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Resumo

Acredita-se que o0 estresse oxidativo esteja diretamente envolvido com o
desenvolvimento de inumeras patologias, dentre as quais se podem destacar a
arteriosclerose, artrite, diabetes, Mal de Parkinson, Mal de Alzheimer, esquizofrenia,
doencas inflamatérias e a isquemia cardiaca. Como consequéncia, a busca por
moléculas que minimizem os efeitos de agentes oxidativos é de grande importancia.
Sabe-se que as plantas possuem varios antioxidantes naturais, tais como carotendides,
vitaminas e compostos fendlicos, que apresentam consideravel potencial anti-radical
livre. Neste trabalho avaliou-se a atividade antioxidante do composto 4-nerolidilcatecol
(4-NC), um catecol isolado do extrato de raizes de uma planta nativa da Mata Atlantica
Brasileira, Pothomorphe umbellata L. Miq., conhecida popularmente como
"pariparoba”. Os experimentos foram feitos em fosfatidilcolina de gema de ovo (EPC) e
em membranas isoladas de células vermelhas do sangue (“ghosts™). Seus efeitos
antioxidantes foram investigados através do monitoramento da formacdo do
malondialdeido (MDA), da capacidade de reduzir o radical livre 2,2-difenil, 1- picril-
hidrazila (DPPH) e por espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE)
utilizando o método de marcadores de spins lipidicos. A peroxidacdo lipidica em EPC e
em membranas “ghosts” foi induzida por ferro e peréxido de hidrogénio (Fe?*/H,0,) ou
por 2,2 '-Azobis (amidinopropano) dicloridrato (AAPH). Testes com o DPPH e os de
formacdo de MDA mostraram que o 4-NC, possui uma forte atividade antioxidante
quando comparado com o a-tocoferol e outros antioxidantes conhecidos na literatura.
Através do estudo das alteracBes biofisicas nas membranas das hemécias utilizando o
marcador de spin conhecido como 5-DOXIL estearato (5-DSA), observou-se uma
rigidez na membrana ap6s a inducdo da peroxidacdo dos lipidios, a qual foi monitorada
pelo valor do parametro 24, do marcador e o 4-NC foi capaz de proteger a membrana

desta rigidez.
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Abstract

It is believed that oxidative stress is directly involved with the development of
numerous diseases, such as arteriosclerosis, arthritis, diabetes, Parkinson's disease,
Alzheimer's disease, schizophrenia, inflammatory diseases and cardiac ischemia. As a
result, the search for molecules that minimize the effects of oxidative agents is of great
importance. It is known that plants possess several natural antioxidants such as
carotenoids, vitamins and phenolics compounds, which have considerable potential anti-
free radical. In the present work we evaluated the antioxidant activity of the compound
4-nerolidylcatechol (4-NC), a catechol isolated from the root extracts of a native plant
of the Brazilian Atlantic Forest, Pothomorphe umbellata L. Mig., also known as
“pariparoba”. The experiments were done in egg phosphatidylcoline (EPC) and in
isolated red blood cells membranes (ghosts). Their antioxidant effects were investigated
by monitoring the formation of malondialdehyde (MDA), the ability to reduce free
radical 2,2-diphenyl, 1-picrihidrazila (DPPH) and by Electron Paramagnetic Resonance
spectroscopy (RPE) of lipid spin labels. Lipid peroxidation in EPC and ghosts
membranes was induced by iron plus hydrogen peroxide (Fe?*/H,0,) or 2,2'-Azobis
(amidinopropane) Dihydrochloride (AAPH). Tests of reduction of DPPH and MDA
formation showed that the 4-NC has a strong antioxidant activity when compared with
a-tocopherol and others antioxidants known in the literature. Through the study of
biophysical changes in red blood cells membranes using the spin label known as 5-
DOXIL stearic acid (5-DSA), observed a rigidity in the membrane after the induction of
lipid peroxidation, which was monitored by value of the 2A parameter of spin label and

4-NC was able to almost completely protect the membrane from this rigidity effect.
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1 Introducéo

Os radicais livres estdo envolvidos em muitos processos bioquimicos e
fisiologicos. Estes sdo formados devido ao uso continuo de oxigénio pelas células
aerobicas. Seus niveis sdo mantidos sob controle por diferentes antioxidantes, os quais
removem espécies oxidantes a uma taxa similar a que eles sdo formados. Como
consequéncias da exposicdo de sistemas biologicos a um fluxo de radical oxigénio
incontrolado tem-se danos funcionais, danos estruturais, envelhecimento, desordens
fisiologicas e, por daltimo, a morte celular [1-9]. O estresse oxidativo afeta
principalmente os sistemas membranosos de células aerdbicas, sendo os fosfolipidios as
biomoléculas mais instaveis dos organismos vivos. Logo, a peroxidacdo lipidica é uma
consequéncia comum das reacoes em cadeia mediadas por radicais livres e, alguns dos
produtos finais, tais como hidroperoxidos lipidicos e varias espécies que contém
elétrons desemparelhados, como radicais alcoxila (LO") e peroxila (LOO’), possuem
potencial de danificar o ADN e atividade carcinogénica [10].

Oxidacdo do ADN, proteinas e lipidios possivelmente ocorre quando sistemas
biolégicos sdo expostos a espécies reativas de oxigénio, drogas ou agentes tdxicos.
Antioxidantes tém sido ligados a prevencao de diversas doencas [11]. Incluem neste
grupo: proteinas, enzimas e uma variedade de pequenas moléculas. A atividade
antioxidante destas é resultado de um sequestro especifico de radicais livres reativos ou
sequestro de compostos contendo oxigénio ou da quelacdo de um metal qualquer.

A protecdo dos organismos vivos contra a toxicidade dos radicais livres por
antioxidantes endogenos e exdgenos diminui o risco de muitas doencas crénicas, tais
como cancer, desordens cardiovasculares, entre outras [12]. Terapias usando
antioxidantes tém obtido muito sucesso no tratamento de algumas doencas. Além disso,
ha, atualmente, uma intensiva busca por antioxidantes naturais extraidos de plantas,
como forma de substituir os antioxidantes sintéticos por estes serem, muitas vezes,
toxicos ao organismo.

Este trabalho foca no estudo da atividade antioxidante do 4-nerolidilcatecol (4-
NC), composto extraido da raiz e folhas de uma planta brasileira conhecida
popularmente como ‘Pariparoba”. A atividade antioxidante desta molécula ja é

conhecida [13,14], mas ainda ndo h& um estudo completo sobre o seu verdadeiro
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potencial antioxidante e o qudo pode proteger contra a agdo dos radicais livres. Seu
estudo foi feito através do aprimoramento de técnicas ja conhecidas e que sdo usadas
para o teste de potencial antioxidante de diversas substancias.

Membranas modelo (lipossomas) e membranas naturais (“ghosts”) foram
utilizadas para o estudo da protecdo do 4-NC contra a peroxidacao lipidica, a qual foi
induzida por 2,2'-Azobis (amidinopropane) dihydrochloride (AAPH) e pelo sistema
sulfato de ferro/peroxido de hidrogénio (FeSO4/H,0,). A protecdo foi monitorada
através do decréscimo da formacdo de malondialdeido (MDA), um subproduto da
oxidacdo dos lipidios e pela técnica de Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE)
associada ao método de marcadores de spin, a qual permite monitorar o grau de fluidez
das membranas.

Outra metodologia também empregada aqui para os testes da atividade
antioxidante do 4-NC foi o método de reducdo do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila
(DPPH), atraves do controle colorimétrico a medida que o radical é reduzido.
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2  Membranas Biologicas

2.1 Estrutura e dindmica das membranas bioldgicas

Membranas bioldgicas sdo estruturas flexiveis de matéria condensada que
delimitam todas as células e suas organelas. Elas estdo envolvidas em uma variedade de
processos celulares, como: regular o transporte de moléculas e ions, permeabilidade e
interacdes intercelulares [15], organizar sequéncias complexas de reacOes, atuar na
recepcdo de sinais e na transformacéo de energia [16], entre outros.

Para entender como essas funcbes sdo desempenhadas pelas biomembranas é
necessario conhecer sua composicao e estrutura fisica. Sabe-se que as membranas sdo
constituidas basicamente por lipidios e proteinas, apresentando pequenas quantidades de
carboidratos. O modelo que melhor descreve sua dinamica e organizacao estrutural é o
conhecido como “mosaico fluido” desenvolvido por Singer e Nicholson [17] em 1972
(Figura 1). Segundo este modelo, as membranas sdo compostas por uma bicamada
lipidica fluida onde estdo depositados os carboidratos e as proteinas. Algumas destas
proteinas ficam aderidas a superficie da membrana, engquanto outras estdo totalmente
mergulhadas entre a bicamada, atravessando a membrana de lado a lado.

A bicamada lipidica forma a estrutura bésica de todas as membranas celulares.
Cerca de 50% da massa da maioria das membranas das células animais é constituida por
lipidios. H& aproximadamente 5x10° moléculas lipidicas em uma area de 1 um x 1um
de bicamada lipidica, ou cerca de 10° moléculas lipidicas na membrana plasmatica de
uma pequena célula animal [18].

Os principais lipidios que constituem as membranas celulares sdo 0s
fosfolipidios, colesterol e glicolipidios, sendo os fosfolipidios um dos tipos mais
abundantes. O suporte principal de um fosfolipidio € o grupo glicerol ao qual uma
cabeca polar hidrofilica e duas cadeias de hidrocarbonetos estdo conectadas. O grupo
principal consiste de um grupo fosfato e um grupo alcool (Figura 1). As cadeias de
hidrocarbonetos variam na sua extensdo e normalmente possuem de 12 a 20 atomos de
carbono [19], podendo ser saturados ou insaturados, dependendo da presenca ou ndo de

uma ou mais ligac6es duplas entre atomos de carbonos consecutivos.
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Figura 1: (A) - Modelo de membrana biolégica proposto por Singer e Nicholson (1972); (B) -
Estrutura de uma molécula de fosfolipidio [20].

Um dos mais comuns fosfolipidios encontrados em biomembranas é a
fosfatidilcolina (PC). Estes lipidios sdo moléculas anfifilicas, que em solucdes aquosas,
formam micelas, agregados globulares cujos grupos de hidrocarbonetos ndo estdo em
contato com a agua. Esse arranjo molecular elimina contatos desfavoraveis entre a dgua
e as caudas hidrofobicas, a0 mesmo tempo permitindo a solvatacdo das cabecas polares
[21]. A formacdo dessas estruturas é causada pelo efeito hidrofobico [22], no entanto
forcas atrativas de van der Waals, interacOes eletrostaticas e formacdo de ligacdo de
hidrogénio também contribuem para a estabilizacdo destas estruturas [18].

Avangos nas pesquisas multidisciplinares em membranas tém demonstrado uma
ligagdo fundamental entre a composicdo quimica das bicamadas lipidicas e suas
propriedades estruturais e biofisicas. Assim, & natural que as caracteristicas fisico-
quimicas de uma membrana, tais como, espessura, deformacdo da curvatura,
elasticidade, perfil da pressao lateral e densidade de carga superficial, sejam governadas
tanto pela natureza quimica dos lipidios das membranas como pela heterogeneidade na
sua organizacdo lateral e transversal em regifes com composicdo diferenciada [23].

Além disso, essas propriedades das bicamadas lipidicas sdo cada vez mais reconhecidas
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e desempenham importantes papéis na funcionalidade das proteinas de membranas e,

portanto, possuem vastas implicacgdes fisioldgicas [24,25].

2.2  Lipossomas como modelo de membrana

A complexidade estrutural das membranas bioldgicas de origem natural
representa um grande desafio para a ciéncia experimental. Devido a isso, vesiculas
fosfolipidicas artificiais, conhecidas como lipossomas (Figura 2), tém sido
frequentemente usadas como modelos de bicamadas fosfolipidicas.

Lipossomas sdo vesiculas esféricas preparadas a partir de uma (unilamelares) ou
varias camadas (multilamelares) concéntricas de PC contendo acidos graxos
polinsaturados (AGPI). Esses sistemas se organizam na presenca de agua, sendo que,
em parte, a orientacdo da bicamada é determinada pela natureza dos grupos polares e

das cadeias carbdnicas [26].

_ _

=

Solvente
: aquoso
Monomero com Bicamada lipidica

duas cadeias
hidrocarbonadas

Vesicula

Figura 2: Representacdo esquemdtica da formacdo de vesiculas fosfolipidicas artificiais
(lipossomas) [20].

Tipicamente, o didmetro médio dos lipossomas varia de 20 a 5000 nm [27].
Segundo Danilo D. Lasic [28], os lipossomas variam de tamanho e homogeneidade,
conforme o0 método de preparagédo, podendo ser preparados por simples dispersdo de um
filme anfifilico com agitacdo mecanica, sonificagdo, evaporacdo em fase reversa,

extrusao, etc.
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A grande vantagem da utilizacdo destas vesiculas artificiais prende-se ao fato de
se assemelharem as membranas celulares. Devido a isso, sdo extensivamente estudas
como modelo para biomembranas artificiais. No presente trabalho, foi escolhido como
alvo de estudo, os lipossomas preparados a partir de lecitina ou fosfatidilcolina de gema
de ovo (EPC) (Figura 3). Estes sdo fosfolipidios naturais extraidos de gema de ovo,
sendo 0 mais abundante na natureza e, como ja dito anteriormente, constituem o maior
componente das membranas naturais, portanto sdo bastante utilizados na formacao de

lipossomas para as mais variadas aplicacdes.

L-a-fosfatidilcolina

Féormula molecular: C,,Hg,NOgP
PM: 770.123
Armazenamento: -20°C

Figura 3: Estrutura molecular e caracteristicas da EPC [20].

As lecitinas sdo moléculas zwitteridnicas a pH fisioldgico, relativamente inertes
quimicamente e passiveis de serem obtidas a baixo custo. A EPC néo se pode atribuir
um valor definido da temperatura de transicdo de fase. Devido a sua composi¢do
heterogénea, constituida por varios fosfolipidios de diferentes tamanhos e insaturacfes
das cadeias hidrocarbonadas, este valor encontra-se entre -15°C a -7°C e, portanto, estes
lipossomas encontram-se no estado fluido a temperatura ambiente. Exige apenas alguns

cuidados na preparacdo das vesiculas como a preparacdo na auséncia de luz e de
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oxigénio, uma vez que os fosfolipidios sdo sensiveis a temperatura, ao oxigénio/luz e

aos agentes oxidantes [29].

2.3 Membranas eritrocitarias

Os eritrocitos, células vermelhas do sangue, também designadas como hemacias
ou gldbulos vermelhos sdo células anucleadas de forma bicdncava originadas na medula
Ossea e incapazes de sofrer divisdo celular [9]. Sua funcdo essencial é transportar
oxigénio para os tecidos através das moléculas de hemoglobina. S&o caracterizadas por
acentuadas particularidades metabdlicas e estruturais.

O eritrocito é um excelente modelo experimental gracas a sua relativa
simplicidade, a facilidade com que pode ser obtido e por ser de facil preservacdo. Dodge
e colaboradores [30] mostraram ser possivel obter as membranas celulares dos
eritrocitos livres de hemoglobina, o que possibilitou o estudo detalhado das
caracteristicas estruturais dessas membranas.

A membrana eritrocitaria (Figura 4) é constituida por 43,6% de lipidios, 49,2%
de proteinas e 7,2% de carboidratos [31]. Entre os lipidios, o colesterol e os
fosfolipidios sdo 0s que aparecem em maiores quantidades, 25% e 47,5%,
respectivamente [32]. Os fosfolipidios estdo distribuidos assimetricamente entre as
monocamadas interna e externa da membrana do eritrocito. A fosfatidilserina (PS) e a
fosfatidiletanolamina (PE) estdo localizadas predominantemente na monocamada
interna da membrana [33] enquanto que a PC e a esfingomielina sdo mais abundantes na
monocamada externa [34]. J& o colesterol se distribui uniformemente na bicamada
lipidica.

A membrana celular dos eritrécitos apresenta uma grande variedade de
proteinas, as quais podem ser classificadas em dois grandes grupos: as integrais e as
periféricas [31]. As proteinas integrais, cujas principais sdo as proteinas da banda 3 e
glicoforinas, estdo firmemente associadas aos lipidios por conterem cadeias de residuos
de aminoacidos apolares, podendo assim, interagir com as cadeias carbbnicas
hidrofobicas dos lipidios. As proteinas periféricas, espectrinas, anquirinas, proteinas da
banda 4.1 e actina, estdo envolvidas na formacdo de um extenso reticulo submembranar,

0 citoesqueleto eritrocitario [35]. A interacdo dessas proteinas com a bicamada lipidica
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e com as proteinas integrais é responsavel pela flexibilidade e deformabilidade do

eritrocito.

Bicamada
Lipidica

Proteinas Ancoradas

I Proteinas Integrais

s0000800000

| R I Q)
L0000

‘ Actina

\ Proteinas do Citoesqueleto /

Figura 4: Modelo esquematico da membrana eritrocitaria. Proteinas Integrais; B3: banda 3, Gf-A:
glicoforina A, e Gf-C: glicoforina C. Proteinas ancoradas; Ang: anquirina e P-4.2: proteina 4.2.
Proteinas do citoesqueleto; e-Spc: a-espectrina, B-Spe: p-espectrina, Adc: aductina, Tms:
tropomiosina e Tmd:tropomodulina. Adaptado de [31].
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3 Radicais Livres e Consequéncias Biologicas

3.1 Radicais livres

Radicais livres sdo atomos ou moléculas que possuem um ou mais elétrons
desemparelhados, sendo desta forma muito instaveis, altamente reativos e com tempo de
meia vida curto [36]. A abstracdo ou ganho de um elétron por uma molécula n&o radical
pode (ou ndo) converté-la em espécie radical. Para atingir a estabilidade, essas
moléculas precisam adquirir ou perder elétrons e, portanto, reagem com a maioria dos
compostos vizinhos [37].

