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RESUMO

A pesquisa de produtos naturais é uma fonte importante de informagdes para o
desenvolvimento de novos farmacos que tenham acdo em diferentes processos oxidativos
teciduais. Estudou-se o perfil bioquimico para o mecanismo de acdo antioxidante dos
flavonoides kaempferol, afzelina, lespedina, pteroginoside, quercetina e isoquercetrina
isolados de Pterogyne nitens. Buscou-se avaliar desde os niveis mais simples de atividade até
0s niveis mais complexos de interacdo para as atividades observadas. Nenhuma das amostras
foi eficiente como scavenger de H,O,, 0 que se mostrou interessante na comprovacdo dos
resultados de inibicdo de peroxidases observados. Mostrou-se que a variagdo nas estruturas
dos flavonbides pode levar a diferentes padrGes de atividade de acordo com o sistema
avaliado, revelando assim especificidade sobre a interagdo estudada. A quercetina mostrou-se,
em geral, o0 agente mais eficiente, com alteracdo entre as posicdes dos demais flavondides.
Observou-se ainda, que os flavondides apresentam potencial lesivo contra eritrocitos e
neutrofilos quando em presenca de radicais livres e outras espécies reativas. Na pesquisa da
acdo de flavonoides e outros produtos naturais em processos oxidativos modelo deve-se
buscar possiveis efeitos protetores e agressores aos sistemas biologicos tracando-se um perfil
bioguimico de acdo que elucide os mecanismos pelos quais tais substancias agem.

Palavras—chave: mieloperoxidase, pteroginoside, estresse oxidativo, antioxidantes, P. nitens



ABSTRACT

The research on natural products Field is na inportant source of informations to the
development of new medicines wich act over tecidual oxidative processes. It was studied the
biochemical profile of the antioxidant action from kaempferol, afzelin, lespedin,
pterogynoside, quercetin and isoquercetrin isolated from Pterogyne nitens. It was intended to
evaluate diferent interaction levels to the studied systems. None of the samples were able to
act against hydrogen peroxide, what strengthens the observations on peroxidase inhibition. It
was showed that chemical structural variations can lead to different activities patterns
according to the studied system, revealing that exist specificity by the evaluated interaction.
The flavonoid quercetin usually were the most efficient agent and the others agents had
alternated position on different systems. It was observed too that the studied flavonoids were
potentially lesive to the erytrocytes and neutrophils when they were put together free radicals
and others reactive species. In the flavonoids and others natural products researches on model
oxidative processes it must be made sought possible protective and lesive effects to biological
systems by drawing the biochemical action profile of these shstances.

Key words: myeloperoxidase, pterogynoside, oxidative stress, antioxidants, P. nitens
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1 INTRODUCAO



1.1  Espécies Reativas do Oxigénio

Nas ultimas décadas, inimeras pesquisas foram realizadas para esclarecer o papel dos
radicais livres em processos fisioldgicos, como o envelhecimento, e patoldgicos, tais como
fibrose cistica, doenca respiratoria aguda, asma, enfisema, cancer, aterosclerose, inflamagé&o,
injuria por reperfusdo, artrite reumatdide, e danos pelo tabagismo (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997; VENGLARIK et al., 2003; TORRES et al., 2004).

Os organismos aerobicos derivam o ATP (trifosfato de adenosina) da redugdo
completa do O, por quatro elétrons, através do transporte mitocondrial de elétrons.
Aproximadamente 98% de todo o oxigénio consumido pelas células entram nas mitocéndrias,
onde sdo reduzidos pela citocromo ¢ oxidase (RODRIGUES et al., 2003). Entretanto, o
oxigénio pode receber menos de quatro elétrons e formar espécies reativas de oxigénio
(ERO), ou radicais livres e desta forma, ha producédo de radicais livres pelos organismos como
parte dos processos fisiologicos (RODRIGUES et al., 2003).

O envelhecimento é um evento que pode estar relacionado com as ERO
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997). A teoria dos radicais do oxigénio, desenvolvida por
Harman em 1956, prop&e que o envelhecimento poderia ser secundario ao estresse oxidativo,
o0 qual levaria a reacdo de oxidacdo lipidica, protéica, e com o DNA, que desencadeariam
alteracBes lentas e progressivas dos tecidos e do cddigo genético (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997). Doencas freqientes na velhice e relacionadas com o estresse
oxidativo, sdo a Doenca de Parkinson, o Acidente Vascular Cerebral, a Doenca de Alzheimer,

a esclerose multipla e catarata (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Em determinadas condicGes, pode ocorrer elevacdo na producdo de ERO,
levando ao estresse oxidativo, durante o qual as espécies reativas podem produzir danos, tais
como a lipoperoxidacdo das membranas celulares. Tem sido observada lesdo biologica

associada a sistemas geradores de superdxido, seja enzimatico, fagocitico ou quimico



(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990). Uma importante fonte de espécies reativas do
oxigénio no organismo humano séo os neutréfilos polimorfonucleares neutrofilos.

A ativacdo de neutrofilos por estimulos enddgenos (fracdes do complemento,
citocinas, etc.), ou por microrganismos, € seguida da ativacdo de uma enzima transmembrana
que promove aumento do consumo do oxigénio para a produgdo de anion superoxido, o
precursor para uma série de espécies reativas do oxigénio (MATHY-HARTERT et al., 1997).
Fagdcitos, como neutréfilos, eosindfilos e macrofagos, quando estimulados, elevam
sensivelmente sua taxa de consumo de oxigénio no oxidative burst.

A geracdo de espécies quimicas com alto potencial de reatividade (espécies
reativas do oxigénio — ERO; Figura 1) como resultado do oxidative burst em neutréfilos, é
essencial para a defesa contra microrganismos na fagocitose (BRIHEIM et al., 1984).

Como podemos observar na figura 1, duas enzimas-chave estdo envolvidas na
explosdo oxidativa dos fagdcitos, produzindo derivados do oxigénio: i) NADPH oxidase, um
complexo enzimatico de membrana, que catalisa a redugdo monovalente do oxigénio
molecular a anion superoxido; ii) a mieloperoxidase (MPQO), que utiliza o peroxido de
hidrogénio para oxidar o fon cloreto a HOCI (CAPELLEIRE-BLANDIN, 1998).

Os leucdcitos fagécitos sdo células especializadas que contém grandes
quantidades de componentes da NADPH oxidase e produzem &anion superéxido em
abundancia. Outros tipos celulares, tais como fibroblastos, células endoteliais e células do
musculo liso, também sdo capazes de produzirem anion superdxido, mas elas o fazem em

baixas quantidades (FRIDOVICH, 2001).
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Figura 1. Possibilidades de geracdo de ERO no oxidative burst de neutréfilos (KHALIL, 2002; MACMICKING
etal., 1997)

Durante o oxidative burst ha aumento do consumo de oxigénio e da producéo de

diferentes ERO, tais como:

Anion Superoxido
Pode ser escrito O," " ou O e é formado ap6s a primeira redugdo monoeletronica
do oxigénio; ocorre em quase todas as células aerdbicas e é produzido durante a ativacdo de

neutréfilos, mondcitos, macréfagos e eosinofilos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990;




1986). Tem sido observada lesdo bioldgica associada a sistemas geradores de superdxido, seja

enzimatico, fagocitico ou quimico (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990).

Perdxido de hidrogénio (H,0,)

A maior parte do oxigénio consumido é convertida em peréxido de hidrogénio
por dismutacdo do radical anion superoxido, seja espontanea ou pela a¢do da superdxido
dismutase (SOD).

SO_D, H,O, + O,

20, +2H"

Apesar de ndo ser um radical livre, pela auséncia de elétrons desemparelhados na

Gltima camada, o H,O, é um metabdlito extremamente deletério, porque participa da reacdo
que produz o radical hidroxil (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Além disso, 0 H,0, é
altamente téxico para as células, pois tem vida longa e é capaz de atravessar camadas

lipidicas, podendo reagir com membranas bioldgicas ou com proteinas ligadas ao ion Fe™ (

FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Acido hipocloroso (HOCI)
O HOCI é formado pela oxidacdo de ions cloreto, catalisada pela
mieloperoxidase em presenca de perdxido de hidrogénio (LAPENNA; CUCCURULLDO,

1996).

MPO
Cl +H,0, ———— CIO +H"+H,0 (pH >pKa)

Cl +H,0, — PO | HOCI+H,0 (pH < pKa)

O HOCI pode ser considerado como o mais abundante oxidante gerado por
leucdcitos do sangue (LAPENNA; CUCCURULLO, 1996). O &cido hipocloroso é um
oxidante extremamente forte e além de atacar biomoléculas de importancia fisioldgica, tais

como tidis, tioéteres, aminas, aminoacidos, nucleotideos e ascorbato (WEISS, 1989;



HALLIWELL; GUTTERIDGE,1989; EATON,1993), é capaz de gerar outras ERO, tais
como, oxigénio singlete e radical hidroxil via sua reacdo com perdxido de hidrogénio e anion

superdxido, respectivamente (WEISS, 1989; LAPENNA; CUCCURULLO, 1996).

O HOCI apresenta agOes: i) protetora ao nosso organismo, & medida que
participa do processo de destruicdo de microrganismos, mas, a0 mesmo tempo, ii) agressora
aos tecidos, pois nem células de mamiferos nem de bactérias podem detoxicar o HOCI por via
catalitica, visto que estdo ausentes defesas enzimaticas contra oxidantes clorados

(LAPENNA; CUCCURULLO, 1996).

A mieloperoxidase é uma proteina catiénica em pH fisioldgico e, portanto, capaz
de se ligar a estruturas bioldgicas anibnicas, tais como fosfolipideos de membranas celulares,
além de catalisar a geracdo de HOCI e assim favorecer injuria celular (WEISS, 1989). A
mieloperoxidase foi encontrada em lesGes de aterosclerose humana (DAUGHERTY et al.,
1994), sugerindo funcdo de oxidantes clorados nos processos aterogénicos (LAPENNA;
CUCCURULLO, 1996). Neste contexto, o0 HOCI pode modificar lipoproteinas de baixa
densidade para uma forma aterogénica, aparentemente como resultado da oxidacdo de

residuos de lisina da apoproteina B-100 (HAZELL; STOCKER, 1993; HAZEL et al., 1994).

O desenvolvimento de substancias farmacologicamente capazes de antagonizar o
HOCI, como sugerem alguns autores para drogas antinflamatorias (WASIL et al., 1987),
rifampicina e tetraciclina (WASIL et al., 1988) e captopril (ARUOMA et al., 1991), podem
ajudar no combate a injuria tecidual (LAPENNA; CUCCURULLO, 1996). O sequestro
farmacoldgico do HOCI sera terapeuticamente significativo se, na concentragdo da droga in
vivo, a rea¢do com o &cido hipocloroso for rapida o bastante para proteger as moléculas-alvo
biologicamente importantes do ataque pelo HOCI (HALLIWELL,1995; LAPENNA;

CUCCURULLO, 1996).



Cloraminas
O HOCI forma grupos de oxidantes conhecidos como cloraminas, através da sua
reacdo com aminas primarias ou secundarias, prontamente disponiveis em sistemas bioldgicos

(THOMAS et al.,1986; WEISS, 1989).

CIO+R-NH, 5 R-NHCI +HO"
(taurina) (cloramina)

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

Tais cloraminas sdo oxidantes de vida longa e sua reatividade depende de sua
lipossolubilidade. A monocloramina (NH,CI), formada pela reacdo entre HOCI e ambnia, é
muito lipossoltvel e mais reativa do que o proprio HOCI (BABIOR, 2000). O B-aminoéacido
taurina, de maior abundancia em neutrofilos (ZGLICZYNSKI, 1971) e principal alvo nestas

células, reage com o HOCI formando taurina cloramina (TauCl).

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

Oxigeénio singlete (*O,)

O estado excitado singlete do oxigénio ndo é um radical, visto ndo ter os elétrons
desemparelhados, mas reage com uma grande variedade de compostos biolégicos, como
lipideos de membrana. Pode ser produzido através da reagdo do H,O, com HOCI ou pela

dismutacdo espontanea do O, (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990):

1/2H,0, + 2HOCI — !0, +CI'+ H* + H,0

20, +2HY —  H,0,+'0,



Radical hidroxil (HO °)
E um dos mais reativos radicais conhecidos. Pode ser gerado a partir da reagéo
do HOCI e O," " ou pelas reagdes de Fenton e Harber-Weiss.

HOCI+ 0, — HO*+Cl +0;

Reacéo de Fenton (FERREIRA; MATSUBARA, 1997)

O,+Fe? I, 0 +Fe

3+
20, +2H" —— 0+ H,0,

Fe?'+ H)0, —> Fe® + HO*+HO"

Reacdo de Harber-Weiss (FERREIRA; MATSUBARA, 1997)
or +Fe* T, O,+Fe®
H,0,+Fe”* ———*  HO'+HO +Fe*

0, + H O, — HO*+HO + O,

A combinagédo extremamente rapida do OH * com metais ou outros radicais no
préprio sitio onde foi produzido confirma sua alta reatividade (FERREIRA; MATSUBARA,
1997). Assim, se o radical hidroxil for produzido proximo ao DNA e a este DNA estiver
fixado um metal, poderdo ocorrer modificacBes de bases nitrogenadas, levando a inativacao
ou mutacdo do DNA (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Além disso, o radical hidroxil
pode inativar vérias proteinas ao oxidar seus grupos sulfidrilicos formando pontes dissulfeto
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997) e iniciar a oxidacdo dos &cidos graxos polinsaturados

(lipoperoxidag&o) das membranas celulares (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1986).



