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RESUMO

Quinonas séo substancias organicas amplamente distribuidas na natureza,
encontradas em plantas, fungos e bactérias, associadas a atividade antitumoral e
antimicrobiana. Recentemente, uma quinona (5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina),
estruturalmente semelhante a 1,4-naftoquinona, foi isolada dos capitulos de
Paepalanthus latipes. O objetivo desse estudo foi avaliar atividades bioldgicas
dessa quinona visando possivel aplicacdo terapéutica. A 5-metoxi-3,4-
diidroxantomegnina  apresentou  concentragdo inibitéria minima  para
Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis (197uM), mas nao para
Escherichia coli. Essa quinona demonstrou significativo indice citotdxico para
células McCoy quando comparado ao da cisplatina. Nos ensaios utilizando
linhagens tumorais de adenocarcinoma de pulméo (LP07) e mama (LM2), a maior
citotoxicidade da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina foi para a linhagem LP0O7. A
associacdo com acido ascorbico aumentou a citotoxicidade da 5-metoxi-3,4-
diidroxantomegnina para células McCoy, LM2 e LP0O7 devido a um redox cilcico
com formacdo de peroxido de hidrogénio. Visto que alguns antineoplasicos
somente apresentam efeito citotoxico apos biotransformacgéao, a citotoxicidade da
5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina na presenca do sistema microssomal Sg foi
avaliada e constatou-se que esse sistema de ativacdo metabdlica ndo altera o
potencial citotoxico da quinona. Oxido nitrico (NO) e fator de necrose tumoral-a
(TNF-a) ndo foram detectados nos sobrenadantes de culturas de macréfagos
tratados com 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina, portanto seu efeito tdxico, nesse
sistema celular, ndo estad relacionado com a produgdo desses mediadores.
Entretanto, macréfagos tratados com essa quinona aumentaram
significativamente a liberagdo de perdxido de hidrogénio. Nos testes de inibigéo
dos mediadores NO e TNF-a foi demonstrado que a 5-metoxi-3,4-
diidroxantomegnina inibe a liberagdo de NO, mas ndo de TNF-a em macrofagos
ativados por lipopolissacarideo de E. coli (LPS). Nos ensaios antioxidantes,
conclui-se que a 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina interage, de forma dose-
dependente, com os sistemas enzimaticos geradores de EROs (NADPH oxidase
e MPO) demonstrada através dos ensaios de quimiluminescéncia, mas ndo com

os oxidantes propriamente ditos (HOCI, radicais livres) confirmados nos testes de
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cloracédo e DPPH. Os resultados dos ensaios de genotoxicidade em Salmonella
thyphimurium (teste de Ames) demonstraram que a 5-metoxi-3,4-
diidroxantomegnina nao apresenta propriedades mutagénicas para as linhagens
testadas na auséncia e presenca do sistema de ativacdo metabdlica. Neste
contexto, o screening realizado para a 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina isolada
de Paepalanthus latipes aponta a atividade antitumoral e antiinflamatoria como

promissoras para a aplicacao terapéutica dessa quinona.
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ABSTRACT
Quinones are organic substances widely distributed in nature, found in plants, fungi
and bacteria, associated with antitumoral and antimicrobial activities. Recently, a
quinone (5-methoxy-3,4-dehydroxanthomegnin), structurally similar to 1,4-
naphthoquinone, was isolated of the capitula of Paepalanthus latipes. The objective
of this study was to evaluate biological activities of this quinone aiming a possible
therapeutical application. The 5-methoxy-3,4-dehydroxanthomegnin showed minimal
inhibitory concentration for Staphylococcus aureus and Enterococcus faecalis
(197uM), but not for Escherichia coli. This quinone showed significative cytotoxic
index for McCoy cells when compared with cisplatin. In the assays using tumoral cell
lines of adenocarcinoma of lung (LPO7) and breast (LM2), the largest cytotoxicity of
the 5-methoxy-3,4-dehydroxanthomegnin was for LPO7 line. The association with
ascorbic acid increased the cytotoxicity of the 5-methoxy-3,4-dehydroxanthomegnin
for McCoy cells, LM2 and LP0O7 due to redox cycling with hydrogen peroxide
formation. Since some antineoplastic only present cytotoxic effect after
biotransformation, the cytotoxicity of the 5-methoxy-3,4-dehydroxanthomegnin in the
presence of the microssomal system S9 was evaluated and it was found that this
system does not change the cytotoxic potential of the quinone. Nitric oxide (NO) and
tumoral necrosis factor- a (TNF-a) were not detected in supernatants of
macrophages treated with 5-methoxy-3,4-dehydroxanthomegnin, therefore its toxic
effect, in this cell system, is not related to the production these mediators. However,
macrophages treated with 5-methoxy-3,4-dehydroxanthomegnin increased hydrogen
peroxide liberation significantly. The tests of inhibition of the mediators NO and TNF-
a demonstrated that the 5-methoxy-3,4-dehydroxanthomegnin inhibits the release of
NO, but does not inhibit the TNF-a in macrophages activated for E. coli
lipopolisacaride (LPS). In the antioxidant assays, it has been concluded that the 5-
methoxy-3,4-dehydroxanthomegnin interacts, in a dose-dependent manner, with the
generating enzymatic systems of ROS (NADPH oxidase and MPO) demonstrated by
the chemiluminescence assays, but it does not interact with the oxidants (HOCI and
free radicals) confirmed by the tests of chloration and DPPH. The results of the
assays of genotoxicity in Salmonella thyphimurium (Ames test) have demonstrated
that the 5-methoxy-3,4-dehydroxanthomegnin does not have mutagenic properties

for the strains tested in the absence and presence of the metabolic activation system.
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In this context, the screening carried out for the 5-methoxy-3,4-dehydroxanthomegnin
isolated from Paepalanthus latipes indicates the antitumoral and antiinflammatory

activity are promising for the therapeutical application of that quinone.
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1 INTRODUCAO

Substancias quimicas obtidas de plantas tém proporcionado a industria
farmacéutica uma das mais importantes fontes de compostos para a pesquisa de
novos farmacos. A importancia histérica dessas substancias, como prototipo de
categorias terapéuticas, data do século XVIII com a descoberta da digitoxina e, no
século seguinte, da morfina, quinina, atropina, efedrina, cocaina e tubocurarina
(SCHENKEL; GOSMANN; PETROVICK, 2003). No inicio do século XX, inumeras
classes de diferentes produtos naturais foram empregadas como matéria-prima para
a sintese de diferentes substancias bioativas, entre elas os derivados 4-hidroxi-
cumarinicos que originaram o dicumarol, um anticoagulante que interfere na acao da
vitamina K, sintetizado pela industria farmacéutica Abbott e Lilly (BARREIRO;
FRAGA; ARAUJO JUNIOR, 2003).

Na década de 60, o aparente esgotamento de protétipos, e mesmo o
esgotamento das possibilidades de modificagcbes quimicas dos prototipos ja
conhecidos, favoreceu o abandono dessa linha de pesquisa, havendo um
decréscimo no interesse e investimento por parte das industrias farmacéuticas. Os
altos custos e o lento processo para obtencdo dos componentes ativos, juntamente
com os trabalhosos métodos de separagao, purificagdo, elucidacéo estrutural e
ensaios farmaco-toxicolégicos, foram associados a esse desinteresse (KINGSTON,
1996).

O progresso tecnolégico, principalmente a partir dos anos 80,
alcancado por técnicas cromatograficas e de elucidacdo estrutural [ressonéncia
magnética nuclear (RMN), espectrometria de massas (EM)] e, mais recentemente,
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplada a RMN e EM permitiram
maior rapidez na busca de novas substancias. O desenvolvimento de bioensaios
simplificados, novos métodos de screening, introdugdo de testes in vitro que
mimetizam situagbes analogas in vivo, entre tanto outros, determinaram o
ressurgimento do interesse na investigacdo de produtos naturais como possiveis
fontes de protétipos. Especificamente em relacdo a plantas medicinais, a
incorporagdo de novos antitumorais a terapéutica tem sido apontada como
argumento demonstrativo dessa potencialidade e, de fato, nas ultimas décadas, as

descobertas de maior impacto nessa area tém origem na investigacédo de produtos
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de origem vegetal, tendo fornecido um numero significativo de substancias ativas
que chegaram a fase de ensaios clinicos. Alguns dos compostos avaliados sao
atualmente de uso clinico como a vincristina, vimblastina, vindesina, etoposideo,
teniposideo, topotecano, irinotecano, paclitaxel e docetaxel (SCHENKEL;
GOSMANN; PETROVICK, 2003).

Os metabolitos secundarios, produtos derivados do metabolismo
primario, sdo substancias sintetizadas para a preservagcdo do vegetal e, em muitos
casos, como resposta a alguns estimulos incluindo o ataque por microrganismos,
insetos e herbivoros. Estima-se que cerca de 100.000 desses produtos sejam
produzidos pelas diferentes espécies. Hipoteses mais recentes sugerem que essa
forma de defesa induza a produgéo de substancias de elevada toxicidade (DI STASI,
1996; SIMOES et al., 2003).

A familia Eriocaulaceae possui cerca de 1.200 espécies com
distribuicdo pantropical (HENSOLD; GIULIETTI, 1991). Plantas dessa familia séo
comuns na regidao da Serra do Cip6 em Minas Gerais e, popularmente, conhecidas
como “sempre-vivas” porque, mesmo apds o corte, conservam cor e forma por varios
anos (GIULIETTI et al., 1988). Paepalanthus é o maior género dessa familia com
aproximadamente 500 espécies, sendo que mais de 400 espécies ocorrem no Brasil
(GIULIETTI; HENSOLD, 1990). Um aspecto importante relacionado as sempre-vivas
€ o papel sécio econdmico que elas desempenham na regidao de Minas Gerais onde
sdo coletadas. Sua exportagcdo emprega grande quantidade de mao-de-obra, tendo
em vista que o processo de comercializagdo (coleta, triagem, armazenamento e
enfardamento) € manual (TEIXEIRA, 1987). Embora as sempre-vivas sejam
exportadas com finalidade ornamental para os Estados Unidos e paises europeus, a
literatura relata a utilizagdo de rizomas e flores de muitas espécies de Eriocaulaceae
no tratamento de Ulceras da epiderme, infecgbes bacterianas e hanseniase
(HOEHNE, 1939).

A atividade antimicrobiana de extratos vegetais € decorrente da
presenca de substancias fendlicas (COWAN, 1999). A determinacao do teor de
fendis totais em varios membros da familia Eriocaulaceae, realizada por SALATINO
et al (1990), indicou que o subgénero Platycaulon, do género Paepalanthus,

apresenta alto conteudo desses compostos. Nesse género estdo incluidas as
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espécies P. vellozioides, P. latipes e P. bromelioides de cujos capitulos foi isolada a
isocumarina  9,10-dihidroxi-5,7-dimetoxi-1H-nafto(2,3c)pirano-1-ona, denominada
Paepalantina (VILEGAS, 1990), que demonstrou in vitro atividade antimicrobiana,
mutagénica, citotdxica e antioxidante (VILEGAS et al., 1990; VARANDA et al., 1997,
TAVARES, et al., 1999; KITAGAWA, et al., 2003). COELHO et al (2000) isolaram,
em extrato diclorometano e cloroférmico de P. bromelioides, um dimero da
paepalantina que foi denominado de 8,8’-paepalantina dimero. Posteriormente, do
extrato diclorometano foi obtida a vioxantina, uma isocumarina dimérica semelhante
a 8,8’-paepalantina dimero, cujo isolamento ja havia sido relatado por PROVOST e
GARCIA (1990) em outras espécies de Paepalanthus. O interesse na avaliacéo de
propriedades  biolégicas das paepalantinas €& decorrente de relatos
etnofarmacologicos descritos por HOEHNE (1939) e da semelhancga estrutural com
outros farmacos com atividade antimicrobiana. Dentre seis isocumarinas naturais e
semi-sintéticas avaliadas por DEVIENNE (2000), apenas a paepalantina e 8,8'-
paepalantina dimero apresentaram promissora atividade antimicrobiana.
Posteriormente, uma quinona (5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina), estruturalmente
semelhante a 1,4-naftoquinona, foi isolada dos capitulos de Paepalanthus latipes
(KITAGAWA et al., 2004).

Quinonas s&o compostos organicos que podem ser considerados
produtos da oxidacdo de fendis cuja forma reduzida também pode originar
correspondentes fendlicos (SIMOES et al., 2003). Essa classe de substancias,
amplamente distribuida na natureza, é encontrada em plantas, fungos e bactérias e
foi associada a atividades antitumoral e antimicrobiana (HUANG et al., 2002).
Estruturalmente, as quinonas possuem anéis aromaticos, com duas substituicoes
cetona altamente reativas. A atividade antitumoral é relatada predominantemente em
trés principais grupos de quinonas naturais: benzoquinona, naftoquinona e
antraquinona. Mitomicina e estreptonigrina, usadas na clinica médica, sé&o p-
benzoquinonas com grupos heterociclicos e as antraciclinas, doxorrubicina e
daunorrubicina s&do antraquinonas. Algumas naftoquinonas com atividade
antibacteriana, como lapachol e lapinona, sdo citotdxicas para células tumorais
(INBARAJ, et al., 1999).

Nos ultimos anos, foram isoladas quinonas com diversas atividades

biolégicas, como por exemplo, a naftoquinona trimérica conocurvona (de
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Conospermum incurvum Lindley, Proteaceae), que apresenta atividade inibidora da
replicagéo do virus HIV (SIMOES et al., 2003). Naftoquinonas presentes em géneros
das familias Ebenaceae, Bignoniaceae e Plumbaginaceae apresentam acao anti-
Leishmania (IWU et al., 1994). Outras naftoquinonas de extratos de Kigelia pinnata
sdo antibacterianas, antifungicas e antitumorais (SIMOES et al., 2003). A
naftoquinona menadiona ou vitamina K3 € um derivado sintético da vitamina K; e
exibe atividade antiproliferativa contra uma variedade de linhagens de células
tumorais. Alguns estudos em variedades de linhagens celulares de carcinomas
demonstraram que a co-administracdo de acido ascorbico (vitamina C) e 2-metil-1,4-
naftoquinona (vitamina K3 ou menadiona), na razdo de 100:1, resulta em atividade
antineoplasica 10 a 50 vezes maior que quando essas vitaminas sdo administradas
isoladamente (GILLOTEAUX et al., 2004).

Varias substancias quimicas com atividade antimicrobiana n&o sé&o
utilizadas no tratamento de infecgbes por ndo apresentarem toxicidade seletiva,
sendo empregadas como drogas antineoplasicas (FONSECA, 1984). As atividades
antitumoral e citotdxica de agentes quimicos estdo intimamente relacionadas.
Citotoxicidade é um complexo evento in vivo cuja expressao pode ser manifestada
através de um amplo espectro de efeitos, desde aberracbes metabdlicas com
alteragdes funcionais até morte celular (FRESHNEY, 1994). Vaérios estudos
demonstram que o tipo de linhagem celular e os métodos utilizados para a
determinacdo da citotoxicidade basal in vitro possuem pouca influéncia na
correlagdo entre os indices toxicos (SHRISVASTAVA et al.,, 1992). Linhagens de
células tumorais, como por exemplo, as linhagens LP07 e LM2 derivadas de tumor
de pulméo e adenocarcinoma mamario de camundongos BALB/c, respectivamente,
constituem importantes ferramentas para o estudo da biologia do tumor e na
descoberta de novos quimioterapicos (URTREGER et al., 2001; GALLI et al., 2000).

O céancer é basicamente uma doencga caracterizada por um desvio dos
mecanismos de controle da proliferacdo e diferenciagdo celulares. Muitas
substancias citotoxicas potentes atuam em fases especificas do ciclo celular e,
consequentemente, s6 exercem sua atividade contra células que se encontram em
processos de divisdo. Assim sendo, neoplasias malignas humanas que sao mais

susceptiveis ao tratamento quimioterapico possuem alta porcentagem de células em
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processo de divisao. Os tumores solidos que apresentam divisdo celular
relativamente lenta, tais como carcinomas de pulmao, colon e mama, respondem
pouco aos agentes quimioterapicos existentes (OLIVEIRA; ALVES, 2002). A
neovascularizagao observada durante o crescimento do tumor resulta em uma rede
de vasos sanguineos ineficiente, com significante propor¢céo de células em hipdxia
(Figura 1) (DENNY, 2001). A hipdxia parece ser uma propriedade comum e Unica
dos tumores sélidos que poderia ser explorada no desenvolvimento de agentes
antineoplasicos (biorredutiveis), os quais s6 se tornariam citotoxicos apos
metabolizacdo, geralmente pelo sistema redox celular (DENNY, 2001; OLIVEIRA;
ALVES, 2002). O conceito de ativacao biorredutiva de substancias em células em
hipdxia tem sido extensivamente estudado, principalmente para substancias que
possuem fungdo quinona. Desde o final dos anos 50, quinonas apresentando
porcdes alquilantes em sua estrutura representam uma classe de substancias que
tem recebido consideravel interesse como antitumorais. As enzimas mais
importantes envolvidas na ativagdo dessas quinonas s&o a NADPH:citocromo P450
redutase e a NAD(P)H: quinona oxidorredutase (DT-diaforase), que estéo elevadas
em tumores sélidos, atuando, portanto, seletivamente (GUTIERREZ, 2000; RAUTH;
MELO; MISRA, 1998; OLIVEIRA; ALVES, 2002).