Os radicais livres podem ser gerados no citoplasma, nas mitocondrias ou na
membrana e o seu alvo celular (proteinas, lipidios ou acido desoxirribonucleico (ADN))
esta relacionado com o local de sua formacdo [38]. Em virtude da alta concentracdo de
oxigénio molecular, 0,, utilizado no metabolismo de sistemas aerobicos, os radicais
livres originados por reacBes desta molécula, denominados de espécies reativas de
oxigénio (EROs), séo os radicais mais importantes em estudos que envolvem sistemas
biol6gicos. Este termo é uma denominagdo coletiva, ndo sé para radicais livres como
também substancias capazes de reagir quimicamente e gera-los. As EROs que

apresentam maior relevancia nos sistemas biolégicos sdo apresentadas na tabela 1:

Tabela 1: Espécies reativas de Oxigénio (EROs).

Radicais Livres Nao Radicais

05 Radical Superdxido 1p, Oxigénio Singleto
HO;, Radical Hidroperoxila H,0, Peroxido de Hidrogénio
HO Radical Hidroxila HClo Acido Hipocloroso

LO Radical Alcoxila 0;  Ozonio
LOO Radical Peroxila
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O radical superoxido, 05, gerado a partir do oxigénio molecular pela adigéo de
um elétron, € o mais comum e abundante na célula. Sua formagdo ocorre
espontaneamente, especialmente na membrana mitocondrial, através da cadeia
respiratoria. Por apresentar pouca habilidade de penetragdo em membranas celulares,
este radical permanece no compartimento onde é produzido sendo, portanto, pouco
reativo [39].

O radical hidroxila, HO-, é considerado a espécie radicalar mais reativa em
sistemas biologicos, sendo capaz de causar mais danos que as outras EROs. Por essa
razdo, o local onde é formado é o mais afetado. Sua formacdo pode ser dada pela acdo
de radiacGes ionizantes, por meio de processo de radidlise da &gua e por reacgdes
envolvendo ions de metais de transicdo, como, por exemplo, a reacdo de Fenton
(equacdo 3.1) [40]. Os principais alvos da acéo dos radicais hidroxilas sdo o ADN que
sofre danos na suas bases, levando a alteragdes na expressdo genética e os AGPI que

sofrem peroxidacao.

Fe?* + H,0, > Fe3* + 'OH + OH~ (3.1)

O peroxido de hidrogénio, H,0,, ndo é propriamente um radical livre, mas €
uma importante ERO, devido a sua capacidade de gerar o radical HO, principalmente
na presenca de metais de transicdo. Este composto possui vida longa e é capaz de
atravessar as membranas bioldgicas, sendo desta forma altamente toxico para as células
[41].

O oxigénio singleto, '0,, forma excitada do oxigénio tripleto, é uma espécie
ndo radical de meia vida relativamente longa (microsegundos) com elétrons de spins
antiparalelos (T!). N&o possui restricdo na transferéncia de elétrons e reage com
facilidade com compostos ricos em elétrons que formam duplas ligacGes. Pode ser
gerado por células fagocitarias, por inducdo luminosa, e por diversas outras reacoes, tais
como as catalisadas por peroxidases. O oxigénio singleto apresenta alto poder oxidante
e é habil em atacar membranas ricas em AGPI, residuos de acidos graxos em proteinas,
ADN e carotenoides [42].

A geracdo destas espécies, radicalares ou ndo, pode ocorrer durante 0S processos
oxidativos bioldgicos, dentre os quais se destaca a fosforilacdo oxidativa, reacdo que

ocorre na mitocdndria e gera energia no organismo dos mamiferos. A molécula de
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oxigénio que entra na reacdo recebe quatro elétrons, reduzindo-se até formar &gua
(equagdes 3.2 - 3.5). Do oxigénio consumido, parte ndo é reduzido completamente

produzindo EROs como produtos intermediarios:

0, +e” = 05 (3.2)
05, +e” +2H* - H,0, (3.3)
H,0, + e~ - OH™ + OH" (3.4)
OH 4+ e~ + H* - H,0 (3.5)

Além dos radicais livres serem gerados no processo enddgeno fisioldgico,
também sdo gerados por fontes exdgenas, tais como radiacdao, fumo, poluicdo, alcool,
farmacos, e diversas substancias toxicas, como solventes, herbicidas e drogas.

Todos os componentes celulares sdo suscetiveis a acdo das EROs. Porém, a
membrana celular € um dos mais atingidos decorrendo na peroxidacdo lipidica. Esta
acarreta alteragdes na estrutura e na permeabilidade da membrana, provocando a perda
da seletividade e da troca ibnica e a formacao de produtos citotdxicos, culminando com

a morte celular [41].

3.2 Danos oxidativos induzidos por radicais livres

3.2.1 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo € definido como um desequilibrio entre a producdo de
radicais livres e metabolitos reativos, os entdo chamados de oxidantes ou EROs, e sua
eliminacdo por meio de mecanismos de protecdo, os antioxidantes [43]. Esse
desequilibrio leva a danos de importantes biomoléculas e células, o que causa um
grande impacto no organismo. Tais danos oxidativos tém sido relacionados com a
etiologia de varias patologias, incluindo aterosclerose, a hipertensdo, o mal de
Parkinson, a nefropatia, a diabete, a artrite inflamatdria, o mal de Alzheimer, a sindrome
de Down, doencas cardiovasculares e envelhecimento [1-9].

O conceito de estresse oxidativo ndo se aplica somente aos seres humanos,

animais de laboratorio ou células de mamiferos. Varios estudos tém focado na
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toxicologia por radicais livres em invertebrados e vertebrados menores, como em
plantas, fungos e bactérias. O aumento da formacdo de radicais solicita uma resposta
celular adaptativa atraveés da mobilizacdo ou aumento da biossintese de antioxidantes
enddgenos. No entanto, sob certas circunstancias, o sistema antioxidante € insuficiente
para o excesso de radicais livres, levando entdo, & condicéo de estresse oxidativo [42].
Os alvos majoritarios do estresse oxidativo a nivel celular sdo a membrana
(inativacdo de enzimas e alteracGes do transporte transmembranar), o citoplasma e seus
constituintes (proteinas e lipidios) e, principalmente, 0 ADN do nucleo das células

eucaridticas (mutagénese) [44].

3.2.2 Peroxidacdo lipidica (LPO)

Uma das principais consequéncias do estresse oxidativo é a LPO. Esta tem
recebido uma atencédo especial em diversas areas do conhecimento, como na quimica, na
bioquimica, na biologia, na nutricdo e na medicina. Estudos revelaram que, como
proteinas, carboidratos e &cidos nucléicos, lipidios também séo alvos de varias EROs, e
oxidado, gera uma diversificada gama de produtos [45].

Os principais alvos da LPO sdo os lipidios ricos em AGPI, fazendo da bicamada
lipidica o componente celular mais atingido, sofrendo alteracdes em sua estrutura e
permeabilidade. A presenca das duplas ligagdes carbono-carbono dos AGPI enfraquece
as ligagbes carbono-hidrogénio dos grupos metilenos, o que facilita a abstracdo do
atomo de hidrogénio pelos radicais livres.

A LPO consiste de uma reacdo em cadeia, a qual pode ser representada por trés
etapas: iniciacdo, propagacdo e terminacdo, cuja sequéncia de reacbes esta

esquematizada abaixo, onde L representa um lipidio poliinsaturado da membrana

celular:
Iniciagdo: LH- L'+ H (3.6)
Propagacéo: L+ 0,- LOO (3.7)

LOO + LH —» L + LOOH (3.8)
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Terminagéo: LOO + L' - LOOL (3.9)

LOO + LOO" - LOOL + 0, (3.10)

O processo de LPO se inicia com o sequestro do hidrogénio do AGPI (LH) da
membrana celular, formando o radical lipidico (L). Este, por sua vez, reage com 0
oxigénio molecular resultando em um radical peroxila (LOO), o qual na presencga de
outro lipidio (LH) forma o lipidio hidroperdxido (LOOH) e outro radical lipidico (L). O
término do processo ocorre quando os radicais lipidicos (LOO e L) se combinam e
formam um lipidio ndo radical.

Sob condicdes que envolvem amostras biologicas, os lipidios sdo degradados em
varios produtos, incluindo alcanos, alcenos, hidroxialcenos, cetonas, aldeidos, entre
outros [46]. A identificacdo e mensuracdo desses compostos sdo importantes como
indices de LPO [47]. Um dos resultados dessa reacdo € a producdo de MDA em tecidos
submetidos a peroxidacdo dos AGPI dentro das membranas fosfolipidicas [48].

Um dos mecanismos de defesa contra os radicais livres e consequentemente
contra a LPO sdo moléculas que em pequenas quantidades atuam interferindo nos
processos de oxidacdo dos lipidios, evitando ou interrompendo a cadeia de reagdes,

conhecidas como antioxidantes.
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4  Sistemas Antioxidantes

Antioxidantes sdo compostos capazes de neutralizar os radicais livres, inibindo
ou retardando a sua agdo de oxidacdo. O primeiro envolve a inibi¢cdo da formacédo dos
radicais que possibilitam a etapa de iniciagdo do processo de LPO. Enquanto que o
segundo abrange a eliminacdo de radicais importantes na etapa de propagagdo, como
LO e LOO, através da doacdo de atomos de hidrogénio a estas moléculas,
interrompendo a reacdo em cadeia [49].

Os antioxidantes estdo em constante atividade nos organismos Vivos,
necessitando estar em quantidades suficientes para neutralizar os efeitos toxicos dos
radicais livres que sdo constantemente produzidos [50]. Pode-se classificar os
antioxidantes em dois grandes grupos, enzimaticos e 0s ndo enzimaticos.

O sistema enzimatico é uma forma de intercepcdo que atua como detoxificadora
de agente oxidantes antes que estes causem lesGes. A intercep¢do enzimatica é realizada
por um conjunto de enzimas que sdo produzidas endogenamente pelo organismo, dentre
as quais se podem destacar: a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
(GSH) e a glutationa peroxidase (GPx) [51]. J& o sistema ndo enzimatico pode ser de
origem enddgena ou exdgena, mas independente da origem, eles apresentam uma
grande capacidade de defesa, atuando de maneira direta ou indireta, a fim de manter o
equilibrio celular. As acBes destes compostos sdo principalmente a de neutralizar
radicais, quelar metais e bloquear a acdo de espécies reativas, principalmente as EROs
[40]. Estdo incluidos neste grupo, o a-tocoferol, B-caroteno, ubiquinol-10, bilirrubina,
licopeno, flavondides, urato, ascorbato, entre outros [51].

Para que uma substancia seja considerada um bom antioxidante é necessario que
apresente algumas caracteristicas essenciais, tais como: capacidade de extinguir
espécies reativas ou contribuir para que isso ocorra, interagir com outros antioxidantes
(sinergismo), ser de facil absorgdo, caso seja um antioxidante adquirido de forma
exogena, ter uma concentracdo em tecidos e biofluidos a um nivel fisiologicamente
pertinente, conseguir se agregar a membrana e, efetivamente, evitar danos por espécies
reativas.

Hoje, j& se conhece excelentes antioxidantes e estes podem ser divididos em
duas categorias basicas, nomeadas de sintéticos e naturais. Antioxidantes sintéticos séo

comumente utilizados para preservacdo de alimentos. A deterioracdo de oOleos e
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gorduras nos alimentos é responsavel pelos odores e sabores rangosos, com consequente
diminuicdo na qualidade nutricional e seguranca, causados pela formagdo de compostos
secundarios, potencialmente tdxicos. A adicdo de antioxidantes é necessaria para
preservar o sabor e cor dos alimentos e evitar a destruicdo das vitaminas. Entre os
antioxidantes sintéticos, 0s mais usados para preservar 0s alimentos sdo o
butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT), galato de propila (PG) e terc-butil
hidroquinona (TBHQ). No entanto, 0 uso desses compostos tem sido relacionado a
varios riscos para a salde, devido a sua toxicidade e propriedade carcinogénica [52,53].
Por isso, h&d uma crescente busca por antioxidantes naturais como forma de substituir os
antioxidantes sintéticos.

Os antioxidantes naturais estdo presentes principalmente nas plantas e vegetais.
Entre estes, 0s mais ativos e frequentemente encontrados sdo os compostos fenolicos ou
polifendis. A atividade antioxidante desses compostos esté atribuida principalmente as
suas propriedades redox, que lhes permitem agir como agentes redutores, doadores de
hidrogénio e supressores de oxigénio singleto [54]. Os compostos fendlicos sdo 0s
maiores e mais diversos metabolitos secundarios das plantas. Sdo formados por diversas
hidroxilas ligadas a anéis aromaticos e podem ser classificados em diferentes grupos em
funcdo do nimero de anéis fendis que eles contem e dos elementos estruturais que
ligam esses anéis um ao outro [55]. Tais grupos sao divididos em flavondides e nao
flavonoides, sendo ambos, compostos de baixo peso molecular.

Os flavondides (Figura 5) constituem um numeroso e poderoso grupo de
antioxidantes e estdo presentes principalmente em frutas, verduras, temperos e chas. Sua
estrutura quimica bésica consiste de dois anéis aromaticos (A e B) ligados por uma
cadeia de 3 atomos de carbono que formam um heterociclo oxigenado (anel C). Em
funcdo do tipo de heterociclo envolvido, os flavondides podem ser divididos ainda em 6
subclasses: flavondis, flavonas, isoflavonas, flavanonas, antocianidinas, e flavandis
[55] (Figura 6).

Os flavanonas possuem um carbonila no carbono 4, enquanto que os flavonas
além desta carbonila apresenta uma dupla ligagdo entre os carbonos 2 e 3. Ja 0s
flavonois possuem o carbonila no carbono 4, a dupla ligacdo entre os carbonos 2 e 3 e
ainda um grupo hidroxila no carbono 3. Os flavanois apresentam apenas o hidroxila no
carbono 3. Os antocianidinas sdo constituidos pelo grupo hidroxila na posi¢do 3 e duas
duplas ligagGes, uma entre 0 &tomo de oxigénio e o carbono 2 e outra entre os carbonos

3 e 4. Os isoflavonas possuem o grupo carbonila na posicdo 4 e o anel B encontra-se
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ligado a restante molécula através do carbono 3, podendo ainda possuir uma dupla
ligagéo entre os carbonos 2 e 3.

Figura 5: Estrutura quimica basica dos flavondides.

Flavonol Flavona Isoflavona
o L -
U 49 i
» g
OH
0 OH
Flavanona Antocianidina Flavanol

Figura 6: Estrutura quimica das varias subclasses de flavonéides. Adaptado de [56].
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Na tabela abaixo encontram-se algumas substancias que constituem estes grupos
de flavonoides:

Tabela 2: Exemplos de substancias que constituem as subclasses de flavonéides.

Grupos Substancias
Flavonois Quercetina
Kaempferol
Flavonas Apigenina
Luteoleina
Isoflavonas Genisteina
Coumestrol
Flavanonas Miricetina
Hesperidina
Antocianidinas Cianidina
Petunidina
Flavanois (+)-Catequina
(-)-Epicatequina

A acdo antioxidante dos flavondides depende de sua estrutura quimica. Segundo
[57], a presenca do grupo orto-catecol no anel B é determinante para uma alta
capacidade antioxidante. Capacidade esta, que também esta associada a presenca da
ligacdo dupla entre os carbonos 2 e 3 e ao grupo hidroxila no carbono 3.

Os compostos fenolicos ndo flavondides sdo classificados como: os derivados
das estruturas quimicas C6-C1 especificas dos acidos hidroxi-benzoicos, galico e
elagico; os derivados das estruturas quimicas C6-C3 especificas dos &cidos cafeico e p-
cumarico hidroxicinamatos e o0s derivados das estruturas quimicas C6-C2-C6
especificas do trans-resveratrol, cis-resveratrol e trans-resveratrol-glucosidio [58].

Dentro do grupo dos néo flavondides, os acidos fenolicos (derivados dos acidos
hidroxi-benzoéicos e hidroxicinamatos) sdo os mais abundantes. Estas substancias

caracterizam-se por terem um anel benzénico, um grupo carboxilico e um ou mais
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grupos hidroxila e/ou metoxila na

antioxidantes (Figura 7).
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Figura 7: Estrutura molecular de alguns &cidos fendlicos: acido ferdlico, (A), acido gélico, (B),
acido salicilico, (C), acido cafeico, (D), acido y-cinamico, (E), acido p-cumarico, (F). Adaptado de

[59].
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5 4 — Nerolidilcatecol

Nos ultimos anos, houve um consideravel crescimento do uso de produtos
naturais com potencial terapéutico, especialmente os derivados das plantas. Tamanho
interesse se da por diversas razoes, dentre 0s quais temos: que a medicina convencional
muitas vezes € ineficiente e abusiva, 0 uso de drogas sintéticas pode resultar em
diversos efeitos colaterais e outros problemas, além de que uma grande porcentagem da
populacdo mundial ndo tem acesso ao tratamento farmacoldgico convencional [60].

