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1. INTRODUCAO

Os radicais livres (RL) sdo atomos ou moléculas, que por possuirem elétrons
desemparelhados, sado altamente reativos, e necessitam estabelecer ligagbes
quimicas para adquirir estabilidade (BETTERIDGE, 2000). Dentre eles,
encontramos as espécies reativas de oxigénio (ERO) ou de nitrogénio (ERN) que
sdo capazes de ocasionar danos aos tecidos caso estejam presentes em altas
concentracdes em nosso organismo, desencadeando o estresse oxidativo, o qual
esta atrelado a inUmeras doencas, como é o caso das doencas cardiovasculares,
pulmonares e neurodegenerativas (LIGUORI et al, 2018).

Os RL sao formados a partir de processos bioquimicos que ocorrem no proprio
organismo, como, por exemplo, a respiracao celular, ou podem ser gerados em
resposta a processos externos, como a radiagdo eletromagnética e poluentes. Por
possuir um sistema antioxidante, o organismo é capaz de equilibrar essas espécies
altamente reativas. Entretanto, uma alta exposicdo aos RL acarreta uma
sobrecarga a esse sistema, o que deixa as biomoléculas (lipidios, proteinas e DNA)
suscetiveis ao estresse oxidativo (BETTERIDGE, 2000), gerando a sua oxidacao
e, eventualmente, a perda de sua funcéo.

Sais de isotiourénio tém sido estudados em relacdo as suas atividades
biolégicas, incluindo atividade antitumoral (CISILOTTO et al., 2015; FERREIRA et
al., 2017; MUNARETTO et al., 2020). Neste trabalho, o objetivo foi ampliar os
experimentos que estdo sendo realizados em nosso laboratério sobre a
antioxidante in vitro de uma série de sais de isotiourdnio, investigando se estes sais
séo capazes de proteger contra a lipoperoxidagao em tecido cerebral de ratos bem
como se possuem a habilidade de reduzir ions férricos.

2. METODOLOGIA

Os compostos de sais de isotiourdnio (16, 18-21) (Fig. 1) foram sintetizados e
disponibilizados pelo Laboratério de Metodologia e Sintese Organica (MESOLab)
da Universidade Federal de Santa Catarina, os quais foram solubilizados em
dimetilsulféxido (DMSQO). Trés experimentos independentes (n=3) foram
conduzidos em dias diferentes para cada ensaio experimental e realizados em
duplicata. Cérebro de ratos Wistar obtidos do Biotério Central da UFPel foram
utilizados para um dos experimentos (CEUA 042314/2023-32).
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Figura 1. Estruturas quimicas dos compostos de sais de isotiourénio. Bromoidrato
de (2)-2-[(N-aminoisotioureido)metil]-3-fenil-2-propenoato  de metila (16);
bromoidrato de (4E,8Z)-5-amino-3,4-diaza-9-fenil-2-metil-8-metoxicarbonil-6-tia-
2,4,8-trieno  (18); bromidrato de  (4E,8Z)-5-amino-3,4-diaza-2-metil-8-
metoxicarbonil-9-(4-metoxifenil)-6-tianona-2,4,8-trieno (19); bromidrato de (4E,82)-
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).

O ensaio para investigar a capacidade protetora dos sais contra 0s danos
oxidativos aos lipidios cerebrais foi realizado através da técnica de substancias
reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), que seguiu a metodologia descrita por
Ohkawa (OHKAWA et al, 1979). Os cérebros foram homogeneizados em Tris/HCI
50 mM (pH = 7,4) em uma proporcédo de 1:10 (p/v), e centrifugados para a obtencéo
do sobrenadante. A lipoperoxidacéo foi induzida por sulfato ferroso (FeSOa4) e &cido
etilenodiamino tetracético (EDTA), e as concentracfes testadas para 0s compostos
de sais de isotiourdnio foram de 1-200 uM, além de ser utilizado o Trolox (200 uM)
como controle positivo, para fins comparativos. Apos a incubacéo a 37 °C, foram
adicionados acido tiobarbiturico (TBA, 0,8%), dodecil sulfato de sodio (SDS, 8,1%),
e tampao de acido acético (pH = 3,4), seguido por uma incubacéo a 95 °C por uma
hora. Apés resfriamento, as amostras foram analisadas por espectrofotbmetro a
532 nm, com os resultados expressos em TBARS/g de tecido.

