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RESUMO

Nos organismos vivos aerobios, processos fisiologicos produzem espécies reativas
de oxigénio (ERO) como subprodutos ou com a finalidade de combater microorganismos
invasores. Estas espécies tém sido estudadas, pois promovem mutagdes de DNA, processos
de envelhecimento e varias patologias. A formacgdo de espécies reativas e radicais livres
sdo equilibradas naturalmente pela existéncia de compostos conhecidos como
antioxidantes. Tais compostos na dieta, sdo agentes protetores do corpo humano na
remocao dos radicais livres. Os cogumelos sdo fungos conhecidos, desde a antiguidade,
devido sua utilizag@o, pelo homem, como alimento de elevado valor nutritivo e terapéutico.
Neste sentido, a busca por opgoes terap€uticas para diferentes patologias faz da pesquisa de
produtos naturais um campo fértil em opg¢des de moléculas com diferentes atividades
biologicas. A relevancia da pesquisa de produtos naturais proporciona a descoberta de
novos farmacos e o estudo de cogumelos que apresentem substincias 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: um composto deve ser testado em concentragdes disponiveis in vivo e 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 endogenas. Assim, este trabalho teve por objetivo a parti¢do (usando técnicas
cromatograficas como: CCD e CLAE) e validagdo, in vitro, das fragdes do cogumelo
Agaricus blazei Murril como produtos antioxidantes (usando metodologias pré-
estabelecidas, como: radical ABTS, radical DPPH, Radical Superéxido, TNB/HOCI e

TNB/H»0,). Foi também avaliado a presenca das enzimas peroxidase e polifenoloxidase.



Observou-se que, nos sistemas ABTS e DPPH, as amostras apresentaram capacidade
antioxidante comparaveis a padroes conhecidos (trolox e dacido urico), sendo que
mostraram perfis de inibi¢do semelhante entre elas, com excegdo da fracdo hexanica, que
ndo foi capaz de promover o seqiiestro destes radicais modelos. No sistema TNB/HOCI, as
amostras apresentaram pequena atividade (no foi possivel determinar o 1Csp), sendo que
suas atividades foram muito inferiores aos padrdes. No sistema TNB/H,O,, nenhuma
amostra apresentou capacidade de seqiiestrar o H,O,. Com relagdo ao sistema radical
superoxido, as amostras foram incapazes de promover o seqiiestro do radical O,", pelo
contrario, neste sistema foi observada uma atividade pro-oxidante por parte das amostras.
As amostras protéicas ndo revelaram presenga de peroxidase na cinética H,O,/Guaiacol.
Ao passo que, na cinética com Catecol, mostraram a presenca de polifenoloxidase, sendo

que neste caso o fator de purificagdo aumentou a cada passo de purificagdo.

Palavras-chaves: Enzimologia, antioxidantes, Cogumelos e Espécies reativas.



ABSTRACT

In aerobic living organisms, physiologic processes produce reactive oxygen species
(ROS) as by-products or to fight against microorganisms. This species have being studied,
whereas promotes DNA mutation, aging process and several pathologies. Reactive species
and free radicals generation are equilibrated by antioxidants. Thus, these antioxidants in
diets, are protector agent to the human body in removal of free radicals. Since antiquity
the mushrooms are consumed as a high nutritional meal and therapeutic worth. In this
manner, 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 molecules able to fight against oxidant species. In evaluating the
antioxidant potential of substances, it is important to considerate: a compound should be
tested at concentrations achievable in vivo and in assaying antioxidants, one should use
biologically relevant ROS. It is important to know if it works directly over the oxidant or if
it works by regulating endogenous antioxidants defenses. Thus, this work had as objective
the partition (using chromatografic techniques, as: TLC and HPLC) and validation, in
vitro, of the Agaricus blazei Murril mushroom fractions as antioxidant products (using pré-
established methodologies, as: ABTS radical, DPPH radical, Superoxide radical,
TNB/HOCI and TNB/H,0;). It was also evaluated, the presence of peroxidase and
polyphenoloxidase enzymes. The evaluated fractions showed antioxidant activity similar to
the patterns (trolox and uric acid) in removal of ABTS radical and DPPH radical, except
for the hexanic fraction. In the TNB/HOCI system, the samples presented small activity (it
wasn’t possible to determine 1C50), and your activities were very inferior to the patterns.
In the TNB/H,0; system, the samples didn’t presented activity to kidnap H,O,. In the

superoxide system, the samples weren’t able to promote the kidnapping of the radical O,°,



in this system pro-oxidizer activity was observed. The protein samples didn't present
presence of peroxidase in the kinetics HO,/Guaiacol. While, in the kinetics with Catecol,
they showed the presence of polifenoloxidase, and in this case, the purification factor

increased to each purification step.

Keywords: Enzimology, antioxidants, mushroom and reactive species.
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1-INTRODUCAO
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Estudos tém mostrado que o consumo de frutas, de vegetais e de produtos naturais,
isolados de plantas e microorganismos, pode auxiliar contra doengas cronicas. Tais
propriedades, “promotoras ou auxiliares da saude”, de frutas, vegetais e microorganismos
devem-se a presenca de certos compostos presentes, nestas matrizes. Algum desses, em
especial os polifendis, t€m sido investigados quanto a sua atividade seqiiestradora ou
captadora de radicais livres e/ou espécies reativas de oxigénio (Bors, et al., 1990; Rice-
Evans, et al., 1996; Bravo, 1998).

Nos organismos vivos, inumeros processos fisioldgicos produzem radicais livres,
principalmente, os que contém oxigénio — espécies reativas de oxigénio ERO — como
produtos secundarios. O dano oxidativo, causado por tais espécies, tem sido relacionado
com o processo de envelhecimento e varias patologias (Babior, 1984; Adam & Cilento,
1982; Rimm et al., 1996; Yildiz, et al., 1998). Contudo, certos organismos como o de
humanos, possuem defesa antioxidante natural e sistemas de reparo (enzimas) que estdao
envolvidos na prote¢do contra tais danos oxidativo. Assim, antioxidantes em dietas sdo de
grande interesse, como possiveis agentes de protecdo auxiliar ao corpo humano, na redugao

destes danos (Hakime-Silva, 2004).

1.1 O Cogumelo Agaricus blazei Murril

Os cogumelos sdo fungos conhecidos desde a antiguidade devido a utilizagdo
destes, pelo homem, como alimento de elevado valor nutritivo e terapéutico. No entanto,
na natureza, existem centenas de espécies diferentes de cogumelos, sendo que alguns sdo
venenosos, outros alucindgenos, incluindo outros que possuem propriedades medicinais

curativas e até supostamente afrodisiacas. Existe, no mundo, cerca de 10 mil espécies
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conhecidas de cogumelos, segundo especialistas, das quais 700 sdo comestiveis, 50 toxicas
e de 50 a 200 usadas em praticas medicinais (Pesquisa FAPESP, 2004).

Carnudo e macio ao toque, o fungo Agaricus blazei Murril é comestivel e
medicinal. Diferentemente dos demais cogumelos, que s6 se desenvolvem na auséncia de
luz e na umidade, o agarico cresce sob a presenga de luz. Esta sendo usado no tratamento
contra diversas doengas, tais como: cancer, AIDS, artrite reumatdide, artrose,
arteriosclerose, diabetes, hipertensdo e na prevengao do envelhecimento. Seu uso, também,
¢ indicado como coadjuvante nos tratamentos convencionais de cancer, pois minimiza 0s
efeitos colaterais caracteristicos das terapias invasivas como: quimioterapia, radioterapia,
etc (Hakime-Silva, 2004).

Segundo pesquisas realizadas pelo Prof. Mamdooh Ghoneum, Doutor em
imunologia da Universidade da Califérnia, o Agaricus blazei pode ser considerado um
potente modificador de resposta biologica para tratamento complementar e/ou alternativo
do céncer. Sua principal propriedade ¢ a de fortalecer o sistema imunolégico do
organismo. Atende, perfeitamente, as tendéncias holisticas da medicina do séc. XXI, que
visa empregar métodos que estimule as respostas imunologicas e defensivas do organismo.
O cientista afirmou que o Agaricus blazei esta para o cancer assim como a penicilina, na
década de 40, estava para as infecgdes. Apresenta uma for¢a poderosa e eficaz na

manutengao da saude (Hakime-Silva, 2004).