O Brasil, com a grandeza de seu litoral, de sua flora e, sendo o detentor da maior
floresta equatorial e tropical umida do planeta, ndo pode abdicar de sua vocacao para
produtos naturais [61]. Dentre as plantas que apresentam interesse terapéutico e que
podem ser encontradas no Brasil, estdo as do género Pothomorphe, da familia
Piperaceae, mais precisamente, a Pothomorphe umbellata (L.) Mig.(P. umbellata) e
Pothomorphe peltata (L.) Miq.(P. peltata).

A espécie P. Umbellata, conhecida no Brasil como “caapeba”, “caapeba do
norte”, ou “pariparoba” € uma planta nativa da Mata Atlantica Brasileira [62]. Tem sido
usada como analgésico, diurético, agente anti-espasmaédico e no tratamento de uma
variedade de doencas, incluindo desordens inflamatérias, malaria, asma e doencas
gastrointestinais. Pode atingir até 1,5 m de altura, possuindo folhas grandes
arredondadas, com ramos finos e pequenas flores conicas com no méaximo 10 cm de

comprimento [63] (Figura 8).

Figura 8: Pothomorphe umbellata (L.) Miqg [64].
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O extrato da raiz e folhas da P. umbellata demonstrou uma significante atividade
antioxidante, a qual foi atribuida ao 4-NC [65], principal metabdlito secundéario desta
planta [66]. Este composto, de formula molecular C,;H3,0,, € um catecol prenilado
[67] de aspecto oleoso e que apresenta uma coloracdo amarelo ouro. Sua estrutura

molecular esta representada abaixo (Figura 9).

OH
OH

Figura 9: Estrutura quimica da molécula de 4-nerolidilcatecol [68].

O 4-NC foi isolado, pela primeira vez, a partir do extrato hexanico [67], o qual
apresentava também vérios fenilpropanoides tais como apiol [69], dilapiol [70] e o
sesquiterpeno nerolidol. Desde entdo, diversas outras substancias foram identificadas
em muitos extratos polares [71]: dimeros de catecol (peltatol A) [72]; aristolactamas
(piperumbelactama D e E) [73] e substancias flavondides.

Alguns estudos farmacoldgicos tém demonstrado que o 4-NC pode ser usado no
tratamento de varias enfermidades. O uso na medicina popular se deve a sua atividade
antimalarica [74,75], antimicrobiana [76], antifungica [73], citotoxica [77],
antiflamatoria e analgésica [63] e fotoprotetora [78].

Hoje, ja se sabe que o 4-NC apresenta, além de todas as apresentadas acima,
uma significativa atividade antioxidante. Talvez essa seja a principal caracteristica
atribuida a esta molécula e a mais estudada atualmente. Barros et al. [13] avaliaram a
atividade antioxidante in vitro do extrato etanolico da raiz e das folhas da P. umbellata.
Teste de formagdo de MDA e quimiluminescéncia (QL) foram o0s parametros
empregados para avaliar a autoxidagdo espontanea dos homogenatos de cérebro. Os
resultados demonstraram uma importante atividade na prevencdo da peroxidacdo

lipidica dos homogenatos, a qual foi atribuida ao 4-NC. Este apresentou uma atividade
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antioxidante superior a do composto a-tocoferol, molécula bastante conhecida na
literatura usada como referéncia nos estudos de antioxidantes.

O potencial antioxidante do 4-NC foi confirmado por Desmarchelier et al. [14],
0 qual demonstrou que o 4-NC e extratos metandlicos de P. umbellata podem
sequestrar os radicais peroxilas e hidroxilas. As propriedades antioxidantes dos fenois
sdo devido aos grupos hidroxilas e fendlicos presentes em sua estrutura quimica. No
entanto, a maior atividade antioxidante observada para o0 4-NC, quando comparado com
o a-tocoferol, de sequestrar radicais peroxilas, pode ser atribuida também & presenca da
cadeia alifatica insaturada [13, 14].
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6 Objetivos

Visando estudar os efeitos antioxidantes do 4-NC, este trabalho tem como

principais objetivos:

» O aprimoramento do teste do acido 2-tiobarbitirico para avaliar a protecéo do 4-

NC contra a peroxidacao lipidica;

» Avaliar o potencial antioxidante do 4-NC na membrana modelo de EPC e
membrana de eritrdcito através das técnicas de espectrofotometria e RPE. Neste

ultimo utilizando o Método de Marcadores de Spin;

» O estudo da atividade antioxidante do 4-NC em solucdo metandlica, testando

assim sua capacidade de reduzir o radical DPPH.
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7  Espectrometria de Absorcdo Molecular no
Utravioleta/Visivel (EAM UV/Vis)

7.1 Fundamentos da EAM UV/Vis

A Espectrometria de Absorcdo Molecular na regido do Ultravioleta/Visivel
(EAM UV/Vis) é uma técnica analitica amplamente usada ha mais de 50 anos. Este €
um dos métodos mais empregado para andlise quantitativa de muitas espécies
moleculares organicas, inorganicas e bioguimicas, devido a sua robustez, custo
relativamente baixo e pelo grande numero de aplicacdes desenvolvidas [79].

A técnica de EAM UV/Vis é baseada na propriedade das espécies idnicas ou
moleculares de absorverem determinados comprimentos de onda da radiacdo
eletromagnética UV/Vis. No processo de absorcdo da radiacdo, a energia dos fotons é
transferida para as moléculas do meio em analise para provocar transi¢des eletrénicas
associadas a transi¢fes vibracionais e rotacionais. Tendo em vista que 0s niveis
energeéticos das moléculas sdo quantizados, apenas aqueles comprimentos de onda cujos
fotons tém energia idéntica a de uma transicdo permitida sdo absorvidos. Assim, a
absorcdo de energia pode ser considerada como um processo especifico relacionado
com a estrutura da espécie absorvente, a qual determina a energia envolvida na

transicdo, e com a probabilidade de que esta ocorra [80].

7.2 Lei de Lambert-Beer

A EAM UV/Vis é fundamentada na lei de Lambert-Beer, que é a base
matematica para medidas de absorcdo de radiacdo por amostras no estado soélido,
liguido ou gasoso, nas regides ultravioleta, visivel e infravermelho do espectro
eletromagnético [81]. A intensidade da absorcéo ndo € diretamente mensuravel, mas ela
determina uma atenuacdo da radiagdo que incide na amostra que pode ser medida e
relacionada com a concentracao da espécie absorvente.

Quando um feixe de radiagdo monocromatica atravessa uma solugédo contendo

uma espécie absorvente, uma parte da energia radiante € absorvida, a parte restante
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atravessa 0 meio. Chama-se de poténcia radiante, a quantidade de energia transportada
por segundo atraves de uma unidade de secdo transversal. A razdo entre a poténcia da
radiacdo transmitida (P) e a poténcia da radiacdo incidente (P,) é denominada
transmitancia (T), equacdo, que representa, portanto, a fracdo da poténcia da radiacédo

incidente que é transmitida pela solucao [80].

T = (7.1)

P
Fo
A absorbancia A de uma solucdo corresponde ao inverso do logaritmo decimal

da transmitancia. Para medidas de absorcdo de radiacdo em determinado comprimento

de onda tem-se:

F
A = —logT = log? = ebc, (7.2)

onde & é a absortividade molar (coeficiente de extingdo molar) do analito, b é o
comprimento do percurso Optico e ¢ € a concentragcdo da substancia absorvente. A
absortividade molar é caracteristica de uma substancia, e indica qual a quantidade de luz
que é absorvida num determinado comprimento de onda. E expressa em M~‘cm™?,
tornando o produto ebc adimensional.

A obediéncia estrita a lei de Beer é observada apenas com radiacdo
verdadeiramente monocromatica. Infelizmente o uso da radiacdo restrita a um Unico
comprimento de onda quase nunca € préatico, porque dispositivos que isolam partes do
espectro de uma fonte continua produzem uma banda mais ou menos simétrica de

comprimentos de onda em torno daquele desejado [79].

7.3 O espectrofotbmetro

Um espectrofotdmetro, instrumento para medir a absorcéo de radiacdo UV/Vis,
é constituido por uma ou mais fontes, um monocromador e um detector. Para o
propoésito de medidas de absor¢do molecular, necessita-se de uma fonte continua cuja

poténcia néo varie bruscamente em uma faixa consideravel de comprimento de onda.
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Em um espectrofotbmetro UV/Vis tipico ha duas fontes de luz: uma que emite
radiacdo eletromagnética na regido UV do espectro, geralmente de deutério, e outra
usada para emissdo de comprimentos de onda na regido visivel do espectro,
normalmente de tungsténio. A troca entre as lampadas de deutério e tungsténio é feita
em torno de 360 nm, de forma que esteja usando sempre a fonte mais intensa [82].

O monocromador é uma rede de difracdo e sua fungdo é selecionar uma estreita
faixa de comprimentos de onda do feixe incidente. A luz “monocromatica” passa pela
amostra de caminho oOptico b, e a energia radiante da luz emergente é entdo medida. Em
geral, o detector é um tubo fotomultiplicador, apesar de serem usados tambem
fotodiodos em instrumentos mais modernos [83,84].

Em comum com os outros elementos Opticos de um instrumento de absorcéo, as
células, ou cubetas, que contém a amostra e 0 solvente precisam ser construidas com um
material que deixe passar radiacdo na regido espectral de interesse. Assim, necessita-se
de quartzo ou silica fundida para se trabalhar na regido UV (abaixo de 350 nm); ambas
as substancias sdo transparentes na regido visivel. Recipientes de plastico tém aplicacédo
na regido visivel. A qualidade de dados de absorbéancia depende fundamentalmente do
modo como as células casadas sdo usadas e mantidas. Impressdes digitais, gordura ou
outros depdsitos nas paredes alteram significativamente as caracteristicas de
transmissdo de uma célula [79].

Muitos espectrofotdbmetros modernos sdo baseados em um projeto de feixe
duplo. Um feixe passa atraves da solucdo-referéncia até um fototransdutor e o outro
atravessa simultaneamente a amostra até o segundo fotodetector casado. As duas saidas
sdo amplificadas e sua razdo (ou logaritmo da razdo) é determinada eletronicamente e
exibida em um dispositivo de leitura. A Figura 10 mostra detalhes da construcdo de um
espectrofotobmetro de feixe duplo UV/Vis tipico. Nesse instrumento, a radiacdo €
dispersa por uma rede cdncava, que também focaliza o feixe em um espelho giratério de
setores. S&o instrumentos apropriados para trabalhos quantitativos, nos quais a

aquisicdo do espectro todo nem sempre é necessaria [79].
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Figura 10: Sistema esquematico de um espectrofotdmetro de feixe duplo adaptado de [79].

7.4 A natureza das transicdes eletronicas

A absorcdo de radiacdo UV/Vis geralmente resulta da excitacdo de elétrons de
ligacdo; como consequéncia, os comprimentos de onda dos picos de absor¢do estdo
relacionados com os tipos de ligacGes nas espécies em estudo. A EAM UV/Vis é,
portanto, valiosa para identificar grupos funcionais em uma molécula. Mais
importantes, no entanto, sdo as aplicacbes da EAM UV/Vis na determinacao
quantitativa de compostos contendo grupos absorventes.

Quando uma radiagdo continua passa através de um material transparente, uma
parte da radiacdo pode ser absorvida. Se isso ocorrer, a radiacdo residual produzira um
espectro denominado de espectro de absor¢do. Como resultado da absor¢do de energia,
atomos ou moléculas passam de um estado de menor energia (estado fundamental ou
inicial) para um estado de maior energia (estado excitado) (Figura 11). A radiacdo
eletromagnética que é absorvida tem energia exatamente igual a diferenca de energia
entre o estado excitado e o fundamental.

No caso da espectroscopia UV/Vis, as transicdes que resultam na absorcdo da
radiacdo eletromagnética nessa regido do espectro sdo transicdes entre niveis de energia
eletronicos. Quando uma molécula absorve energia, um elétron é transferido de um
orbital ocupado para um orbital desocupado de energia potencial maior. Os orbitais
moleculares associados com ligac¢Oes simples sdo designados por orbitais sigma (c) e 0s
elétrons correspondentes sdo elétrons . A distribuicdo de densidade de carga de um
orbital ¢ € rotacionalmente simétrica em relacdo ao eixo de ligagdo. Os orbitais © sdo

formados pela superposicéo paralela de orbitais p atdmicos. Sua distribuigcdo de carga é
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caracterizada por um plano nodal (regido de densidade de carga baixa) ao longo do eixo
de ligacdo e densidade méxima em regides acima e abaixo do plano. Ha ainda os
orbitais ndo ligantes, designados pelo simbolo n e os orbitais antiligantes o* e m*
(Figura 12). As energias dos varios tipos de orbitais moleculares diferem
significativamente (Figura 13(A)). Quase sempre o nivel de energia de um elétron ndo

ligante situa-se entre os niveis de energia dos orbitais ¢ e 7 ligantes e antiligantes [79].

E (excitado)

AE =E (excitado) - E (fundamental) = hv

E (fundamental)

Figura 11: Esquema ilustrativo do processo de excitacdo de um elétron apds absorver radiacdo
eletromagnética. Adaptado de [85].

C, Jc cD c

Orbital ¢ Orbital ¢*

Orbital Orbital 7t*

Figura 12: Os orbitais moleculares adaptados de [85].

Ha diversas transicOes possiveis entre os niveis de energia, pelas quais 0s
elétrons podem passar. As mais importantes sdo: transicdes o — o*, que ocorre em

alcanos; transicbes n — o*, em compostos contendo oxigénio, nitrogénio, enxofre e
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halogénio; transicdes n — =w*, em compostos carbonilicos e transicbes = — =n*, em
alcenos, compostos carbonilicos, alcinos, compostos azo, entre outros [85]. A Figura

13(B) ilustra essas transicoes.

(A) (B)
A G cr:sA — 7y } Niveis
¥ * J desocupados
T T /A A p
e *
n—g* 6—0
Energia n n
n—n* Niveis
- - \\ ocupados
o o -
o—m"

Figura 13: Os niveis de energia e as transi¢des eletrénicas permitidas. Adaptado de [85].

A maioria das aplicacBes da espectroscopia de absorcdo a compostos organicos
estd baseada em transi¢fes de elétrons n ou m para o estado m*, pois as energias
necessarias para esses processos situam-se em uma regido espectral experimentalmente
conveniente (200 a 700 nm). Ambas as transi¢cdes requerem a presenca de um grupo
funcional insaturado para fornecer os orbitais 7.

Uma diferenca caracteristica entre estes dois tipos de transicdes é o efeito
exercido pelo solvente sobre o comprimento de onda dos picos de absorcéo. Picos
associados a transi¢cbes n — n* geralmente séo deslocados para comprimentos de ondas
menores ao aumentar a polaridade do solvente. Esse tipo de deslocamento é conhecido
como deslocamento hipsocromico ou deslocamento para o azul. Normalmente, uma
tendéncia oposta € observada para transicbes m — w*. Neste caso ocorre um
deslocamento batocromico ou deslocamento para o vermelho [79]. Esses fendmenos
estdo intimamente associados a natureza dos cromoforos, a&tomos ou grupos de atomos
associados a uma molécula que possuem caracteristicas bem definidas de absorcéo de
radiacdo eletromagnética, presente nas moléculas. Tais grupos séo insaturados e contém

elétrons de valéncia com energias de excitacao relativamente baixas.
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8 Espectroscopia de Ressonancia Paramagnetica
Eletronica (RPE)

A espectroscopia de RPE, também conhecida como Ressonancia de Spin
Eletronico (RSE), € uma técnica fisica que permite a deteccdo e caracterizagcdo de
moléculas com elétrons desemparelhados sem alterar ou destruir as moléculas. Esta é
uma forma de espectroscopia muito Util ao estudo de estruturas e dindmicas
moleculares. Pode ser aplicada a moléculas bioldgicas fornecendo informacdes a
respeito de mudancas quimicas e estruturais do sistema bioquimico [86].

O método de RPE foi descoberto em 1945 por Evgeniy K. Zavoisky em Kazan
na Unido Soviética e confirmado independentemente por Halliday e Cummerow nos
Estados Unidos poucos meses depois [87]. Desde aquele tempo, a RPE tem-se mostrado
uma eficiente técnica para o estudo de diversos sistemas fisicos, quimicos e bioldgicos.
Isso se explica por ser uma técnica sensivel, ndo destrutiva e necessitar apenas de uma
pequena quantidade de amostra para obter o sinal de RPE. Radicais livres e compostos
biolégicos contendo elementos de transi¢cdo tornaram os tipos de moléculas com

elétrons desemparelhados mais investigados por RPE em pesquisas bioldgicas.

8.1 O espectrometro de RPE

Qualquer espectrometro envolve trés elementos basicos: uma fonte de radiacgéo,
uma amostra, a qual absorve parte da radiagédo, e um detector que mede a intensidade da
radiacdo transmitida. A fonte de radiacdo normalmente usada € uma véalvula osciladora
conhecida como Klystron. Klystrons sdo tubos de vacuo conhecidos por serem fontes
estaveis de microondas de alta poténcia, as quais apresentam pouco ruido, o que lhe da
uma alta sensibilidade. Em um espectrometro tipico o Klystron estd ligado a um
circulador por meio de um isolador e um atenuador variavel.

O circulador é um dispositivo ndo reciproco, ou seja, possui propriedades
distintas para ondas incidentes no sentido direto ou reverso. Este é utilizado para
direcionar a microonda para a amostra e o sinal refletido da amostra para o detector. O
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isolador é um dispositivo que atenua fortemente os sinais em um sentido e, no sentido
contrério apresenta baixa atenuacdo. Deste modo, os sinais refletidos pela ponte séo
impedidos de retornar a Klystron prevenindo a instabilidade nas oscilagbes. Apds o
isolador, tem-se o atenuador variavel, o qual bloqueia o fluxo de microondas, sendo
possivel assim, controlar a intensidade de microondas que atingira a amostra [88].

