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RESUMO

Compostos fendlicos sdo conhecidos por possuirem propriedades antioxidantes
que influenciam na qualidade dos alimentos. O &cido galico e seus derivados
apresentam propriedades antioxidantes, antimicrobiana e propriedades antimutagénicas.
Neste trabalho avaliamos a acdo desses compostos sobre processos oxidativos in vitro e
ex vivo sendo: i) Modelos quimicos na supressdo de formas oxidantes de ABTS®",
DPPH® HOCI, H,0,, O,*, NO® e taurina cloramina; ii) Sistemas enzimaticos como HRP
e MPQ; iii) Sistemas celulares com polimorfonucleares e eritrocitos frente a AAPH e
HOCI. Os ensaios envolvendo as espécies oxidativas na presenca de acido galico e
derivados mostraram uma boa inibi¢do, sendo que a amostras triacetato de acido galico
mostrou ser a melhor das amostras testadas. Em relacdo aos sistemas enzimaticos os
dados indicam inibicdo ndo competitiva ou mista. Nos sistemas celulares foi observado:
i) citotoxicidade frente as células eritrocitarias e aos polimorfonucleares, ii) a amostra
galato de isopropila demonstrou menor citotoxicidade frente aos eritrocitos, iii) a
amostra galato de butila foi a que apresentou relativamente menor citotoxicidade
chegando a 80% de morte celular, e iv) as outras amostras chegavam a 100% de morte
celular na mesma concentracdo. Pelos dados obtidos, concluiu-se que o &cido galico e
seus derivados sdo potentes antioxidantes e inibidores das peroxidases HRP
(Horseradish peroxidase) e MPO (mieloperoxidase), e com alta citotoxidade frente aos

sistemas celulares estudados.



ABSTRACT

Phenolic compounds are known to have antioxidant properties that influence the
quality of food. Gallic acid and its derivatives have antioxidant, antimicrobial and
antimutagenic properties. In this study the action of these compounds on oxidative
processes in vitro and ex vivo which: i) Models in the suppression of chemical forms of
oxidizing ABTS™, DPPH" HOCI, H,0,, O,", NO" and taurine chloramine ii) Enzymatic
systems HRP and MPO iii) cellular systems with polymorphonuclear cells and
erythrocytes against AAPH and HOCI. Tests involving the oxidative species in the
presence of gallic acid and its derivatives showed good inhibition, and the triacetate
samples of gallic acid were found to be the best of the tested samples. Regarding
enzyme systems data indicate non-competitive or mixed inhibition. In cellular systems
were observed: i) cytotoxicity against cells to erythrocyte and polymorphonuclear ii) the
sample with erythrocytes the isopropyl gallate showed less cytotoxicity compared to the
others samples, iii) the sample of butyl gallate showed the relatively lower cytotoxicity
reaching 80% of cell death, and iv) the other specimens came to 100% cell death at the
same concentration. From the data obtained showed that the gallic acid and its
derivatives are potent antioxidants and inhibitors of peroxidases HRP (horseradish
peroxidase) and MPO (myeloperoxidase), and high cytotoxicity against the cell systems
studied.
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1.1 Justificativa

Os compostos fenolicos caracterizam o maior grupo de metabolitos secundarios
de plantas e apresentam influencia na qualidade dos alimentos, propriedades
antioxidantes e como agentes terapéuticos em diversas areas da saude.

Ha relatos da utilizacdo do acido galico, componente do metabolismo secundario
das plantas, para o tratamento da microalbumindria e relatos de que possui funcdes
como antimelanogénico e antioxidante.

E conhecido que a sintese de analogos a partir de principios ativos isolados
naturalmente tem contribuido para a obtencdo de novos agentes terapéuticos,
procuramos entdo, isolar um composto quimico biologicamente ativo incorporando
grupamentos a estrutura do acido galico. Estudos mostraram atividades de galatos
derivados do acido galico como antimutagénico, inibi¢do das enzimas do citocromo P-
450 além de inibir a cadeira respiratéria do Trypanossoma cruzi e ter atividade
antimicrobiana contra Escherichia coli.

Alguns derivados de acido galico mostraram que podem inibir a cadeira
respiratoria do parasita Trypanossoma cruzi, possuem atividade antimicrobiana contra
Escherichia coli e também toxicidade em hepatdcitos de ratos contribuindo na
disfuncdo mitocondrial. Além disso, estudos mostram que as propriedades
antimutagénicas de alguns fenolicos como os galatos podem contribuir com a agédo
inibitéria das enzimas do citocromo P-450.

A protecdo contra doengas por compostos fenolicos é mediada por propriedades
antioxidantes tais como, acdo na captura de espécies reativas de oxigénio (ERO) e
espécies reativas do nitrogénio (ERN).

Em vista de que compostos fenolicos sdo considerados como coadjuvantes na

reducdo do risco de desenvolvimento de doencas como arteriosclerose, diabetes,
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hipertensdo, doencas coronarianas, doencas neuroldgicas degenerativas e cancer, ou na
reducdo de mutagenicidade, a proposta do trabalho foi estudar e caracterizar o perfil da
acdo do acido galico e seus derivados sob processos oxidativos in vitro e ex vivo,

buscando relacionar uma relacéo estrutura e atividade dessas moléculas.

1.2 Reviséao bibliogréfica.

1.2.1 Compostos Fendlicos — Acido Galico e Derivados

Compostos fendlicos ou polifendis constituem um dos grupos mais numerosos
de metabolitos secundarios de plantas, com mais de 8000 estruturas conhecidas. Fendis
naturais podem ser desde moléculas simples (&cido benzoéico e cinamico) até
componentes altamente polimerizados (lignina, melanina, tanino), com os flavonoides
representando o mais comum e largamente distribuido subgrupo (BRAV0,1998).

Esses compostos tém sido muito estudados, pela sua influencia na qualidade dos
alimentos e pela sua constituicdo que apresenta propriedades antioxidantes (SOARES,
2002). Caracterizam-se por terem um anel benzénico, um grupamento carboxilico e um
ou mais grupamentos hidroxila e/ou metoxila na molécula, conferindo propriedades
antioxidantes aos alimentos e consequentemente ao organismo, sendo, por isso,
indicados para o tratamento e prevencdo do cancer, doencgas cardiovasculares e outras
doencas (KERRY & ABBEY, 1997; BRAVO, 1998; CROFT, 1998; FERGUSON &
HARRIS, 1999).

Compostos fendlicos sdo derivados do metabolismo secundario de plantas,
sendo a maior parte derivada do metabolismo da glicose por diferentes reacoes
bioquimicas, que constituem a via do &cido chiquimico ou do acetato (SIMOES et al.,
2003). O metabolito &cido galico deriva da via do &cido chiquimico, um intermediario
do metabolismo secundario, e é um componente de taninos hidrolisveis em plantas
(GRUNDHOFER et al., 2001). Na literatura pode-se encontrar relatos da utilizagdo do
acido galico no tratamento da microalbumindria (SAMPSOM et al; LYELL et al.,
1849), e seletiva citotoxicidade contra uma variedade de tumores celulares (OHNO et
al, 1999; YOSHIOKA et al., 2000).
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Kim (2007) mostrou que o &cido galico (figura 1) tem duas fun¢bes como
antimelanogénico e agente antioxidante, propondo que estas duas func¢des fazem do
acido galico um composto eficiente para a saude da pele.

E bem conhecido que a sintese de analogos a partir de principios ativos isolados
naturalmente tem contribuido para a obtencdo de novos agentes terapéuticos. Apds
isolar um composto quimico biologicamente ativo, procura-se por modificacfes em sua
estrutura molecular com a finalidade de otimizar tal atividade, incorporando novos
grupamentos, ou até¢ mesmo, “simplificando” a molécula. Como conseqiiéncia, estas
acOes podem modificar suas propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas, além
de possibilitar o esclarecimento da importancia desses substituintes para a respectiva
atividade bioldgica (CECHINEL FILHO; YUNES, 2001).

HO OH

HO

Figura 1: Molécula do &cido galico

Alguns derivados de acido galico, os galatos, mostraram que podem inibir a
cadeia respiratdria do parasita Trypanossoma cruzi (LETELIER et al 1990), atividade
antimicrobiana contra Escherichia coli (BOYD et al, 1981) e toxicidade em hepatocitos
de ratos contribuindo na disfungdo mitocondrial (NAGAKAWA et al, 1995). Além
disso, estudos mostram que as propriedades antimutagénicas de alguns fendlicos como
os galatos podem contribuir com a acéo inibitéria das enzimas do citocromo P-450
(APOSTOLIDES et al, 1997). Em vista disso, é proposta desse trabalho estudar
derivados de acido galico de forma comparativa, verificando estrutura e reatividade.

Ha& um grande interesse no uso de produtos naturais como antioxidantes para a

preservacao de alimentos e principalmente na investigacdo de seus efeitos em condicoes
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fisiopatoldgicas, onde ocorre o envolvimento de espécies reativas do oxigénio (ERO) e
de nitrogénio (ERN). Esses compostos séo considerados como coadjuvantes na redugédo
do risco no desenvolvimento de doencas como arteriosclerose, diabetes, hipertensao,
doencas coronarianas, doencas neurologicas degenerativas e cancer (ARUOMA, 2002)
ou na reducdo de mutagenicidade (GUPTA et al., 2002; KURODA, HARA, 1999).

A protecdo contra doencas por compostos fenolicos é mediada por propriedades
antioxidantes (KURODA, HARA, 1999), tais como acao de captura de espécies reativas
de oxigénio (ERO) e espécies reativas de nitrogénio (ERN).

De maneira simples, o termo radical livre refere-se a 4&tomo ou molécula
altamente reativo, que contem ndmero impar de elétrons em sua Ultima camada
eletrénica, sendo este ndo emparelhamento de elétrons o responsavel pela alta
reatividade desses 4&tomos ou moléculas; na verdade, radical livre ndo é o termo ideal
para designar os agentes patogénicos reativos, pois, alguns deles ndo apresentam
elétrons desemparelhados em sua Gltima camada e, portanto, o termo a ser utilizado sera
ERO e ERN (FERNANDEZ et al., 2002; Tabela 1),

Tabela 1: Espécies reativas do oxigénio.

