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1. INTRODUCAO

O estresse oxidativo (EO) ocorre quando ha producdo excessiva de
espécies reativas (ER) ou falha na neutralizacdo dessas espécies pelo sistema
antioxidante, levando a um desequilibrio redox e a formacédo de mediadores pro-
inflamatoérios. Esse descompasso pode causar danos celulares e teciduais,
especialmente no cérebro (AZEVEDO et al., 2023). Assim, a busca por compostos
antioxidantes € uma estratégia promissora para prevenir e tratar distlrbios
relacionados ao EO. Os sais de isotiourénio sdo conhecidos por suas atividades
antibacterianas, antifungicas e anti-inflamatorias (SRIHARI et al., 2009), enquanto
as 2-iminotiazolidinas oferecem propriedades antioxidantes além das suas
atividades antibacterianas e anti-inflamatérias (CONGIU et al., 2008), o que as
torna candidatas promissoras no combate ao EO e no desenvolvimento de novos
agentes terapéuticos.

Visando isso, este trabalho avaliou a capacidade antioxidante in vitro dos
compostos bromidrato de  (Z)-2-[N-(fenilisotioureido)metil]-3-(2-nitrofenil)-2-
propenoato de metila (A), bromidrato de (Z)-2-[N-(fenilisotioureido)metil]-3-(3-
nitrofenil)-2-propenocato de  metila (B), bromidrato de (2)-2-{[N-(4-
metilfenil)isotioureido]metil}-3-(4-nitrofenil)-2-propenoato de metila (C) e 3-amino-
2-imino-4-(4-nitrobenzil)-1,3-tiazolidino-4-carboxilato de metila (D).

o]
No: 0 A B 0 C NH
OzN

S “0CH; 7 TocH; S ocH; s IO

N
S e S 8 QN =] o)

Nl L Wt o VT
ey ®H ey OCHa

Figura 1. Estrutura quimica dos compostos A, B, C e D, respectivamente.
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2. METODOLOGIA

2.1. Compostos e animais Os compostos A, B, C (FERREIRA et al., 2017) e D
(FERREIRA et al., 2022) foram sintetizados pelo Laboratério de Metodologia e
Sintese Organica (MESOLab) da UFSC e dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSO).
Os compostos foram testados em concentragfes que variaram entre 1 uM até 100,
200 ou 500 pM (limite de solubilidade dentro da faixa programada). O tecido
bioldgico utilizado foi o cérebro total de ratos Wistar do Biotério Central da
Universidade Federal de Pelotas. Todos os procedimentos foram realizados
conforme as diretrizes da Comissdo de FEtica no Uso de Animais (n°
23110.042314/2023-32, CEUA/UFPel), com eutanasia por overdose de isoflurano
para a remocao do cérebro.
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2.2. Ensaio de lipoperoxidacao por niveis de TBARS: Este ensaio é usado para
analisar e quantificar a lipoperoxidacao originada pelo excesso de ER nos tecidos.
O malondialdeido (MDA), um subproduto da lipoperoxidagéo, é um indicador chave
que reage com o &cido tiobarbittrico (TBA), resultando numa coloragcéo detectavel
por espectrofotometria (OHKAWA; OHISHI; YAGI, 1979).

2.3. Ensaio de captura do radical ABTS: O procedimento experimental usa uma
abordagem colorimétrica para medir a capacidade de um composto em neutralizar
o radical livre sintético ABTS, observando a mudanca na cor da solucéo de verde
escuro para verde claro e a diminuicdo da absorbancia a 734 nm (RE, R. et al.,
1999).

2.4. Ensaio de poder antioxidante redutor férrico (FRAP): E um método
colorimétrico simples e econémico que avalia o potencial redutor de antioxidantes
por transferéncia de elétron (SET). Ele quantifica a redu¢cdo do complexo férrico
(Fe3*-TPTZ) para ferroso (Fe?"), produzindo uma coloracdo azul intensa com
absorcdo maxima a 593 nm, em que o aumento da absorbancia reflete o poder
redutor do composto testado (YOSHINO; MURAKAMI,1998).

Andlise Estatistica: Os dados foram estatisticamente avaliados por meio do
programa GraphPad Prism, verséo 8.0.2, utilizando a técnica de ANOVA de uma
via em seguida foi realizado o teste post hoc de Tukey para comparacao entre os
grupos. Os resultados estdo expressos em média + erro padrédo da média (E.P.M)
e valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do teste TBARS, mostrados na Figura 2, revelaram um
impacto significativo dos compostos A, B, C e D (F (11,24) = 9,394; F (11,24) = 11,89;
F (11,24) = 9,396; F (11,24) = 18,63; p < 0,001;). O ferro causou peroxidacao lipidica,
sem influéncia significativa do veiculo DMSO. O composto A reduziu a peroxidacao
de 100 a 500 pM, o B de 50 a 500 uM, o C de 25 a 500 uM e o D de 10 a 500 uM.
O Trolox, controle positivo, mostrou atividade antioxidante em todos 0s ensaios.