Figura 1 — Sec¢édo de um tumor solido, mostrando a diminuigdo da concentragéo de
oxigénio em relacao a distancia capilar (Retirado de OLIVEIRA; ALVES,
2002)
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Cancer € causado por séries de mutagbes em genes que regulam o
crescimento celular e apoptose. Espécies reativas de oxigénio (EROs) séo
conhecidas por causarem mutagdes. O radical hidroxil, por exemplo, sendo
altamente reativo, é capaz de reagir com bases nucleotidicas formando uma
variedade de bases modificadas que é uma importante causa de alteragdo pré-
mutagénica. EROs sdo oxidantes produzidos pelo metabolismo aerdbio normal,
onde 2 — 5% do oxigénio consumido pela mitocéndria é convertido em EROs como:
anion superoxido, peréxido de hidrogénio, radical hidroxil, radical peroxil
(LOPACZYNSKI; ZEISEL, 2001).

Células eucaridticas produzem, continuamente, radicais livres como
produto de reacdes de transferéncia de elétrons, sendo as mitocdndrias importantes
fontes intracelulares de EROs (WISSING; MOURITZEN; JAATTELA, 1998). Uma
fracdo do O, disponivel para a cadeia respiratéria sofre redugéo incompleta, gerando
o radical superéxido, o qual é dismutado a H,O, (BOVERIS; CHANCE, 1973).
Apesar dessa frequente exposicdo a EROs, as células sdo capazes de driblar a
agressao através de uma variedade de mecanismos protetores e reparadores,
incluindo os niveis de glutationa (KOWALTOWSKI; CASTILHO; VERCESI, 2001).
Em situagdes onde a capacidade protetora e reparadora das células ficam
comprometidas e/ou a extensa producdo de EROs excede a capacidade celular em
superar tais agressdes ocorre citotoxicidade. O burst oxidativo de neutréfilos também
gera EROs, incluindo o acido hipocloroso (HOCI) que & produzido por oxidac&o
catalisada pela mieloperoxidase envolvendo CI' e H,O, (BABIOR, 2000). O HOCI,
como as demais EROs, ataca uma ampla ordem de moléculas fisiologicamente
importantes, como nucleotideos e aminoacidos (LAPENNA; CUCCURULLO, 1996).

Substancias com propriedade antioxidante protegem as células do
dano ao DNA mediado por EROs, que poderia resultar em mutacao e, subsequente,
mutagénese (LOPACZYNSKI; ZEISEL, 2001). Mecanismos de defesa antioxidantes
limitam os niveis de EROs. Enzimas e antioxidantes podem inibir a produg¢édo de
radicais livres quelando metais de transigdo catalisadores, quebrando reagdes em
cadeia e capturando EROs (ARUOMA, 1996).

Um antioxidante pode ser definido como uma substancia que previne

ou retarda um pré-oxidante (espécie reativa) de iniciar a oxidagdo do substrato
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(PRIOR; CAO, 1999). Prbé-oxidantes e antioxidantes podem ser estudados em
sistemas bioldgicos através de ensaios que medem a produgdo de EROs (radical
peroxil, OH, HOCI, H,O,, O, entre outros), como, por exemplo, em ensaios
quimiluminescentes (YILDIZ; DEMIRYUREK, 1998; PRIOR; CAO, 1999)

A técnica de quimiluminescéncia € um método sensivel e simples, que
permite o monitoramento continuo da producédo de EROs diferenciando estagios
metabodlicos através da utilizacdo de diferentes sondas quimiluminescentes. A
utilizacado de sondas, como luminol e lucigenina, aumenta a sensibilidade da reacao,
pois amplificam a quimiluminescéncia, propiciando a detecgcéo de baixos niveis de
emissdo de luz (TRUSH, 1987; STITES, 1994). Varios estudos propdem que a
emissdo de luz de sondas quimiluminescentes representa a interagdo sonda-EROs
de maneira distinta, bem como em diferentes compartimentos célulares. Assim,
luminol monitora a producéo de espécies reativas de oxigénio formada no meio intra
e extracelular, como o HOCI, H,0,, O, e 'O,, e lucigenina, por ser impermeavel a
membrana celular, monitora a producdo de O, extracelular (PARIJ et al., 1998). Um
antioxidante reduz ou nao permite que EROs oxidem o substrato (sonda), resultando

na diminuicdo da quimiluminescéncia do sistema (HIRAYAMA et al., 1997).

O uso de controles apropriados livres de células, utilizando sistemas
quimicos com oxidantes e radicais livres, pode auxiliar na caracterizagcao do alvo de
acao da droga. O teste de cloracdo é um ensaio alternativo para verificar a atividade
antioxidante de uma substancia que envolve a captura do HOCI (HALLIWELL, 1995).
Neste teste, uma substancia é considerada boa sequestradora de HOCI quando é
capaz de competir com TNB pela oxidagdo desse acido (CHING et al., 1994;
MARSHALL et al., 1996). Outro teste utilizado para verificar a propriedade
antioxidante de substancias consiste em avaliar a capacidade destas em sequestrar
radicais livres. O ensaio espectrofotométrico utilizando o radical livre DPPH (1,1-
difenil-2-picril-hidrazila) permite fazer uma avaliacdo indireta da capacidade
antioxidante da substancia em analise. O DPPH apresenta coloragéo violeta e
quando se encontra reduzido amarela. Esta reducédo é devida a agdo de algumas
substancias capazes de doar hidrogénio radicalar ao DPPH, formando assim um
radical estavel, o qual é associado a propriedade antioxidante (Figura 2) (FENGLIN
et al., 2004).
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Figura 2 — Reagéo envolvendo o radical DPPH e uma substancia antioxidante

Medidas imunotoxicoldgicas e imunofarmacoldgicas séo pontos criticos
para avaliar beneficios e riscos de compostos quimicos sobre o sistema imunoldgico.
Testes in vitro foram desenvolvidos para o estudo de alguns mediadores envolvidos
na resposta imune e os fagocitos mononucleares séo as células-alvo para avaliar os
efeitos toxico-farmacolégicos de drogas. O macréfago € uma das principais células
envolvidas na resposta imune do hospedeiro, participando na imunidade celular e
humoral, apresentacédo de antigenos e produzindo mediadores soluveis que regulam
as fungdes linfocitarias. Sua importancia no sistema de defesa do hospedeiro
também esta relacionada a processos de quimiotaxia, fagocitose e citotoxicidade
como parte da supervisdo imunologica. A ativagdo de macrofagos envolve
alteragbes metabdlicas, sintese enzimatica e expressdo de marcadores de
superficie, sendo de grande importancia no processo inflamatério (WATSON, 1992).
Evidéncias crescentes sugerem que o Oxido nitrico (NO), peroxido de hidrogénio
(H20,), fator de necrose tumoral (TNF-a), interferon (INF) entre outras citocinas
estejam envolvidos nesse processo (ROIT; BROSTOFF, 1999; DERVORT et al.,
1994).

O NO é um radical livre produzido por uma variedade de células e esta
envolvido em processos fisioldgicos, tais como controle de infecgbes, inibicao da
agregacéao plaquetaria e regulagcéo da citotoxicidade mediada por células (COSTA,
et al., 2003; MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991; KETTELER; BORDER; NOBLE,
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1994). Todavia, o descontrole na sintese de NO esta envolvido na patogénese de
doengas cardiovasculares, autoimunidade, rejeicao de transplantes, sépsis, doencgas
cerebrais degenerativas, inducdo de cancer, genotoxicidade e na inflamacéao
(COSTA et al., 2003). Os macrofagos murinos sdo capazes de produzir grandes
quantidades de NO sob condi¢gdes apropriadas, tendo sido uma das primeiras
células descritas contendo a enzima NO sintase que converte a L-arginina em NO e
L-citrulina (MORRIS; BILLIAR, 1994; NATHAN, 1992). Trés isoenzimas participam
da produgdo de NO e sdao denominadas de neuronal (NNOS), induzivel (iNOS) e
endotelial (eNOS). A INOS foi originalmente purificada e clonada a partir de
macrofagos ativados, embora células musculares cardiacas, de musculo liso
vascular e da glia também produzam NO a partir da INOS (SARIH et al., 1993;
LOPES-FARRE et al., 1998).

A geracao de H,O, parece ser um processo celular natural, resultante
de varias reacdes de oxidases e de hidrogenases essenciais a atividade celular
(RAMASARMA, 1990). O Hy0, é formado por uma sequiéncia coordenada de
reacdes bioquimicas que é iniciada por um aumento no consumo de oxigénio
seguido da reducao de um elétron para formar anion superéxido (Oz’), numa reagéo
catalisada por NADPH oxidase. O Oy é, subsequientemente, convertido a H,O, pela
acao da superdxido dismutase (SOD) (PICK; KEISARI, 1980). O H,O, possui uma
variedade de agdes no corpo humano como, por exemplo, molécula sinalizadora,
agente citotoxico no sistema de defesa e causador de doengas (HALLIWELL,;
CLEMENT; LONG, 2000). A liberagao de quantidades consideraveis de H,O, induz a
quebra da fita do DNA e/ou perturbacédo do citoesqueleto da membrana levando a
morte celular. O papel dessa molécula na toxicidade intra e extracelular foi
estabelecida por Ramasarma (1990).

O TNF-o é uma citocina multifuncional com agdes centrais na
inflamagéo aguda e crdnica, na resposta antitumoral e nas infec¢cdes (PALLADINO et
al., 2003). Como mediador da resposta inflamatéria aguda, o TNF-a atua no inicio da
resposta imune, regula a cascata de citocinas durante a resposta inflamatéria e esta
envolvido em eventos locais e sistémicos (MARKHATADZE, 1998; BEUTLER,;
CERAMI, 1986). Sua principal fungédo € estimular o recrutamento de neutréfilos e
mondcitos para os locais de infecgcdo, ativando estas células a eliminar os

microorganismos. O TNF-a também atua como um pirogénio endégeno, induzindo
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febre por aumentar a sintese de prostagladinas (BEUTLER, 1995). Essa citocina,
como mediador citostatico, &€ responsavel pela destruicdo de células tumorais
através de acao citotéxica que induz danos teciduais, sendo também iniciadora de
uma cascata de eventos que resulta em apoptose celular. Assim, substancias que
estimulam a indugdo de quantidades moderadas desse mediador podem ter sua
aplicagdo como estimuladores de resposta biolégica n&o especifica (ROIT;
BROSTOFF; MALE,1999).

Testes de genotoxicidade in vitro sao de grande importancia no
desenvolvimento de novos farmacos, tendo em vista que 83% das industrias
farmacéuticas liberam um novo agente terapéutico com base nos resultados desses
testes (PURVES et al, 1995). E bem documentado que mutacdes génicas atuam em
etapas do processo de carcinogénese e que ensaios que detectam componentes
genotoxicos permitem identificar substancias com risco potencial aos seres
humanos. Substancias genotdxicas tém em comum propriedades quimicas e fisicas
que permitem suas interagbes com os acidos nucléicos. Devido a sua alta
reatividade, essas substancias podem levar a defeitos congénitos através de
mutacbes em células germinativas e, quando a mutagdo ocorre em células
somaticas, a conseqiéncia mais comum é a formacédo de tumores benignos ou
malignos. Recentemente, foi proposto que as mutagbes em células somaticas
podem também estar envolvidas na patogénese de algumas doencgas crbnicas tais
como cardiovasculares, neurodegenerativas em adigdo ao processo de
carcinogénese (ANDREASSI et al., 2000; ARUOMA, 2003; ROSS; MARGOLIS,
2005).

Para avaliagcdo da atividade mutagénica existem diversos ensaios,
contudo, destaca-se o teste de Ames (Salmonella / Mammaliam Microssome
Mutagenesis Assay), no qual sao usados os ensaios de mutagéo génica reversa com
Salmonella typhimurium. E um teste que tem sido amplamente utilizado para
identificar mutagenos entre substancias puras, misturas complexas e amostras
ambientais. Esse teste caracteriza-se pela utilizagdo de linhagens indicadoras de S.
typhimurium sensiveis a substancias capazes de induzir diferentes tipos de mutacao.
Na presenca de agentes mutagénicos, estas linhagens revertem seu carater de
auxotrofia para a sintese de histidina e passam a formar colénias em meio

desprovido desse aminoacido em sistemas com e sem metabolizacdo (ZEIGER,
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2001; VARELLA et al., 2004). As linhagens utilizadas com maior freqiiéncia sao TA
100, TA 98 e TA 102, as quais sdo capazes de detectar produtos quimicos que
causam mutagdes por deslocamento do quadro de leitura (frameshift) ou substituicao
dos pares de bases do DNA (base pair). Embora ndo se tenha evidéncia direta de
que a exposicdo a agentes quimicos seja responsavel por modificagdes genéticas,
muitos experimentos mostram que substancias podem produzir mutagdes génicas e
cromossOmicas. Um numero consideravel de mutagenos, detectados primeiramente
pelo teste de Ames, mostraram-se carcinogénicos em testes in vivo (MARON;
AMES, 1983).

A biotransformagédo € um mecanismo através do qual o organismo
converte um farmaco em uma substancia diferente da originalmente administrada,
objetivando o aumento da hidrofilicidade para que seja excretado. Esse processo
pode modificar o farmaco em pontos fundamentais de sua estrutura diminuindo a
interacdo com tecidos susceptiveis. A biotransformacdo de xenobibdticos em
metabdlitos mais hidrofilicos €, portanto, essencial para o término de sua atividade
biolégica, bem como para sua eliminacdo. Esse processo também pode ser uma
forma de inducdo de compostos bioativos. Sdo conhecidos inumeros exemplos onde
o farmaco administrado (denominado "pré-farmaco") € um produto inativo, o qual é,
in vivo, convertido na forma farmacologicamente ativa, por exemplo, a
ciclofosfamida, que € um agente antineoplasico que requer ativagao metabdlica por
enzimas hepaticas do sistema citocromo P-450, pois somente os metabdlitos
formados s&o responsaveis pela atividade antitumoral e efeitos colaterais (RANG et
al., 2003; CHU; SARTORELLI, 2005). Assim, para a terapéutica € de extrema
importadncia a avaliagdo da biotransformagdo de substéncias quimicas em
metabdlitos ativos e a andlise de seus efeitos antes de serem administrados in vivo
(RANG et al, 2003). Sistemas de ativagcdo metabdlica in vitro vém sendo utilizados
para demonstrar se um determinado composto necessita ser metabolizado para
torna-se toxico ou se possui acao direta sobre componentes celulares na sua forma
original. O sistema composto por fragdo microssomal Sg e cofatores € amplamente
empregado para biotransformagcdo de substancias quimicas (BARILE, 1994). A
fracdo microssomal hepatica Sy, faz parte de um grupo de enzimas do citocromo P-
450 localizadas no figado, sendo responsaveis pelas rea¢des de biotransformacgéo

(PARKINSON, 1998). O citocromo P450 é responsavel por rea¢des de oxidagéo e
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reducdo que fazem parte do grupo de reagdes de biotransformacao de fase | que
causam aumento da polaridade da substancia a ser metabolizada e ancoram grupos
para subsequentes rea¢des de conjugacdo (WERMUTH, 2003; THOMAS, 2003).

A descoberta de novos agentes quimicos de aplicagéo terapéutica &
sem duvida uma atividade multidisciplinar, onde os estudos sobre eficacia,
mecanismos de acgao, potencial tdxico e genotoxico dependem de bioensaios in vitro
e in vivo para que essas substancias possam ser validadas como farmacos. Apesar
dos testes in vitro ndo substituirem testes em animais para avaliagdo da atividade
biologica de diversas substancias, inicialmente, esses testes sdo aplicados em
estudos pilotos de novos farmacos servindo como um modelo econémico para uma
rapida triagem. Nesse contexto, a avaliagdo biolégica da 5-metoxi-3,4-
diidroxantomegnina através de testes in vitro, in vivo e, posteriormente, investigagcéo
clinica, podera viabilizar a utilizacdo dessa substancia com matéria-prima ou

protétipo para sintese de um novo farmaco.
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2 OBJETIVOS

Visto o potencial farmacoldgico das quinonas, avaliou-se a acao da 5-
metoxi-3,4-diidroxantomegnina, isolada e identificada no Instituto de Quimica de

Araraquara, quanto a atividade:
a) antibacteriana;

b) citotoxica (basal, pés-ativagcdo metabdlica e em associagcdo com &cido

ascorbico);
c) antioxidante em sistema celular e em sistema quimico livre de células;
d) imunomoduladora;

e) mutagénica.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Material vegetal

Paepalanthus latipes Silv. (Fig. 3), catalogada no Herbario do
Departamento de Botanica do Instituto de Biociéncias da USP, sob referéncia CFSC
13846, foi coletada na Serra do Cipo, em Minas Gerais. ApOs processos de secagem
e moagem, a 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina foi extraida dos capitulos da planta
(VILEGAS et al., 1990). Os instrumentos e técnicas utilizados séo descritos a seguir,

assim como a preparacéao dos extratos e fragoes.