Oxido Nitrico (NO *) e Peroxinitrito (OONO *)

Em meio bioldgico as diferentes espécies formam-se rapidamente a partir do
momento que a 6xido nitrico sintase (NOS) torna-se cataliticamente ativa (MACMICKING et
al., 1997). A NOS é a enzima responsavel pela producéo endégena de Oxido nitrico através da
oxidacdo de uma molécula de L-arginina em O&xido nitrico e L-citrulina (esquema 1;
MACMICKING et al., 1997). Existem duas formas de NO sintase: i) a constitutiva, com
baixa atividade, esta presente no endotélio vascular e sistema nervoso central e produz baixas
quantidades de oxido nitrico como molécula sinalizadora; ii) a indutiva, que possui alta
atividade e é produzida por fagécitos quando estes sdo estimulados (BABIOR, 2000).

O é&xido nitrico, um radical gasoso lipossolavel e hidrossoltvel, € uma espécie
reativa do nitrogénio que, em meio aquoso, reage com o oxigénio para formar outras espécies
reativas (MACMICKING et al., 1997).

O peroxinitrito (OONO "), produto formado pela reacédo do O, * ™ com o 6xido
nitrico (NO °) é um potente oxidante, com propriedades similares ao radical hidroxil, e reage
com jon H* formando ONOOH que apds se decompde em HO ° e radical dioxido de

nitrogénio (NO_"). As etapas descritas encontram-se representadas a seguir:

NO+0,*" —» ONOO -
ONOO " + H* ———» ONOOH

ONOOH ——>HO°'*+NO;°

Radical hidroperoxil (HO,®")
Representa a forma protonada do radical superoxido; existem evidéncias de que
este seja mais reativo do que o superdxido, por sua maior facilidade em iniciar a destruicao de

membranas biolégicas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990).



1.2 Peroxidases

As peroxidases sdo enzimas que oxidam uma variedade de xenobioticos através do
perdxido de hidrogénio (SAUNDERS, 1973). A enzima nativa contém um grupamento heme,
geralmente ferriprotoporfirina IX, com quatro nitrogénios pirrolicos ligados ao Fe(lll). A
quinta posicdo de coordenacdo na por¢do proximal do heme esta ocupada por um residuo de
histidina. A sexta posi¢do de coordenagdo permanece livre na enzima nativa na porcéo distal

do heme (O’BRIEN, 2000).

Peroxidases sdo encontradas tanto em animais como em vegetais, sugerindo que
tais enzimas devam ser uma parte essencial de todos os seres vivos (BRUNETTI; FARIA-
OLIVEIRA, 1995). As peroxidases de plantas, como a horseradish peroxidase, consistem de
cadeias polipeptidicas contendo cerca de 300 residuos de aminoacidos e o heme ligado nédo
covalentemente. As peroxidases de mamiferos sdo muito maiores (576-738 aminoacidos) e

apresentam o grupamento heme ligado covalentemente (O’BRIEN, 2000).

A peroxidase de raiz forte (HRP) é, provavelmente, a peroxidase mais estudada e
pode ser facilmente extraida da planta “rabano silvestre - raiz forte”, da qual provém seu
nome. Essa enzima tem uma massa molecular de 42,1 KDa, é uma hemeproteina cujo grupo
prostético, a protoporfirina IX, estd ligada ndo-covalentemente a parte protéica da molécula

(O’BRIEN, 2000).

O mecanismo pelo qual a HRP age na oxidacdo de uma variedade de substratos
se da através de uma interacdo inicial da enzima nativa (pico méximo de absorbancia em
403nm) com peréxido de hidrogénio promovendo altera¢do conformacional na enzima de tal
forma a expor o sitio ativo originando o composto | (HRP 1), o qual imediatamente interage
com o substrato gerando a enzima na forma de composto Il — HRP Il (pico maximo de
absorbancia em 420 nm) — capaz de converter o substrato em produto e retornar a forma

nativa (KHALIL, 2002).



A oxidacdo de xenobidticos (XOH) por peroxidases pode ser representada pelo

ciclo de reacdes a seguir:

Peroxidase + H, O, ——» Composto | + HOH
Composto | + XOH ——» Composto Il + XO*

Composto Il + XOH — Peroxidase + XO® + HOH

A familia de peroxidases humanas inclui a mieloperoxidase (MPQO), peroxidase
eosinofilica (EPO), lactoperoxidase (LPO), peroxidase salivar (SPO), peroxidase da tiredide
(TPO) e a prostaglandina endoperoxido sintase (PGHS). A histidina distal das peroxidases de
mamiferos age como um catalisador do tipo acido/basico auxiliando a desprotonagdo do
hidroperoxido e a protonacdo da agua apds a clivagem da ligacdo “oxigénio-oxigénio”
(O’BRIEN, 2000).

A TPO ¢ responsavel por catalisar a iodinacdo dos residuos de tirosina da
tireoglobulina e também por catalisar a formacéo da tiroxina.

MPO, EPO e LPO sdo encontradas, respectivamente, em granulos de neutréfilos
(lisossomos), grénulos de eosinofilos e nas células secretorias das glandulas exocrinas. A
MPO e a EPO sédo secretadas para o fagolisossoma e para o plasma, enquanto a LPO ¢
secretada para o leite, saliva e lagrima. Elas sdo capazes de oxidar respectivamente cloreto,
brometo ou tiocianato (O’BRIEN, 2000).

A mieloperoxidase € um constituinte dos granulos azurofilos de neutréfilos e,
correspondendo a cerca de 5% da massa seca total (ZUURBIER et al., 1992), é secretada no
meio extracelular e fagolisossomal. Est4 envolvida no sistema enzimatico microbicida dos

fagocitos (ANDREWS; KRINSKY, 1986; ARNHOLD, 2004), sendo que, na presenca de



peroxido de hidrogénio, catalisa a oxidacdo de ions CI" com a formagdo de HOCI
(HARRISON; SCHULTZ, 1976; PODREZ et al., 2000).

A MPO tem sua sintese durante os estagios mielociticos e promielocitico da
maturagcdo de granuldcitos (ANDREWS; KRINSKY, 1986). As fontes reconhecidas de
mieloperoxidase sdo os neutréfilos e mondcitos, sendo que em macréfagos teciduais ela é
usualmente considerada ausente (ROS et al., 1978). Entretanto, a MPO parece atuar em
macrofagos, onde se observa a ocorréncia do oxidative burst (LEFKOWITZ et al., 1992).
Alguns trabalhos sugerem que os macréfagos apresentem contelido de MPO adquirida de
neutréfilos por dois mecanismos possiveis: i) engolfamento de neutréfilos pelos macréfagos,
ou ii) engolfamento da MPO liberada pelos neutréfilos no sitio inflamatério (RODRIGUES et
al., 2002). Alguns autores descrevem a capacidade de certos macr6gagos em expressar
mieloperoxidase quando estimulados por certas citocinas, como o fator estimulador de
coldnias granulociticas-monociticas (GM-CSF), em alguns processos patoldgicos, como a
aterogénese (SUGIYAMA et al., 2001; RODRIGUES et al., 2002).

A estrutura da MPO compreende uma hemeproteina glicosilada de cerca de 144
KDa, catibnica em pH fisiolégico, com ponto isoelétrico (pl) maior do que 11 (ANDREWS;
KRYNSKI, 1986). A MPO é constituida por duas cadeias idénticas unidas por ponte
dissulfeto. Cada subunidade apresenta uma cadeia leve e uma cadeia pesada. Ambas as
subunidades apresentam um grupamento heme, sendo que estes operam independentemente
na oxidacdo de ions cloreto. Esta enzima apresenta uma peculiaridade frente as demais
peroxidases no que diz respeito ao seu grupamento heme. Este apresenta uma distor¢cdo como
resultado da ligacdo covalente da protoporfirina 1X ao residuo de metionina da posi¢do 243
(Met243) e duas ligacBes do tipo éster com Glu408 e Asp260. Em pH acido a ligacdo a
histidina distal (His95) é liberada e 0 heme torna-se menos distorcido, o que facilita a ligacéo
de ions cloreto. Uma mutacdo na Met243 diminui a afinidade por ions cloreto (YUE et al.,

1997; KOOTER et al., 1999).



O mecanismo de a¢do da MPO (Figura 2) envolve a reagdo de sua forma férrica
com o H,0,, para formar um intermediario redox, o composto | (MPO 1), o qual oxida os ions
CI', Br e I' e outros substratos. A MPO também pode oxidar varios substratos organicos
(principalmente fendis, a tirosina € um dos mais importantes desses compostos no
fagolisossoma, havendo formacdo do radical tirosil) através de transferéncias sucessivas de
um elétron envolvendo os intermediarios MPO | e MPO Il (composto 1I; HAMPTON et al.,
1998). A MPO-Felll reage rapidamente e de maneira reversivel com o H,0, formando a MPO
I, que oxida haletos através de uma transferéncia sucessiva de 2 elétrons, em um Unico passo,
formando seus respectivos acidos. A MPO nativa pode ser reduzida por diferentes espécies

gerando um intermedidrio inativo, a MPO-Fell. O composto Il é formado pela ligacdo do

anion superoxido @ MPO nativa ou pela ligagdo do oxigénio a MPO-Fell.

-
MPO-Fe(ll)-NO <+——  MPO-Fe(l11)-NO
—_—

(composto I11)

: - HO
<& MpO- Fe(III)4/ (composto 1)
MPO-Fe(ll)  +=— " " o
oz\:\ /‘ (o A <
MPO-Fe(11)-O; MPO-Fety) T A

(composto 1)

Figura 2. Mecanismo de acdo da mieloperoxidase. A- ciclo peroxidasico classico. B- reagdo do grupamento
heme com o oxigénio. C-Liga¢do do 6xido nitrico/modulagéo da atividade (ABU-SOUD; HAZEN, 2000).

O NO® reage com o ferro central de hemeproteinas. Ele é capaz de se ligar as
formas férrica (Fe-111) e ferrosa (Fe-11) da MPO para gerar complexos hexacoordenados
estaveis (Figura 3). Em baixas concentra¢cbes o Oxido nitrico liga-se a forma ferrosa
exacerbando a atividade catalitica da MPO. Em elevadas concentra¢es o 6xido nitrico forma
o0 complexo com a forma férrica da MPO inativando-a (Figura 2; ABU-SOUD; HAZEN,

2000).



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

1990), cujas estruturas moleculares séo apresentadas na figura 3.

OH
o

guaiacol tetrametilbenzidina
H3CO

OCH;

Figura 3. Estrutura molecular de alguns substratos da MPO.

O-dianisidina

A mieloperoxidase € inibida (Figura 4), dentre outros, pela azida (DAVIES;
EDWARDS, 1989), diclofenaco (ZUURBIER et al., 1990), metimazol (PINCEMAIL et al.,
1988), quercetina, (PINCEMAIL et al., 1988), rutina (PINCEMAIL et al., 1988), sulfato de
rutina (PINCEMAIL et al., 1988) e &cido salicilidroxdmico (DAVIES; EDWARDS, 1989).
Em alguns trabalhos caracterizaram-se os inibidores da MPO segundo o tipo de inibicéo
observada, tal como Pincemail e colaboradores (1988) que caracterizaram a quercetina como

sendo um inibidor da MPO do tipo competitivo.

acido salicilidroxamico

Figura 4. Estrutura molecular de alguns inibidores da MPO



1.3  Sistemas antioxidantes

A formacdo de espécies reativas é equilibrada naturalmente pela existéncia de
compostos conhecidos como antioxidantes (PERCIVAL, 1988).

Um antioxidante pode ser definido como qualquer substancia que, quando em
pequenas quantidades, é capaz de retardar ou inibir processos oxidativos, tais como a
lipoperoxidacdo (ATOUI et al, 2005; CHUN et al, 2005).

Em sistemas aerdbios, é essencial o equilibrio entre agentes éxido-redutores
(como as ERO) e o sistema de defesa antioxidante. As ERO, como exposto anteriormente, sdo
geradas endogenamente como conseqliéncia direta do metabolismo do O,, mas também em
situacbes ndo-fisiol6gicas, como a exposicdo da célula a xenobidticos, 0 que provoca a
redugdo incompleta de O, (ROSS; MOLDEUS, 1991). Para proteger-se, a célula possui um
sistema de defesa que pode atuar em duas linhas: i) uma delas atua como detoxificadora do
agente antes que ele cause lesdo, e € constituida pela glutationa reduzida (GSH), superdxido-
dismutase (SOD), catalase, glutationa-peroxidase (GSH-Px) e vitamina E; ii) a outra linha de
defesa tem a funcdo de reparar a lesdo ocorrida, sendo constituida pelo acido ascoérbico, pela
glutationa-redutase (GSH-Rd) e pela GSH-Px. Com excecéo da vitamina E ([ ]-tocoferol), que
é um antioxidante estrutural da membrana, a maior parte dos agentes antioxidantes esta no
meio intracelular (ROSS; MOLDEUS, 1991; HEBBEL, 1986).

Quando a disponibilidade de antioxidantes encontra-se limitada, o dano por
espécies reativas pode resultar no estresse oxidativo (SWANSON, 1998). A pesquisa de
produtos naturais proporciona a descoberta de novos farmacos que possam agir sobre as
diferentes espécies oxidantes geradas em nosso organismo possibilitando alternativas de

combate a doencgas em que haja uma producdo exacerbada de espécies reativas do oxigénio.



1.4 Pterogyne nitens

Pterogyne nitens Tulasne é uma espécie florestal que se encontra na lista das espécies
nativas recomendadas para programas de recomposicao de florestas em areas de preservacdo
permanente do estado de S&o Paulo e, no entanto, é ainda pouco estudada. Esta espécie
pertence a familia Fabaceae, subfamilia Caesalpinoidae, encontrando-se distribuida desde o
nordeste do Brasil até Santa Catarina e ainda no Paraguai, Bolivia e Argentina. A arvore
atinge cerca de 15 metros de altura, apresenta ampla e descontinua dispersdo tanto na mata
priméria quanto em formagdes secundarias (REGASINI et al., 2008 A; TONIN et al., 2005).