Radicais livres

Nao radicais

Radical hidroxil (OH®)
Radical nitrico (N*O)
Radical superoxido (0,™)
Radical peroxil (ROO®)
Radical alcoxil (RO®)

Peroxido de hidrogénio (H.0,)
Acido hipocloroso (HOCI)
Oxigénio singlete (*O,)
Ozénio (O3)

Taurina Cloramina

As ERN, biologicamente, possuem o 0xido nitrico como fonte primaria. O NOe
(6xido nitrico) é sintetizado pela enzima 6xido nitrico sintetase (NOS) através da
oxidacdo da L-arginina na presenca de oxigénio. S&o trés as principais isoformas de
NOS: neuronal (nNOS), endotelial (eNOS) e induzida (iNOS), com diferentes
expressdes e atividades (MONCADA et al., 1991; KISS, 2000; ESTEVEZ; JORDAN,
2002; LEONG et al., 2002).

O estudo sobre os mecanismos de lesdes tissulares causadas pelas ERO tem,
progressivamente, confirmado a acdo catalitica dos metais nas reagdes que levam a estas
lesbes, 0 que & observado pelas reacGes de Fenton e Haber-Weiss. Embora o cobre
possa também catalisar a Reacdo de Haber-Weiss, o ferro € o metal pesado mais

abundante no organismo e participa nas reacdes de oxidacdo de biomoléculas
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(FERRERIA, A.L.A. e MATSUBARA, L.S.; 1997). Como pode ser observado a seguir,

nas reagdes de Fenton e de Haber-Weiss sdo formadas diferentes ERO:

Fe™ + O, «— Fe™™ + O,
20,7 + 2H" » 0, + H,0, Reagao de Fenton
Fe™ + H>0, » Fe™+ OH + OH

Fe™™ + 0, —» Fe™ + 0O,

Fe'" + H,0, » FE""+ OH + OH Reagdo de Haber-Weiss

O, +HO), — 3 0O, + OH + OH

Como ja mencionado a molécula ou o sistema antioxidante pode prevenir danos
as células causados pelo excesso de ERO geradas. Em geral antioxidante pode agir de
duas maneiras; i) pela quelacdo de metais; ii) retirando o elétron livre desemparelhado
quebrando a cadeia de reacdo de formacdo de radicais, ou por reducdo ou agindo
diretamente em genes de expressédo (SURH & PACKER., 2005).

Em relacdo aos compostos fendlicos, estes podem agir de trés maneiras:

1) Quelacao de metais prevenindo a formacéo do radical livre;

2) Inducdo de enzimas de fase 2 como GSH S-transferases (Glutationa

peroxidase), Metiltransferases e outras;

3) Acdo nas moléculas alvo e com alta especificidade podendo envolver, na

ceélula, a sinalizacdo, transcrigdo e expressao génica.

1.3 Explosdo oxidativa e Espécies Reativas do Oxigénio —
ERO

A explosdo oxidativa, refere-se a uma série de eventos metabdlicos
(figura 2) que ocorrem quando os fagocitos sdo recrutados para um local onde

existe microorganismos, ou lesdo tecidual.
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Figura 2. Possibilidades de geragdo de ERO no surto oxidativo de neutréfilos, em pH<7,4 (Adaptado
de Khalil, 2002)

Durante o surto oxidativo varios sistemas enziméaticos sdo ativados com a
producdo de agentes oxidantes (figura 1). Espécies halogénicas reativas (RHS: X, e
HOX, onde X podem ser ClI, Br e I) séo alguns dos metabdlitos originados pela ativacao
neutrofilica (CHEN et al., 2002). Neste processo, a mieloperoxidase (MPO), assim
como outras peroxidases, € capaz de catalisar a oxidacdo de varios compostos organicos
usando H,O, (CAPEILLEARE-BLANDIN, 1998).

Além de participar dos processos fisiologicos na defesa do organismo as ERO
podem iniciar e/ou participar na evolugdo de muitas doencas. H& algumas evidéncias
que anormalidades nos componentes lipidicos podem causar uma superprodugdo de
ERO e, por sua vez, a peroxidacgdo lipidica. Radicais livres como anion superoxido e
radical hidroxil podem causar a peroxidacdo lipidica, podendo ser ligados a morte
celular (VELLOSA et al., 2007).

Muitos estudos demonstram que os fagocitos sdo capazes de promover a
oxidacdo da LDL (Lipoproteina de baixa densidade) (figura 2) através da producdo de
espécies oxidantes. Na aterosclerose, por exemplo, ocorre afluxo de macréfagos e leséo
celular devido a grande liberacdo de peroxido de hidrogénio; além disso, a LDL é

modificada pelas espécies oxidantes liberadas pelos neutrofilos (FERREIRA;
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MATSUBARA, 1997; JERLICH et al., 2000; MERTENS et al, 2001; WOODS;
DAVIES, 2003).

Macrdéfagos e
Células Endoteliais/ neutrofilos
4 . - ativados
Células do musculo liso

: - ﬂ Mieloperoxidase
lons metélicos
(Cu*?; Fe*?) Lipoxigenase NOe
'e
NOe hidroperdxidos
Espécies reativas:
. - HoCI
Acidos graxos :
LDL: polinsaturados Clor_am_lnas
- Radicais
1. consumo de anti- tirosil
oxidantes enddgenos _ NO,
2. lipoperoxidagao
3.formagéo de . g—- l

aldeidos reativos Oxidagao de
proteinas e lipidios

Aldeidos reagem com
residuos de lisina da
Apo B-100

LDL oxidada -—

Interacdo com receptores de células endoteliais,
macrofagos e células do masculo liso

Figura 3: Os fagocitos sdo capazes de promover a oxidacao da LDL através da producdo de
espécies oxidantes (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; JERLICH et al., 2000; MERTENS et al,
2001; WOODS; DAVIES, 2003).

Em relagdo as biomoléculas lipidicas, a enzima MPO (Mieloperoxidase) pode se
ligar a LDL, com implicacBes importantes na modificacdo oxidativa da LDL (CARR et
al., 2000). Os lipidios que sdo oxidados pelas espécies geradas na ativacdo dos
neutrofilos sdo rapidamente englobados por macrofagos que posteriormente se
transformam em células espumosas como parte do processo aterogénico (BABIOR,
2000).
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1.4 Geracdao in vivo de ERO

1.4.1 Células Polimorfonucleares — neutrofilos

Os leucocitos polimorfonucleares (LPMN), principalmente os neutrdéfilos,
fagocitam e destroem microrganismos invasores e, desta maneira, desempenham um
importante papel nos mecanismos de defesa do organismo em todos os niveis tissulares.
Ao lado dessas funcdes de importancia vital, a outra face da fisiologia do processo
fagocitario apresenta um componente variavel de auto-agressdo cuja importancia vem
sendo cada vez mais destacada na literatura (CHAPLE, 1997). Para exercer a sua
funcdo, os LPMN devem migrar para o sitio da infeccdo induzidos por sinais quimicos
especificos, reconhecer, fagocitar e finalmente destruir o patégeno invasor. Sua
atividade microbicida é um processo dindmico que requer energia. As alteragdes
metabdlicas associadas com a acdo microbicida dos LPMN sdo referidas como explosao
oxidativa ou burst oxidativo ou respiratorio (BABIOR, 1984). O pH do fagolisossoma,
durante a fagocitose, pode variar de ~ 8,0 nos primeiros minutos e chegar a ~ 6,0 em
algumas horas (HAMPTON et al, 1998).

1.4.2 Enzima MPO

A mieloperoxidase é uma proteina catidnica em pH fisioldgico, capaz de se ligar
a estruturas biologicas anionicas, tais como fosfolipidios de membranas celulares, e na
presenca de H,O, (perdxido de hidrogénio) e o ions CI (cloreto) catalisa a geracédo de
HOCI podendo levar a consequente injurias, destes constituintes celulares (WEISS,
1989). A MPO foi recentemente encontrada em lesdes de aterosclerose humana
(DAUGHERTY et al., 1994), sugerindo agdo de produtos de catalise clorinados nos
processos aterogénicos (LAPENNA e CUCCURULLO, 1996).

O mecanismo da acdo (esquema 1) envolve a sua forma férrica (MPO) com
H,0, para formar um intermediario redox (MPO 1), o qual oxida CI', Br e I" e outros
substratos através da transferéncia de 2 elétrons. A MPO também pode oxidar varios
substratos organicos através de transferéncias sucessivas de um elétron envolvendo os
intermediarios MPO | e MPO Il. O O," pode converter a MPO em MPO Il ou
oximieloperoxidase (HAMPTON, 1998).
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o
MPO-Fe(II)-NO <+——  MPO-Fe(III)-NO
—_—

lT NO* (& l T NO* Hzoz e
MPO-Fe(IV)
- MPO- Fe(III)/ (composto 5

MPO-Fe(Il) +——

———»  (nativa) HOCI
B e g
O 0 0y

MPO-Fe(11)-0O, MPO-Fc(IV)
(composto III) (composto II)

Esquema 1: Mecanismo de acdo da mieloperoxidase. A- ciclo peroxidasico classico. B- reagédo do grupamento heme
com o oxigénio. C-Ligacao do éxido nitrico/modula¢do da atividade (Abu-Soud; Hazen, 2000; Podrez, 2007).

Usando o H,O, como doador de hidrogénio, a mieloperoxidase catalisa a
oxidagdo de doadores ndo especificos de elétrons, tais como o guaiacol (MERRIL,
1980) O-dianisidina (BRADLEY et al, 1982) e a tetrametilbenzidina (SCHIERWAGEN
et al, 1990).

A MPO ¢ inibida, dentre outros, pela azida (DAVIES e EDWARDS, 1989),
diclofenaco (ZUURBIER et al, 1992), metimazol, quercetina, , rutina, sulfato de rutina,
(PINCEMAIL et al, 1988) e acido salicilidroxamico (DAVIES e EDWARDS, 1989).