Figura 3 — Paepalanthus latipes Silv. — vista superior (cedida pelo Prof. Dr. Wagner

Vilegas)

3.2 Reagentes e solugdes

D-Glicose (SYNTH), extrato de levedura, triptona (ACUMEDIA), meio
Eagle, tripsina, Versene (Instituto Adolf Lutz), soro fetal bovino (Cultilab), meio Agar
McConkey (DIFCO), KH,PO4, KH,PO4, NaCl, MgCl,, KCI, NaHPO4.2H,0,
NaH,PO,4.H,O, NaOH, acido acético, etanol absoluto, dimetilsulfoxido (DMSQO), acido
ascérbico, mercaptoetanol, N-(1-naftil)-etilenodiamino, sulfonilamida (MERCK),
vermelho neutro (Neutralrot Redox-Indikator — Riedel-de-Haén AG Seelze-Hannover
— cod. 326.60), fracédo Sy de figado de rato Sprague Dawley (Moltox Molecular

Toxicology, USA), D-glicose-6-fosfato, p-nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
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(SIGMA), ciclofosfamida (SIGMA cod. C0768), , catalase (EC 1.11.1.7 - SIGMA),
acido 5-5’-ditio(2-nitrobenzoico) (DTNB) (SIGMA cod. D8130), zimosan (SIGMA cod.
Z4250), phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) (SIGMA cod. P-8139), luminol
(SIGMA cod. A4685), lucigenina (SIGMA cod. M8010), 1,1-difenil-2-picril-hidrazila
(DPPH) (SIGMA cod. 43180), trolox (ACROS ORGANICS), RPMI — 1640 (SIGMA
cod. R-7755), HEPES (SIGMA cod. H-0763), penicilina (SIGMA cod. P-3414),
estreptomicina (SIGMA cod. S-9137), glutamina (SIGMA cod. G-5763), meio
tioglicolato (DIFCO cod. 0236-17), vermelho de fenol (SIGMA), peroxidase tipo Il
(HRP) (SIGMA cod. P-8250), lipopolissacarideo (LPS) de E. coli sorotipo O111:B4
(SIGMA cod. L-2630), actinomicina D (SIGMA cod. A-1410), e acido ortofosférico
(MALLINCKRODT CHEMICAL), 4-o-nitrofenilenodiamina, 2-antramine, azida sodica,

mitomicina C, 2-aminofluoreno (SIGMA).

3.3 Obtengao da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina

3.3.1 Instrumentos e técnicas utilizadas

- Para separagdes em coluna cromatografica classica (CC), utilizou-se silica gel 60
(MERCK, 70-130 Mesh ASTM) como adsorvente e coluna de 33,0 cm x 2,5 d.i.

- Cromatografia liquida de média performance (CLMP) realizada em sistema
BAECKSTRON SEPARO AB, coluna de vidro 10,0 x 1,5 cm, empacotada a seco
com silica 60H (MERCK, 40-63 Mesh ASTM) como suporte sélido e bomba FMI —
50 QD-0O SSY, BS/BS com fluxo continuo de 10 mL/minuto.

- Cromatografia em camada delgada comparativa (CCCD) realizada sobre placas
de vidro 5,0 x 1,0 ou 20,0 x 20,0 cm contendo suspensao de silica gel G
(MERCK) em agua destilada, na proporgéo de 1:2 (p/v), obtendo-se 0,25 mm de
espessura de adsorvente. Ap6s a preparacao, as placas foram deixadas em
repouso por cerca de 6 horas, a temperatura ambiente e em estufa a 120°C por
cerca de 30 minutos.

- Luz ultravioleta (UV) em comprimento de onda de 254 — 366 nm (Chromatovue)
utilizada para analise visual das placas.

- Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) realizada em cromatégrafo
Waters, equipado com injetor U6K; detector de UV/ visivel Waters 486 operado
em comprimento de onda 254 nm; integrador/registrador Waters 746; coluna

Supelco C-18 (4,6 x 25 x 5um). Antes da inje¢do, as amostras foram filtradas
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através de membranas filtrantes de polietileno 0,45um Millex conectadas a uma
seringa plastica marca Hamilton (10uL). O volume injetado foi de 10uL, com fluxo

de 1mL/min.

3.3.2 Preparagao de extratos brutos

Extratos da planta seca e moida foram obtidos por maceragédo durante
uma semana, utilizando solventes organicos em polaridade crescente. Ao final de
cada extragdo a solucao foi filtrada, em filtro de papel comum, e evaporada em
evaporador rotativo, obtendo-se os extratos hexanico e diclorometanico (DCM). O
extrato hexanico foi desprezado e o DCM utilizado para extracdo da 5-metoxi-3,4-
diidroxantomegnina. A sequéncia para a preparacdo dos extratos esta

esquematizada na Figura 4.

Paepalanthus latipes

Capitulos (180,0 g)
1) Hexano
2) Filtracao

3) Evaporacéo

Extrato Torta
hexanico (0,3 g) DCM
Extrato torta
DCM (5,0 g) desprezada

Figura 4 - Preparacao de extratos de Paepalanthus latipes

3.3.3 Fracionamento e purificacéo

CC e CLMP foram utilizados para o fracionamento e purificagdo do

extrato diclorometano e CCCD e CLAE para analise de pureza:
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1. Cromatografia em coluna classica (CC):- inicialmente, a eluigdo foi feita com
tolueno puro, em seguida, aumentando-se a polaridade da mistura com adi¢cao
de acetato de etila mais 0,5% de acido acético até obtencao da proporgéo 6:4.

2. Cromatografia liquida de média performance (CLMP):- Uma mistura 9:1 de
tolueno / acetato de etila mais 0,5% de acido acético foi utilizada como solvente.
A polaridade do sistema foi aumentada, gradativamente, com adigdo de acetato
de etila.

3. Cromatografia em camada delgada comparativa (CCCD):- todas as fragdes
obtidas foram analisadas por CCCD, utilizando o sistema eluente 8:2:0,5 de
tolueno/acetato de etila/acido acético e agrupadas quando necessario. Apds
eluicdo, as placas foram reveladas sob luz ultravioleta (UV) e, posteriormente,
com iodo. Fragdes que continham a 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina, juntamente
com outras impurezas, foram submetidas a CLMP e analisadas novamente.

4. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE): - a confirmacéo da pureza da 5-
metoxi-3,4-diidroxantomegnina foi realizada por CLAE. O sistema de eluentes
utilizado foi acetonitrila (ACN) e acido acético/agua 2% e as condi¢cdes de analise
foram:

- 8 minutos — 70% ACN + 30% acido acético/agua;
- 22 minutos — 70% ACN + 30% &cido acético/agua;
- 10 minutos — 20% ACN + 80% acido acético/agua.

3.4 Determinacao da atividade antimicrobiana in vitro
3.4.1 Solugdes
- Meio de crescimento (MC): 1,0 g de glicose; 2,5 g de extrato de levedura; 5,0 g de

triptona/L. Distribuir em tubos. Esterilizar a 121°C por 15 minutos.

- Substancia teste: A solugdo de 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina foi preparada na
concentragdo de 1,0 mg/mL em meio de crescimento, as quais foram,
posteriormente, submetidas as diluicbes seriadas e seqlenciadas no mesmo meio

em concentragdes que variaram de 1582 a 1,5 uM.
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3.4.2 Manuteng¢ao dos microganismos

Staphylococcus aureus ATCC 25913, Enterococcus faecalis ATCC
10541 foram semeados em placas contendo Agar sangue de carneiro 5%,
Escherichia coli ATCC 25922 em Agar MacConkey sendo, posteriormente,
incubadas a 37°C. Apds 24hs, colbnias foram repicadas para tubos contendo MC e
incubados overnight. Uma aliquota dessa cultura foi semeada no mesmo meio e
incubado a 37°C até turvagdo equivalente a 0,5 da escala de McFarland para

obtencgao de crescimento em fase exponencial.

3.4.3 Procedimento

Orificios de microplacas foram preenchidos com 100 pL de MC,
contendo concentragcbes variadas da substancia teste, sobre os quais foram
adicionados 100 upL de cultura dos diferentes microrganismos em crescimento
exponencial. As placas foram submetidas a leitura espectrofotométrica em 620 nm e,
a seguir, incubadas a 35-37°C. Apds 24 horas, as mesmas foram homogeneizadas e
nova leitura realizada para determinagdo da concentragdo inibitéria minima (CIM).
Os testes foram realizados em triplicata e acompanhados de crescimento controle. A
primeira leitura espectrofotométrica foi realizada para eliminar a coloragéo de fundo,
servindo de branco do teste, dessa maneira somente o crescimento bacteriano foi

computado nos experimentos.

3.4.4 Concentragao inibitéria minima

A CIM foi determinada através da relacéo direta entre a absorbancia do
crescimento bacteriano e concentracdo da substancia teste. A CIM foi definida,
graficamente, como sendo a menor concentragdo do composto que induziu a um
brusco declinio no valor da absorbancia, o qual foi mantido nas concentragbes
seguintes e préximos a zero. Teoricamente, CIM é definida como a menor

concentragéo que inibe o crescimento bacteriano (DEVIENNE, RADDI, 2002).

3.5 Determinagdo da atividade citotéxica in vitro para as linhagens celulares
McCoy, LP07 e LM2
3.5.1 Linhagens celulares: células McCoy (ATCC 1696), células de adenocarcioma

murino LPO7 (pulmao) e LM2 (mama).
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3.5.2 Meio de cultivo e solugdes
- Meio de cultivo: constituido por meio Eagle adicionado de 7,5% de soro fetal

bovino.

- Tampéo PBS: solugdo A: 0,908 g de KH,PO4/100 mL; solugado B: 0,9475 g de
KH,PO4/100 mL. Misturar 28,5 ml de solug¢do A para 71,5 mL de solucdo B.
Acrescentar 0,85 g de NaCl. Ajustar pH = 7,2 — 7,4. Esterilizar a 121°C por 15

minutos.

- Solugédo de Vermelho Neutro: solugado estoque do corante vermelho neutro (0,4%
em tampao PBS) foi diluida a 50 pg/mL em meio Eagle sem soro. Ap6s 24 horas de
incubacgao, a 37°C, a solugao foi submetida a centrifugagao (1500 rpm — 10 minutos),

para remoc¢ao dos cristais remanescentes.

- Mistura de acido acético/etanol (1:50): inicialmente, foi preparado alcool etilico
50%. Para a preparacao de mistura, adicionou-se 1 mL de acido acético glacial a 99

mL de alcool 50%.

- Substancia teste: a solugéo da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina foi preparada nas
concentragdes de 10, 20, 40, 79, 158 e 316 pyM, utilizando-se o meio de crescimento

como diluente.

3.5.3 Procedimento

Células McCoy B, LP0O7 e LM2 foram mantidas em meio Eagle. Ap6s
tripsinizagcédo (2 mL de solugao de tripsina 0,2% + Versene 0,02%), as células foram
contadas em camara de Neubauer e 200 yL do meio contendo aproximandamente
10* — 10° células/mL foram inoculados em microplacas (96 orificios) para cultura de
tecido (Corning cod. 25860) as quais foram incubadas a 35 — 37°C. Ap6s 24 horas, 0
meio foi removido e cada orificio tratado com diferentes concentracdes das
substancias teste. Apds incubacéao por 24 horas, as placas foram preparadas para o
teste do Vermelho Neutro (VN) (BORENFREUND & PUERNER, 1985). Os testes
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foram acompanhados de crescimento controle, realizados em ftriplicata e repetidos

no minimo 3 vezes.

- Técnica do VN

200 pl da solugédo de VN foram adicionados aos orificios das
microplacas, as quais foram incubadas a 35 -37°C, por 3 horas. Ap6s esse periodo,
os orificios foram lavados rapidamente com solugdo tampao PBS e 200 uyL da
mistura acido acético/etanol foram adicionados a cada orificio. As placas foram
deixadas em repouso por 10 minutos para extragdo do corante, homogeneizadas e
leituras espectrofotométricas foram realizadas em comprimento de onda de 540 nm
e filtro de referéncia 620 nm (BORENFREUND; PUERNER, 1985).

3.5.4 Determinagao do indice Citotéxico (ICsq)

Os ICsp para a 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina foram determinados
através da analise de regresséo linear, juntamente com outros conceitos estatisticos.
Esse indice significa a concentracédo do agente que diminuiu em 50% a viabilidade

celular.

3.5.5 Analise estatistica

Os dados da anadlise estatistica de regress&o, juntamente com os
apresentados na tabela ANOVA (analise de variancia), podem avaliar se o modelo
de regressao linear é adequado para a compilagdo, validacéo e significancia dos
resultados. A curva dose-resposta da substancia foi obtida através do grafico de
dispersdo xy contendo as observagdes (concentragao x absorbancia) e a reta de
regressao (BARILE, 1994; LAPPONI, 1997).

3.6 Determinacao da atividade citotoxica apds associagao com acido ascoérbico
para as linhagens celulares McCoy, LP07 e LM2
Células McCoy, LP07 e LM2 foram tratadas com diferentes
concentragbes de 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina adicionada de acido ascoérbico
na propor¢ao 1:20. Apds incubagao por 24 horas, as placas foram preparadas para o
teste do VN. Os testes foram acompanhados de crescimento controle, realizados em

triplicata e repetidos, no minimo, 3 vezes. Testes de citotoxicidade foram realizados
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com as substancias isoladas (5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina e acido ascorbico)

nas mesmas concentragbes ensaiadas.

3.7 Determinagcdo da atividade citotoxica para células McCoy na presenga de
sistema microssomal

Seguindo a metodologia descrita anteriormente, as células foram
tratadas com diferentes concentragdes da substancia teste, previamente submetidas
a ativagcdo metabdlica a 10%, cujo sistema é composto por 4% de fracdo Sy de
figado de rato tratado com Arocloror 1254, 1% de solugéo cloreto de magnésio 0,4
M, 1% solugao cloreto de potassio 1,65M, 0,5% de D-glicose-6-fosfato 1M, 4% de -
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato 0,1 M, 50% de tampéao fosfato 0,2 M
(81% de fosfato de sédio dibasico 0,2 M e 19% de fosfato de sédio monobasico 0,2
M) e 39,5% de agua destilada estéril. Apos incubagao por 24 horas, o meio foi
removido e a placa tratada para o teste do VN. Os testes foram acompanhados de
crescimento celular sem substancia teste, na presenca de 10% de sistema de
ativacdo metabdlica, na presenca de DMSO (com ativagdo metabolizacdo) e com
ciclofosfamida (controle da reacdo de metabolizag&o). Os testes foram realizados em

triplicata e repetidos, no minimo, 3 vezes.

3.8 Estudo de mecanismo de acdo citotoxica da 5-metoxi-3,4-

diidroxantomegnina apés associagdao com acido ascérbico

3.8.1 Determinacgao da atividade citotoxica na presencga de catalase

Células McCoy foram tratadas com diferentes concentracbes de 5-
metoxi-3,4-diidroxantomegnina adicionada de acido ascorbico, como descrito
anteriormente, e catalase 1160U. Apds incubacdo por 24 horas, as placas foram
preparadas para o teste do VN. Os testes foram acompanhados de crescimento

controle, realizados em ftriplicata e repetidos, no minimo, 3 vezes.

3.8.2 Ensaios espectrofotométricos (UV - VIS)
Para o ensaio espectrofotométrico foi utilizado espectrofotdmetro
DIODE ARRAY - HEWLET PACKARD (8452 A) com cubetas de caminho 6tico de 1

cm. As concentragbes de 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina e acido ascoérbico
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utilizadas nos ensaios foram 0,316 mM e 4,96 mM. Os estudos cinéticos do sistema
5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina/acido ascoérbico foram realizados em tampao
fosfato 10 mM, pH 7,0 a 37°C, com leituras de absorbancia a cada 1 minuto, por 10

minutos.

3.8.3 Espectrometria de massas

Nos ensaios de avaliagdo da massa molecular de 5-metoxi-3,4-
diidroxantomegnina apo6s a adi¢céo de acido ascérbico foi utilizado espectrémetro de
massas marca MICROMASS modelo QUATTROMICRO. As substancias foram
submetidas a ionizacao eletrospray operado de modo positivo. As amostras foram
dissolvidas em metanol e injetadas diretamente no espectrémetro de massas através
de injetor MICROMASS. O limite de massas analisado foi de 300 a 350 Da. A
concentracdo de 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina utilizada nos testes foi de 3 uM e

do acido ascérbico foi de 0,14 mM em tampao fosfato 10 mM, pH 7 4.