1.2 Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) e Estresse Oxidativo

Define-se como radical livre toda espécie que possui um ou mais elétrons

desemparelhados. O elétron livre, que caracteriza o radical livre, pode estar centrado em

um atomo de hidrogénio, oxigénio, nitrogénio, carbono, enxofre ou atomos de metais de
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transi¢ao. Na natureza existem duas importantes substincias que podem gerar ou atuar
como radicais livres, o oxigénio no estado fundamental (O;) e o 6xido nitrico (NO), sendo
este ultimo, sintetizado em diversas células e, atualmente, ¢ identificado tanto como o fator
relaxante dependente do endotélio (Moncada, 1991) como um importante vasodilatador
(Ignarro et al, 1988).

Em condigdes fisiologicas, de todo o oxigénio molecular captado nas mitocondrias
e processado na cadeia respiratoria, s6 1 a 5% escapam e formam oxirradicais (Figura 1).
O oxigénio pode dar origem a diversas espécies reativas, seja por absor¢ao de energia ou
por transferéncia de elétrons. Uma via de formagao de espécies reativas de oxigénio (ERO)
— oxidantes de maior importincia biolégica — consiste na reducdo unieletronica do
oxigénio a agua na qual a entrada de 4 elétrons na molécula de oxigénio promove o
aparecimento do radical superoxido (O,"), peroxido de hidrogénio (H,O,) e o radical
hidroxila (OH"), intermediarios parcialmente reduzidos do oxigénio molecular. Vale notar
que nem todas as ERO sdo radicais, o peroxido de hidrogénio e o oxigénio singlete ndo
possuem elétrons desemparelhados, e sua reatividade € atribuida ao fato de seus elétrons de
valéncia estarem situados em oOrbitas mais distantes do nticleo, o que leva o 4&tomo a um

estado quimico altamente reativo (Ciéncia Hoje, 2000).
0,—»0, > H,0,~>HO"—H,0O

O principal problema ¢ que o H,O, atravessa facilmente as membranas celulares, o
que leva a danos significativos. Essas espécies reativas de oxigénio para se estabilizarem
devem doar ou receber elétrons de uma ou outra molécula, tornando esta ultima uma
espécie também radicalar e a conseqiiéncia disto ¢ a oxidagdo dos fosfolipidios de
membranas celulares e subcelulares, do DNA, e das proteinas (Duran & Cadenas, 1987).

Normalmente a geracdo de oxirradicais se da a partir da formagdo do radical

superoxido (O,") (Mathy-Hartert et al, 1998). Este radical pode se produzido por trés vias
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principais: reagdo fotoquimica, peroxidagdo lipidica e na “explosdo oxidativa” de

fagocitos.

“Godaal " Peude ’qﬁ;?- v :

hfdmpuru:ﬁu se” d!lﬂdmu!rﬁn;a- 1"‘

Wi - 2P - Catalase-
SUparisido-

paroxidase
dismulaze

Via secundaria de escape

Figura 1: Redugdo tetravalente do oxigénio no complexo citocromo oxidase mitocondrial

(fonte: Ciéncia Hoje, vol. 27, n® 158).

Os leucocitos polimorfonucleares (LPMN), principalmente dos neutréfilos,
fagocitam e destroem microorganismos invasores e, desta maneira, desempenham um
importante papel nos mecanismos de defesa do organismo em todos os niveis tissulares.
Ao lado dessas fung¢des de importancia vital, a outra face da fisiologia do processo
fagocitario apresenta um componente varidvel de auto-agressdo, cuja importancia, vem
sendo, cada vez mais, destacada na literatura (Chapple, 1997). Para exercer a sua fungéo,
os LPMN devem migrar para o sitio da infeccao induzidos por sinais quimicos especificos,
reconhecer, fagocitar e finalmente destruir o patdgeno invasor. Sua atividade microbicida ¢
um processo dindmico que requer energia. As alteracdes metabolicas associadas com a
acdo antimicrobiana dos LPMN (aumento do metabolismo de carboidratos e consumo de
oxigénio) sdo referidas como explosdo ou surto oxidativo ou respiratorio (Babior, 1984).

Assim, um rapido aumento do metabolismo dos carboidratos, pela via das pentoses

fosfato (Henderson & Chapple, 1996), associado a um aumento do consumo de O, e sob
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acdo da enzima de membrana NADPH oxidase, ¢ produzido o radical anion superoxido.
Uma vez formado, o anion superdxido gera outras ERO, estas, por sua vez, podem
interagir entre si ¢ com outras biomoléculas (Chapple, 1997). A figura 2 mostra esta

geracdo de ERO.

40,

/‘ 2 NADPH
Via das pentoses 4) peroxidase NADPH dependente

+
2 NADP

4 H+\4O2 — ONOO"
SOD NO
R 20,
MPO Catalase ou GSH
3+ _ 24
Fe /Fe

2 HOGi + 2 OH 0o 3. 2H20+0;
HO+ HO + F¢é [Fe

R-NH,

R-NHCH- H,0

Figura 2: Geracdo de espécies reativas de oxigénio.

Anion superéxido (0,")

E formado apés a primeira redugio monoeletronica do oxigénio, podendo ocorrer
em quase todas as células aerobias. Também ¢é produzido durante a ativagdo de neutroéfilos,
monocitos, macrofagos e eosindfilos (Halliwell & Gutteridge, 1990; 1986). Tém sido
observadas lesdes biologicas, associadas a sistemas geradores de radical superdxido; seja

em sistemas enzimatico, fagocitico ou quimico (Halliwell & Gutteridge, 1990).
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Peréxido de hidrogénio (H,0>)

A maior parte do oxigénio consumido pela “explosdo oxidativa” de neutrofilos ¢
convertida em peréxido de hidrogénio por dismuta¢do do radical anion superoxido. Esta

conversao pode ser espontanea ou através da acdo da enzima superoxido dismutase (SOD).

20, +2H" 22 5H,0,+0,

Apesar de ndo ser um radical livre, pois ndo contém elétrons desemparelhados na
camada de valéncia, o H,O, ¢ um metabdlito extremamente deletério, pois participa de
reacdes que levam a producdo do radical hidroxil (Ferreira & Matsubara, 1997). Além
disso, o H,0, ¢ altamente toxico para as células. Esta espécie tem facilidade de difusdo em
camadas lipidicas, sendo capaz de atravessar membranas e, desta maneira, pode reagir com
membranas biolégicas ou com proteinas ligadas ao ion Fe'". Vale lembrar, também, que o
peroxido de hidrogénio tem vida longa, podendo atuar em sitios distantes daquele em que

foi gerado (Ferreira & Matsubara, 1997).
Acido hipocloroso (HOCI)
O acido hipocloroso ¢ formado através da oxidagdo de ions cloreto na presenca de

peroxido de hidrogénio. A reacdo € catalisada pela enzima mieloperoxidase (Lapenna &

Cuccurullo, 1996).

Cl"+H,0, 2 5ClO" +H" + H,0(pH > pKa)
Cl” +H,0, —2 5 HOCI + H,O (pH < pKa)
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Esta espécie pode ser considerada como o agente oxidante mais abundante gerado
por leucocitos do sangue (Lapenna & Cuccurullo, 1996). O acido hipocloroso ¢ um agente
oxidante extremamente reativo. Além de atacar biomoléculas de grande importancia
fisiologica, tais como: tidis, tioéteres, aminas, aminoacidos, nucleotideos e ascorbato
(Weis, 1989; Halliwell & Gutteridge, 1989; Eaton, 1993), ele é capaz de gerar outras ERO,
tais como: oxigénio singlete e radical hidroxil, através de sua reagdo com peroxido de
hidrogénio e anion superdxido, respectivamente (Weiss, 1989; Lapenna & Cuccurullo,
1996).

