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RESUMO

Os fagdcitos, em especial os leucdcitos polimorfonucleares neutréfilos,
produzem 4nion superéxido (O," ") através da reducdo do oxigénio por um elétron, com
gasto de NADPH. A partir deste processo, grande nimero de oxidantes altamente
microbicidas sdo formados, tais como HOCI, HO®, ONOO °. Tais oxidantes sio
produzidos com a finalidade de combater microrganismos invasores, mas eles também
provocam danos e estdo envolvidos em grande nimero de patologias. A formacgdo de
espécies reativas e radicais livres € equilibrada naturalmente pela existéncia de
compostos e sistemas com atividades antioxidantes.

A busca por opcdes terapéuticas para diferentes patologias faz da
pesquisa de produtos naturais um campo fértil em opcdes de moléculas com diferentes
atividades biologicas. A relevancia da pesquisa de produtos naturais proporciona a
descoberta de novos farmacos e o estudo de plantas que apresentem substancias que
possam agir sobre as diferentes espécies oxidantes geradas em nosso organismo torna-se
de grande importancia. No estudo da avaliagdo do potencial antioxidante das amostras
deve-se considerar que: i) um composto deve ser testado em concentra¢des 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 endégenas.

Foram avaliados extratos ou moléculas dos vegetais: Pterogyne nitens,
Maytenus ilicifolia, Maytenus aquifolium, Salacia campestris, Piper gaudichaudianum,
Piper crassinervium e Piper aduncum. A proposta deste trabalho é: i) avaliar a
possibilidade de acdo direta destas amostras sobre diferentes espécies reativas modelo e

geradas em nosso organismo e ii) avaliar a inibicdo da mieloperoxidase, enzima



envolvida em diferentes patologias. Observamos um grande potencial das plantas
estudadas como fonte de compostos com agdo antioxidante. Destacam-se as fracdes
hidroalcodlicas e hexano-acetato da M. ilicifolia e M. aquifolium sobre o anion
superdxido. Além disso, identificou-se a existéncia de possiveis inibidores da MPO nos
diferentes vegetais estudados, destacando-se quercetina (ICso=1,35ug/mL), 3-
HexAcOEt (ICsp=1,5ug/mL), 2-Hid (ICs0=2,2ug/mL), 3-Hid (ICsp=3,1pug/mL), S-3
(ICs50=3,1png/mL), 2-Hex AcOEt (ICsp=4,4pug/mL), 1C-BuOH (ICs5¢=6,4pg/mL) e 4EtOH
(ICs50=8,9ug/mL). Por fim, caracterizou-se o tipo de inibi¢do promovida pela S-3 (1,4—
diidroxi—2-(3’,7’-dimetil-1’-ox0-2’-E-6’-octadienil) benzeno) e pela quercetina como

sendo do tipo mista.

Palavras—chave: mieloperoxidase, radicais livres, estresse oxidativo, antioxidantes,

produtos naturais.



ABSTRACT

Phagocytes, mainly polimorphonuclear neutrophils leucocytes, yield
superoxide radical (O,° ), expending NADPH. By this process, many reactive species,
such as HOCI, HO®, ONOO °, are generated. These oxidants are made to fight
microorganisms, but they are involved in many pathologies. Reactive species and free
radicals generation are equilibrated by antioxidants.

The search of new medicines turns natural products research an
important option for discovering molecules with different biological activities. Natural
products research is relevant for discovering new medicines and molecules able to fight
oxidant species. In evaluating the antioxidant potential of substances, it is important
considerate: i) a compound should be tested at concentrations achievable in vivo and ii)
in assaying putative antioxidants, one should use biologically relevant ROS. It is
important to ask if it works directly over the oxidant or it works by regulating
endogenous antioxidants defenses.

In this work, Pterogyne nitens, Maytenus ilicifolia, Maytenus
aquifolium, Salacia campestris, Piper gaudichaudianum, Piper crassinervium and Piper
aduncum were studied. The purpose of this work is: i) evaluate direct action of samples
over different reactive species and ii) evaluate myeloperoxidase inhibition, an important
enzyme involved in different pathologies. We observed that different evaluated plants
are efficient sources of antioxidants. Moreover, different samples were able to inhibit
myeloperoxidase, detaching quercetin (ICs0=1,35ug/mL), 3-HexAcOEt
(ICsp=1,5ug/mL), 2-Hid  (ICs0=2,2ug/mL), 3-Hid  (ICsp=3,1pug/mL), S-3

(ICso=3,1ug/mL), 2-HexAcOEt (ICsp=4,4pug/mL), 1C-BuOH (ICse=6,4jlg/mL) and



4EtOH (ICs50=8,9ug/mL). Besides, quercetin and S-3 (1,4-dihydroxi-2-(3’,7’-dimethyl-

1’-ox0-2’-E,6’-octadienyl) benzene) were characterized as mixed MPO inhibitors.

Key words: myeloperoxidase, free radicals, oxidative stress, antioxidants, natural

products.



1 INTRODUCAO
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1.1 Leucdcitos polimorfonucleares neutrofilos

Leucécitos polimorfonucleares neutrdfilos sdo as primeiras células em seres
humanos a serem ativadas na defesa pelo sistema imunoldgico contra infec¢des. Estas células
migram dirigidas por gradientes quimiotdticos até o local da inflamacdo, onde elas
reconhecem e fagocitam o patégeno invasor.

Os patdgenos sdo expostos a um arsenal de enzimas hidroliticas e proteinas
bactericidas, estocadas em seus granulos citoplasmaticos. Os neutréfilos apresentam quatro
tipos de granulos, que contém diferentes enzimas e proteinas. O conteido destes granulos é
liberado gradualmente no fagolisossoma, ou no meio extracelular, apés a ativacdo dos
neutrofilos. A elevacdo de fons cdlcio intracelular inicia a degranulacdo. Para a secrecio do
conteddo de granulos tercidrios e vesiculas secretdrias é necessdria uma elevacdo moderada
do nivel de cdlcio no citoplasma (para cerca de 0,25 uM). Estes tipos de granulos contém
albumina, gelatinase, colagenase e outras proteinas. Para a liberacdo do conteido de granulos
secunddrios é necessdria uma elevacdo maior no nivel de célcio no citoplasma (para cerca de
0,7 uM). Neste caso s@o secretadas enzimas direcionadas ao combate do patdgeno, tendo por
fun¢do a destrui¢do de estruturas da parede celular. Os granulos azuréfilos apresentam niveis
elevados de mieloperoxidase, a qual juntamente com a NADPH oxidase de membrana esta
envolvida na geracdo de espécies reativas do oxigénio e oxidacdo de biomoléculas

(ARNHOLD, 2004).

1.2 Explosao Oxidativa (“Oxidative Burst””) em Fagocitos: Geracio de Espécies Reativas
do Oxigénio (ERO)

A ativagdo de neutréfilos por estimulos enddgenos (fragdes do
complemento, citocinas, etc.), ou por microrganismos, ¢ seguida da ativagdo de uma enzima

transmembrana que promove aumento do consumo do oxigénio para a produ¢cdo de anion
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superoxido, o precursor para uma série de espécies reativas do oxigénio (MATHY-
HARTERT et al., 1997). Fagocitos, como neutréfilos, eosinéfilos e macréfagos, quando
estimulados, elevam sensivelmente sua taxa de consumo de oxigénio no oxidative burst.

A geracado de espécies quimicas com alto potencial de reatividade (espécies
reativas do oxigénio — ERO; Esq. 1) como resultado do oxidative burst em neutréfilos, é

essencial para a defesa contra microrganismos na fagocitose (BRIHEIM et al., 1984).

L-arginina
MEIO o
NADPH +
INTRACELULAR NOS bl
NADP" +H,0
glicose-6-fosfato ribulose-5-fosfato N°®-OH-L-arginina
+CO, 0,5NADPH +0,
NOS
0,5NADP"* +H,0
2NADP* 2NADPH + H*
\_/ NO® + L-citrulina
NADPH Membrana |
oxidase plasmatica
/ \ FAGOLISOSSOMA
4HO, 40, » OU MEIO
¢/¢ NO' EXTRACELULAR
4H'+ 40, S <
R-NHCI
OONO"
R-NH
HzOz 1
H202 _— > HOC] > 02
4 MPO/CT \
Fe™/Fe l 0,
HO’ HO’

Esquema 1: Possibilidades de geracao de ERO no oxidative burst de neutroéfilos
(KHALIL, 2002; MACMICKING et al., 1997)

Como podemos observar no esquema 1, duas enzimas-chave estdao

envolvidas na explosdao oxidativa dos fagdcitos, produzindo derivados do oxigénio:
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i) NADPH oxidase, um complexo enzimdtico de membrana, que catalisa a redugdo
monovalente do oxigénio molecular a anion superéxido; ii) a mieloperoxidase (MPO), que
utiliza o peréxido de hidrogénio para oxidar o fon cloreto a HOCl (CAPELLEIRE-
BLANDIN, 1998).

Os leucécitos fagdcitos 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 sao capazes de produzirem anion superéxido, mas elas o fazem em
baixas quantidades (FRIDOVICH, 2001).

Durante o oxidative burst hd aumento do consumo de oxigénio e da

producdo de diferentes ERO, tais como:

Anion Superéxido
Pode ser escrito O,° ~ ou O, e é formado apds a primeira reducdo
monoeletronica do oxigénio; ocorre em quase todas as células aerdbicas e é produzido durante
a ativacdo de neutréfilos, mondcitos, macréfagos e eosindfilos (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1990; 1986). Tem sido observada lesdo bioldgica associada a sistemas
geradores de superoxido, seja enzimdtico, fagocitico ou quimico (HALLIWELL;

GUTTERIDGE, 1990).

Peroéxido de hidrogénio (H,O,)
A maior parte do oxigénio consumido é convertida em peroxido de
hidrogénio por dismuta¢do do radical anion superéxido, seja espontidnea ou pela acdo da

superdxido dismutase (SOD).

SOD
-+2HJr — H,O0,+ 0O,

20,
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Apesar de ndo ser um radical livre, pela auséncia de elétrons
desemparelhados na dltima camada, o H,O, € um metabdlito extremamente deletério, porque
participa da reacao que produz o radical hidroxil (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Além
disso, o H,0O, é altamente téxico para as células, pois tem vida longa e € 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 ¢ formado pela oxidagdo de {fons cloreto, catalisada pela
mieloperoxidase em presenca de peroxido de hidrogénio (LAPENNA; CUCCURULLO,
1996).

Cl +H,0, _ M9 _ ClO+H'+H,0 (pH >pKa)

] MPO
CI' + H,0, » HOCI + H,0 (pH < pKa)

O HOCI pode ser considerado como o mais abundante oxidante gerado por
leucécitos do sangue (LAPENNA; CUCCURULLO, 1996). O é&cido hipocloroso € 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 peréxido de hidrogénio e anion
superdxido, respectivamente (WEISS, 1989; LAPENNA; CUCCURULLO, 1996).

O HOCI apresenta acdes: 1) protetora ao nosso organismo, a medida que
participa do processo de destrui¢cdo de microrganismos, mas, a0 mesmo tempo, ii) agressora

aos tecidos, pois nem células de mamiferos nem de bactérias podem detoxicar o HOCI por via
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catalitica, visto que estdo ausentes defesas enzimadticas contra oxidantes clorados
(LAPENNA; CUCCURULLO, 1996).

A mieloperoxidase é uma proteina catidnica em pH fisioldgico e, portanto,
capaz de se ligar a estruturas bioldgicas aniOnicas, 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 lesdes 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 antinflamatérias (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
seqiiestro farmacolégico do HOCI sera terapeuticamente significativo se, na concentragao da
droga in vivo, a reacdo com o dcido hipocloroso for rdpida o bastante para proteger as
moléculas-alvo biologicamente importantes do ataque pelo HOClI (HALLIWELL,1995;

LAPENNA; CUCCURULLO, 1996).

Cloraminas
O HOCI forma grupos de oxidantes conhecidos como cloraminas, através da
sua reacdo com aminas primdrias ou secunddrias, prontamente disponiveis em sistemas
biologicos (THOMAS et al.,1986; WEISS, 1989).

ClO"+ R-NH, ——  R-NHCI + HO~
(taurina) (cloramina)
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HOCl + R-NH, — R-NHCI + H,O
(taurina) (cloramina)

Tais cloraminas sdo oxidantes de vida longa e sua reatividade depende de
sua lipossolubilidade. A monocloramina (NH,Cl), formada pela reagao entre HOCI e amonia,
¢ muito lipossolivel e mais reativa do que o préprio HOCl (BABIOR, 2000). O pB-
aminodcido taurina, de maior abundancia em neutréfilos (ZGLICZYNSKI, 1971) e principal
alvo nestas células, reage com o HOCI formando taurina cloramina (TauCl).

As cloraminas, particularmente a monocloramina, estdo relacionadas a
injuria gdastrica observada na presenca de Helicobacter pilori, que produz elevadas
quantidades de amonia e ativa os neutréfilos que produzem &4cido hipocloroso (LAPENNA;

CUCCURULLO, 1996).

Oxigénio singlete (10,)

O estado excitado singlete do oxigénio ndo € um radical, visto ndo ter os
elétrons desemparelhados, mas reage com uma grande variedade de compostos bioldgicos,
como lipideos de membrana. Pode ser produzido através da reacao do H,O, com HOCI ou
pela dismutagdo espontanea do O,° " (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990):

1/2H,0, + 2HOCl — '0,+Cl' + H" + H,0

20, +2H"— H,0,+'0;
Radical hidroxil (HO °)
E um dos mais reativos radicais conhecidos. Pode ser gerado a partir da

reacdo do HOCl e O," " ou pelas reagdes de Fenton e Harber-Weiss.

