos de permanéncia nos bragos abertos ou fechados, nem no
numero de entradas no brago fechado. O nimero de entradas semelhante confirma os dados do
campo aberto (ambulacao e rearing) que indicam que nao houve alteracdo motora. No teste de
campo aberto nao houve diferenga no numero de linhas cruzadas durante a exploracao
(ambulag¢do), no numero de levantamentos para exploracao vertical (rearing), nem nos tempos
de permanéncia na area central da arena. Os dados de ambulagdo e rearing indicam que os
tratamentos nao provocaram alteragdo motora. No teste de reconhecimento de objetos nao
houve diferenca significativa entre os indices de reconhecimento dos diferentes grupos. Isso

indica que a memoria de curto prazo dos animais nao foi alterada pelos tratamentos. E no teste
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de nado forcado, ndo houve diferenga nos tempos de imobilidade, natagdo ou escalada. Isso
indica que os tratamentos ndo tiveram efeito depressor nem antidepressivo.

Nos testes bioquimicos in vivo pudemos concluir que a combinagdes que possui maior
potencial antioxidante nos tecidos ¢ Ket-Sel, seguido de AA-Ket-Sel, AA-Sel e Ket-Sel.
Lembrando que o selénio isolado apresentou metade do potencial antioxidante para este
experimento. J& com relagdo aos experimentos antioxidante com sangue, a combina¢do com
melhor potencial antioxidante foi a de AA-Sel, seguido de Ket-AA, Ket-Sel e AA-Ket-Sel. O
selénio isolado apresentou metade do potencial antioxidante também para este experimento.

E por ultimo, a acdo da combinacdo Sel-Ket-AA sobre os eritrocitos, apresentou
melhor potencial de hemolise no tempo de 1h de reacdo com a dilui¢do de 1/4. O que explica a
capacidade antioxidante/protetiva da combinagao.

A relacdo entre cetoprofeno, selénio e acido ascoérbico (vitamina C) envolve aspectos
importantes no que diz respeito a sua interagdo no organismo, especialmente em contextos de
propriedades antioxidantes e suas funcdes bioldgicas.

Tanto o selénio quanto o acido ascorbico possuem propriedades antioxidantes que
podem proteger o organismo contra danos oxidativos. O cetoprofeno, por sua vez, ao ser
administrado em tratamentos para dor e inflamagdo, pode provocar estresse oxidativo. Nesse
contexto, o selénio e o acido ascorbico atuam como moduladores, ajudando a reduzir esse
estresse e a prevenir danos as células.

O 4cido ascorbico e o selénio podem atuar sinergicamente na protecao contra o estresse
oxidativo, complementando as agdes antioxidantes de cetoprofeno, o que poderia
potencialmente diminuir efeitos adversos dessa medicagao.

O uso de cetoprofeno pode ser acompanhado de suplementos de vitamina C e selénio
em alguns casos, visando reduzir os danos do estresse oxidativo, além de potencializar a agao
terapéutica ao diminuir inflamagdes e promover a recuperagdo celular. (Lin, G. J. et al, 2013;
Re, R. et al, 1999; Canter, P. H., 2007).

Este trabalho contribui para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais
seguras. Subsidia a pratica clinica ao considerar os beneficios da suplementagdo de Selénio e
Acido Ascorbico. Amplia o conhecimento sobre os mecanismos envolvidos no estresse
oxidativo e seus impactos. Fornece insights sobre possiveis relagdes entre o uso de anti-

inflamatoérios, estresse oxidativo e condi¢des depressivas.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIAGAO DO EFEITO DE COMPOSTOS COM POTENCIAL BIOLOGICO
(NANOSTRUTURADOS OU ISOLADOS), SOBRE CELULAS NORMAIS E
MICROORGANISMOS

Pesquisador: Najeh Maissar Khalil

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 08020818.3.0000.0106

Instituigao Proponente: Universidade Estadual do Centro Oeste - UNICENTRO
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 3.231.864

Apresentacao do Projeto:

Trata-se da apreciagdo do projeto de Inicaiagdo Cientifica intitulado AVALIACAO DO EFEITO DE
COMPOSTOS COM POTENCIAL BIOLOGICO (NANOSTRUTURADOS OU ISOLADOS), SOBRE
CELULAS NORMAIS E MICROORGANISMOS, de interesse e responsabilidade do proponente Najeh
Maissar Khalil.