1.4.3 Acido hipocloroso - HOCI

Em sistemas bioldgicos, ele pode ser considerado como o mais toxico e
abundante oxidante gerado na ativacdo dos neutrofilos do sangue. O HOCI é formado
acao catalitica da MPO de neutrofilos oxidando ions cloreto na presenca de H,0,
(LAPENNA e CUCCURULLO, 1996). Segundo Weiss (1989), 10° neutréfilos s&o
capazes de produzir cerca de 2.10"mol de HOCI apés 2 horas de incubacdo, o que é

suficiente para destruir 150 milhdes de bactérias E.coli em milissegundos. O acido

21




hipocloroso € um oxidante extremamente forte e assim também pode atacar
biomoléculas importantes como tiois, tioéteres, aminas, aminoécidos, nucleotideos,
ascorbato e &cidos poliénicos (WEISS, 1989; HALLIWELL e GUTTERIGDE,1989;
EATON,1991), podendo ainda através de sua agdo gerar outras ERO, tais como,
oxigénio singlete e radical hidroxil via sua reacdo com peroxido de hidrogénio e anion
superoxido, respectivamente (WEISS 1989; LAPENNA e CUCCURULLO, 1996).
Assim, além de participar do killing bacteriano, o0 HOCI pode provocar dano tecidual,
especialmente em areas inflamadas. Lapenna e Cuccurullo (1996) mostraram que o
HOCI pode induzir liberacdo de zinco de liga¢bes do tiolato como consequiéncia da sua
oxidagdo e, propuseram que este pode ser um mecanismo de protecdo durante a
inflamacdo; a interacdo do HOCI com defesas antioxidantes enddgenas, como a enzima
removedora de peroxidos ou sé do H,0O,, glutationa peroxidase, pode levar a sua
inativacdo (ARUOMA e HALLIWELL, 1987). A elevada reatividade do HOCI sugere
que sua acao toxica deve ocorrer em locais proximos ao seu sitio de liberacdo
(LAPENNA e CUCCURULLO, 1996).

O HOCI pode modificar lipoproteinas de baixa densidade, por oxidacdo, para
uma forma aterogénica, aparentemente como resultado da oxidacdo de residuos de lisina
da apoproteina B-100 (HAZELL e STOCKER, 1993; HAZEL et al., 1994). O HOCI
forma também grupos de oxidantes conhecidos como cloraminas, através da sua reagéo
com aminas primarias ou secundarias prontamente disponiveis em sistemas bioldgicos
(THOMAS et al.,1986; WEISS, 1989).

O HOCI apresenta assim tanto acdo protetora (killing bacteriano) como
agressora aos tecidos, pois, nem células de mamiferos, nem bactérias podem detoxicar o
HOCI por via catalitica (como podem fazer com o anion radical superdxido e o peroxido
de hidrogénio, devido a presenca das enzimas superdxido dismutase (SOD) e catalase),
pois, defesas enzimaticas diretas contra oxidantes clorinados estdo ausentes
(LAPENNA e CUCCURULLO, 1996). A falta de um sistema bioldgico capaz de
remover HOCI pode ser considerada um fendmeno negativo, alem de reagir com
constituintes somaticos durante processo inflamatério (EATON,1991). Em tais
condicdes, a presenca de substancias farmacologicamente capazes de antagonizar o
HOCI pode ajudar a combater a injdria tecidual. Varios trabalhos indicaram tais
propriedades em drogas antiinflamatorias (WASIL et al.,1987), rifampicina e
tetraciclina (WASIL et al.,1988) e captopril (ARUOMA et al.,1991). Todavia, se 0s

microorganismos apresentarem sistemas capazes de capturar ou combater o HOCI, os
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danos teciduais podem ser ampliados, na auséncia de protecdo farmacoldgica. A este
respeito, sabe-se que alguns micrébios como a Pseudomonas aeruginosa ja se
encontram protegidos contra o HOCI por uma vesicula de alginato (LEARN et al,
1987).

1.4.4 Peroxido de hidrogénio - H,O,

O radical superdxido é convertido a peroxido de hidrogénio pela acdo da
superéxido dismutase (SOD) ou por dismutacdo espontdnea do radical anion

superdxido.

. SoD
20, +2H — H,0,+ 0,

O H,0, possui atividade bactericida somente em altas concentracbes e sua
remocdo da célula ocorre por acdo de enzimas antioxidantes, como catalase e glutationa
peroxidase (dependente de selénio).

Apesar de ndo ser um radical livre, pela auséncia de elétrons desemparelhados
na Gltima camada, 0 H,0, é um metabdlito do oxigénio extremamente deletério, porque
participa da reacdo que produz o radical hidroxil (OH) (FERREIRA e MATSUBARA,
1997). Tem vida longa quando comparado com 0s outros radicais e € capaz de
atravessar camadas lipidicas, podendo reagir com a membrana eritrocitaria e com
proteinas ligadas ao ion Fe™* (FERREIRA e MATDUBARA, 1997). Assim, é altamente
toxico para as celulas; esta toxicidade pode ser aumentada em presenca de ions ferro
(EATON, 1991), como ocorre na hemocromatose transfusional (FERREIRA e
MATSUBARA, 1997).

Nos neutréfilos, a maior parte do H,O, formado é consumido pela
mieloperoxidase que o utiliza para gerar o HOCI.

I +H0, —MP9 _, OCI+OH  pH >pKa (74; HOCI / OCI)

MPO

CI'+ H,0, + H* » HOCI + H,O0  pH < pKa (7,4; HOCI / OCI)

23



1.4.5 Anion Radical superéxido

O anion radica O," é formado pela reducdo monoeletronica do oxigénio; ocorre
em quase todas as células aerdbias e € produzido durante a ativacdo maxima de
neutrofilos, monaocitos, macréfagos e eosinofilos (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
1990; 1986). Apesar de ser considerado pouco reativo em solugdes aquosas, tem sido
observada lesdo bioldgica secundaria na presenca de sistemas geradores do O,", seja
enzimatico ou quimico (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1990).

1.4.6 Oxido Nitrico - NO®

O radical NO*® é uma molécula gasosa simples, habitualmente encontrada no ar
atmosférico em pequenas quantidades, altamente toxica por ser um radical livre, 0 que a
torna um agente altamente reativo. O NO liga-se a hemoglobina e outras proteinas que
contém o grupo heme levando ao término de sua atividade biologica (SNYDER, 1992).

O mecanismo de sinaliza¢do intercelular €, em geral, realizado atraves de
receptores na membrana da célula alvo; estes receptores sdo, habitualmente,
transmembranosos tendo contato com citoplasma e desencadeando uma “cascata” de
sinais intracelulares que finalizardo em uma mudanca na célula. O NO é um importante
mensageiro intercelular nos mamiferos superiores. Pelas suas caracteristicas quimicas
de alta difusibilidade, a sinalizagdo do NO é exercida diretamente em nivel intracelular,
sem receptores transmembranosos. Devido a sua penetragdo intracelular sem
intermediérios membranosos, o organismo utiliza 0 NO em funcdes fisioldgicas em que
é necessaria uma resposta rapida (FILHO et al, 2000).

O NO também faz parte do arsenal de primeira defesa do organismo com poder
microbicida. Assim, estd demonstrada sua acdo antibactericida, antiparasitaria e
antiviral (DRAPIER 1998; LOWENSTEIN 1993). Nestes casos, o0 NO atua em
concentragfes maiores do que as de mensageiro, sendo toxico aos microorganismos
invasores. Existe um ténue limite de concentracdo tissular entre a ndo-toxicidade as
células do hospedeiro e a toxicidade necessaria para acdo antimicrobicida. No caso de
doencas autoimunes e situacdes de estresse do organismo, o NO encontra-se em
concentragOes toxicas para as células do organismo. Portanto, 0 NO atua como toxina

conforme a concentracdo e o tecido em questdo, devendo ainda ser considerada a

24



capacidade de depuracéo tecidual. A tabela 2 resume algumas ac¢des teciduais do NO

como mensageiro ou toxina (FILHO et al, 2000).

Tabela 2: Efeitos do NO como mensageiro ou como toxina no mesmo tecido, conforme a concentracéo tissular relativa

(Filho et al, 2000).

Tecido

NO como mensageiro

NO como toxina

Vasos Sanguineos

Coracéao

Pulméao

Rins

SNC

Pancreas

Intestino

Tecido Imunoldgico

Antitrombético, protecédo
conta isquemia, anti-
aterosclerotico, antiadesivo
plaquetario

Perfusdo coronariana
Manutencéo ventilagao-
perfusdo, secre¢do de muco e
defesa imune.
Feed-back-tubulo-glomerular,
perfusdo glomerular.
Memoria tardia, fluxo
sanguineo e isquemia,
secrec¢ao neuroenddcrina,

controle visual e olfativo.

Secrecdo enddcrina e exdcrina.

Fluxo sanguineo, peristaltico,
secrecao exdcrina, protecao da
mucosa, antimicrobiano e
antiparasitario.
Antimicrobiano,

antiparasitario, antitumoral.

Choque séptico, inflamacéo
extravasamento microvascular,

arteriosclerose

Choque septico.
Alveolite autoimune, asma,
SARA.

Glomerulonefrite.

Neurotoxocidade, enxaqueca,

hiperalgesia.

Destruicao das células B.
Dano de mucosa (hemorragia

digestiva), mutagénese.

Antitransplante, inflamacéo,

choque séptico, dano tissular.

1.4.7 Cloraminas

O HOCI forma grupos de oxidantes conhecidos como cloraminas, através da sua

reacdo com aminas primarias ou secundarias, prontamente disponiveis em sistemas
biolégicos (THOMAS et al.,1986; WEISS, 1989):
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ClO + R-NH; R-NHCI + HO -

(taurina) (cloramina)
HOCI + R-NH, R-NHCI + H,0
(taurina) (cloramina)

Tais cloraminas sdo oxidantes de vida longa e sua reatividade depende de sua
lipossolubilidade. A monocloramina (NH,CI), formada pela reacdo entre HOCI e
amoOnia, € muito lipossolivel e mais reativa do que o proprio HOCI (BABIOR, 2000).
O B-aminoacido taurina, de maior abundancia em neutrofilos (ZGLICZYNSKI, 1971) e
principal alvo nestas células, reage com o HOCI formando taurina cloramina (TauCl).