HOCI+0,"" — HO'+Cl +0,
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Reacdo de Fenton (FERREIRA; MATSUBARA, 1997)
0,+Fe? «— 0, + Fe’*
—_—
20, +2H > 02+ H0,

Fe?*+ H,O, ——— Fe* + HO*+HO"

Reacdo de Harber-Weiss (FERREIRA; MATSUBARA, 1997)
0, +Fe* YT,  0,+Fe®
H,0, + Fe* — HO '+ HO +Fe*

02._+ H->0O, EEE— HO.+HO_+ O,

A combinagio 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 préximo ao DNA e a este
DNA estiver fixado um metal, poderdo ocorrer modificacdes de bases nitrogenadas, levando a
inativacdo ou mutagdo do DNA (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Além disso, o radical
hidroxil pode inativar vdrias proteinas ao oxidar seus grupos sulfidrilicos formando pontes
dissulfeto (FERREIRA; MATSUBARA, 1997) e iniciar a oxidacdo dos dcidos graxos
polinsaturados (lipoperoxidacdo) das membranas celulares (HALLIWELL; GUTTERIDGE,

1986).

Oxido Nitrico (NO °) e Peréxinitrito (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 ¢ a enzima responsével pela produ¢do endégena de 6xido nitrico através da

oxidacdo de uma molécula de L-arginina em Oxido nitrico e L-citrulina (esquema 1;
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MACMICKING et al., 1997). Existem duas formas de NO sintase: i) a constitutiva, com
baixa atividade, estd presente no endotélio vascular e sistema nervoso central e produz baixas
quantidades de 6xido nitrico como molécula sinalizadora; ii) a indutiva, que possui alta
atividade e € produzida por fagdcitos quando estes sao estimulados (BABIOR, 2000).

O o6xido nitrico, um radical gasoso lipossolivel e hidrossoldvel, é uma
espécie reativa do nitrogénio que, em meio aquoso, reage com o oxigénio para formar outras
espécies reativas (MACMICKING et al., 1997).

O peréxinitrito (OONO °), produto formado pela reacdo do O, *~ com o
6xido nitrico (NO °) é um potente oxidante, com propriedades similares ao radical hidroxil, e
reage com fon H' formando ONOOH que apés se decompde em HO ° e radical diéxido de
nitrogénio (NO,"). As etapas descritas encontram-se representadas a seguir:

NO+0,""  — 5 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 bioldgicas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990).

1.3 Peroxidases

As peroxidases sdo enzimas que oxidam uma variedade de xenobidticos
através do peréxido de hidrogénio (SAUNDERS, 1973). A enzima nativa contém um
grupamento heme, geralmente ferriprotoporfirina IX, com quatro nitrogénios pirrélicos

ligados ao Fe(Ill). A quinta posi¢ao de coordenacdo na por¢ao proximal do heme estd
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ocupada por um residuo de histidina. A sexta posi¢do de coordenacdo permanece livre na
enzima nativa na por¢ao 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 aminoécidos e o heme
ligado ndao covalentemente. As peroxidases de mamiferos sdo muito maiores (576-738
aminoécidos) e apresentam o grupamento heme ligado covalentemente (O’ BRIEN, 2000).

A oxidagdo de xenobidticos (XOH) por peroxidases pode ser representada

pelo ciclo de reacdes a seguir:

Peroxidase + H;O, ——» Composto I + HOH
Composto I + XOH ———»  Composto II + XO°

Composto I + XOH —> Peroxidase + XO° + H,0,

Horseradish peroxidase (HRP)

A peroxidase de raiz forte (HRP) €, provavelmente, a peroxidase mais
estudada e pode ser facilmente extraida da planta “rdbano 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).
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Peroxidases humanas e Mieloperoxidase

A familia de peroxidases humanas inclui: mieloperoxidase (MPO),
peroxidase eosinofilica (EPO), lactoperoxidase (LPO), peroxidase salivar (SPO), peroxidase
da tiredide (TPO) e a prostaglandina endoperéxido sintase (PGHS). A histidina distal das
peroxidases de mamiferos age como um catalisador do tipo &4cido/bdsico auxiliando a
desprotonacdo do hidroper6xido e a protonagdo da dgua apds a clivagem da ligacdo
“oxigénio-oxigénio” (O’BRIEN, 2000).

A TPO ¢ responsavel por catalisar a iodina¢do dos residuos de tirosina da
tireoglobulina e também por catalisar a formacao da tiroxina.

MPO, EPO e LPO sdo encontradas, respectivamente, em granulos de
neutréfilos (lisossomos), granulos de eosinéfilos e nas células secretérias das glandulas
exdcrinas. A MPO e a EPO sao 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 é um constituinte dos granulos azuréfilos de neutréfilos
e, correspondendo a cerca de 5% da massa seca total (ZUURBIER et al., 1992), é secretada
no meio extracelular e fagolisossomal. Estd envolvida no sistema enzimdtico microbicida dos
fagocitos (ANDREWS; KRINSKY, 1986; ARNHOLD, 2004), sendo que, na presenca de
peroxido de hidrogénio, catalisa a oxidagdo de fons CI° com a formacdio de HOCI
(HARRISON; SCHULTZ, 1976; PODREZ et al., 2000).

A MPO tem sua sintese durante os estdgios mielociticos e promielocitico da
maturacdo de granuldcitos (ANDREWS; KRINSKY, 1986). As fontes reconhecidas de
mieloperoxidase sd@o os neutréfilos e mondcitos, sendo que em macréfagos teciduais ela €
usualmente considerada ausente (ROS et al., 1978). Entretanto, a MPO parece atuar em

macréfagos, onde se observa a ocorréncia do oxidative burst (LEFKOWITZ et al., 1992).
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Alguns trabalhos sugerem que os macréfagos apresentem conteido de MPO adquirida de
neutréfilos por dois mecanismos possiveis: 1) 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 macrégagos em expressar
mieloperoxidase quando estimulados por certas citocinas, como o fator estimulador de
coldnias granulociticas-monociticas (GM-CSF), em alguns processos patolégicos, como a
aterogénese (SUGIYAMA et al., 2001; RODRIGUES et al., 2002).

A estrutura da MPO compreende uma hemeproteina glicosilada de cerca de
144 KDa, catidnica em pH fisiolégico, com ponto isoelétrico (pI) maior do que 11
(ANDREWS; KRYNSKI, 1986). A MPO ¢ 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 fons cloreto. Esta enzima apresenta uma peculiaridade frente as demais
peroxidases no que diz respeito ao seu grupamento heme. Este apresenta uma distor¢do como
resultado da ligagcdo covalente da protoporfirina IX ao residuo de metionina da posi¢dao 243
(Met243) e duas ligacdes do tipo éster com Glu408 e Asp260. Em pH 4cido a ligacdo a
histidina distal (His95) € liberada e o heme torna-se menos distorcido, o que facilita a ligacdo
de fons cloreto. Uma muta¢do na Met243 diminui a afinidade por fons cloreto (YUE et al.,
1997; KOOTER et al., 1999).

O mecanismo de acdo da MPO (Esq. 2) envolve a reacdo de sua forma
férrica com o H,O,, para formar um intermedidrio redox, o composto I (MPO I), o qual oxida
os fons CI, Br e I' e outros substratos. A MPO também pode oxidar vdarios substratos
organicos (principalmente fenois, a tirosina € um dos mais importantes desses compostos no
fagolisossoma, havendo formacdo do radical tirosil) através de transferéncias sucessivas de

um elétron envolvendo os intermedidrios MPO I e MPO II (composto 1I; HAMPTON et al.,
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1998). A MPO-Felll reage rapidamente e de maneira reversivel com o H,O, formando a MPO
I, que oxida haletos através de uma transferéncia sucessiva de 2 elétrons, em um tnico passo,
formando seus respectivos dcidos. A MPO nativa pode ser reduzida por diferentes espécies
gerando um intermedidrio inativo, a MPO-Fell. O composto III é formado pela ligagdo do

anion superéxido a MPO nativa ou pela ligacido do oxigénio a MPO-Fell.

.
MPO-Fe(I)-NO <+——  MPO-Fe(Ill)-NO
R

l T NO* C l T NO* H,0, o
_—* MPO-Fe(IV)"™
e' MPO- Fe(III)4// (composto I

MPO-Fe(ll)  *———  ativa) HOCI
\\ / T+A° g
O

MPO-Fe(I1)-O, MPO-Fe(1V)
(composto III) (composto 1I)

Esquema 2: Mecanismo de acdo da mieloperoxidase. A- ciclo peroxidasico classico. B-
reacio do grupamento heme com o oxigénio. C-Ligacdo do 6xido nitrico/modulacdo 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-III) e ferrosa (Fe-II) da MPO para gerar complexos hexacoordenados
estaveis (Esq. 2). Em baixas concentracdes o Oxido nitrico liga-se a forma ferrosa
exacerbando a atividade catalitica da MPO. Em elevadas concentracdes o 6xido nitrico forma
o complexo com a forma férrica da MPO inativando-a (Esq. 2; ABU-SOUD; HAZEN, 2000).

Usando o H,O, como doador de hidrogénio, a mieloperoxidase catalisa a
oxidagao de doadores nao 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 sdo apresentadas na figura 1.
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OH

oy

guaiacol tetrametilbenzidina
H;CO
OCH;

O-dianisidina

Figura 1: Estrutura molecular de alguns substratos da MPO

A mieloperoxidase € inibida (Figura 2), 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 acido salicilidroxamico (DAVIES; EDWARDS, 1989).

— o 7
: \>—o
\ Na*
NH
Cl Cl o
diclofenaco OH O
- - quercetina oH
OH 7~
N
O— rutinose OH
OH O  |ytina 4cido salicilidroxamico

Figura 2: Estrutura molecular de alguns inibidores da MPO
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Atualmente a mieloperoxidase tem sido objeto de estudo como marcador de
patologias no auxilio diagndstico e na terap€utica. Relatos recentes sugerem que a
mieloperoxidase pode ser util como: 1) indicador precoce da necessidade da insercao de sonda
tordcica na efusao pleural (SEGURA, 2004); ii) valor progndstico em pacientes com doengas
tordcicas (ASSELBERGS et al., 2004); iii) indice com valor preditivo de risco em pacientes

com doengas corondrias agudas (BALDUS et al., 2003).

1.4 Patologias associadas as Espécies Reativas do Oxigénio (ERO)

Os fagocitos, em especial os leucdcitos polimorfonucleares neutréfilos,
produzem anion superdxido através da reducdo do oxigénio por um elétron, com gasto de
NADPH. A maior parte do O," = reage com ele mesmo para formar peréxido de hidrogénio
(BABIOR, 2000). A partir destes agentes, grande nimero de oxidantes altamente
microbicidas sdo formados, tais como HOCI, HO °, ONOO , dentre outros (BABIOR, 2000).
Tais oxidantes sao produzidos com a finalidade de combater microrganismos invasores, mas
eles também provocam danos nos tecidos proximos, conhecendo-se seu envolvimento em
grande ndmero de patologias (FLOYD, 1990; HATHERILL, 1991; BABIOR, 2000). Existem
evidéncias de que as ERO possam estar envolvidas em mais de 50 doencas (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997). Nas ultimas décadas, foram realizadas indmeras pesquisas para
esclarecer o papel dos radicais livres em processos fisiopatolégicos como envelhecimento,
cancer, aterosclerose, inflamacdo (FERREIRA; MATSUBARA, 1997), enfisema, doenca
respiratdria aguda, injuria por reperfusdo e artrite reumatéide (BABIOR, 2000).

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, propde que o envelhecimento poderia ser secunddrio ao estresse oxidativo,

o qual levaria a reacdo de oxidagdo lipidica, protéica, e com o DNA, que desencadeariam
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alteracoes lentas e progressivas dos tecidos e do codigo genético (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997). Doencas freqiientes na velhice e relacionadas com o estresse
oxidativo, s@o a Doenga de Parkinson, o Acidente Vascular Cerebral, a Doenga de Alzheimer,
a esclerose multipla e catarata (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

A modificagdo quimica de proteinas € parte do processo de desenvolvimento
de diferentes patologias, desde desordens como diabetes e aterosclerose até o envolvimento
no processo de envelhecimento. Aldeidos sd@o importantes agentes modificadores de proteinas
que podem ser gerados no organismo por uma variedade de processos enzimdticos ou nao
enzimaticos. Aldeidos reativos podem ser produzidos por oxidases, desidrogenases e
peroxidacao lipidica. A mieloperoxidase também pode gerar aldeidos reativos a partir de
aminodcidos livres, via gerac¢do de dcido hipocloroso (ANDERSON et al., 1999)

Muitos estudos demonstram que os fagdcitos sdo capazes de promover a
oxida¢ao da LDL (lipoproteina de baixa densidade) através da produgdo de espécies oxidantes
(Esquema 3; MERTENS, 2001). Na aterosclerose ocorre o influxo de macréfagos e liberacao
de peréxido de hidrogénio e enzimas hidroliticas, que ao lesarem as células vizinhas
estimulam a proliferacdo de musculo liso subendotelial (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1990). A LDL também ¢ modificada pelas espécies oxidantes liberadas pelos neutréfilos
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997; JERLICH et al., 2000; WOODS; DAVIES, 2003). A
enzima MPO liga-se a LDL, com implicacbes importantes em sua modificacdo oxidativa
(CARR et al., 2000). Os macréfagos geralmente englobam a LDL por meio do receptor de
LDL, sendo que o processo cessa quando o conteido de LDL no macréfago estd elevado.
Entretanto, a LDL oxidada ndo entra na célula por meio deste receptor, mas sim através do
receptor scavenger (na verdade um grupo de receptores). A internalizacdo de LDL oxidada,
diferentemente da nativa, ndo € regulada pelo receptor, o que permite que quantidades mais

elevadas de LDL sejam englobadas e formem-se as células espumosas como parte do
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processo aterogénico (BABIOR, 2000). A lesao pode ser exacerbada pela fumacga do cigarro
que por ser rica em ferro, catalisa a oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), o
que estimula a internalizacdo de colesterol nos macréfagos, os quais, conseqiientemente, se

convertem em células espumosas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990).