A utilizagao de sistemas nanoestruturados, ou compostos isolados, no tratamento de doengas, baseia-se na
sua habilidade de liberar doses concentradas de farmacos em locais especificos, pelo efeito de
permeabilidade e retengcao aumentadas e,consequentemente, reduzindo a exposi¢ao aos tecidos saudaveis
e diminuindo a possibilidade de efeitos toxicos. Com isso, o presente projeto tem por objetivo avaliar o
potencial citotéxico de diferentes compostos, acoplados em sistemas nanoestruturados ou isolados, sobre
células normais e sobre microrganismos.

Serao coletados 5 mL de sangue total de vinte individuos voluntarios adultos sadios, em tubo de ensaio
contendo anticoagulante. Todas as praticas de coleta sanguinea serao seguidas de acordo com a RDC n°
34 de 11 de Junho de 2014. O sangue sera centrifugado por tempo e velocidade de rotagao
prédeterminado, a 4 °C, e entdo sera retirado o plasma e a camada de leucécitos por aspiragao. Em
seguida, a suspensao de hemacias sera lavada com solugao de tampao fosfato 50 mM, 0,15 mM de NaCl
pH 7,4 por trés vezes. As hemacias serao ressuspensas em solugao a ser
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imediata e gratuita.

Beneficios:

Contribuir com uma nova proposta farmacéutica, que reduza os efeitos adversos e citotoxicos induzidos
pelos farmacos utilizados no tratamento de doengas.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

A presente pesquisa apresenta relevancia cientifica com método adequado para atingir aos objetivos
Propostos.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

1) Check List inteiramente preenchido;

2) Folha de rosto com campos preenchidos e com carimbo identificador e assinada por Emerson Carraro -
chefe do departamento de farmacia da unicentro;

3) Carta de anuéncia/autorizagdo: Carimbada e assinada por Emerson Carraro - diretor da farméacia escola
da Unicentro;

4) TCLE ( termo de consentimento livre e esclarecido). Anexado, com linguagem adequada e dentro do
modelo disponibilizadoo pelo comep;

5) Projeto de pesquisa completo anexado pelo pesquisador;

6) Instrumento para coleta dos dados (questionario/roteiro/questoes norteadora): Nao se aplica.

7) Cronograma do projeto com vigéncia da pesquisa de 01/2019 a 30/11/2023. Inicio da coleta de dados:
15/05/2018.

8)- Orgamento: Apresentado na plataforma;

Recomendacgoes:

(1)- Ressalta-se que segundo a Resolugao 466/2012, item XI — DO PESQUISADOR RESPONSAVEL,
paragrafo f), é de responsabilidade do pesquisador *manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou
digital, sob sua guarda e responsabilidade, por um periodo de 5 anos apds o término da pesquisa.”

(2)- O TCLE, Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, deve ser emitido em duas vias de igual teor.
Todas as vias devem ser assinadas pelo pesquisador responsavel e pelo participante. Uma via devera ser
entregue ao participante e a outra fara parte dos documentos do projeto, a serem mantidos sob a guarda do
pesquisador.
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definida, que dependera da analise a ser executada. Diversas concentragdes de sistemas nanoestruturados
e/ou dos compostos serdao incubados com a solugdo de hemacias em tempos diferentes, a 37 °C, com
constante homogeneizagao. Apés, a solugao sera centrifugada a 1200 G, a 4 °C, por 5 minutos. O contetdo
de hemoglobina sera determinado no sobrenadante através da medida da absorbancia em 540 nm (SILVA
et al. 2001). Vale ressaltar que a abordagem aos participantes, a coleta e a analise das amostras serao
realizadas no Farmacia Escola da Universidade Estadual do Centro-Oeste (UNICENTRO).

Serao incluidos no estudo, individuos maiores de 18 anos, saudaveis e que aceitem voluntariamente
participar da coleta de sangue.