As cloraminas, particularmente a monocloramina, estdo relacionadas a injlria
gastrica observada na presenca de Helicobacter pilori, que produz elevadas quantidades
de amoénia e ativa os neutrofilos que produzem 4acido hipocloroso (LAPENNA;
CUCCURULLO, 1996).

1.5 Doencas associadas as ERO e as ERN

Existem evidéncias de que as ERO possam estar envolvidas em mais de 50
doencas ou eventos nosologicos. Nos Ultimos dez anos, foram realizadas inimeras
pesquisas para esclarecer o papel da ERO e ERN em processos fisiopatoldégicos como
envelhecimento, cancer, aterosclerose, inflamacéo, etc. (FERREIRA e MATSUBARA,
1997), incluindo-se ainda, enfisema, doenca respiratoria aguda, aterosclerose, injuria
por reperfusdo e artrite reumatoide (BABIOR, 2000).

Dentre os processos pulmonares associados as ERO estdo: enfisema, displasia
broncopulmonar,  pneumoconiose, toxicidade por  bleomicina, paraquat,
butilidroxitolueno e fibras minerais, tabagismo, asma e SARA (sindrome da angustia
respiratoria aguda) (BAST et al., 1991; BOVERIS et al., 1986). Nesta Gltima sindrome,
a origem das ERO parece estar associada a ativacdo neutrofilica pelo complemento
(THOMMASEN, 1985). Esta bem documentado que ap6s a chegada dos neutrofilos no
intersticio pulmonar, a ativagdo destas células gera O, que lesa diretamente a

membrana das células intersticiais e do endotélio e, como consequéncia ocorre lesao
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tissular progressiva, pois o neutréfilo ativado também libera enzimas proteoliticas que
degradam a elastina do arcabouco pulmonar (CRYSTAL, 1991). H& fortes indicios de
que a formacdo do edema pulmonar seja resultante da producdo exagerada de peroxido
de hidrogénio, radical hidroxil e superédxido pelos neutréfilos (BOVERIS et al., 1986).

O envelhecimento é um evento que pode estar relacionado com as ERO. A teoria
dos radicais do oxigénio, desenvolvida por Harman (1956), propde que o
envelhecimento poderia ser secundario ao estresse oxidativo, o que levaria a reacdes de
oxidacdo lipidica, protéica, e no DNA, que desencadeariam reacBes lentas e
progressivas dos tecidos e do cddigo genético. A pergunta chave é se este estresse
oxidativo tem um peso tdo importante, a ponto de explicar o fendbmeno de
envelhecimento. Doencas frequientes na velhice e ja consagradas como consequientes do
estresse oxidativo sdo a Doenca de Parkinson, o Acidente Vascular Cerebral, a Doenca
de Alzheimer, a esclerose multipla e catarata (FERREIRA, A.L.A. e MATSUBARA,
L.S.; 1997).

Na aterosclerose, a teoria proposta é de que haja afluxo de macrofagos, que,
quando ativados, liberam peroxido de hidrogénio e enzimas hidroliticas, que, além de
lesarem as células vizinhas, estimulam a proliferacdo de musculo liso subendotelial
(HALLIWELL, B. e GUTTERIDGE, J.M.C., 1990). A leséo pode ser exacerbada pelo
tabagismo, catalisa a oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), o que
estimula a internalizacdo de colesterol nos macrofagos, os quais, conseqlientemente, se
convertem em células espumosas, contribuindo para a formacdo da placa de ateroma
(HALLIWELL, B. e GUTTERIDGE, J.M.C., 1990).

1.6 Outros Modelos para Verificar a A¢édo de Captura de

Radicais.

1.6.1 Radicais ABTS"" e DPPH

O radical catidnico do ABTS [2,2-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
acid)] é muito utilizado para avaliar as habilidades dos agentes fendlicos como
captadores de radicais (PELLEGRINI et al., 1999). O ABTS®* é um radical que pode ser

gerado pela reacdo entre os sais ABTS e persulfato de potéssio. A adicdo de
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antioxidante para reduzir o ABTS®" depende da sua atividade, concentragio e do tempo
de reacdo. A reducdo do radical ABTS®" diminui a intensidade em 734nm, absorgéo
caracteristica do ABTS™.

O DPPH (2-2-diphenyl-1-picrulhydrazyl) € um radical estavel muito usado em
ensaios antioxidante na &rea de produtos naturais (screening em quimica organica).
Dissolvido em etanol e utilizado nos ensaios em concentragdo de 60puM observamos

uma diminuicdo da absorbancia em 531nm, na presenca de um antioxidante.
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2 Objetivo
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Considerando a relevancia da utilizacdo de compostos de origem natural, em
especial os fenolicos na terapéutica, bem como, a prospec¢do de moléculas para
modelagem de farmacos, modelos farmaco-foréticos, e a participacdo de espécies
reativas (radicalares e ndo radicalares) em processos patologicos e em especial o
envolvimento da MPO nesses processos, 0s objetivos desse trabalho foram: avaliar o
perfil de acdo do acido galico e derivados, sobre sistemas modelos de processos
oxidativos in vitro e ex-vivo, realizando analise comparativa dos dados para verificar
estrutura e reatividade nos efeitos observados.

Para isso fez-se 0s ensaios com:

DPPH,;

ABTS;

02",

NO®;

H20;;

Enzima MPO

Enzima HRP

Células sanguineas.
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3 Material e Métodos
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3.1 Preparo das amostras

As amostras foram obtidas em parceria com o0 NUBBE (Nucleo de Bioensaios,
Biossintese e Ecofisiologia de Produtos Naturais), coordenado pela Profa. Dra
Vanderlan da Silva Bolzani, do Instituto de Quimica — UNESP — Araraquara. Foram
acrescentadas cadeias carbonicas alifaticas na hidroxila do grupamento &cido de até seis
carbonos, bem como cadeiras com pequenas ramificagdes e trés grupamentos acetatos

nas hidroxilas ligadas ao anel benzeno do &cido galico.

i) Acido galico (G0) R=H
RO O
i)  Galato de metila (G1) R =CH; =
iii) Galato de etila (G2) R = CH,CH3
HO
iv) Galato de n-propila (G3) R = (CH,),CHj
HO
V) Galato de n-butila (G4) R = (CHy)3CHj3
Vi) Galato de n-pentila (G5) R = (CH,)4CHj3
vii)  Galato de n-hexila (G6) R = (CH2)sCH3

viii)  Galato de isopropila (Gi3) R= —<

ix)  Galato de isobutila (Gi4) ~ R= — T

HO, O

X) Triacetato de Acido galico. (GAT) R ||

] s
T —

¥

0F

Os compostos foram dissolvidos em etanol absoluto e foram realizadas diluicGes

com etanol absoluto conforme o necessario para cada ensaio.
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3.2 Equipamentos

Ensaios espectrofotométricos foram realizados no Espectrofémetro U-3000,
Hitachi, acoplado a uma workstation com o software Windows 3.1, com cela
termostatizada a 37°C; ou no Espectrofémetro HP 8453, Diiode Array, acoplado a um
computador tipo PC Pentium Il da HP. Para as leituras, foram utilizadas celas de
quartzo (volume de 1ml) com 1 cm de caminho 6tico (c.0.).

Ensaios cinéticos foram realizados em equipamento espectrofotémetro Ocean
Optics UV/VIS acoplado a um computador com Windows XP e a um peltier com cela

termostatizada de acordo com a temperatura de cada cinética.

3.3 Estudos com sistemas in vitro, nao enzimaticos.

3.3.1 Ensaio de Captura parao ABTS"

O radical cationico do ABTS [2,2-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
acid)] e corriqueiramente utilizado para avaliar as habilidades dos agentes fendlicos
como scavengers de radicais (PELLEGRINI et al., 1999). O ABTS®" é um radical
gerado pela reacdo entre os sais ABTS e persulfato de potassio. O ensaio foi realizado
segundo Pellegrini et al. (1999), observando-se o decréscimo da absorbancia em 734nm,

apos 30 minutos de incubacdo com a amostra.

3.3.2 Ensaio de Captura para o DPPH.

O DPPH (radical estavel) é dissolvido em etanol e utilizado nos ensaios em
concentracdo de 60uM. O ensaio foi realizado segundo Soares et al. (1997),
observando-se o decréscimo da absorbancia em 531nm, ap6s 15 minutos de incubacéo

com a amostra.
3.3.3 Ensaio de Captura para o HOCI e H,0,

A acdo dos compostos sobre o HOCI e sobre 0 H,O, foi avaliada sobre o sistema
de oxidacdo do TMB (tetrametilbenzidina) (COSTA M. et al 2004; CHAPMAN et al
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2003; XIMENES et al 2005) e no sistema de oxidacdo do TNB a DTNB segundo
Vellosa (2005), respectivamente.

O TMB foi preparado com dimetilformamida, acido acético 0,8M e iodeto de
potassio 10mM. O TNB (acido 5-tio-2nitrobenzdico) foi preparado, a partir do DTNB
(&cido  5-5’-ditio  (2-nitrobenzb6ico), com a concentracdo serd determinada
espectrofotometricamente, através do seu coeficiente de extingdo molar (13600 M™cm’
), em 412nm (CHING et al., 1994). Da mesma forma serdo determinadas as
concentraces: para 0 HOCI (350 M™cm™ em 295nm; ZGLICZYNSKI et al., 1971) e
para 0 H,0, (80 M cm™ em 230nm; BRESTEL, 1985). As reacdes foram efetuadas em
tampéo fosfato de sodio 50mM, pH 7,4 a 25°C (q.s.p. volume final da rea¢do=1mL).

3.3.4 Ensaio de Captura do O,".

O ensaio foi realizado em solucdo de pirofosfato de sodio (25mM, pH 8,3),
segundo Kakkar et al. (1984). Neste sistema o anion superoxido é gerado pela reacao
entre metassulfato de fenazina e NADH, reage com NBT formando um produto
colorido (formazana).

