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Resumo

O écido elagico (AE) é um polifenol presente em frutas vermelhas e castanhas que tem sido estudado
nas ultimas duas décadas devido suas propriedades antioxidante, antimutagénica e anticarcinogénica.
Apesar disso, ainda ndo se sabe ao certo como seria 0 mecanismo antioxidante do AE in vitro ou in
vivo. Portanto, nés primeiramente investigamos a capacidade do AE de quelar fons Fe** na presenca
de diferentes ligantes de ferro (EDTA, citrato e NTA). O mecanismo quelante do AE foi
correlacionado com sua atividade antioxidante. O AE apresenta uma pequena prote¢do contra a
degradacdo da 2-desoxiribose induzida por Fe*-EDTA e ascorbato, alcancando apenas 12% de
protecdo com 50 uM de AE. Entretanto, ao utilizar citrato ou NTA, ligante que formam complexos
mais fracos com o Fe**, a protecdo aumenta para 80% e 45%, respectivamente. Além disso, o efeito
antioxidante do AE é depende do tempo de pré-incubacdo na presenca de uma razdo 1:1 de Fe**-
EDTA, o que sugere novamente mecanismo quelante. AE apresenta uma maior inibigdo da taxa de
consumo de oxigénio na presenca de Fe*'-citrato do que na presenca de Fe*-EDTA. Nossos
resultados estdo de acordo com os espectros de formacdo do complexo ferro-AE, os quais
demonstram que o AE remove Fe** do EDTA de forma mais lenta do que na presenca de citrato (1h x
1 min, respectivamente). Essa diferenca na taxa de complexagdo pode explicar o efeitoantioxidante
encontrado nesses sistemas. Em seguida, nds analizamos o efeito do AE contra o estresse induzido por
menadiona em linhagens de levedura selvagem (WT) e deficiente em SOD1 (Asodl). Em condi¢do
controle, sem a adicdo de menadiona, AE melhora a viabilidade da linhagem Asodl de forma dose
dependente. Além disso, o tratamento com 50 uM de AE em ambas as linhagens WT ¢ Asodl
aumenta a viabilidade da célula incubada com menadiona. O estresse induzido pela menadiona
aumenta, em 10 vezes, os niveis de GSSG da linhagem Asod1 (devido a oxidagdo de GSH) enquanto
que nenhum efeito é observado na linhagem selvagem. A administragdo de AE aumenta os niveis de
glutationa total nas duas linhagens (60-90% de aumento), assim como promove diminuicdo na
formag@o de GSSG na levedura Asod] tratada com menadiona. A atividade de enzimas antioxidantes
como GPx e GR sdo afetadas pelo tratamento com menadiona e pela suplementacdo com AE. Como
ja era de se esperar, a atividade GPx esta aumentada na linhagem Asod]l quando comparado com a
WT. Atividade GR, por outro lado, esta significativamente aumentada na presenga de menadiona e
AE. Atividade aconitase é conhecida como sensor da presenca de radical superoxido na célula, uma
vez que esse radical remove o ions de ferro do seu sitio ativo, inativando a enzima. Tratamento com
menadiona diminui a atividade aconitase da linhagem Asodl, que ndo ¢ previnida pela suplementacédo
com AE. Aparentemente, essas linhagens de levedura apresentam um controle rigoroso da integridade
de membrana, uma vez que andlises em FACS mostraram que ndo ha alteragdes relevantes na
permeabilidade de membrana apds tratamento com menadiona em ambas as linhagens. Mais ainda,
analises por HPLC ndo detectaram mudancas nos niveis de peroxidacdo lipidica ou mesmo na
concentracdo de ergosterol. Ao todo, os resultados sugerem que que o AE apresenta efeito protetor
contra o estresse induzido por menadiona evidenciado pela melhora da viabilidade celular e pela
prevencdo da oxidacdo de GSH. Nossos resultados também demonstram que o AE é capaz de modular
a atividade de enzimas antioxidantes induzindo o sistema antioxidante enddgeno da levedura.