Objetivo da Pesquisa:

Primario: Desenvolver sistemas nanoestruturados como carreadores de farmacos e analisar compostos
isolados, com a finalidade de reduzir a citotoxicidade sobre hemacias e leucécitos, e avaliar capacidade
antimicrobiana sob microrganismos.Os sistemas nanoestruturados a serem testados poderao ser obtidos
utilizando diferentes polimeros e sistemas inorganicos e/ou organicos, e 0s compostos a serem
encapsulados nas nanoparticulas ou testados isoladamente poderao pertencer a diferentes tipos de
classes/grupos, por exemplo: produtos naturais, compostos organicos e/ou inorganicos, compostos obtidos
por sintese ou semi-sintese, produtos comercialmente disponiveis para uso na clinica médica, entre outros.
Secundario:

Analisar os sistemas/compostos sobre células normais (hemacias e leucdcitos);Analisar os
sistemas/compostos sobre espécies de microrganismos, fungos e/ou bactérias.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Segundo o pesquisador:

Riscos:

O procedimento utilizado sera a coleta de sangue, sendo que esta podera trazer desconforto devido a injuria
ocasionada pela agulha. Serdo preconizados as normas de biosseguranga, utilizando agulhas e seringas
descartaveis e antissepsia com alcool 70%. No caso da formagdo de hematoma ou abscesso cutaneo, o
pesquisador tomara todas as providéncias para minimizar os efeitos da picada, como compressa gelada. Se
vocé precisar de algum tratamento, por se sentir prejudicado por causa da pesquisa, ou sofrer algum dano
decorrente da pesquisa, o pesquisador se responsabiliza pela assisténcia integral,
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Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

A presente pesquisa esta em conformidade com a Resolugdo 466/2012. Este CEP considera que todos os
esclarecimentos necessarios foram devidamente prestados, estando este projeto de pesquisa apto a ser
realizado, devendo-se observar as informagdes presentes no item "Recomendagdes”.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Em atendimento a Resolugdo CNS/MS- 466/2012, devera ser encaminhado ao CEP o relatério parcial assim
que tenha transcorrido um ano da pesquisa e relatorio final em até trinta dias apés o término da pesquisa.
Qualquer alteragao no projeto devera ser encaminhada para analise deste comité.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagédo
Informagdes Basicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 19/03/2019 Aceito
do Projeto ROJETO_1263197.pdf 16:26:20
Projeto Detalhado / |Projeto_atualizado.pdf 19/03/2019 |Najeh Maissar Khalil | Aceito
Brochura 16:25:50
Investigador
Declaragao de Carta.pdf 14/02/2019 [Najeh Maissar Khalil | Aceito
Instituigao e 15:16:21
Infraestrutura
TCLE / Termos de | TCLE.docx 14/02/2019 [Najeh Maissar Khalil | Aceito
Assentimento / 15:16:00
Justificativa de
Auséncia
Outros checklist.pdf 13/02/2019 |Najeh Maissar Khalil | Aceito
15:06:52

Folha de Rosto 20181126145909846.pdf 26/11/2018 |Najeh Maissar Khalil | Aceito
17:27:22

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao
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GUARAPUAVA, 29 de Margo de 2019

Assinado por:
Maria Emilia Marcondes Barbosa
(Coordenador(a))
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31/05/2023, 16:24 SEI/UEPG - 1475041 - Carta

o

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA
Av. General Carlos Cavalcanti, 4748 - Bairro Uvaranas - CEP 84030-900 - Ponta Grossa - PR - https://uepg.br

CARTA

CARTA DE APROVACAO

Protocolo UEPG — 23.000033744-1

Titulo — Efeitos bioquimicos e comportamentais da suplementac¢fio com selenio e dcido ascérbico na
presenca de cetoprofeno.

Interessado — Prof. Dr. Marcelo Machado Ferro

e-mail: mferro@uepg.br
Data de Entrada — 24/05/2023

Vigéncia — 01/06/2023 a 31/05/2025
Resultado: Aprovado

Consideracdes

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Ponta Grossa (CEUA-UEPG) certifica
que os procedimentos utilizando animais no projeto de pesquisa acima especificado estdo de acordo com a
Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizagao de Animais para fins Cientificos e Didaticos (DBCA),
estabelecida pelo Conselho Nacional para fins de Experimentacdo Animal (CONCEA) e com as normas
internacionais para a experimentagdo animal. Dessa forma, fica autorizado o uso de 60 (sessenta) ratos wistar
(machos).

Obs. Necessidade de envio de relatorio final apos 60 dias da conclusdo do projeto.

Seil Documento assinado eletronicamente por Marcelo Ricardo Vicari, Membro da Comissio -
° @ PROPESP/CEUA, em 31/05/2023, as 16:24, conforme Resolugdo UEPG CA 114/2018 e art. 1°, I,

assinatura

eletronica "b", da Lei 11.419/2006.

23.000033744-1 1475041v2
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