A intensidade de cor foi medida em 560nm.

3.3.5 Ensaio de Captura para o Oxido Nitrico.

O efeito de captura das amostras sobre o éxido nitrico foi avaliado de acordo
com Yen et al. (2001) em tampéo fosfato 50mM, pH 7,4 e nitroprussiato de sodio
(25mM). O NO foi identificado com o reagente de Griess. As leituras de absorbancia

foram feitas no comprimento de onda de 570nm.

3.3.6 Ensaio de Captura para as Cloraminas.

O HOCI reage com o aminoacido taurina formando a taurina cloramina
(ZGLICZYNSKI, 1971). O ensaio foi realizado segundo Vellosa (2005) observando o
decréscimo da absorbancia em 652nm da reacdo que permanece durante 5 minutos para
a formacdo da taurina cloramina e posteriormente mais 10 minutos de incubacdo na

presenca da amostra.

3.4 Estudos com sistemas in vitro, enzimaticos.
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3.4.1 Acéo na oxidagao do guaiacol por HRP (peroxidase modelo
classico).

A concentragdo de HRP em solucéo foi determinada através do seu coeficiente
de extincdo molar em 403nm, 102.000 cm™ M™ (OHLSON & PAUL, 1976). A cinética
de oxidacdo do guaiacol pela HRP (10°M), H,O, (0,3mM), foi realizado em tampao
fosfato de sédio 50mM, pH 7,4 a 25°C. A reacdo foi seguida a 470nm por 2 minutos
(KHALIL, 2002). Foi determinada a velocidade inicial (Vo) de reacdo através da
tangente calculada a partir do grafico de cinética no tempo de dois minutos, na auséncia

e presenca das amostras.

3.4.2 Acéo na oxidacéo do guaiacol pela MPO humana.

A MPO utilizada foi obtida pela separacdo em gelatina de células brancas
humanas e estas foram congeladas para serem lisadas e entdo liberar a peroxidase. A
oxidacdo do guaiacol pela MPO, H,0, (0,4mM), foi feita em tampéo fosfato de sodio
50mM, pH 7,4 a 37°C. A reacdo foi seguida a 470nm por 2 minutos (KHALIL, 2002).
A V, foi determinada na auséncia e na presenca das amostras. O tipo de inibigédo foi
estudado pelos graficos de duplo-reciproco (1/Vq versus 1/ [Substrato]) da oxidacdo das
concentracgdes variadas de guaiacol pela MPO na presenca de H,O, em tampdo fosfato
de sodio 50mM, pH 7,4 37°C.

3.5 Estudo com sistemas celulares “ex vivo”.

3.5.1 Toxicidade sobre Eritrécitos: Hemolise.

A capacidade hemolitica do acido galico e seus derivados foi estudada através da
liberacdo da hemoglobina presente dentro dos eritrocitos (VISSERS et al, 1998). A
hemoglobina foi medida pela leitura da absorbancia em 414nm. Essa leitura foi efetuada
no sobrenadante da suspensdo de células a 5% em tampdo fosfato de sdédio 10mM
pH7,4 ap6s a incubacdo por 4 horas a 37°C.

Os eritrocitos foram obtidos a partir do sangue total coletado de voluntarios
sadios em tubo a vacuo contendo EDTA. Essas células foram lavadas com tampéao PBS
(10mM de fosfato de sédio e 154mM de NaCl pH7,4).
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3.5.2 Toxicidade sobre os Eritrocitos com o radical HOCI.

A capacidade de protecdo do acido galico e seus derivados frente a hemdlise
provocada pelo radical HOCI foi estudada através da liberacdo da hemoglobina presente
dentro dos eritrocitos. A liberacdo da hemoglobina foi medida pela leitura de
absorbancia em 414nm apo6s 4 horas de incubacéo a 37°C.

3.5.3 Toxicidade sobre Eritrécitos com radical AAPH.

A capacidade de protecdo do acido galico e seus derivados foi estudada através
da hemolise provocada pelo radical AAPH (2'-azo-bis (2-amidinopropane)
dyhydrochloride) 25mM (YANG et al, 2006) em suspensao de eritrocitos a 5% (tampéo
fosfato de sddio 10mM/ NaCl 150mM, pH7,4, 37°C). A liberacdo da hemoglobina foi
avaliada ap0s 2 horas de incubacéo através das leituras de absorbancia em 414nm.

3.5.4 Toxicidade sobre neutrdfilos com corante supra-vital: azul

de Trypan.

As células foram obtidas a partir do exsudato peritoneal de ratos. A inflamacéo
foi induzida com glicogénio de ostra e ap6s 12 horas foram retiradas com tampéo PBS
sem célcio, lavadas e ressuspendidas no mesmo tampao. Essas células foram contadas
em camara de Neubawer para saber a quantidade total de células presentes na
suspensao.

A citotoxicidade do acido galico e seus derivados foi avaliada através do teste
com corante supra-vital Azul de Trypan (KHALIL, 2002; MIAN et al, 2008). A
citotoxicidade foi avaliada por contagem em cadmara de Neubawer da suspensao de 1x
10°células sendo contadas em um niimero total de 200 células entre vivas e mortas apds
o0 tempo de incubagdo de 2 horas. As células foram incubadas na presenga e na auséncia
de um estimulo PMA em tampédo PBS-D pH7,4 (37°C). As células consideradas vivas
ndo sdo coradas pelo corante, ao contréario das mortas que sdo coradas porque o corante

consegue penetrar nas células.

3.6 Analises Estatisticas.
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Os resultados, de triplicatas, estdo expressos em média e desvio padrédo e foram

analisados pela ANOVA onde se estabelece o nivel de significancia como p < 0,05.

3.7 Descarte de Residuos

Os residuos gerados serdo descartados de acordo com o planejamento de
gerenciamento de residuos organizado pela Coordenadoria de Analises Clinicas e
Hemoterapias (CACH) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara —
UNESP de acordo com a RDC numero 306 de 7 de dezembro de 2004 a qual se trata do
Regulamento Técnico para o Gerenciamento de Residuos de Servico de Salde.

Residuos quimicos nao tdxicos foram descartados na pia sob agua abundante. Os
residuos quimicos toxicos organicos foram tratados com hipoclorito e descartados em
recipientes apropriados. No caso de residuos perfurocortantes, foram descartados em
recipientes de papeldo ou plastico rigidos com identificacdo. Residuos quimicos toxicos
foram armazenados em recipientes de pléastico que ndo reaja com a substancia ali

contida com identificacéo.
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4 Resultados e Discussao
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4.1 InteragOes com sistemas in vitro nao enzimaticos -
Radicais e ERO.

A capacidade antioxidante de uma substancia é determinada por uma série de
propriedades. Uma dessas propriedades é a capacidade scavenger de espécies reativas
do oxigénio, o que depende da conformacdo espacial do &cido galico e dos galatos, além
da forca de interacdo e da capacidade de ionizacdo que interfere em sua capacidade de
atingir os radicais livres ou de interagir com os sitios oxidativos de outras espécies
reativas do oxigénio (ERO).

Os resultados foram analisados e comparados em relacdo ao acido galico (GO).
Escolhemos GO como padrdo por ser a molécula mais simples neste trabalho, e através
das substituicdes nessa molécula, procurou relacionar a estrutura substituinte com a
atividade de captura de radicais e ERO assim como o efeito desses compostos em
sistemas celulares.

As analises foram feitas através do valor de ICso que é a menor concentracdo do
composto capaz de capturar 50% do radical ou ERO presente no meio reacional.
Comparamos também os compostos que tiveram menor 1Csp, uma vez que mostraram
serem melhores do que o padréo escolhido, com a finalidade de saber quais deles tem

diferenca estatistica.
4.1.1 Ensaio de Captura para o ABTS""

O radical ABTS é muito usado para ensaios de potencial antioxidante e
iniciamos nossos ensaios com este radical. Nesse ensaio pode-se observar (figura 4 e
tabela 3), que todos 0s compostos estudados atingiram o 1Cso do ABTS®" de 0,311uM a
3,48uM. A amostra que teve maior inibicdo em comparacdo com todas as outras foi o
GAT mostrando ser uma amostra com maior potencial do efeito de captura do radical
ABTS™.
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IC,, das amostras

’ I IC_ do efeito de captura sobre o radical ABTS

4,0

*k%k

GO Gl G2 G3 Gi3
Amostras

GAT

Figura 4: ICs do efeito da captura sobre o radical ABTS™ em tamp#o fosfato de sodio

10 mM pH 7,4; incubacdo por 30 minutos. A = 734nm.

*** P > 0,01 Quando comparadas as amostras ao GO.
¢ P =0,002 Quando comparadas as amostras Gi4 com GAT.

Tabela 3: 1Cso das amostras sobre o radical ABTS™.

Amostras [ory 11\ Desvio Padrao
GO 1,72 0,01
Gi1 3,48 0,05508
G2 2,32 0,01155
G3 2,88 0,01
Gi3 0,41 0,01097
G4 2,64 0,01732
Gi4 0,34 0
G5 0,39 0
G6 0,33 0,00808
GAT 0,31 0

Quando comparada ao padrdo GO, as amostras que tiveram um potencial de
melhor captura sobre o radical ABTS™ foram a Gi3, Gi4, G5, G6 e GAT. Isso pode

indicar que os substituintes de maior cadeia carbdnica ou com ramificagcdes influenciam

o efeito em relagdo ao 4cido galico. Na figura 4 se observa que ha relevancia estatistica

de todas as amostras quando comparadas ao GO. As trés amostras com menor ICsq (Gi4,
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G5 e G6) foram comparadas e a amostra GAT. A amostra GAT em relacdo a amostra
G6 ndo é estatisticamente diferente porem quando comparada a amostra Gi4 e G5 sdo
estatisticamente diferentes. Assim para esse ensaio as amostras G6 e GAT sdo as
melhores para a captura do radical ABTS™. O potencial de captura parece estar
relacionado com o aumento do nimero de atomos de carbono da cadeia substituinte e
também com o nimero de duplas ligagdes presentes na molécula. Para a amostra GAT
héa trés substituintes acetatos, assim o numero de duplas ligacGes nessa molécula é maior
que nas demais amostras. A amostra pode capturar o elétron desemparelhado
neutralizando o radical. Esse elétron entra em ressonancia com as duplas ligacGes

conferindo maior estabilidade para o elétron e neutralizando o radical.