Células Macroéfagos/mondcitos
Endoteliais/ e neutrofilos ativados
Células do misculo

ﬂ ﬂ Mieloperoxidase

Acidos graxos

fons 2metéil;COS polinsaturados/ NO®
(Cu™; Fe™) Lipoxigenase
NO* l
Espécies reativas:
hidroperéxidos - HOCI
LDL: - Clor.am.mas
- Radicais
1. consumo de anti- tirosil
idantes end¢ S .
oxidantes endogenos _ N02
2. lipoperoxidagdo l

3.formagido de
aldeidos reativos g¢——| Oxidagdo de
proteinas e lipidios

Aldeidos reagem com
residuos de lisina da
Apo B-100

LDL oxidada -

J

Interagdo com receptores de células endoteliais,
macréfagos e células do musculo liso

Esquema 3: Mecanismo da oxidaciao da LDL
(MERTENS, 2001)

As complicacdes cardiovasculares, tais como o infarto do miocérdio, o

derrame cerebral, a ulceragdo venosa, € a isquemia com injuria por reperfusdo, parecem estar
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associadas com a ativacdo de fagdcitos na microcirculaciao e producdao de ERO (MAZZONI;
SCHMIDT-SHONBERN, 1996). A injiria por reperfusio ¢ um dano provocado apds a
restauracdo da circulacdo em uma drea isquémica; tal injdria € atribuida as ERO que sdo
produzidas por neutréfilos no sitio da lesdo (BABIOR, 2000).

Dentre os processos pulmonares associados as ERO estdo: lesdo
conseqiiente ao tabagismo, asma, enfisema, displasia broncopulmonar, pneumoconiose e
toxicidade a farmacos ou xenobiéticos, tais como bleomicina, paraquat e butilidroxitolueno,
(BAST et al., 1991; BOVERIS et al., 1986). Esta bem documentado que apds a chegada dos
neutréfilos no intersticio pulmonar, a ativagdo destas células gera o radical anion superéxido,
que lesa diretamente a membrana das células intersticiais ¢ do endotélio e, como
conseqii€éncia, ocorre lesdo tissular progressiva, pois o neutréfilo ativado também libera
enzimas proteoliticas que degradam a elastina do arcaboug¢o pulmonar (SEOW et al., 1994;
CRYSTAL, 1991). H4 fortes indicios de que a formacdo do edema pulmonar seja resultante
da producdo exagerada de perdxido de hidrogénio, radical hidroxil e superéxido pelos
neutréfilos (BOVERIS, et al., 1986). Estudos tém relacionado algumas das doencas
associadas ao hédbito de fumar com o aumento de neutréfilos e macrofagos em tabagistas. No
pulmdo normal os macréfagos sdo células residentes enquanto os neutréfilos sdo praticamente
inexistentes. Entretanto, em individuos fumantes hd um grande aumento no nimero dessas
células e com alteragdes morfoldgicas, que podem ser as responsaveis pela bronquite cronica
e o enfisema (REPINE et al., 1997).

A asma é uma desordem inflamatéria na qual os eosindfilos sdo as
principais células efetoras. Estas células sanguineas acumulam-se nas vias aéreas €, como
conseqiiéncia de sua ativacdo, promovem danos tissulares. A concentracdo de peroxidase
eosinofilica encontra-se aumentada nos fluidos broncoalveolares de asméticos. Os neutréfilos

também sdo frequentemente encontrados nas vias aéreas e, como conseqiiéncia de sua
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ativacdo, promovem danos tissulares. Ambos, eosindfilos e neutréfilos, geram diferentes

oxidantes que participam dos danos tissulares nas vias aéreas (ALDRIDGE et al., 2002).

1.5 Sistemas antioxidantes no ser humano

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

Um antioxidante é definido como qualquer substancia, quando em pequenas
quantidades, capaz de retardar ou inibir processos oxidativos, como, por exemplo, a
lipoperoxidagao (ATOUI et al, 2005; CHUN et al, 2005).

Em sistemas aerdbios, € essencial o equilibrio entre agentes 6xido-redutores
(como as ERO) e o sistema de defesa antioxidante. As ERO, como exposto anteriormente, sao
geradas endogenamente como conseqiiéncia direta do metabolismo do O, mas também em
situagdes nao-fisioldgicas, como a exposicao da célula a xenobidticos, o que provoca a
reducdo incompleta de O, (ROSS; MOLDEUS, 1991). Para proteger-se, a célula possui um
sistema de defesa que pode atuar em duas linhas: 1) uma delas atua como detoxificadora do
agente antes que ele cause lesdo, e é constituida pela glutationa reduzida (GSH), superéxido-
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 4cido ascoérbico, pela
glutationa-redutase (GSH-Rd) e pela GSH-Px. Com excecdo da vitamina E (a-tocoferol), que
€ um antioxidante estrutural da membrana, a maior parte dos agentes antioxidantes estd 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).
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1.6 Plantas medicinais e antioxidantes

A prevencdo as doencas tem sido aceita como a maneira mais promissora de
se controlar patologias. O consumo de frutas e vegetais auxilia na preven¢ao de processos
degenerativos diminuindo a incidéncia e a taxa de mortalidade por cancer ou doengas
cardiovasculares, por exemplo. A prevencdo que as frutas e os vegetais promovem contra
estas patologias tem sido atribuida a acdo de antioxidantes presentes nestes alimentos (YEN et
al., 2001).

Devido ao potencial carcinogénico de antioxidantes sintéticos, os
antioxidantes naturais sdo alvos alternativos para minimizar ou retardar os processos de
deterioracdo oxidativa em alimentos e para o desenvolvimento de alimentos funcionais.
Diferentes compostos antioxidantes presentes na dieta desempenham importantes fun¢des em
retardar o desenvolvimento de doencas cronicas tais como doencas cardiovasculares, cancer,
reacoes inflamatérias e Mal de Alzheimer. A atividade antioxidante de compostos fendlicos
de plantas deve-se as suas propriedades REDOX e estruturas quimicas, que possibilitam a
estes compostos exercerem a fung¢do de neutralizar radicais livres, quelar metais reativos e
agirem como quenchers de oxigénio no estado singlete e triplete (CHUN et al., 2005).

Compostos fendlicos oriundos do metabolismo secundario das plantas sdo
bons agentes antioxidantes naturais (ATOUI et al., 2005). Os antioxidantes presentes em
extratos de plantas vém atraindo cada vez mais a ateng¢do dos consumidores e o uso de plantas
com propriedades farmacoldgicas também chama a atencdo dos pesquisadores. As plantas
medicinais desempenham um papel muito importante em sadide publica, principalmente em
paises em desenvolvimento (MOSSI et al., 2004). Extratos de frutas, cereais, e de diferentes
vegetais, e seus produtos derivados, tém mostrado atividades antioxidantes efetivas em

diferentes sistemas modelos (SUN; HO, 2005).
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A atividade antioxidante de compostos organicos ¢ dependente de algumas
caracteristicas estruturais, que incluem, na maioria dos casos, a preseng¢a de grupamentos
fendlicos. Desta forma, flavondides, fenilpropandides e outros compostos aromaticos sao os
principais alvos da busca por antioxidantes.

O uso de extratos de vegetais no tratamento de patologias € um habito
difundido no Brasil, o que pode ser explicado, a0 menos em parte, pelo baixo custo e pela
crenga de que tais produtos nao promovem efeitos toxicos.

Bolzani et al. (1995) identificaram acdo anticincer por parte do extrato
metanodlico das folhas de Prerogyne nitens. O fracionamento de extratos de plantas através de
estudos bio-dirigidos levam ao isolamento de moléculas com atividades bioldgicas
(BOLZANI et al., 1999).

A Familia Celastraceae compreende cerca de 50 géneros e 800 espécies
distribuidas principalmente nas regides tropical e subtropical. O género Maytenus consiste de
espécies lenhosas e arbustivas, tradicionalmente empregadas na medicina popular, tais como a
Maytenus ilicifolia e a Maytenus aquifolium. Foram relatadas a presenca de triterpenos
aromdticos, agentes oxidantes, flavonodides, triterpenos e glucosideos nestas espécies
(DUARTE; DEBUR, 2005). A Maytenus ilicifolia e Maytenus aquifolium sao popularmente
conhecidas no Brasil como “Espinheira Santa” devido a aparéncia de suas folhas e as suas
propriedades terapéuticas (JORGE et al., 2004). As folhas de plantas da familia Celastraceae
sdo amplamente usadas na medicina popular no Brasil como analgésicos, antinflamatérios e
anti-ulcerogénicos, sendo a eficicia e seguranca confirmadas por estudos farmacoldgicos e
clinicos (CORREA, 1984; SOARES et al., 2004). Souza-Formigoni et al. (1991)
comprovaram a agdo protetora do chd de folhas de M. ilicifolia e M. aquifolium contra o

desenvolvimento de dlceras em animais, com a¢do comparada a da cimetidina.
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Triterpenos quinonametideos sdo produtos naturais de ocorréncia restrita as
familias Celastraceae e Hippocrateaceae. Muitos representantes desta classe sdo conhecidos
por suas propriedades medicinais, sendo usados como agentes antimicrobianos, agentes
anticancer e agentes antimaldricos. Algumas espécies de Salacia (familia Hippocrateaceae)
sd0 utilizadas na India, Sri-Lanka e China como medicamentos tradicionais da medicina
popular para o tratamento de reumatismo, doencas de pele e antinflamatérios. Terpenos com
propriedades antioxidantes sdo raros, mas alguns exemplos sdo conhecidos, como o rosmanol,
e também alguns triterpenos quinonametideos como o celastrol e a pristimerina. Carvalho et
al. (2005) observaram a acao anti-radical de triterpenos quinonametideos presentes no extrato
diclorometanico da casca da raiz da Salacia campestris. O uso de espécies de
Hippocrateaceae e Celastraceae na medicina popular deve estar relacionado ao seu contetido
de flavondides e triterpenos quinonametideos (CARVALHO et al., 2005).

O género Piper da familia Piperaceae estd amplamente distribuido em
vegetacoes de florestas tropicais. Este género contém mais de 1000 espécies e é caracterizado
por plantas arbustivas (WADT et al., 2004). Piper aduncum, uma pequena arvore cujo nome
popular é “pimenta-de-macaco” (BASTOS; ALBUQUERQUE, 2004), ao invadir um
ambiente, geralmente suprime as espécies dominantes e naturais daquele ambiente
(NOVOTNY et al., 2003). A populacao dos tropicos utiliza as plantas do género Piper para
muitos propdsitos, tais como alimento, ornamento, perfumes, inseticida, alucinégenos e como
medicamento. Muitos dos compostos isolados destas plantas apresentam atividade
antimicrobiana (WADT et al., 2004). Extratos de P. aduncum sdo popularmente usados na
América do Sul como medicamento, devido a sua agdo antimicrobiana e antifingica
(HARTEMINK, 2001), sendo usada também contra dores de estdmago. Foi identificada, em
extrato de folhas da P. crassinervium, acdo contra fungos do género Cladosporium

(DANELUTTE et al., 2003). Sao comumente isolados de espécies de Piper, cromenos e
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derivados do 4cido benzdico, moléculas que exibem atividades antimicrobianas, fungicida e
inseticida (BALDOQUI et al., 1999).

A busca por opgdes terapéuticas para diferentes patologias faz da pesquisa
de produtos naturais um campo fértil em opcdes de moléculas com diferentes atividades
bioldgicas. As plantas apresentam em seus metabodlitos secundarios uma grande fonte de
possiveis farmacos devido a diversidade de moléculas com as mais variadas estruturas e
propriedades quimicas. A relevancia da pesquisa de produtos naturais proporciona a
descoberta de novos farmacos e o estudo de plantas que apresentem substancias que possam
agir sobre as diferentes espécies oxidantes geradas em nosso organismo torna-se de grande

importancia.