A onda eletromagnética produzida pela fonte, a qual pode ser continua ou
pulsada, é conduzida por meio de uma guia de onda. A amostra é colocada dentro de
uma cavidade ressonante que consiste de uma caixa metalica, normalmente com seu
interior banhado a ouro, com dimensdes que permitem obter um valor minimo para a
componente do campo elétrico da radiacéo eletromagnética incidente na amostra, e um
valor maximo para a componente magnética [89]. Para o bom desempenho de uma
cavidade ressonante é necessario que esta esteja sintonizada com a frequéncia do
oscilador, a amostra esta localizada em uma regido de campo magnético intenso e nao
haver materiais com forte absorcdo dielétrica na regido do campo elétrico. A guia de
onde se acopla a cavidade por meio de aberturas na parede da mesma, chamadas de iris.

A cavidade encontra-se entre duas bobinas geradoras do campo de modulacéo. O
eletroima produz o campo magnético e a varredura do campo. O campo magnético
estatico na amostra deve ser homogéneo e constante. A estabilidade do campo é
realizada por uma fonte de alimentacdo altamente regulada. A maioria dos sistemas
modernos usa um dispositivo sensivel ao campo magnético tais como um cristal de
efeito Hall para a estabilizacdo do campo. A tensdo de saida de um cristal Hall é uma
funcdo linear do campo magnético e é usada ndo s6 para estabilizar o campo, como
também para permitir varreduras lineares [90]. O eletroima deve ter sua temperatura
constante para um melhor desempenho. Devido a isso, sdo utilizados sistemas de
refrigeracdo a agua para uma protecdo maior contra 0 aquecimento excessivo das
bobinas.

O sistema de deteccdo de um espectrémetro é sensivel a fase e utiliza um diodo
detector para medir a intensidade da microonda. O detector age como um retificador de
microondas, convertendo a microonda em corrente continua. Esta conversdo é
acompanhada por um ruido consideravel. Para que haja uma melhora na relagéo sinal-
ruido, um campo magnético alternado, o campo de modulacgéo, € adicionado ao campo
estatico, limitando assim, as contribui¢cGes de ruido muito préximas a frequéncia de
modulagdo. Para que isso ocorra na deteccdo em RPE, duas bobinas de Helmhotz

impulsionadas por um oscilador sdo colocadas, uma em cada lado da cavidade, de modo
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gue um campo magnético de pequena amplitude em uma frequéncia, normalmente igual

a 100 KHz, sobrepde-se ao campo [88,90].

Quando a amostra esta em ressonancia ou proxima desta, uma componente do

sinal detectado sera modulada nesta frequéncia. Esse sinal é amplificado em um

amplificador de bandas estreitas, a saida deste serve como uma entrada para o detector

sensivel a fase; a outra entrada é uma parte do sinal vindo das bobinas de modulagdo. A

saida filtrada do detector sensivel a fase € proporcional tanto a amplitude como a

diferenca de fase dos dois sinais de entrada [90]. Todo o sistema de deteccdo esta

interligado a um computador que permite ao usudrio monitorar as condicOes

operacionais do equipamento e a registrar o espectro. A Figura 14 (sistema de blocos)

mostra como a microonda segue da fonte até o detector.
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Figura 14: Diagrama de blocos de um espectrometro de RPE tipico de banda X operando em um
campo de modulacgéo equivalente a 100 KHz. Adaptado de [88].
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8.2 Fendmeno de Ressonancia e o efeito Zeeman

Espectroscopia de RPE, como todas as outras formas de espectroscopias,
monitora a absor¢do liquida de energia a partir de uma radiacdo eletromagnética
(microonda) quando as moléculas mudam seu estado de energia. Associados a
microonda estad o campo elétrico e o magnético oscilantes e perpendiculares entre si. Em
varias formas de espectroscopias € a componente do campo elétrico que interage com as
moléculas para causar a mudanga no estado energético. A energia necessaria para
atingir essas transicfes é absorvida na forma de quanta de luz. Para que a absorcao
ocorra, duas condi¢cdes devem ser seguidas:

1 — O pacote de energia contido no quantum de luz (hv) precisa corresponder a

separacgdo (AE) entre os niveis de energia, entre os quais ocorre uma transi¢ao, ou seja,

hv = AE. (8.1)

Relacdo conhecida como condicéo de ressonancia.

2 — A componente magnética (ou elétrica) oscilante da luz precisa ser capaz de
estimular um dipolo magnético (ou elétrico) oscilante na molécula. Se essa condi¢éo é
satisfeita, entdo dizemos que a transicdo é permitida [90].

Se uma molécula contém um dipolo magnético, deve-se esperar uma interacdo
com a componente magnética da radiacdo eletromagnética. Tais absorcBes sdo de fato
observadas, mas somente na presenca de um campo magnético estatico. Os dipolos
magnéticos em uma molécula estdo associados tanto com os elétrons quanto com 0s
nacleos. A espectroscopia de RPE lida principalmente com os dipolos magnéticos do
elétron. Dois tipos de dipolos magnéticos séo possiveis, um surgindo do movimento dos
elétrons sobre o ndcleo de um atomo (dipolo magnético orbital), e o outro do hipotético
giro do elétron em torno do seu eixo (dipolo magnético do spin). Na maioria dos casos
encontrados, mais de 99% dos dipolos magnéticos se devem ao momento angular de
spin, com uma pequena contribuicao orbital [91].

Dipolos magnéticos sdo usualmente caracterizados por uma quantidade
conhecida como momento de dipolo magnético (&), o qual é definido em termos da
interacdo de um dipolo magnético com um campo magneético. O momento magnético e
0 momento angular sdo proporcionais tanto na mecanica classica quanto na mecénica
guantica.
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Quando um campo magnético externo H € aplicado sobre um material
paramagnético, os momentos de dipolo dos spins tenderdo a se orientar na direcdo do
campo, paralela ou antiparalelamente a este. Estas duas situacdes apresentam energias
diferentes, sendo o primeiro conhecido como estado de spin “up” e o segundo como

estado de spin “down”. O operador Hamiltoniano que descreve a energia deste sistema é

an)
I
I
S
=

(8.2)

O momento de dipolo magnético eletrdnico pode ser expresso em termos de seu

momento angular intrinseco ou spin ($);

geh _. . -
—S =yhS = —gfS (8.3)

r=- 2mc
onde y = —ge/2mc é a razdo giromagnética, g = 2,00232 para o elétron livre, m é a
massa do elétron, ¢ a velocidade da luz, B =eh/2mc é o magnéton de Bohr.
Substituindo (8.3) em (8.1), pode-se escrever o hamiltoniano de Zeeman em funcéo do
spin do elétron desemparelhado (equacéo 8.4).

. ~

H = gBH.S (8.4)

Na presenca de um campo magnético aplicado, os spins do elétron
experimentam um torque, o qual o induz a efetuar um movimento de precessdo em
torno do campo com uma frequéncia bem definida. Este movimento de rotacdo, analogo
ao movimento de precessao de um pido na presenca do campo gravitacional da Terra, é
denominado precessdo de Larmor. A frequéncia de precessdo depende das
caracteristicas fisicas do elétron e da intensidade do campo magnético aplicado. Essa
relacdo é dada por:

w = YH, (8.5)

A quantizacdo do momento angular de spin em uma direcdo especifica conduz a
uma quantizacdo dos niveis de energia. Sendo, portanto, admitido apenas valores
discretos para a energia do sistema, comumente referidos como energias Zeeman. As

energias E; dos sistemas sdo obtidas a partir da equacao de Schroedinger:
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Hy; = Epl, (8.6)
sendo E; o autovalor energia correspondente a autofungdo ¥;. Usando a notagéo de
Dirac para um sistema de spins com S = 1/2, onde os dois estados de spin sdo
caracterizados por numeros quanticos M, = + 1/2, temos para a componente z do

operador de spin (S,),

T 1
Slo=+3la e slp=-3s. 8.7)

Os autovalores de S, sdo entdo M = + 1/2 e M, =— 1/2. Desde que gfH seja

uma constante, |a) e |8) também sio autofuncdes de H; assim

— . 1
H|a) = gBHS,|a) = +5 gBH|a) (8:8)

— A 1
H|B) = gBHS,|B) = —59BHIB). (8.9)

Portanto, podemos escrever a energia Zeeman como:

N[ =

E = +=gpH. (8.10)

A condicdo de ressonancia pode ser reescrita de acordo com a equacéo (8.11), ou
seja, para que ocorra ressonancia, deve ser incidida na amostra radiacdo eletromagnética
cuja energia hv seja coincidente com a diferenca de energia entre 0s niveis Zeeman
(AE = gBH,):

hv = gBH,; (8.11)
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H, € chamado campo de ressonancia. A Figura 15 mostra um esquema onde estao
representados os niveis de energia Zeeman para um elétron.

A segunda condicdo de ressonancia é satisfeita quando a componente magnética da
onda eletromagnética é polarizada perpendicularmente a direcdo do campo magnético
estatico. As transicdes entre esses dois estados de energia ocorrem tanto por absor¢édo

quanto por emissdo de radiacdo eletromagnética, desde que a condicdo 1 seja satisfeita.

1
Ea = +5g8H

hu = AE
Energia

1
E',g = —zgﬁH

H, = hvfafl

Campo Magnético ———p

Figura 15: Niveis de energia Zeeman em funcao da intensidade do campo magnético. H,. é o0 campo
de ressonancia e E, e Eg sdo as energias associadas aos valores de M, = 1/2 e _1/2,
respectivamente.

8.3 A absorcdo como funcdo da populagdo de spin

Se o0 sistema paramagnético detectavel for exposto a uma radiacdo
eletromagnética com frequéncia apropriada, havera inducédo de transicdes eletronicas de
spin entre os dois niveis de energia Zeeman com igual probabilidade para absor¢édo e
para emissdo. Assim a absorcdo da energia requer uma diferenca na populacdo entre os
dois niveis, dentre os quais as transi¢fes sdo induzidas.

Os elétrons sao distribuidos entre os niveis de energia, o e B, obedecendo a lei de

distribuicdo de Boltzman:
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N, AE gﬁ’Hr>
Na e (25 2 o (— 8.12
Ny P ( KBT> exp ( KT (812)

onde N, e Nz sdo os numeros de populacdes de particulas nos estados o e B,

respectivamente, AE € a diferenca de energia entre esses estados, Kz € a constante de
Boltzman e T ¢é a temperatura absoluta. Como AE é muito pequeno quando comparado a
energia térmica KzT (da ordem de trés vezes), haverd um ligeiro excesso de spins no
estado S e, portanto, a absorcdo de energia se dara no sentido de 8 para . Em um
determinado momento, as populagdes dos spins no estado de menor e maior energia se
igualariam (saturacdo), impossibilitando qualquer deteccdo do sinal de RPE. Porém,
processos dissipativos de energia entre 0s spins e suas vizinhangas provocam a
reposicdo da populacdo dos spins no nivel de mais baixa energia através de mecanismos
de relaxacdo, possibilitando assim, a ocorréncia do fenémeno de ressonancia e de sua
deteccdo.

Para reduzir a saturagdo e produzir um sinal de absorcéo facilmente detectavel, a
relaxacdo deveria ocorrer muito rapidamente, ou seja, o tempo de vida do estado
excitado deveria ser pequeno. Outro fator é que a relagdo inversa entre o tempo de vida
de um estado excitado e a largura de sua linha de absorcdo se opde a vantagem de
tempos de vida muito curtos. Assim, quando as velocidades de relaxagéo séo altas, ou
os tempos de vida sdo curtos, o alargamento das linhas impede medidas de alta
resolucéo.

Ha& dois mecanismos de relaxacdo em espectroscopia de RPE [79]: a relaxacdo
spin-rede ou longitudinal, na qual os spins retornam para os seus estados de menor
energia liberando energia para os modos de vibracdo da rede molecular em um tempo
caracteristico T; (tempo de relaxacdo spin-rede), e a relaxacao spin-spin ou transversal,
que € caracterizada pela perturbacao exercida pelos spins ndo excitados na populacéo de
spins no estado de maior energia, 0 que provoca o retorno da componente transversal da
magnetizacdo desses spins para a posicao de equilibrio. O tempo necessario para que

ocorra esse fendmeno é o tempo de relaxagéo spin-spin (T5).
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84 O fatorg

O fator g num ambiente molecular estd relacionado a facilidade de o campo
aplicado introduzir correntes eletrénicas locais no esqueleto molecular e a intensidade
dos campos gerados por essas correntes. Elétrons podem migrar através do esqueleto
molecular utilizando os estados excitados. Esse caminho adicional para a circulacdo dos
elétrons produz um campo magnético local que se soma ao campo aplicado. Assim, a
facilidade de induzir correntes é inversamente proporcional a separacgéo entre os niveis
de energia, AE, da molécula [92]. E conveniente definir o campo de ressonancia e

permitir que o fator g varie, em resposta a diferentes magnetizac6es da amostra;

hv
Gerr = BH, (8.13)

A principal fonte de campo magnético local, a qual causa desvios do fator g em
relacdo ao do elétron livre, € um momento magnético orbital introduzido por uma
mistura de estados excitados no nivel fundamental. Para a maioria das moléculas o fator
g é anisotropico, isto é, a magnitude do campo local induzido (portanto o fator Q)
depende da orientagdo da molécula em relagdo ao respectivo campo magnético aplicado
[90].

Ha alguns compostos que se tornam isotropicos por fatores fisicos néo
moleculares, como por exemplo, substancias diluidas em liquidos de baixa viscosidade
ou p6 de cristais triturados. Nestes casos a isotropia é obtida devido a orientacdo
randdmica, seja das moléculas no estado liquido ou das particulas de p6 do cristal [40].

A anisotropia do fator g é usualmente resumida na forma de um tensor de

segunda ordem. Geralmente, em sistemas de eixos cartesianos, g € escrito como

Ixx Yxy Yxz
g=\9x Yvr Yvz (8.14)
9zx Yzvy Yzz

O tensor g é, na maioria das vezes, simétrico (gxy = gvx,» 9zv = gvz, €tc), contendo

apenas seis elementos independentes.
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Para um radical com sinal isotropico, gxx = gyy = gzz = gerr- Alguns
sistemas apresentam uma simetria axial onde gxx = gyy # gzz, OU Seja, 0s eixos X e Y
séo equivalentes e apenas o0 eixo Z possui anisotropia. Nestes casos, o valor de g, é
conhecido como gy, enquanto que gyxx € gyy Sao denominados de g,. Sistemas sem

nenhum tipo de isotropia, gxx # gyy # 9zz, Sa0 chamados de ortorrémbicos.

8.5 Interacéo nuclear hiperfina

A interacdo hiperfina é responsavel pelo aparecimento de maultiplos picos nos
espectros de RPE. O fato de o elétron desemparelhado sofrer a acdo dos campos
magnéticos que agem sobre ele, constitui a principal condicdo para que possamos
analisar o efeito da ressonancia magnética. A agdo de um campo magnético externo
sobre o elétron ja foi analisada anteriormente, no entanto este mesmo elétron pode sentir
também a acdo do campo magnético gerado pelos nucleos vizinhos, sendo que este se
adiciona ao campo magnético externo. Esta interacdo é chamada de interacdo nuclear
hiperfina e faz com que os niveis de energia do elétron (Figura 16) sofram um

desdobramento criando uma estrutura espectral chamada de estrutura hiperfina [93].

1

-1

Figura 16: Niveis de energia desdobrados pela interacdo hiperfina entre 0 momento magnético
eletronico e nuclear do ndcleo de nitrogénio.
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Os prétons possuem spin nuclear e um momento nuclear resultante, que € uma
fonte de campo magnético. Assim como os elétrons, os ndcleos também possuem um
momento angular de spin intrinseco, caracterizado pelo numero quéntico de spin I. As
componentes do vetor momento angular de spin nuclear sdo quantizadas e, assim como
no caso eletrdnico, assume valores de M;que véo de —I a +I. A interacdo do spin nuclear
com o spin eletrébnico € que produz a interacdo hiperfina e desdobra as linhas do
espectro de ressonancia em 2| + 1componentes, para o caso de um elétron que interage
com um ndcleo que possui I # 0.

O campo de ressonancia H, representa o campo experimentado pelo elétron
desemparelhado. Se hd um campo magnético local, este deve ser adicionado
vetorialmente ao campo magnético externo H para gerar 0 campo magnético efetivo,
que ¢ dado por

Hepp = H + Hyocq (8.15)

O sistema mais simples que exibe interacdo nuclear hiperfina é o atomo de

hidrogénio (um elétron e um proton; I = 1/2). Neste caso, M, pode assumir dois valores

possiveis (+ 1/2) e assim produzir duas linhas de ressonancia de igual intensidade. De

(8.15) temos que,

a

Heff=H,$ H,— aM, (816)

N

onde a/z € a magnitude do campo magnético local H’ é o campo de ressonancia

quando a = 0. Podemos medir a pelo intervalo entre duas linhas hiperfinas de
ressonancia. Por esse motivo, a € comumente chamada de constante de desdobramento
hiperfino.

A interacdo hiperfina €, entdo, uma interacdo entre 0s momentos magnéticos de
um elétron ndo emparelhado e os nucleos. Ha duas contribuicdes para essa interacao.