Palavras chave: 4&cido elagico, antioxidante, ferro, levedura, superoxido dismutase
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Abstract

Ellagic acid (EA) is a polyphenol present in berries and nuts that has been subject of research over the
past two decades due to its antioxidant, antimutagenic and anticarcinogenic properties. Despite that, it
is still unclear its antioxidant mechanism in vitro and in vivo. With this in mind, we first investigated
the capacity of EA to chelate Fe®* ions in the presence of different iron ligands (EDTA, citrate and
NTA). The chelating mechanism of EA was then correlated to its antioxidant activity. EA has a small
protection against 2-deoxyribose degradation induced by Fe**-EDTA and ascorbate, reaching only
12% of protection with 50 uM EA. However, using citrate or NTA, ligands that are known to form
weaker complexes with Fe**, the protection increases to 80% and 45%, respectively. In addition, the
antioxidant effect of EA is dependent on the pre-incubation period only when employing a 1:1 Fe*'-
EDTA, suggesting again a chelating mechanis. EA presents a better inhibitory effect on the oxygen
consumption rate in the presence of Fe**-citrate when compared to Fe**-EDTA. Our results are in
agreement with spectroscopic analyses of iron-EA complexes, which demonstrate that EA removes
Fe** from EDTA slower that from citrate (1 h and 1 min, respectively). The difference in the
complexation rate could help explaining the antioxidant effects of EA in these systems. We then
analyzed the effects of EA against a menadione-induced oxidative stress using both wild-type (WT)
and SOD1 deficient (Asod1) yeast strains. Under control conditions, in the absence of menadione, EA
already improves Asod] viability in a dose-dependent manner. Moreover, the treatment with 50 pM
EA in both WT and Asodl1 strains increases their viability when incubated with menadione. The stress
caused by menadione increases, by 10 fold, the GSSG levels in Asodl strain (due to GSH oxidation),
while no effect is observed in the WT strain. Supplementation with EA, on the other hand, induces an
increase in the levels of total-GSH in both strains (by about 60%-90%) as well as it induces a decrease
in GSSG formation in the Asod! strain stressed with menadione. The activity of antioxidant enzymes
such as GPx and GR are affected by menadiona treatment and by supplementation with EA. Not
surprisingly, GPx activity is increased in the Asod1 strain when compared to the WT. GR activity, on
the other hand, is significantly increased in the presence of both menadione and EA. Aconitase
activity is a known sensor of the presence of superoxide radicals in the cell, since it removes iron ions
from the active site, inactivating the enzyme. Treatment with menadione led to a decrease in the
aconitase activity in the Asodl strain, which is not prevented by the supplementation with EA.
Apparently, these yeast strains have a strict control of the membrane integrity, since FACS analyses
showed no relevant alterations after menadione treatment in both strains. Moreover, HPLC
experiments did not detect major changes in lipid peroxidation levels or ergosterol concentration in
both strains Altogether, these results suggest that EA presents protective effects against menadione-
induced oxidative stress, which were demonstrated by the improvement of cell viability and the
prevention of GSH oxidation. Our results also demonstrate that EA can modulate the activity of
antioxidant enzymes, improving the endogenous antioxidant system.

Keywords: ellagic acid, antioxidant, iron, yeast, superoxide dismutase
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1. Introducéo

Nas Ultimas décadas, os estudos sobre os mecanismos de agdo de fitoquimicos
ganharam destaque no meio académico cientifico. O interesse a respeito dos fitoquimicos
comecgou apos estudos epidemioldgicos mostrarem correlacdo inversa entre o consumo de
frutas e hortalicas e a incidéncia de doengas cardiovasculares e cancer (Hertog et al., 1993;
Steinmetz et al., 1996; Liu et al., 2000). Dentre os fitoquimicos estudados, 0s compostos
fendlicos denominados polifendis se destacaram devido sua atividade antioxidante, anti-
inflamatoria, antimutagénica e anticarcinogéngica (Chung et al., 1998; Ferguson, 2001; Prior,
2003).