2 OBJETIVOS
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Considerando-se o crescente uso de substincias naturais no combate a
diferentes patologias, a participacdo da MPO em processos patolégicos e a importancia do
combate as espécies oxidantes formadas no organismo, sdo objetivos deste trabalho: 1) avaliar
o potencial antioxidante/anti-radical do 4cido trico e do trolox (padrdes antioxidantes) e de
amostras (extratos, fracdes e compostos isolados obtidos de vegetais da flora brasileira)
fornecidas pelas professoras Dra. Vanderlan da Silva Bolzani e Dra. Maysa Furlan (Dep. de
Quimica Organica-IQ/UNESP - Projeto Biota); ii) avaliar tais amostras frente a catalise
enzimatica da mieloperoxidase buscando identificar a presenca de possiveis inibidores desta

enzima. Nesse sentido avaliou-se o efeito das diferentes amostras nos seguintes sistemas:

A) Sistemas quimicos — avaliacdo do potencial antioxidante/anti-radical
1) DPPH
i1) ABTS **
i) TNB/HOCI
iv) TNB/H,0,
V) NADH/PMS/NBT - a¢ao sobre o O, *-

Vi) Nitroprussiato de sédio/ Reagente de Griess — agio sobre o NO °

B) Sistemas enzimadticos e modelo - avalia¢do da inibicao da MPO
1) Hemina/H,O,/luminol
i1) Hemina/ H,O,/guaiacol
1i1) HRP/ H,0,/guaiacol
iv) EBNR/ H,0,/guaiacol

V) EBNR/H,0,/CI'/TMB



3 MATERIAIS E METODOS
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As reacdes quimiluminescentes foram monitoradas em Lumindmetro
BioOrbit, Modelo 1251, dotado de dispensadores automatizados, acoplado a uma workstation
com o software Multiuse v 2.0 for 1251 Iluminometer by BioOrbit. Para os Ensaios
espectrofotométricos foram utilizadas celas de quartzo (volume de ImL ou 2mL) com 1 cm
de caminho 6tico (c.0.) e as leituras foram realizadas no Espectrofotometro HP 8453, Diiode
Array, com cela termostatizada, acoplado a um computador tipo PC Pentium III da HP.

Para a realizagdo dos ensaios as amostras foram dissolvidas em etanol
absoluto na concentracdo de Img/mL. A partir destas, foram feitas diluicdes necessdrias para

0s testes.

3.1 Amostras avaliadas

As amostras testadas sdo provenientes de pesquisas desenvolvidas no
Laboratério de Quimica Organica do Instituto de Quimica de Araraquara-UNESP pelas
professoras Dra. Maysa Furlan e Dra. Vanderlan da Silva Bolzani e seus alunos
colaboradores, mestrandos e doutorandos. Tais pesquisas visam identificar e isolar os
compostos presentes nos extratos de diferentes 6rgios das plantas estudadas. Sdo plantas da
flora brasileira que apresentam aplicacdo na medicina popular ou, que apresentem, em sua
composi¢ao, componentes com potencial antioxidante.

Como este estudo foi realizado em parceria e concomitante as pesquisas
desenvolvidas naquele laboratério, no momento, poucas das amostras fornecidas puderam ser
de compostos isolados, sendo que em sua maioria foram avaliados extratos brutos e fracdes de
diferentes 6rgdos vegetais. A identificacdo das amostras € feita nos itens 3.1.1 a 3.1.4, onde
sdo esquematizados os métodos de obtencdo dos extratos e fragdes e também sdo mostradas as
estruturas moleculares dos compostos isolados. Os espectros de absor¢dao das amostras sdo

mostrados no ANEXO A.



3.1.1 Familia Leguminosae

|
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|

Trituragdo em
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|

PLANTA 1: Pterogyne nitens (Leguminosae)

'
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1C-Hex l 1F-Hex l
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/ centrifuga \
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etila
1C-AcOEt

n-butanol

v

fracdo butandlica
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Esquema 4: Obtencio dos extratos e fracoes da Pterogyne nitens.
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3.1.2 Familia Celastraceae

/ Trituracdo em moinho de facas \
extracao com l

diclorometano em
ultrassom

|

Extrato bruto
diclorometanico
2-DCM

PLANTA 2: Maytenus ilicifolia (Celastraceae)

CASCA DE
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|

Secagem em estufa (400C)
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extragdo por em ultrassom
maceracdo em l
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etandlico
Extratq pruto 2-EtOH,
etandlico
2-EtOH, l
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(8:2)
Extracdo lig/liq

Fase hexanica
2-Hex

/ com hexano
Fase hidroalcodlica

'

Extracdo
liquido/liquido
com hexano/acetato

/ de etila (1:1) \

Fase hexarigl/ acetato de Fase hidroalcodlica
etila .
2-HexAcOEt 2-Hid

Esquema 5: Obtencao dos extratos e fracées da Maytenus ilicifolia.
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PLANTA 3: Maytenus aquifolium (Celastraceae)

Fase hexanica

Fase hexano/acetato de

CASCA DE RAIZ
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v

Trituracdo em moinho de facas
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v
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liquido/liquido
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etila 3-Hid

3-HexAcOEt

Fase hidroalcodlica

3.1.3 Familia Hippocrateaceae

Esquema 6: Obtencao dos extratos e fracoes da Maytenus aquifolium.

CASCA DE RAI

PLANTA 4: Salacia campestris (Hippocrateaceae)

Extrato bruto etandlico ¢ Concentra¢do em pressio reduzida ¢

4-EtOH

—» Secagem em estufa 40°C) —» Trituracdo em moinho de facas

v

Maceragdo em etanol

Esquema 7: Obtencao do extrato da Salacia campestris



3.1.4 Familia Piperaceae

50

PLANTA 5: Piper gaudichaudianum (Piperaceae)

Amostra: S-1 Amostra: S-2

HO
O

acido gaudichaudianico
pinocembrina ou 5,7-diidroxiflavona

PLANTA 6: Piper crassinervium (Piperaceae)

Amostra: S-3

OH O

1,4-diidroxi-2-(3’,7’-dimetil-1’-0x0-2’-E-6’-octadienil)
OH  benzeno

PLANTA 7: Piper aduncum (Piperaceae)

Amostra: S-4

2’,6’-diidroxi-4’-metoxi-diidrochalcona

Figura 3: Estruturas moleculares das substincias isoladas
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3.2 Obtencao do Extrato Bruto de Neutréfilo de Rato (EBNR) com MPO (KHALIL,
2002)

Em cada animal (macho, entre 100-160 gramas) injetou-se,
intraperitonealmente, 5 mL de solucdo de glicogénio de ostra a 1% em NaCl a 0,85%.
Segundo Fonseca (1991), 12 horas apds a administracdo de 10mL de glicogénio de ostra 0,5%
no peritbneo do rato, sdo encontrados cerca de 94% de neutréfilos e 3% de
macréfagos/mondcitos no exsudato peritoneal. Sendo assim, ap6s doze horas o animal foi
sacrificado e a cavidade abdominal foi lavada, injetando-se 20 mL de tampao PBS-D sem
calcio e colhendo-se o lavado peritoneal através de succao com seringa heparinizada (10 UI) e
agulha; este foi, entdo, transferido para um tubo conico siliconizado e centrifugado a 200 x g,
por 3 minutos. As células sedimentadas foram lavadas por duas vezes com PBS-MgSO, e
ressuspensas em 500uL do mesmo tampao. Esta suspensao € mantida em freezer a —20°C, por
aproximadamente 12 horas. Ap0s, tal tratamento, ocorre a ruptura de todas as células, sendo
esse extrato centrifugado (2 minutos/200 x g) e o sobrenadante separado, sendo este 0 EBNR.
Os procedimentos aqui descritos foram aprovados pelo Comité de Etica em pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara-UNESP, parecer n° 09/2005 (ANEXO

O).

3.3 Determinacao da atividade da MPO no EBNR (DESSER et al., 1972).

DEFINICAO: Uma unidade de atividade de MPO promove aumento da
absorbancia, em 470nm, da ordem de 1,0 por minuto, em pH 7,0 (tampao fosfato de potéssio
50mM) e 25°C, calculada através da velocidade inicial da cinética da reacdo na presenga de
H,0; (0,5mM) e de guaiacol (100mM) como substrato.

O célculo para a determinagdo da U.A. segue a equagdo 1 (tubo “branco”:

substitui-se 0 EBNR por igual volume de tampao).
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(A"™ 40mm - B"™™ 4700m) X Vi .
Equacao 1

U.A/mL de extrato =
(1,0) x VEegnr

- A"™" - 0.m = absorbancia do “teste” em 470nm, apés 1minuto.

- B'™" . 0um = absorbancia do “branco” em 470nm, ap6és 1 minuto.
- V= volume total da reacao.

- Vgpnr = volume de extrato bruto adicionado na reagao.

- 1,0 = caminho 6ptico da cubeta.

Com os dados de U.A. de MPO e contetdo protéico total do EBNR, pode-se
calcular a atividade especifica (A.E.) da MPO no extrato bruto: A.E. = U.A. / mg proteina

dosada.

Dosagem de proteina totais: A dosagem de proteinas totais no EBNR foi feita utilizando-se
o kit Microprote segundo BRADFORD modificado, o qual utiliza o corante Comassie azul

brilhante para detectar quantidades minimas de proteinas (BRADFORD, 1976).

3.4 Sistemas quimiluminescentes

Em meio tamponado e na presenca de hemina, ou de enzimas como HRP ou
MPO, e H,0,, o luminol sofre oxidacdo gerando diferentes radicais e emitindo luz. O sinal é
intensificado na presenca de ions cloreto no sistema com mieloperoxidase, pois ha formagao
de 4cido hipocloroso que também oxida o luminol (MERENYT et al., 1990; MIYASAWA et
al.,, 1994; DODEIGNE et al., 2000; XIAO et al., 2000; ALLEN, 2000). Na avalia¢do da

atividade peroxidésica, ao serem utilizados ensaios quimiluminescentes (os quais utilizam
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luminol como substrato, em meio neutro), exige-se controle rigoroso, pois se deve estar atento
ao potencial antioxidante das amostras a serem testadas, pois elas podem interagir com os
radicais formados pela acdo da MPO ao invés de inibirem sua atividade catalitica, o que
levaria a uma interpretacdo erronea dos resultados.

Avaliou-se a interferéncia das amostras sobre a oxida¢do do luminol
(100uM) pela hemina (80nM) e peréxido de hidrogénio (50uM). A concentracdo final de
luminol foi determinada pelo seu coeficiente de extincdo molar, € 347 ym = 7636 M'lem!
(ALLEN; LOOSE, 1976). Comparou-se os valores das integrais das curvas INTENSIDADE

DE LUZ(mV) x TEMPO(segundos) na presenca e na auséncia das amostras testadas.

3.5 Sistemas espectrofotométricos

3.5.1 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE

Para os ensaios antioxidantes foram avaliados, além das amostras de

vegetais, também o 4cido trico e trolox (Figura 4) como agentes antioxidantes padrao.

OH
)\\ | > OH 0 OH
HO N N trolox
H
acido urico

Figura 4: Estruturas moleculares dos padroes antioxidantes
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Para os cdlculos das porcentagens de inibicdo foi utilizada uma das
seguintes equacoes, sendo “X” o comprimento de onda (nm) em que sdo feitas as leituras e

especifico para cada croméforo dos sistemas utilizados:

Axnm TESTE

Ao vax | | X 100 Equacao 2

INIBICAO (%) =| 1 -

Onde: Axnm MAx € a absorbancia na auséncia de amostra €
Axnm TESTE € @ absorbancia na presenca de amostra.

INIBICAO (%) =| 1— | Axam_max=Axmm_tesTE | | x 100 Equacdo3
Axnm MAX — Axnm MIN

Onde: Axnmmax € a absorbancia na auséncia do agente oxidante e de amostra,
Axnm MmN € a absorbancia na presenga do agente oxidante e auséncia de amostra
Axnm TESTE € @ absorbancia na presencga do agente oxidante e de amostra.

3.5.1.1 Atividade Antioxidante Total pelo ABTS"*

O radical cationico do ABTS [2,2’-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid)] (Figura 5) é corriqueiramente utilizado para avaliar as habilidades dos
flavondides e agentes fendlicos como scavengers de radicais (PELLEGRINI et al., 1999).
Este radical é gerado em solucdo segundo Pellegrini et al. (1999), com substitui¢do, em
nossos ensaios, do etanol por tampao fosfato de potdssio 10mM. Este radical € utilizado nas
recoes em concentracdes de SSuM (diluicdo de 1:88 em relagdo ao radical preparado). O
ABTS"" apresenta picos nos comprimentos de onda 630nm, 734nm e 812nm (PELLEGRINI
et al., 1999). Nos ensaios avaliou-se a acdo antioxidante pelo decréscimo da absorbancia em

734nm, ap6s 30 minutos de incubacgdo na presenca das amostras. Os resultados foram
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expressos em média + desvio padrao das porcentagens de inibi¢do calculadas através da

equacao 2.

Figura 5: Estrutura molecular do ABTS.

3.5.1.2 Atividade Scavenger de radicais pelo DPPH (SOARES et al., 1997)

Em tubos de ensaio pipetou-se a amostra (em diferentes concentracdes), e, a
seguir, DPPH (Figura 6) em concentracao final 60uM. Completaram-se os volumes para 1mL
com etanol absoluto. Incubou-se a mistura por 15 minutos, ao fim dos quais se leu a
absorbancia em 531nm. Os resultados foram expressos em média + desvio padrio das

porcentagens de inibicdo calculadas através da equagao 2.