Um elétron num orbital p pouco se aproxima do nucleo e sofre, por isso, a a¢éo
de um campo que parece ser de um dipolo magnético puntiforme. A interacao resultante
é uma interagdo dipolo-dipolo. A estrutura hiperfina devido a esse tipo de interacéo sé é
observada em radicais confinados em sdélidos.

Um eletron s distribui-se com simetria esférica em torno de um nicleo e por isso

tem interacdo dipolo-dipolo com meédia nula, mesmo numa amostra sélida. Porem,
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como a probabilidade do elétron s estar no nucleo ndo € nula, ndo é correto tratar a
interacdo como a de dois dipolos puntiformes. Neste caso, um elétron s tem uma
interacdo de contato de Fermi com o ndcleo, que é uma interacdo magnética que ocorre
quando a aproximacdo de dipolo puntiforme ndo € valida. A interacdo de contato €
isotrdpica, isto €, independe da orientacdo do radical, e por isso é exibida mesmo por
moléculas que basculam rapidamente nos fluidos [92]. A equacdo (8.17) apresenta o

Hamiltoniano que descreve essa interacao.

8n(l -r)s(r)

j'\[con = GnPn 3 (8.17)
Escrevendo a equacdo (8.17) em uma forma mais compacta, obtém-se
j'\[con = gﬁAOi ) 31, (8.18)

em que a constante de acoplamento, A,, depende da probabilidade de se encontrar o

elétron no niicleo, |y (0)|? , sendo representada pela seguinte expressao:

8m )
Ao = () gnbali(O)| (8.19)

A outra forma de contribuicdo para a interacdo hiperfina é a interacdo classica
entre dois dipolos, f (momento magnético eletronico) e i, (momento magnético
nuclear), separados por uma distancia 7. Esta interacdo depende do angulo entre a linha
que une os dois dipolos e a direcdo do campo externo aplicado. Gracas a dependéncia
angular, essa interacdo é conhecida como interacdo anisotropica ou dipolar, e é descrita
pelo seguinte Hamiltoniano:

3(I“-r)5($‘-r) -9 ’ (8.20)

j:[dip = 9BGnbn r 73

onde gy e By sdo o fator g do ndcleo e o magnéton de Bohr nuclear, respectivamente. A

equacao (8.20) pode ser reescrita na forma tensorial:

Hap=9gB1-T-§, (8.21)
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sendo T o tensor de acoplamento hiperfino.
O Hamiltoniano de interacdo hiperfina (8.22) é dado pela soma da interacédo

anisotropica (dipolar) e isotrépica (interacdo de Fermi):
Hp=gPl -T-S+ gBAJ.S=gBS -A-T (8.22)
Somando as equacdes (8.4) e (8.22), obtém-se o hamiltoniano total (8.23),
H=pHgS+hS.A.T (8.23)

sendo g o tensor g, A o tensor de acoplamento hiperfino e f o0 operador que representa o

spin nuclear.

8.6 O método de marcadores de spin aplicado em membranas

bioldgicas

A RPE tem sido largamente utilizada no estudo ndo somente de espécies
intrinsecamente paramagnéticas, mas também de radicais livres intermediarios
formados em reacGes bioguimicas. Grande parte dos sistemas bioldgicos de interesse
ndo apresenta centros paramagnéticos, tornando-se necesséria a utilizacdo de sondas
especificas, usualmente conhecidas como marcadores de spin. Estas sondas sao
amplamente empregadas devido a grande sensibilidade do espectro de RPE a sua
mobilidade, bem como a extraordinaria estabilidade quimica do fragmento
paramagnético, geralmente o radical nitréxido, mesmo quando submetido a condi¢des
extremas de pH e temperatura [94].

Uma importante caracteristica dos espectros de RPE ¢é que o fator g e o
desdobramento hiperfino dos marcadores de spin variam com a polaridade do solvente.
Assim, podemos identificar através dos espectros se 0 marcador esta inserido em um
ambiente de natureza hidrofébica ou hidrofilica.

Os radicais nitroxidos desde o seu desenvolvimento hd mais de 30 anos tém sido
uma importante ferramenta em muitos estudos de Biofisica, especialmente de

membranas e proteinas. Isso se deve a grande estabilidade destes radicais e a
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possibilidade de participar em rea¢Ges quimicas sem o envolvimento do elemento
paramagnético. Além disso, a quimica desses radicais e em especial a sua sintese
obtiveram um avanco consideravel nos Gltimos anos.

Os nitroxidos contem como parte essencial o fragmento paramagnético N—-O,
onde o elétron desemparelhado responsavel pelo paramagnetismo interage com o nucleo
de nitrogénio (I=1), e devido a essa interacdo, o espectro de RPE de um radical
nitroxido em solucdo é um triplete com intensidades muito proximas e iguais distancias
entre as linhas (Figura 17) [95].

Figura 17: Espectro de absor¢do do radical nitroxido; g define a posicdo da linha central e a
constante de desdobramento hiperfino.

A férmula geral dos nitréxidos € a seguinte:

cn, T ch
N
ch” Ny TCH

O

Figura 18: Estrutura molecular geral do radical nitréxido. R; e R, representam grupos quimicos
que variam de acordo com o marcador de spin.
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R; e R, sdo radicais convenientes para a ligacdo do marcador a molécula que se
quer estudar formando assim os diversos marcadores de spin de radicais nitroxido. Estes
marcadores podem ser ligados covalentemente as proteinas e, no caso de membranas e
micelas, serem intercalados fisicamente. O sinal de RPE produzido pelo nitréxido é
extremamente sensivel a dindmica molecular, polaridade, viscosidade, acidez, estrutura
e ordem do meio.

A anisotropia espectral é a base fundamental da utilidade do método de
marcadores de spin. A Figura 19 apresenta o sistema de coordenadas do radical
nitroxido demonstrando o angulo formado entre a direcdo do campo magnético externo

H e 0 eixo Z das coordenadas do radical.

A =Y

Figura 19: Sistema de coordenadas do radical nitréxido demonstrando os angulos formados entre a
direcdo do campo magnético externo H e os eixos de coordenadas do nitroxido.

A anisotropia do espectro em relacdo as trés dire¢bes principais € vista
claramente. O desdobramento hiperfino e o fator g que define o centro dos espectros
dependem da dire¢do do campo magnético.

A anisotropia espectral € normalmente especificada pelos trés valores do fator g
e da constante hiperfina obtidas nas direcOes paralelas aos eixos principais:
Azz, Axx, Ayy © 7z, 9xx» Gyy- EM muitos casos o sistema molecular é simétrico
axialmente e os valores principais valores sdo designados como: A, = Az, A, =
Axx = Ayy e similarmente g, = gzz € 9. = gxx = Jyy. A anisotropia de ge A4 é

base do célculo dos pardmetros de ordem em membranas [95].
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Em estudos com marcadores de spin, supde-se que 0 espectro de RPE do
marcador reproduz fielmente a estrutura e mobilidade do sistema biol6gico. Este deve
ser o caso, quando o marcador tem uma semelhanga estrutural aos componentes
bioldgicos. Por esse motivo, no estudo de membranas tém sido usados derivados
nitroxidos de acidos graxos ou de fosfolipidios.

Vale ressaltar que o0 movimento molecular mais importante ndo € o0 movimento
do grupo radical nitréxido, e sim da molécula na qual ele esta ligado. Em membranas
bioldgicas, o eixo principal dos marcadores de spin pode assumir todos 0s possiveis
angulos em relacdo a direcdo do campo magnético externo. Sendo assim, o espectro de
RPE desses marcadores sera uma superposicdo dos espectros de todas as possiveis
orientacdes das cadeias carbbnicas em relagdo ao campo magnético externo, cujos
desdobramentos maximos ocorrerdo quando uma determinada populacdo de marcadores
de spin possuir suas cadeias carbonicas alinhadas paralelamente ao campo externo, e
minimo quando estiver alinhada perpendicularmente.

Os parametros 24, e 24, podem ser medidos diretamente a partir dos espectros

experimentais de RPE de marcadores de spin como mostrado na Figura 20.

24,

24,

Figura 20: Espectro de RPE do marcador de spin 5-DSA obtido em temperatura ambiente com a
indicacéo dos parametros espectrais 24, e 24, .
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Os parametros experimentais apresentados anteriormente, 24, e 24, refletem a
anisotropia dos fatores g e A. Em solucdo, os marcadores assumem um regime de
movimento molecular rapido. As répidas flutuacbes do marcador de spin nesse
ambiente promedia as anisotropias apresentadas anteriormente fazendo com que néo
mais se observe a diferenca entre os valores de 24, e 2A;. Nesse regime de

movimento, 0s espectros dos marcadores de spin passam a exibir um carater isotropico,

onde os tensores g e A sdo substituidos pelas médias aritméticas de suas componentes
matriciais no sistema de coordenadas do grupo nitréxido.

Os marcadores de spin derivados do acido estearico, principalmente o 5-DOXIL
estearato (5-DSA) (Figura 21), (possui o anel do radical nitréxido ligado ao 5° carbono
da cadeia acil) sdo frequentemente usados no método de marcadores de spin para obter
informacdes sobre a fluidez dos lipidios da membrana. Tais informacGes sdo obtidas

através da medida do parametro de ordem (S), o qual é dado por:

Ay —Ay

S = 1
Azz — 5 (Axx + Ayy)

(8.24)

Quanto menor for o valor de S, mais fluida é a regido proxima ao centro paramagnético
do marcador de spin, ou seja, maior é a sua mobilidade rotacional na membrana na qual

se encontra inserido.

Figura 21: Marcador de spin 5-DSA que possui o0 anel do radical nitréxido ligado ao 5° carbono da
cadeia acil.

A oxidagdo das biomoléculas que compdem a membrana bioldgica altera a
composi¢do e consequentemente modifica as propriedades fisicas dessa estrutura. Uma
dessas principais mudancas € justamente na fluidez da bicamada lipidica, e esta pode ser

monitorada pelo parametro espectral 24,.
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9  Materiais e Métodos

9.1 Preparacao dos lipossomas

Lipossomas de EPC foram preparados pelo método de extrusdao. Uma quantidade
conhecida de EPC foi dissolvida em cloroférmio/metanol (2:1). Foi formado um filme
lipidico no tubo de ensaio com a evaporacgdo dos solventes pela aplicacdo de fluxo de
gas de nitrogénio. Este foi colocado sob vacuo permanecendo por 3 horas, com o intuito
de remover o solvente organico restante na amostra. O filme foi entdo hidratado com
um volume apropriado de tampao Tris-HCI (50 mM, pH 7,4), vortexado e logo apos, ja
com as vesiculas multilamelares formadas, submetido ao processo de extrusdo
utilizando um extrusor manual equipado com um filtro de policarbonato de 0,4 um
(Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster, AL) para garantir uniformidade no tamanho das

membranas [96].

9.2 Preparacio dos “ghosts”

As amostras de sangue foram cedidas pelo laboratério INGOH. O sangue diluido
em tampéo fosfato salino (PBS; NaCl 154 mM, pH 7,4) foi centrifugado a 200 X g por
10 minutos. Repetindo este procedimento por mais duas vezes, obteve-se um
concentrado de hemacias, o qual foi colocado na presenca de tampao lisante (sem sal, 5
mM de fosfato pH 8,0) por aproximadamente 3 horas. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas cinco vezes a 20.000 x g por 10 minutos a 4°C. Com o intuito de que as
membranas celulares recuperassem sua conformacéo original, o sangue foi exposto a
mais duas centrifugacfes adicionais utilizando novamente o tampao PBS. Apds todo
esse procedimento, um concentrado de membranas de coloragdo embranquecida foi
obtido e entdo armazenado a -20 °C até 0 momento da sua utilizacdo nos ensaios

oxidativos.
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9.3 Incorporacéo dos antioxidantes

O 4-NC foi isolado do 6leo vegetal da P. umbellata e purificado no laboratério
de Biofarmacia e Farmacocinética coordenado pela Professora Doutora Kénnia Rocha
Rezende da Faculdade de Farméacia da Universidade Federal de Goias. As amostras
foram diluidas em etanol. Diversas concentragdes foram colocadas nos tubos de ensaio,
os quais foram levados a estufa (37°C) para a evaporacao do solvente. Logo em seguida
adicionou-se 20 uL. de EPC (40 mM) e 20 uL de tampao Tris-HCI (50 mM, pH 7,4). A
solucdo foi incubada por 1 hora e meia para a incorporacéo das moléculas de 4-NC. O
mesmo procedimento foi realizado para o a-tocoferol (Figura 22). Ja para a
incorporagdo do 4-NC em membranas “ghosts” foi seguida a mesma sequéncia descrita
acima, porém com concentracdo de membrana maior. Neste caso foram usados 50 pL

de “ghosts” equivalendo a aproximadamente 4mg de lipidios/ml na solucgéo final.

HO CHj

Figura 22: Estrutura molecular do a-tocoferol.

9.4 Inducéo da peroxidacéao lipidica

Diversas substancias tém sido usadas como modelo de agentes oxidantes para
estudar o mecanismo do estresse oxidativo. Neste trabalho utilizamos o0 AAPH, um azo
composto hidrossollvel e gerador de radicais livres e 0 composto FeSO, adicionado ao
H,O,, os quais, apos reagirem, resultam no radical hidroxila (HO") por meio da reagdo
de Fenton (equacdo 3.1).

Foi adicionada as membranas de EPC, ja agregadas ao antioxidante, 460 uL de
solucédo de AAPH (33 mM), preparada em tampéo Tris-HCI (50 mM, pH 7,4), obtendo
uma solu¢do final de 500 pL a 30 mM de AAPH. As amostras foram incubadas por 3
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horas a 37°C agitadas de 30 em 30 minutos. J& as membranas de “ghosts” foram tratadas
com 1,450 mL de solucdo de tampé&o PBS contendo AAPH (50 mM, concentragdo final)
e incubadas também por 3 horas a 37 °C.

A reacdo, pela qual o AAPH se torna radical, esta representa na figura abaixo;

HN CHgj CH3 NH HN  CHs HN CHj
N=N+—< -N, 2 H _*02»_> 2 >7+ -0-0 -«
HoN  CH;  CHaNHp AG T HoN - CHg HoN  CH,y
(+ 2 HCI) .
AAPH LOO

Figura 23: Reacéo pela qual o AAPH se torna radical livre. Adaptado de [97].

A solucdo de FeSO, /H,0; foi preparada em solucdo neutra (pH 7.0), obtendo
uma concentracéo final de 100 uM/1 mM, nas solucGes de EPC e 200 uM/1mM ou 200
uM/2mM  nas solugdes contendo “ghosts”. O procedimento utilizado aqui foi 0 mesmo
para 0s experimentos com o AAPH, exceto que o tempo de incubacdo da solucdo de
FeSQO,/H,0O, com a molécula antioxidante incorporada a membrana foi de apenas 1hora

nos testes contendo a concentracdo de 200 uM/1mM.

9.5 Metodos para a avaliacdo da capacidade antioxidante

9.5.1 Teste do 4cido 2-tiobarbitdrico

Trata-se de um teste baseado na reacdo do &cido tiobarbitdrico (TBA) com o0s
produtos finais de decomposicdo dos hidroperéxidos. Um dos principais produtos
formados no processo significativo € MDA, um aldeido com trés atomos de carbonos e
de baixo peso molecular [98]. Neste ensaio uma molécula de MDA reage com duas
moléculas de TBA para formar um complexo de cor rosa (MDA-TBA), o qual apresenta
absorbancia éptica maxima em comprimento de onda A = 532 nm. Esta reagdo ocorre
pelo ataque nucleofilico envolvendo o carbono 5 do TBA e o carbono 1 do MDA,
seguida por uma reacdo similar com uma segunda molécula de TBA (Figura 24). A

velocidade da reacdo depende da temperatura, pH e concentragdo de TBA [99].
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Figura 24: Reagdo entre o0 MDA e o0 acido TBA para a formacdo do complexo MDA-TBA.
Adaptado de [99].

Apos o processo de oxidacdo, toda a solugdo contendo membranas de EPC foi
centrifugada a 1.000 x g e a contendo “ghosts” a 20.000 X g. Foram retirados 480 pL
do sobrenadante da primeira ¢ 1200 puL. da segunda. A eles foram adicionados 2 mL de
solucdo contendo 15 % de acido tricloroacético (TCA), 0,375% de TBA e 0,25 M de
HCI [100]. Logo em seguida, as amostras foram aquecidas a 95°C em banho maria por
15 minutos para a EPC ¢ 30 minutos para os “ghosts” €, imediatamente depois,
resfriada. As solucbes foram novamente centrifugadas, desta vez a 20.000 x g por 10
minutos. Os sobrenadantes, 0s quais contem as substancias resultantes da reacdo com
TBA, foram transferidos para uma cubeta de quartzo e a absorc¢do foi lida em 532 nm,
utilizando o espectrofotdmetro da PG Instruments, modelo T80+, alocado no
Laboratério de Biofisica do Instituto de Fisica da UFG. As concentragcbes de MDA
foram obtidas substituindo os valores da absorbancia, A, medidos experimentalmente,
na equacdo de Lambert-Beer (equacdo 6.2) usando o coeficiente de extin¢gdo molar
e = 1,5x10°M~tcm™1, nos permitindo, indiretamente, monitorar a peroxidacdo dos

lipidios das membranas.