O poder antioxidante de reducéo do ion férrico (FRAP) consiste em verificar a
capacidade dos compostos de reduzir o ion férrico (Fe3*) em ion ferroso (Fe?*) na
presenca de 2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) (YOSHINO, et al, 1998). Para
preparar a solucdo FRAP foram utilizados 38 mM de acetato de s6dio em agua
destilada, 20 mM de cloreto de ferro (FeCls) em agua destilada e 10 mM de TPTZ
em 40 mM de &cido cloridrico (HCI). Para o FRAP, as concentracbes dos
compostos testadas foram de 1-50 uM, e como controle positivo utilizou-se o acido
ascorbico na concentracdo de 25 uM, os quais foram incubados a 37 °C, no escuro,
por 40 minutos. As leituras foram realizadas no espectrofotdmetro a 593 nm, e os
resultados expressos pela absorbancia.

As analises estatisticas dos resultados foram obtidas através do software
GraphPad Prism 8.2.0, em que foram realizadas a analise de variancia (ANOVA)
seguida pelo teste post hoc de Newman-Keuls para verificar as diferencas entre os
grupos. Os resultados foram expressos em média + erro padrdo da média (EPM),
considerando um p<0,05 estatisticamente significativo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das analises para a técnica TBARS estdo na Figura 2A-E.
Através de dados estatisticos (ANOVA), verificou-se uma variacao entre 0s grupos
experimentais 16 [F9,30=10,96; p<0,0001], 18 [F(9,30=7,891; p<0,0001), 19
[F(9.30=7,648; p<0,0001], 20 [F(9,30)=19,04; p<0,0001) e 21 [F(9,30)=19,00; p<0,0001].
O teste post hoc de Newman-Keuls revelou aumento da lipoperoxidagdo no grupo
induzido (Fe/EDTA) em relacdo ao controle, e este aumento nao foi influenciado
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pelo veiculo (DMSO). Ja com relacao aos grupos que continham os sais, € possivel
verificar que o composto 16 surtiu efeito antioxidante a partir da concentracdo de
25 UM, e os compostos 18, 19, 20 e 21 obtiveram esse efeito inibitério da
peroxidacéo lipidica a partir da concentragdo de 50 uM, todos eles comparados
com o induzido. Neste sentido, nossos achados revelam o potencial protetor destes
sais contra danos oxidativos aos lipidios cerebrais (COBLEY et al. 2018), assim
como o Trolox, um analogo solavel da vitamina, que também demonstrou atividade
antioxidante significativa (Fig. 2).
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Figura 2. Acéo protetora dos compostos 16, 18-21 contra a lipoperoxidacao lipidica
induzida por Fe/EDTA in vitro em tecidos cerebrais de ratos. Os dados séo
expressos como média £ EPM. ANOVA de uma via seguida por teste post hoc de
Newman-Keuls em que * indica o p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, em comparacao
ao grupo controle. # indica 0 p<0,05; # p<0,01; ## p<0,001, em comparacdo ao
veiculo. & indica o p<0,05; 4 p<0,01; & p<0,001, em comparagéo ao induzido.

Os resultados das analises para a técnica do FRAP estdo na Figura 3A-E.
Através da ANOVA, verificou-se uma diferenca entre 0os grupos experimentais 16
[F,15=19,33; p<0,0001]; 18 [F,15=25,70; p<0,0001]; 19 [Fs.18=44,38; p<0,0001];
20 [F,16=29,92; p<0,0001] e 21 [F,17)=58,59; p<0,0001]. Todos 0s compostos
foram capazes de reduzir o ion férrico em ion ferroso, indicando que apresentam
grande potencial para doar elétrons, se comparados com o grupo veiculo, assim
como o acido ascérbico, o qual ja apresenta efeitos comprovados. Os compostos
16 e 18 apresentaram efeito redutor a partir da concentracao de 12,5 uM, enquanto
0s compostos 20 e 21 a partir da concentragcao de 10 uM, e 0 composto 19 em uma
concentracéo inferior de 5 pM. Portanto, o potencial em doar elétrons é um dos
mecanismos que pode explicar a acao antioxidante destes compostos, e embora
esta técnica ndo empregue tecido biolégico, um valor de absorbancia positivo e alto
na técnica sugere que o composto tem uma boa capacidade de atuar como
antioxidante.
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Figura 3. Analise do potencial redutor do ion férrico dos compostos 16, 18-21 in
vitro. Os dados sao expressos como média + erro padrao da média (EPM). ANOVA
de uma via seguida por teste post hoc de Newman-Keuls em que * indica o p<0,05;
** p<0,01; *** p<0,001 em comparacao ao grupo veiculo (V).

4. CONCLUSOES

Os dados expostos no presente trabalho in vitro indicam que os compostos
16, 18, 19, 20 e 21 de sais de isotiourbnio apresentam um grande potencial para
atuarem como agentes antioxidantes, pois sdo capazes de promoveram a doacao
de elétrons e reduzirem o dano oxidativo em tecido cerebral. Portanto, sdo
moléculas promissoras para futuros estudos envolvendo o estresse oxidativo, o
qual esta atrelado ao desenvolvimento de diversas patologias.
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