3.9 Ensaios antioxidantes

3.9.1 Ensaios quimiluminescentes

3.9.1.1 Obtencéao de neutréfilos (PMN) para ensaio quimiluminescente

a) Inducgéo de exsudato celular — Dez mL de uma solugado de glicogénio de ostra a
0,5% (p/v) em NaCl a 0,85% (p/v) foram injetados, via intraperitoneal, em rato macho
(Rattus albinus norvegicus) com peso médio de 250 g. Ap6s 12 horas, o animal foi
sacrificado e a cavidade abdominal lavada com 20 mL de tampao PBSDulbecco
(PBSD) (Apéndice), contendo 10 Ul heparina/mL. O lavado foi coletado por sucgao,
com seringa e agulha, transferido para tubo conico siliconizado e centrifugado a 200
X g, por 3 minutos. Apds 2 lavagens com tampao PBSD sem calcio, realizou-se a
separacao dos PMN.

b) Separacdo e quantificacdo de PMNs por gradiente de densidade - Em tubos
siliconizados cOnicos, com capacidade para 15 mL, foram adicionados 5 mL de
histopaque 1083 e, vagarosamente, o mesmo volume da suspenséo celular. Os
tubos foram centrifugados por 30 minutos a 700 x g, o sedimento lavado 2 vezes em
tampao PBSD sem calcio e ressuspendido para obtencdo de suspenséo contendo 1

x 10° células/mL (contagem realizada em camara de NEUBAUER). A suspensdo
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celular foi mantida em banho de gelo durante os experimentos. A verificacdo da
eficacia da separacgéo foi realizada através da contagem diferencial das células, em
esfregacos obtidos em citocentrifuga (FANEN), apds coloracédo pelo método de
LEISHMAN. Foram observadas 500 células em cada preparagdo, em microscopio
6ptico comum (X 1000).

c) Viabilidade dos PMNs na presenga de 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina - Cem pL
de tampao PBSD contendo, aproximadamente, 6 x 10° células/mL foram semeados
em microplaca para cultura de tecido e incubados por 60 minutos a 35-37°C, em
estufa de CO,; a 5%. A seguir, PBSD contendo diferentes concentracdes de 5-
metoxi-3,4-diidroxantomegnina foi adicionado em cada orificio. Apds incubacao por 1
hora, a placa foi revelada pela técnica do VN. Os testes foram realizados em
triplicata e repetidos no minimo 3 vezes. Esse teste permitiu determinar a viabilidade
dos PMNs na presenca de diferentes concentracbes de 5-metoxi-3,4-

diidroxantomegnina apds o tempo das reagoes.

3.9.1.2 Ensaios Quimiluminescentes

As reacgbes seguiram recomendacdes descritas por Silva (2000),
realizadas em lumindmetro BioOrbit modelo 1251, dotado de dispensadores
automatizados. O aparelho esta interfaceado a um microcomputador e os resultados
foram processados através do software Multiuse versdo 2.0. Em tubo de reagéo
foram adicionados suspensdo de PMNs a 1,0 x 10%mL, luminol 2 x 10° M ou
lucigenina 2 x 10 M e tampao PBSD pH 7,4, o qual foi incubado por 10 minutos a
37°C, no proprio aparelho. Os ensaios objetivaram verificar a influéncia da 5-metoxi-
3,4-diidroxantomegnina no burst respiratério de PMNs ativados por zimosan através
do luminol e por PMA através de lucigenina. Concentragbes da substancia quimica

variando de 2 a 64 yM foram adicionadas ao tubo de reacao.

3.9.1.3 Calculo da variagdo da quimiluminescéncia (AQL)
A variagdo da quimiluminescéncia expressa a intensidade maxima de
emissao (IME) e integral da cinética de emisséo (ICE), apds corregdo com a linha de

base (células sem estimulo), representada da seguinte forma:
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AQLy = IME das células estimuladas — IME das células sem estimulo

AQL¢ = ICE das células estimuladas — ICE das células sem estimulo

3.9.2 Teste de cloragao

O método da cloragdo baseia-se na oxidacdo do acido 5-tio-2-
nitrobenzéico (TNB) pelo HOCI formando o acido 5-5-ditiobis(2-nitrobenzéico)
(DTNB), conforme a seguinte reacao (CHING et al., 1994):

HOCI+ TNB — DTNB + CI" + H,O

A absorbéancia do TNB a 412 nm diminui na presenca de HOCI pela
formacado do DTNB que absorve em 325 nm. Nesse teste, incubou-se o HOCI (25
MM) com diferentes concentragdes de 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina por 1 minuto

e, posteriormente, adicionou-se o TNB (50 uM).

3.9.3 Teste com DPPH

Neste ensaio espectrofotométrico utilizou-se uma solucdo de DPPH a
0,004% em metanol. A cada 50uL da amostra em diversas concentracdes foi
adicionado 100uL da solugcao de DPPH, sendo as absorbancias determinadas a 540
nm em espectrofotbmetro multicanal (TECAN SPECTRA) ap6s 30 minutos de
reacdo. Como referéncia de maxima absorgcdo foi utilizada a leitura obtida com
100uL da solugcédo de DPPH adicionado de 50uL de DMSO. Através dos valores das
absorbancias, foi plotado um grafico de variacdo da absorbancia, em porcentagem,
pela concentragdo da amostra. A equacéo utilizada para verificagao da porcentagem
de inibicdo (%A) estda demonstrada abaixo, onde Ao é a absorbancia do DPPH sem
a substancia teste e A corresponde a absorbancia verificada com a adicdo da
substancia teste ap6s 30 minutos de reagdo. Como referéncia da atividade

antioxidante foi utilizado o trolox.

% A= Ag—A x 100
Ay




44

3.10 Testes de resposta imunolégica

3.10.1 Obtencao de macrofagos peritoneais

3.10.1.1 Meios de cultivo, solugdes e reagentes

Tampao PBS estoque: Solugdo A: 27,4 g de NaHPO4.2H,0/386 mL de agua
deionizada; Solugéo B: 7,875 g de NaH,P0O4.H,0/114 mL de agua deionizada.
Solugado A e B foram misturadas, o pH ajustado a 7,2 com NaOH 4N e o volume
completado para 1000 mL. A solugao foi esterilizada a 121°C por 15 minutos e

armazenada a 4°C.

Tampao PBS 0,01 M: Acrescentou-se 8,5 g de NaCl a 40 mL de tampao PBS
estoque e o volume completado para 1000 mL de agua deionizada. O pH da

solucao foi ajustado a 7,2, esterilizada a 121°C por 15 minutos e armazenada a
4°C.

Meio RPMI: Constituido por 10,3 g de RPMI — 1640/1000 mL de agua Milli-Q
acrescido de 2,38 g de HEPES e 2,0 g de bicarbonato de sédio. O pH foi
ajustado a 7,2 com HCI 5 N, esterilizado em membrana Millipore 0,22 um e
acrescido de 5% soro fetal bovino inativado. No momento do uso, 100 U/mL de
penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina, 2 mM de glutamina e 50 mM de

mercaptoetanol foram adicionados.

Meio Tioglicolato a 3%. Preparado em agua deionizada, distribuido em tubos (4
mL/tubo), esterilizado a 121°C por 15 minutos e armazenados no escuro a

temperatura ambiente.

3.10.1.2 Procedimento

Camundongos Swiss machos, pesando cerca de 20 a 30 gramas,

foram inoculados, intraperitonealmente, com 3 mL de meio tioglicolato. Ap6s 3 a 4

dias, os animais foram sacrificados e os macrofagos coletados através da lavagem
peritoneal com 5 mL de PBS 0,01 M (BARILE, 1994 - modificado). A suspensao

celular foi transferida para tubos de rosca estéreis e lavada 3 vezes com 1 mL de

tampdo PBS por centrifugacdo (250g, 5 minutos a 4°C). Os macréfagos foram
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ressuspendidos em meio RPMI para a realizag&o dos testes de indugéo e inibigdo de

H202, NO e TNF-a pela 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina.

3.10.2 Determinagao da indugao de peroéxido de hidrogénio (H,0,)

3.10.2.1 Solugdes e reagentes

Solugdo de vermelho de fenol 1%: Preparada em agua Milli-Q, submetida a

lavagem ultrassénica por 30 minutos para dissolugéo do p6 e armazenada a 4°C.

Tampao fosfato glicosilado: Constituido por 1,361 g de KH;PO4, 2,282 g de
KoHPO4.3H20, 8,182 g de NaCl e 0,991 g de glicose/L de agua deionizada. O pH
foi ajustado a 7,4 com solugédo de NaOH 4N, a solucéo esterilizada a 121°C por

15 minutos e armazenada a 4°C.

Peroxidase tipo Il (HRP): Preparada na concentracdo de 1mg/mL em tampé&o

fosfato, distribuida em eppendorfs (100 uL) e armazenada a —20°C.

Tampao Completo: Constituido por 9,6 mL de tampéo fosfato glicosilado, 0,2 mL

de solugao de vermelho de fenol e 0,2 mL de peroxidase.

Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA): PMA foi ressuspendido em DMSO na
concentracdo 1 mM, aliquotado em eppendorfs (10 uL) e armazenados a -70°C,
ao abrigo da luz. Concentracdo final utilizada nos testes foi de 200 nM em

tampao completo.

Substancia teste: A solugdo estoque da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina foi
diluida em tampéo completo e as concentragdes finais utilizadas nos ensaios
foram de 9,8, 19,75, 39,5, 79, 158 e 316 uM.

Solugao de VN: preparado como descrito no item 3.5.2.

Mistura acido acético/etanol (1:50): preparado como descrito no item 3.5.2.
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3.10.2.2 Procedimento

Suspensdo de macrofagos peritoneais contendo 4 x 10° células/mL em
meio RPMI foi adicionada (100 puL) em microplaca de 96 orificios (Corning cod.
25860). Apos incubagdo em atmosfera contendo 5% de CO; por 1 hora a 37°C, a
placa foi vertida, os macréfagos tratados com 100 uL de diferentes concentragbes
das substancias teste e reincubada por 1 hora. Dez microlitros de NaOH 1N foram
adicionados a cada orificio e, apés 3 minutos, leitura espectrofotométrica foi
realizada em 620 nm (PICK; MIZEL, 1981; PICK, 1986). A quantidade de H,O, (nmol
de H,03) no sobrenadante foi determinada através de curva padrao (Apéndice). Os
testes foram acompanhados de controle negativo (macréfagos sem estimulo ou
tratamento), controle positivo (estimulacdo imunolégica com PMA) e controle de
viabilidade celular pés-experimentos através da técnica do VN (BORENFREUND;
PUERNER, 1985). Os testes foram realizados em triplicata e repetidos, no minimo,

com 3 animais.

3.10.3 Determinagao da indugao de 6xido nitrico (NO)

3.10.3.1 Solugdes e reagentes

- Lipopolissacarideo (LPS) de E. coli sorotipo O111:B4: Preparado em solugéo
estoque na concentracdo de 1000 ug/mL em RPMI e armazenado a —20°C,

sendo de 5 ug/mL em RPMI a concentracgéo final utilizada nos testes.

- Reagente de Griess: Constituido por 1,0 g de sulfanilamida, 0,1 g de
naftiletiienodiamina, 2,5 g de acido orto-fosférico/ 100 mL de agua Milli-Q e
armazenado a 4°C.

- Substancia teste: A solugdo estoque de 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina foi
diluida em RPMI e as concentragdes finais utilizadas nos testes foram de 19,75,
39,5, 79, 158 e 316 uM.

- Solugao de vermelho neutro: preparado como descrito no item 3.5.2.

- Mistura acido acético/etanol (1:50): preparado como descrito no item 3.5.2.
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3.10.3.2 Procedimento

Suspensdo de macréfagos peritoneais (100 uL), contendo 5 x 10°
células/mL em RPMI, foi adicionada em microplacas de 96 orificios (Corning cod.
25860) juntamente com 100 uL de diferentes concentragcdes de 5-metoxi-3,4-
diidroxantomegnina, as quais foram incubadas em estufa contendo 5% de CO, a
37°C, por 24 horas. Cem microlitros do sobrenadante da cultura foram transferidos
para uma nova microplaca e 100 uL de reagente de Griess foram adicionados e a
absorbancia determinada em espectrofotdmetro, comprimento de onda de 540 nm,
apo6s 15 minutos (FEDER, LASKIN, 1994; LASKIN et al, 1994; GREEN et al., 1982).
A quantidade de 6xido nitrico (umol de nitrito) no sobrenadante foi determinada
através de curva padrédo (Apéndice). Os testes foram realizados em triplicata e
repetidos, no minimo, com 3 animais. Os ensaios foram acompanhados de controle
negativo (macréfagos sem estimulo ou tratamento), de controle positivo (estimulagao
imunologica com LPS) e controle da viabilidade de celular pés-experimentos através
da técnica do VN (BORENFREUND; PUERNER, 1985).

3.10.4 Determinacgao da indugao de fator de necrose tumoral (TNF-a)

3.10.4.1 Solugdes e reagentes

- Lipopolissacarideo (LPS) de E. coli sorotipo O111:B4: Preparado em solugéo
estoque na concentracdo de 1000 ug/mL em RPMI e armazenado a — 20°C.

Concentragao final utilizada nos testes 10 ug/mL em RPMI.

- Substéncia teste: A solugdo estoque da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina foi
diluida em meio RPMI e as concentrag¢des finais utilizadas nos experimentos
foram de 39,5, 79 e 158 uM.

- Actinomicina D: Preparada em solugéo estoque na concentracao de 10 mg/mL
em agua destilada estéril, aliquotada em eppendorfs (50 uL) e estocada a —20°C.

A concentracao final utilizada no teste foi de 10 ung/mL em RPMI-1640.

- Solugao de vermelho neutro: preparado como descrito no item 3.5.2.
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- Mistura acido acético/etanol (1:50): preparado como descrito no item 3.5.2.

3.10.4.2 Procedimento
3.10.4.2.1 Indugéo da producao de TNF-a

Suspensdo de macrofagos (1 mL), contendo 5 x 10° células/mL, foi
adicionada em microplaca de 24 orificios e incubada a 37°C em atmosfera com 5%
de COy, por 1 hora. A placa foi vertida para retirada do sobrenadante e 1,0 mL de
meio RPMI contendo diferentes concentragcdes da quinona foi adicionado a cada
orificio. Ap6s 24 horas de incubacdo nas mesmas condigdes atmosféricas, o
sobrenadante foi transferido para eppendorfs estéreis e centrifugados a 4°C por 10
minutos.
3.10.4.2.2 Detecgéo da producéo de TNF-a

Células L-929 (fibrosarcoma murino sensivel ao TNF-a) foram
mantidas em meio RPMI-1640. Apés tripsinizagéo (2 mL de solugéo de tripsina 0,2%
+ Versene 0,02%), 5 — 6 mL de suspensao celular foram transferidos para nova
garrafa e 5 mL de meio foram adicionados. Ap6s 30 horas de incubacgao (5% CO; a
37°C), nova tripsinizagdo foi realizada e 100 pL de meio, contendo 4 x 10°
células/mL, foram adicionados em microplacas de 96 orificios (Corning cod. 25860)
para cultura de tecido, as quais foram incubadas por 18 horas a 37°C em atmosfera
contendo 5% de CO,. O meio foi removido e cada orificio tratado com 100 pL de
actinomicina D e 100 pL dos diferentes sobrenadantes obtidos dos macrofagos
tratados, sendo a placa novamente incubada nas mesmas condigdes. Apos 24
horas, o sobrenadante foi removido e o tapete celular tratado através da técnica do
VN (BORENFREUND; PUERNER, 1985). TNF-a induzido foi determinado através
da citotoxicidade funcional sobre células L-929. A atividade de TNF-a é expressa em
U/mL, onde 50% de lise celular de L-929 correspondem a 1U dessa citocina
(KIRIKAE et al, 1996). Os ensaios foram realizados em triplicata e repetidos, no
minimo, com 4 animais. Os testes foram acompanhados de controle negativo
(macréfagos e L-929 sem estimulo), controle positivo (estimulagdo imunoldgica com
LPS).
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3.10.5 Teste de inibigcao da liberacao de H,0;

Este ensaio foi realizado com o objetivo de verificar a capacidade da 5-
metoxi-3,4-diidroxantomegnina de inibir a producdo de H;O,. Foram utilizadas
células do exsudato celular na concentragdo de 4 x 10° células/mL. Apds a
aderéncia, as células foram incubadas na presencga de 50 yL de PMA (0,2 uM) e 50
ML de concentragcdes da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina. A quantidade de H,0O;
(nmol de H>0,) no sobrenadante foi determinada conforme descrito no item 3.10.2.2.
Os calculos das porcentagens de inibicao foram feitos através de comparagdo com

os controles utilizando a equagéao abaixo:

Inibicdo (%)= A—B x 100
A-C

A = absorbancia na presenca do estimulo (PMA ou LPS) sem a substancia teste
B = absorbancia na presenca da substéancia teste

C = absorbancia sem estimulo e sem substancia teste

3.10.6 Teste de inibigcao da liberagao de NO

Este ensaio foi realizado com o objetivo de verificar a capacidade da 5-
metoxi-3,4-diidroxantomegnina de inibir a produgéo de NO. Foram utilizadas células
do exsudato celular na concentracdo de 5 x 10° células/mL. Apds a aderéncia, os
macrofagos foram incubados na presenca de 100 uL de solugéo de LPS (1ug/mL) e
100 pL de cada concentracao da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina. A incubagéo foi
feita por 24 horas em estufa a 37°C com tensdo constante de 5% de CO,. A
producdo de NO foi determinada espectrofotometricamente como descrito no item
3.10.3. Os calculos das porcentagens de inibicado foram feitos como descritos no
item 3.10.5.
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3.10.7 Teste de inibigdo da liberagao de TNF-a

Este ensaio foi realizado com o objetivo de verificar a capacidade da 5-
metoxi-3,4-diidroxantomegnina de inibir a produgdo de TNF-a. Foram utilizadas a
suspensao de macréfagos peritoneais na concentracao de 5 x 10° células/mL e
seguido como descrito no item 12.4. Ap6s a aderéncia, os macréfagos foram
incubados na presenca de 25 yL de solugéo de LPS (1ug/mL) e 25 pL de cada
concentragédo da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina. A incubacao foi feita por 24 horas
em estufa a 37°C com suprimento constante de 5% de CO,. Posteriormente foram
adicionados 100 uL do sobrenadante sobre o tapete de células L-929 e, novamente,
incubados a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO,. Apds 24 horas, a placa foi
vertida e tratada para o teste do VN como descrito no item 3.10.4. Os calculos das

porcentagens de inibicao foram feitos como descritos no item 3.10.5.