O acido hipocloroso apresenta, a0 mesmo tempo, a¢do protetora contra bactérias e
agressora aos tecidos. Células de mamiferos e de bactérias ndo sdo capazes de eliminar o
HOCI através de uma via catalitica, visto que defesas enzimaticas contra oxidantes
clorados ndo estdo presentes nestes organismos (Lapenna & Cuccurullo, 1996).

A mieloperoxidase ¢ uma enzima catiénica em pH fisiologico e, desta maneira, ¢
capaz de se ligar a estruturas bioldgicas anidnicas, tais como: fosfolipideos de membranas
celulares. Esta enzima, também, catalisa a geracdo de HOCI, biomolécula que promove
injuria celular (Weiss, 1989). A mieloperoxidase foi encontrada em lesdes de aterosclerose
humana (Daugherty et al, 1994), sugerindo, assim, possuir fun¢do de agente oxidante
clorinado, nos processos aterogénicos (Lapenna & Cuccurullo, 1996). Neste contexto, o
HOCI pode modificar, por oxidagdo, lipoproteinas de baixa densidade para uma forma
aterogénica. Aparentemente, ocorre a oxidagdo de residuos de lisina da apoproteina B-100
(Hazell & Stocker, 1993; Hazel et al, 1994).

O desenvolvimento de moléculas, farmacologicamente capazes de antagonizar os
efeitos do HOCI, pode ajudar a combater a injuria tecidual (Lapenna & Cuccurullo, 1996).
Alguns autores sugerem que drogas antinflamatorias (Wasil et al, 1987), tais como:

rifampicina e tetraciclina (Wasil et al, 1988) e captopril (Aruoma et al, 1991), possuem
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esta capacidade. O seqiiestro farmacoldgico do HOCI serd, terapeuticamente, significativo
se, na concentracdo da droga in vivo, a reagdo com o acido hipocloroso for rapida o
bastante, de maneira a proteger as moléculas-alvo, biologicamente importantes, da

oxidagao pelo HOCI (Halliwell, 1995; Lapenna & Cuccurullo, 1996).

Cloraminas

O acido hipocloroso ¢ capaz de formar grupos de oxidantes conhecidos como
cloraminas, através de sua reagdo com aminas primarias ou secundarias; moléculas estas,
que estdo prontamente disponiveis em sistemas biologicos (Thomas et al, 1986; Weiss,

1989).

ClIO"+R—-NH,—>R-NHCI+HO

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

As cloraminas sdo agentes oxidantes de vida longa e menos toxicos que o HOCI.
Sua reatividade ¢ dependente de sua lipossolubilidade. A monocloramina (NH,Cl), que ¢
formada pela reac¢ao entre HOCI e a amdnia, por ser altamente lipossoluvel, ¢ mais reativa
do que o proprio HOCI (Babior, 2000). O B-aminoacido taurina, aminoacido de maior
abundancia em neutrofilos (Zgliczynski, 1971), ¢ o principal alvo do HOCI nestas células,
formando assim, a taurina cloramina (TauCl).

Estes agentes oxidantes, particularmente as monocloraminas, estdo relacionadas a
injuria gastrica observada na presenca de Helicobacter pilori. Esta bactéria produz
elevadas quantidades de amonia e ativa os neutrdfilos que, por sua vez, produzem acido
hipocloroso. Assim, ¢ formado NH,Cl pela reacdo da amdnia com o HOCI (Lapenna &

Cuccurullo, 1996).
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Oxigénio singlete ('0,)

O estado excitado singlete do oxigénio ndo ¢ um radical, uma vez que ndo contém
elétrons desemparelhados na camada de valéncia. Sua toxicidade ¢ devida ao fato de que
reage com uma grande variedade de compostos bioldgicos, como: lipideos de membrana.
Pode ser produzido através da reacdo do H,O, com HOCI ou pela dismutacdo espontanea

do O, (Halliwell & Gutteridge, 1990).

H,0, +HOCI — '0,
20, +2H" - H,0,+'0,

Radical hidroxil (HO®)

E um dos mais reativos radicais conhecidos. Pode ser gerado a partir da rea¢do do

HOCI e O," ou pelas reagdes de Fenton e Harber-Weiss.

HOCI+0,” - HO" +Cl” +0,

Reacdo de Fenton (Ferreira & Matsubara, 1997).

0, +Fe* <>0," +Fe’*
20, +2H" —>0,+H,O0,
Fe* + H,0, - Fe’" + HO® + HO™
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Reacdo de Harber-Weiss (Ferreira & Matsubara, 1997).

0, +Fe’" «<>0, +Fe™

H,0, +Fe* —HO® +HO™ +Fe*

O, +H,0,—>HO'+HO +0,

A combinagdo, extremamente rapida, do OH® com metais ou outros radicais no
proprio sitio onde foi produzido, confirma sua alta reatividade. Assim, se o radical hidroxil
for produzido préximo a uma molécula de DNA, e a este DNA estiver ligado um metal,
poderdo ocorrer modificagdes de bases nitrogenadas, levando a inativacdo ou mutagdo do
DNA. Além disso, o radical hidroxil pode inativar uma variedade de proteinas ao oxidar
seus grupos sulfidrilicos, formando assim, pontes dissulfeto (Ferreira & Matsubara, 1997).
Também, pode iniciar a oxidag¢do dos acidos graxos polinsaturados (lipoperoxidacao) das

membranas celulares (Halliwell & Gutteridge, 1986).

Oxido nitrico (NO") e peréxinitrito (OONO")

Em meio biologico, estas diferentes espécies, formam-se, rapidamente, a partir do
momento que a enzima 6xido nitrico sintase (NOS) torna-se cataliticamente ativa. A NOS
¢ a enzima responsavel pela produgdo enddgena de 6xido nitrico, através da oxidagdo de
uma molécula de L-arginina em 6xido nitrico e L-citrulina (MacMicking et al, 1997).
Existem duas formas de NOsintase: a constitutiva, enzima com menor atividade, esta
presente no endotélio vascular e sistema nervoso central e produz baixas quantidades de
oxido nitrico que atuam como moléculas sinalizadoras, e a indutiva que é uma enzima de

alta afinidade produzida por fagécitos, quando estes sao estimulados (Babior, 2000).
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O ¢6xido nitrico ¢ um radical gasoso, lipossoluvel e hidrossoluvel; ¢ uma espécie
reativa do nitrogénio que reage com o oxigénio em agua para formar outros radicais
(MacMicking et al, 1997).

O perdxinitrito (OONO"), é formado pela reagdo do O," com o éxido nitrico, é um
potente agente oxidante, possue propriedades similares ao radical hidroxil. Pode ser

protonado e, desta maneira, formar o ONOOH que, posteriormente, se decompde em HO®

e radical dioxido de nitrogénio (NO,"). As etapas descritas encontram-se representadas a

seguir:

NO* +0,” - ONOO™
ONOO™ +H" — ONOOH
ONOOH —> HO" + NO,’

Radical hidroperoxila (HO,")

E a forma protonada do radical superdxido. Existem evidéncias de que seja mais
reativo do que o superoxido, por sua maior facilidade em iniciar a destruicdo de
membranas bioldgicas (Halliwell & Gutteridge, 1990).

Evidentemente, alguns oxirradicais podem ser formados sem uma primeira
producao de radical superdxido, como por exemplo, a formagao de perdxido de hidrogénio
por reagdo com metais de transicao e por enzimas (Halliwell. & Gutteridge, 1989).

Em condi¢des normais, a concentracdo destas espécies reativas dentro das células ¢
extremamente baixa pelo fato de existirem enzimas antioxidantes que as removem, ou

impedem sua formagdo. Estes radicais tendem a ser eliminados do organismo pelo
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conjunto das enzimas glutationa peroxidase, glutationa redutase, superoxido dismutase e

pela catalase (Khalill, 2002).

1.3 Capacidade Antioxidante

Uma definigdo ampla para o termo antioxidante ¢: “uma substincia que, quando
presente em baixas concentra¢des, comparada ao substrato oxidavel (que inclui varias
substancias encontradas em tecidos vivos, incluindo proteinas, lipideos, carboidratos e
acidos nucléicos), impede ou previne, significativamente, a oxidacdo desse substrato”
(Vannucchi, H.; 1998). Antioxidantes podem ser estudados em sistemas biologicos,
quando existe a intermediagdo das ERO, com a utilizagdo de ensaios que medem a
producdo destas.