4.1.2 Ensaio de Captura para o DPPH.

O radical DPPH assim como o radical ABTS também é muito usado para analise
do potencial antioxidante. Como mostrado na figura 5 e tabela 4 o G1 teve inibicdo
semelhante ao padrdo. Compostos com substituintes com dois (G2) e trés (G3) carbonos
tiveram desempenho melhor para a capacidade de captura do radical DPPH, pois nas
concentracdes de 37,23uM e 39,04uM observa-se uma inibicdo de 50% enquanto que

essa inibi¢cdo somente foi atingida com o padrdo em concentragdes de 48,15uM.

41



I IC50 do efeito de captura do radical DPPH
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Figura 5: ICs do efeito de captura sobre o radical DPPH (60uM) pelas amostras em

etanol absoluto com incubag¢do de 15 minutos; A=531nm.

*** P < 0,001 Quando comparadas as amostras com o padrdo GO.

Tabela 4: 1Csq do efeito de captura sobre o radical DPPH.

Amostras ICsouM Desvio Padréao
GO 48,15 1,52207
G1 47,07 0,76265
G2 35,91 0,89152
G3 37,97 0,42036

As amostras G2 e G3 tiveram um ICso menor que o GO indicando, que essas
amostras possuem um potencial maior que as demais. Além disso, quando comparadas
com o GO essas amostras mostram diferenca estatistica. Quando comparadas, G2 e G3
ndo apresentam diferenca estatistica, portanto sdo iguais em relacdo ao potencial de
captura do radical DPPH. Essas amostras, por terem cadeias carbénicas menores, podem
conferir melhor captura do elétron desemparelhado do radical DPPH. Esse elétron entra
em ressonancia com as duplas ligacGes tanto do acido carboxilico presente na molécula

como também com as duplas liga¢6es do anel aromatico.

42



4.1.3 Ensaio de Captura para o HOCI.

O efeito do acido galico e seus ésteres sobre o0 HOCI, foi realizado pela reducéo
do TMB. Na figura 6 e tabela 5 viu-se que todas as amostras apresentam maior
atividade de captura para o0 HOCI, em relacdo ao GO. Entre todas as amostras, as de
maior capacidade de captura foram GAT, G3 e G5 que sdo as amostras com maiores
numeros de substituintes em cadeias alifaticas de 3 a 5 carbonos e o triacetato de acido
galico. Pela andlise estatistica as amostras G3 e G5 quando comparadas com o GAT
foram estatisticamente diferentes Portanto o composto GAT foi 0 melhor em relagdo ao

GO e em relacdo as amostras que tiveram o 1Cso menor, G3 e G5.

’ I Figura 4: 1C50 do efeito de captura sobre o HOCI.

1,4 -

IC,, das amostras em uM

GO G1 G2 G3 Gi3 G4 Gi4 G5 GAT

Amostras

Figura 6: 1Csy do efeito de captura sobre o HOCI; tampéo fosfato de sdédio 50mM

ph7.,4; TMB 2,8mM; incubagdo de 10 minutos e revelagdo com TMB A = 652nm.

*** P < (0,001 Quando comparadas as amostras com o padrdo GO.
¢ P <0,001 Quando comparada a amostra G3 com a amostra GAT.

# P < 0,001 Quando comparada a amostra G5 com a amostra GAT.
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Tabela 5: 1Csy do efeito de captura sobre o HOCI.

Amostras IC5ouM Desvio Padréao
GO 1,19 0,03512
Gl 0,94 0,00971
G2 0,53 0,00346
G3 0,27 0,006
Gi3 0,33 0,01039
G4 0,51 0,0085
Gi4 0,35 0,02411
G5 0,25 0,01102
GAT 0,19 0,00404

Pelos resultados observados nesse teste quanto maior a cadeia substituinte, maior
a capacidade antioxidante pela amostra a partir do substituinte com dois carbonos. O
aumento da capacidade antioxidante das amostras com maiores substituintes pode estar
atribuida a maior facilidade de reacdes de halogenacdo com o ion cloreto inativando
assim o fon OCI". Essa facilidade esta ligada a cadeias maiores porque os carbonos ndo
estdo sob eletronegatividade causada pelo atomo de oxigénio. Além dessas reacOes, a
amostra GAT, que tem melhor atividade frente a essa espécie, pode agir inativando o
elétron desemparelhado através de ressonancia nas duplas ligacGes presentes nos
substituintes acetatos da molécula. Além disso, esse elétron tambeém pode entrar em
ressonancia com as duplas presente no anel aromatico, conferindo assim maior
capacidade antioxidante dessa amostra frente ao ion OCI . Todas as amostras quando

comparadas com o padrdo GO tiveram uma diferenca estatistica relevante.

4.1.4 Ensaio de Captura para o H,0..

Para o ensaio de captura para H,O, as amostras ndo apresentaram inibicao
eficiente, ou seja nenhuma amostra atingiu o 1Csp nas concentragdes testadas. Algumas
amostras mostraram baixa capacidade antioxidante o que é importante, pois, € dificil
substancias capazes de capturar essa ERO. Geralmente uma substancia que captura

outras espécies reativas nao consegue capturar H,O.
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Concentragédo pg/mL

Figura 7: Inibicdo da captura do H,O, das amostras GO, Gi3, G4 G5 e GAT em

meio reacional com tampéo fosfato de sédio 50mM pH7,4 e TNB (80uM).
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As amostras apresentadas na figura 7 mostraram pequena capacidade
antioxidante frente ao H,O,. Observa-se que a as amostras com cadeias carbonicas com
substituintes de 3 a 5 carbonos foram as que tiveram melhor atividade dentre as
amostras testadas. Pode ser devido a menor eletronegatividade do 4&tomo de oxigénio
frente aos ultimos atomos de carbono, o que confere maior possibilidade de reacdo com

o0s atomos de hidrogénio ocorrendo a formacédo de H,O e, portanto inativacdo do H,O,.
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Figura 8: Inibicdo da captura do H,O, das amostras G1 e G6 em meio reacional
com tampéo fosfato de sdédio 50mM pH7,4 e TNB (80uM).

As amostras G1 e G6 apresentaram pequena atividade antioxidante frente ao
H,O, mas com menor capacidade que as amostras citadas anteriormente. Essas

amostras (figura 8), mesmo com o aumento da concentracdo ndo conseguem atingir
30% de inibicdo do H,O..
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Figura 9: Inibicdo da captura do H,O, das amostras G2 e G3 em meio reacional
com tampao fosfato de sédio 50mM pH7,4 e TNB (80uM).

As amostras G2 e G3 (figura 9) apresentaram apenas 10 % de inibicdo como
mostrada nas figuras. Como sédo amostras com substituintes menores, a baixa atividade
de captura do H,O, pode estar relacionada com a menor quantidade de &tomos de
hidrogénio nas cadeias substituinte conferindo entdo, menor capacidade de reagir com
essa ERO.
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Figura 10: Inibicdo da captura do H,O, da amostra Gi4 em meio reacional com
tampdo fosfato de s6dio 50mM pH7,4 e TNB (80uM).

Na figura 10, a amostra Gi4 ndo apresentou capacidade de sequestro do H202.
A amostra GO demonstrou atividade frente ao H202, porém quando adicionado o
substituinte com quatro carbonos de cadeira ramificada ndo ha atividade. Isso demonstra

que para esse ensaio essa substituicdo inativa a atividade do acido gélico.
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Estudos com alguns antioxidantes, por exemplo, B- caroteno, a-tocoferol,
quercetina e acido ascorbico, mostraram que a capacidade de captura do peroxido de
hidrogénio ndo esta relacionada a lipofilicidade das moléculas e sim a outros requisitos
estruturais (ARNOUS et al, 2002)

4.1.5 Ensaio de Captura parao O,

Neste ensaio, podemos observar que a amostra GAT foi a mais eficiente quando
comparada ao GO (tabela 6 e figura 11). Amostras como Gi3, G4 e G5 mostraram
inibicdo sobre o radical superdxido, mas ndo com tanta eficiéncia como a amostra GAT.
As amostras Gi3 e G4, ndo tém diferenca estatistica entre si, mas quando comparadas
com a amostra G5 tiveram diferenca estatistica. J& a amostra G5 mostrou melhor
inibicdo do que as amostras Gi3 e G4 e quando comparada com a amostra GAT foram
estatisticamente diferentes. Neste ensaio pode ocorrer a ressonancia do elétron livre do
radical, pois a amostra GAT possui mais duplas ligagdes como descrito para o radical
ABTS. Substancias derivadas de flavondides podem ser bons antioxidantes, pois 0s
flavonoides tém efetiva acdo antioxidante para a captura de anion superdxido
(ROBACK e GLYGLEWSKI, 1988).

) ’ I IC50 do efeito de captura sobre o radical superéxido ‘

200 *k%k

150

100

IC_, das amostras em uM
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GO G1 G2 G3 Gi3 G4 Gi4 G5 G6 GAT

Amostras
Figura 11: 1Cs, do efeito de captura sobre o radical superdxido em meio reacional com

tampéo pirofosfato de sddio 25mM pH8,3, NBT 90uM, NADH 116 uM, PMS 15 uM.
Incubacdo de 2 minutos e adi¢cdo de acido acético 5% e 10 minutos de incubagdo. A =
560nm
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*** P < (0,001 Amostras comparadas com o padrdo GO
¢ P <0,001 Amostras Gi3 e G4 comparadas com o Gb.

& P <0,001 Amostra G5 comparada com a GAT.