3.11 Determinagcdo da atividade mutagénica in vitro da 5-metoxi-3,4-
diidroxantomegnina

Neste estudo foram utilizadas linhagens de Salmonella typhimurium
auxotréficas em relacao a histidina que detectam, preferencialmente, mutagenos que
causam deslocamento do quadro de leitura ou substituicdo de pares de bases do
DNA. Linhagens de Salmonella typhimurium TA 97a, TA 98, TA 100 e TA 102 foram
inoculadas em 30 mL de caldo nutriente, os quais foram incubados a 37°C por 14
horas, sob agitacdo, até obtencido de 1 a 2 x 10° células/mL. Diferentes
concentragbes da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina (25, 50, 100, 200 e 400
uM/placa) e 100 uL de cultura bacteriana foram adicionadas a 2 mL de Top agar,
homogeneizados e vertidos sobre placas de Petri contendo agar minimo seletivo.
Apés solidificacao do Top agar, as placas foram incubadas a 37°C. Apds 48 horas,
colénias histidina positiva (+his) foram contadas manualmente. Simultaneamente, a
influéncia da ativagdo metabodlica da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina foi testada
sobre as mesmas linhagens de S. typhimurium, através da adicdo de 500 uL de
mistura Sg ao Top agar, seguindo a metodologia descrita acima. Os experimentos
foram realizados em triplicata e repetidos duas vezes para os ensaios sem ativagéo
metabodlica. Cada experimento foi acompanhado de controle de crescimento

espontaneo, controle de DMSO (controle negativo) e controle da fracédo Sg (quando
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necessario). Para controle de mutagenicidade foram utilizadas as substancias

apresentadas abaixo:

Linhagem Mutageno padrdo

TA 97a/-Sg NPD = 4-o-nitrofenilenodiamina (10 ug/placa)
TA 97a/+Sy ANTR = 2-antramina (1,25 ug/placa)

TA 100/ -Sg AS = azida sodica (1,25 ug/placa)

TA 100/ +Sg ANTR = 2-antramina (1,25 ug/placa)

TA 98/ -Sg NPD = 4-o-nitrofenilenodiamina (10 ug/placa)
TA 98/ +Sg ANTR = 2-antramina (1,25 ug/placa)

TA 102/ -Sg MITC = Mitomicina C (20 nug/placa)

TA 102 / +Sg AF = 2-aminofluoreno (10 pg/placa)

Uma substancia & considerada mutagénica quando a razdo de
mutagenicidade (RM) for maior ou igual a 2, em pelo menos uma das doses
testadas, e houver uma relacdo dose-resposta entre as concentragdes avaliadas e o
nuamero de revertentes induzidos. RM é a razdo entre a média do numero de
revertentes por placa teste (espontaneos e induzidos) e a média do numero de
revertentes por placa do controle negativo (espontaneos) (VALENT, 1993; VARGAS
et al, 1993).

3.12 Andlise estatistica

Andlise estatistica descritiva foi realizada a fim de verificar a
reprodutibilidade e validagdo dos resultados e analise por t-Student para averiguar
diferencas estatisticamente significativa dos resultados obtidos apés tratamento com
a 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina e células controle (sem tratamento) (LAPPONI,
1997).
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4 RESULTADOS

4.1 Isolamento da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina

O fracionamento do extrato diclorometano (5,0 g) de Paepalanthus
latipes levou a obtencdo de 50 amostras, visualizadas através de CC. A analise
preliminar por CCCD revelou a presenga da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina nas
fracbes 11 a 14, obtendo-se em torno de 50 mg. A pureza das fracbes que
continham a 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina foi avaliada primeiramente através de
CCCD e confirmada, posteriormente, por CLAE (Fig. 5). A substancia purificada foi
submetida a determinacgéo estrutural conforme descrito por KITAGAWA et al. (2004)
(Fig. 6).

Figura 5 - Analise cromatografica qualitativa da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina por
CLAE



53

o OCH_H
3

Figura 6 - Estrutura quimica da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina

4.2 Atividade antimicrobiana in vitro

O DMSO, \utllizado para a dissolugdo da 5-metoxi-3,4-
diidroxantomegnina, causa diminuigdo significativa do crescimento bacteriano a
partir de solugdo a 12,5% (DEVIENNE, 2000). Nos ensaios realizados a
concentragédo do solvente ndo ultrapassou 5%. Considerando as concentragdes
utilizadas, o valor de CIM da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina para E. faecalis e S.
aureus, microrganismos Gram-positivos, foi de 197 uM e para E. coli, microrganismo
Gram-negativo, ndo houve diminuicdo significativa do crescimento bacteriano nas
concentracbes ensaiadas. A Figura 7 apresenta o efeito da 5-metoxi-3,4-
diidroxantomegnina sobre os microrganismos ensaiados, o qual foi demonstrado
através da leitura de absorbancia do crescimento bacteriano na auséncia e presenca
de diferentes concentragbes da substancia teste. Os valores de variabilidade para

cada concentracao sédo apresentados no Apéndice.
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Figura 7 — Relacao dose-resposta do crescimento de S. aureus (-o-), E. faecalis

(-e-) e E. coli (- A-) para 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina

4.3 Citotoxicidade in vitro da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina
4.3.1 indice citotoxico basal para as linhagens McCoy, LP07 e LM2

A Figura 8 apresenta comparativamente a curva dose-resposta para
células McCoy, LP07 e LM2, pela técnica do Vermelho Neutro (VN), da 5-metoxi-3,4-
diidroxantomegnina, representativa de 3 experimentos, realizados separadamente,
por analise de regressao linear (analisados em triplicata). O valor do indice citotdxico
(ICs0) da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina para as linhagens celulares descritas
acima, obtido no teste do VN € apresentado na Tabela 1 como média + desvio

padrao.
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Figura 8 — Curva dose-efeito de diferentes concentracbes de 5-metoxi-3,4-

diidroxantomegnina sobre células McCoy (-m-), LP0O7 (-e-) e LM2 (-A-)

Tabela 1 — ndice citotoxico da  5-metoxi-3,4-
diidroxantomegnina para algumas
linhagens celulares

Linhagem ICso (UM)
celular
McCoy 42,47 + 1,25
LPO7 6,2 + 0,36
LM2 746 +1,9
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4.3.2 indice citotéxico apds associagido com acido ascorbico para as linhagens
McCoy, LP07 e LM2

A Figura 9 mostra, comparativamente, a citotoxicidade da 5-metoxi-3,4-
diidroxantomegnina associada ao acido ascérbico. Os resultados sao apresentados
como média + desvio padréao de, no minimo, 3 experimentos independentes. A
Tabela 2 apresenta a média e o desvio padrdo dos indices citotdxicos (ICsg) da 5-
metoxi-3,4-diidroxantomegnina/acido ascorbico para as linhagens McCoy, LP0O7 e
LM2, obtidos nos testes do VN.
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Figura 9 - Curva dose-efeito de diferentes concentragbes de 5-metoxi-3,4-
diidroxantomegnina associada ao acido ascérbico sobre células McCoy
(-m-), LPO7 (-e-) e LM2 (-A-)

Tabela 2 - indice citotéxico da associagdo 5-metoxi-3,4-
diidroxantomegnina e acido ascérbico para

algumas linhagens celulares

Linhagem ICso (UM)
celular
McCoy 59+0,19
LPO7 3+0,1

LM2 17,6 + 0,47
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4.3.3 indice citotoxico para células McCoy na presenca de sistema
microssomal

Inicialmente, diferentes concentragcbes do sistema de ativacao
metabdlica, composto por fragdo microssomal Sy, foram avaliadas sobre células
McCoy. Meio Eagle contendo 2, 4 e 10% desse sistema demonstraram nao alterar a
viabilidade celular, portanto os testes foram realizados com a maior concentragao de
fracdo Sy (10%). Visto que DMSO poderia tornar-se mais téxico na presenca desse
sistema, a concentragcdo maxima do solvente foi determinada previamente. Os
resultados demonstraram que ndo ha diferenga significativa na citotoxicidade de
células tratadas com DMSO na auséncia e presenca de sistema de ativacdo
metabdlica (10%).

A relacao dose-resposta para células McCoy tratadas com a 5-metoxi-
3,4-diidroxantomegnina na auséncia e presenga de sistema de ativacdo metabdlica
€ apresentada na Figura 10. Diferentes concentra¢des de ciclofosfamida, um pré-
farmaco que na presencga de sistema de ativacdo metabolica torna-se extremamente
citotoxico, foram utilizadas como controle do teste. A 5-metoxi-3,4-
diidroxantomegnina na presenca ou auséncia do sistema de metabolizacdo reduz a
viabilidade celular de modo similar. Os resultados de ICsy da 5-metoxi-3,4-
diidroxantomegnina na presenca e auséncia da fracdo Sg foram de 42,27 + 1,2 yM e
42,47 + 1,25 uM, respectivamente, média + desvio padrdo de, no minimo, 3

experimentos independentes.
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Figura 10 — Curva dose-efeito de diferentes concentracbes de 5-metoxi-3,4-
diidroxantomegnina (A) e ciclofosfamida (B) na auséncia e presenca

de sistema de ativacdo metabdlica sobre células McCoy

44 Avaliacao da citotoxicidade na interagdgo da 5-metoxi-3,4-

diidroxantomegnina e acido ascérbico

4.4.1 indice citotoxico na presenca de catalase

A Figura 11 apresenta a curva dose-resposta para células McCoy
tratadas com 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina/acido ascoérbico, 5-metoxi-3,4-
diidroxantomegnina/acido ascorbico/catalase e acido ascorbico, respectivamente,
representativa de 3 experimentos em triplicata, realizados separadamente, por
analise de regressao linear. A Tabela 3 apresenta a média e o desvio padréo dos
indices citotdxicos (IC5p) da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina, 5-metoxi-3,4-
diidroxantomegnina/acido ascorbico, 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina/acido
ascorbico/catalase e acido ascoérbico obtidos nos testes do VN. A Figura 12 mostra,
comparativamente, a citotoxicidade da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina, sua
associagdo com o acido ascoérbico e esse sistema na presenca de catalase. Os
resultados sao apresentados como média + desvio padrao de, no minimo, 3

experimentos independentes.
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Figura 11 — Curva dose-resposta da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina/acido ascérbico
(A), 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina/acido ascoérbico/catalase (B) e

acido ascorbico (C) sobre células McCoy pela técnica do VN
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Tabela 3 - indice Citotoxico (ICsp) da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina e sua

associagdo com o acido ascorbico pela técnica do VN

Substancias ICs50 (UM)
5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina 42,47 +1,25
5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina /ac. ascorbico 59+0,19
5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina /acido ascérbico/catalase 42,67 + 0,38
Acido ascérbico 3534 + 18,58
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Figura 12 — Curva dose-efeito de diferentes concentracbes de 5-metoxi-3,4-

diidroxantomegnina (-m-), 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina/acido
ascorbico (-0-) e 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina/acido

ascorbico/catalase (-A-) sobre células McCoy
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4.4.2 Perfil espectrofotométrico

Pelo fato da maior citotoxicidade observada para a associacdo 5-
metoxi-3,4-diidroxantomegnina/acido ascorbico, procurou-se avaliar, através de
analise espectral, a interagdo entre essas duas substancias. As Figuras 13, 14 e 15
mostram, respectivamente, o espectro de absorcdo da 5-metoxi-3,4-
diidroxantomegnina, acido ascorbico e 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina/acido
ascorbico. A monitoragdo das absorbancias caracteristicas da 5-metoxi-3,4-
diidroxantomegnina, assim como do produto formado pela interagdo com &cido

ascorbico, € mostrada na Figura 16.
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Figura 13 — Espectro da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina em tampao fosfato, pH
7,4 a37°C
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Figura 14 — Espectro do acido ascérbico em tampao fosfato, pH 7,4 a 37°C
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Figura 15 — (A) Efeito do acido ascorbico sobre o espectro da 5-metoxi-3,4-
diidroxantomegnina, (B) Detalhe mostrando o espectro de absorgao
entre 300 a 600 nm: 1) espectro da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina
(0,316 mM); 2) ap6és adicao de acido ascoérbico (4,96 mM). Os

espectros foram registrados em intervalos de 1 minuto por 10 minutos
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Figura 16 — Absorbéancias caracteristicas da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina (330 e
485 nm) e formacéo de novo produto (415 nm), em tampao fosfato de
sédio 10 mmol/L, pH 7,4
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4.4.3 Espectrometria de massas

A espectrometria de massas foi realizada para avaliar se houve
reducéo da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina na presenca do acido ascorbico. As
Figuras 17 e 18 mostram o espectro de massas da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina

e 0 espectro de massas apos a interagdo com o acido ascorbico, respectivamente.
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Figura 17 — Espectro de massas da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina 3uM em
metanol. PM: 316

Figura 18 — Efeito no espectro de massas da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina 3uM
apos a adigao de acido ascoérbico 0,14 mM em tampao fosfato, pH 7,4,

apo6s 2 horas



65

4.5 Atividade antioxidante

451 Efeito no burst oxidativo de neutréfilos através de técnica
quimiluminescente

Inicialmente para a padronizagdo do ensaio quimiluminescente, foi

avaliada a possibilidade da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina emitir luz em diferentes

sistemas, utilizando as sondas luminol e lucigenina, bem como o efeito do DMSO no

sistema PMN/luminol/zimosan, pelo fato da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina

(quinona) estar dissolvida em DMSO.