NO,

O,N NN

NO,

Figura 6: Estrutura molecular do DPPH
(1,1-difenil-2-picril-hidrazina)

3.5.1.3 Atividade Scavenger de HOCI, e H,0O,
O TNB (4cido 5-tio-2nitrobenzdico; Figura 7) foi preparado, a partir do
DTNB (4cido 5-5’-ditio(2-nitrobenzoéico); Figura 7), segundo Ching et al. (1994) e sua

concentracdo foi determinada espectrofotometricamente, através de seu coeficiente de
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extincdo molar em 412nm (13600 M'lcm'l; CHING et al., 1994). Da mesma forma
determinou-se as concentragdes para o HOCI (350 M'em™ em 295nm’ ZGLICZYNSKI et al.,
1971) e para o H,0O, (80M'lcm'1 em 230nm; BRESTEL, 1985). As reacdes foram efetuadas
em tampdo fosfato de sédio 50mM, pH 7,0 2 25°C. Em tubos de ensaio pipetou-se a amostra
(em diferentes concentracdes), seguida por tampao (q.s.p. volume final da reacio=1mL), TNB
(80uM) e HOCI1 (22uM), ou H,O, (100uM). Incubou-se por 15 minutos (para ensaio com
HOCI) ou por 2 horas (para ensaio com perdxido de hidrogénio) e leu-se a absorbancia em
412nm. Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo das porcentagens de

inibicao calculadas através da equacdo 3.

O,N
S O,N
S /
DTNB O,N SH

HO 0 TNB

Figura 7: Estruturas moleculares do DTNB e do TNB

3.5.1.4 Atividade Scavenger de Anion Superéxido

O anion superdoxido reage com o NBT para formar uma formazana. A
intensidade de cor € diretamente proporcional a concentracdo do radical (KAKKAR et al.,
1984). O ensaio foi realizado em solucdo de pirofosfato de sédio (25mM, pH 8,3), sendo que
a mistura reacional continha 25uL. de metasulfato de fenazina 372uM, 75uL. de NBT 600uM,
50uL. de NADH 1560uM e diferentes concentracdes das amostras vegetais em volume final
de ImL. As reagdes foram iniciadas pela adicdo de NADH. Apds incubagdo por 90 segundos
a 25°C foram adicionados 100uL de 4cido acético glacial e 900uL tampdo pirofosfato de

sodio. Apds vigorosa agitacdo a intensidade de cor da mistura foi medida em 560nm. Os
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resultados foram expressos em média + desvio padrdo das porcentagens de inibi¢ao

calculadas através da equagdo 2.

3.5.1.5 Atividade Scavenger de Oxido Nitrico

O efeito scavenger das amostras sobre o 6xido nitrico foi medido de acordo
com Yen et al. (2001). Foram adicionadas em tubos diferentes concentracdes das diferentes
amostras. A seguir adicionou-se tampao fosfato S0mM, pH 7,0 (g.s.p. volume final de 1mL) e
nitroprussiato de sédio (concentragao final 25mM; Figura 8). Incubou-se, na auséncia de luz
e em 25°C, por lhora e meia e retirou-se uma aliquota de 250uL a qual foi adicionado 150uL
do reagente de Griess (YEN et al., 2001). Esta nova mistura foi incubada, na auséncia de luz e
em 250C, por 15 minutos. Finalmente, fez-se a leitura das absorbancias em 570nm. Durante a
incubacdo de lhora e meia, nitrito € liberado em solucdo. Este nitrito reage com a
sulfanilamida e com o dihidrocloreto de naftiletilenodiamino em uma reacdo de diazotacao,
formando um cromoéforo com pico de absorbancia em 570nm. Os resultados foram expressos

em média + desvio padrao das porcentagens de inibi¢cdo calculadas através da equagdo 2.

NC..,_'IO_,,.CN—| o

v
NC” | SCN
N

Figura 8: Estrutura molecular do
nitroprussiato de sédio.

3.5.2 POTENCIAL DE INIBICAO DA ACAO DA MPO
No ensaio quimiluminescente comparou-se as integrais das cinéticas de

emissdo de luz, com e sem amostras (I minuto de reacdo), enquanto nos ensaios
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espectrofotométricos compararam-se as velocidades iniciais das cinéticas (vg), calculadas

através dos graficos “produto formado vs. tempo de reacao” (vop=AA/ At).

3.5.2.1 Cinética de oxidacao do luminol pela hemina (quimiluminescéncia)
Em tampao Fosfato de potdssio 50mM, pH 7.4, testou-se as amostras
(10pg/mL, Tug/mL e 0,1pug/mL) na cinética de oxidagao do luminol (0,1mM) pela hemina

(80nM) e perdxido de hidrogénio (0,05mM).

3.5.2.2 Cinética de oxidacao do guaiacol pela hemina (UV/Vis)
Em tampdo fosfato de potdssio S0mM, pH 7.4, testou-se as amostras
(10pg/mL, 1ug/mL e 0,1ug/mL) na cinética de oxidagdo do guaiacol (SmM) pela hemina
(BuM) e peroxido de hidrogénio (2,5mM). A cinética foi monitorada em 470nm pela

formacgao do produto da reagdo (guaiacol oxidado).

3.5.2.3 Cinética de oxidacao do guaiacol pela HRP (KHALIL, 2002)

A concentragdo da HRP em solucdo foi determinada através de seu
coeficiente de extingio molar em 403nm (1,02 x 10°M™' em™'; OHLSON; PAUL, 1976). Em
tampao PBS-D, a 370C, temos HRP 7nM e guaiacol 2mM, com e sem amostras (10pg/mL,
Ipg/mL e 0,1pg/mL). A reacdo € iniciada com a adicao de peréxido de hidrogénio (0,1mM) e

monitorada em 470nm por 1minuto. Determinou-se vy.
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3.5.2.4 Cinética de oxidacio do guaiacol pela mieloperoxidase presente no extrato
bruto de neutroéfilo de rato (DESSER et al., 1972)

Em tampao PBS-MgSOy, a 37OC, EBNR (MPO 0,10U) e guaiacol 100mM,
com e sem amostras (10ug/mL). A reagado € iniciada com a adi¢do de peréxido de hidrogénio
(0,5mM) e monitorada em 470nm por I minuto. Determinou-se vy.

Para a determinacdo dos valores de ICsy das amostras na cinética de
oxidag¢do do guaiacol pela MPO, testaram-se diferentes concentracdes das mesmas no sistema

EBNR(MPO 0,10U)/H,0,(0,2mM)/guaiacol(20mM).

3.5.2.5 Cinética de oxidacao do TMB pela mieloperoxidase presente no extrato bruto
de neutrofilo de rato (ANDREWS; KRYNSKI, 1986)
Em tampdo fosfato 20mM/NaCl 100mM, pH 6,0, a 370C, EBNR (MPO
0,10U) e TMB 1,6mM, com e sem amostras (10ig/mL). A reagdo € iniciada com a adi¢do de

peréxido de hidrogénio (0,5mM) e monitorada em 655nm por Iminuto. Determinou-se vy.

3.6 Analise Estatistica
Os resultados, de triplicatas (exceto quando indicado), sdo expressos em

média + desvio padrdo (DP). Anélises realizadas através de ANOVA onde se estabelece o

nivel de significancia como p<0,05.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE

Quando as ERO sdo geradas in vivo, muitos antioxidantes as combatem.
Suas importancias relativas dependem de qual espécie foi gerada, como, onde e qual alvo de
dano € avaliado. Por exemplo: quando o plasma € exposto ao diéxido de nitrogénio ou 0zdnio,
0 4cido turico € protetor, mas este promove infima prote¢do contra o acido hipocloroso. Mas,
quando o estresse oxidativo é o mesmo e avaliam-se diferentes alvos, obtém-se diferentes
respostas. Por exemplo: a fase gasosa da fumaca do cigarro causa lipoperoxidacdo no plasma,
que pode ser evitada pelo dcido ascorbico; entretanto, este nao protege contra o dano
oxidativo das proteinas (HALLIWELL, 1995).

No estudo da avaliacdo do potencial antioxidante das amostras deve-se
considerar que: i) um composto deve ser testado em concentracdes 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 endégenas.

Foram analisadas diferentes espécies reativas (radicalares ou ndo) modelos
(DPPH e ABTS"™) ou existentes em sistemas biolégicos (HOCI, H,O,, O,° e NO®). Além das
amostras de fonte vegetal, testaram-se também substancias com reconhecida acdo

antioxidante: o 4cido turico (um antioxidante end6geno) e Trolox (um andlogo da vitamina E).

4.1.1 Atividade Scavenger de HOCI
A acdo das amostras sobre o acido hipocloroso foi avaliada através do
ensaio de oxidacdo do TNB a DTNB, acompanhada através do desaparecimento de TNB pela
queda da absorbancia em 412nm (grafico 1). Esta queda é comparada na auséncia e na
presenca da amostra avaliada pelo célculo de porcentagem de inibicdo apresentado

anteriormente (equagdo 3). Constroem-se os graficos dose-resposta, relacionando a inibicao a
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concentracdo avaliada de amostra. Pela andlise destes gréaficos sdo determinados os valores de

ICsp através da curva de tendéncia tracada pelo programa ORIGIN.

—— 0 min

24— HOCI —— 15 min
] DTNB -—— — TNB

T T T T T T T T T
300 350 400 450 500
A(nm)

Grafico 1: Oxidagdo do TNB 80uM (t=15min) pelo 4cido hipocloroso 22uM.

A fim de se conhecer o comportamento do sistema, variou-se a concentragao
de 4cido hipocloroso a reagir com o TNB 80uM (grafico 2). Estabeleceu-se uma relacido na
qual aproximadamente 2 moléculas de TNB reajam com 1molécula de HOCI, diferentemente
da proporcdo encontrada por Ching et al. (1994), que estabeleceram a estequiometria como

sendo 1,3TNB: 1HOCI.
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Grafico 2: Oxidagdo do TNB 80uM (t=15min) em funcdo da concentracdo de
dcido hipocloroso.

Alguns autores avaliam a acdo de diferentes amostras sobre o HOCI pelo
método do TNB por meio de um monitoramento continuo da queda da absorbincia na
auséncia e na presenca da amostra estudada, diferentemente da maneira seguida nesta
dissertacdo, onde as amostras foram avaliadas comparando-se a absorbancia final e inicial do
tempo de incubacdo na auséncia e na presenca das amostras. Paino et al. (2005) avaliaram a
acdo do diclofenaco sobre o HOCI através do monitoramento continuo da concentragdo do
TNB avaliada pela sua absorbancia em 412nm.De fato, ha pouca diferenca entre as técnicas,
sendo que o método adotado nesta dissertacdo nos permite a realizacdo de diferentes reacdes
simultaneamente.

A partir das curvas dose-resposta construidas, podemos inferir que o dcido
urico apresentou menor valor de ICsy do que o trolox, o que o indicaria como sendo melhor
padrdo. Entretanto, observamos que o trolox atingiu um maior patamar de inibicdo do que o

acido urico, o que demonstra um maior potencial antioxidante (Gréfico 3A).
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Foram avaliados extratos e fracdes das folhas e do caule da P. nitens, sendo
que o extrato etandlico da folha apresentou acdo mais eficiente do que o extrato do caule.
Observamos que a fracdo hexanica da folha foi mais eficiente do que a respectiva fracdo do
caule (Grafico 3B). O caule teve ainda outras duas fracdes avaliadas, sendo a fracdo
butandlica mais eficiente do que a fracdo acetato de etila (Grafico 4).

Sobre as amostras da M. ilicifolia, observou-se que dentre os extratos
brutos, apresentaram maior eficiéncia aqueles obtidos por extracdo em etanol, sendo o extrato
diclorometanico menos eficiente. Observou-se ainda, que o extrato etandlico obtido por
ultrassom foi ligeiramente mais eficiente do que o obtido por maceracdo, provavelmente
devido ao maior poder de penetracdo do ultrassom sobre as estruturas da casca da raiz do
vegetal (Gréfico 3C).

No gréfico 3C, observa-se que a fracdo hexanica (2-Hex) foi pouco eficiente
quando comparada as fragdes hidroalcodlica (2-Hid) e hexano-acetato (2-HexAcOEt). A
fracdo hidroalcodlica mostrou-se scavenger de HOCI ligeiramente mais eficiente do que a
fracao hexano-acetato.

O grafico 3D nos mostra que ndo houve diferenca significativa entre as
fragdes hidroalcodlica e hexano-acetato de etila do extrato bruto da M. aquifolium.

Observa-se também que o extrato bruto da S. campestris (4-EtOH) foi tao
eficiente quanto o extrato bruto 2-EtOH, da M. ilicifolia na acao sobre o dcido hipocloroso.

Dentre as substancias isoladas de Piperaceae, observamos que em ordem
crescente de eficiéncia temos: S-2 < S-4 < S-1 ~ S-3. Sendo que todas foram menos eficientes

do que o 4cido urico, mas somente a S-2 foi menos eficiente do que o trolox.
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Grifico 3: Sistema TNB (80uM), 25°C, tampdo fosfato 50mM, pH 7,0 - Acdo scavenger
sobre o HOCI (22uM). A - padrdes ; B - P. nitens; C — M. ilicifolia; D — M. aquifolium;
E - S. campestris; F — substancias isoladas de Piperaceae.
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Sendo assim, pode-se observar que todas as amostras promoveram inibicao
neste sistema sendo que dentre as doses testadas, apenas as amostras S-2 e 1C-Hex nao
alcancaram inibicdo de 50%, o que mostra que tais amostras sdo relativamente fracas como

scavengers de dcido hipocloroso.
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Grifico 4: Valores de ICsj na inibi¢do da oxida¢do do TNB (80puM) pelo HOCI (22uM)

No gréfico 4 estdo os valores de 1Csy (média+DP) obtidos dos gréficos dose-
resposta construidos. O 4cido drico foi o mais potente agente scavenger de HOCI (baixas
concentracdes e alta eficiéncia; Gréfico 4) enquanto as amostras 2-DCM e 2-Hex foram os
piores. Nao houve extrato, fracdo ou substincia isolada de fonte vegetal com ICsy sobre o
HOCI préximo ao do dcido drico. Algumas das amostras — 2-EtOH;, S-4, S-1, 2-EtOH,, 4-

EtOH, 2-Hid, 3-Hid, 2-HexAcOEt, 3-HexAcOEt, S-3 e 1C-BuOH - tiveram ac¢do equivalente
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ou superior (menor ICsp) a do Trolox, um agente consagrado como antioxidante e muito

utilizado em estudos com espécies oxidantes.