A Pterogyne nitens é uma planta conhecida popularmente no Brasil como “tipa”,
“yvirar6”, “cocal”, “amendoinzeiro”, “amendoim-bravo”, “amendoim do campo”, dentre
outros, de acordo com a regido do pais. Este € o Unico membro do género Pterogyne
(REGASINI et al., 2008 A).

No estado de Sdo Paulo é popularmente conhecida como “amendoim-bravo”,
sendo amplamente empregada em tinturaria e também na construcdo civil devido as
caracteristicas da sua madeira moderadamente densa e resistente. Esta planta é conhecida pela
beleza e odor de suas flores, bem como pela intensidade de suas folhagens e frutificacéo,
possuindo grande valor ornamental (REGASINI et al., 2008 A). Além disso, é recomendada
para reposicdo de mata ciliar para locais com inundacBes periddicas de rapida duracdo e
reflorestamento em sitios arenosos e degradados. Esta espécie encontra-se sob risco de
extin¢do, fazendo parte da lista de espécies recomendadas para a conservacdo genética no
estado de Sdo Paulo (NASSIF; PEREZ, 1997).

A P. nitens ndo apresentava valor etnofarmacologico evidenciado pela literatura
até o relato de Bolzani et al. (1995) quanto a obtencdo de cinco alcaldides guanidinicos,
presentes em suas folhas, que apresentaram acdo antitumoral frente a linhagem CHO-Aux
(chinese hamster ovary). A literatura apresenta poucos dados das aplicacGes medicinais e da

constituicdo quimica de P. nitens. Estudos etnofarmacoldgicos de 2007 em comunidades



guaranis do nordeste da Argentina revelam o uso das cascas do caule no tratamento de
infestacBes parasitarias, principalmente no combate ao Ascaris lumbricoides (REGASINI et
al., 2008 A).

Recentemente, em estudos realizados em parceria com o grupo NuBBE (Nucleo
de Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia de Produtos Naturais), Instituto de Quimica —
UNESP — Araraquara, avaliou-se extratos brutos e fragdes dos caules e folhas de P. nitens: i)
quanto ao potencial seqiiestrador de radicais livres (O,", DPPH e ABTS"") e outras espécies
reativas ndo radicalares (NO, H,O, e HOCI) e ii) inibicdo de peroxidases (Horseradish
peroxidase - HRP - e mieloperoxidase), obtendo-se resultados promissores (VELLOSA,

2005).

Figura 5. Estrutura molecular dos metabolitos secundarios de P. nitens isolados pelo grupo NuBBE (anéis A, B e
C da estrutura comum de flavondides destacados na estrutura do kaempferol; as setas indicam a rota biossintética
na P. nitens).

O extrato bruto das folhas de P. nitens foi estudado pelo grupo NuBBE por meio
de técnicas cromatogréficas (cromatografia de permeacdo em gel e cromatografia liquida de

alta eficiéncia) e espectroscépicas (Ressonadncia Magnética Nuclear), culminando no



isolamento e caracterizacdo dos flavondides kaempferol, afzelina, lespedina ou
kaempferitrina, pteroginoside, quercetina e isoquercetrina (Figura 5). Sendo o pteroginoside
inédito frente aos diferentes compostos ja isolados de plantas e, portanto, até entdo, ndo

descrito em literatura (REGASINI et al, 2008 B).

1.5 Flavonoides como agentes terapéuticos

Os flavonoides s&o constituintes essenciais de células de vegetais superiores, nos quais
apresentam diferentes funcBes tais como atividades regulatérias no metabolismo celular
através de diferentes mecanismos como a agdo conjunta com horménios reguladores do
crescimento ou agdo sobre o transporte de elétrons na fosforilacdo oxidativa (JIANG et al.,
1999; MORTENSON; THORNELEY, 1979).

Os antioxidantes presentes em extratos de plantas vém atraindo cada vez mais a
atencdo dos consumidores sendo que o uso de plantas com propriedades farmacoldgicas
também chama a atencdo dos pesquisadores. As plantas medicinais desempenham um papel
muito importante em salde publica, principalmente em paises em desenvolvimento (MOSSI
et al, 2004). Os nutricionistas estimam que a ingestdo diaria normal de flavondides pelo ser
humano seja em torno de 1 a 2 gramas (DE VRIES et al., 1997).

Haenen et al. (1997) verificaram que os flavondides inibem a acdo do
perdxinitrito. Segundo esses autores, estas atividades antioxidantes seriam responsaveis pelos
efeitos benéficos sobre o dano cardiaco coronariano. A inibicdo da lipoperoxidacdo depende
da presenca de antioxidantes e das atividades de enzimas como a superoxido dismutase
(SOD). A rutina, por exemplo, tem sido considerada um anti - lipoperoxidante, pois pode
neutralizar radicais superéxido (METODIEWA et al., 1997).

A atividade antioxidante de compostos organicos € dependente de algumas
caracteristicas estruturais, que incluem, na maioria dos casos, a presenca de grupamentos

fendlicos. Desta forma, flavonoides, fenilpropandides e outros compostos aromaticos sdo 0s



principais alvos da busca por antioxidantes (ATOUI et al., 2005). Os flavondides séo
compostos fendlicos cujos valores de pK variam devido a grande variedade de estruturas
possiveis. Poucos trabalhos relatam quais seriam estes valores apenas para um pequeno grupo
de flavondides, mas substiancias semelhantes a flavondides tem sido relatadas como
apresentando valores de pK entre 8 e 10,5 (HAVSTEEN, 2002), o que faz com que tais
moléculas estejam na forma protonada em pH neutro.

Flavondides constituem uma familia de compostos com variacBes na sua
estrutura a partir de uma estrutura quimica comum, o difenilpropano, sendo que a grande
maioria dos flavondides encontrados na natureza encontra-se na forma de glicosideos (ligados
a monossacaridios), o que aumenta sua solubilidade em agua (MEQOTI, 2006). As formas
agliconas (sem sacaridio ligado) apresentam baixa estabilidade, os flavondides que nao
apresentam grupos hidroxil ndo possuem atividade antioxidante e flavondides que possuem a
carbonila na posicdo 4 conjugada a dupla ligacdo 2-3 apresentam elevada atividade
antioxidante (CAl et al., 2006).

No ser humano, os flavonoides presentes nos tecidos, devem-se a dieta na qual
0s vegetais fazem-se presentes. Os flavondides podem ser absorvidos no intestino: i) via
micelas biliares (ocorre com a por¢éo aglicona), ii) por difusdo passiva das agliconas atraves
dos enterdcitos ou iii) por transporte dos glicosideos via transportadores de glicose nos
enterdcitos e posterior hidrélise por B-glicosidases liberando as agliconas (MEOTI, 2006).
Apbs absorcdo, as agliconas sofrem conjugacdo com acido glucurénico nos enterdcitos ou nos
hepatécitos, ou ainda, circulam no sangue ligados a albumina (MUROTA; TERAO, 2003;
PODHAJCER et al., 1980). Os flavondides conjugados atravessam as membranas celulares
atraves de proteinas carreadoras sendo capazes de atingirem diferentes tecidos. Os
flavondides sdo pouco sollveis em agua e a conjugacdo eleva sua solubilidade permitindo

transporte pela corrente sangliinea (MEOTI, 2006).



Geralmente os flavonoides sofrem hidroxilacdo nas posicdes 3, 5, 7, 3°, 4’ e 5°.
Algumas destas hidroxilas encontram-se frequentemente metiladas, acetiladas ou sulfatadas.
Quando os glicosideos sdo formados, a ligacdo glicosidica se da nas posicdes 3 e 7 e 0s
carboidratos ligados comumente encontrados sdo raminose, glicose, glicoraminose, galactose
e arabinose.

Os flavondides também sdo capazes de quelar metais pesados como mecanismo
de acdo contra as ERO, uma vez que muitas delas originam-se em reacdes catalisadas por
metais (KOSTYUK et al., 2004). Os ions de metais pesados sdo ligantes avidos, propriedade
de grande utilidade nos sistemas bioldgicos tais como nas hemeproteinas (PARELLADA et
al., 1998). Uma das propriedades dos flavondides mais Uteis para sua aplicacdo terapéutica é
sua habilidade scavenger de radicais livres. Tal atividade esta relacionada ao seu potencial
REDOX e a energia de ativagdo necessaria para a ocorréncia da transferéncia de elétrons
(HAVSTEEN, 2002). Neste contexto, os flavondides apresentam grande potencial de
aplicacdo terapéutica uma vez que as ERO e diferentes radicais livres participam comumente
em diferentes condicdes patoldgicas.

Os flavonoides sdo compostos fendlicos e, portanto, podem facilmente sofrer
oxidagdo levando a formacéo irreversivel de quinonas (MEOTI, 2006). O produto final das
quinonas €é a formacéo de polimeros das mesmas (HAVSTEEN, 2002). E comum se atribuir
aos flavondides um elevado potencial antioxidante e baixo potencial pré-oxidante. Entretanto,
sabe-se que a quercetina, um dos flavondides mais estudados, apresenta potencial pro-
oxidante por sua capacidade geradora de anion superoxido e peréxido de hidrogénio conforme

ilustrado na figura 6 (AWAD et al., 2000).
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Figura 6. Rota pré-oxidante da quercetina na interagcdo com ERO (AWAD et al., 2000)




A caracterizagdo das diferentes propriedades bioquimicas dos flavonoides é um
desafio devido a sua grande variedade estrutural, estereoquimica e reativa. Os flavondides
podem participar em quase todo tipo de reacdo conhecida em quimica organica (6xido
reducdo, reacdes acido-base, interacGes hidrofébicas, tautomerizacdo, isomerizacédo, etc.) e
seus substituintes podem agir por indugdo eletrdnica, ressonancia, complexacdo com metais
pesados, dentre outras (HAVSTEEN, 2002). Os flavondides podem adquirir quase que
qualquer polaridade dependendo da existéncia de grupos glicosidicos, isoprendides ou éters
alifaticos em suas estruturas.

A pesquisa de produtos naturais proporciona a descoberta de novos farmacos € o
estudo de plantas que apresentem substancias que possam agir sobre as diferentes espécies
oxidantes geradas em nosso organismo torna-se de grande importancia. Dietas com elevado
contetdo de vegetais, frutas e grdos podem reduzir o risco de inimeras doencas, tais como
doencas cardiovasculares, cancer, reacdes inflamatorias e Mal de Alzheimer (ATOUI et al,
2005; CHUN et al, 2005). Tais efeitos, associados a presenca de substancias antioxidantes,
mostram a importancia do estudo destes agentes na busca por opcdes terapéuticas para
diferentes patologias.

No estudo da avaliagho do potencial antioxidante das amostras deve-se
considerar que: i) um composto deve ser testado em concentragdes disponiveis in vivo e ii) ao
avaliar os antioxidantes, deve-se utilizar pelo menos uma espécie relevante biologicamente.
Deve-se perguntar como age o antioxidante, se ele age diretamente sobre a ERO ou ele inibe a
sua geracdo e ainda, se ele age indiretamente regulando defesas antioxidantes enddgenas.
Considerando-se i) a participagdo da enzima MPO, de radicais livres e outros agentes
oxidantes em processos patoldgicos, ii) o crescente uso de substancias naturais na terapéutica,
e iii) os resultados promissores alcancados em estudos com extratos e fragcdes de P. nitens no
mestrado em Analises Clinicas FCFAr/UNESP (VELLOSA, 2005) elaborou-se este trabalho

de Tese de doutorado.



2 OBJETIVOS



Algumas hipdteses e/ou questdes sdo levantadas acerca do perfil bioquimico de acdo dos

flavondides kaempferol, afzelina, lespedina, pteroginosideo, quercetina e isoquercetrina:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

sendo os flavondides classicamente considerados antioxidantes, seriam eles capazes de
agir de forma eficiente sobre quaisquer agentes oxidantes e radicais livres?

qual dos flavonodides em foco seria mais eficiente para cada situacdo estudada? Ha
certa especificidade de acdo?

as formas agliconas sdo antioxidantes mais eficientes?

0 numero de hidroxilas livres nos anéis A e B é importante para a agdo antioxidante?
os flavondides sdo capazes de interferir em reagdes oxidativas catalizadas por
peroxidases?

os flavondides em questdo séo inibidores de peroxidases?

os flavondides sdo susbtratos de peroxidases?

os flavonoides interagem com a enzima no sitio ativo? ha interagdo com outros sitios
da enzima?

as alteracBes estruturais nos flavondides alteram o mecansimo de inibicdo de

peroxidases?

10) a acdo eficiente sobre as ERO permite acdo protetora eficiente sobre biomoléculas ou

estruturas bioldgicas?

11)a acdo antioxidante dos flavonoides reduz a agressao que os neutréfilos sofrem pelas

ERO que eles mesmos geram?

S&o objetivos deste trabalho, avaliar o efeito do kaempferol, afzelina, lespedina,

pteroginosideo, quercetina e isoquercetrina em diferentes processos bioquimicos oxidativos

(modelos “quimicos”, “enzimaticos” e “celulares™), identificando um perfil bioquimico (ERO

X enzimas x células) de atividade destes compostos sobre as ERO (radicais livres ou nao),

caracterizando assim 0s mecanismos de acdo e estabelecendo uma relacéo entre a estrutura

quimica destes compostos com as atividades observadas.



3 MATERIAIS E METODOS



3.6 Equipamentos e Reagentes
3.6.1 Equipamentos
Foram utilizadas balancas analiticas, centrifugas, estufas, banho-maria e

microscopio Optico, além de material de coleta de sangue como seringas e agulhas.

Para os ensaios espectrofotométricos foram utilizadas celas de quartzo (volume
de ImL, 2mL ou 3mL) com 1 cm de caminho 6tico (c.0.). As leituras foram realizadas no
Espectrofotbmetro HP 8453, Diiode Array, com cela termostatizada, acoplado a um

computador tipo PC Pentium 111 da HP.