9.5.2 Marcacdo das amostras e condi¢Ges do espectrometro de RPE

Ap0s o processo de oxidacdo, as membranas “ghosts” foram centrifugadas, na
presenca de tampdo PBS (NaCl 154 mM, pH 7,4), duas vezes a 20.000 x g e 4 °C

durante 10 minutos para que o excesso dos agentes oxidantes fosse retirado. Apos esse
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procedimento foi adicionado o marcador de spin derivado do &cido estedrico 5-DSA
(Figura 21) nas membranas. Nossas medidas experimentais foram realizadas no
laboratdrio de Ressonancia Paramagnética Eletronica da Universidade Federal de Goias
(UFG). Utilizamos um espectrometro Bruker ESP300 equipado com uma cavidade
ressonante ER4102 ST operando em banda-X (9,4 GHz aproximadamente) seguido dos
seguintes parametros: frequéncia e amplitude de modulagdo, 100 KHz e 1,024 G
respectivamente; poténcia de microonda, 20 mW; varredura do campo magnético, 100

G; tempo de varredura, 168s e constante de tempo de deteccdo, 41 s.

9.5.3 Meétodo DPPH

Este método é baseado na capacidade de antioxidantes sequestrarem o radical
livre estavel DPPH' (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) (Figura 25) [101]. Este é
caracterizado como um radical livre devido a vantagem de deslocalizacdo do elétron
livre sobre a molécula como um todo. A deslocalizagdo também da origem a uma cor
violeta profunda, caracterizada por uma banda de absor¢do em solucdo de etanol ou

metanol centrada em cerca de 515 nm.

(A) (B)
cal

. H
O3N N O3N N—N
NO 5 NO 5
2,2-difenil-1-picrilhidrazila (radical) 2.2-difenil-1-picrilhidrazila (ndo radical)

Figura 25: Estrutura molecular do DPPH radical (A) e do ndo radical (B).

A reducdo do DPPH’, como indicado a seguir (equacdo 9.1), € seguida pelo
monitoramento do decréscimo de sua absorbancia no comprimento de onda

caracteristico durante a reacdo. Quando uma solucdo de DPPH" é acrescida de uma
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substancia que pode doar um atomo de hidrogénio, da lugar a forma reduzida com perda
da cor violeta. A cor da solucéo resultante dessa reacdo € um amarelo pélido residual
provindo do grupo picril ainda presente [102].

Representando o radical DPPH" por Z e a molécula doadora de hidrogénio, ou

seja, 0 antioxidante por XH, temos que:

Z +XH=ZH +X, (9.1)

onde ZH ¢é a forma reduzida do DPPH e X" é o radical livre formado nesta primeira
etapa da reacdo. O radical X" € relativamente estavel e ndo reage com os lipidios.

Do ponto de vista metodoldgico, 0 método DPPH é considerado um método féacil
e valido para avaliar a atividade antioxidante de compostos puros e/ou extratos
complexos, visto que € utilizado um radical estavel e que ndo necessita ser gerado como
em outros métodos baseados na neutraliza¢do de radicais. Outra vantagem importante é
que os resultados sdo altamente reprodutiveis e comparaveis a outros métodos utilizados
para esse tipo de estudo [103].

A solucdo de DPPH em metanol (10 mM) foi preparada e estocada em
“eppendorfs” cobertos com folhas de aluminio, mantidas no escuro a 4 °C até o
momento das determinacfes [104]. O decréscimo na absorbancia foi medido para
diversas concentragdes de antioxidantes, 4-NC, a-tocoferol e (+)-Catequina (Figura 26),
em 515 nm. A concentragdo de DPPH usada foi de 75 pM. As leituras foram feitas

durante 30 minutos em intervalos de 30 segundos.

OH

Figura 26: Estrutura quimica da molécula (+)-Catequina.

Quanto maior a atividade antioxidante das amostras testadas, mais estavel o

radical DPPH se torna, provocando a descoloragéo da solugdo (DPPH + antioxidante) e
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diminuindo a absorbancia. Deste modo, o percentual de inibicdo das amostras testadas

sobre o radical DPPH foi calculado conforme a equacédo (9.2) [104]:

A — Agntioxi
% Inibig:éo — DPPH y antloxldante] % 100
DPPH

onde A é o valor da absorbancia lida pelo espectrofotdmetro.

9.2)
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10  Resultados

10.1 Padronizacdo do método do &cido 2-tiobarbiturico

Para o teste do acido 2-tiobarbitarico foi seguido o mesmo procedimento
descrito por [100], porém com algumas modificagdes. Estas foram realizadas como
forma de encontrar uma melhor qualidade e confiabilidade dos resultados. Além do que,
padronizando o método pode-se utiliza-lo no estudo de atividades antioxidantes de
outras moléculas e/ou em diferentes sistemas. Como esta € uma linha de pesquisa, a
qual nosso laboratorio estd se dedicando, € de grande importancia que a metodologia
fiqgue bem definida. Alguns testes foram realizados para que tal objetivo fosse
alcancado.

Primeiramente, foi realizado um teste para definir a concentracdo do agente
oxidante, AAPH, que deveria ser utilizada para a inducdo da peroxidacédo lipidica dos
fosfolipidios da EPC. Este procedimento foi feito monitorando-se a quantidade do
complexo MDA-TBA formado na reagdo. As concentragdes do complexo (uM)
formadas pela oxidacdo dos lipidios insaturados da EPC estdo plotadas na Figura 27 em

funcdo das concentracdes de AAPH (mM) utilizadas.

0,6

0,54

[MDA] (uM)

0 15 30 45 60

[AAPH] (mM)
Figura 27: Variacdo da concentracdo do complexo MDA-TBA em funcéo da concentracdo de
AAPH na qual aproximadamente 1,6 mM de vesiculas de EPC foram incubadas durante 3 horas a

37 °C para a reagdo com o AAPH. A absorbéancia foi monitorada em comprimento de onda, A =
532 nm, e o valor utilizado do coeficiente de absortividade molar foi de 1,56 x 105 M cm™.
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Definiu-se entdo, que a concentracdo de AAPH mais adequada para ser usada
em todos os experimentos com EPC seria 30 mM, pois representa uma concentragdo
préxima do inicio do platd do grafico da Figura 27.

Com o intuito de encontrar o tempo necessario para a incorporacdo total dos
antioxidantes as membranas de EPC, foram realizados experimentos variando o tempo
de incubacéo destas. Para tal, usamos como referéncia, a molécula a-tocoferol (vitamina
E) (Figura 22) que é um antioxidante natural e de membrana bem conhecido.

Na Tabela 3 tem-se os resultados da absorbéncia do o-tocoferol a uma
concentragdo de 250 uM em razdo do tempo de incubacdo desta com a EPC. Vale

ressaltar que a incubacdo com o agente oxidante (AAPH) foi feita a 37°C.

Tabela 3: Absorbéancia dos controles oxidados e ndo oxidados e do a-tocoferol inserido a vesicula de
EPC antes da inducdo da oxidacdo em razdo da variacdo do tempo de incubagdo para a sua
incorporacgédo a EPC. Aproximadamente 1,6 mM de vesiculas de EPC foram incubadas com 250 pM
de a-tocoferol a 37°C. A oxidacéo foi induzida por 30 mM de AAPH, sendo o tempo de incubacéo
com este de 3 horas e a 37°C. A absorbéncia foi monitorada em comprimento de onda, A =532 nm.

Absorbancia

Tempo Controles a-Tocoferol
Né&o oxidado Oxidado
Oh 0,034 0,094 0,088
30 min 0,035 0,089 0,074
1h 0,035 0,092 0,082
1h e 30min 0,036 0,088 0,070

Nota-se que houve pouca variagdo na absorbancia lida no espectrofotdmetro,
porém o valor minimo foi encontrado para a incubacdo de 1 hora e 30 minutos. Logo,
este foi o tempo que os antioxidantes juntamente com a solugdo de membrana EPC
ficaram na estufa nos testes realizados. Lembrando que com uma melhor incorporagédo

dos antioxidantes as membranas, hd uma protecdo maior.
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O procedimento experimental para se obter a produgédo de MDA gera alguma
oxidacdo. Com o objetivo de minimizar o valor de absorbancia na auséncia do agente
oxidante, foi realizada a variacdo da temperatura e do tempo em que as amostras
ficaram aquecidas em banho-maria. Além disso, foi realizado um experimento em que a
95°C a amostra também foi centrifugada a 20.000 x g por 10 minutos a temperatura
ambiente (23°C) logo apo6s as 3 horas de incubacdo com o AAPH. Neste caso, a solucéo
de TBA com TCA e HCI foi adicionada apenas ao sobrenadante da solugdo. As

absorbancias obtidas nestes diversos sistemas estdo apresentadas na tabela 4.

Tabela 4: Absorbancia dos controles oxidados e nédo oxidados variando a temperatura e o tempo em
que as amostras contendo aproximadamente 1,6 mM de vesiculas de EPC permaneceram em
banho-maria para a reagdo em que o complexo MDA-TBA é formado. A oxidacao foi induzida por
30 mM de AAPH, sendo o tempo de incubagdo com este de 3 horas e a 37°C. A absorbéncia foi
monitorada em comprimento de onda, A =532 nm.

Absorbancia controles

Temperatura (°C)  Tempo (min)

Oxidado Né&o oxidado
30 0,057 0,012
90 20 0,061 0,014
15 0,062 0,019
95 15 0,084 0,012
95* 15 0,031 0,006
95** 15 0,000 0,000

* A amostra foi centrifugada a 20.000 x g por 10 min a 23 °C antes da reagcdo com a
solugéo de TBA com TCA e HCI;

** Amostra com auséncia de EPC.

Observa-se que em relagdo a temperatura ndo houve uma diferenca significativa
na absorbancia dos controles ndo oxidados, porém em se tratando do controle oxidado, a
95°C houve uma formagdo maior do complexo MDA-TBA, o que ¢é justificado pelo alto

valor da absorbancia lida nesta temperatura. Quanto ao tempo de aquecimento em
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banho-maria, as diferencas nos valores obtidos foram minimas, o que nos permitiu
definir 15 minutos como um tempo suficiente para as medidas. O teste feito com
auséncia de EPC na solucdo comprova que a formacdo do complexo MDA-TBA, ou
seja, a oxidacdo ocorre exclusivamente devido a presenca dos fosfolipidios da
membrana, uma vez que ndo houve nenhuma absorcao por esta solucao.

O Unico controle que obteve praticamente uma auséncia de oxidacdo dos
fosfolipidios insaturados foi o submetido a centrifugacdo antes da reagdo com a solugédo
de TBA. Neste, o valor da absorbancia foi praticamente nulo para o controle nédo
oxidado, o que seria um oOtimo resultado se ndo tivesse havido um importante
decréscimo na absorbancia do controle oxidado também. Isto pode ocasionar uma perda
na confiabilidade do experimento, pois submetendo a amostra a uma centrifugacdo com
tamanha rotacdo, pode levar a precipitacdo de alguns produtos resultantes da
peroxidacgdo lipidica, prejudicando assim os resultados e suas analises. Entéo, foi feito
este mesmo teste, porém centrifugando a velocidades menores, para tentar reproduzir o
resultado obtido para o controle ndo oxidado, mas ndo prejudicar o0 experimento como
um todo. Na tabela 5, estdo os resultados obtidos. Analisando os dados, € visto que, a

centrifugagdo a 1.000 x g é a mais adequada ao objetivo proposto.

Tabela 5: Absorbéancia dos controles oxidados e ndo oxidados variando a velocidade de rotacdo das
amostras apds a incubacdo com AAPH e a temperatura da dgua do banho-maria para a reacdo em
que o complexo MDA-TBA é formado.

Absorbancia controles

Temperatura (°C) Tempo (min)

N&o oxidado Oxidado
80 0,024 0,058
30
85 0,025 0,063
95* 0,002 0,037
15
g5** 0,005 0,050

* A amostra foi centrifugada a 5.000 X g por 10 min a 23 °C antes da reagcdo com a
solugéo de TBA com TCA e HCI;
** A amostra foi centrifugada a 1.000 x g por 10 min a 23 °C antes da reacdo com a
solugéo de TBA com TCA e HCI;
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10.2 Avaliacdo da atividade antioxidante

10.2.1 Estudo da protecdo a peroxidacao lipidica atraves do teste acido 2-

tiobarbitdrico

Ap0s a padronizacdo do teste acido 2-tiobarbiturico deu-se inicio ao estudo da
atividade antioxidante do 4-NC, ressaltando que todos os experimentos realizados para
este trabalho foram feitos em triplicatas. Primeiramente obteve-se a curva da
concentragcdo do complexo MDA-TBA (uM) formado em funcéo da concentracdo de 4-
NC (uM) (Figura 28) incorporado a lipossomas de EPC. As reacBes nestes primeiros

testes foram iniciadas com o agente oxidante AAPH com concentracao final de 30 mM.
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Figura 28: Concentracdo de MDA-TBA em fung¢do da concentracdo de 4-NC no qual
aproximadamente 1,6 mM de EPC foram incubadas com as concentragfes requeridas de 4-NC por
1 h e 30 min a 37 °C. A peroxidacdo lipidica foi induzida por 30 mM de AAPH incubado por 3
horas a 37°C.

A Figura 28 mostra um decréscimo significativo na formacdo do complexo
MDA-TBA com o aumento da concentracdo do 4-NC, confirmando assim, o potencial
desta molécula em proteger as membranas modelos contra a agdo de radicais livres.
Logo, 0 4-NC incorporado a vesicula de EPC evita que esta tenha a maioria dos seus
lipidios oxidados, interrompendo a propagacédo das reacGes em cadeia da peroxidacao,

impedindo assim, 0s danos que poderiam causar.
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Para um melhor entendimento desta eficiéncia do 4-NC em proteger os AGPI
dos fosfolipidios da vesicula de EPC contra a a¢do dos radicais gerados a partir da
decomposicdo térmica do AAPH, foi calculada e plotada a porcentagem de protecdo
desta molécula em funcdo do aumento de sua concentracdo (Figura 29). O célculo foi

feito utilizando a seguinte equacéo (10.1) [100]:

A) antioxidante — (A
PI‘OtG(,‘éO (%) =100 — ( )ant10x1dante ( )controle x 100 (10.1)

(A)AAPH - (A)controle

sendo A o valor da absorbancia.
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Figura 29: Efeito antioxidante do 4-NC. As membranas de EPC diluidas em tampéao Tris-HCI (50
mM, pH 7,4) (~1,6 mM)) foram incubadas com as concentragdes requeridas de 4-NC por 1 he 30
min a 37°C, e com 30 mM de AAPH a 37°C por 3 horas. O valor da porcentagem de protecéo foi
calculado de acordo com a equacéo (10.1).

Verifica-se que a protecdo do 4-NC e proporcional a sua concentracdo até
aproximadamente 25 uM e a protecdo chega proximo de 100%. Em pequenas
quantidades de 4-NC ja houve uma porcentagem significativa de protecdo, sendo que
com 100 puM deste quase ndo houve mais indicios de formacdo de complexo MDA-
TBA, obtendo aproximadamente 90% de protecdo. Como forma de comparagdo o

mesmo teste foi realizado para o o-tocoferol, molécula classica, ja conhecida por
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apresentar um forte potencial antioxidante. Os resultados estdo apresentados na Figura
30.
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Figura 30: Efeito antioxidante do a-tocoferol. As membranas de EPC diluidas em tampéao Tris-HCI
(50 mM, pH 7,4) (~1,6 mM)) foram incubadas com as concentracdes requeridas de a-tocoferol por 1
he 30 mina37°C, e com 30 mM de AAPH a 37°C por 3 horas.

Interessante que até hoje ndo foi compreendido porque a vitamina E, sendo o
antioxidante que a natureza escolheu para a protecdo de membrana do organismo
humano, em testes in vitro, apresenta atividade antioxidante muitas vezes superada por
outros antioxidantes pouco conhecidos na literatura. No teste apresentado na Figura 30,
a molécula de a-tocoferol protegeu em apenas 30% a vesicula de EPC da oxidacdo dos
lipidios, e esse nivel de protecdo foi atingido para uma concentracdo de 250 uM da
molécula, enquanto para o 4-NC, apenas 5 uM j& havia protegido 40%. Visto que o 4-
NC é um protetor contra a acdo dos radicais livres nas membranas modelos, deu-se
prosseguimento ao trabalho testando sua atividade quanto a oxidacdo induzida pela
reacdo de Fenton (equacdo 3.1), a qual gera diretamente a hidroxila (HO"), o mais
nocivo dos radicais livres. Como ja foi dito anteriormente, o procedimento foi 0 mesmo,
0 que mudou foi apenas o agente oxidante. A concentracdo de FeSO,/H,0; utilizada
nestes experimentos e o tempo de incubacdo destes em presenca do antioxidante
incorporado a membrana ja havia sido padronizado em outros trabalhos desenvolvidos

no laboratdrio do grupo de biofisica. Assim, para o 4-NC foram utilizadas as mesmas

75



condigdes experimentais. A curva da concentragdo do complexo MDA-TBA em fungéo
da concentragdo de 4-NC esté apresentada na Figura 31.
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Figura 31: Variacdo da concentracdo de MDA-TBA em funcéo da concentracéo de 4-NC no qual
aproximadamente 1,6 mM de EPC foram incubadas com as concentracfes requeridas de 4-NC por

1 h e 30 min a 37°C. A peroxidag&o lipidica foi induzida por 100 pM/1 mM de Fe?*/H,0,a 37°C por
1 hora.