Os sistemas PMN/luminol/quinona, PMN/PBSD/quinona,
luminol/PBSD/quinona e PBSD/quinona (Fig. 19), PMN/lucigenina/quinona,
lucigenina/PBSD/quinona (Fig. 20) e diferentes concentra¢gdes de DMSO no sistema
PMN/luminol/zimosan (Fig. 21) demonstraram que 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina
e DMSO (nas concentragdes testadas) nao interferem na reagcédo quimiluminescente.
A porcentagem de DMSO para a maior concentracdo de 5-metoxi-3,4-
diidroxantomegnina utilizada n&o ultrapassou 0,2%. A viabilidade dos PMNs foi
avaliada em relacdo ao tempo do ensaio quimiluminescente e para as
concentragbes de 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina utilizadas. A viabilidade celular
manteve-se acima de 90% na presenca de todas concentragdes testadas por
periodo de 1 hora. Os testes foram realizados pela técnica do VN, em triplicata e

repetidos 3 vezes.
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Figura 21 — Quimiluminescéncia (QL) do sistema PMN/luminol/zimosan na presenga

diversas concentracbes de DMSO

4.5.1.1 Quimiluminescéncia do sistema PMN/luminol/zimosan na presen¢a da

5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina

A diminuicdo da quimiluminescéncia do sistema PMN/luminol/zimosan
na presenca de diferentes concentragdes de 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina é
demonstrada na Figura 22, sendo esse efeito dose-dependente. As Tabelas 4 e 5
mostram os valores da AQL para intensidade maxima de emissao (IME) e integral da
cinética de emisséo (ICE). A Tabela 6 apresenta o percentual de decaimento de
emissdo de luz na presenca de diferentes concentracbes de 5-metoxi-3,4-

diidroxantomegnina.
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Figura 22 — Quimiluminescéncia (QL) do sistema PMN/luminol/zimosan (Zy) na

presenca

de diferentes

diidroxantomegnina (uM)
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Tabela 4 — Variagédo da quimiluminescéncia (AQL) para intensidade maxima de

emissao (IME) do sistema PMN/luminol/zimosan na presenga de

diferentes concentragcbes de 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina

5-metoxi-3,4- AQL para IME (mV) valor-P
diidroxantomegnina (uM)
64 0,1+0,14 0,0028795*
32 2,5+0,7 0,003013*
16 10,65 + 2,33 0,0041081*
8 15,98 + 1,86 0,0042927*
4 21,85+ 2,89 0,0211931*
2 26,7 + 2,54 0,1455684
Controle?® 37,95+7,7 -

& sistema PMN/luminol/zimosan na auséncia da droga

*p<0,05



Tabela 5 — Variagado da quimiluminescéncia (AQL) para integral da cinética de
emissao (ICE) do sistema PMN/luminol/zimosan na presenca de

diferentes concentragbes de 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina

5-metoxi-3,4- AQL para ICE valor-P
diidroxantomegnina (uM)

64 2164,5 + 3061 0,0131029*
32 29495 + 417132 0,0132585*
16 1459049 + 2063407 0,0144099*
8 10537593 + 2826751 0,0210406*
4 24400616 + 984963 0,0379479*
2 36674844 + 7387458 0,1286402
Controle® 46159795 + 12975054 -

@ sistema PMN/luminol/zimosan na auséncia da droga; *p<0,05

Tabela 6 — Percentual do decaimento da emissdo de luz para integral da
cinética de emissdo (ICE) do sistema PMN/luminol/zimosan na
presenca de diferentes concentracbes de 5-metoxi-3,4-

diidroxantomegnina em relagdo ao controle

5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina Decaimento de emisséo de luz
(uM) em relagao ao controle* (%)
64 99,96 + 0,05
32 95,4 +0,6
16 74,36 + 5,6
8 57,3 + 8,16
4 44,1 +6,9
2 28,4 + 3,15

* sistema PMN/luminol/zimosan na auséncia da droga (100%)
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4.5.1.2 Quimiluminescéncia do sistema PMN/lucigenina/PMA na presenca de 5-

metoxi-3,4-diidroxantomegnina

Nesse ensaio avaliou-se o efeito da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina
na quimiluminescéncia dependente de lucigenina, que monitora o producéo de O;,". A
Figura 23, representativa de 3 experimentos, demonstra diminuicdo da
quimiluminescéncia do sistema PMN/lucigenina/PMA na presenca de diferentes
concentragbes de 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina, sendo esse efeito dose-
dependente. As Tabelas 7 e 8 mostram os valores da AQL para intensidade maxima
de emisséo (IME) e integral da cinética de emissao (ICE) e a Tabela 9 apresenta o
percentual de decaimento de emissdo de luz na presengca de diferentes

concentragdes de 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina.

30
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20 1 (PMA + 16 pM)
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Figura 23 — Quimiluminescéncia (QL) do sistema PMN/lucigenina/PMA na presenca

de diferentes concentragbes de 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina (UM)



Tabela 7 — Variagdo da quimiluminescéncia (AQL) para intensidade maxima de

emissao (IME) do sistema PMN/lucigenina/PMA na presenca de

diferentes concentragbes de 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina

5-metoxi-3,4- AQL para IME (mV) valor-P
diidroxantomegnina (uM)
64 1,4 + 2,09 9,616E-06*
32 55+246 4,341E-05*
16 12,9 + 3,38 0,0012867*
8 18,3 + 4,94 0,0359374*
4 20,4 + 5,02 0,0994743
2 241+59 0,5186354
Controle? 26,5+ 5,32 -

®sistema PMN/Iucigenina/PMA na auséncia da droga
*p<0,05

Tabela 8 — Variacdo da quimiluminescéncia (AQL) para integral da cinética de
emissdo (ICE) do sistema PMN/lucigenina/PMA na presenca de

diferentes concentragbes de 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina

5-metoxi-3,4- AQL para ICE valor-P
diidroxantomegnina (uM)
64 277640 + 596153 1,122E-06*
32 2316120 + 1629191 4,826E-06*
16 8287379 + 2227434 0,0001443*
8 13548132 + 3272938 0,0100401*
4 15656647 + 3557388 0,0533784
2 18487616 + 4012967 0,3834733

Controle® 20666997 + 3439545 -

2 sistema PMN/Iucigenina/PMA na auséncia da droga

*p<0,05
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Tabela 9 — Percentual de decaimento da emissdo de luz para integral da

cinética de emissao (ICE) do sistema PMN/lucigenina/PMA na

presenca de diferentes concentracbes de 5-metoxi-3,4-

diidroxantomegnina em relagéo ao controle

5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina Decaimento de emissao de luz

(uM) em relagao ao controle* (%)
64 95,48 + 3,28

32 78,5+8,5

16 52,78 + 9,25

8 32,8+7,9

4 23,6 + 9,37

2 11,08 + 6,08

* sistema PMN/lucigenina/PMA na auséncia da droga (100%)
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4.5.2 Efeito da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina no teste de cloragao

A 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina, em todas as concentrag¢des testadas,
permitiu a formacdo do DTNB, devido a diminuicdo da absorbéncia do sistema
quimico a 412 nm (Fig. 24), caracterizando que nessas condigdes essa quinona néao

captura o HOCI. A Tabela 10 mostra o percentual de TNB nao oxidado na presencga

de 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina.

Figura 24 — Absorgcdo do TNB no sistema TNB/HOCI na presenga de diferentes

Tabela 10 — Percentual de TNB n&o oxidado pelo HOCI na presenca de diferentes

Absorbancia (405 nm)

o
N
]

0,5 4

o
N
1

o
w
]

o
N
1

*
-

"TNB tng 16 32 64 126 158 253 316
uM

+
HOCI

concentracdes de 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina

concentragdes de 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina *p <0,05

5-metoxi-3,4- TNB nao oxidado (%) valor- P
diidroxantomegnina (uM)

16 12,2 + 0,26 55E-11*

32 12,1 + 0,45 4,92E-10*

64 11,96 + 0,47 5,54E-10*

126 11,7+ 0,5 6,85E-10*

158 13,1+ 0,52 9,16E-10*

253 12,06 + 0,45 4,61E-10*

316 12,23 +0,7 2,85E-09*

Auséncia 11,7 + 0,17 9,87E-12*

*p<0,05 em relagéo a absorbéancia do TNB (100%)



74

4.5.3 Efeito da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina no teste com DPPH

O DPPH apresenta coloracgéo violeta, tendo assim uma absor¢cdo em 540
nm, quando se encontra reduzido torna-se amarelo, diminuindo a absorbéancia. Esta
reducdo é devida a acdo de algumas substancias capazes de doar hidrogénio
radicalar ao DPPH, formando um radical estavel, o qual é associado a propriedade
antioxidante. A 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina apresentou baixa porcentagem na
variacdo da absorbancia nas concentragbes testadas quando comparada ao trolox,

demonstrando baixa capacidade de reduzir o DPPH (Figura 25).
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Figura 25 - Porcentagem de decaimento da absorbancia (%) para diferentes
concentragdes de 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina (- A -) e trolox

(-e-)
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4.6 Efeito da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina na resposta imunoldgica

A concentragdo maxima de DMSO, PMA e LPS utilizada nos
experimentos foi previamente determinada, visto que essas substancias poderiam
influenciar na viabilidade dos macréfagos. DMSO 2%, PMA 200 nM e 5 ug/mL de
LPS n&o reduzem a viabilidade. DMSO, nessa concentragao, também nao induz
producgéo e liberacdo de mediadores inflamatorios.

Visto a 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina ser uma substancia citotoxica
para células de linhagem continua (KITAGAWA et al., 2004), verificamos,
previamente, o efeito dessa substancia sobre macrofagos murino. Os resultados
demonstram que a porcentagem de viabilidade dessas células permanece maior que
80% na maior concentragdo ensaiada (316 uM) (Figura 26). Os ensaios para
verificagdo da liberaggo de HyO, demonstraram que a 5-metoxi-3,4-
diidroxantomegnina produz esse mediador no tampao completo na auséncia de
macrofagos em todas as concentragbes ensaiadas (Figura 27). Todavia, na
presenga de macrofagos as concentracoes de 158 e 316 yM demonstraram induzir a
producdo de Hy0O, (Figura 28). Os resultados dos experimentos utilizando 5-metoxi-
3,4-diidroxantomegnina para deteccdo da indugdo dos mediadores celulares NO e
TNF-o demonstram nao haver diferencas significativas entre o controle negativo e as
concentragcdes da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina ensaiadas, mostrando que essa
substancia nédo € capaz de estimular macroéfagos murino a produzirem NO e TNF-a
(Figuras 29 e 30). Para os ensaios de inibicdo da liberacdo de mediadores por
macrofagos na presenca de estimulo e 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina, NO e TNF-
o foram avaliados, e observou-se que a 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina inibe a
liberacdo de NO (Figura 31) e nao inibe a liberagcdo de TNF-a (Figura 32). As
Tabelas 11 e 12 mostram, respectivamente, a porcentagem de inibicdo para a
liberacdo de NO e TNF-a. Os resultados sao apresentados como média + desvio
padréao de, no minimo, 3 experimentos independentes. A analise estatistica é

apresentada no Apéndice.
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Figura 26 — Efeito da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina (uM) na viabilidade de
macrofagos. Resultados apresentados como média + desvio padréao

de, no minimo, 3 experimentos independentes *p<0,05
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Figura 27 — Determinagao de H,O, pela 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina (M) na
auséncia de macroéfagos (5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina e tampao
completo). Resultados apresentados como média + desvio padréo de,

no minimo, 3 experimentos independentes
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Figura 28 — Efeito da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina (uM) na liberagdo de H,O,.
Resultados apresentados como média + desvio padrdo de, no minimo,

3 experimentos independentes *p< 0,05
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Figura 29 — Efeito da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina (uM) na liberacdo de NO.

Resultados apresentados como média + desvio padrao de, no minimo,

3 experimentos independentes *p< 0,05
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Figura 30 — Efeito da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina (M) na liberacdo de TNF-a.
Resultado apresentado como média + desvio padrao de, no minimo, 3
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Figura 31 — Efeito da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina (uM) na liberagdo de NO em
macrofagos estimulados por LPS. Resultados apresentados como
meédia + desvio padrao de, no minimo, 3 experimentos independentes
*p< 0,05
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Figura 32 — Efeito da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina (M) na liberacdo de TNF-a
em macrofagos estimulados por LPS. Resultado apresentado como
meédia + desvio padrao de, no minimo, 3 experimentos independentes

*p< 0,05

Tabela 11 - Porcentagem de inibicdo da liberacdo de NO na presenga do

estimulo LPS e 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina em macréfagos

5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina Inibigcdo da liberagao de NO* (%)
(HM)
79 97,43 + 0,65
158 99,13 + 0,28
316 98,9+ 0,16

* em relagéo ao controle negativo (macréfagos sem estimulo e sem droga)



Tabela 12 - Porcentagem de inibigcdo da liberacdo de TNF-a na presenca do

estimulo LPS e 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina em macréfagos

5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina Inibicdo da liberagédo de TNF-a *
(HM) (%)
19,75 1,08 + 0,54
39,5 0,33 +0,25
79 0,16 + 0,33
158 0,35+ 0,46

* em relacdo ao controle negativo (macréfagos sem estimulo e sem droga)

80
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4.7. Atividade mutagénica

As Tabelas 13 e 14 apresentam os resultados dos ensaios realizados
com 4 linhagens de Salmonella typhimurium, na presenca e auséncia de ativacao
metabodlica da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina. Os valores de razdo de
mutagenicidade demonstraram que a 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina ndo possui
propriedades mutagénicas, visto que nao foi observada razdo de mutagenicidade

igual ou superior a 2 (Tabelas 15 e 16).

Tabela 13 — Mutagenicidade da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina com e sem

ativacdo metabolica para 4 linhagens de S. typhimurium

Revertentes/placa em linhagens de S. typhimurium*

Tratamento TA 97a TA 98

(uM/placa) - So +So - So +So
0 218 +1.,8 343 +6 22+3 26 +1
25 304 + 28 332 + 27 21+4 28 +2
50 277 +12 399 + 10 18 +3 25+2
100 309 + 22 476 + 16 17 + 2 26 +2
200 301 +10 398 + 26 17 +3 27+ 3
400 294 + 16 431 + 25 19+ 2 27 +4
C+ 1484 + 32 1521 + 31 1492 + 28 2002 + 60

*Valores apresentados como média + desvio padrao. A freqléncia de reversio espontanea
nao foi subtraida. 0 = DMSO; controle positivo (+): TA 97a (- Sg) - NDP; TA 97a (+ Sg) —
ANTR; TA 98 (- Sg) - NDP; TA 98 (+ Sg) — ANTR
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Tabela 14 — Mutagenicidade da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina com e sem

ativacdo metabolica para 4 linhagens de S. typhimurium

Revertentes/placa em linhagens de S. typhimurium*

Tratamento TA 100 TA 102

(uM/placa) -So +Sy -So +So
0 147 + 22 121 + 13 400 + 10 301+5
25 151+ 9 199 + 33 355+6 292 + 17
50 151+ 8 176 +9 401 +8 295 + 38
100 154 + 12 185 + 30 384 +5 307 +8
200 131+ 14 185 + 19 389 + 23 288 + 15
400 124 + 10 216 + 53 379 + 30 282 + 22
C+ 957 + 24 973 + 10 1157 + 54 1348 + 66

* Valores apresentados como média + desvio padrdo. A freqiiéncia de reversao espontanea
nao foi subtraida. 0 = DMSO; controle positivo (+): TA 100 (- S9) — AS; TA 100 (+ S9) —
ANTR; TA 102 (- S9) — MITC; TA 102 (+ S9) — AF

Tabela 15 — Raz&do de mutagenicidade obtida com linhagens de S. typhimurium
tratadas com diferentes concentragbes de 5-metoxi-3,4-

diidroxantomegnina

Razao de mutagenicidade

Tratamento TA 97a TA 98

(uM/placa) - Sy +So =Sy +Sy
25 1,2 1,05 1,23 1,27
50 1,12 1,26 1,05 1,13
100 1,25 1,51 1 1,18
200 1,21 1,26 1 1,22

400 1,19 1,36 1,11 1,22
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Tabela 16 — Razdo de mutagenicidade obtida com linhagens de S. typhimurium
tratadas com diferentes concentracbes de 5-metoxi-3,4-

diidroxantomegnina

Razao de mutagenicidade

Tratamento TA 100 TA 102

(uM/placa) - Sy +So =Sy +Sy
25 1,08 1,32 0,93 0,92
50 1,08 1,17 1,05 0,93
100 1,10 1,23 1,01 0,96
200 0,94 1,23 1,02 0,90

400 0,88 1,44 1 0,88
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5 DISCUSSAO

O renascimento do interesse pelas plantas medicinais esta relacionado,
principalmente, as dificuldades na obtencdo de novos farmacos sintéticos. A
possibilidade de se encontrar um novo farmaco por screening ao acaso diminui,
progressivamente, ano a ano. Estudos indicam que seria necessario, por exemplo,
testar aproximadamente 400 mil compostos para se obter um novo anticonvulsivante
e 400 milhdes de compostos para se obter um novo antiviral por este método
(YUNES; CALIXTO, 2001).

Como a diversidade estrutural é fundamental para atingir diferentes
alvos biologicos, os cientistas voltaram-se para o estudo de produtos naturais
considerando que, durante os milhdes de anos da evolugdo bioldgica, a selegcao
natural realizou um processo de quimica combinatéria inigualavel (YUNES;
CALIXTO, 2001). Embora tenham sido identificados cerca de 100 mil compostos
oriundos de plantas e, aproximadamente, 20 mil compostos obtidos de
microrganismos, as fontes de metabdlitos secundarios parecem ser inesgotaveis
quanto as possibilidades de se encontrar novas e diferentes estruturas com

atividades de importancia quimica medicinal (GRAPE, 2001).

Neste contexto, seria necessario realizar screening de extratos
vegetais, 0os quais sdo constituidos de misturas complexas de compostos. Cabe
ressaltar que entre as 250 a 500 mil espécies existentes no planeta, apenas uma
pequena porcentagem foi estudada (cerca de 15%) para algum efeito especifico.
Evidentemente, compostos estruturalmente definidos, podem ser rapidamente

submetidos aos modernos métodos de screening (FERREIRA, 2001).