3.6.2 Reagentes

Foram utilizados os seguintes reagentes com elevado grau de pureza: acido
sulfirico, fosfato trissédico, molibdato de amdnio, persulfato de potassio, 2,2'-Azino-bis-3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS), borohidreto de sodio, acido 5-5’-ditio-2-
nitrobenzoico (DTNB), 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), 2,2'-Azobis(2-
methylpropionamidine) dihydrochloride (AAPH), peréxido de hidrogénio, hipoclorito de
sodio, taurina, tetrametilbenzidina, nitroprussiato de sédio, metassulfato de fenazina,
nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida, nitrobluetetrazolium, acido acético, azul de
trypan, acetato de phobol miristato (PMA), peroxidase de raiz forte (HRP tipo VI), hemina,

mieloperoxidase de neutr6filos humanos.

As amostras (kaempferol, afzelina, lespedina, pteroginoside, quercetina e
isoquercetrina) foram fornecidas pelos professores Dr. Luis Octavio Regasini e Dra.
Vanderlan da Silva Bolzani do Departamento de Quimica Organica do Instituto de Quimica

de Araraquara — UNESP.



3.7 Anédlise do potencial redutor dos compostos estudados
3.7.1 Reducéo do fosfomolibdénio
Este método foi desenvolvido por Prieto et al. (1999) com a finalidade de
se quantificar diversos antioxidantes. O método se baseia na reducdo do molibdénio de sua
forma Mo(V1) para Mo(V) pelo analito com conseqtiente formacao de um croméforo verde

[complexo fosfato/Mo(V)] em meio &cido e foi realizado segundo Prieto et al. (1999).

3.8 Perfil de acdo sobre radicais livres e espécies reativas do oxigénio nao
radicalares
3.8.1 Agdo scavenger das amostras sobre o radical ABTS™
Este ensaio foi padronizado por Pellegrini et al. (1999), sendo
originalmente realizado em etanol absoluto. Nos ensaios avaliou-se a atividade sequestradora
de radicais pelas amostras por meio do decréscimo da absorbancia em 734 nm, segundo

Vellosa et al. (2007). A estrutura do ABTS"" € ilustrada na figura 7.

! ' Y
HOaS Et NO;

ABTS™ DPPH*

Figura 7. Estrutura molecular do ABTS" e DPPH".

3.8.2 Acéo scavenger das amostras sobre radical DPPH
A avaliacdo da acdo sequestradora de radicais livres das amostras também
foi feita através do decréscimo da absorbancia da solu¢do de DPPH (60 uM) em 531nm,

segundo Soares et al. (1997). A estrutura do radical € ilustrada na figura 7.



3.8.3 Atividade scavenger das amostras sobre perdxido de hidrogénio
A acdo seqiiestradora de H,0; (€230nm = 80 M™lem™; BRESTEL, 1985) foi
avaliada através da oxidacdo do &cido 5-tio-2-nitrobenzdico (TNB) em &cido 5-5’-ditio-2-
nitrobenzoéico (DTNB) com aumento da absorbancia em 412nm, segundo Vellosa (2005). O
TNB foi preparado segundo Ching et al (1994) e sua concentragéo foi determinada através de
seu coeficiente de extingdo molar em 412nm (13600 M™‘cm™; CHING et al, 1994).
3.8.4 Atividade scavenger das amostras sobre o acido hipocloroso
As reacOes foram realizadas segundo Costa et al. (2004), com adaptacdes
para o sistema “quimico”, em tampdo fosfato de sédio 50mM, pH 7,4. Procede-se incubagédo
de 10 minutos das amostras com HOCI (30 uM) e mais 5 minutos ap6s adicdo de TMB (2,8
mM). A leitura das absorbancias é feita em 652nm. A concentragdo solugdo de HOCI é
determinada espectrofotometricamente, através de seu coeficiente de extingdo molar em
295nm (350 M™cm™; ZGLICZYNSKI et al., 1971).
3.8.5 Atividade scavenger sobre taurina cloramina
As reacOes sdo realizadas segundo Costa et al. (2004), com adaptacdes
para o sistema “quimico” no qual a taurina cloramina (TauCl - 30uM) é obtida através da
reacdo do HOCI (30 pM) com taurina (Tau - 5mM) por 5 minutos em tampé&o fosfato de
sodio 50mM, pH 7,4. Os analitos sdo adicionados a mistura seguindo-se incubag@o de 10 min
e adicdo de TMB (2,8 mM). Para formagdo do croméforo segue-se incubacgdo por 5 minutos.
A leitura das absorbancias é feita em 652nm.
3.8.6 Atividade scavenger sobre 0 anion superéxido
Neste ensaio, adaptado de Kakkar et al. (1984) e realizado segundo
Vellosa et al. (2007), o anion superdxido reage com o NBT para formar o croméforo
(formazana) cuja intensidade de cor, medida em 560 nm, é diretamente proporcional a

concentracdo do radical (KAKKAR et al, 1984).



3.8.7 Atividade scavenger sobre Oxido Nitrico
O efeito scavenger das amostras em estudo sobre o Oxido nitrico foi
medido de acordo com Yen et al (2001), em tampé&o fosfato 50mM, pH7,0 e nitroprussiato
de sodio 25mM. O NO presente em solugdo é revelado pela reacdo com o Reagente de
Griess formando um cromdforo com pico de absorbancia em 570nm. Para o célculo da
concentragao utilizou-se o coeficiente de extingdo molar determinado pela curva analitica,

que foi obtida experimentalmente (item 4.1 e Figura 15).

3.9 Acéo sobre sistemas oxidativos catalisados por peroxidases
3.9.1 Agdo naoxidacao do guaiacol por peroxidase modelo (classica)
A concentragdo da HRP em solucdo foi determinada através de seu
coeficiente de extingdo molar em 403nm (1,02 x 10° M™* cm™; OHLSON & PAUL, 1976). A
cinética de oxidacdo do guaiacol (2 mM) pela HRP (7 nM), H,O, (0,1 mM), foi feita em
tampdo fosfato de sédio 50mM, pH 7,4, 37°C. A reacdo foi seguida & 470nm por 1 minuto
(KHALIL, 2002). Determinou-se a velocidade de reacdo quando o tempo tende a zero
(velocidade inicial - vo) na auséncia e na presenca das amostras.
3.9.2 Acdo na oxidacao do guaiacol por mieloperoxidase humana
A cinética de oxidagdo do guaiacol (70 mM) pela MPO (8 nM), H,0, (0,3
mM), foi feita em tampdo fosfato de sédio 50mM, pH 7,4, 37°C. A reacéo foi seguida a
470nm por 1minuto (KHALIL, 2002). Determinou-se Vo na auséncia e na presenca das
amostras. Foi estudado também o tipo de inibicdo que estaria sendo provocada pelos
flavondides sobre a cinética de oxidagdo do guaiacol catalisada pela pela MPO (5 nM) em
tampéo fosfato de sédio 50mM, pH 7,4, 37°C. Para tanto, realizaram-se as reagdes com
concentracBes variadas do substrato guaiacol, fixando-se a concentracdo de perdxido de
hidrogénio (0,3 mM), na auséncia dos inibidores e na presenca de duas concentragdes

distintas de cada um dos flavondides. A partir das tangentes das cinéticas (AA X At)



obtiveram-se os valores de velocidade da reacdo, os quais foram utilizados para a
construcdo dos graficos duplo-reciprocos de Lineweaver-Burk (1/vo x 1/[S]). (KHALIL,

2002).

3.9.3 Acdo na oxidacdo do guaiacol pelo grupo prostético de peroxidases
(hemina)
A Hemina foi preparada de acordo com Bastos et al. (2003) e sua
concentracdo em solugdo foi determinada através de seu coeficiente de extingdo molar (58400
M™ cm™) em 385 nm. A cinética de oxidacdo do guaiacol (8 mM) pela Hemina (3,3 uM),
H,0, (0,1 mM), foi feita em tampdo fosfato de s6dio 50mM, pH 7.4, 37°C. A reacdo foi
seguida a 470 nm por 1 minuto. Determinou-se Vo ha auséncia e na presenca das amostras.
3.9.4 Acdo na geracdo de HOCI/TauCl por mieloperoxidase
A interferéncia das amostras na reacdo de geracdo de 4cido
hipocloroso/TauCl pela MPO (KHALIL, 2002; COSTA et al., 2004), sendo realizada em
tampdo fosfato de s6dio 50mM/NaCl 150mM, pH 7,4 (37°C) contendo Tau 5 mM, MPO 1
nM, H,O, 0,1 mM. Apos 10 minutos de reacdo adicionou-se catalase 0,02 mg/mL e, a seguir,
TMB 2,8 mM, incubagdo de 5 minutos. Leituras em 652 nm.
3.9.5 Atuacdo como substrato: Ciclo catalitico classico da peroxidase HRP.
O estudo dos flavondides como possiveis substratos de peroxidases foi
realizado através da andlise da alteracdo do espectro de absor¢do da HRP 1,8uM com leituras
em 403 nm e 420 nm (Khalil, 2002) na presenca de H,O, 15 UM e amostras 2,5 pg/mL. Os

ensaios foram realizados em tampéo fosfato de sédio 50 mM, pH 7,4 (37°C).

3.10 Citotoxicidade e acdo sobre estresse oxidativo em células animais
3.10.1 Toxicidade sobre eritrocitos
Os eritrécitos foram obtidos ap6s coleta de sangue total de pessoas higidas

e separadas do soro apés centrifugacdo em 1500 rpm por 15 minutos. A acdo hemolitica dos



compostos naturais foi estudada pela liberagdo de hemoglobina das células (VISSERS et al.,
1998), medida atraves da leitura da absorbancia (A = 414 nm) do sobrenadante da suspenséo
(eritrécitos 5%; tampao fosfato de sédio 10mM/NaCl 150mM, pH 7,4; 37°C) ap6s 2 horas e
meia e 4 horas de incubacéo.
3.10.2 Dano provocado pelo radical AAPH em eritrécitos
A acdo dos compostos naturais sobre a hemdlise promovida pelo radical
2'-azo-bis (2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH) 25 mM (YANG et al., 2006) em
suspensdo de eritrécitos 5% (tampéo fosfato de sédio 10mM/NaCl 150mM, pH 7,4; 37°C) foi
avaliada pela liberacdo de hemoglobina pelas células ap6s 2 horas e meia de incubacdo
atraves das leituras das absorbancias em 414 nm.
3.10.3 Agdo sobre dano provocado pelo &cido hipocloroso em eritrocitos
A acdo dos compostos naturais sobre a lise promovida pelo HOCI 100 pM
em suspensdo de eritrcitos 5% (tampédo fosfato de sédio 10mM/NaCl 150mM, pH 7,4;
37°C) foi avaliada pela liberacdo de hemoglobina pelas células apés 4 horas de incubagdo
atraves das leituras das absorbancias em 414 nm.
3.10.4 Toxicidade sobre neutrofilos
3.104.1 Marcador molecular: lactato desidrogenase
Os neutrofilos foram obtidos segundo Khalil (2002). A citotoxicidade
dos compostos naturais sobre neutrofilos foi avaliada através da determina¢do da enzima
lactato desidrogenase (LDH) no sobrenadante da suspenséo de neutréfilos, 1 x 10° células/mL,
na auséncia e na presenca de 2,5 x10'mol/L PMA (acetato de forbol miristato - ativador do
oxidative burst), apés 2 horas de incubacio (tampdo PBS-D, pH 7,4; 37°C). Para este ensaio
utilizou-se o Kit Labtest LDH —colorimétrico.
3.10.4.2 Corante supra-vital: azul de Trypan
A citotoxicidade dos compostos naturais sobre neutr6filos também

foi avaliada através do teste com corante supra-vital Azul de Trypan (KHALIL, 2002; MIAN



et al., 2008) através de microscopia 6ptica com contagem em camara hematimeétrica (Camara
de Neubauer). Apds 2 horas de incubagdo das amostras com a suspensdo de neutréfilos
1 x 10° células/mL, na presenca e na auséncia de estimulo PMA em tampéo PBS-D, pH 7,4
(37° C) realizou-se a contagem de células coradas (mortas) e ndo coradas (vivas) realizando-se
calculo de porcentagem de um total de 200 células contadas.
3.10.5 Acdo sobre o oxidative burst de neutréfilos na produgdo de
HOCI/TauCl
A acdo dos compostos naturais sobre a geracdo de ERO por neutréfilos foi
avaliada através da producdo de TauCl por neutréfilos ativados (2,8 x 10° células/mL) com
PMA 2,5 x 10"mol/L em tampéo PBS-D, pH 7,4, 37°C, contendo 5mM de Tau (COSTA et
al., 2004). Ap6s 30 minutos de incubacéo foi adicionado TMB (2,8 mM) e seguiu-se a leitura

das absorbancias em 652 nm apds 5 minutos.

3.6 Analise Estatistica
Foram definidos alguns valores de concentracdo dos flavondides que promovessem
uma dada inibicdo (IC;) a partir dos gréaficos dose-resposta construidos. Buscou-se estabelecer
os valores de concentracdo que promovessem 50% de inibicdo. Entretanto, em alguns casos,
ndo foi possivel se alcancgar tal inibicdo e, portanto, utilizou-se valores de concentragdo que

promoveram inibicdes inferiores a 50%, como por exemplo, 1Cy3 0u 1Cy;.

Os resultados, de triplicatas, estdo expressos em média + desvio padrdo (DP).
Anadlises realizadas através de ANOVA onde se estabelece o nivel de significancia como

p <0,05.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

“Prestem atencdo aos benditos lugares que
denominam-se com a palavra laboratorio,

e tantos significados.

S&o os templos de futuro,

do bem estar e do desenvolvimento.