O_

Observa-se novamente o decréscimo na formacgdo de MDA gracas a presenca do
4-NC, o que é um indicativo que este também protege contra o radical HO". O gréfico

da protecdo também foi feito para este caso e esta mostrado na Figura 32.
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Figura 32: Efeito Antioxidante do 4-NC. As membranas de EPC diluidas em tampao Tris-HCI (50
mM, pH 7,4) (~1,6 mM)) foram incubadas com as concentragdes requeridas de 4-NC por 1 he 30
min a 37°C e com 100 pM/ 1 mM de Fe?*/H,0, por 1 hora a 37°C. O valor da porcentagem de
protecéo foi calculado de acordo com a equacgéo (10.1).
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Comparando os resultados da Figura 29 com os da Figura 32 percebe-se uma
semelhanca nos resultados, o que significa que o 4-NC apresenta aproximadamente o
mesmo potencial protetor contra os radicais HO" e os radicais LOO" nos lipossomas de
EPC.

Lipossomas sdo otimos modelos de bicamadas fosfolipidicas devido a sua
semelhanga com as membranas celulares. No entanto, as membranas celulares isoladas
representam um sistema bioldgico ainda mais proximo da realidade. O préximo passo
realizado neste trabalho foi testar a atividade antioxidante do 4-NC em membranas
isoladas de eritrocitos, os “ghosts”. Em trabalho anterior de nosso laboratorio, foi
estudada a produgcdo de MDA induzida por AAPH em membranas isoladas de
eritrécitos [105]. Foi verificado que para uma concentracdo de “ghosts” de
aproximadamente 4 mg de lipidio/mL a concentracdo de AAPH que atingiu um maximo
de oxidacdo foi de 50 mM (Figura 33) para um periodo de incubacdo de 3 horas e,
assim, estas condigOes experimentais foram utilizadas na inducdo da lipoperoxidagéo.
Na Figura 34 estdo os gréaficos da concentracdo do complexo MDA-TBA (A) e da
porcentagem da protecdo (B) versus a concentracdo de 4-NC.

0,54 E/i"i
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Figura 33: Concentracdo de MDA formado pela peroxidacdo dos lipidios em funcdo da
concentracdo de AAPH. As membranas “ghosts” diluidas em tamp&o PBS (fosfato 5 mM, NaCl 154
mM, pH 7,4) foram incubadas com diferentes concentracgdes de agente oxidante AAPH por 3 horas
a 37 °C [105].
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Figura 34: Producdo de MDA-TBA (A) e protecdo do antioxidante 4-NC (B) em funcéo de sua
concentracdo. As membranas “ghosts” diluidas em tampio PBS (fosfato 5 mM, NaCl 154 mM, pH
7,4) (~4 mg de lipidio/mL) foram incubadas com as concentracdes requeridas de 4-NC por 1 he 30
min a 37°C. A peroxidagao lipidica foi induzida por 50 mM de AAPH incubado por 3 horas a 37°C.

De acordo com o gréfico da Figura 34 (A) houve a diminuicdo da formacéo do
complexo MDA-TBA com o aumento da concentracdo do 4-NC, porém neste caso a
concentracdo de MDA-TBA foi aproximadamente 2,5 vezes menor que em EPC,
mesmo esta Ultima estando em menor concentracdo na solucdo final. Isso se deve ao
fato de os “ghosts” apresentarem além dos lipidios, proteinas e carboidratos, os quais
podem ser suscetiveis a oxidacdo pelos radicais gerados pelo AAPH. Como o complexo
MDA-TBA ¢ formado a partir da oxidacao dos AGPI dos fosfolipidios da membrana, a
oxidacdo destas outras substancias ndo é computada por este método.

Analisando a Figura 34 (B) conclui-se que houve protecdo por parte do 4-NC,
mas em porcentagens menores que as observadas na Figura 29. Como no caso dos
lipossomas de EPC, para os “ghosts” tambem foi realizado o teste do acido 2-
tiobarbitarico usando o sistema FeSO4/H,0, como desencadeador da oxidacdo dos
fosfolipidios. Os dados estdo plotados na Figura 35, onde pode ser notado que para este
sistema houve uma formacgdo de MDA-TBA consideravelmente alta, comparando com
os resultados obtidos com AAPH e, neste caso, 0 4-NC apresentou maior eficiéncia de
protecdo a membrana. Percebe-se da Figura 35 (A) que os fosfolipidios dos “ghosts”
sdo bastante vulneraveis ao ataque dos radicais HO-, porém o 4-NC demonstrou um

elevado potencial de bloquear a acdo destes nas membranas naturais. Uma concentragdo
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de 2,5 uM de 4-NC obteve 95% de protecdo (Figura 35 (B)), ou seja, em baixissimas
concentracOes 0 4-NC ja atingiu 0 maximo de protecao.

184 T A) 100 . . 0w
1,5_ . 80_
2 12- SN
= S 604
5 09- g
Z, % 40 -
0,6 - g
0.3- i 20
00{ " *—=—un 0 = (®)
0 25 50 75 100 0 25 50 75 100
[4-NC] (uM) [4-NC] (uM)

Figura 35: Concentracdo de MDA-TBA (A) e percentual de protecdo do antioxidante 4-NC (B) em
funcdo de sua concentra¢io. As membranas “ghosts” diluidas em tampao PBS (fosfato 5 mM, NaCl
154 mM, pH 7,4) a ~4 mg de lipidio/mL foram incubadas com as concentraces requeridas de 4-NC
por 1 he 30 min a 37°C. A peroxidac4o lipidica foi induzida por 200 pM/1mM de Fe?*/H,0, por 1
hora a 37°C. O valor da porcentagem de prote¢do foi calculado de acordo com a equagéo (10.1).

Este teste descrito acima foi refeito, porém com algumas modificacbes. Uma
destas foi a concentracdo de H,O, que passou de 1 para 2 mM e outra foi o tempo de
incubacdo do sistema membrana/antioxidante com FeSO4/H,0,, que passou a ser trés
horas, assim como foi feito quando utilizamos o AAPH como agente oxidante. A
justificativa para esta escolha é um dos experimentos que vem a seguir e que s6 pdde ser
concluido devido a estas condi¢fes citadas. Isto sera mais bem entendido no préximo
item deste trabalho. Aqui também foi testada a molécula de a-tocoferol como forma de
comparagdo. Os resultados, tanto da formagdo do complexo MDA-TBA como da
porcentagem de protecdo em funcdo da concentracdo dos antioxidantes se encontram
nas figuras 36 (A) e (B), respectivamente. Os resultados mostraram uma semelhanga
com os obtidos na Figura 35 para 0 4-NC, ou seja, em baixas concentra¢des ja houve
uma protecdo de aproximadamente 100% da membrana contra a agéo do radical HO.
Quando comparado com o antioxidante a-tocoferol, 0 4-NC apresentou uma eficiéncia
contra o ataque dos radicais livres um pouco maior, porém o comportamento foi o

mesmo, isto é, 0 maximo de protecdo é atingindo em concentragdes muito pequenas.
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Este comportamento do a-tocoferol ndo era esperado, pois em todos o0s outros testes
realizados neste trabalho, sua atividade antioxidante foi consideravelmente menor que a
do 4-NC. Isso mostra que sua ag¢ao contra os radicais HO* é maior que contra os radicais

provindos da decomposicéo térmica do AAPH.
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Figura 36: Concentracdo de MDA-TBA (A) e percentual de prote¢do dos antioxidantes 4-NC
(quadrado verde) e a-tocoferol (circulo roxo) (B) em fun¢do de suas concentracdes. A peroxidacao
lipidica foi induzida por 200 pM/2 mM de Fe**/H,O, por 3 horas a 37°C.

Se compararmos esta Gltima figura (Figura 36 (A)) com a Figura 35 (A) é
possivel perceber que a formacdo do complexo MDA-TBA aqui foi aproximadamente
duas vezes maior, 0 que ja era esperado, pois a concentracdo de H,O, foi duplicada,
aumentando a quantidade de radicais HO- formados e consequentemente a quantidade
de lipidios da membrana atacados.

O teste do &cido 2-tiobarbiturico demonstrou ser eficiente para o estudo do 4-NC
atuando como blogqueador da acdo de radicais livres tanto em membranas modelos de
fosfolipidios como em membranas isoladas de eritrdcitos. Entretanto, na area de
pesquisa dos radicais livres em especial é importante comprovar os resultados através de
outros métodos. Na proxima secdo serdo apresentados os resultados obtidos com a
espectroscopia de RPE de marcadores de spin, a qual permite analisar 0os processos da

oxidacdo examinando a dindmica molecular dos sistemas bioldgicos.
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10.2.2 Efeito protetor do 4-NC analisado por RPE do marcador de spin 5-

DSA em membrana eritrocitaria.

O potencial antioxidante do 4-NC utilizando a técnica de RPE foi feito
monitorando a rigidez da membrana de “ghosts” pela aferi¢do do parametro 24, de tal
forma que quanto maior for o valor deste parametro, mais rigida se encontra a
membrana, implicando na oxidacdo de uma quantidade maior de lipidios. O primeiro
passo, para o desenvolvimento desse estudo foi conhecer qual a concentracdo minima
necessaria de AAPH para se obter uma diferenca segura do parametro 24, das
membranas oxidadas em relacdo as membranas ndo oxidadas (membranas controle).
Com o objetivo de obter essa resposta foi realizado um experimento com variacdo da

concentracdo de AAPH e medida do parametro espectral 24, (Figura 37).
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Figura 37: (A): Espectros experimentais de RPE do marcador de spin 5-DSA em membranas de
eritrocitos oxidadas com AAPH. (B): Influéncia da concentragdo do agente oxidante no grau de
oxidacdo dos componentes da membrana avaliada através do parametro espectral 24;. As solucgdes
contendo aproximadamente 4 mg de lipidios/mL diluidas em tampao PBS (fosfato 5 mM, NaCl 154
mM e pH 7,4) foram incubadas com diferentes concentra¢des de AAPH por 3 horas a 37°C.

Nota-se na Figura 37 que o parametro 24, alcanca um maximo a partir de 50
mM de AAPH com uma variacdo de aproximadamente 2 G em relagdo as amostras de
controle (ndo oxidadas). Como o erro experimental deste parametro é de 0,5 G, a
diferenca total do 24, é suficientemente ampla para ser efetuada uma analise. Assim foi

escolhida a concentracdo de 50 mM de AAPH e a atividade antioxidante do 4-NC foi
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testada em comparagcdo com a do a-tocoferol. A Figura 38 apresenta os valores do
parametro 24, do marcador de spin 5-DSA inserido em “ghosts” de eritrocitos apos
oxidagdo com 50 mM de AAPH em presenca de diferentes concentracdes de

antioxidantes.
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Figura 38: (A): Espectros experimentais de RPE do marcador de spin 5-DSA em membranas de
eritrécitos ndo oxidadas, oxidada com 50 mM de AAPH e previamente incubada com 100 pM do
composto 4-NC; (B): Atividade antioxidante dos compostos a-tocoferol (circulo roxo) e 4-NC
(quadrado verde) avaliada atraves do parametro espectral 24, tendo como controle a membrana
ndo oxidada (losango vinho). As membranas “ghosts” foram previamente incubadas com o
antioxidante por 1 h e30 min a 37°C, e depois com 50 mM de AAPH a 37°C por 3 horas.

Analisando a Figura 38 observa-se que houve um decréscimo de 2 G do
parametro 24, do marcador de spin inserido na membrana com 4-NC presente,
confirmando sua protecdo contra o ataque das espécies radicalares oriundas do AAPH
nas membranas naturais. Com 50 puM, o 4-NC protegeu em praticamente 100% os
“ghosts” das hemacias em relacdo ao controle, enquanto que o a-tocoferol, nesta mesma
concentracédo, apresentou uma diferenca de menos de 1 G no parametro espectral 24,.
Os resultados mostraram que o potencial do 4-NC em evitar a peroxidacéo lipidica e
consequentemente o enrijecimento da membrana eritrocitaria foi de aproximadamente 3

vezes maior que o do a-tocoferol.
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O mesmo teste foi realizado utilizando como indutores da oxidagdo o0s agentes
FeSO4/H;0,. Em trabalhos ja realizados em nosso laboratorio foi visto que uma
concentracdo ideal de H,O, para a percep¢ao da oxidacdo das membranas de eritrocitos
através da analise do parametro 24, ¢ de 2 mM enquanto que a de FeSO,, se
observarmos a figura abaixo (Figura 39), é de 200 uM. Nesta concentra¢do houve uma
diferenca consideravel do parametro 24, (aproximadamente 1,7G), a qual é suficiente
para a realizacéo dos estudos desejados. E esta diferenga no 24, s6 é possivel com 2
mM de H,0,, justificando assim a utilizacdo desta concentracao tanto neste experimento
como no demonstrado na Figura 36, que na verdade é 0 mesmo experimento, porém no
teste do &cido 2-tiobarbitdrico (Figura 36) as medidas foram feitas com o sobrenadante
apos a centrifugacdo de 20.000 X g, e o parametro 24; com o concentrado das

membranas “ghosts”.

0 100 200 300 400 500
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Figura 39: Influéncia da concentracédo do agente oxidante no grau de oxidacao dos componentes da
membrana “ghost” avaliada através do parametro espectral 2A4,. As solugbes contendo

aproximadamente 4 mg de lipidios/mL diluidas em tamp&o PBS (fosfato 5 mM, NaCl 154 mM e pH
7,4) foram incubadas com diferentes concentracfes de FeSO, por 3 horas a 37°C.

A seguir, nas Figuras 40 (A) e (B), estdo representados os valores do parametro
24, do marcador de spin 5-DSA inserido em “ghosts” de eritrdcitos apos oxidagédo com
200 uM/2mM  de FeSO4/H,O, em presenca de diferentes concentracbes de

antioxidantes.
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Figura 40: (A): Espectros experimentais de RPE do marcador de spin 5-DSA em membranas de
eritrécitos ndo oxidadas, oxidada com 200 pM/2 mM de Fe?*/H,0, e previamente incubada com
100 pM do composto a-tocoferol e 100 pM de 4-NC; (B): Atividade antioxidante dos compostos a-
tocoferol (circulo roxo) e 4-NC (quadrado verde) avaliada através do parametro espectral 24,,
tendo como controle a membrana nido oxidada (losango vinho). As membranas “ghosts” foram
previamente incubadas com o antioxidante por 1 h €30 min a 37°C, e depois com 200 pM/2 mM de
Fe*/H,0, a 37°C por 3 horas.

A Figura 40 nos mostra que o efeito dos antioxidantes contra a agdo dos radicais
oriundos da reacdo de Fenton foi melhor se comparado com suas atividades em relagéo
aos radicais provindos do agente AAPH (Figura 38). Foi visto que em baixissimas
concentracBes de antioxidantes ja houve uma grande queda no valor do parametro 24,,
de mais de 1G, e em apenas 25 uM o valor deste praticamente se iguala ao controle ndo
oxidado, demonstrando assim uma consideravel protecdo contra a rigidez da membrana
eritrocitaria.

Comparando a atividade antioxidante do 4-NC com a do a-tocoferol avaliada
através do parametro 24, vimos que a diferenca entre as duas foi muito pequena, néo
sendo suficiente para concluir qual das moléculas apresenta uma melhor atividade
contra a acgdo dos radicais HO', mesmo 0 4-NC atingindo valores um pouco menores
para 0 24,. Este efeito ndo era esperado pelo mesmo motivo ja explicado anteriormente

neste trabalho.
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10.2.3 Teste de neutralizacédo do radical DPPH

Para os testes de reducdo do radical DPPH foi, inicialmente, adquirido o
espectro da absor¢ao deste para uma concentragao de 75 pM em solu¢ao metanolica,
com o intuito de encontrar seu maximo de absorcdo. A Figura 41 mostra o espectro de
absorcéo Optica caracteristico da solucdo de DPPH’, onde pode ser observado um pico

de absorcéo em 515 nm.

0,84
0,71
0,61
0,51
0,41
0,34
0,21
0,11
0,04
0,1-

Absorbancia

400 500 600 700 800 900 1000
A (hm)

Figura 41: Espectro de absor¢do do DPPH em solucdo metandlica. Seu pico de absor¢cdo méxima
ocorre em 515 nm.

No espectro de absor¢do do 4-NC (Figura 42) é possivel observar que ndo ha
nenhuma absorcdo desta molécula no comprimento de onda de 515 nm que sera
utilizado para acompanhar a redugdo do DPPH. Uma vez que o 4-NC foi diluido em
etanol e as amostras de DPPH" em metanol, o branco ou linha de base usada para zerar o
espectrofotdmetro foi realizado sempre com uma solucdo destas duas substancias nas

quantidades iguais as utilizadas nos experimentos seguintes.
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Figura 42: Espectro de absor¢do do 4-NC a uma concentracio de 14,5 pM em solu¢io de etanol.