As espécies radicalares estdo envolvidas nos mecanismos de reacdes inflamatorias
ou atuam como segundos mensageiros para manter diversas fungdes celulares. Assim, o
equilibrio, entre a formacdo e a remocdo de espécies radicalares no organismo, deve ser
regulado de forma que as reagdes e processos metabdlicos, dependentes das mesmas,
possam ocorrer em um nivel adequado para a manutengdo da fisiologia das células
(Halliwell, 1992).

O desequilibrio entre a formacdo e a remog¢do dos radicais livres no organismo,
decorrente da diminuicdo dos antioxidantes enddgenos ou do aumento da geragdo de
espécies oxidantes, gera um estado pro-oxidante que favorece a ocorréncia de lesdes
oxidativas em macromoléculas e estruturas celulares, inclusive podendo resultar na morte
celular (Halliwell & Gutteridge, 1989). Este tipo de lesdo oxidativa € definida como

estresse oxidativo.
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Neste contexto, os principais meios de defesa antioxidante no organismo podem ser
divididos em trés grupos: antioxidantes enzimaticos, antioxidantes ndo enzimaticos e
proteinas ligadoras de metais. Os sistemas enzimaticos envolvem as enzimas do ciclo
redox da glutationa, particularmente a glutationa peroxidase, a superoxido dismutase ¢ a
catalase, que converte peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio molecular. A protecdo
ndo enzimatica por pequenas moléculas, dentre as quais as mais utilizadas sdo glutationa,
ubiquinona, acido urico, bilirrubina, NADPH e NADH, flavondides, vitamina C, vitamina
E, B-carotenodides e licopeno. Entre as proteinas ligadoras de metais podemos citar a
ceruloplasmina (cobre), metalotioneina (cobre), albumina (cobre), transferrina (ferro),

ferritina (ferro) e a mioglobina (ferro).

1.4 Peroxidases

As peroxidases sdo enzimas que oxidam uma variedade de xenobioticos, através do
peroxido de hidrogénio (Saunders, 1973). A enzima nativa contém um grupamento heme,
geralmente ferriprotoporfirina IX, com quatro nitrogénios pirrdlicos ligados ao Fe (III). A
quinta posi¢ao de coordenacdo na por¢ao proximal do heme esta 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 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 (raiz forte — rabano
silvestre), consistem de aproximadamente 300 aminodcidos, com um grupamento heme
ligado ndo covalentemente. As peroxidases de mamiferos sdo muito maiores (576-738

aminodcidos) e apresentam o grupamento heme ligado covalentemente (O’Brien, 2000).
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A peroxidase de raiz forte (HRP) ¢, provavelmente, a peroxidase mais estudada e
pode ser facilmente extraida da planta “rabano silvestre — raiz forte”, da qual provém seu
nome.

Esta enzima tem uma massa molecular de 42,1 KDa, ¢ uma hemeproteina, cujo
grupo prostético, a protoporfirina IX, esta ligada, ndo-covalentemente, a parte protéica da
molécula (O’Brien, 2000).

A oxidacdo de xenobidticos, por peroxidases, pode ser representada pelo ciclo de

reacOes a seguir:

Peroxidase+ ROOH — Composto I + ROH
Composto I + XOH — Composto Il + XO*
Composto Il + XOH — Peroxidase+ XO" + H ,0,

1.5 Antioxidantes na dieta

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

Devido ao potencial carcinogénico de antioxidantes sintéticos, antioxidantes
naturais sdo alvos alternativos para minimizar ou retardar os processos de deterioracdao
oxidativa em alimentos e para o desenvolvimento de alimento funcionais. A atividade
antioxidante de compostos fenolicos de plantas e fungos deve-se as suas propriedades

REDOX e estruturas quimicas, que possibilitam a estes compostos exercerem a funcao de
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neutralizar radicais livres, quelar metais reativos e agirem como supressores de oxigénio
no estado singlete e triplete (Chun et al, 2005).

Compostos fenolicos, oriundos do metabolismo secundario de plantas, sao bons
agentes antioxidantes naturais (Atoui et al, 2005). A atividade antioxidante de compostos
organicos depende de algumas caracteristicas estruturais, que incluem, na maioria dos
casos, a presenga de grupamentos fendlicos. Desta forma, flavonoides, fenilpropanoides e
outros compostos aromaticos sao os principais alvos na procura por antioxidantes (Vellosa,
2005).

A busca por opgdes terapéuticas para diferentes patologias faz da pesquisa de
produtos naturais um campo fértil em opg¢des de moléculas com diferentes atividades
biologicas. As plantas apresentam, em seus metabdlitos secundarios, uma grande fonte de
possiveis farmacos, devido a diversidade de moléculas com as mais variadas estruturas ¢
propriedades quimicas. A relevancia da pesquisa de produtos naturais proporciona a
descoberta de novos farmacos e o estudo de substincias, que possam agir sobre diferentes

espécies oxidantes geradas em nosso organismo, torna-se de grande importancia (Vellosa,

2005).
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2 - OBJETIVOS
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O objetivo, do presente trabalho, foi promover a particdo (usando técnicas
cromatograficas como: CCD e CLAE) e a avaliacdo, in vitro, das fragdes do cogumelo
Agaricus blazei Murril como produtos antioxidantes, utilizando para isto metodologias pré-
estabelecidas, como:

A) Sistemas quimicos

i)  Radical ABTS
i1)  Radical DPPH
iii) TNB/HOCI
iv) TNB/H,0,

v) Radical Superoxido

Foram avaliados, também, pelos sistemas acima citados, biomoléculas
antioxidantes referéncias (trolox e acido urico), na tentativa de estabelecer uma

comparagdo quantitativa da atividade antioxidante em relagdo as amostras.

Além disso, objetivou-se avaliar a presenga de peroxidase e polifenoloxidase,
através de cinéticas enzimaticas com seus substratos especificos:
B) Sistema para dosagem de peroxidase
1) Amostra/H,0,/Guaiacol
C) Sistema para dosagem de polifenoloxidase

i)  Amostra/Catecol
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3 - MATERIAL E METODOS
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3.1 Equipamentos

Todos os ensaios espectrofotométricos foram realizados em espectrofotdmetro
UV/VIS HP 8452, diode array, acoplado a um microcomputador dedicado HP — PC III.

Equipamentos utilizados para analise das amostras, em CLAE: Cromatografo
Liquido de Alta Eficiéncia (DAD). Varian Prostar Terndrio de Bombas, Modelo 240.
Detector UV-Vis com arranjo de diodos (DAD). Aquisicdo de dados via Software Class
VP. Cromatégrafo Analitico CLAE-DEQ. Varian Pro Star 9090 EICD. Detector
eletroquimico amperométrico (eletrodo de trabalho carbono vitreo, e eletrodo referéncia

Ag/AgCl). Bomba modelo 210. Aquisi¢ao de dados via Software Class VP.

3.2 Obtencao de Agaricus blazei Murril e tratamentos realizados

O Agaricus blazei Murril foi coletado na “Estdncia Valemar” (Sdo Jose do Rio
Preto - SP) e identificado pelo Dr. Arailde Fontes Urben (pesquisador da EMBRAPA). O
basidiocarpo do Agaricus blazei Murril foi seco a 40°C por 24 horas em um forno com
circulagdo de ar for¢ada, e depois triturado até ficar em po.

Para os ensaios, que visam avaliar a capacidade antioxidante, as amostras nao sao
de compostos isolados, sendo extrato e fracdes orgénicas obtidas através de extragdo
etandlica e particdo com solvente organicos do p6 de Agaricus blazei Murril. A
identificacdo destas amostras ¢ feita no item 3.2.1.

Para os ensaios de dosagem de peroxidase e polifenoloxidase as amostras foram
extraidas em tampao fosfato de potassio 5,0mM pH 6,50 com 1% de PVP

(polyvinylpyrrolidone). A identifica¢do das amostras ¢ feita no item 3.2.2.