Tabela 6: 1Cso do efeito de captura sobre o radical superdxido

Amostras IC5o M Desvio Padrao
GO 113,53 0,34064
Gl 196,65 1,84578
G2 122,47 4,15005
G3 119,80 7,275
Gi3 79,89 5,28081
G4 78,55 0,26558
Gid 98,83 7,15767
G5 69,52 3,81605
G6 84,72 19,50854
GAT 34,80 2,59116

4.1.6 Ensaio de Captura de Oxido Nitrico.

A figura 12 e Aa tabela 7 apresentam os dados das amostras G1, G2 e G3,
mostrando maior inibicdo comparada com o &cido galico. Pode-se observar que as
amostras com menores substituintes tiveram um potencial de captura do radical 6xido
nitrico melhor do que as demais amostras. Essas amostras possuem substituintes de 1

(um) atomo de carbono até 3 (trés) atomos de carbono na cadeia.
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’ I IC_ do efeito de captura do radical 6xido nitrico.
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Figura 12: ICso do efeito de captura do radical 6xido nitrico em meio reacional
contendo nitroprussiato de sédio 12,5mM em tampdo fosfato de sédio 50mM, pH 7,4.

Incubagdo de 1 hora e meia e revela com Reagente de Griess.

*** P < (0,001 Amostras comparadas com o padrdo GO.

& P < 0,005 Amostra G1 comparada com as amostras G2 e G3.

Comparando estatisticamente as amostras pelo ICs (tabela 7) ha diferenca
significativa entre a amostra GO e as amostras G1, G2 e G3. Isso significa que essas
amostras tém o mesmo efeito sobre o radical 6xido nitrico quando comparadas com GO.

Comparando a amostra G1 com as amostras G2 e G3 houve diferenca estatistica

significativa.

Tabela 7: IC 5o do efeito de captura sobre o radical 6xido nitrico.

Amostras ICs5o M Desvio Padrao
GO 42,54 0
Gl 7,37 1,45523
G2 4,69 0,44061
G3 4,46 0,47697
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4.1.7 Ensaio de captura da Taurina Cloramina.

Na figura 13 e tabela 8 pode-se observar que a amostra GAT foi a Unica que
apresentou inibicéo sobre o radical taurina cloramina. Esse resultado pode ser explicado
porque os substituintes dessa molécula proporcionam maior polaridade e assim podem
reagir melhor com as cloraminas. A amostra GAT mostrou atividade superior que o GO
indicando ter um maior potencial antioxidante, possivelmente pelo mesmo motivo

citado em ensaios como de captura de ABTS"" e radical superdxido.

I IC_ do efeito de captura da Taurina Cloramina.

w
(&
J

N w
o o
1 1

N
o
1

IC,, das amostras em uM

GO GAT

Amostras

Figura 13: ICs, do efeito de captura da Taurina Cloramina em meio
reacional contendo taurina 30uM e HOCI 30puM em tampéo fosfato de sédio
50mM pH 7,4. Incubacéo de 5 minutos e posterior adi¢cdo de amostra. Incubacéo

de 10 minutos e revelagdo com TMB.

*** P < 0,001 Amostra GO comparada com a amostra GAT.

Observando na tabela 8 pode-se observar que quando comparado o ICs, das

amostras temos diferenca estatistica significativa.

51



Tabela 8: IC 5o do efeito de captura sobre o radical taurina cloramina.

Amostras IC5o M Desvio Padrao
GO 32,29 0,04583
GAT 15,67 0,08185

4.2 Interagdo com sistemas in vitro, enzimaticos.

4.2.1 Oxidacao do guaiacol pela HRP.

A HRP é uma peroxidase classica no estudo de inibicdo ou catalisacdo por
peroxidases. Assim para avaliar a possivel especificidade das amostras em inibir a MPO
estudou-se a inibicdo da HRP, através da oxidacdo do guaiacol na presenca de peréxido

de hidrogénio.
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Figura 14: Grafico Duplo-Reciproco da inibicdo da HRP (0,01uM) pelas

amostras em tampéao fosfato de sodio 50mM, pH7,4 a 25°C monitorada durante dois

minutos a 470nm.
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Figura 15: Gréfico Duplo-Reciproco da inibicdo da HRP (0,01uM) pelas
amostras em tampdo fosfato de sddio 50mM, pH7,4 a 25°C monitorada durante dois

minutos a 470nm.

Como observado nas figuras 14 e 15 as amostras apresentam capacidade
inibidora da HRP.

A HRP age na oxidacdo de uma variedade de substratos através de uma
interacdo inicial da enzima nativa com peroxido de hidrogénio, promovendo alteracéo
conformacional na enzima, e assim expondo o seu sitio ativo originando a HRP-I, que
interage imediatamente com o substrato formando o composto HRP-II. A HRP-II é
capaz de converter o substrato em produto e assim voltar a forma nativa (KHALIL,
2002). As amostras apresentaram inibicdo ndo competitiva ou mista. Inibigdes mistas
geralmente ocorrem em reacdes catalisadas por enzimas com dois ou mais substratos.

Pelos resultados mostrados, as amostras apontam inibicdo em um sistema que varia a
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concentracdo do guaiacol sendo assim elas podem se ligar a sitios diferentes do sito de

oxidagéo do guaiacol.

4.2.2 Oxidacao do guaiacol pela MPO.

Nesse sistema enzimatico MPO/Guaiacol/ H,O, na presenca e na auséncia das
amostras analisamos através do grafico Duplo-Reciproco ou de Lineweaver-Burk o tipo
de inibicdo causada pelas amostras. O método constitui na capacidade das amostras de
inibirem a enzima MPO sendo assim, a formacdo da forma do guaiacol oxidada
(dihidroguaiacol) ndo ocorre. As amostras possuem a capacidade muito pequena de
capturar o H,O,, além disso, a concentracdo de H,0O, usada para a reacdo com MPO é
bem maior que a usada no teste de captura dessa ERO, portanto a ndo formacdo do
dihidroguaiacol deve ser apenas pela inibicdo enziméatica. As cinéticas foram

acompanhadas a 470nm durante dois minutos.
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Figura 16: Cinéticas MPO/guaiacol/H,O, na presenca e na auséncia das
amostras. Meio reacional em tampdo fosfato de sédio 50mM, pH7,4 a 37°C, reacdo foi

monitorada durante dois minutos a 470nm.
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Figura 17: Cinéticas MPO/guaiacol/H,O, na presenca e na auséncia das
amostras. Meio reacional em tampdo fosfato de sédio 50mM, pH7,4 a 37°C, reacéo foi

monitorada durante dois minutos a 470nm.
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Os gréaficos das figuras 16 e 17 mostram a variacdo do substrato guaiacol frente
a duas concentragdes de amostra ou na auséncia de amostra, fixando o H,O,. A partir
das tangentes das cinéticas obtiveram-se as velocidades iniciais de cada reaco, os quais
foram utilizados para a construcdo do grafico Duplo-Reciproco. Neste tipo de graficos
pode-se obter a constante de Michaelis-Menten (Ky) e velocidade maxima (Vmax) que
sdo utilizados para estudar o tipo de inibicdo apresentada pelas amostras. O Ky € a
constante que relaciona a velocidade de uma reacdo enzimatica com a concentracao de
substrato. Essa constante pode estabelecer um valor aproximado para o nivel celular de
substrato além do que, também identificar inibidores fisiologicamente importantes. As
amostras tiveram inibicdo maior que 75% nas concentracfes testadas por isso, fez-se o
estudo de inibi¢do e ndo a concentracdo inibitdria de 50% (I1Cso) da MPO. Observa-se 0
tipo de inibicdo ndo competitiva ou mista. Como na inibicdo da enzima HRP, as
amostras podem se ligar a sitios diferentes do sitio ativo do substrato guaiacol.

Nas concentragfes utilizadas obteve-se mais de 75% de inibigdo das duas
enzimas testadas. Para a HRP a concentragdo utilizada de amostra para 0 mesmo valor
de inibicdo foi menor do que a utilizada para MPO, portanto as amostras demonstram

melhor capacidade de inibir a enzima HRP.
4.3 Interacdo com células.

4.3.1 Hemolise com HOCI.

Depois de um estudo mostrando que as amostras possuem capacidade
antioxidante frente as ERO avaliou-se também a citotoxicidade das amostras frente as
células vermelhas, eritrocitos, do sangue humano. Essas células sdo suscetiveis a
radicais livres e outras ERO. Primeiramente foi realizada a interagdo das amostras com
0s eritrocitos na auséncia dos agentes HOCI e AAPH. Foi realizado um branco para
cada agente porque o tempo de incubacdo de cada ensaio é diferente.

Para o ensaio de hemdlise com o HOCI todas as amostras, na auséncia de HOCI,
mostraram citotoxicidade e tiverem o mesmo comportamento que o GO (figura 18).
Aumentando a concentracdo da amostra GO no sistema a absorbancia diminui e notamos
uma coloracdo esverdeada indicando uma possivel reducdo do ion ferro contido na

hemoglobina livre no meio (figura 18).
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Figura 18: Hemolise provocada pela amostra GO em meio reacional contendo

eritrocitos e tampdo com NaCl. Incubacéo de 4 horas a 37°C e sob leve agitacao.

A amostra GO, ndo foi capaz de proteger as células vermelhas como o esperado.
A concentracdo de HOCI presente na reacdo é sempre constante e foi ajustado para
apresentar uma hemolise de 40%. Como as amostras mostraram ser hemoliticas nas
concentragOes testadas, essa concentracdo foi escolhida para observar: ou o possivel
aumento da hemolise ou a sua protecdo na presenga de um radical hemolitico como
HOCI (figura 19).
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Figura 19: Hemolise pelo HOCI. A seta indica o ponto que temos 40% de

hemolise. Meio reacional: Tampao com NacCl, Eritrdcitos a 5% e HOCI.
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Observa-se que GO e HOCI no sistema, a porcentagem de hemdlise aumenta.
Esse aumento deve ser causado pela a¢do do radical HOCI somado a acdo hemolitica da
amostra (figura 20). Essa soma ndo pode ser quantificada, pois em concentragdes
maiores houve a diminuicdo da absorbancia no comprimento de onda observado

causado pela coloracao esverdeada.