Para dar continuagdo aos estudos sobre a atividade antioxidante do 4-NC, foi
verificado o potencial deste de reduzir o radical DPPH. Para isso foi obtido o gréafico
(Figura 43) do decréscimo da absor¢do das solucBes de DPPH' contendo diversas
concentragfes de 4-NC, para monitorar a cinética destas reacfes entre o radical e o
antioxidante. As leituras foram feitas de 30 em 30 segundos por 30 minutos, todas em

triplicatas.
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Figura 43: Decaimento no valor da absorbancia do DPPH' em funcdo do tempo na presenca de 4-
NC. SolucBes de metanol contendo 75 pM de DPPH e 5 uM (roxo), 15 pM (vinho), 25 pM (verde),
37,5 uM (verde agua) e 50 pM (azul) de 4-NC foram monitoradas por 30 minutos, sendo as
absorbancias medidas a cada 30 segundos em um comprimento de onda igual a 515 nm.
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Observa-se pelo decréscimo da absorbancia na Figura 43 que o 4-NC reduz
rapidamente o DPPH’, e que esta reducéo é diretamente proporcional a sua concentracao
presente na solu¢do. Em 50 uM houve redugdo praticamente de todo DPPH" contido na
amostra. A partir destes resultados foi realizado o célculo da estequiometria total da
reacdo informando quantas moléculas de radical DPPH sdo reduzidas por uma de 4-NC
em 30 minutos de reacdo. Para isso foi preciso encontrar o valor da absortividade molar
(¢) do DPPH utilizando a lei de Lambert-Beer. Sabendo que ¢ depende do solvente
usado para a diluicdo do DPPH", o célculo foi realizado com o mesmo sistema de todos
0s experimentos feitos atraves deste método, ou seja, utilizando o valor da absorbancia
lida em uma concentracao de 75 uM de DPPH" em solucé@o de metanol e etanol. O valor
encontrado para ¢ foi de 11 129 M~1cm™1, a partir disso conclui-se que uma molécula
de 4-NC reduz 1,9 + 0,4 moléculas de radical DPPH. Como forma de comparacéo, este
mesmo experimento foi realizado para as moléculas de a-tocoferol e (+)-Catequina e

plotado juntamente com os resultados encontrados para 0 4-NC (Figura 44).
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Figura 44: Decaimento no valor da absorbancia do DPPH em fun¢do do tempo na presenca de 4-
NC, a-tocoferol e (+)-Catequina. Solugfes de metanol contendo 75 pM de DPPH e 5 pM (A), 15 pM
(B), 25 uM (C) de 4-NC, a-tocoferol e (+)-Catequina e 37,5 pM (D) e 50 uM (E) de 4-NC e o-
tocoferol foram monitoradas por 30 minutos, sendo as absorbancias medidas a cada 30 segundos
em um comprimento de onda igual a 515 nm.
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Analisando o decréscimo na absorbancia nos graficos da Figura 44, nota-se que
a (+)-Catequina apresentou a maior capacidade de reduzir o DPPH’, seguida pelo 4-NC
e 0 menor efeito foi do a-tocoferol. Pelos calculos da estequiometria das reacdes, como
apresentado, encontrou-se que a (+)-Catequina reduz 4,3 + 1,4 moléculas de DPPH
enquanto que o a-tocoferol reduz 1,2 = 0,2 em menos de 30 minutos de reagéo.

Muitos autores demonstram o potencial antioxidante de uma molécula em
funcdo da porcentagem de inibicdo de DPPH'. Esta pode ser calculada através da
seguinte equacgéo:

A — Agntioxi
% Inibi(;éo — DPPH y antioxidante % 100 (9'2)
DPPH

onde A é o valor da absorbancia. Na Figura 45 estad representada a porcentagem de
inibicdlo do DPPH' em funcdo das concentracBes de antioxidantes. O calculo foi

realizado em 30 minutos de reacdo antioxidante/DPPH .

100 I Catequina
[ 4-NC
4 [ «-Tocoferol

80 -

60 -

% Inibicdo de DPPH

0 10 20 30 40 50
[Antioxidante] (uM)

Figura 45: Porcentagem de inibicao do radical DPPH pelos antioxidantes (+)-Catequina (vinho), 4-
NC (verde) e a-Tocoferol (roxo) em funcéo de suas concentragdes. A porcentagem foi calculada
apos 30 minutos de reacdo com DPPH' (75 pM) obedecendo a equacao (9.2).

A (+)-Catequina apresentou uma porcentagem de inibicdo de DPPH" maior que
as demais moléculas, chegando a reduzir quase 100% com 25 uM, enquanto que o 4-NC
conseguiu aproximadamente o mesmo resultado com o dobro de concentrag&o. Muitas
vezes 0 valor da inibicdo € dado em ECs,, capacidade da molécula antioxidante de
reduzir 50% do DPPH'. Para o 4-NC, vé-se que este resultado é obtido em uma

concentragdo proxima a 25 pM.
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11 Discussdes

O elevado numero de lipidios encontrados nas membranas celulares, fazem
destas um dos principais alvos dos ataques de radicais livres, principalmente das EROs,
as quais sdo geradas in vivo por reacfes enzimaticas e ndo enzimaticas. Estes radicais
danificam a estrutura das células levando a uma variedade de patologias, dentre as quais
podemos destacar inflamacéo, cancer, envelhecimento e outras que ja foram comentadas
no inicio deste trabalho. Hoje, medicamentos empregados em tratamentos de patologias
relacionadas ao estresse oxidativo incluem antioxidantes tais como vitamina E e C, -
caroteno e macroelementos responsaveis pela atividade de algumas enzimas
antioxidantes [13]. Estes compostos sdo capazes de neutralizar os efeitos tdxicos dos
radicais livres, inibindo ou retardando a sua agdo de oxidagdo. Neste trabalho foi
avaliada a atividade antioxidante do catecol 4-NC, molécula isolada dos extratos de
raizes de uma planta conhecida popularmente por "pariparoba”. O estudo foi realizado
por meio da utilizacdo de diversas metodologias, sendo o potencial antioxidante do 4-
NC comparado com outras moléculas que ja tinham sua atividade antioxidante
conhecida na literatura, a-tocoferol e catequina.

Para avaliar o efeito antioxidante do 4-NC, o composto AAPH e o sistema
Fe?*/H,0, foram utilizados como descrito no capitulo de materiais e métodos. Reacdes
foram iniciadas pela adicdo dos sistemas oxidativos e a extensdo do processo de
peroxidacao lipidica foi avaliada, inicialmente, pelo teste do &cido 2-tiobarbiturico por
espectroscopia Otica. Os resultados demonstraram que houve um decréscimo
significativo na formacdo do complexo MDA-TBA tanto no sistema contendo 4-NC
incorporado as membranas de EPC como nos sistemas em que o0 4-NC se encontrava
incorporado as membranas eritrocitarias, comprovando assim, seu potencial
antioxidante. Nota-se nas Figuras 30 e 36 (B) que a protecdo contra a acdo dos radicais
livres, consequentes dos ataques oxidativos do composto AAPH e da reagéo Fe?*/H,0,,
€ menor para a molécula de a-tocoferol, comparada a do 4-NC. Este resultado esta de
acordo com os resultados encontrados por Barros, S.B.M. e colaboradores [13]. Eles
utilizaram homogenatos de cérebro de ratos para avaliar a atividade antioxidante do 4-
NC e compard-la a do a-tocoferol. MDA e quimiluminescéncia (QL) foram os
parametros empregados para avaliar a autoxidacdo espontanea de homogenato de
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cérebro. Os valores de Q1 (concentracdo necessaria para inibir 50% da autoxidacdo do
2

homogenato), calculados a partir das medidas de MDA e QL para 0 4-NC e a-tocoferol
foram 0,75 ¢ 0,68 uM e 14,4 ¢ 10,9 uM, respectivamente. Estes resultados indicam uma
atividade antioxidante do 4-NC maior que a do a-tocoferol. A explicagdo para esse fato,
segundo 0s autores, € a presenca de dois grupos hidroxilas, posicdes meta e para, e uma
cadeia alifatica insaturada na molécula de 4-NC, enquanto que o a-tocoferol possui
apenas um grupo hidroxila no anel aromatico e uma cadeia lateral saturada. A atividade
antioxidante maior observada para 0 4-NC, quando comparado com o a-tocoferol, pode
ser atribuida a presenca da cadeia alifatica insaturada [13].

A adicéo de baixas concentragdes de fons de metais de transicdo tais como Fe?*
no ADN causa degradacdo oxidativa da desoxirribose em MDA e outros compostos
relacionados, os quais formam um cromoégeno com o acido TBA (TBARS). Segundo
Desmarchelier et al. [14] acrescentando a molécula de 4-NC na reacdo contendo ADN e
sais de Fe?*, ha uma diminuicdo da producédo de TBARS, o que indica uma redugdo nos
danos oxidativos da desoxirribose. Os autores também demonstraram o potencial do 4-
NC em eliminar os radicais peroxilas (LOO") e hidroxilas (HO") e entdo reduzir o
estresse oxidativo, o qual leva a peroxidagdo lipidica e aos danos no ADN. Estes
autores, assim como Barros, S.B.M et al., também afirmaram que as propriedades
antioxidantes dos fenois sdo devido aos grupos hidroxilas e fendlicos presentes em sua
estrutura quimica.

A espectroscopia de RPE de marcadores de spin tem sido largamente utilizada
no estudo da dindmica e do ordenamento estrutural de membranas lipidicas. Dentre 0s
marcadores de spin, os derivados do &cido estearico sdo um dos mais utilizados devido
principalmente a sua alta capacidade de incorporacdo em membranas lipidicas e
naturais. O decréscimo de fluidez de membrana acompanhando a lipoperoxidacdo tem
sido associado a diminuicdo na razdo de &cidos graxos insaturados/saturados presentes
na membrana [106]. Cadeias acilas insaturadas tornam a membrana mais fluida em
comparacdo com as de acidos graxos saturados, devido ao menor empacotamento das
cadeias de &cidos graxos na configuracao cis da dupla ligacdo na membrana [107]. Mas,
também h& evidéncias de que a rigidez da membrana causada pela lipoperoxidacgao é
principalmente devido a formacdo de ligacGes covalentes entre os radicais lipidicos
adjacentes [108], que levaria a diminuicdo da liberdade de movimento das cadeias

graxas. Estas ligacOes cruzadas entre as cadeias lipidicas da membrana diminuiriam a
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qualidade do empacotamento das mesmas, gerando inclusive vazamento de eletrélitos
das células [109].

Neste trabalho, foi utilizado o marcador de spin derivado do acido estearico 5-
DSA no estudo das alteragdes na dindmica dos lipidios de membranas de eritrocitos
sujeitos ao processo de peroxidacdo por moléculas radicais oriundas da degradacdo do
composto AAPH e do sistema Fe?*/H,0,. Esse marcador de spin possui o grupo
nitroxido na 5% posicdo da cadeia carbbnica, 0 que permite 0 monitoramento das
alteracbes na fluidez da bicamada lipidica. O processo de oxidacdo das biomoléculas
presentes nesses sistemas acarretou o aumento do pardmetro 2Aj, 0 que demonstra a
diminuicdo da fluidez da membrana. Os resultados, neste caso, foram similares aos
obtidos através da analise da formacdo do complexo MDA-TBA. Esse fato sugere uma
forte correlagdo entre o processo de peroxidacdo lipidica e a perda da fluidez das
membranas eritrocitarias. As atividades antioxidantes dos compostos a-tocoferol e 4-
NC foram monitorados por meio das alteracGes nos espectros de RPE dos marcadores
de spin 5-DSA promovidas pelo processo de oxidacdo dos lipidios. O composto
antioxidante 4-NC, em concentracdes relativamente baixas, evitou a perda de
mobilidade dos marcadores de spin 5-DSA. Ja o a-tocoferol apresentou atividade
antioxidante relativamente baixa no sistema onde a inducéo da peroxidacéo foi realizada
com o AAPH e relativamente alta quando induzida com Fe?*/H,0,, quando comparado
ao 4-NC. A caracteristica anfifilica da molécula de 4-NC, com uma cadeia carbonica
hidrofébica e uma cabeca polar, a torna um composto com alta afinidade por
membranas bioldgicas.

A avaliacdo da fluidez de membrana por RPE através do parametro 2Aj do
marcador de spin 5-DSA como forma de monitorar o grau de peroxidacéo lipidica vem
sendo utilizada ja algum tempo. De acordo com [110], raizes de café incubadas a 10°C
na auséncia de luz apresentaram, através de estudos realizados com RPE utilizando o
marcador de spin 5-DSA, aumento da rigidez das raizes, inibicdo do crescimento das
plantas, mudanga nos processos metabdlicos e formacdo de MDA, sendo estes
fendmenos, todos relacionados ao processo de peroxidacdo lipidica. Alteracoes
similares foram encontradas em membranas de mitocondrias sujeitas & acdo de radicais
livres produzidos pela presenca de ferro [111]. As variagbes encontradas nas
membranas de mitocondria foram evitadas quando essas membranas foram incubadas

previamente com o farmaco dipiridamol.
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No método do radical livre DPPH, a eficiéncia antioxidante é medida a
temperatura ambiente para eliminar o risco de degradagdo térmica das moléculas
testadas. No entanto, 0 mecanismo de reagdo entre o antioxidante e DPPH" depende da
conformacdo estrutural da molécula antioxidante [112]. O nimero de grupos hidroxilas
presentes nas moléculas e os produtos da reacdo, tais como dimeros e quinonas, capazes
de reagirem com o DPPH", influenciam na estequiometria de forma a aumenta-la [113].
Como o 4-NC apresenta dois grupos hidroxilas, € capaz de reduzir aproximadamente
duas moléculas de DPPH’, e isso se repete para as outras duas substancias. A (+)-
Catequina reduz aproximadamente cinco DPPH" e o a-tocoferol apenas um. Quando se
passa a observar a cinética das reag0es, isto é, a quantidade de radical DPPH reduzido
em funcdo do tempo, vé-se que o0 4-NC reduz o DPPH" a uma velocidade maior que as
outras duas moléculas usadas como referéncia, uma vez que a curva da absor¢do na
presenca deste satura rapidamente significando estabilizacdo da reacdo. 1sso é notado
também em relagdo ao a-tocoferol, pois este apresenta uma capacidade de reduzir o
DPPH" menor que a (+)-Catequina, mas a reducdo é feita quase que instantaneamente.
Uma explicacdo para este acontecimento pode ser a distribui¢cdo dos grupos hidroxilas
nas moléculas. Como na (+)-Catequina os grupos hidroxilas estdo espalhados, esta gasta
um tempo maior para que todos reduzam um DPPH'. Esta pode ser uma caracteristica

de importancia consideravel para uma molécula antioxidante.
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12

Conclusoes

A molécula de 4-NC foi capaz de proteger tanto as vesiculas de EPC como as
membranas “ghosts” da formagdo de MDA quando submetidas ao estresse
oxidativo. Em membranas de EPC sua eficiéncia contra a acdo dos radicais
livres oriundos da decomposicdo térmica do AAPH e da reacdo de Fenton
(equacdo 3.1) foi aproximadamente a mesma, ja para as membranas eritrocitarias
a protecdo foi significativamente maior para o sistema com Fe?*/ H,0, (HO')

que para o sistema com AAPH (L0OO");

O potencial em proteger os fosfolipidios da EPC da acdo dos radicais livres,
através do monitoramento da formacdo de MDA foi consideravelmente maior
para a molécula de 4-NC que para a molécula de a-tocoferol. J& em membranas
“ghosts” oxidadas a partir da reacdo Fe?*/ H,0,, a diferenca foi pequena no

efeito protetor destas duas moléculas.

As membranas eritrocitarias na forma de “ghosts” apresentaram uma diferenga
consideravel no parametro 24, quando submetidas a oxidagdo com AAPH (2G)
ou Fe?*/ H,0, (1,7G), significando assim, um aumento da rigidez da bicamada
lipidica. O 4-NC foi capaz de proteger a membrana contra essa rigidez com um
potencial maior que a molécula de a-tocoferol no sistema com AAPH. Ja contra
a acdo de radicais oriundos da reacdo Fe?*/ H,0O, em “ghosts”, estas duas

moléculas apresentaram praticamente um mesmo potencial de protecéo.

Em relacdo a reducdo do radical livre DPPH, a molécula de (+)-Catequina
apresentou uma eficiéncia maior em sequestrar esses radicais quando comparado
com as moléculas de 4-NC e a-tocoferol. Isto acontece devido a quantidade de
grupos hidroxilas presentes nesta molécula ser maior que nas outras duas. Porém
a reducdo dos radicais DPPH pelo 4-NC acontece instantaneamente, ou seja,
mais rapida que pela molécula de (+)-Catequina. Quando comparado com a
molécula de a-tocoferol, a reducdo dos radicais DPPH por meio da molécula de

4-NC é maior e razoavelmente mais rapida também.
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13

Perspectivas Futuras

Alguns testes foram realizados para o estudo do potencial da molécula de 4-NC
em quelar metais. Os testes foram feitos utilizando um sistema de ferro em
solugdo na presenca de 4-NC analisado por espectrofotometria, no qual um
deslocamento espectral significa que o metal foi quelado. Porém, devido a baixa
solubilidade do 4-NC em &gua, e 0 FeSQO, ser dissolvido neste solvente, ndo foi
possivel a conclusdo destes experimentos, sendo necessaria a realizagdo de mais
alguns testes. O desenvolvimento de uma metodologia que resolveria este
problema seria uma perspectiva para dar continuidade ao estudo da atividade
antioxidante do 4-NC e outras moléculas antioxidantes que apresentem este

mesmo empecilho;

Outro estudo com a molécula de 4-NC que também ja teve inicio em nosso
laboratério e que ja possui alguns testes realizados, é o de seu potencial
antioxidante para o radical HO- através do método do spin trap DMPO por RPE.
Estes ensaios sdo feitos em solucdo, portanto, devido a baixa solubilidade do 4-
NC em agua ndo teve como dar prosseguimento aos experimentos, por isso 0S
resultados ndo estdo apresentados neste trabalho. Outra perspectiva seria
encontrar a solugdo para este problema e continuar os estudos da atividade
antioxidante do 4-NC e outras moléculas através deste método utilizando tanto
RPE como EAM-UV/Vis.

Seria interessante avaliar os efeitos antioxidantes do 4-NC em LDL,

monitorando a fluidez do componente lipidico desta lipoproteina.
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