E onde a humanidade se fara maior, mais forte e melhor.
Onde se aprende a ler as obras da natureza,

obras de avanco verdadeiro e de ampla harmonia...”
(Pasteur)



4.1 InteracGes diretas com as espécies reativas

Uma das propriedades que determina a capacidade antioxidante dos compostos
fendlicos é o seu potencial redutor, sendo que este, entretanto, ndo é o Unico fator para tal
atividade. Desta forma, buscou-se avaliar o potencial de reducdo dos seis flavondides
estudados. O potencial redutor das amostras foi avaliado a partir da capacidade dos
flavonodides em reduzirem o molibdénio de sua forma Mo(VI) para Mo(V). Podem-se
observar, através da figura 8, dois conjuntos de substancias quanto a esse potencial redutor:
isoquercetrina, kaempferol e lespedina com potenciais de reducdo semelhantes entre si, mas
inferiores aos da afzelina, pteroginoside e quercetina. Os flavondides podem ser relacionados
em ordem crescente do potencial redutor como segue: isoquercetrina = kaempferol =
lespedina < afzelina = pteroginoside = quercetina.

—u— afzelina —a— kaempferol —o— isoauercetrina

—e— pteroginoside  — — lespedina —Oo— quercetina
2,1

1 T T T T T T T T T T "1
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14 0,16 0,18 0,20 0,22 0,24
(mM)

Figura 8. Redugdo do fosfomolibdénio — avaliagdo relativa do potencial redutor; 500 pL de
Solucdo Reagente (H,SO, 0,6M; NasPO, 28mM; Molibdato de amdnio 4mM); 50
UL de amostra; 90 minutos de incubacdo em banho 90°C (resfriado em temperatura
ambiente); A = 695nm.



Pelos dados obtidos, destacam-se: i) que a adi¢do de carboidrato & hidroxila OH-
3 no anel C do kaempferol aumenta o potencial redutor da molécula desde que permanegam
livres as duas hidroxilas do anel A; ii) que a adi¢do de uma hidroxila no anel B do kaempferol
originando a quercetina eleva o potencial redutor do flavonoide e, iii) que a alteracdo de
posicdo de uma hidroxila do anel B da quercetina em conjunto com a adi¢cdo da raminose a
hidroxila da posi¢do 3 no anel C (OH-3) reduzem a capacidade redutora da molécula. Desta
forma, a hidroxila livre do anel C, provavelmente em conjunto com a insaturago presente no
mesmo anel, € sitio importante para o potencial redutor dos flavondides. Tal resultado mostra
potencial dos flavonoides em questdo em interferirem em processos de dxido-reducéo.

Além do potencial redutor, tem-se como fator importante para a atividade
antioxidante dos flavonodides a habilidade scavenger de ERO, o que depende da conformacao
espacial e configuragdo que os mesmos apresentam, além de seu estado de ionizacdo, o que
interfere em sua capacidade de atingir o nicleo radical dos radicais livres ou de interagir com

0s sitios oxidativos de outras ERO nao radicalares.

A capacidade dos compostos isolados da P. nitens em interagirem com radicais
livres neutralizando-os, ou de interagirem com agentes oxidantes reduzindo-os, foram
avaliadas através da agdo scavenger sobre os radicais ABTS™ e DPPH® e sobre as ERO

TauCl, HOCI, O,"", H,0, e NO.

Nos estudos da acdo de produtos naturais e outros xenobidticos sobre radicais
livres é muito comum utilizar-se de radicais modelos ndo pertencentes aos organismos vivos
para se avaliar o potencial de interacdo com tais moléculas. Dentre estes radicais encontram-
se 0 ABTS™ e o DPPH, sendo que, nos resultados obtidos, o radical ABTS®" se mostrou um
radical mais facilmente capturavel pelos flavonoides do que o DPPH (Figuras 9 e 10).

A quercetina (ICsp = 0,0009 mM) foi o composto mais eficiente seguida da
lespedina (ICso = 0,0014 mM), kaempferol (ICso = 0,0019 mM) e isoquercetrina (ICsp =

0,0021 mM) com valores muito proximos, pteroginoside (ICso = 0,0029 mM) e afzelina (1Cso



= 0,0042 mM). A habilidade dos flavonoides em capturar o radical ABTS®" (Figura 9) parece
estar relacionada a disponibilidade da OH-3 e & quantidade total de hidroxilas livres na
molécula como um todo. Os flavonodides podem assim, ser enumerados segundo a seguinte
ordem decrescente para o potencial de acdo sobre o ABTS®": quercetina > lespedina >

kaempferol > isoquercetrina > pteroginoside > afzelina.

—&—afzelina —A— kaempferol —— isoquercetrina
—@— pteroginoside ~ —%— lespedina —O— quercetina
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Figura 9. Acdo scavenger de radical ABTS" 55 uM; Tampdo fosfato de sédio 10mM, pH7,4;
incubacgdo de 30 minutos (auséncia de luz); A = 734 nm.

Observou-se que as amostras afzelina e pteroginoside (IC.3 = 0,231 mM) foram
pouco eficientes como scavengers de radical DPPH (Figura 10). As demais amostras
mostraram grande eficiéncia contra este radical sendo a quercetina (ICso = 0,011 mM) a
molécula que apresentou melhor resultado, seguida da lespedina (ICsp = 0,013 mM),

isoquercetrina (ICso = 0,016 mM) e kaempferol (ICso = 0,030 mM). Os flavondides podem



assim, ser enumerados segundo a seguinte ordem decrescente para o potencial de acéo sobre o

DPPH: quercetina > lespedina > isoquercetrina > kaempferol > afzelina = pteroginoside.

—=— afzelina —A— kaempferol —{— isoquercetrina
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0,6
1 $ﬁ\ﬂ\w
054 _i
0,4 A
£ i
< 0,3
0,2 4 A
0,14 \ﬁ
= I — - -
- = & e 5
0,0 T v T v T v T v T v 1
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25
(mM)

Figura 10. Acdo scavenger de radical DPPH 60 pM em etanol absoluto; incubagéo de 15
minutos (auséncia de luz); A = 531 nm.

Além dos radicais modelos é necessario fazer uso de modelos de estudo que
envolvam espécies reativas que ocorram de fato em sistemas biol6gicos. Foram avaliadas,
portanto, as ERO H,0,, HOCI, TauCl, O, e NO°.

O éanion superoxido é uma ERO produzida constantemente no organismo
humano em processos fisiologicos, como o oxidative burst e a respiracdo celular, e
patoldgicos (processos inflamatdrios exacerbados), sendo ainda uma das principais espécies
envolvidas na alteragdo do tecido epitelial observada ao longo dos anos no processo de

envelhecimento. Portanto, o anion superoxido é um alvo farmacoldgico importante no que se



refere & prevencéo e tratamento de patologias associadas ao estresse oxidativo. Observa-se na
figura 11 grande eficiéncia da quercetina (ICsp = 0,025 mM) como agente scavenger deste
radical livre. A isoquercetrina (ICsp = 0,111 mM) e o kaempferol (ICso = 0,243 mM) também
se mostraram eficientes contra o anion superdxido, seguidas da afzelina (IC3 = 0,231 mM),
pteroginoside (ICs; = 0,349 mM) e lespedina (IC;, = 0,349 mM). Desta forma, as hidroxilas
livres no anel B seguidas da hidroxila livre no anel C e por fim da hidroxila livre no anel A,
seriam os sitios de acdo destes flavonoides na captura de O,"". Estes sdo dados extremamente
importantes, mas é importante lembrar que a quercetina por exemplo interage com o anion
superdxido formando quinona, a qual reage com o oxigénio molecular gerando novamente
anion superoxido, sendo este um processo que deve ocorrer também com o0s demais

flavondides.

—m— afzelina —A— kaempferol —{—isoquercetrina
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Figura 11. Agdo scavenger de O,"". Meio reacional: Tampao pirofosfato de s6dio25mM, pH 8,3;
NBT 45 pM, PMS 9,3 uM, NADH 78 pM. Incubagdo de 2 minutos do sistema

gerador de superoxido com as amostras na auséncia de luz; adicdo de Acido acético
5% e 10 minutos de incubagéo (auséncia de luz); A = 560nm.

Em sistemas bioldgicos, o anion superoxido rapidamente gera peroxido de

hidrogénio, um oxidante ndo radicalar, deletério ao organismo e necessario em oxidagoes



catalisadas por peroxidases. Através da figura 12, observou-se que nenhum dos flavondides é

capaz de agir sobre o peréxido de hidrogénio, sendo este um dado interessante no momento

em gue se avalia a acdo das amostras sobre peroxidases.
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Figura 12. Acdo scavenger de H,O, (90 puM); Tampdo fosfato de so6dio 50mM, pH 7.4;
Incubacéo de 2 horas e 30 min do H,O, com as amostras, adicdo de TNB 80 uM e

incubacgdo de 5 minutos; A = 412nm.



O peroxido de hidrogénio é necessario a mieloperoxidase para a oxidacdo de
haletos a seus acidos hipohalosos, sendo, portanto um componente essencial na producao de
acido hipocloroso. O HOCI é um oxidante extretamente deletério ao organismo e responsavel
pela alteracdo de diferentes biomoléculas das estruturas celulares levando a alteracdes
importantes constatadas no organismo em diferentes patologias. As amostras estudadas se
mostraram efetivos sequestradores de &cido hipocloroso, como pode ser observado pela figura
13, sendo a quercetina (ICsp = 0,0008 mM) e o pteroginoside (ICsp = 0,0008 mM) 0s mais
eficientes. A afzelina (ICsp = 0,0011 mM), seguida pela lespedina (ICsp = 0,0015 mM),
isoquercetrina (ICsp = 0,0018 mM) e kaempferol (ICso = 0,002 mM) também apresentaram

boa atividade contra o HOCI.
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Figura 13. Ac¢do scavenger de HOCI (30 uM). Meio reacional: tampéo fosfato de s6dio 50mM,
pH 7,4, TMB 2,8mM. Incubacdo de 10 min do HOCI e revelagdo com TMB; A =
652nm.

Dentre as alteracdes que o &cido hipocloroso provoca esta a oxidacdo de grupos
amino livres de aminoacidos levando a formacéo de cloraminas, outro grupo de oxidantes nao

radicalares. As cloraminas sdo componentes importantes, por exemplo, na lesdo observada



para a formacdo de ulcera gastrica quando a bactéria Helicobacter pilori se faz presente. Tal
bactéria promove um processo inflamatério na mucosa gastrica onde neutréfilos produzem,
através do oxidative burst, 0 HOCI. A bactéria ainda produz aménia que, ao reagir com o
HOCI, gera monocloramina, a qual é bastante lesiva. As cloraminas sdo desta forma, alvos
farmacoldgicos importantes a serem avaliadas na presenca dos flavondides. Para tanto,
estudou-se a agdo scavenger de taurina cloramina pelos flavondides.

Observou-se grande diferenca do potencial scavenger de TauCl entre o0s
flavondides glicosidicos e os agliconas (Figura 14), sendo superior a acao destes Ultimos em
relacdo aos primeiros. Observe-se ainda que a quercetina (ICso = 0,044 mM) demonstrou acéo
superior a do kaempferol (ICso = 0,092 mM), que apresenta uma hidroxila a menos em sua
estrutura molecular (anel B). A afzelina (IC3; = 0,370 mM), dentre os flavondides
glicosidicos, mostrou-se a mais eficiente, seguida do pteroginoside e a isoquercetrina (1Cy4 =
0,401 mM). O pior potencial scavenger de taurina-cloramina foi desempenhado pela
lespedina (ICy; = 0,415 mM), cuja estrutura molecular apresenta bloqueio das hidroxilas OH-

3 e OH-7 (anéis A e C) pelas ligacdes a raminoses.
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Figura 14. Acéo scavenger de taurina-cloramina. Meio reacional: TauCl - 30uM; HOCI 30 pM
+ Tau 5mM ; Tampao fosfato de s6dio 50mM, pH 7,4. Incubacdo de 10 min da TauCl
com as amostras, adi¢do de TMB 2,8mM e incubacdo de 5minutos; A = 652nm.



Outra ERO importante no estresse oxidativo é o oxido nitrico, um radical
derivado do nitrogénio e capaz de gerar um agente bastante agressor, o perdxinitrito. Assim, o

NO*® também é um alvo farmacol6gico importante para a acdo dos flavondides.

Para o estudo da acéo sobre o 6xido nitrico determinou-se, a partir da figura 15,

o nivel de NO* liberado na hidrélise do nitroprussiato de sédio como sendo 40 puM.

1,04
0,8
y =0,02016 x - 0,00381
. 061 R=0,9999
5 P<0,0001
<
0,4 -
0,2
0,0 T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50

concentracao (uM)

Figura 15. Curva analitica do Nitrito de sodio, ensaio com Reagente de Griess. Meio reacional:
Nitroprussiato de sédio 25 mM; tampdo fosfato de sodio 50mM, pH7,4; 334uL de
solucdo de nitrito de sodio + 200uL de Reagente de Griess. Incubagdo de 5 minutos
(auséncia de luz).

Como pode ser observado na figura 16, a quercetina (1C4; = 0,265 mM) mostrou-
se 0 mais eficiente scavenger de dxido nitrico. A isoquercetrina apresentou potencial contra o
NO semelhante ao do kaempferol (ambos com IC,; = 0,172 mM), seguida da lespedida e
pteroginoside o0s quais se assemelham como seqlestradores de Oxido nitrico
(IC16 = 0,185 mM). A afzelina mostrou ser o flavondide menos eficiente contra o NO dentre

0s compostos avaliados (ICo7; = 0,185 mM). Estes dados revelam que agliconas com duas



hidroxilas no anel B sdo agentes importantes com atividade scavenger de NO. Observa-se

também que dentre os flavondides glicosidicos, a auséncia de hidroxilas livres no nucleo

difenilpropano reduz a atividade.
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Figura 16. Acdo scavenger de NO (40 pM). Meio reacional: Tampao fosfato de sddio 50mM, pH

7,4; Nitroprussiato de sodio 25 mM. Incubagédo de 1 hora e 30 minutos (amostra + NO
liberado em solucdo; auséncia de luz); 334uL de solugdo da reacdo + 200pL de
Reagente de Griess e Incubacéo de 5 minutos (auséncia de luz); A = 570nm.