100 - ] = hemolise com amostra GO e HOCI

80

D
o
1

[T O A3

N
o
IJ
]

-

Hemodlise (%)

20

0 — T - T - T - 1 T - 1T " T T 1T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Concentragéo (uM)

Figura 20: Hemolise pela amostra GO com a presenca de HOCI.

Pensando que as amostras poderiam estar reagindo com o HOCI e formando um
produto de reacdo muito mais hemolitico entdo foi feito o espectro das amostras com e
sem 0 HOCI. Observamos gue nenhuma banda é formada mostrando que possivelmente
ndo ha formacdo de um novo composto, 0 que pode indicar que ndo ha reacdo entre as
amostras e 0 HOCI. Portanto se as amostras ndo reagem com o HOCI, entdo a hemdlise
aumentada pode ser somente pela agcdo das amostras afinal a concentracdo do HOCI foi
constante.

Para a amostra GO observa-se que o aumento da hemdlise foi pequeno quando
comparada com a porcentagem de hemolise provocada pelo HOCI na reacgéo, sendo a
maior porcentagem de hemdlise de 47%.

As amostras G1, G2 e G3 tiveram 0 mesmo comportamento apresentado pelo
GO.

60



100 — = Hemodlise Amostra Gi3 ou G4 e HOCI

80 +

~ 60 -
g
Q
2
©
€ 40
]
T

1 L 3 =

20
0 T T T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140

Concentragdo (uM)

Figura 21: Hemdlise provocada pela amostra Gi3 ou G4 e HOCI.

Na figura 21 pode-se observar que as amostras Gi3 e G4 tiveram uma pequena
protecdo diminuindo a hemolise provocada pelo HOCI. Além disso, a amostra Gi3 ndo
demonstrou hemolise nas concentracdes testadas e nem mesmo a coloracdo esverdeada
quando em contato com a hemoglobina liberada das hemacias lisadas. Pode ter ocorrido
a interacdo da amostra com a membrana eritrocitaria protegendo-a. A amostra G4
apresentou hemdlise nas concentragdes testadas e a coloracdo esverdeada nas maiores

concentrag0es (figura 22).
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Figura 22: Hemolise provocada pela amostra G4.
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Figura 23: Hemdlise provocada pela amostra Gi4 ou GAT na presenca de HOCI.

As amostras Gi4 e GAT demonstraram pequena protecdo com porcentagem de
hemolise média de 32% sendo menor que a provocada pelo HOCI de 40% (figura 23).
Apesar de apresentar pequena protecdo ndo foram melhores que as amostras Gi3 e G4
que tiveram porcentagem de hemdlise de aproximadamente 28%. Essa protecdo das
amostras Gi3 e G4, pode ser explicada por uma possivel interacdo dos galatos de
cadeias carboOnicas entre trés e quatro carbonos com a membrana eritrocitaria,
protegendo a célula somado a captura de HOCI, como mostrado nos ensaios de captura
desse radical.
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Figura 24: Hemdlise provocada pela amostra G5 ou G6 na presenca de HOCI.
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De acordo com a figura 24 as amostras G5 e G6 mostraram ac¢do protetora, com
apenas 18% de hemolise, porém ndo se pode afirmar isso, pois, houve a interferéncia da
coloracdo esverdeada caracteristica de reacdo de reducdo do ferro presente na molécula
de hemoglobina. Essas amostras possuem cadeia carbénica alifatica com 5 e 6 carbonos
conferindo maior lipofilicidade para a molécula. Por esse motivo essa amostra pode ter
melhor interagdo com a membrana do eritrocito podendo entdo lisar a célula e reduzir o
fon ferro presente na hemoglobina liberada, apresentando falsa protecdo quando se

observa apenas a absorbancia (figura 25).
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Figura 25: Hemolise provocada pela amostra G5 ou G6.

4.3.2 Hemolise com o radical AAPH.

Em muitos estudos com eritrécitos como modelos de danos oxidativos em
membranas celulares é utilizado o radical que ja esta na forma livre em fase aquosa
AAPH (2,2"-azo-bis (2-amidinopropane) dyhydrochloride), capaz de promover
lipoperoxidacdo de membrana e assim o rompimento da membrana eritrocitaria,
hemolise (ZHU et al., 2002).

Foi avaliada primeiramente a citotoxicidade das amostras apenas com as células,
ou seja na auséncia do radical AAPH, no tempo de incubacéo deste ensaio que € de duas

horas. Para o radical AAPH também procuramos a concentracdo desse radical que
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Hemdlise (%)

provoca 40% de hemolise pelas mesmas razdes apresentadas no ensaio de hemolise com

o radical HOCI, ou seja observar o possivel aumento da hemolise ou sua protecdo

(figura 26).
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Figura 26: Hemdlise provocada pelo radical AAPH.

As amostras demonstraram pequena hemolise conforme aumentamos a

molaridade. A maxima molaridade testada mostrou hemolise de apenas 4,2%

aproximadamente (figura 27).

—=&— Hemodlise pela amostra GO
—=&— Hemodlise pela amostra G1

—=— Hemodlise pela amostra G4

7 Hemodlise pela amostra G2 —=— Hemodlise pela amostra Gi4
451 —=— Hemolise pela amostra G3 . a5 Hemodlise pela amostra G5
40] —®—Hemdlise pelaamostraGi3 ] ——1 —=— Hemlise pela amostra G6
' 1 I 4,04 —=— Hemodlise pela amostra GAT I
B ' /
3,5 | as L |
3,0 H 30
2,59 L 254 d =
2,0 2 20 //
4 S . - ////
1,5 % 1,5 _—
B I /E/
1,04 1,0 4
0,54 0,5
0,0 A 0,0 -
-0.5 T T T T T T T T T T 1 ‘0.5 T T T T T T T T T

Concentrag&o (uM)

Concentragdo (uM)

Figura 27: Hemolise provocada pelas amostras na auséncia do radical AAPH.

Tempo de incubacéo de duas horas a 37°C.

64



Hemodlise (%)

Assim como com o HOCI para o AAPH foi encontrado a concentracdo que
promove 40% de hemolise pelo radical AAPH. Na hemdlise provocada pelo AAPH, as

amostras ndo apresentaram potencial protetor (figura 28).
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Figura 28: Hemdlise provocada pelo radical AAPH e amostras. Tempo de

incubacdo de duas horas a 37°C.

As amostras mostraram que nao protegem a hemolise provocada pelo radical
AAPH. A Unica amostra que mostrou possivel protecdo foi a Gi3, isso pode ser
explicado pela conformacdo da cadeia isopropila que pode estar proporcionando, como
visto com o radical HOCI, uma melhor interacdo ou com a membrana do eritrocito

promovendo a protecdo ou a interagdo com o proprio radical AAPH.

4.3.3 Toxicidade sobre neutréfilos com corante supra-vital: azul

de Trypan.

A fim de esclarecer a citotoxicidade dos galatos, realizou-se o ensaio de
viabilidade celular com o corante supra-vital azul de Trypan. Esse corante ndo tem a
capacidade de penetrar nas células vivas, mas nas células danificadas o corante penetra
deixando as células com coloracdo azulada. Portanto pode-se verificar se as amostras
possuem a capacidade de penetrar nas células. O ensaio foi realizado com células
retiradas do exsudato peritoneal de ratos apds 12 horas que a inflamagéo foi induzida.
O controle da viabilidade celular foi realizado por contagens das células em tempos
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Células Mortas (%)

Células Mortas (%)

Células Mortas (%)

variados até seis horas apos as células terem sido retiradas. A viabilidade foi maior do

que 95%, ou seja, até 6 horas as células ainda permaneceram vivas e assim viaveis para

realizacdo do ensaio. O ensaio foi realizado na presenca e na auséncia de PMA que

desencadeia o oxidative burst nos polimorfonucleares.
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Figura 29: Citotoxicidade dos Galatos sobre os neutrofilos apds duas horas de

incubacéo e revelado com o corante supra-vital azul de Trypan.
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Figura 30: Citotoxicidade dos Galatos sobre os neutréfilos apds duas horas de

incubacéo e revelado com o corante supra-vital azul de Trypan.

A figura 29 e 30 mostra que o acido galico e seus derivados foram citotoxicos

para os neutrdfilos na auséncia do PMA confirmando entdo a citotoxicidade dessas

amostras. Pode-se observar ainda na figura 29 e 30 que com o estimulante do oxidative

burst, PMA, ouve maior dano celular. Essa citotoxicidade pode ser pela formacdo de

produtos mais téxicos a partir de interagdo do PMA com os galatos ou pela

transformacédo enziméatica dos compostos via MPO.

Como esses radicais sdo formados no interior das células para a prote¢do quando

agentes estranhos sdo fagocitados, pode-se dizer que as amostras ndo penetram nas

células. Pois se houvesse a entrada das amostras para o interior das células haveria a

protecdo contra as ERO formadas, uma vez que as amostras possuem capacidade de

sequestrar as ERO.
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5 Conclusao
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Pelos dados obtidos pode-se concluir que com o aumento do nimero de atomos
de carbono e complexidade do substituinte maior potencial antioxidante frente alguns
sistemas estudados. A amostra GAT foi a que mostrou melhor capacidade de captura de
alguns radicais e agentes oxidantes. Como citado antes, pode ser pela quantidade de
duplas ligagdes presente na molécula.

Frente aos sistemas enzimaticos estudados — peroxidases — todas as amostras
mostraram inibicdo. Tanto para a HRP como para a MPO, a andlise grafica mostrou tipo
de inibicdo caracteristica de ndo competitiva ou mista, e apresentaram melhor
capacidade de inibicdo com a HRP comparada a MPO.

As amostras demonstraram ser citotoxicas, pois se observou uma acentuada
hemolise e morte das células PMN, nas concentracdes testadas. Para a hemdlise com o
HOCI fica mais dificil uma analise de soma do efeito hemolitico por causa da possivel
reducdo do ion ferro presente na molécula da hemoglobina. Em relacdo a hemdlise
provocada pelo radical AAPH a Unica amostra que teve uma possivel protecdo foi a
Gi3. Quanto ao ensaio com células PMN e, corante azul de Trypan, se pode concluir

gue as amostras além de serem citotoxicas ndo conseguem entrar nas células.
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