3.2.1 Amostras obtidas para avaliar capacidade antioxidante

Basidiocarpo em po
40g

Extra¢do com etanol P.A.
em ultrassom

v

Extrato bruto etandlico
EBE

v

Suspensio em
Metanol/agua
(8:2)

v

Extac¢do lig/liq

com hexano
Fase hexanica / i

pHEX
Fase hidroalcoolica

v

Extragao lig/liq
com acetato de etila

g .

Fase Acetato de etila Fase hidroalcoodlica
pACOET pHID

Figura 3: Identifica¢do das amostras de Agaricus blazei Murril usadas

para avaliar capacidade antioxidante.
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3.2.2 Amostras obtidas para dosar as enzimas peroxidase e polifenoloxidase

Basidiocarpo em po

lg

;

Extracdo com 20 mL tampao
fosfato 1% PVP

!

Extrato bruto
EB

!

Precipitacdo salina
70%

!

Precipitado
Ressuspensao 2:1
PPTSAL

!

Elui¢ao em
Sephadex G-25

!

“Pool” protéico
pG25

Figura 4: Identificagdo das amostras de Agaricus blazei Murril usadas para

dosar peroxidase e polifenoloxidase.
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3.3 Estudo do perfil quimico das amostras de Agaricus blazei Murril, via

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD).

Para tracar o perfil quimico do Agaricus blazei Murril, as amostras EBE, pHEX,
pACOET e pHID, obtidas por extragdo etanolica e parti¢do liquido-liquido do extrato bruto
etanolico da amostra em pod, foram submetidas a analise via CLAE-DAD de acordo com as
condigoOes descritas a seguir:

Coluna: fase reversa Cyg;

Comprimento de onda: 200-500 nm

Modo: Gradiente de 5-100% de metanol em agua;

Fluxo: 1,0 mL.min™';

Volume de injegao: 10 pL;

Tempo de andlise: 45 min.

3.4 Estudo do perfil eletroquimico das amostras de Agaricus blazei Murril, via

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DEQ).

A fim de determinar a potencialidade do Agaricus blazei Murril, como
antioxidante, as amostras EBE, pACOET e pHID, obtidas por extracdo etandlica e particao
liquido-liquido do extrato bruto etanolico da amostra em p6, foram submetidas a analise
via CLAE-DEQ (CLAE acoplada a detector eletroquimico) nas condi¢des descritas a
seguir:

Coluna: fase reversa Cyg;

Modo: Isocratico; Metanol/Agua (2:8) ¢ 0,2% Ac. Acético;

Fluxo: 1,0 mL.min™';
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Volume de inje¢do: 20 pL;

Tempo de analise: 30 min.

Potencial da cela: 0,7 eV

Sensibilidade da cela: pA

Este tipo de detector cromatografico (detector eletroquimico) € capaz de revelar a

presenca, somente, de metabolitos que possuam potencial oxi-redoz; tais metabdlitos

podem atuar como antioxidantes.

3.5 Avaliacao do potencial antioxidante

Para os ensaios antioxidantes foram avaliados, além das amostras de Agaricus

blazei Murril, o &cido turico e trolox (figura 5) como biomoléculas antioxidantes de

referéncia.

OH CHs
HO
N O
N \ /
S
HO \N N H,C 0 OH
H CHj
CHj3
acido urico trolox

Figura 5: Estruturas moleculares dos padrdes antioxidantes.

Para os calculos das porcentagens de inibi¢do, foi utilizada uma das seguintes
equagdes, dependendo se o sistema ¢é direto ou indireto, sendo “X” o comprimento de onda

(nm) em que sdo feitas as leituras.
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Sistema direto

Ay, Teste

Equagdo 1: INIBICAO(%)=|1— x100

A, Max
Onde: Ax,mMax ¢é a absorbancia na auséncia de amostra e

AxnmTeste € a absorbancia na presenga de amostra.

Sistema indireto

A, Max— A, Teste
A, Max— A, Min

Xnm

Equaciio 2: INIBICAO (%)=|1- x100

Onde: Ax,mMax ¢ a absorbancia na auséncia do agente oxidante e de amostra,
AxnmMin ¢é a absorbancia na presenca do agente oxidante e auséncia de amostra e

AxnmTeste € a absorbancia na presenga do agente oxidante e de amostra

3.5.1 Sistema radical ABTS

O radical cationico do ABTS [2,2’-azinobis(3-ethybenzothiazoline-6-sulfonic
acid)] (Figura 6) ¢ corriqueiramente utilizado para avaliar as habilidades dos flavonoides e
agentes fendlicos como seqiiestradores de radicais (Pellegrini et al.1999). Este radical ¢
gerado em solugdo, segundo Pellegrini et al (1999), com substitui¢do do etanol por tampao
fosfato de potassio SmM. O ABTS®" apresenta picos nos comprimento de onda 630nm,
734nm e 812nm (Pellegrini et al, 1999). Em tubos de ensaio pipetou-se as amostras, e, a
seguir, ABTS"" em concentragio final 0,ImM. Completaram-se os volumes para 2mL com
tampao fosfato de sodio SmM, pH 7,4 a 25°C. Nos ensaios avaliou-se a acdo antioxidante
pelo decréscimo da absorbancia em 734nm. Os resultados foram expressos em média +

desvio padrao das porcentagens de inibicao calculadas através da equacdo 1.
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SO, S S SO,
N N
| |
Et

Et
Figura 6: Estrutura molecular do ABTS.

3.5.2 Sistema Radical DPPH

Em tubos de ensaio pipetou-se as amostras (em diferentes concentragdes), e, a
seguir, DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazil, figura 7) em concentracdo final 60uM.
Completaram-se os volumes para ImL com etanol absoluto. Incubou-se a mistura por
15minutos, ao fim dos quais se leu a absorbancia em 531nm. Os resultados foram
expressos em média + desvio padrdo das porcentagens de inibi¢do calculadas através da

equagdo 1.

NO,
O,N N—N

NO,

Figura 7: Estrutura molecular do DPPH.

3.5.3 Sistema TNB/HOCI e TNB/H,0,

O TNB (5-tio-2-nitrobenzdico, figura 8) foi preparado segundo Ching et al (1994) e
sua concentracdo foi determinada espectrofotometricamente através de seu coeficiente de
extingdo molar em 412nm (13600M'lcm'1; Ching et al, 1994), assim como, as

concentragdes de HOCI (350 M'em™ em 298nm; Zgliczynski et al, 1971) ¢ H,O, (80
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M'em™! em 230nm; Brestel, 1985). As reagdes foram efetuadas em tampdo fosfato de
sodio SmM, pH 7.4 a 25°C. Em tubos de ensaio, pipetou-se a amostra (em diferentes
concentragdes), seguida por tampao (q.s.p. volume final da reacdo = ImL), TNB 80uM e
HOCI 22uM, ou H,0; 100uM. Incubou-se por 15 minutos (para ensaio com HOCI) ou por
2 horas (para ensaio H,O,) e leu-se a absorbancia em 412nm (Vellosa, 2005). Os
resultados foram expressos em média + desvio padrdo das porcentagens de inibig¢do

calculadas através da equagdo 2.

NO, NO,

DTNB O2N TNB

S
(6] OH

Figura 8: Estruturas moleculares do DTNB e do TNB.

3.5.4 Sistema radical superéxido

O anion superoxido reage com o NBT para formar uma formazana. A intensidade
de cor ¢ diretamente proporcional a concentracao do radical (Kakkar et al, 1984). O ensaio
foi realizado em solucdo de pirofosfato de sodio (0,025M, pH 8,3), sendo que a mistura
reacional continha 25puL. de metasulfato de fenazina 372uM, 75uL. de NBT 600uM, 50uL
de NADH 1561uM e diferentes concentragdes das amostras de Agaricus blazei Murril em
volume final de ImL. As reagdes foram iniciadas pela adicdo de NADH. Apds incubagio,
por 90 segundos a 25°C foram adicionados 100uL de acido acético glacial e 900uL de

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

porcentagens de inibicdo calculadas através da equacdo 1.