Os vegetais, em relagdo ao metabolismo secundario, possuem uma
elevada capacidade biossintética, tanto em relacdo ao numero de substancias
produzidas quanto a sua diversidade numa mesma espécie. O elevado numero € a
grande diversidade de metabdlitos secundarios, entre eles as quinonas, tém
despertado o interesse de pesquisadores de varios campos da ciéncia,
principalmente farmacéutica, que véem neles uma fonte particularmente promissora

de novas moléculas potencialmente Gteis ao homem (SIMOES et al., 2003).
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O potencial antimicrobiano é um dos principais alvos para novos
farmacos, em decorréncia do aumento da resisténcia bacteriana aos atualmente
comercializados. A 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina apresentou concentragéo
inibitéria minima (CIM) para Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus de 197
MM, mas néo apresentou CIM para Escherichia coli (Figura 7). Esses resultados
demonstram atividade antimicrobiana para S. aureus similar a obtida por PEREIRA
et al. (2006) para a naftoquinona a-lapachona, extraida de Tabebuia avellanedae,
(CIM de 264 pM). Naftoquinonas naturais, como alcanina e chiconina e seus
derivados, s&o em geral, ativas contra bactérias Gram-positivas como
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium e Bacillus subtilis e inativas contra
bactérias Gram-negativas. No entanto, 0 mecanismo de agao antimicrobiano das

naftoquinonas ainda nao foi totalmente elucidado (RIFFEL et al., 2002).

Quinonas sendo analogos da coenzima Q (ubiquinona, substancia
usada na transferéncia de elétrons na cadeia respiratdria) competem com essa
substancia. Quando a cadeia respiratoria € afetada, quinonas sofrem redox ciclico
sob condigbes aerobicas, resultando em aumento de espécies reativas de oxigénio
(EROs) como peroéxido de hidrogénio, radical hidroxil e anion superdxido, causando
estresse oxidativo e, consequentemente, dano bacteriano. Muitos componentes
celulares sao sensiveis a oxidacdo por EROs produzidos no estresse oxidativo,
conduzindo desarranjo estrutural com mudancgas fisiologicas na superficie e
citoplasma bacteriano (BOGDANOV et al., 1999; PEREIRA et al., 2006). O potencial
antimicrobiano dessas substancias pode ainda estar relacionado a capacidade de
complexar-se irreversivelmente a aminoacidos nucleofilicos, induzindo a inativagao e
perda da fungéo protéica (COWAN, 1999).

A literatura relata que muitas substancias com atividade antimicrobiana
nao possuem toxicidade seletiva, podendo atuar em estruturas comuns presentes
tanto em células eucariotas como procariotas (TAVARES, 1996). Algumas quinonas,
como a mitomicina C e porfiromicina, sdo antibiéticos efetivos contra bactérias Gram
positivas e Gram negativas, mas também apresentam atividade antitumoral
(OLIVEIRA; ALVES, 2002).

Com base nas propriedades estruturais e biolégicas, 1,4-naftoquinonas

sao consideradas estruturas privilegiadas pela quimica medicinal, devido
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principalmente a presencga de 2 grupos carbonilas que tém a capacidade de aceptar
um e/ou dois elétrons para formar os correspondentes radicais anion ou dianion
(PEREZ-SACAU et al., 2007; VERMA, 2006).

A bioquimica e citotoxicidade das quinonas vém sendo extensivamente
estudadas in vitro. Naftoquinonas, pela reagdo com agentes redutores celulares,
sofrem oxidorreducéo ciclica formando espécies reativas de oxigénio. Atomos de
carbono adjacentes a grupos carbonila séo eletrofilicos, tornando as naftoquinonas,
que ndo sao totalmente substituidas no anel quinona, em agentes alquilantes. A
producdo de espécies reativas de oxigénio e alquilagdo tém sido implicadas na
citotoxicidade in vitro de naftoquinonas (MUNDAY et al., 1995).

A 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina mostrou significantivo indice
citotoxico para células McCoy (ICso 42,47 uM) quando comparado ao da cisplatina
(ICs50 140 uM), substancia utilizada na terapia antineoplasica e referéncia em muitos
sistemas celulares. Nos ensaios utilizando linhagens tumorais de adenocarcinoma
de pulmédo (LP07) e mama (LM2) a maior poténcia citotdxica da 5-metoxi-3,4-
diidroxantomegnina foi para a linhagem LP0O7 (ICsy 6,2 uM) (Figura 8 e Tabela 1),
provavelmente devido a uma maior ativagdo biorredutiva. O metabolismo de
quinonas em sistemas bioquimicos tem sido atribuido a reducdo de um ou dois
elétrons catalisados por flavoenzimas na presencga de elétrons doadores. Enzimas
que catalisam a redugdo de um elétron incluem: NADPH-citocromo P450 redutase,
NADH-citocromo bs redutase, NADH: ubiquinona oxidorredutase e ferrodoxina-
NADP* redutase. A redugdo de dois elétrons é catalisada pela NAD(P)H quinona
oxidorredutase (DT-diaforase), que varia sua atividade conforme o tipo de tecido,
sendo elevada em tumores soélidos. Assim sendo, agentes que sao bons substratos
da DT-diaforase podem proporcionar seletivamente morte a células tumorais
(GUTIERREZ, 2000). DT-diaforase catalisa a transferéncia de dois elétrons a
quinona, sendo que esses elétrons séo transferidos um por vez com a formacgéo de
hidroquinona. A auséncia de semiquinona é esperada pelo fato da quinona nao ser
removida facilmente do centro ativo enzimatico enquanto o segundo elétron é
adicionado. A hidroquinona sofre redox ciclico e requer, inicialmente, a oxidagcéo de
um elétron para formar a semiquinona que transfere o elétron desemparelhado ao

oxigénio, formando o radical &nion superdxido (O2") e quinona. O O, formado inicia
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uma cascata de reagbes que resulta na producao de perdxido de hidrogénio (H205)
e radical hidroxil (OH). Este ciclo continua até o sistema se tornar anaerébico com a
diminuicdo da producdo de O, e acumulo de semiquinona (GUTIERREZ, 2000;
CADENAS, 1995; RAUTH; MELO; MISRA, 1998).

Visto que alguns antineoplasicos, como a ciclofosfamida, somente
apresentam efeito citotoxico ap6s biotransformagédo (DENNY, 2001; WERMUTH,
2003), a citotoxicidade da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina na presenca do sistema
microssomal Sg foi avaliada. A relacdo dose-resposta para células McCoy tratadas
com a 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina na auséncia e presenca de sistema de
ativacdo metabdlica reduz a viabilidade celular de modo similar, ou seja, o sistema
Sy ndo altera o potencial citotéxico dessa quinona (Figura 10). Uma hipdtese
relacionada com a ndo alteracdo do potencial citotdbxico da 5-metoxi-3,4-
diidroxantomegnina na presenca do sistema microssomal Sg € que essa quinona néo
seria substrato para o sistema enzimatico, ou seja, ndo seria metabolizada ou, se
metabolizada, os produtos dessa metabolizagdo possuiriam a mesma citotoxicidade

da substancia de origem.

A citotoxicidade da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina associada ao
acido ascorbico na propor¢ao 20:1, aumentou em cerca de 7, 4 e 2 vezes para
células McCoy, LM2 e LPQ7, respectivamente (Figura 9 e Tabela 2). O acido
ascorbico potencializa drogas quimioterapicas como relatado por GILLOTEAUX et al
(2006). A atividade citotoxica da combinacdo acido ascoérbico/quinona pode ser
atribuida a um redox ciclico e possivel geracdo de peroxidos e outras EROs. A
geracdo de EROs foi demonstrada pela interagdo de acido ascérbico e menadiona
(2-metil-1,4-naftoquinona) com reducédo de elétrons para produzir radical
semiquinona, radical ascorbato e aumento do redox ciclico formando Oy~
(GILLOTEAUX et al., 2004; CAPE et al., 2006) conforme apresentado na Figura 33.
Essas EROs danificam membranas e outras estruturas celulares ricas em lipideos,
acompanhada de oxidagao de grupamentos sulfidrila (-SH) e deple¢éo de glutationa
reduzida, induzindo danos irreversiveis a células cancerigenas (GILLOTEAUX et al.,
2006; GILLOTEAUX et al., 2004).
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Figura 33 — Redox ciclico envolvendo formacéo de radical semiquinona (Q"),
quinona reduzida (QHz) e anion superédxido (O, 7). Adaptado de CAPE
et al., 2006

A  potencializaggo da  citotoxicidade da  5-metoxi-3,4-
diidroxantomegnina pelo acido ascérbico conduziu-nos ao estudo da interagéo
quimica entre as substancias. Os ensaios espectrofotométricos realizados
demonstram mudanga no espectro de absor¢cdo da 5-metoxi-3,4-
diidroxantomegnina com a formagédo de um novo produto, provavelmente a
quinona reduzida, na presenca de acido ascérbico (Figura 15). Resultado similar
foi relatado por SANTOS et al. (2005) na reducéo de rifampicina-quinona pelo
acido ascérbico. A evidéncia da redugaéo da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina foi
obtida pela analise do espectro de massas demonstrados nas Figuras 17 e 18. O
espectro de massas na Figura 18 mostra um novo pico de 319 (M+H") o qual
pode ser correlacionado com o peso molecular da 5-metoxi-3,4-
diidroxantomegnina reduzida. A Figura 34 mostra a estrutura da 5-metoxi-3,4-
diidroxantomegnina e seu derivado hidroquinona (duas unidades de massa a

mais) obtida apds reducéo ndo enzimatica de dois elétrons com ascorbato.
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Figura 34 — Reducdo da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina ap6s adigao de acido

ascorbico

O mecanismo proposto para formacdo de peroxido de hidrogénio é
apresentado na Figura 35, produto responsavel pelo aumento da citotoxicidade
observada quando o acido ascérbico foi adicionado. Durante a redugédo da quinona
pelo ascorbato um composto intermediario, radical semiquinona, é formado, sendo
que parte dessa semiquinona também pode ser oxidada, em sistema aerdbico, pelo

oxigénio molecular produzindo O e, subsequentemente, H,0.

o O OH
HO
(o]
| o + ‘ +
Zz
o CH30
OH
Ho O  OCH,
2
(2) “4)
+ [ ]
+ Gz
CH30 CHj
O  OCH,
3) 2)
] +
2H
20 —» H0; + 0

Figura 35 — Efeito do acido ascérbico sobre a 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina: (1)
ascorbato, (2) 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina, (3) semiquinona, (4)

radical ascorbato
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Entre as diferentes EROs que podem ser formadas durante o redox
ciclico entre ascorbato e quinona, H,O, é o principal agente oxidante envolvido no
processo de citotoxicidade (VERRAX, 2005; VERRAX, 2006). A incubacdo das
células McCoy na presencga de 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina, acido ascérbico e
catalase, enzima que destréi H,O,, o efeito do acido ascérbico foi neutralizado
(Figura 12), reforgando que o H,O, gerado pelo redox ciclico (acido ascérbico e 5-
metoxi-3,4-diidroxantomegnina) é um importante agente citotoxico. Pelo fato de
células cancerigenas serem deficientes em defesa antioxidante (BOROVIC et al.,
2007; VERRAX, 2004) é esperado que sejam mais sensiveis ao estresse oxidativo
gerado por acido ascérbico/5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina que células normais.
Entretanto, ndo pode ser descartada a possibilidade da citotoxicidade da 5-metoxi-
3,4-diidroxantomegnina ser decorrente do intermediario radical semiquinona gerado
no meio intracelular. Radicais semiquinona podem se ligar a pequenas moléculas
nucleofilicas (como cisteina e glutationa reduzida) ou macromoléculas biologicas e
induzir morte celular (TAYAMA; NAKAGAWA, 1991).

Espécies reativas de oxigénio e nitrogénio estdo envolvidas na
patogenia de varias doencas incluindo cancer, doencas neurodegenerativas,
desordens reumaticas e doencas inflamatérias cronicas imunes e nao imunes
(PARIJ et al, 1998; LOPACZYNSKI; ZEISEL, 2001). Essas espécies, juntamente
com enzimas granulares, causam danos fisiol6gicos importantes a células e tecidos,
agravando a resposta inflamatoria. Assim, terapia antioxidante pode se constituir em
um importante mecanismo de diminuicdo da resposta inflamatéria (PARIJ et al,
1998; DI STASI et al, 2004).

A atividade antioxidante de substancias quimicas, na maioria das
vezes, €& determinada por métodos de inibicdo, envolvendo EROs e PMNs
estimulados, que avaliam indiretamente o poder antioxidante desses compostos
(PRIOR; CAO, 1999). Nos ensaios quimiluminescentes, a 5-metoxi-3,4-
diidroxantomegnina diminuiu a emissao de luz dos sistemas PMN/luminol/zimosan e
PMN/lucigenina/PMA de maneira dose-dependente (Figura 22 e 23). A inibigdo de
luz dependente de lucigenina pode ser decorrente da captura de O, e/ou inibigdo da
enzima NADPH-oxidase pela 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina. Essa substancia
inibindo a liberacéo e/ou producgéo de O, suprime o burst respiratoério de forma dose

dependente impedindo danos as biomoléculas, visto esse radical ser fonte para a
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producdo de outras EROs. Nas reagbes dependentes de luminol, a atividade
clorinante da MPO bem como do seu produto, o HOCI, deve ser considerada para a
oxidagao dessa sonda. A inibicdo de luz do sistema PMN/luminol/zimosan/quinona
pode ser decorrente da inibicdo enzimatica e/ou captura do acido HOCI pela 5-

metoxi-3,4-diidroxantomegnina.

A modificagdo in vivo na produgdo de oxidantes por fagocitos na
presencga de substancias quimicas nem sempre representa o efeito direto da droga
no metabolismo celular. Entre as EROs, o HOCI pode ser considerado o oxidante
mais téxico e produzido em abundancia por PMNs. Esse potente oxidante reage com
uma variedade de moléculas, como tidis, tioéteres, aminas, aminoacidos,
nucleotideos, ascorbato e acidos graxos polinsaturados (LAPENNA; CUCCURULLO,
1996). O teste de cloragdo demonstrou que o HOCI oxida TNB quando incubado na
presenca da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina, formando o DTNB, portanto a 5-
metoxi-3,4-diidroxantomegnina, nas concentracbes testadas, nado foi capaz de

impedir a formacado do DTNB (Figura 24 e Tabela 10).

No ensaio espectrofotométrico utilizando o radical livre DPPH, a 5-
metoxi-3,4-diidroxantomegnina nao foi capaz de doar hidrogénio radicalar ao DPPH,
caracterizando que nao possui atividade sequlestradora para essa molécula (Figura
25). Considerando os testes realizados, conclui-se que a 5-metoxi-3,4-
diidroxantomegnina interage, de forma dose-dependente, com os sistemas
enzimaticos geradores de EROs (NADPH oxidase e MPO) demonstrada através dos

ensaios de quimiluminescéncia, mas ndo com os oxidantes propriamente ditos.

Os ensaios realizados com macréfagos murino demonstram que a 5-
metoxi-3,4-diidroxantomegnina nao estimula a produgéo de éxido nitrico (NO) e fator
de necrose tumoral (TNF-a), mas induz a producgéo de H,O, (Figuras 28, 29 e 30). A
geracao de H;O, é um processo celular natural, resultante de varias reagdes
especificas essenciais a atividade celular. No entanto, a liberagcdo de quantidades
consideraveis de HyO, induz a quebra de fita de DNA e/ou perturbacdo no
citoesqueleto da membrana, levando a morte celular. Compostos capazes de induzir
a liberacao de H,O, por macrofagos, em pequenas concentragdes, sao importantes,
pois auxiliam na resposta imunologica atuando como agente microbicida (ALMEIDA
et al., 2005; MALHOTRA et al., 1990). As concentragbes de H,0O; liberadas pela 5-
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metoxi-3,4-diidroxantomegnina sao resultados relevantes, sendo essas
concentragbes menores que aquela liberada pelo padrdo zimosan. Este fato é de
grande importancia, pois quaisquer concentragdes de HyO, préximos aquelas
produzidas pelo zimosan devem ser tratadas como concentragdes tdxicas, pois se
sabe que H>O, em excesso no organismo pode destruir estruturas bioldgicas e

provocar lesdes irreversiveis (ALMEIDA et al., 2005).