Os sais de isotiourbnio, sintetizados a partir da tioureia ou seus derivados
que apresentam conhecida atividade antioxidante, foram capazes de reduzir os
niveis cerebrais de peroxidacao lipidica (YANG et al., 2022). Além disso, a 2-
imidazolidina, com estrutura similar a tiazolidina, mostrou resultados promissores
na neutralizacdo de radicais livres (MANHIANI et al., 2023), confirmando a eficacia
do composto D em nossos experimentos.
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Figura 2. Perfil de protecao contra peromdagao lipidica dos compostos A, B,CeD.
Os resultados, representados como média £+ EPM (n = 3). ANOVA de uma via
seguida de teste post hoc de Tukey. **p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 vs. Controle
(C); #p=<0,05, ##p=<0,01 e ###p<0,001 vs. Veiculo (V); &p=<0,05, &&p=<0,01 e
&&&p=<0,001 vs. Induzido (I).
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O teste de variancia ANOVA revelou que os compostos A, B, C e D tiveram
impactos significativos na captura do radical ABTS (p<0,001), conforme mostrado
na Figura 3A-D (F@, 16) = 126,4; F7, 16) = 89,91, F(7, 16) = 133,5; F18 = 776,6). O
composto A teve uma discreta atividade nas concentragcdes de 50 e 100 uM, o B
nao mostrou atividade significativa, o C foi ativo a partir da concentracdo de 25 pM,
e o D se destacou, apresentando efeitos significativos a partir da concentracao de
10 uM. O &cido ascérbico (25 uM, um controle positivo) confirmou a atividade
esperada de sequestro de radicais ABTS.

Embora os compostos testados sejam estruturalmente relacionados, cabe
mencionar que, dentre os que apresentaram uma modesta (A e C) ou nenhuma (B)
atividade antioxidante neste teste, estdo as moléculas contendo grupos nitro (NO5)
e éster (COOCHS;), com baixo potencial de doacéo de elétrons e hidrogénios, sendo
que o composto C, o melhor dentre estes trés citados, possui um grupo metila
adicional ligado a um dos anéis aromaticos. O melhor perfil antioxidante foi atribuido
ao composto D e pode estar relacionado a sua estrutura de imidazol condensado
com amina primaria, o que poderia facilitar a interacdo com alvos biol6gicos
(SHEHAB et al., 2022).
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Figura 3. Efeitos dos compostos A, B, C e D no ensaio de ABTS (Fig. 3A-D) e FRAP
(Fig. 3E-H) in vitro. Os resultados sao apresentados como meédia £+ EPM (n = 3).
ANOVA de uma via/ Teste post hoc de Tukey. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001
comparado ao veiculo (V). AA refere-se a acido ascorbico (controle positivo).

A Figura 3E-H mostra os resultados do ensaio FRAP. A ANOVA indicou
efeitos significativos no teste (F (9,20) = 229,3; F (9,20) = 46,99; F (9,20) = 39,33;
F (9,20) = 139,9; p<0,001), e o teste de Tukey revelou que, com excec¢do do
composto D, os demais compostos ndo apresentaram resultados positivos. O
composto D demonstrou atividade a partir da concentragao de 50 uM, enquanto o
acido ascoérbico, utilizado como controle positivo, reduziu os ions Fe3" a Fe?",
conforme esperado.

Portanto, nossos resultados destacam o potencial antioxidante por
transferéncia de elétrons do composto D, o que corrobora com estudos que
mostram que tanto os derivados de tiazolidina e 2-imidazolidina (PANZARIU et al.,
2016) quanto os derivados de imidazol apresentam bom desempenho antioxidante.
Apesar do grupo isotiocianato (NHCS) ser crucial para as propriedades
antioxidantes de compostos isotiourdnicos, substituir um hidrogénio por um grupo
arila pode reduzir essa eficacia (SAOUD et al., 2017), o que ocorreu com 0S
compostos isotiourdnicos A, B e C.

4. CONCLUSOES

Esse estudo demonstrou a eficicia antioxidante dos compostos testados,
com destaque para o composto D, o qual demonstrou expressivo potencial de
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reducdo, atuando na neutralizacdo de radicais livres e na protecdo contra a
peroxidagdo lipidica em cérebro de roedores. Estes achados revelam a sua
potencialidade voltada a tratamentos para condi¢cdes relacionadas ao estresse
oxidativo, tais como as doencgas psiquiatricas e neurodegenerativas.
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