3.6 Determinacio da atividade de enzimas peroxidase e polifenoloxidase

3.6.1 Sistema amostra/H,0,/Guaiacol (Dosagem de peroxidase)

Em tampao fosfato, pH 6,5, a 37°C, temos amostra (diferentes concentragdes) e

H,0, 0,5mM. A reacdo ¢ iniciada com a adicdo de guaiacol 2mM (substrato especifico

para peroxidase) e monitorada em 470nm por 1 minuto. Determinou-se vy.

OH
O_CH3

Figura 9: Estrutura molecular do Guaicol.

3.6.2 Sistema amostra/Catecol (Dosagem de polifenoloxidase)

Em tampao fosfato, pH 6,5, a 37°C, temos amostra (diferentes concentracdes). A
reacdo ¢ iniciada com a adicdo de Catecol 2mM (substrato especifico para

polifenoloxidase) e monitorada em 420nm por 1 minuto. Determinou-se vy.

OH
OH

Figura 10: Estrutura molecular do catecol.



46

3.7 Dosagem de Proteinas Totais e determinacio da atividade especifica (AE).

A dosagem de proteinas totais foi realizada nas amostras identificadas no item
3.3.2. Para isso usou-se o0 método de Hartree (Hartree, 1972).
Com os dados de velocidade inicial v, € o conteudo protéico das amostras, a

atividade especifica ¢é calculada segundo a seguinte formula:

A.E.=v,/ g proteina

3.8 Analise Estatistica

Os resultados, de triplicatas, sdo expressos em média + desvio padrao (DP).
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 Estudo do perfil quimico das amostras de Agaricus blazei Murril, via

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD).

O cromatograma obtido do extrato bruto etanolico (figura 11) mostra que ¢ possivel
contar no minimo sete picos referentes aos metabolitos do Agaricus blazei Murril. Ja nos
cromatogramas das fragdes (figura 12) temos que a fracdo hexanica ndo apresentou
nenhum pico, ¢ por isso esta foi desprezada em futuras inje¢des, enquanto as fragdes
acetato de etila e hidroalcoolica mostraram similaridade no perfil cromatografico, quando
comparadas com o extrato bruto etandlico, por apresentarem oS mesmos picos

predominantes em tempos de retencdo equivalentes.

mAU |

pico 7

5816

pico 4

pico 5

10 20 30 la0

Minutes

Figura 11: Cromatograma do extrato bruto etandlico da amostra em p6 de Agaricus blazei Murril, via

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD).
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Figura 12: Cromatogramas das amostras de Agaricus blazei Murril, via cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE-DAD). Onde: EBE — extrato bruto etandlico; pHEX — fra¢ao hexanica; pACOET — fragdo

acetato de etila e pHID — fragdo hidroalcoolica.

Analisando os espectros de absorcao dos picos (figura 13), que foram anteriormente
apresentados na figura 11, vemos que os picos 2 ¢ 5 tem perfis de absor¢cdo semelhantes
aos metabolitos da familia dos flavonoides. Desta maneira, podemos sugerir que o pico 2
pode ser referente a um flavonoide ¢ que o pico 5 pode ser devido a um flavonodide com
padrao de substitui¢ao diferente do pico 2, substitui¢do esta que intensifica a banda de
absorcdo em 266nm. Os outros picos apresentaram espectros de absorcdo semelhantes
entre si, mostrando apenas uma banda de absor¢do intensa entre 260-270nm, estas bandas
de absorcdo sdo caracteristicas de transigdes m—7m*, conhecidas como “banda B” e
presentes em alguns compostos aromaticos como: benzeno, alquilbenzenos, tolueno,

fenois, tiofendis e anisol.
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Figura 13: Espectros de absor¢ao dos picos apresentados no cromatograma do extrato bruto etandlico

(figura 11) da amostra de Agaricus blazei Murril.

4.2 Estudo do perfil eletroquimico das amostras de Agaricus blazei Murril, via

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DEQ).

Observando os cromatogramas, obtidos ao injetar as amostras de extrato bruto

etanolico, fracdo acetato de etila e fracdo hidroalcoolica e um cromotoégrafo liquido de alta
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eficiéncia equipado com detector eletroquimico amperométrico, foi possivel verificar

eletroatividade promissora nestas amostras (figura 14).

vans

u.rs} | EBE
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Figura 14: Cromatogramas das amostras de Agaricus blazei Murril, via cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE-DEQ). Onde: EBE — extrato bruto etandlico; pACOET — fragdo acetato de etila

e pHID — fragdo hidroalcoodlica.

A andlise em CLAE-DEQ, apesar de mostrar resultado animador quanto a
existéncia de potencial redox, ¢ insuficiente para afirmar que as amostras contém
biomoléculas antioxidantes. Com esta técnica, podemos apenas afirmar que existem
metabolitos com potencial eletroativo promissor. Deve-se lembrar que para uma
biomolécula ter capacidade antioxidante avaliada ela deve ser testada em concentracdes
disponiveis in vivo e utilizar pelo menos uma espécie relevante biologicamente. Como
outros testes complementares foram realizados (resultados mostrados a seguir) podemos
confirmar para quais tipos de espécies reativas e radicais livres, as amostras atuam como

seqiiestradoras.
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Nas mesmas condigdes estabelecidas (item 3.4 pag. 26) para a obtengdo dos
cromatogramas de CLAE-DEQ, as amostras foram, agora, injetadas em cromatdgrafo
liquido de alta eficiéncia com detector UV-Vis, sendo que o comprimento de onda do

detector foi fixado em 253,6nm (figura 15).

EBE

mAL

mAL
o
1

25 Minutes

Figura 15: Cromatogramas das amostras de Agaricus blazei Murril, via cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE-UV-Vis). Onde: EBE — extrato bruto etandlico; pACOET — fragdo acetato de etila

e pHID — fragdo hidroalcoodlica.

Comparando os cromatogramas das figuras 14 e 15, foi possivel constatar que
existiu um pequeno desvio. Isso, provavelmente, se deve pelo fato de que no CLAE-DEQ a
fase movel ndo ¢ misturada por um sistema de bombas, e sim uma bomba tnica bombeia
uma fase movel preparada manualmente. Isto pode ter resultado numa pequena variacdo na
polaridade da fase movel. Mesmo assim, € possivel observar, em ambos graficos, que cada

um dos cromatogramas possuem dois picos majoritarios.
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4.3 Avaliacio do potencial antioxidante

Foram analisadas diferentes espécies reativas (radicalares ou ndo): modelos
sintéticos (ABTS"" e DPPH) ou existentes em sistemas biolégicos (HOCI, H,0, e Oy).
Além das amostras obtidas do Agaricus blazei Murril, testaram-se, também, substancias
com reconhecida acdo antioxidante: o acido tUrico (antioxidante endogeno) e trolox

(analogo da vitamina E).

4.3.1 Sistema radical ABTS

Neste sistema, o radical ¢ gerado pela reacdo do ABTS com persulfato de potéssio.
O radical gerado apresenta trés picos de absor¢do sendo o maior em 734nm, comprimento
de onda utilizado nos ensaios (figura 16). Na presenca de seqiiestradores, desse radical, a
intensidade da absorbancia em 734nm diminui ¢ a diferenca da absorcdo na auséncia e na
presenca das amostras nos fornece a porcentagem de inibicdo a ser relacionada nos

graficos dose-resposta apresentados.

1 +

0,9 ABTS
0,8—-
0,7—-
0,6—-
< 0,5—-
04
0,3-
0,2—-

0,14

0,0

T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
500 550 600 650 700 750 800 850 900
A (nm)

Figura 16: Espectro de absorcdo do radical ABTS™".
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O trolox apresentou o menor valor de I1Cs, isso indicaria que este ¢ um antioxidante
de maior eficiéncia do que o acido urico no sistema ABTS. Porém, vemos que o 4acido
urico alcanga um patamar de inibicdo maior que o trolox (figura 17A).