Os estudos in vitro mostram que os polifendis apresentam uma atividade antioxidante
significativa tanto por um mecanismo sequestrador de radicais livres quanto por mecanismo
quelante de ions metélicos (Yoshino & Murakami, 1998; Wei et al., 2006). Apesar dos
polifendis serem conhecidos pelo seu potencial antioxidante, muitos pesquisadores
questionam se essas moléculas teriam de fato papel antioxidante in vivo (Lotito & Frei, 2006;
Stevenson & Hurst, 2007). Tal questionamento se deve principalmente a baixa concentracao
plasmaética (na faixa micromolar) descrita em estudos sobre biodisponibilidade de polifendis,
0 que impediria uma agéo antioxidante direta (Scalbert et al., 2002; Manach et al., 2004). Por
outro lado, estudos in vivo realizados com polifendis mostram que esses compostos possuem
outros mecanismos de acdo dentro da célula que ndo estariam relacionados com uma
atividade antioxidante direta. Dentre os efeitos citados, incluem a modulacdo de fatores de
transcricdo como 0 NF-xf, AP-1 e Nrf2, a inibicdo da proliferacdo celular e da resposta de
quimiocinas, e também poderia agir como um ligante de receptores nuclear (Stevenson &
Hurst, 2007; Virgili & Marino, 2008).

Apesar de haver hoje uma reinterpretacdo do mecanismo de acao desses polifendis in
vivo, acredita-se que mesmo presente em baixa concentracdo, os polifendis poderiam agir
como quelante de ions metalicos in vivo. Estudos mostram que que a concentracao
intracelular de ferro “livre”, também conhecido como ferro quelavel, encontra-se em torno de
10®a 107 M (Petrat et al., 2000; Kakhlon & Cabantchik, 2002). Sabe-se que o ferro quelavel
possui papel importante para a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) na célula
(Stohs & Bagchi, 1995). Portanto, a presenca de moléculas quelantes, tais como os polifendis,

poderia prevenir o dano oxidativo proveniente da participacdo do ferro quelavel. Vale



ressaltar que compostos quelantes séo efetivos mesmo presente em pequenas concentragdes,

0 que corrobora com a hipdtese do mecanismo quelante de polifendis in vivo.

Nosso interesse é analisar como polifendis agem em sistemas contendo maior
concentracdo intracelular de ferro queldvel. Escolhemos para o estudo o polifenol acido
elagico (AE) que apresentou um potencial antioxidante in vitro satisfatério em estudos
anteriores desenvolvidos em nosso laboratério (Ginani, 2005; Dalvi, 2008). Resultados in vitro
mostraram que o acido elagico inibe os danos oxidativos a 2-desoxirribose (2-DR) causado por
reagentes de Fenton e Fe(ll)/Cu(ll)+ascorbato. A a¢do antioxidante do &cido elagico foi atribuida a

sua capacidade de ligar ions metalicos e de sequestrar radical hidroxil (Ginani, 2005; Dalvi, 2008).

O presente trabalho foi dividido em dois capitulos. O primeiro capitulo corresponde ao estudo
quimico da capacidade do AE de quelar fons Fe** na presenca de diferentes ligantes de ferro. O
segundo capitulo corresponde ao estudo da acdo do AE em leveduras deficientes em superdxido
dismutase (SOD) submetidas ao estresse com menadiona. A escolha desse modelo experimental foi
feita apos verificarmos na literatura que as linhagens de Saccharomyces cerevisiae deficientes em
SOD apresentam naturalmente maior concentracdo de ferro quelavel e que o estresse com
menadiona favorece ainda mais o acumulo desse ferro quelavel. Ao final do trabalho, foram
levantadas hipoteses a respeito dos beneficios de uma dieta contendo fontes alimentares de
AE.