4.1.2 Atividade Scavenger de H,0O,

A interferéncia das amostras na oxidagdo do TNB pelo peroxido de
hidrogénio também foi estudada. O peréxido de hidrogénio, assim como o acido hipocloroso,
oxida o TNB a DTNB com queda da absorbancia em 412nm. Por ser uma reagao de oxidacdo
mais lenta do que a observada com o HOCI, avaliou-se qual seria o tempo de reacdo em que
nao haveria variacdo da absorbancia (grafico 5), a fim de se estabelecer o tempo adequado
para a incubagdo dos testes a serem realizados. A partir deste dado, definiu-se o tempo de
incubacdo de 2 horas para nossos ensaios. Testaram-se diferentes concentracdoes de H,O,
(Gréficos 5 e 6) e escolheu-se aquela (100uM) que promoveu queda de aproximadamente

0,65 na absorbancia em 412nm.

- H,0, 500uM
—=—H,0, 250uM
-4~ H,0, 100uM
4= H,0, 50uM
v~ H,0, 20uM

T T T T T T T T T T T T T T "
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000

tempo (segundos)

Grafico 5: Cinéticas de oxidacdo do TNB 80uM por diferentes concentra¢des de
peréxido de hidrogénio em fun¢do do tempo (t=2horas)
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Grafico 6: Oxidacao do TNB 80uUM (t=2horas) em fungdo da concentragio de
peréxido de hidrogénio; A — ampliag@o da regido de menores concentragoes.

Nas condi¢des avaliadas, nenhuma das amostras promoveu inibi¢ao

(considerando p<0,05) nas doses em que foram testadas (graficos de barras do ANEXO B).

4.1.3 Atividade Scavenger de Anion Superéxido

No sistema gerador de anion superdxido, adaptado de Kakkar (1984), esta
espécie € gerada pela reacdao entre NADH e metassulfato de fenazina (PMS). O anion
super6xido produzido € revelado em solugdo pela reacdo com o sal de tetrazdlio (NBT)
gerando uma formazana com maximo de absorbancia em 560nm. Na presenca de scavengers
de anion superdxido, a intensidade da absorbdncia torna-se menor devido a menor
disponibilidade de O,"~ para reagir com o NBT.

Neste sistema, € necessario que o NBT esteja em excesso em relacdo ao
anion superéxido produzido, para que se possa ter uma correta avaliacdo da acdo das

diferentes amostras estudadas. Para verificar tal condicdo, optou-se por variar a concentracao

de NADH no sistema em que NBT e PMS permanecem com concentragdes constantes. O
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aumento da absorbancia em fun¢do da concentracio de NADH indica que o NBT estd em
excesso em relacdo ao anion superéxido nas condi¢des escolhidas para o ensaio com as

amostras (Grafico7).

metassulfato de fenazina - 9,3uM
i Nitro Blue Tetrazolium - 45uM
0.40 - NADH - 78uM
0,35
0,30 0,298 + 0,030 (n=40)
0,25
£ 4
< 020
0,151
0,10
0,05
0,00 T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100
concentracdo NADH(uM)

Grafico 7: Oxidagdo do NBT (45uM) pelo sistema NADH/PMS, em fun¢éo da
concentracdo de NADH.

Soares et al. (1997) avaliaram o extrato da pimenta Thymus zygis sobre o
anion superdxido gerado por um sistema quimico semelhante ao utilizado nesta dissertacao,
cuja diferenca estd nas concentragdes dos componentes do sistema. Eles observaram que os
extratos avaliados apresentaram inibi¢do méxima de cerca de 45% com a concentracdo de
24pg/mL. Fernandes et al. (2004) avaliaram a acdo de diferentes antinflamatorios sobre o
anion superoxido gerado pelo sistema NADH/PMS, observando propriedade scavenger deste

radical pela indometacina, acemetacina e etodolac.
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Grifico 8: Acdo scavenger sobre 0 O,'". A - padrdes ; B - P. nitens; C — M. ilicifolia; D — M. aquifolium;
E - S. campestris; F — substancias isoladas de Piperaceae
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Através do gréfico 8, observa-se que o 4cido trico é um scavenger de O,° "
ligeiramente melhor do que o trolox. Observa-se ainda, que dentre as substancias isoladas
avaliadas somente a S-1 apresentou inibicao significativa sobre o sistema, sendo ainda mais
eficiente do que os padrdes avaliados.

Dentre as amostras da P. nitens, observa-se menor eficiéncia das amostras
obtidas das folhas, sendo mais eficientes as fragdes etandlica e acetato do caule.

Destacam-se na inibi¢do deste sistema as amostras obtidas das plantas da
familia Celastraceae, sendo as mais eficientes as fracOes hidroalcodlica da M. ilicifolia,
seguida do extrato bruto 2-EtOH, desta mesma planta e da fracdo 3-HexAcOEt da M.
aquifolium.

Tiveram valor de ICsy determinado (grifico 9) as amostras 2-EtOH,
(22pug/mL), 2-Hid (21pug/mL) e 3-HexAcOEt (34pg/mL), indicando estas serem boas
scavengers de anion superoxido. As amostras 2-EtOH,, 4-EtOH, 3-Hid, 3-HexAcOEt, 1F-
EtOH, 1C- EtOH, 1C-BuOH, 1C-AcOEt, ACIDO URICO e TROLOX promoveram inibi¢ao

sobre o anion superéxido sem, no entanto, alcangcar 50% nas doses testadas.

ug/mL

3-HexAcOEt

35

30

2-EtOH,

25

2-Hid

20

Grafico 9: Valores de ICs na inibicdo da oxidagdao do NBT
pelo anion superéxido (atividade scavenger de anion
superéxido)
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4.1.4 Atividade Scavenger de Oxido Nitrico

No estudo sobre o 6xido nitrico, o mesmo € gerado a partir do nitroprussiato
de sédio em soluc@o. O nitroprussiato de sédio se decompde em solugcao aquosa liberando
NO®, que, em condicdes aerdbias, reage com o oxigénio produzindo nitrito, que podem ser
dosados através do Reagente de Griess pela formagdo de um croméforo com maximo de
absorbancia em 570nm. A absorbédncia neste comprimento de onda é proporcional ao 6xido
nitrico disponivel em solugdo. Sendo assim, na presenca de agente scavenger de NO°, a
absorbancia diminui. A diferenca da absorbancia na auséncia e na presenga da amostra €
avaliada através do calculo de porcentagem de inibi¢do que € relacionado a concentracao nos
graficos dose-resposta. Yen et al. (2001) observaram uma ac¢ao dose-dependente de extratos
metandlico e acetato de etila, da leguminosa Uraria crinita sobre o 6xido nitrico, pelo método
utilizado neste trabalho, sendo que o extrato acetato de etila mostrou-se mais eficiente.

A fim de se determinar a concentracio de NO®, construiu-se uma curva
padrdao com nitrito de sddio e, pela equacdo da reta obtida e valores de absorbancia do sistema
do nitroprussiato de sédio, determinou-se o nivel de NO® avaliado em 21+ 0,8uM (Gréfico

10).

CURVA PADRAO DO NITRITO DE SODIO

1,04
0,8
0,428 + 0,02 y = 0,02016 x - 0,00381
E 0,6 4 (n = 40) R=0,9999
<B 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

concentragao (uM)

Grifico 10: Oxidago do Regente de Griess em funcdo da concentragdo de nitrito de sédio.
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Os dados obtidos mostram que o trolox ndo apresenta propriedade
scavenger de NO®, pois até mesmo em concentracdes bastante elevadas ndo houve inibi¢io
(grafico 11A).

Dentre as amostras de P. nitens, a fracdo butandlica do caule foi a mais
eficiente, sendo que os extratos etandlicos de caule e folha apresentaram a¢do semelhante. As
fracOes hexanicas nao interferiram no sistema (Gréafico 11B).

Dentre as amostras da M. ilicifolia, a fracdo hexénica praticamente ndo
interferiu, sendo mais eficientes o extrato bruto etandlico obtido por ultrassom e sua fragdao
hidroalcoélica (Grafico 11C).

A fracdo 3-HexAcOEt da M. aquifolium foi mais eficiente do que a fracdo
hidroalcodlica.

O extrato bruto da S. campestris foi menos eficiente do que o extrato bruto
2-EtOH; da M. ilicifolia (gréfico 11E).

Dentre as substancias isoladas de Piperaceae, observou-se que em ordem
crescente de eficiéncia temos: S-1 > S-4 ~ S-3. Sendo a S-1 mais eficiente do que o &cido
urico.

Observou-se que nenhuma das amostras foi capaz de promover 50% de
inibicdo na acdo do 6xido nitrico sobre o reagente de Griess. Nao promoveram inibi¢ao
significativa, as amostras S-2, 2-Hex, 1C-Hex, 1F-Hex e trolox. As maiores inibi¢des foram

obtidas com: 4cido drico (15% com 11ug/mL), 2-Hid (17% com 20ug/mL) e S-1 (19% com

17ug/mL).
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Griafico 11: Acgdo scavenger sobre o NO°. A - padrdes ; B - P. nitens; C - M. ilicifolia;
D - M. aquifolium; E - S. campestris; F - substancias isoladas de Piperaceae.
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4.1.5 Atividade Scavenger de radicais pelo DPPH
O DPPH ¢é um radical estdvel muito utilizado nos estudos com
antioxidantes. Como se pode ver no grifico 12, ele apresenta maximo de absorcdo em
531nm, comprimento de onda utilizado para avaliar a acdo das amostras. Na presenca de
scavengers deste radical, a intensidade da absorbancia em 531nm diminui e a diferenca da
absorbancia na auséncia e na presenga das amostras nos fornece a porcentagem de inibigao,

relacionada nos gréficos dose-resposta apresentados.
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Grifico 12: Espectro de absor¢cdo do DPPH

O trolox é um antioxidante muito utilizado como padrdo nos ensaios de
avaliacdo da acdo de diferentes amostras sobre o radical DPPH. Dentre as amostras descritas
em artigos cientificos com acdo sobre o DPPH temos, frutas (BANERJEE et al., 2005),
cogumelos (CUI, et al.,, 2005) e plantas (Gorinstein et al., 2003), como o eucalipto
(IC50=8,93ug/mL) e derivados de vegetais, tais como o chd verde chinés (ICsy=5,63ug/mL) e
o chd preto (ICs50=6,32ug/mL; ATOUI et al., 2005). Em nossos ensaios, observamos que o

trolox age sobre 50% do radical em solucao quando sua concentracio (ICsg) estd em torno de
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3ug/mL. Atoui et al. (2005) determinaram que o valor de ICsy para o trolox no ensaio do
DPPH seria de cerca de 3,5ug/mL, valor préximo ao determinado neste trabalho.

Os resultados obtidos mostram que nas condi¢des testadas nenhuma amostra
foi tdo eficiente quanto o Trolox (grafico 13A). Destacaram-se neste sistema as amostras da
P. nitens, sendo as mais eficientes as fracOes acetato e etandlica do caule e a fragdo etandlica
das folhas (Gréfico 13B). Novamente o extrato diclorometanico e a fracdo hexanica da M.
ilicifolia foram pouco eficientes frente as demais amostras (Grafico 13C). O extrato bruto, 2-
EtOH,, da M. ilicifolia foi novamente superior ao da S. campestris. Dentre as substancias
isoladas, mostrou-se mais eficiente neste sistema a S-3, sem, no entanto, ser melhor do que o
acido drico (molécula referéncia).

Tiveram ICsy determinados (Grafico 14): 1F-EtOH - 17ug/mL, 1C-EtOH —
12ng/mL, 1C-AcOEt 6pug/mL e Trolox — 3pug/mL. As amostras S-2, 1C-Hex e 1F-Hex ndo
apresentaram capacidade em reagir com o DPPH e diminuir a leitura em 531nm. As demais
amostras apresentaram a¢ao sobre o DPPH, mas ndo atingiram 50% de inibicdo. Dentre estas
amostras, as maiores inibicdes alcangadas foram em torno de 40%, mas com doses acima de

30ug/mL.