As amostras de Agaricus blazei Murril apresentaram ag¢do semelhante contra o
radical ABTS"", sendo que o perfil antioxidante, bem como os valores de ICsy foram,
praticamente, os mesmos. A Unica exce¢do foi a fragdo hexanica que nao apresentou

atividade antioxidante mensuravel neste sistema (figura 17B).

T T
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Figura 17: Acfo seqiiestradora sobre 0 ABTS"" (0,ImM). Tampdo fosfato de sédio SmM, pH 7,4 a 25 °C.
A — padrdes; B — 4. blazei Murril. EBE — extrato bruto etandlico; pHEX — fracdo hexano; pACOET —

fracdo acetato de etila; pHID — fracdo hidroalcodlica. n = 3.

Comparando o ICsy dos padrdes e das amostras de Agaricus blazei Murril, notamos
que os padroes possuem menores valores de ICsy (figura 18). Vale lembrar, porém, que as
amostras ndo sdo de metabolitos purificados, e sim, extrato e fracdes orgénicas, portanto, a

capacidade antioxidante destas, no sistema radical ABTS, foi considerada muito boa.

4.3.2 Sistema radical DPPH

O DPPH ¢ um radical estavel, muito utilizado nos estudos com antioxidantes.

Como pode ser visto no figura 19, ele apresenta maximo de absor¢do em 531nm,
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comprimento de onda utilizado para avaliar a a¢do das amostras. Na presenca de
seqiiestradores, deste radical, a intensidade da absor¢do em 53 1nm diminui e a diferenca da
absorbancia, na auséncia e na presenga das amostras, nos fornece a porcentagem de

inibi¢do a ser relacionada nos graficos dose-resposta apresentados.
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Figura 18: Valores de ICs na supressio do radical ABTS"". Tampdo fosfato de sédio SmM, pH 7,4 a 25 °C.
EBE — extrato bruto etanolico; pACOET - fragao acetato de etila; pHID — frag@o hidroalcodlica. n = 3.
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Figura 19: Espectro de absor¢do do DPPH.

Nas condi¢des testadas, o trolox apresentou maior eficiéncia, enquanto o acido
urico nao foi capaz de atingir o ICsy, tendo sua inibi¢do maxima com 27,32% (figura 20A).
Em relagdo as amostras de Agaricus blazei Murril, também neste sistema, apresentaram

perfil antioxidante ¢ ICs semelhantes, com a fracdo acetato de etila mostrando um patamar
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antioxidante pouco inferior. A fracdo hexénica ndo apresentou atividade antioxidante

mensuravel (figura 20B).

— TROLOX
1004 |— ACIDO URIC 100+

80

@
3
!

% Inibi¢io

IS
S
!

20

T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 0 20 40 60 80 100
Concentragio (ug.mL") Concentragiio (ng.mL")

Figura 20: Agao seqiiestradora sobre o radical DPPH (60uM). Etanol (q.s.p. 1mL) a 25 °C. A — padrdes;
B — A. blazei Murril. EBE — extrato bruto etanolico; pHEX — fracdo hexano; pACOET - fragio

acetato de etila; pHID — fragdo hidroalcoolica. n = 3.

Comparando o ICsy dos padrdes e das amostras de Agaricus blazei Murril, vemos
que o trolox apresentou menor valor de ICsq (figura 21). Por outro lado, o padrao de acido
urico nao foi capaz de atingir o ICso. O ICsy das amostras ficou bem préximo do trolox,

apesar de ndo serem metabolitos purificados.
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Figura 21: Valores de ICs na supressdo do radical DPPH. Etanol (q.s.p. ImL) a 25 °C. EBE — extrato bruto

Amostras

etanolico; pACOET- fragdo acetato de etila; pHID — fragdo hidroalcodlica. n = 3.



57

4.3.3 Sistema TNB/HOCI e TNB/H,0;

A. Atividade seqiiestradora de HOCI

A agdo das amostras, bem como dos padrdes, sobre o acido hipocloroso foram
avaliadas através do ensaio de oxidacdo do TNB a DTNB (acido 5-5’ditio(2-
nitrobenzoico)), acompanhada através do desaparecimento do TNB monitorado pela queda
da absorbancia em 412nm (figura 22). Esta queda ¢ comparada na ausé€ncia ¢ na presenga
das amostras avaliadas, através do calculo de porcentagem de inibicdo apresentado

previamente (equagao 2).

——TNB
—— TNB + HOCI

HOCI + Amostra + TNB
—— HOCI + Amostra + TNB
\ HOCI + Amostra + TNB

Absorbancia

0,5

0,0

T T T T T ~— 1
200 250 300 350 400 450 500 550
Comprimento de onda (nm)

Figura 22: Oxidagdo do TNB 80uM pelo acido hipocloroso 22uM, na auséncia e
na presenca de padrao antioxidante. Tampao fosfato de s6dio 5SmM, pH 7,4 a 25 °C.

Estudos sobre o comportamento, deste sistema, foram realizados por Vellosa
(2005), e as condicdes, por ele estabelecidas, aqui utilizadas.

O 4cido urico apresentou o menor valor de ICsy, isso indicaria que este ¢ um
antioxidante mais eficiente do que o trolox no sistema TNB/HOCI. Porém, vemos que o
trolox € capaz de alcangar um patamar de inibi¢do maior que do acido urico (figura 23A).

Ja as amostras do Agaricus blazei Murril, ndo foram capazes de atingir o ICso,



apresentando inibicdo maxima em torno de 27,78% para a fracdo hidroalcodlica. A fracao

hexanica ndo apresentou atividade antioxidante (figura 23B).
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Figura 23: Sistema TNB (80uM) acao seqiiestradora sobre o HOCI (22uM). A — padrdes; B — A. blazei
Murril. Tampao fosfato de sodio SmM, pH 7,4 4 25 °C. EBE — extrato bruto etandlico; pHEX — fragao
hexano; pACOET - fragdo acetato de etila; pHID — fragdo hidroalcoolica. n = 3.

B. Atividade seqiiestradora de H,O,

A acdo das amostras sobre o peroxido de hidrogénio foi avaliada através do ensaio
de oxidagdo do TNB a DTNB, acompanhada através do desaparecimento do TNB
monitorado pela queda da absorbancia em 412nm. Este sistema ¢ semelhante ao
TNB/HOCI, sendo que a cinética de oxidagdo do TNB pelo H,O, ¢ bem mais lenta que
pelo HOCI. Estudos sobre o comportamento, deste sistema, foram realizados por Vellosa
(2005), e as condigdes, por ele estabelecidas, aqui utilizadas.

Nas condigdes avaliadas, nenhuma das amostras foi capaz de impedir a oxidagdo do

TNB a DTNB, ou seja, ndo apresentaram atividade seqiiestradora de H,O».
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4.3.4 Sistema radical superoxido

No sistema de anion superoxido, adaptado do Kakkar (1984), esta espécie ¢ gerada
pela reac¢do entre NADH e metassulfato de fenazina (PMS). O anion superéxido produzido
¢ revelado em solucdo pela reacdo com o sal de tetrazolio (NBT) gerando uma formazana,
com maximo de absorbancia em 560nm. Na presenca de seqiiestradores de anion
superoxido, a intensidade da absorbancia torna-se menor devido a menor disponibilidade
de O," para reagir com o NBT. Estudos sobre o comportamento, deste sistema, foram

realizados por Vellosa (2005), e as condigdes, por ele estabelecidas, aqui utilizadas.

A B
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Figura 24: Acdo seqiiestradora sobre 0 O,”. A — padrdes; B — 4. blazei Murril. EBE — extrato bruto
etanolico; pHEX — fracdo hexano; pACOET — fragdo acetato de etila; pHID — fragdo hidroalcoodlica. n = 3.

Através da figura 24A observamos que ambos os padrdes apresentaram uma baixa
eficiéncia em promover o seqiiestro do radical superoxido. Apesar disso, o acido urico
mostrou-se pouco melhor seqiiestrador de O,* do que o trolox.