Uma recente abordagem para a imunomodulagdo envolve o uso de
inibidores de citocinas no tratamento de doencas inflamatérias crénicas, incluindo
doengas auto-imune, choque séptico, colite ulcerativa, cancer e Aids (SCHUMANN;
TIEGS, 1999; BOUSHEY, 2003). Os resultados dos testes de inibicdo dos
mediadores NO e TNF-o mostraram que a 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina inibe a
liberacdo de NO em macrofagos ativados por LPS, mas nao inibe a liberagcéo de
TNF-a (Figuras 31 e 32). A indugéo da iNOS é mediada por TNF-q, interleucina-1f3
(IL-1B) e interferon—y (IFN- y) (LI; HE; JIN, 2007), portanto a inibigdo da liberagédo de
NO pode estar relacionada a acdo da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina sobre IL-13,
IFN- y ou iNOS. Essa inibicdo da liberacado de NO pela 5-metoxi-3,4-
diidroxantomegnina € um importante mecanismo para atividade antiinflamatoéria.
Estudos in vitro e in vivo indicam que varios componentes derivados de plantas com
propriedades antiinflamatérias podem exercer seus efeitos através da modulagéo do
sistema de citocinas, especialmente por inibirem a enzima iINOS e a sintese de 6xido
nitrico (CALIXTO, 2004; YUNES; CALIXTO, 2001). A inibicdo de citocinas pode
também prevenir o aparecimento de cancer, uma vez que diversos tipos de cancer
originam-se de sitios de infecgéo, irritagdo cronica e inflamagao, tornando-se claro
que o microambiente tumoral orquestrado por células inflamatérias € um participante
importante no processo neoplasico (COUSSENS; WERB, 2002).

A importancia da integracao dos testes de genototoxicidade aos testes
que avaliam propriedades farmacodinamicas, farmacocinéticas e toxicolégicas de
novos farmacos, € enfatizada por KRISHNA et al (1998), uma vez que esses testes
ja séo requeridos por varios 6rgaos, em todo mundo, para aprovagdo de novos
produtos. Considerando que algumas quinonas utilizadas como agentes
antineoplasicos formam aductos com DNA (MEDINA et al., 2008) o potencial

genotdéxico da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina foi avaliado, sendo que os
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resultados dos ensaios de genotoxicidade em Salmonella thyphimurium revelaram
que a 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina ndo apresenta propriedades mutagénicas
para as linhagens TA 97a, TA 98, TA 100 e TA 102 na auséncia e presenca do
sistema de ativacdo metabdlica (Tabelas 15 e 16).

Alguns produtos quimicos necessitam ser metabolizados in vivo para
que seus derivados apresentem atividade mutagénica. Sistemas de ativacéo
metabdlica sGdo comumente utilizados para realizag&o de testes in vitro revelando se
o composto teste necessita ser metabolizado para torna-se mutagénico (mutageno
indireto) ou se 0 mesmo tem acao direta sobre o material genético em sua forma
original (mutagenos diretos), como descrito para as naftoquinonas naftazarina e
plumbagina que induzem mutagbes em S. typhimurium cepa TA98 apés ativagéo
metabdlica (OGA, 2003; MEDINA et al., 2008).

O emprego de produtos naturais na sintese de substancias de
interesse farmacéutico compreende uma estratégia util na obtencédo de compostos
bioativos, representando uma atraente alternativa para a descoberta de novos
protétipos, que, optimizados, viabilizardo uma nova entidade quimica (BARREIRO;
FRAGA; ARAUJO, 2003). Neste contexto o screening realizado para a 5-metoxi-3,4-
diidroxantomegnina isolada de Paepalanthus latipes demonstra que a atividade
citotoxica e antiinflamatéria devem ser exploradas para a aplicagdo terapéutica
dessa quinona. A citotoxicidade da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina leva a
constatagdo de que existe uma propriedade intrinseca na unidade quinonoidica,
associada a outros fatores estruturais, que € responsavel pela atividade antitumoral.
A quimioterapia baseada num planejamento racional de farmacos tem no sistema
redox das quinonas um bom modelo para estudos tedricos. O contexto de
previsibilidade que estes estudos trazem auxilia na busca de agentes
antineoplasicos baseados em planejamentos racionais, resultando na obtencéo de
substancias com maior seletividade e eficiéncia antineoplasica (SILVA; FERREIRA,;
SOUZA, 2003).
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6 CONCLUSAO

A analise dos resultados de diferentes ensaios biolodgicos in vitro

permite-nos concluir que a 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina:

1.

2.

Apresenta concentragdo inibitdéria minima para bactérias Gram positivas;

Demonstra atividade antioxidante, provavelmente por inibicdo enzimatica e

nao por capturar EROs;

Possui agdo imunomoduladora por estimular a produgcdo de H,O, e inibir a

producgéo e/ou liberacdo de NO;
Apresenta citotoxicidade para as linhagens McCoy, LP07 e LM2;

Tem atividade citotoxica potencializada pelo acido ascérbico devido ao ciclo

redox com producéo de H,Oo;

Nao apresenta alteracdo na citotoxicidade para células McCoy na presenca

do sistema microssomal Sg;

N&ao demonstra genotoxicidade em ensaios com Salmonella typhimurium na

auséncia e presenca sistema microssomal Sg;

Esses dados permitiram-nos concluir que a 5-metoxi-3,4-

diidroxantomegnina em associagcdo com acido ascoérbico aumenta o potencial

citotoxico, sendo a producao de H,O, efetiva na participacéo nesse processo. Dessa

forma, essa associagdo pode ser uma alternativa de seletividade para tumores

soélidos deficientes em atividade antioxidante. A capacidade antioxidante e inibidora

da producgéo e/ou liberacao de NO reforgam a conducao de estudos adicionais in

vivo para avaliar a 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina como agente na terapia de

doencas inflamatorias e neoplasicas.
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APENDICE

1 PREPARO DE SOLUGOES E REAGENTES

1.1 Agar sangue de carneiro 5%

Hidratar 40 g de Trypic Soy Agar (TSA) (Difco) em 1L de agua
deionizada ou destilada. Esterilizar em autoclave por 15 minutos a 121°C, resfriar o
meio estéril para 45-50°C e assepticamente adicionar 5% de sangue estéril

desfibrinado.

1.2 Meio de crescimento

GliICOSE...uvieceeie e 1,09
Extrato de levedura............ccccoovveeiveiennnn.n. 25¢g
Triptona........oeeiee 5049
Agua destilada.............. ASP- v, 1L

Esterilizar em autoclave por 15 minutos a 121°C.

1.3 Tampao Fosfato 0,2 M e pH 7,1

Solugéo A

Fosfato monobasico de sédio........... (Merck)............... 2,76 g
Agua destilada............cccocoeeveennnne. Q-S.Pevrreereerennn, 100,0 mL
Solucéo B

Fosfato dibasico de sbdio................ (Merck).......cceeee 71749
Agua destilada..........c.coooeeeeeenenn Q-S.Peeeerieeeennn. 100,0 mL
SOIUGEAO A ..o 50,0 mL
SOIUGAO B ... 50,0 mL

1.4 Tampao Fosfato 0,1 M e pH 7,1
Tampao fosfato 0,2 MepH 7,1......cooommniiiiiiinnnn. 50,0 mL
Agua destilada.............ccooveeeeeeeeeeeeeee e, 50,0 mL
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1.5 Tampao PBSDulbecco (PBSD)

Preparou-se conforme a férmula abaixo:

1. NaCl.oo e 8,009
2. KCliiiiiiiiiiieeeeeee e 0,209
3. NagHPOy ..o, 1,159
4, KHoPO4...oooooiiiieieeeee e 0,20g
5. CaCl2.2H20. ..o 0,109
6. MgCl2.6H20........cooiiii 0,109
[ YO o T3 o 1000mL

Dissolveu-se os quatro primeiros sais em, aproximadamente, 700 mL
de agua deionizada. Em outro recipiente os sais 5 e 6 foram dissolvidos em
aproximadamente 200 mL de agua deionizada. Adicionou-se, vagarosamente, esta
solucéo ao conteudo da solugao anterior e, posteriormente, o volume foi completado
para 1000 mL. Ajustou-se o pH para 7,4. Esterilizou-se o tamp&o por filtragdo em
milipore®. O tampao foi conservado a 4-8°C e, a qualquer sinal de contaminacao

fungica ou bacteriana, a solucéao foi desprezada.

1.6 Solugido 102 M de Luminol-Na

Foi dissolvido 1,98 mg de Luminol-Na (Sigma cod. A4685) em 1,0 mL
de DMSO. A solugéo estoque foi aliquotada em porgdes de 50 yL e mantida a —
20°C. Para as reagbes completou-se o volume estocado para 5,0 mL com PBSD e

conservou-se sempre ao abrigo da luz.

1.7 Solugdo 10 M de lucigenina

Solugao estoque foi preparada dissolvendo-se 0,015g de lucigenina (Sigma
cod. M8010) em 3,0 mL de PBSD. Esta solugéo foi aliquotada em por¢des de 50 uL
e mantida a —20°C. Para as reag¢des completou-se o volume estocado para 5,0 mL

com PBSD e conservou-se ao abrigo da luz.
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1.8 Solugdao com Zimosan (35mg/mL)

Foi preparada uma suspensao de zimosan (Sigma cod. Z4250) em agua e
fervida em banho-maria até formacao de uma pasta. Centrifugou-se por 1 minuto a
200 x g, desprezou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento para um
volume final de 1 mL em PBSD. A suspensao assim obtida foi aliquotada e mantida
a —20°C.

1.9 Acetato de forbol miristato (PMA) (3 x 10 M)
Dissolveu-se 5 mg de PMA em 8 mL de DMSO, obtendo-se uma
solugcdo a 1 x 10 M, aliquotada em ependorfes a estocada a — 20°C. No momento

do uso, diluiu-se em PBSD para concentragéo 3 x 10° M.

1.10 Solugao de OCITHOCI
HOCI foi produzido a partir de NaOCl pH 12 ( 0,1 M de NaOH foi

utilizado para corrigir o pH ) € 205 nm = 350 M™'cm™ e diluido em tamp&o PBSD.

1.11 Solugao de acido 5-tiobis-2-nitrobenzéico (TNB)

Solugdo de 1 mM de acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzdico (DTNB) (Sigma
cod. D8130) foi preparada em tampé&o fosfato de potassio 50 mmol.L™", pH 6,6, com
5 mmol.L-1 de EDTA. A esta solucéo foi adicionado boridreto de sédio 20 mmol.L" e
incubado em banho maria por 30 minutos a 37°C. A concentracdo de TNB foi
determinada através do coeficiente de extingdo molar (13600 M'cm™ a 412 nm).

Apds o uso a solucao foi estocada a 4°C por uma semana (CHING et al., 1994).

1.12 Solugao estoque de H;0;

A solugédo foi preparada em agua MiliQ e a concentracéo final foi
determinada, espectrofotometricamente, utilizando o coeficiente de extingdo molar
(80 M'ecm™ a 230 nm).



2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Tabela 1 — Analise estatistica do crescimento bacteriano para as diferentes

concentragbes de 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina. Resultados

apresentados como média da absorbancia + desvio padrao

5-metoxi-3,4-

Absorbancia do crescimento bacteriano (620 m)

diidroxantomegnina (uM) S. aureus E. faecalis E. coli
0 0,548 + 0,03 0,255 + 0,04 0,415 + 0,01
1,5 0,363 + 0,03 0,229 + 0,01 0,448 + 0,05
3 0,280 + 0,06 0,275 + 0,02 0,450 + 0,05
6 0,246 + 0,02 0,232 + 0,04 0,419 + 0,008
12 0,245 + 0,01 0,281 + 0,03 0,451 + 0,04
24 0,192 + 0,01 0,246 + 0,06 0,433 + 0,001
49 0,152 + 0,01 0,211 + 0,02 0,405 + 0,01
98 0,111 + 0,01 0,05 + 0,01 0,416 + 0,02
197 0,029 + 0,01 0,006 + 0,006 0,371 + 0,01
395 0,055 + 0,02 -0,026 + 0,01 0,365 + 002
791 0,04 + 0,01 0,006 + 0,004 0,335 + 0,01
1582 0,061 + 0,01 0,084 + 0,002 0,329 + 0,05
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3 ATIVIDADE CITOTOXICA

As curvas dose-resposta de regressdo linear da 5-metoxi-3,4-
diidroxantomegnina e sua associagdo com acido ascoérbico sobre diferentes
linhagens celulares através do método do Vermelho Neutro (VN) sdo mostradas na
Figuras 1 e 2, respectivamente. A associagéo 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina/acido
ascorbico/catalase e acido ascérbico sobre células McCoy sdo mostradas na Figura
3 e na Figura 4 sédo apresentadas as curvas dose-resposta da 5-metoxi-3,4-
diidroxantomegnina e ciclofosfamida na auséncia e presenca de sistema Sy para
células McCoy.

A B
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Figura 1 — Curva dose-resposta da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina sobre células
McCoy (A), LP0O7 (B) e LM2 (C) pela técnica do VN
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Figura 2 — Curva dose-resposta da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina/acido ascérbico
sobre células McCoy (A), LP0O7 (B) e LM2 (C) pela técnica do VN
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4 TESTES IMUNOLOGICOS

A Tabela 2 mostra o valor-P para diferentes concentragces no teste de
citotoxicidade da 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina sobre macréfagos. A Figura 5
mostra a curva padrao para quantificagcdo dos mediadores H,O, e NO liberados por
macréfagos murino. As Tabelas 3, 4 e 5 mostram os valores das concentragdes de
mediadores imunoldgicos liberados por macréfagos e o valor-p nos testes de
inducao pela 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina e as Tabelas 6 e 7 mostram o valor-p
para os testes de inibicdo de mediadores imunologicos pela 5-metoxi-3,4-

diidroxantomegnina em macro6fagos ativados.

Tabela 2 - Valor-P obtido através de analise de variancia para citotoxicidade de
diferentes concentracdes de 5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina sobre

macrofagos por 24 horas

5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina Macréfagos (valor — P7)
(MM)
19,75 0,716316
39,5 0,478659
79 0,018733
158 0,013081
316 0,007373
Controle -

'em relac&o ao controle de 24 horas
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Figura 5 - Curva padrao para quantificacdo de mediadores liberados por macréfagos
murino. Relag&o entre concentracédo de perdxido de hidrogénio (nmoles)
e absorbancia em comprimento de onda de 540 nm (A). Relagéo entre
concentracdo de nitrito (umol) e absorbancia em comprimento de onda
de 540 nm (B)
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Tabela 3 - Produgéo de H,O, por macréfagos peritoneais tratados com 5-metoxi-

3,4-diidroxantomegnina

5-metoxi-3,4- H,0, (nmol/mL)’ valor-P*
diidroxantomegnina (uM)
Controle 0,16 + 0,04 -

9,8 0,16 + 0,03 0,437502

19,75 0,16 + 0,05 0,41443

39,5 0,16 + 0,05 0,759835

79 0,15+ 0,09 0,479527

158 5,5+ 0,65 0,000147

316 12,47 + 0,95 2,35E-05

PMA 25,43 +0,9 1,08E-06

"Valor apresentado como média + desvio padréo
’Obtido comparando-se a quantidade de H,O, induzida por diferentes concentragdes de

quinona e 200 nM PMA com a determinada para o controle (macréfagos néo estimulados)

Tabela 4 - Produgéo de NO por macrofagos peritoneais tratados com 5-metoxi-

3,4-diidroxantomegnina

5-metoxi-3,4- NO/NO; (umol/L)" valor-P?
diidroxantomegnina (uM)
Controle 2,94 +0,3 -

19,75 24+0,15 0,154846

39,5 2,63 +0,45 0,492907

79 2,51+ 0,01 0,183503

158 2,51+ 0,02 0,183503

316 5,52 + 0,60 0,052929

LPS 132,94 + 8,36 0,002066

'Valor apresentado como média + desvio padrao

’Obtido comparando-se a quantidade de NO induzida por diferentes concentracdes de
quinona e 10 pyg/mL de LPS com a determinada para o controle (macréfagos nao
estimulados)
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Tabela 5 - Producdo de TNF-a por macréfagos peritoneais tratados com 5-

metoxi-3,4-diidroxantomegnina

5-metoxi-3,4- TNF-o (U/mL)’ valor-P*
didroxantomegnina (uM)
Controle 0,26 + 11,13 -
39,5 5,62 + 21,86 0,724659
79 -4,21 + 9,98 0,625006
158 1,44 + 4,04 0,871793
LPS 255 + 13,22 1,39E-05

"Valor apresentado como média + desvio padréo
’Obtido comparando-se a quantidade de TNF-a induzido por diferentes concentracdes de
quinona e 10 pg/mL de LPS com o determinado para o controle (macréfagos nao

estimulados)

Tabela 6 - Valor-P obtido através de andlise de variancia para inibicdo da
liberacdo de NO na presenca de diferentes concentracdes de 5-

metoxi-3,4-diidroxantomegnina sobre macréfagos estimulados com

LPS
5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina valor — P’
(HM)
79 0,020699
158 0,223795
316 0,733718
Controle -

'em relacéo ao controle (macréfagos sem a presenca de estimulo)



Tabela 7 - Valor-P obtido através de analise de variancia para inibicdo da
liberagcdo de TNF-a na presenca de diferentes concentragbes de 5-

metoxi-3,4-diidroxantomegnina sobre macréfagos estimulados com

LPS
5-metoxi-3,4-diidroxantomegnina valor — P’
(UM)
19,75 1,18E-08
39,5 9,02E-07
79 3,25E-06
158 1,01E-08
Controle -

'em relagdo ao controle (macréfagos sem a presenca de estimulo)
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