77

acido arico
A —— Trolox B ——— 1C-Hex 1C-EtOH —— 1C-AcOEt
1C-BuOH —— 1F-Hex —— 1F-EtOH
100 4
100 -
80
g _
3 € o
& 8
2 ked
c e)
= c 40
20
L& .
0F7 2 .
0 T T T T T T T T T T T T T T J -ﬁ T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 0 10 20 30 40
concentragdo (ug/mL) cocnentrag&o (ug/mL)
C D
——2-DCM 2-EtOH, —— 2-EtOH, 3 Hid 3-HexAcOst
1 2-Hex ——— 2-HexAcOEt —— 2-Hid
100 100
80 80 -
£ 60 g 60
o o
g g
] )
£ £ 40
20
0 T T T T 0 T T T T
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
concnetragdo (mg/mL) concentragao (ug/mL)
E F S s2 ——S3 ——S4
1004 — 4-EtOH 1004
80 80
g 60 X 60
=3 o
o o
£ 40 'S 404
[]
20 [ ]
0 = T T T T
0 10 20 30 40

concentragao (ug/mL)

concentragdo (ug/mL)

Grafico 13: Acdo scavenger sobre o radical DPPH (60uM). A - padrdes ; B - P. nitens;
C - M. ilicifolia; D — M. aquifolium; E — S. campestris; F — substancias isoladas de
Piperaceae.
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Griafico 14: Valores de ICsy na supressdo do radical DPPH.

4.1.6 Atividade Antioxidante Total pelo ABTS"*

Neste sistema, o radical é gerado pela reacdo do ABTS com persulfato de
potdssio. O radical gerado (ABTS® *) apresenta 3 picos de absorcdo, sendo o maior em
734nm, comprimento de onda utilizado nos ensaios (Grafico 15). Na presenca de scavengers
deste radical, a intensidade da absorbancia em 734nm diminui e a diferenga da absorbancia na
auséncia e na presenga das amostras nos fornece a porcentagem de inibi¢ao a ser relacionada
nos gréficos dose-resposta apresentados.

O radical ABTS™, segundo Pellegrini et al. (1999) é usado na avaliacio da
habilidade scavenger de radicais de diferentes compostos fendlicos. Pellegrini et al. (1999)
avaliaram a ac@o do trolox sobre este radical e observaram um valor de ICsy de cerca de
1,7ug/mL enquanto em nosso trabalho determinou-se este valor, nas condi¢des de nossos
ensaios, como sendo 0,7ug/mL. Estes mesmos autores ainda avaliaram o potencial do

licopeno, do B-caroteno e da fragdo lipofilica do extrato do tomate como scavengers de
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ABTS®". Outros autores avaliaram diferentes amostras frente ao ABTS"*, como extrato do

orégano (CHUN et al., 2005) e o extrato da leguminosa Uraria crinita (YEN et al., 2001).
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Grifico 15: Espectro de absorgido do ABTS™

O trolox apresentou menor valor de ICsg, o que indicaria maior eficiéncia do
que o 4cido drico. Entretanto, o patamar de inibicdo alcangado pelo trolox foi inferior ao do
acido turico indicando ter este maior potencial de ag¢do contra o radical (Grafico 16A). As
substancias isoladas apresentaram a seguinte ordem de eficiéncia: S-1 > trolox > acido urico =
S-4 > S-3. A amostra S-2 ndo inibiu.

Os extratos etandlico de caule e folha de P. nitens apresentaram acao
semelhante contra o ABTS" ¥, sendo amostras mais eficientes a fracdo acetato e butandlica do

caule. As fragdes hexanica de caule e folha foram as menos eficientes (Gréfico 16B).
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Grifico 16: Acdo scavenger sobre o ABTS"*. A - padrdes ; B - P. nitens; C — M. ilicifolia; D — M.
aquifolium; E — S. campestris; F — substancias isoladas de Piperaceae.
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Dentre as amostras da M. ilicifolia foram mais eficientes os extratos brutos
etandlicos, sendo melhor aquele obtido por ultrassom, seguidos da fracdao hidroalcodlica.
Foram menos eficientes a fracdo hexanica e o extrato diclorometanico (Grafico 16C). O
extrato bruto etandlico da S. campestris apresentou mesma eficiéncia do extrato bruto
etandlico da M. Ilicifolia obtido por ultrassom. A fracdo 3-HexAcOEt, da M. aquifolium, foi

mais eficiente do que sua respectiva fra¢do hidroalcodlica (Gréfico 16D).

ug/mL
16

2-DCM

2-HexAcOEt
3-HexAcOEt
1C-AcOEt
AC URICO

TROLOX

Grifico 17: Valores de ICsj na supressdo do radical ABTS™.

Na avaliacdo da atividade antioxidante pela supressdo do radical ABTS™, a
amostra mais eficiente como scavenger deste radical foi a S-1 com ICsy de 0,5ug/mL sendo o
Trolox a segunda amostra com menor ICsy (0,7g/mL); nenhuma dentre as demais amostras
teve ICso menor que o do Acido Urico, sendo este igual ao da S-4 e 2-EtOH, (grifico 17).

Nio agiram sobre o ABTS"*: S-2 e 1C-Hex e ndo tiveram ICsy determinado nas condi¢des

testadas: 2-Hex e 1F-Hex.
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4.2 ENSAIOS ENZIMATICOS

Neste caso, buscou-se avaliar a possivel interferéncia das amostras sobre a
acdo da: i) hemina/heme (grupamento prostético de peroxidases), ii) HRP (peroxidase modelo
extraida de vegetal) e iii) MPO presente no EBNR.

No ensaio quimiluminescente, procurou-se avaliar a drea dos graficos
obtidos pela medi¢ao da intensidade de luz (mV) em funcdo do tempo de reacdo. Neste tipo
de metodologia com luminol, onde diferentes radicais sao gerados (KHALIL, 2002), a
interferéncia da acdo antioxidante/anti-radical das amostras ja era esperada. Isto foi
constatado pelo fato de todas as amostras em todas as concentracdes avaliadas terem
diminuido o valor da integral da curva em comparagdo a obtida na auséncia das amostras.
Observou-se que todas as amostras inibiram as rea¢des quimiluminescentes (hemina/luminol)
em todas as doses testadas (Tabela I). Entretanto, quando o substrato revelador foi o guaiacol,
apenas as amostras 4-EtOH, 2-Hid, 3-HexAcOEt, S-3, 1C-EtOH e 1C-BuOH promoveram
inibicdo e somente na maior dose testada, como pode ser visto na tabela II.

Devido a interferéncia do potencial antioxidante das amostras sobre o ensaio
quimiluminescente, optou-se por ndo se realizar a andlise da cinética da HRP ou da MPO por
este método. Os estudos continuaram através de espectrofotometria UV/Vis; analisando-se

neste caso a velocidade inicial da reagdo enzimatica.



Tabela I: Oxidacdo do luminol(0,1mM) pela hemina(80nM) /H,0,(0,05mM) na
auséncia e na presenca de amostras em diferentes concentragcdes; integrais das
curvas — média+DP (p<0,05) para Imin de reacdo; vp=ImL, 250C, Tampao fosfato

de potassio 50mM, pH7.4.

AMOSTRAS integrais (média+DP)
10w/mL 1pg/mL 0,1pg/mL
2-DCM 245433 29903+2635 4845543939
2-EtOH, 52+1 2088+270 199794178
2-EtOH,; 38+1 2090+316 14904+1253
2-Hid 40+4 1106+40 18755+4347
2-HexAcOEt 51+8 19894291 20006+2829
2-Hex 209+28 3983+117 33658+2662
3-Hid 64+7 2085+624 18590+270
3-HexAcOEt 35+1 368+11 3880+164
4-EtOH 38+0 3280+196 33195+1048
S-4 4249 338+54 35287+6499
S-3 37+0 1261+40 15452+4227
S-1 215429 2859+873 13224+4375
S-2 14148+5194 23551+172 41437+2839
1F-EtOH 90+27 18714462 29783+824
1C-Hex 1330+267 18844+3040 35352+4173
1C-EtOH 4445 2465+269 65414320
1C-BuOH 45+1 3057+212 27969+892
1C-AcOEt 69+5 1863+277 19647+1684
1F-Hex 1545+79 2155+157 16480+2149
SEM AMOSTRA 5171145351
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Tabela II: Oxidacdo do guaiacol(5mM) pela hemina(3uM) /H,0,(2,5mM) na
auséncia e na presenca de amostras em diferentes concentragdes; valores de vy —

média+DP (p<0,05); ve=2mL, 25°C, Tampao fosfato de potdssio SOmM, pH7.4.

AMOSTRAS vo (1.10%s™)
10p/mL 1pg/mL 0,1pg/mL
2-DCM 57+7 58+5 55+0
2-EtOH, 57+5 56+2 55+0
2-EtOH, 53+4 53+8 55+0
2-Hid 39+4 55+6 52+4
2-HexAcOEt 55+2 56+7 55+4
2-Hex 57+4 4942 53+4
3-Hid 53+2 54+5 55+1
3-HexAcOEt 1240 57+4 57+4
4-EtOH 2342 56+7 51+1
S-4 54+11 52+5 54+6
S-3 1+1 59+4 57+1
S-1 54+6 56+5 58+1
S-2 60+1 57+6 55+1
1F-EtOH 56+9 5443 49+2
1C-Hex 54+1 58+1 56+6
1C-EtOH 3540 5445 55+7
1C-BuOH 30+4 54+7 54+1
1C-AcOEt 48+0 51+4 53+4
1F-Hex 5540 57+4 57+2
SEM AMOSTRA 54 +7

No ensaio espectrofotométrico com a HRP, uma peroxidase modelo muito
utilizada nos estudos com peroxidases, também foram testadas 3 concentra¢des das amostras
de plantas: 10pg/mL, 1pg/mL e 0,1pg/mL. Como pode-se observar na tabela III, as amostras
que inibiram a cinética de oxidacdo do guaiacol pela HRP foram 2-EtOH;, S-4, 2-EtOH,,

4-EtOH, 2-Hid, 2-HexAcOEt, S-3 e 1C-AcOEt



Tabela III: Oxidacdo do guaiacol(2mM)/H,0,(0,ImM) pela HRP(7nM) na
auséncia e na presenca de amostras em diferentes concentracdes; em

destaque estdo valores de vop em que houve inibi¢do (p<0,05); ve=2mL, 370C,

Tampao PBS-D.

AMOSTRAS vo (1.10%s™
10ug/mL  1pg/mL 0,1pg/mL
2-DCM 145+7 145+20 135+7
2-EtOH, 95+7 145+7 143+4
2-EtOH, 105+7 135+7 140+0
2-Hid 115+7 140410 130+10
2-HexAcOEt 100+10 145+7 145+7
2-Hex 14040 150+10 130410
3-Hid 135420 14040 13547
3-HexAcOFEt 130410 155+7 155+7
4-EtOH 70+10 145+7 135+7
S-4 120+0 135+7 135420
S-3 95+7 145+7 145+7
S-1 13547 140+10 140+10
S-2 155+7 14040 145+7
IF-EtOH 13040 15040 15547
I1C-Hex 155+7 155+7 145420
1C-EtOH 13547 145+7 150+0
1C-BuOH 130+10 155+7 145+20
1C-AcOEt 115+7 145420 145+7
IF-Hex 145+7 140+10 150+0
SEM AMOSTRA 144+10
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A 1nibi¢do pelas amostras nos estudos cinéticos com Hemina (tabela II) e

HRP (tabela III), na oxidacdo do guaiacol, restringiram-se a dose de 10pug/mL. Optou-se por

testar a mesma dose sobre as cinéticas da mieloperoxidase frente a diferentes substratos
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(guaiacol e TMB/CI'). Nos estudos cinéticos da MPO (EBNR), as amostras 2-EtOHj,
2-EtOH,, 2-Hid, 2-HexAcOEt, 3-Hid, 3-HexAcOet, 4-EtOH, S-3, 1C-EtOH, 1C-BuOH
promoveram reducdo de vy (e portanto inibiram) seja quando o substrato oxidado foi o

guaiacol ou o TMB/CI  (Tabela IV).

Tabela I'V: Interferéncia das amostras (10pg/mL) na cinética da
MPO(0,10U)/H,0,(0,5mM) com guaiacol 100mM ou TMB
1,6mM; em destaque estdo os valores diferentes do controle -

p<0,05); 370C, V{=2mL; 1 minuto de reagdo.

AMOSTRAS vo (1.10™s™)

guaiacol TMB

CONTROLE 40+4 30+2
2-DCM 39+0,7 28+0,7
2-EtOH, 10+1 16+1
2-EtOH, 5+0,7 9+0,7
2-Hid 8+0,2 11+1
2-HexAcOEt 10+0,7 18+2
2-Hex 42+4 31+0,7
3-Hid 24+0,7 16+0,4
3-HexAcOEt 21+1 21+0,7
4-EtOH 8+0,2 15+1
S-4 34+4 2743

S-3 10+0,7 16+3

S-1 35+4 30+3

S-2 40+5 31+1
1F-EtOH 30+3 26+2
1C-Hex 40+0 3140
1C-EtOH) 14+1 18+0,7
1C-BuOH 19+1 14+0,7
1C-AcOEt 4142 29+0,7

1F-Hex 4042 30+2
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Os resultados obtidos correspondem a um forte indicio de que tais amostras
sejam inibidores de MPO ou contenham substancias com tal agdo. Acredita-se que, no ensaio
de oxidagdo do guaiacol por peroxidases, a interferéncia do potencial antioxidante das
amostras seja baixa a medida que algumas amostras com grande potencial antioxidante, em
outros sistemas estudados, nao promoveram inibi¢ao das reagdes.

Através dos resultados obtidos e observando-se as etapas de obtencdo dos
extratos e suas parti¢des selecionou-se as amostras 2-Hid, 2-HexAcOEt, 3-Hid, 3-HexAcOEt,
4-EtOH, S-3 e 1C-BuOH para a determinacdo do ICsy sobre a cinética de oxidac¢do do
guaiacol pela MPO (EBNR) utilizando-se como inibidor padrio a quercetina (Grafico 18).

