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1. INTRODUCAO

O estresse oxidativo é um processo complexo que ocorre no organismo
gquando ha um desequilibrio entre a producdo de espécies reativas (ER) e as
defesas antioxidantes, levando a danos oxidativos em biomoléculas como lipideos,
proteinas e DNA. Isso pode resultar em varias doencas, incluindo doencas
neurodegenerativas, cardiovasculares e cancer (TELEANU et al.,, 2022). Uma
forma de diminuir os niveis de ER é por acdo de antioxidantes, os quais s&o
definidos como substancias presentes em baixas concentragbes, que realizam
funcdes de atrasar ou inibir as taxas de oxidacdo causadas pelos radicais livres,
podendo inibir as reac¢des de lipoperoxidacédo, por exemplo (SILVA et al., 2022).

As monoaminas oxidases (MAQ) sdo enzimas que desempenham um papel
importante na regulacdo do sistema nervoso central via degradacdo de
monoaminas. Existem sob duas isoformas, MAO-A e MAO-B, que tém diferentes
especificidades por substratos e inibidores. Elas estdo envolvidas no tratamento de
condicBes psiquiatricas como depressao e ansiedade, e neurodegenerativas como
a doenca de Alzheimer e de Parkinson. Uma consequéncia da agéo exacerbada da
MAO que pode ocorrer em tais condicbes é através da alteracdo da
biodisponibilidade da formacgéo de ER, visto que a atividade da MAO resulta na
producéo de peroxido de hidrogénio (H202) (SHETNEV et al., 2023). Nesse sentido,
h& a busca por antioxidantes e inibidores da MAO de acao central.

Os sais de isotiourbnio sdo compostos estaveis que vem sendo muito
estudados. Dentre as atividades bioldgicas descritas na literatura destaca-se a
atividade antitumoral (CISILOTTO et al., 2015; FERREIRA et al., 2017,
MUNARETTO et al.,, 2020). Neste trabalho, o objetivo foi avaliar a atividade
antioxidante de sais isotiourénio bem como sua acao inibitoria sobre a atividade
das isoformas da MAO em tecido cerebral in vitro.

2. METODOLOGIA

2.1. Sintese e diluicdo dos compostos

Os sais de isotiourbénio 16-21 (Figura 1) foram sintetizados no Laboratério de
Metodologia e Sintese Organica (MESOLab) da Universidade Federal de Santa
Catarina (CISILOTTO et al., 2015; FERREIRA et al., 2017; MUNARETTO et al.,
2020). Os compostos foram diluidos em dimetilsulfoxido (DMSO) e foram testados
na concentracdo fixa de 200 pM. Os seguintes compostos foram testados:
bromidrato de (Z)-2-[(N-aminoisotioureido)metil]-3-fenil-2-propenocato de metila
(16); bromidrato de  (Z)-2-[(N-aminoisotioureido)metil]-3-(4-metoxifenil)-2-
propenoato de metila (17); bromidrato de (4E,8Z)-5-amino-3,4-diaza-9-fenil-2-metil-
8-metoxicarbonil-6-tianona-2,4,8-trieno (18); bromidrato de (4E,8Z)-5-amino-3,4-
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diaza-2-metil-8-metoxicarbonil-9-(4-metoxifenil)-6-tianona-2,4,8-trieno (29);
bromidrato de (4E,8Z)-5-amino-3,4-diaza-2-metil-8-metoxicarbonil-9-(4-nitrofenil)-
6-tianona-2,4,8-trieno (20) e (4E,8Z)-5-amino-3,4-diaza-2-metil-8-metoxicarbonil-9-
(4-nitrofenil)-6-tianona-2,4,8-trieno (21). Trolox foi utilizado como um antioxidante
padréo e diluido em DMSO.
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Figura 1. Estruturas quimicas dos compostos estudados

2.2. Substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS)

A avaliagdo antioxidante dos sais de isotiourénio foi realizada através da
técnica do TBARS seguindo a metodologia de Ohkawa, Ohishi e Yagi (1979), que
analisa os indices de peroxidacao lipidica, induzida por nitroprussiato de sédio
(NPS) neste estudo. Como amostra biologica foi utilizado cérebro total de ratos
Wistar, que foi homogeneizado em Tris HCI 50 mM pH 7,4 em proporcéo 1:10
(peso/volume) e centrifugado; o sobrenadante (Si1) foi utilizado para a técnica.
Todos os sais foram testados em 200 pM. Para validar o experimento, como
controle positivo, utilizou-se o trolox nas concentracées de 100 e 200 uM. Os grupos
foram: controle, veiculo e drogas em diferentes concentra¢cdes (composto ou
controle positivo). Todos receberam agua, tris-HCI 50 mM, amostra bioldgica e os
respectivos compostos. Por fim, adicionou-se NPS, exceto no grupo controle. Foi
realizada a incubacéo por 1 hora a 37 °C. Ap0s, foi adicionado o acido tiobarbiturico
(TBA), tampao de acido acético e dodecil sulfato de sédio (SDS), seguido por uma
incubacédo de 1 hora a 95 °C. A absorbéancia foi medida a 532 nm através de um
espectrofotometro. Os resultados foram expressos em TBARS/ g tecido.