Observando a figura 24B, vemos que as amostras do Agaricus blazei Murril ndo
foram capazes de promover o seqiiestro de radical superoxido; muito pelo contrario,

apresentaram um altissimo potencial pro-oxidante. Interessante notar que, neste ensaio, a
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fragdo hexano, que nos outros sistemas ndo apresentou nenhuma atividade, desta vez teve
atuacdo semelhante as outras amostras. Neste sistema, as amostras poderiam estar reagindo
com o NBT e, assim, gerando a formazana, desta maneira, seria verificado um aumento na
absor¢do em 560nm. Porém foi observado em ensaios exploratérios que as amostras nao
sdo capazes de promover este aumento de absor¢do ao serem incubadas com o NBT, nem
quando estdo na presenca de NADH ou metassulfato de fenazina. Agora, quando as
amostras sdo incubadas com NADH e metassulfato de fenazina e posteriormente adiciona-
se o NBT um aumento intenso de absor¢do ¢ observado em 560nm. Assim, podemos
sugerir que o radical superdxido, gerado pela reagdo do NADH com o metassulfato de
fenazina, pode estar interagindo com as amostras de maneira a potencializar a geracdo da

formazana a partir do NBT.

4.4 Dosagem das enzimas peroxidase e polifenoloxidase

4.4.1 Sistema amostra/H,0,/Guaiacol (Dosagem de peroxidase)

Em tampao fosfato, pH 6,5, a 37°C, temos amostra (diferentes concentragdes) e
H>0; 0,5mM. A reacdo ¢ iniciada com a adi¢cdo de guaiacol 2mM (substrato especifico
para peroxidase) e monitorada em 470nm por 1 minuto.

Neste ensaio, nenhuma das amostras foi capaz de oxidar o guaiacol na presenca de
H,0,, sugerindo que estas ndo contém peroxidase. Porém, extrato de Agaricus blazei
Murril, obtido por extracdo em tampdo fosfato, pH 6,5, sem a presenca de PVP
(diferentemente do extrato bruto obtido segundo fluxograma do item 3.2.2), foi capaz de

promover a oxidagdo do guaiacol. Este dado (ndo mostrado) nos leva a acreditar que o PVP
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pode estar se ligando a enzima peroxidase e, desta maneira, removendo esta enzima

durante o processo de pré-purificagdo.

4.4.2 Sistema amostra/Catecol (Dosagem de polifenoloxidase)

Em tampao fosfato, pH 6,5, a 37°C, temos amostra (diferentes concentracdes). A

reagdo ¢ iniciada com a adicdo de Catecol 2mM (substrato especifico para

polifenoloxidase) e monitorada em 420nm por 1 minuto.

Tabela I: Purificagdo da polifenoloxidase do Agaricus blazei Murril; vf = 2mL; Tampao fosfato pH
6,50 237 °C. n=3.

[Protéica] Vo A.E.
Passos de purificaciao X - - Purificacao
(ng.mL™) | (1x10™.s7) (s.g")
Extrato bruto (EB) 69,35 2,9029 41,86 1
Fragao sulfato de amdnio 70%
(PPTSAL) 20,92 3,8994 186,4 4,5
Sephadex G25 (pG25) 8,38 12,029 1435,44 343

Observando a tabela 1, podemos perceber que em todas as amostras estava presente
a enzima polifenoloxidase, pois houve oxidacdo do catecol e, conseqiiente, aumento na
absorcdo em 420nm. Assim, atestamos que esta classe de enzima ndo ¢ “perdida” durante o
processo de purificag@o parcial enzimatica.

Podemos afirmar, ainda, que houve uma purificagdo inicial da enzima
polifenoloxidase, pois a cada passo, a atividade especifica foi aumenta, fato observado pelo

aumento dos valores de A.E (s™.g™).
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5 — CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
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Muitos antioxidantes combatem espécies reativas e radicais livres, porém, sua
importancia € relativa a qual espécie foi gerada, como, onde e qual o alvo desta espécie. In
vivo, diferentes antioxidantes agem em diferentes sistemas e contra diferentes espécies
reativas, sendo, algumas vezes, inerte a outras espécies. Portanto, no estudo da avaliagéo
do potencial antioxidante das amostras deve-se utilizar concentragdes semelhantes as
disponiveis in vivo, testar a capacidade, desta amostra, frente a pelo menos uma espécie
reativa de relevancia bioldgica. E, ainda, necessario avaliar se a amostra atua sobre a ERO
ou inibe sua formagdo ou, ainda, se ele age indiretamente regulando defesas antioxidantes
endogenas (Vellosa 2005).

Neste trabalho, fracionou-se, com solventes orgénicos, amostras de Agaricus blazei
Murril e avaliou-se in vitro a possibilidade de acdo direta destas amostras sobre diferentes
espécies reativas modelos e geradas no organismo. Além disso, procurou-se purificar,
parcialmente, enzimas (peroxidase ¢ polifenoloxidase), que atuam diretamente sobre ERO,
do Agaricus blazei Murril.

Pelos cromatogramas obtidos em CLAE-DAD, foi possivel determinar a presenca
de no minimo sete metabolitos no Agaricus blazei Murril, sendo que dois destes sdo,
provavelmente, pertencentes a familia dos flavondides. Porém, os outros metabdlitos
devem ser algum outro tipo de composto aromatico.

Usando CLAE-DEQ, verificamos a existéncia de biomoléculas, com potencial
eletroativo promissor, no extrato bruto etanolico, nas fragdes acetato de etila e
hidroalcoodlica. Este potencial, antioxidante promissor, observado pelo CLAE-DEQ, foi
confirmado em algumas das metodologias pré-estabelecidas.

Observou-se que, nos sistemas ABTS e DPPH, as amostras apresentaram
capacidade antioxidante comparaveis a padrdes conhecidos (trolox e acido urico), sendo

que mostraram perfis de inibi¢do semelhante entre elas, com excecdo da fragdo hexanica,
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que nao foi capaz de promover o seqiiestro destes radicais modelos. No sistema
TNB/HOCI, as amostras apresentaram pequena atividade (ndo foi possivel determinar o
ICsp), sendo que suas atividades foram muito inferiores aos padrdes. No sistema
TNB/H,0,, nenhuma amostra apresentou capacidade de seqiiestrar o H,O,.

Com relacdo ao sistema radical superdxido, as amostras foram incapazes de
promover o seqiiestro do radical O,", pelo contrario, neste sistema foi observado uma
atividade pro-oxidante por parte das amostras.

As amostras, com excecao da fracdo hexanica, mostraram melhor atividade com os
radicais exdgenos ABTS e DPPH. Foi observado também, atividade razoavel com HOCI e
nenhuma atividade com H,O,, radicais endégenos. Ja em relagdo ao radical endégeno
superoxido, todas as amostras apresentaram atividade pro-oxidante.

As amostras protéicas nao revelaram presenga de peroxidase na cinética
H,0,/Guaiacol, devido a presenca de PVP. Ao passo que, na cinética com Catecol,

mostraram a presenca de polifenoloxidase.

Perspectivas Futuras

Neste trabalho, avaliou-se in vitro, a possibilidade das fra¢des organicas do
Agaricus blazei Murril, em atuar diretamente sobre espécies reativas modelos e endogenas,
e verificou-se que estas possuem grande potencial antioxidante. Através dos resultados
obtidos pelo CLAE-DEQ, vemos que nas fragdes, estdo presentes, no minimo, trés
metabolitos com potencial eletroativo. Assim, seria interessante uma continuidade no
processo de purificagdo destes metabolitos, através das técnicas cromatograficas, bem
como a caracterizagdo, utilizando para isto técnicas de Ressondncia Magnética e

Espectrofotometria de Massas.
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Uma vez que, a pesquisa de produtos naturais € um campo fértil na descoberta de
moléculas com diferentes atividades biologias, existe a possibilidade da descoberta de
novas biomoléculas, que podem implicar na obtencao de novos farmacos.

Devido a complexidade metabdlica de um organismo vivo, a caracterizacdo destas
biomoléculas, como produto antioxidante, deve ser também avaliado, em sistemas ex vivo
e in vivo. Estes sistemas podem fornecer um panorama mais completo da atuagdo destas

biomoléculas.
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