Observou-se que, dentre as amostras que tiveram ICsy calculado para a
cinética de oxidacdo do guaiacol pela MPO do EBNR, a quercetina apresentou baixo valor o
que indica elevado potencial de inibicdio da enzima. As amostras avaliadas também
apresentaram valores de ICsy baixos e apesar de ndo alcancarem o potencial de inibi¢do da
quercetina, mostram-se excelentes fontes de inibidores do sistema mieloperoxidase. Tais
amostras, portanto merecem ser posteriormente estudadas a fim de se caracterizar quais
compostos de suas composi¢des apresentam a propriedade de atuar como inibidores da MPO,

bem como definir o tipo de inibicdo que promovem sobre tal enzima
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Griafico 18: Curvas dose-resposta e valores de ICsy das amostras selecionadas no sistema
EBNR(MPO 100mU)/H,0,(0,2mM)/guaiacol(20mM); tampao fosfato de s6dio 50mM, pH 7,0; 25°C.
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A amostra S-3, por ser a uUnica substancia isolada dentre as amostras
selecionadas, foi estudada visando a construcdo do gréfico duplo-reciproco de Lineweaver-
Burk, a determinacao da constante de Michaelis-Menten (ky) e a caracterizacdo do tipo de
inibicdo promovida no sistema enzimatico MPO/H,0O,/guaiacol utilizando-se a quercetina

como inibidor padrao da MPO (gréficos 19 e 20; tabelas V e VI).

Tabela V: Caracterizag¢do da inibigdo da MPO pela S-3 a partir do
grafico 19 (valores de ky € Vinax )

ENSAIO kv (mM)

Tipo de inibicao

VMAX

provavel

sem inibidor 20,5 0,00211
S-3 2,5ug/mL 30,9 0,00127 Mista
S-3 Spg/mL 39,7 0,00090
A
0,0020 ®m  sem inibidor B sem inibidor
e ® S-325ug/mL - - ——5-32,5ug/mL

0.0018 - S-3 5,0ug/mL . - 12000 ——S-3 5ug/mL
0,0016 e .
0,0014 1 . - z 8000 -
0.0012 - I (B R R

7 10000, 1/lquaiacol] (m") 4000 -
0,0010 - ° =
0,0008
0,0006—- -0:16 .07 0,_)0 0,:)8 O,EIG

1 1/[guaiacol] (mM
0,0004 4000 [guaiacol] (mM™)
0,0002 -

I -8000 —
0‘0000 T T T T T T T T

0 20 40 60 80 100

[guaiacol] (mM)

Grifico 19: A-Gréfico de Michaelis-Menten (vy x [guaiacol], na presenga e na auséncia de S-3); B-Duplo-
reciproco (1/vy x 1/[guaiacol]) de Lineweaver-Burk; MPO(EBNR) 75mU, H,0, 0,2mM, para diferentes
concentracdes de guaiacol na auséncia ou na presenca da S-3 (incerto: escala modificada de B); Tampao
fosfato50mM, pH 7,0, 25°C.
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Tabela VI: Caracterizacio da inibi¢do da MPO pela quercetina a partir do
grafico 20 (valores de ky € vmax)

ENSAIO VMAX Tipo de inibicao
sem inibidor 20,5 0,00211
quercetina 0,5ug/mL 72,6 0,00086 Mista
quercetina 2,5ug/mL 93,0 0,00047
A B sem inibidor
0,0020 ® quercetina 0,5pg/mL inibid
i . sem Inipiaor
0,0018 - quercetina 2,5ug/mL . quercetina 2,5ug/mL B
1 quercetina 0,5mg/mL
0,001 6—- . 20000
0,0014 . o
0,0012- o e
0,0010 bt 2 o0
0,0008 -
0,0006_' P T S T 5000 .
i 400- Viguaiacol) (')
0,0004 ° . — —A
4 [ ] -0,16 -0,08 0,
0,0002 1/[guaiacol] (mM)
- -5000
0,0000 T . . : T " T T T
0 20 40 60 80 100

[guaiacol] (mM)

Grafico 20: A-Gréfico de Michaelis-Menten (v, x [guaiacol], na presenca e na auséncia de quercetina); B-Duplo-
reciproco (1/vy x 1/[guaiacol]) de Lineweaver-Burk; MPO(EBNR) 75mU, H,0, 0,2mM, para diferentes
concentragdes de guaiacol na auséncia ou na presenca de quercetina (incerto: escala modificada de B); Tampao
fosfato 50mM, pH 7,0, 25°C.

Observou-se, a partir dos dados obtidos dos duplo-reciprocos (graficos19 e

20), apresentados nas tabelas V e VI, que a inibicdo apresentada pela quercetina e pela S-3 €

do tipo mista, diferentemente do que Pincemail et al. (1988) haviam observado para a

quercetina, que segundo tais autores seria inibidor competitivo.
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A fim de se observar se quercetina e S-3 sofreriam transformacdo pelo
sistema MPO/H,0,, estudou-se a agcdo da MPO em presenga de peréxido de hidrogénio sobre
as amostras. Os resultados encontram-se nos graficos 21 e 22, onde se observa uma pequena
alterac@o dos espectros de absorcdo e a variagdo da absorbancia em funciao do tempo (em 30
minutos de reacdo) nos comprimentos de onda dos respectivos picos de absorcdo destes

espectros.

—— 0 minutos

124 — 30 minutos 1o
' = 280 nm

® 370nm
09

08 -.ﬁ'\__

0,7 A

0,6
0,5

0,4

0.3 "oy

02

0,0

T T T T T T T T T
T T T T T T T T T T 1 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
200 250 300 350 400 450
tempo (segundos)

A (nm)

Grafico 21: A - Alteragio espectral da S-3 (25ug/mL) pelo sistema EBNR(MPO 250mU)/H ,0,(0,7mM), tampao
fosfato 50mM, pH7,0; 25°C; B - Variacdo da absorbancia (280nm e 370nm) em fungio do tempo (segundos).

008 A ——0 minutos B 5 330nm
) —— 30 minutos 0,09 X 32323
0,07 0,08
0,06 0,07 . I“""J“ Sl i,
0,05 . f
. 1 005+ F
X N [ ]
< ] < g 00 [P
0,03
0,03- M
0,02 0,02
0,01 0,01+
0,004 0,00

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
tempo (segundos)

Grafico 22: A - Alteragdo espectral da quercetina (25ug/mL) pelo sistema EBNR(MPO 250mU)/H ,0,(0,7mM), tampao
fosfato 50mM, pH7,0; 25°C; B - Variacdo da absorbancia (330nm, 375nm e 980nm) em funcio do tempo (segundos).
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A inibi¢do do tipo mista é observada para enzimas que catalisam reagdes
com dois ou mais substratos, tais como a mieloperoxidase. Se um inibidor se liga ao sitio
ativo do substrato cuja concentragdo estd sendo variada (como € o caso do guaiacol em nossos
ensaios), ele pode atuar como inibidor competitivo daquele substrato. Caso o inibidor esteja se
ligando ao sitio de ligacdo do substrato cuja concentracao € mantida constante, ele pode atuar
como inibidor misto ou incompetitivo do substrato de concentra¢do varidvel. Sendo assim,
pelos resultados apresentados, nos quais a quercetina e a S-3 atuam como inibidores mistos
em um sistema em que varia-se a concentragdo de guaiacol, é provavel que a interacdo destas

duas amostras avaliadas ocorra em sitios diferentes do sitio ativo de oxidacao do guaiacol.

Resumo dos resultados

e Pterogyne nitens: Observou-se que as fracdes etandlicas do caule e
das folhas de P. nitens foram mais eficientes contra as espécies
avaliadas do que as correspondentes fracOes hexanicas. A fracdo
acetato do caule mostrou-se mais eficiente contra DPPH, O2° " e
ABTS®, em comparagcdo com a fracdo n-butanol que mostrou-se

mais eficiente contra o HOCI. Foram semelhantes contra NO®.

®  Maytenus ilicifolia: A extracdo com diclorometano gerou um
extrato pouco eficiente contra as espécies avaliadas, quando
comparada as fragdes etandlicas. Por sua vez, a extragdo com etanol
por ultrassom gerou um extrato ligeiramente mais eficiente contra as

espécies do que a extracdo por maceracdo. A fracdo hexanica
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mostrou-se pouco eficiente contra as espécies avaliadas; enquanto a
fase hidroalcodlica gerou, apds extracdo com acetato de etila, as
fracdes hidroalcodlica e hexano-acetato de etila, ambas eficientes,

mas com superioridade da primeira.

Maytenus aquifolium: Em geral, a fragcdo hexano-acetato de etila foi

mais eficiente do que a fracao hidroalcodlica.

Salacia campestris: Em geral, o extrato bruto da S. campestris foi

menos eficiente do que o extrato bruto 2-EtOH, da M. ilicifolia.

Dentre as substancias isoladas, avaliando-se o conjunto dos ensaios
antioxidantes, observou-se que a S-1 apresentou o maior potencial,
seguida da S-3 e da S-4. A S-2 apresentou-se ineficiente contra a

maioria das espécies avaliadas.

eficiéncia das amostras na inibicdo da MPO segundo os valores de
IC5¢ encontrados: Quercetina = 3-HexAcOEt > 2-Hid > 3-Hid =

=S-3 > 2-HexAcOEt > 1C-BuOH > 4-EtOH.

S-3 e quercetina foram caracterizadas como inibidores do tipo misto,

sendo a quercetina um inibidor mais potente de MPO do que a S-3.
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Hemina

2-Hid

3-HexAcOEt

4-EtOH

S-3

1C-EtOH
1C-BuOH

HRP MPO (EBNR)
2-EtOH, — 2-EtOH,
2-EtOH, — 2-EtOH,
. 2-Hid — 2-Hid
2-HexAcOEt H— 2-HexAcOEt
3-Hid
4 . 3-AcOEt
—F 4-EtOH —p 4-EtOH
S-4
PR $3 §-3
. > 1C-EtOH
* g 1C-BuOH
1C-AcOEt

Figura 9: Diagrama de identificacio de amostras que apresentaram ag@o inibitdria sobre os diferentes
sistemas enzimdticos (hemina, HRP e MPO) estudados por espectrofotometria. Em amarelo estdo as
amostras selecionadas para determinacio de valores de ICs, sobre o sistema de oxidagdo do guaiacol pela

MPO do EBNR.




5 CONCLUSAO

Existem homens que lutam um dia e sdo bons.

Existem homens que lutam um ano e sdo melhores.

Outros que lutam vdrios anos e sdo muito bons.

Mas existem aqueles que lutam a vida inteira. Estes sdo imprescindiveis

(Bertold Brecht)
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Neste trabalho, avaliou-se in vitro a possibilidade de acdo direta das
amostras sobre diferentes espécies reativas modelo e geradas em nosso organismo. Além
disso, procurou-se avaliar a inibi¢do da mieloperoxidase, enzima responsavel por gerar acido
hipocloroso, uma espécie envolvida em diferentes patologias.

Pelos resultados obtidos, verificou-se o grande potencial das plantas
estudadas como fonte de compostos com agdo antioxidante e anti-radical. Obviamente,
estudos posteriores em sistemas ex vivo (com células) e in vivo merecem ser realizados e, este
estudo inicial, aqui realizado, abre diferentes possibilidades para tal pesquisa.

Além disso, identificou-se a existéncia de possiveis inibidores da MPO nos
diferentes vegetais estudados e ainda caracterizamos o tipo de inibi¢do promovida por parte
de uma das substancias isoladas, a S-3 e do padrao inibidor, a quercetina, como sendo do tipo

mista.
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ANEXO A
Espectros de absorcao das amostras avaliadas
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ANEXO B
Graficos: Avaliacao da acao sobre o peroxido de
hidrogénio (H,0,)
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Short report

Autioxidant activity of Mayrenus ilicifolia root bark
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Furlan®, [1. Brunetti®, OMMF Oliveira®
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Eljnent anclefrens: wosevillosa vl coiny by | Vellosa, JCR)

Abstract

Maytenus llicifolia is an important plant with potential on cancer treatment and has
been largely used in Brazil and others countries. We have evaluated the crude ethanolic
cxtract of Mawtenus (licifolia as a potential antioxidant source using an assay based on
the bleaching of the radical monocation 2,2%-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-

sulfonic acid) (ABTS™) and by HOCI scavenger capacity, Trolox and Uric acid were

used as positive controls, The results indicated M. ficifolia oot bark as a great source

of antioxidanis based on its potential as scavenger of radicals.

Key words: oxidant species. Maytenus ilicifolia. root bark, oxidative damage,

hypochlorous acid
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Abstract

Fungi and mushrooms that present nutritional and medicinal properties, possess also an
antioxidant action, and have attracted researcher’s attention as free radicals scavengers. In this
work, it was demonstrated, in vifro, the antioxidant activity of water solutions of Agaricus
blazei Murill using two different chemicals assays, which are models for studying antioxidant
capacity:  the extract works over radicals 1, 1-diphenyl-2picrylhydrazyl (DFPH) and

ABTS""[2,2 -azinobis(3-ethybenzothiazoline-6-sulfonic acid) cation radical| producing 50%

inhibition by using 0,02pg/mL and 02pg/ml respectively, as soon as cysteine produced the

same effect with 2ug/mL (over ABTS"") and Spg/mL (over DPPH).

Key wards. oxidant species, free radicals, Agaricus blazel Murill, antioxidant capacity, DPPH
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