2.3. Ensaio de inibicdo da MAO-A e MAO-B cerebral

O tecido cerebral, rico em mitocéndrias, foi preparado seguindo um método
prévio (SOTO-OTERO et al., 2001). Foi analisada a atividade das duas isoformas
(MAO-A e MAO-B) da enzima responsavel pela degradacdo das monoaminas,
seguindo a metodologia de KRAJL (1965). Quinuramina foi utilizada como substrato
para isoformas MAO-A e MAO-B gerando 4-hidroxiquinolina, um produto
fluorescente. Para isso, iniciou-se uma pré-incubacéo a 37 °C por cinco minutos
com os inibidores pargilina (um inibidor da MAO-B, 250 nM) para a determinagao
da isoforma A e clorgilina (um inibidor da MAO-A, 250 nM) para a determinacao da
isoforma B. Em seguida, os compostos foram adicionados (200 uM) e incubados
por dez minutos a 37 °C. Depois, quinuramina foi adicionada (90 uM - MAO-A e 60
MM - MAO-B) e incubada por dez minutos a 37 °C. A reacéao foi interrompida com
acido tricloroacético a 10%. Posteriormente, foi realizada uma centrifugacéo por
cinco minutos a 4 °C e o sobrenadante foi coletado e recebeu NaOH 1 M. As leituras
foram realizadas em um fluorimetro (Excitacdo: 315 nm; Emissdo: 380 nm). Os
resultados foram expressos como nmol de 4-OH quinolina/mg de proteina/minuto.

2.4. Andlise estatistica

Os resultados experimentais foram avaliados pelo software GraphPad Prism
(versdo 8.0.2). As andlises estatisticas foram feitas por meio de variancia
unidirecional (ANOVA), seguido pelo teste post hoc de Tukey. Os valores foram
expressos com meédia + erro padrdao da média (E.P.M). Valores de p<0,05
considerados estatisticamente significativos.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados sobre a acdo antioxidante dos sais de isotiourénio 16-21 no
ensaio de lipoperoxidacao estdao demonstrados na Figura 2. A ANOVA revelou que
houve diferenca entre os grupos experimentais [F(9,24)=45,77; p<0,0001]. Analise
post hoc detectou uma inducdo de dano oxidativo aos lipidios no grupo NPS,
guando comparado ao grupo controle (p<0,0001). A analise estatistica indicou que
todos os sais estudados foram capazes de reverter o aumento de lipoperoxidacao
causada pelo NPS, apresentando p<0,0001. O trolox, controle positivo, apresentou
efeito antioxidante em ambas as concentragbes (100 e 200 uM) (p<0,0001).
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Figura 2. Efeito antioxidante dos compostos 16-21 no ensaio de peroxidacdo
lipidica induzida por NPS em tecido cerebral. Os valores estdo expressos como
média = E.P.M. One-Way ANOVA/Tukey ***p < 0,001 em relacdo ao grupo controle.
E valores com ##p < 0,001 ao grupo NPS. C-controle; NPS-nitroprussiato de sédio;
T-trolox.

O sistema nervoso central é suscetivel aos danos do estresse oxidativo
devido a ser rico em lipidios, ter uma alta demanda de energia (alto consumo de
oxigénio) e a sua baixa concentracdo de antioxidantes (SILVA et al., 2022).
Portanto, é importante explorar antioxidantes. Neste estudo, os sais de isotiourdnio
demonstraram a capacidade de diminuir a lipoperoxidagao no tecido cerebral.

Os efeitos dos sais de isotiourénio 16-21 sobre a atividade da MAO-A e
MAO-B estdo apresentados na Figura 3. Através da ANOVA de uma via, foi
demonstrado que houve diferenca entre os grupos experimentais para a MAO-A
[F7,28=51,04; p<0,0001] e MAO-B [F7,21)=11,16; p<0,0001]. A andlise estatistica de
multiplas comparacdes revelou que todos os compostos tiveram perfil inibitério
sobre a atividade da MAO-A (Fig. 3A) e MAO-B (Fig. 3B), apresentando p<0,0001
em relacdo ao veiculo.

Os inibidores da MAO-A sdo comumente utilizados no tratamento da
depresséao, pois afetam neurotransmissores envolvidos na patologia. E ainda, os
inibidores seletivos da MAO-B s&o usados no tratamento coadjuvante da doenca
de Parkinson (SHETNEV et al., 2023). Nossos resultados destacaram os sais de
isotiourénio como candidatos promissores para futuras investigacbes sobre a
inibicdo da enzima MAO em suas duas isoformas.
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Figura 3. Acéo dos sais de isotiourdnio 16-21 sobre a atividade da MAO-A e MAO-
B cerebral. Os valores estdo expressos como média + E.P.M. One-Way
ANOVA/Tukey *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,01 em relacdo ao grupo veiculo (V;
DMSO).
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4. CONCLUSOES

Com base nos resultados, nota-se que todos os sais de isotiouronio 16-21
foram capazes de reverter a peroxidacdo lipidica, indicando que possuem atividade
antioxidante em tecido cerebral. Em relacdo a atividade inibitéria da MAO, os
compostos foram efetivos em inibir as duas isoformas. Sendo assim, acredita-se
gue esses compostos sirvam para dar continuidade a estudos futuros envolvendo
doencas neurolégicas correlacionadas ao estresse oxidativo e alteracbes no
metabolismo de monoaminas.
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