4.2

InteracGes com mieloperoxidase

Além da acdo direta sobre as ERO, os antioxidantes podem ter como mecanismo de

acdo a inibicdo da geracdo destas espécies pela interagdo com enzimas. Dentre as enzimas

importantes do oxidative burst encontra-se a mieloperoxidase, que oxida diferentes substratos

na presenca de peroxido de hidrogénio. Assim, o estudo da inibicdo desta enzima é fator

importante na caracterizacdo do perfil de acdo dos flavondides deste estudo.

Realizou-se ensaio cinético com a MPO na presenca de peroxido de hidrogénio

utilizando-se guaiacol como substrato a ser oxidado. Pelos resultados obtidos sabe-se que as



amostras ndo interagem com H,0, (Figura 12), sendo este um dado importante no estudo de
inibicdo das peroxidases, pois significa que qualquer inibicdo que fosse observada ndo seria
devida a captura de peréxido de hidrogénio pelas amostras.

Através dos resultados apresentados na figura 17 observou-se que as amostras
sdo bons agentes inibidores da enzima mieloperoxidase. A quercetina (ICsp = 0,012 mM)
mostra-se como o mais potente inibidor de MPO dentre os compostos testados, seguida do
kaempferol (1Cso = 0,035 mM). O inibidor menos efetivo da MPO revelou-se como sendo a
afzelina (ICsp = 0,150 mM). Com potencial inibitério intermediario encontram-se, em ordem
decrescente, a isoquercetrina (ICso = 0,081 mM), sequida do pteroginoside e lespedina que
apresentaram acdes semelhantes (ICso = 0,100 mM). Observa-se através destes dados que a
hidroxila OH-3 (anel C) é sitio importante para a interacdo com a MPO e sua consequente
inibicdo.
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Figura 17. Inibicdo da oxidagéo do guaiacol 70 mM pela MPO 8 nM; tampdo fosfato de sodio
50mM, pH 7,4; 37°C; H,0, 0,3 mM; 1 minuto de reacdo; A =470 nm.



A MPO pode levar a formagdo de cloraminas a medida que gera o &cido
hipocloroso que ira reagir com 0s grupos amino livre de aminoacidos. Um sistema
interessante a ser abordado seria entdo a geracdo indireta de taurina cloramina pela
mieloperoxidase na presenca de perdéxido de hidrogénio e ions cloreto em um meio contendo
0 aminodcido taurina. No estudo da geracdo enzimatica (MPO/H,0,/CI) de HOCI com
consequiente formacdo de TauCl observou-se que a quercetina (ICsp = 0,002 mM) foi o
inibidor mais eficiente, seguida, em ordem decrescente, pelo kaempferol (ICso = 0,002 mM),
pteroginosideo (ICso = 0,005 mM), afzelina (ICso = 0,007 mM) e lespedina (ICsp = 0,013
mM), sendo a isoquercetrina (IC39 = 0,086 mM) o pior agente inibidor do sistema em questéo

(Figura 18).
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Figura 18. Inibicéo da geracdo de 4cido hipocloroso/TauCl pela MPO: 37°C; tampéo fosfato de
sodio 50mM/NaCl 150mM, pH 7,4; Tau 5 mM, MPO 1 nM, H,0, 0,1 mM; 10 minutos
de reacdo; catalase 0,02 mg/mL; TMB — 2,8 mM; incubacgdo de 5 minutos; A = 652
nm.

A inibicdo observada pode ser fruto da interacdo direta dos flavondides com as
espécies reativas geradas nesse sistema (HOCI produzido enzimaticamente pela MPO e TauCl

gerada atraves de reacdo do HOCI com taurina em solucdo) a medida que todas as amostras



foram efetivas contra tais ERO. Todas as amostras se apresentaram, nas condi¢fes de ensaio,
como eficientes scavengers da espécie oxidante biolégica HOCI (Figura 13). Os flavondides
mostraram também acdo scavenger sobre TauCl, sendo kaemferol e quercetina 0s mais
eficientes (Figura 14). Nesse caso, com o sistema enzimatico MPO/H,0,/CI’, tem-se inibi¢do
da reacdo pela inibicdo da MPO e/ou supresséo do produto HOCI, na presenga das amostras.
Pode-se entdo, atribuir os efeitos observados na figura 18 ao conjunto dos mecanismos de
acdo dos flavondides de P. nitens: i) acdo direta sobre HOCI e TauCl e ii) inibi¢cdo da MPO.
Foi estudado também o tipo de inibicdo que estaria sendo provocada pelos
flavondides sobre a cinética de oxidacdo do guaiacol catalisada pela mieloperoxidase. Os
duplo-reciprocos (Figuras 19 a 24) fornecem o0s parametros cinéticos ky (constante de
Michaelis-Menten) e vuax (velocidade méaxima) que sdo utilizados na avaliagdo do tipo de
inibicdo observada e sdo obtidos a partir da intersec¢do da reta com 0s eixos X e y. Tais
parametros na auséncia dos flavondides estdo contidos na tabela I, a qual ainda apresenta a
equacdo geral das retas obtidas nos duplos-reciprocos e o0s respectivos valores dos

coeficientes angulares (a) e lineares (b).

Tabela I. Parametros cinéticos da cinética de oxidacdo do guaiacol na auséncia de inibidores.

a b K VMax
|sem inibidor 3209,8 35,9 89 0,028
equacdo: y =ax+b x=-1kn y=21llvmax

O resultado da inibicao da cinética de oxidagdo do guaiacol catalisada pela MPO
forneceu os valores aparentes dos pardmetros cinéticos estudados - ky ap € Vmax ap - que sao
listados na tabela 1l, a qual apresenta ainda o tipo de inibicdo observado e a estrutura

molecular de cada flavonoide estudado.



Os flavondides agliconas, kaempferol e quercetina, apresentaram-se como
tipicos inibidores mistos, pois se observou elevacao nos valores aparentes de ky e redugdo nos
valores aparentes de viax frente aos valores obtidos na auséncia dos inibidores (Tabela I1).

A quercetina havia sido caracterizada como inibidor competitivo por Pincemail e
colaboradores em 1988 através do sistema no qual a o-dianisidina era utilizada como substrato
para a MPO. Entretanto, neste trabalho atual, em que se utilizou mieloperoxidase purificada
de neutrofilo humanos, caracterizou-se a quercetina como inibidor misto, quando o guaiacol
foi utilizado como substrato.

Em relacdo aos dados apresentados na tabela Il para os flavondides glicosidicos
observa-se reducdo nos valores aparentes de ky de vuax frente aos valores obtidos na auséncia
dos inibidores o que caracterizaria tais compostos como inibidores incompetitivos. Tal
classificacdo ndo pode ser utilizada, entretanto, pois o grafico duplo-reciproco caracteristico
para este tipo de inibicdo apresenta retas paralelas para as reacfes na auséncia e presenca de
inibidor, diferentemente do que pode ser observado nas figuras 19, 20, 22 e 23. Na inibi¢do
incompetitiva, a ligacdo do inibidor aumenta a afinidade de ligacdo do substrato pelo sitio
ativo da enzima (o que torna menor o valor de ky), gera um complexo ternério inibidor-
enzima-susbtrato improdutivo e reduz a velocidade maxima possivel de ser alcancada, 0 que
caracteriza o tipo de inibicdo. Os valores obtidos na tabela Il poderiam ser justificados, além
da interacdo com a prépria enzima, por uma possivel interacdo dos flavonodides com o produto
oxidado do guaiacol, o que daria a falsa impressdo de que o sistema teria diminuida a sua
capacidade de gerar o referido produto, levando a falsa interpretacdo da ocorréncia de inibigdo

incompetitiva através dos valores de Ky € Vmax.
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Figura 19. Gréfico Duplo-Reciproco da Inibicdo da MPO pela afzelina: MPO 5 nM; H,0,
0,3 mM; guaiacol em concentragdes varidveis; afzelina 0,5 pg/mL e 2,5 pg/mL;
tampéo fosfato de sédio 50mM, pH 7,4; 37°C; 1 minuto de reagdo; A =470 nm.
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Figura 20. Grafico Duplo-Reciproco da Inibicdo da MPO pelo pteroginoside: MPO 5 nM;
H,0, 0,3 mM; guaiacol em concentracdes variaveis; pteroginoside 2,5 pg/mL e
4,0 pg/mL; tampéo fosfato de sédio 50mM, pH 7,4; 37°C; 1 minuto de reacdo; A
=470 nm.
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Figura 21. Grafico Duplo-Reciproco da Inibicdo da MPO pelo kaempferol: MPO 5 nM;
H,0, 0,3 mM; guaiacol em concentracdes variaveis; kaempferol 2,5 pg/mL e 4,0
pg/mL; tampdo fosfato de sédio 50mM, pH 7,4; 37°C; 1 minuto de reacdo; A=

470 nm.
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Figura 22. Grafico Duplo-Reciproco da Inibicdo da MPO pela lespedina: MPO 5 nM;
H,0, 0,3 mM; guaiacol em concentragfes variaveis; lespedina 2,5 pg/mL e 4,0
pg/mL; tampéo fosfato de sodio 50mM, pH 7,4; 37°C; 1 minuto de reacdo; A =
470 nm.
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Figura 23. Gréafico Duplo-Reciproco da Inibicdo da MPO pela isoquercetrina: MPO 5 nM;
H,0, 0,3 mM; guaiacol em concentracfes variaveis; isoquercetrina 2,5 pg/mL e
4,0 pg/mL; tampao fosfato de sédio 50mM, pH 7,4; 37°C; 1 minuto de reacao;
A =470 nm.
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Figura 24. Grafico Duplo-Reciproco da Inibicdo da MPO pela quercetina: MPO 5 nM;
H,0, 0,3 mM; guaiacol em concentracdes variaveis; quercetina 2,5 pg/mL e 4,0
pg/mL; tampdo fosfato de sodio 50mM, pH 7,4; 37°C; 1 minuto de reacdo; A=
470 nm.



A fim de se compreender melhor a acdo dos flavonoides sobre a
mieloperoxidase, estudou-se a acdo dos flavondides sobre a HRP, uma peroxidase
classica em estudos de oxidacdo de xenobioticos por peroxidases, sendo que, em
reacOes catalisadas por peroxidases em geral, a HRP é frequentemente utilizada como
modelo (KHALIL, 2002). Desta forma, como meio de avaliar se ha especificidade
absoluta na inibicdo das amostras pela MPO, realizou-se estudo de inibicdo da HRP

atraves do ensaio de oxidacdo do guaiacol na presenca de perdxido de hidrogénio.
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Figura 25. Inibicdo da oxidacdo do guaiacol 2 mM pela HRP 7 nM; tampéo fosfato de
sodio 50mM, pH 7,4; 37°C; H,0, 0,1 mM; 2 minutos de reacdo; A = 470 nm.

Como pode ser observado na figura 25, os flavonéides estudados também
apresentam a capacidade de inibir a HRP, uma peroxidase de origem vegetal, cujo
grupo prostético (ferriprotoporfirina 1X) ndo se apresenta ligado covalentemente as
cadeias laterais dos aminoacidos que formam o sitio ativo da enzima. Os dados mostram

acdo semelhante para a afzelina e lespedina (IC;; = 0,090 mM), seguidas do



ligeiramente mais eficiente kaempferol (IC3; = 0,105 mM), sendo estes 0s compostos
menos eficientes como inibidores neste sistema. Apresentando maior eficiéncia estdo a
quercetina (ICsp = 0,010 mM e ICg = 0,033 mM) e a isoquercetrina (ICso = 0,010 mM e
IC73 = 0,033 mM), sendo a quercetina o melhor inibidor. O pteroginoside (IC43 = 0,083
mM) apresenta-se com potencial inibitério intermediario aos dois grupos de compostos
mencionados. A partir destes dados pode-se inferir que ha participagdo importante do
anel B na interagdo com o sitio ativo da HRP, a qual se torna aumentada com a presenca
de duas hidroxilas neste anel.

A HRP ¢é uma enzima muito Gtil devido a sua facil obtengdo e custo
reduzido relativo a peroxidases animais, sendo importante para a avaliacdo de diferentes
substancias como substratos de peroxidases. A HRP, na presenca de peroxido de
hidrogénio e de um substrato, tem inicialmente queda da absorbéncia em 403 nm e
elevacdo em 420 nm (formacdo do composto I1) e com a formacdo do produto, ao final
do ciclo, observa-se elevacgdo da absorbancia em 403 nm e queda em 420 nm indicando
o retorno da HRP a sua forma nativa.

Os flavondides foram entdo avaliados como possiveis substratos de
peroxidases utilizando-se das propriedades espectrofotométricas relatadas para esta
enzima. As figuras 26 a 31 mostram a ocorréncia de alteracdo conformacional da HRP,
avaliada através de espectrofotometria, na presenga dos compostos estudados, o que,
portanto, 0s caracteriza como substratos de peroxidase (proporcionaram a ocorréncia do
ciclo catalitico classico da HRP), a despeito dos tempos relativamente elevados para o
retorno da enzima a sua forma nativa quando comparados a 6timos substratos como o

luminol e guaiacol por exemplo (KHALIL, 2002).



Figura 26. Ciclo catalitico classico da HRP: estudo da afzelina como substrato de
peroxidases; HRP 1,8uM; tampédo fosfato de sodio 50mM, pH 7,4; 37°C; H,0, 15

UM; afzelina 2,5 pg/mL; minutos de reagdo. Grafico 19A: A = 403 nm (eeee) ¢
420 nm (eeee),

Figura 27. Ciclo catalitico classico da HRP: estudo do pteroginoside como substrato de
peroxidases; HRP 1,8uM; tampé&o fosfato de sddio 50mM, pH 7,4; 37°C; H,0, 15

MM; pteroginoside 2,5 pg/mL; minutos de reagdo. Grafico 20A: A = 403 nm (eeee)
€420 nm (eees).



