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1. INTRODUGAO

Moléculas organicas ou inorganicas que apresentam um ou mais elétrons
nao pareados sao classificadas como radicais livres (HALLIWELL, 1994), e por
essa caracteristica essas moléculas tém como principal aspecto a reatividade. Os
radicais livres em sua maioria sao derivados do metabolismo, sendo produzidos
em maior quantidade em situagbes onde o organismo se encontra com alguma
disfungao ou na defesa contra infecgdes bacterianas. Segundo BARREIROS et al.
(2006), podem ser denominadas espécies reativas do metabolismo do oxigénio e
nitrogénio (ERON).

As ERON, quando em quantidades exacerbadas, causam diversos danos
como modificagbes nas membranas celulares (peroxidagao lipidica), oxidagdo em
bases nucleicas que podem culminar processos mutagénicos e tumorais,
oxidacao de proteinas e associagdo a doencgas inflamatérias (MARTELLI e
NUNES 2014). O sistema nervoso é suscetivel a lesdes devido a capacidade
reduzida de regeneragao, alto consumo de oxigénio e grande quantidade de
acidos graxos poli-insaturados (BARBOSA et al. 2006).

Os antioxidantes podem ser encontrados naturalmente no organismo, em
alimentos ou em medicamentos, tendo como fungdo o retardo ou a inibicado da
oxidagdo pelas ERON (FUGESP, 1999). As tiazolidin-4-onas sdo compostos
heterociclicos que apresentam um destaque cientifico devido a suas
caracteristicas quimicas e bioldgicas que envolvem potencial antibacteriano,
anti-inflamatério, analgésico, dentre outras propriedades (PAGLIARI et al 2015).

O objetivo do presente estudo foi investigar o potencial antioxidante in vitro
de um novo composto heterociclico funcionalizado com o intuito de, em um futuro
préximo, testa-lo em modelos experimentais de doencgas do sistema nervoso
envolvendo o estresse oxidativo e, assim, apontar uma nova molécula com
possiveis aplicacdes farmacoldgicas na saude humana.

2. METODOLOGIA

O composto (Z)-3-(piridin-2-il) -2-(piridin-2-illimino) tiazolidin-4-ona (PPIT)
(Figura 1) foi sintetizado pelo Laboratério de Quimica Aplicada a Bioativos e os
experimentos foram conduzidos no Laboratério de Bioquimica e
Neurofarmacologia Molecular (LABIONEM), localizados na UFPEL.
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Figura 1. Estrutura quimica do composto
(2)-3-(piridin-2-il)-2-(piridin-2-illimino)tiazolidin-4-ona (PPIT).

2.2 Ensaio de captura dos radicais ABTS++ e DPPH-

Os testes de captura do acido
2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTSe+) e do
2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH+) basearam-se nas metodologias de RE et al.
(1999) e SHARMA et al. (2009), respectivamente. Os dois testes avaliam a
atividade scavenger (captura de radicais livres) do composto PPIT. Em ambos
ensaios, o composto foi dissolvido em DMSO e testado nas concentragcbes de
1-50 uM. O DMSO foi utilizado como veiculo do composto e a agua foi utilizada
para o branco (tubo controle). O acido ascérbico, um antioxidante com agéo
scavenger de radicais, foi utilizado como controle positivo, e testado nas
concentragbes de 1-100 uM. Os resultados foram expressos como percentagem
(%) do branco.

2.3 Ensaio de determinagao do poder de redugao do ion férrico

O ensaio de determinagao do poder de redugao do ion férrico (FRAP), uma
técnica para analise antioxidante, baseou-se na metodologia de PULIDO et al.
(2000). Este teste analisa a capacidade dos compostos reduzirem Fe*" (forma
férrica) a Fe?* (forma ferrosa), na presenca do complexo 2,4,6-tripiridil-s-triazina
(TPTZ). O composto foi dissolvido em DMSO e testado nas concentracbes de
10-500 uM. O DMSO foi utilizado como veiculo e agua milli-Q foi utilizada para o
branco (tubo controle). O acido ascorbico foi utilizado como um controle positivo
na concentragciao de 25 uM.

2.4 Anidlise estatistica

A analise estatistica foi realizada pelo software GraphPad Prism 7.04. os
resultados foram expressos como média * erro padrao da média (EPM). As
comparagoes entre os grupos foram realizadas através da analise de variancia
ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Newman-Keuls (dados
paramétricos). O teste T n&o pareado foi usado no ensaio do FRAP para o acido
ascorbico. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos com os ensaios de captura dos radicais ABTS e
DPPH, estao demonstrados na figura 2. No ensaio de ABTS, o composto PPIT
(5-100 pM) atuou como scavenger deste radical, apresentando uma redugao
caracteristica da absorbancia em relagdo ao grupo veiculo (V) (Fg 4,=250,0;
p=0,0001) (Fig 2A). O acido ascérbico, como esperado, reduziu a concentragao
de radicais ABTS, visto que € um potente agente redutor (F 4 ., =73,62; p=0,0001)
(Fig. 2B).
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No ensaio de DPPH, o composto PPIT (25-100 uM) agiu como scavenger
deste radical, reduzindo significativamente, porém de maneira discreta, os niveis
de radicais DPPH quando comparado ao grupo veiculo (F 4 4, -46,82; p=0,0001)
(Fig.2C). O acido ascorbico reduziu a concentragdo de radicais DPPH, o que
comprova seu efeito scavenger de radicais (F ;4 =22,10; p=0,0001) (Fig. 2D).
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Figura 2. Efeitos do composto PPIT em ensaios de captura dos radicais ABTS
(2A) e DPPH (2C). Acido ascérbico (AA) foi empregado como um controle positivo
(2B e D). Os dados representam a média + EPM de 3 experimentos
independentes, *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 quando comparado ao veiculo (V);
ANOVA de uma via/Newman-Keuls.

Conforme demonstrado na Figura 3, o composto PPIT (500 uM) apresentou
acao redutora da forma Fe®*" para Fe?*, detectada pelo caracteristico aumento de
absorbancia no teste (Fg , = 37,75; p=0,0001), demonstrando a agéo
antioxidante deste composto. O &cido ascérbico também reduziu o Fe*,
comprovando, portanto, o seu conhecido efeito antioxidante.

1.0
E *kk
£ 0.8- -
(]
D
L 0.6 .
8
=
«w 0.4
=
2
2 0.2
<<
0.0 T T T T T T T T T
o N Q » O ) S O
N S S S @evij

PPIT (uM)

Figura 3. Efeitos do composto PPIT no ensaio FRAP. Acido ascérbico (AA) foi
empregado como um controle positivo. Os dados representam a média £ EPM de
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3 experimentos independentes **p<0,01 quando comparado ao veiculo (V);
ANOVA de uma via seguido de um Teste T (ndo paramétrico) para o A.A.

4. CONCLUSOES

Diversas evidéncias correlacionam o estresse oxidativo com o
desenvolvimento de injurias ao organismo. Sendo assim, os antioxidantes tém um
papel relevante na contencdo de moléculas reativas envolvidas nos processos
oxidativos.

Através dos resultados obtidos, observa-se que o composto PPIT
apresenta acao antioxidante através do mecanismo de captura de radicais,
conforme elucidado pelas técnicas de ABTS e DPPH. Além disso, o PPIT também
é efetivo na redugdo do ion férrico (Fe**), como demonstrado através do ensaio
FRAP. Portanto, sugere-se o PPIT como uma molécula antioxidante em potencial
para ser testada em modelos de doencas humanas relacionadas ao estresse
oxidativo.
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