Figura 28. Ciclo catalitico classico da HRP: estudo do kaempferol como substrato de
peroxidases; HRP 1,8uM; tampédo fosfato de sédio 50mM, pH 7,4; 37°C; H,0, 15
HM; kaempferol 2,5 pg/mL; minutos de reagdo. Grafico 21A: A = 403 nm (eeee) ¢
420 nm (eees).

Figura 29. Ciclo catalitico classico da HRP: estudo da lespedina como substrato de
peroxidases; HRP 1,8uM; tampdo fosfato de sédio 50mM, pH 7,4; 37°C; H,0, 15
MM; lespedina 2,5 pg/mL; minutos de reacdo. Grafico 22A: L = 403 nm (eeee)
420 nm (eeee),



Figura 30. Ciclo catalitico classico da HRP: estudo da isoquercetrina como substrato de
peroxidases; HRP 1,8uM; tampdo fosfato de sédio 50mM, pH 7.,4; 37°C; H,0, 15
MM; isoquercetrina 2,5 pg/mL; minutos de reacdo. Grafico 23A: A = 403 nm
(oooo) e 420 nm (oooo)_

Figura 31. Ciclo catalitico classico da HRP: estudo da quercetina como substrato de
peroxidases; HRP 1,8uM; tampéo fosfato de sédio 50mM, pH 7,4; 37°C; H,0, 15
MM; quercetina 2,5 pg/mL; minutos de reacdo. Grafico 24A: A = 403 nm (eees) ¢
420 nm (eees).



Através da figura 32 observou-se que as amostras sdo capazes de inibir a
oxidacdo do guaiacol por peroxidases pela interacdo com o grupo Heme das mesmas.
Nestes ensaios (Figura 32) observou-se maior inibicdo proporcionada pela quercetina
(ICs0 = 0,008 mM), seguida, em ordem decrescente de inibicédo, da isoquercetrina (ICso
= 0,013 mM), lespedina (ICso = 0,032 mM), kaempferol (ICso = 0,048 mM) e afzelina
(ICsp = 0,109 mM). Quanto ao pteroginoside (ICso = 0,023 mM e IC;3 = 0,112 mM),
observa-se acdo semelhante & da isoquercetrina em baixas concentracBes e
proporcionalmente aos demais compostos, eficiéncia drasticamente diminuida em
concentragdes maiores.

Assim como observado no ensaio de oxidacdo do guaiacol pela HRP,
observa-se novamente, com estes resultados, a importancia das duas hidroxilas livres no
anel B dos flavondides para a interacdo dos mesmos com o sitio ativo de peroxidases,
do qual o grupo Heme faz parte.
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Figura 32. Inibicdo da oxidagdo do guaiacol 8 mM pela Hemina 3,3 uM, H,0, 3,3 mM;
tampdo fosfato de s6dio 50 mM, pH 7,4; 37°C; H,0, 0,1 mM; 2 minutos de
reagdo; A =470 nm.



Os flavonoides estudados sdo inibidores da mieloperoxidase com
potencial como substratos de peroxidases e que interagem de diferentes maneiras com a
HRP e MPO, seja nos respectivos sitios cataliticos formados pelo grupo prostético ou
em outras partes das estruturas protéicas. Como parte dos estudos de inibicdo de
peroxidases pelos metabdlitos isolados da P. nitens, optou-se pela realiza¢do da cinética
de oxidacdo do guaiacol pelo grupo prostético de peroxidases, a ferriprotoporfirina IX,
em sua forma livre (Hemina), a fim de se avaliar a interacdo dos compostos com as
peroxidases em seus sitios ativos via uma possivel interacdo com o grupamento Heme.
E interessante ressaltar que nenhum dos efeitos inibitorios dos flavondides
sobre a MPO, HRP e Hemina podem ser atribuidos a uma possivel interacdo dos
produtos naturais com o peréxido de hidrogénio, o que reduziria a disponibilidade desta

ERO ao sistema enzimatico e levaria a inibi¢do do mesmo.

4.3 InteracGes com células
No estudo bioquimico da interferéncia de xenobi6ticos em processos oxidativos
julgou-se necessaria a avaliagdo da a¢do dos mesmos em células animais. Para tanto,
optou-se por estudar a agdo sobre eritrocitos de seres humanos, dada a susceptibilidade
dos mesmos a radicais livres e outras ERO e aos efeitos que o dano oxidativo sobre tais
células podem acarretar ao organismo humano, sendo estas células responsaveis pelo
transporte de oxigénio entre os tecidos.
Em um primeiro momento, buscou-se avaliar se as amostras por si s
apresentariam algum potencial citotoxico sobre os eritrécitos. Elas foram avaliadas em
diferentes concentragdes na presenca dos eritrocitos em diferentes tempos de incubacéo

(Figuras 33 e 34).
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Figura 33. Acdo hemolitica dos compostos naturais: suspensdo de eritrécitos 5%; 2 horas e
meia de incubacéo; 37°C; tampao fosfato de sddio 10mM/NaCl 150mM, pH 7,4; »

=414 nm.
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Figura 34. Acdo hemolitica dos compostos naturais: suspenséo de eritrocitos 5%; 4 horas
de incubagdo; 37°C; tamp#o fosfato de sédio 10mM/NaCl 150mM, pH 7,4; A =
414 nm.



Através das figuras 33 e 34, observou-se que as amostras sdo bons agentes
hemoliticos e, portanto capazes de prejudicar o sistema de transporte de oxigénio via
eritrocitos. A hemolise observada é intensificada a medida que se elevam as
concentracBes das amostras e o tempo de incubacdo, sendo que as amostras glicosidicas
apresentam potencial hemolitico superior aos das agliconas (kaempferol e quercetina)
Isto pode indicar a importancia (mas ndo essencialidade) dos carboidratos ligados como
sitios de interagdo com marcadores de superficie dos eritrdcitos facilitando o desarranjo
da estrutura da membrana plasmatica destas células e levando a instabilidade do meio
intracelular pela abertura de poros e alteracdo osmotica, culminando na lise constatada.

A citotoxicidade apresentada sobre eritrcitos, associada ao potencial
inibitorio de peroxidases e ERO, desperta interesse a medida que o potencial benéfico
dos flavondides apresenta, portanto, restricdo quanto a aplicacdo dos mesmos na
terapéutica.

Dados os resultados até aqui apresentados indagou-se quais seriam 0s
efeitos sobre os eritrocitos quando os flavondides estivessem presentes junto aos
radicais livres e outras ERO. Desta forma, estudou-se a hemolise na presenca dos
flavonoides e radical livre AAPH e dos flavondides em presenca do acido hipocloroso.

Numerosas pesquisas tém utilizado os eritrocitos como modelo para o
estudo do dano oxidativo de membranas bioldgicas. Em muitos destes estudos, séo
utilizados radicais livres de fase aquosa, tais como o 2,2’-azo-bis (2-amidinopropane)
dihydrochloride (AAPH), capazes de atacar membranas eritrocitarias causando
lipoperoxidacdo e promovendo hemdlise (ZHU et al., 2002).

A figura 35 mostra que na auséncia dos flavonodides o radical AAPH
apresenta grande acdo hemolitica sendo que a ocorréncia de hemolise € reduzida com a

adicdo dos flavonoides de forma dose-dependente. Isto pode ser explicado por uma



possivel afinidade entre os flavonodides e o radical de intensidade tal que torne
praticamente inexistente a interacdo dos flavonoides com as células e reduza a interagao
destas com o radical. Com isso, ha formacao de produto(s) menos hemolitico(s).

Na hemdélise promovida pelo radical AAPH, o pteroginoside (ICsp =
0,0022 mM) apresentou o melhor potencial protetor com valores préximos aos da
quercetina (ICsp = 0,0035 mM) e afzelina (1Cso = 0,0035 mM), seguidos do kaempferol
(ICsp = 0,0053 mM) e lespedina (ICso = 0,0063 mM). A isoquercetrina (ICso = 0,0230
mM) apesar de também ter sido efetiva na inibicdo da hemdlise apresentou o menor

potencial de acéo.
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Figura 35. Acdo dos compostos naturais sobre a hemdlise promovida pelo radical AAPH
25 mM: suspenséo de eritrocitos 5%; 2 horas e meia de incubacéo; 37°C; tampéo
fosfato de s6dio 20mM/NaCl 150mM, pH 7,4; A = 414 nm.

As células vermelhas do sangue também tém sido amplamente utilizadas
no estudo do dano celular promovido por neutréfilos ativados, sendo que a hemdlise

ndo é um processo causado primariamente por cloraminas, mas sim, um dano



dependente do &cido hipocloroso, sendo este o principal agente responsavel por
promover a lise dos eritrécitos (VISSERS et al., 1998).

Na presenca do acido hipocloroso, as amostras tiveram exacerbados seu
potencial hemolitico, bem como promoveram mais danos do que o proprio acido
hipocloroso sozinho. Observou-se nas figuras 34 e 36 que o kaempferol na auséncia de
HOCI foi o flavondide menos lesivo aos eritrocitos, mas na presenca de HOCI passou a

ser um dos mais hemoliticos.
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Figura 36. Acdo dos compostos naturais sobre a hemdlise promovida pelo HOCI 100
UM: suspensdo de eritrocitos 5%; 4 horas de incubagdo; 37°C; tampéo fosfato de
sodio 10mM/NaCl 150mM, pH 7,4; A = 414 nm.

A exacerbacdo da hemolise apresentada na figura 36 para todas as
amostras pode ser devida ao sinergismo entre as a¢des dos flavondides e do oxidante ou
ainda devido a formacdo de produtos mais lesivos as células que se formaram com a
reacdo de cada um dos flavondides com o 4&cido hipocloroso. Nas menores
concentracBes de flavondides parece haver uma protecdo, mas, provavelmente, com o

aumento da concentragdo de cada flavonoide h4 também aumento na concentragdo do



seu produto formado que a partir de um dado nivel passa a ter sua a¢do hemolitica
revelada pelo sistema.

E importante destacar que os agentes antioxidantes ora estudados poderéo,
portanto, apresentar efeito benéfico ou prejudicial ao dano oxidativo frente as diferentes
espécies reativas presentes, dependendo da afinidade pelas mesmas e também da
inocuidade do produto formado pela reacdo do flavonoide com o radical livre e outras
ERO.

Além dos eritrécitos, células alvo de ERRO, mas que ndo produzem tais
espécies, optou-se por estudar a acdo dos flavondides também sobre neutréfilos, sendo
estes, importantes sistemas geradores de ERO através do oxidative burst e componentes
importantes de lesdo tecidual em processos inflamatdrios exacerbados. Este estudo foi
avaliado através da produgdo de TauCl por neutréfilos estimulados com PMA (Figura
37). A inibicao deste sistema foi alcancada de forma mais eficiente pela quercetina (ICso
= 0,007 mM). O pteroginosideo, o kaempferol e a lespedina apresentaram mesmo
potencial de acdo (ICso = 0,017 mM). Os compostos que provocaram menor inibicao
foram a isoquercetrina (ICso = 0,031 mM) e a afzelina (ICso = 0,045 mM).

Os resultados obtidos na figura 37 sdo explicados por uma série de
mecanismos que ocorreriam em conjunto nos neurdéfilos ativados, a saber: i) acdo direta
sobre as ERO geradas no oxidative burst, incluindo o anion superoxido (inicialmente
gerado pela NADPH oxidase da membrana das células e que gera o perdxido utilizado
pela mieloperoxidase), o HOCI (gerado pela MPO do fagolisossoma), cloraminas
(geradas com a reagdo do HOCI com residuos de aminoéacidos), Oxido nitrico
(produzido no citoplasma) e radicais gerados pelas reacfes destas ERO com outros
grupos de moléculas presentes nos neutréfilos; ii) inibicdo da geracdo do acido

hipocloroso e oxidacdo de biomoléculas através da inibicdo da enzima mieloperoxidase;



iii) citotoxicidade sobre os neutr6filos desestruturando a cascata geradora de ERO (seria
esta uma possibilidade?). N&o se pode deixar de levar em consideragdo a interagdo dos
flavondides com anion superdxido gerando perdxido de hidrogénio e quinonas que ao

reagirem com o oxigénio molecular regeneram o anion superoxido.
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Figura 37. Acdo dos compostos naturais sobre a geracdo de ERO por neutrofilos:
suspensdo de neutrdfilos 2,8.10° células/mL; Tau 5mM, PMA 2,5.10'mol/L,
TMB 2,8 mM; 30 minutos de incubagdo; 37°C; tampdo PBS-D, pH 7,4; A =652
nm.

Uma possivel toxicidade aos neutrdfilos passou entdo a ser de interesse a
fim de validar a hipdtese explicativa para a inibicdo observada na figura 37. Dada a
praticidade, sensibilidade e reprodutibilidade do método, optou-se pela determinacéo da
atividade da enzima lactato desidrogenase (LD) no sobrenadante da suspensdo de
neutréfilos, como molécula marcadora de dano celular.

A suspensdo de neutrdfilos utilizada nos ensaios foi, entdo, congelada por
12 horas e descongelada no momento do uso a fim de que houvesse lise de todos os
neutréfilos e a enzima LD fosse obtida no sobrenadante apds centrifugacdo por 10

minutos em 2500 rpm. A LD foi entdo dosada nesse sobrenadante na auséncia e na



presenca dos flavondides em diferentes concentracBes. Observou-se que para todas as
amostras, o nivel de LD diminuia com o aumento da concentracdo dos flavonoides de
tal forma a atingir niveis inferiores aos basais observados na auséncia de componentes
citotoxicos. A explicacdo de tal fato se da pela inibicdo da enzima lactato desidrogenase
pelos flavondides. Tal situacdo impossibilita a utilizacdo da LD como marcador de

citotoxicidade.
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Figura 38. Inibicdo da enzima lactato desidrogenase no extrato bruto de neutréfilos de
ratos pelos compostos naturais: sobrenadante da suspensdo de neutréfilos 1.10°
células/mL apds congelamento/descongelamento; 2horas de incubacéo; 37°C;
tampéo PBS-D, pH 7,4; A =500 nm.

A fim de se esclarecer um possivel efeito citotoxico dos compostos
naturais em questdo como uma das possiveis razGes para a inibicdo do oxidative burst
optou-se por um segundo método, a coloracdo dos neutr6filos com corante supra-vital
azul de Trypan, o qual cora as células que sofreram dano a ponto de desestruturar a
membrana citoplasmatica e permitir a entrada do corante no citoplasma da célula (o

corante ndo penetra a célula integra). Os ensaios foram realizados na auséncia e na

presenca dos flavonoides, bem como na auséncia e presenca da ativacdo dos neutréfilos



através do estimulo solivel PMA que desencadeia o oxidative burst nessas células

(Figura 39).
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Figura 39. Citotoxicidade dos compostos naturais sobre neutroéfilos — teste com corante supra-vital
Azul de Trypan: suspensdo de neutrofilos 1.10° células/mL; PMA 2,5.10 "mol/L, 2
horas de incubacdo; 37° C; tamp&o PBS-D, pH 7,4; microscopia 6ptica em camara

hematimétrica.



Os resultados mostrados na figura 39 mostram que as amostras de forma
dose-dependente sdo citotoxicas aos neutrofilos, segundo a seguinte ordem decrescente
de citotoxicidade: lespedina > pteroginosideo > isoquercetrina > kaempferol >
quercetina > afzelina (tabela I1l). Fica clara também, pela figura 39, a exacerbac¢do do
dano provocado pelas amostras aos quando o oxidative burst € iniciado com a adigdo de
PMA.

Qualquer um dos flavondides promoveu em uma mesma concentracao
danos superiores quando da ocorréncia do oxidative burst. Isto se deve, provavelmente,
a formacdo de produtos mais toxicos seja a partir da reacdo dos flavondides com as
ERO geradas pelos neutréfilos ativados, ou ainda, pela transformacéo enzimatica dos
compostos via MPO. Anion superoxido, perdxido de hidrogénio e quinonas (que se
complexariam, formando agregados insolUveis) sdo possiveis produtos a se formarem.
Outra hip6tese provavel seria a ocorréncia de sinergismo entre a toxicidade de cada um

dos flavonoides com o efeito da ativacao dos neutrofilos.

Tabela 11l. Morte de neutréfilos inativos e ativados provocada pelos
flavonadides.

porcentagem de neutréfilos

mortos

(%)

mg/mL mM inativos ativados

afzelina 0,125 0,29 13 100
pteroginoside | 0,063 0,11 57 94
kaempferol 0,063 0,22 70 100
lespedina 0,025 0,04 28 95
isoquercetrina| 0,063 0,14 28 99
quercetina 0,063 0,21 52 100




Avaliando-se os dados apresentados nos diferentes sistemas estudados, o0s
produtos gerados da interferéncia dos flavonodides no oxidative burst poderiam ser
obtidos a partir da reacao destes flavonodides com quaisquer ERO, a medida que todas as
amostras mostraram ser capazes de interagir com diferentes radicais livres e espécies
reativas ndo-radicalares.

Observou-se a importancia de se estudar um perfil de acdo bioquimica, pois,
a despeito do que é habitual de se encontrar em trabalhos semelhantes, definiu-se efeitos
das atividades dos flavondides tracadas em seu mecanismo da acdo, buscando a
compreensdo da interferéncia dos mesmos em processos oxidativos simples a processos

oxidativos mais complexos como o0s observados nos sistemas celulares (Figura 40).
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Figura 40. Perfil de acdo sobre processos oxidativos na compreensdo do mecanismo de acdo dos
flavonoides.

Tal estudo visa contribuir com o que ja se conhece acerca da complicada
bioquimica dos flavonoides buscando-se a possibilidade de aplicagdo terapéutica dos

mesmos e avaliando-se a possibilidade de ocorréncia de diferentes efeitos adversos e



toxicos, ou ainda, indicar potenciais de interferéncia em procedimentos que envolvam
reacOes de Oxido reducdo em testes diagndsticos de pacientes em tratamento com tais
moléculas.

Neste trabalho observou-se que atividade antioxidante depende do nimero e
configuracdo dos grupos hidroxil nos fendis, assim como da existéncia de outros
grupamentos, tais como em flavondides glicosidicos. Diferentes padrdes de substituintes
nos anéis A e B, bem como a existéncia de ligacao dupla entre os carbonos 2 e 3 do anel C
e também a existéncia de uma carbonila na posicdo 4 deste mesmo anel interfere na
atividade dos flavonoides. A adicdo de aclcar a aglicona diminui a atividade dos
flavondides, mas uma molécula adicional de aglcar ao glicosidio pode alterar de diferentes
maneiras a atividade de acordo com o radical ou sistema em questdo, mostrando haver
especificidade na agdo dos flavonoides glicosidicos e agliconas sobre os sistemas
oxidativos.

As formas glicosidicas e agliconas podem exibir especificidade de acéo, a
qual deve estar relacionada a:

1) potencial de reducdo da molécula em questéo,

2) ocorréncia de ressonancia dos elétrons nas estruturas,

3) conformagdo que o flavondide adquire aumentando ou diminuindo o
acesso do mesmo ao nucleo radical da ERO,

4) energia de ativacdo necessaria para os sistema atingir a conformacao
adequada para formacéo de produto,

5) alteracdo da solubilidade do flavon6ide aumentando ou reduzindo sua
concentra¢do no meio reacional,

6) facilidade dos flavonodides em quelar metais pesados essenciais nos sitios

ativos de diferentes enzimas,



7) acessibilidade dos flavondides ao sitio ativo de enzimas que catalizam as
reagdes de Oxido-reducao,

8) afinidade dos flavondides por biomoléculas das membranas das células, de
acordo com sua polaridade e carga adquirida no meio estudado, definindo interaces com
acucares, lipidios e proteinas da superficie das membranas e tendo maior ou menor acesso

as rotas bioquimicas geradoras das ERO ou ainda acesso as proprias ERO.

4.4 Resumo dos resultados

Através do conjunto de resultados pode-se avaliar o grau de complexicidade da
utilizacdo destes flavonodides como agentes terapéuticos, pois a medida que sdo capazes
de inibir processos oxidativos, também apresentam potencial de torna-los mais lesivos

aos sistemas bioldgicos. Os resultados obtidos sdo resumidos a seguir:
a. Reducéo do fosfomolibdénio

- isoquercetrina = kaempferol = lespedina < afzelina = pteroginoside = quercetina

b. Acéo scavenger das amostras sobre o radical ABTS™

- quercetina > lespedina > kaempferol > isoquercetrina > pteroginoside > afzelina

c. Acdao scavenger das amostras sobre radical DPPH

- guercetina > lespedina > isoquercetrina > kaempferol > afzelina = pteroginoside

d. Atividade scavenger das amostras sobre perdxido de hidrogénio

- Nenhuma das amostras promoveu inibicdo em quaisquer das doses testadas



e. Atividade scavenger das amostras sobre o acido hipocloroso

- quercetina = pteroginoside > afzelina > lespedina > isoquercetrina > kaempferol

f. Atividade scavenger sobre taurina cloramina

- quercetina > kaempferol > afzelina > pteroginoside = isoquercetrina > lespedina

g. Atividade scavenger sobre o anion superdxido

- quercetina > isoquercetrina > kaempferol > afzelina > pteroginoside > lespedina

h. Atividade scavenger sobre Oxido Nitrico

- quercetina > isoquercetrina = kaempferol > lespedina = pteroginoside > afzelina

i. Acdo na oxidacéo do guaiacol por peroxidase modelo (classica)
-quercetina > isoquercetrina > pteroginoside > kaempferol > afzelina = lespedina

- todas mostraram ser substratos da HRP

j.  Acdo na oxidagdo do guaiacol por mieloperoxidase humana
- quercetina > kaempferol > isoquercetrina > pteroginoside = lespedina > afzelina

- gercetina e kaempferol: inibidores mistos

k. Acd&o na oxidagdo do guaiacol pelo grupo prostético de peroxidases
(hemina)

- quercetina > isoquercetrina > lespedina > kaempferol > pteroginoside > afzelina



I.  Acdo na geracio de HOCI/TauCl por mieloperoxidase

- quercetina ~ kaempferol > pteroginoside > afzelina > lespedina > isoquercetrina

m. Toxicidade sobre eritrécitos

- pteroginoside = isoquercetrina > lespedina > afzelina > kaempferol > quercetina

n. Dano provocado pelo radical AAPH em eritrocitos
- houve protecao

- pteroginoside > quercetina = afzelina > kaempferol > lespedina > isoquercetrina

0. Acao sobre dano provocado pelo &cido hipocloroso em eritrocitos
- Houve exacerbacéo do dano

- pteroginoside > quercetina = afzelina > kaempferol > lespedina > isoquercetrina

p. Acdo sobre o oxidative burst de neutréfilos na producédo de HOCI/TauCl
- interferiu no ““oxidative burst”

- quercetina > pteroginoside = kaempferol = lespedina > isoquercetrina > afzelina

g. Toxicidade sobre neutréfilos
- os flavondides testados sdo inibidores da lactato desidrogenase
- as amostras de forma dose-dependente sao citotoxicas aos neutrofilo: lespedina >
pteroginosideo > isoquercetrina > kaempferol > quercetina > afzelina
- formagéo de produtos mais toxicos a partir da reagdo dos flavonoides com as ERO

geradas pelos neutrofilos ativados



CONCLUSAO

“Existem homens que lutam um dia e séo bons.
Existem homens que lutam um ano e s&o melhores.
Outros gque lutam varios anos e sdo muito bons.

Mas existem aqueles que lutam a vida inteira. Estes s@o imprescindiveis.”
(Bertold Brecht)



Neste trabalho pode-se observar que todas as amostras testadas apresentaram acéo sobre
0s sistemas in vitro e ex-vivo estudados. Dentre as a¢Oes, observadas atravées dos efeitos
de cada composto nos ensaios realizados, destacam-se as acfes antioxidantes diretas e
indiretas sobre as ERO.

Observou-se que as amostras estudadas foram capazes de interferir no
oxidative burst, fato observado pela reducdo dos niveis de TauCl presente em solucao
proporcionalmente a elevagdo das concentragdes dos flavondides. Atraves dos demais
sistemas estudados, pode-se propor multiplos mecanismos de acdo de tais compostos a
fim de justificar os efeitos observados: i) agdo direta sobre o O,"" , ii) acdo direta sobre
0 HOCI, iii) acdo direta sobre a TauCl, iv) inibicdo da geragdo do HOCI pela MPO
(mecanismos variados: interagdo com grupamento Heme, interacdo com cadeias laterais
de aminoécidos que compBem o sitio ativo e/ou interacdo com cadeias laterais de
aminoacidos da estrutura enzimatica em sitios diferentes do sitio catalitico), v)
toxicidade direta sobre os neutréfilos, ou ainda, vi) toxicidade sobre neutrofilos
provocada pelos produtos da interagdo dos flavondides com O,* , HOCI, TauCl, NO e
outros radicais e oxidantes gerados durante o oxidatve burst (HO®, OONO*,
lipoperoxidos, etc)

Destacam-se ainda, o potencial citotdxico sobre eritrdcitos e neutro6filos, o
qual torna-se claramente exacerbado na presenca das espécies reativas. Merece
destaque, portanto, o fato de que moléculas antioxidantes, frequentemente descritas
como benéficas e plausiveis de serem aplicadas na terapéutica, ndo estdo alheias a
possiveis efeitos prejudiciais que possam promover ao ser humano e, portanto, como
qualquer farmaco rotineiramente utilizado, deverdo apresentar os chamados efeitos

colaterais e efeitos adversos. N&o obstante, tal fato ndo impossibilita a utilizag&o de tais



compostos no tratamento de patologias variadas nas quais os radicais livres possam ser
0S responsaveis por causar ou exacerbar os danos aos tecidos. Para tanto, tornam-se
necessarios estudos aprofundados quanto a DL50 de cada composto e estudos de outros
parametros toxicologicos, bem como variados efeitos farmacol6gicos, que determinem
com seguranca a aplicabilidade dos mesmos na terapéutica.

Este trabalho proporcionou ainda um estudo estrutura-atividade no qual se
avaliou como a alteragcdo na estrutura quimica basica de um flavondide alteraria a a¢do
do mesmo nos diferentes sistemas estudados, permitindo identificar quais sitios
quimicos nos flavonoides seriam importantes para cada uma das acdes.

E clara a necessidade da continuidade da pesquisa, através de novos
projetos, a fim de se estudar as possibilidades de interagdes de acordo com a
variabilidade de estruturas conformacionais encontradas para os flavonoides, ou ainda
se estudar os produtos formados nas reagdes e as acoes destes nos sistemas. Além disso,
€ necessaria a realizacdo de estudos da agdo in vivo destas avaliando-se os efeitos das
mesmas em condi¢bes fisiologicas ndo alteradas e diferentes condi¢des de dano
oxidativo impostas aos animais (tais como Diabetes mellitus, hepatotoxicidade induzida
por etanol ou tetracloreto de carbono, danos renais induzidos por drogas, etc.)., bem
como a administracdo de diferentes doses e por periodos variaveis de duracdo. Desta
forma, completar-se-ia o perfil de agdo dos compostos e ainda avaliar-se-ia seu
potencial terapéutico para aplicagdo em seres humanos e ainda os possiveis efeitos

toxicos das mesmas através de diferentes parametros toxicolégicos.
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