2 - Reviséo Bibliografica

2.1 - Radicais livres — efeito das espécies reativas de oxigénio (EROs) em

moléculas biologicas

Sabe-se que a origem de varias patologias, como doencas cardiovasculares e
neurodegenerativas, cancer, diabetes, doencas inflamatdrias e o processo de envelhecimento
natural, esta relacionada ao aumento dos danos oxidativos causados pelos radicais livres
(Hermes-Lima, 2004b; Cadenas & Davies, 2000). O radical livre é caracterizado por possuir
um ou mais elétrons desemparelhados em seu orbital mais energético, o que faz com que
algumas espécies apresentem baixa estabilidade, tornando-se bastante reativos (Halliwell &
Gutteridge, 2007).



Entre os radicais livres produzidos no nosso organismo, as espécies reativas de
oxigénio (EROs) possuem destaque devido a sua abundancia e alta reatividade. Um dos sitios
mais relevantes de sua formacdo € na mitocondria, onde 0,1% do oxigénio consumido é
parcialmente reduzido, formando intermedidrios reativos, como anion radical superoxido
(02"), peréxido de hidrogénio (H,0,) e radical hidroxil ((OH) (Halliwell & Gutteridge, 2007;
Cadenas & Davies, 2000). Dentre as espécies reativas de oxigénio, o radical hidroxil é a mais
reativa, sendo capaz de reagir com a maioria das biomoléculas com constantes de velocidade
que variam de 10" a 10" M™ s (Hermes-Lima, 2004a; Halliwell & Gutteridge, 2007).

O radical hidroxil pode reagir com a membrana das células levando a peroxidagao dos
fosfolipidios. A peroxidacao lipidica danifica a membrana, alterando sua fluidez e até mesmo
levando a ruptura da mesma (Halliwell & Gutteridge, 2007). O inicio da peroxidacao lipidica
se da pela abstracdo do hidrogénio do &cido graxo insaturado formando um lipidio radicalar
(L"). Em seguida, uma molécula de oxigénio é adicionada ao lipidio radicalar gerando o
radical lipoperoxil (LOO"). O radical lipoperoxil é responsavel pela propagacdo da cadeia de
reacOes da peroxidacdo lipidica, uma vez que este radical também é capaz de abstrair o
hidrogénio dos &cidos graxos insaturados adjacentes formando o hidroperdxido lipidico
(LOOH). O término da peroxidacdo lipidica é caracterizado pela decomposicdo das espécies
radicalares e do LOOH formando aldeidos (principalmente malondialdeido (MDA) e 4-
hidroxi-2-nonenal (HNE)), cetonas, alcoois e gases de hidrocarbonetos (como etano, propano,
pentano e hexano) (Savin & Balmori, 2008). O MDA formado na peroxidacdo lipidica possui
efeito carcinogénico e mutagénico podendo reagir com proteinas e acidos nucléicos do DNA
formando adutos estaveis (Marnett, 2000). O HNE também reage rapidamente com proteinas,
ligando-se ao grupamento tiol (-SH), e com o grupo amino das bases do DNA (Halliwell &
Gutteridge, 2007).

Iniciacdo Propagacéo Terminacdo
I:‘:}-I
N . e _ aldeidos
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OH' HO IH L Fell Felll+OH" | |hidrocarbonetos

Esquema 1: Reacdes da peroxidacdo lipidica.



O DNA também pode ser oxidado pelo "OH que reage com o agucar deoxirribose e as
bases purinas e pirimidinas. O "OH, ao ser adicionado ao carbono C-8 da base guanina do
DNA, forma o aduto 8-hidroxi-guanina (8-OH-Gua) (Breen & Murphy, 1995). O 8-OH-Gua
ocasiona a mutacdo do DNA por meio da transversdo GC-TA (Toyokuni & Sagripanti, 1996).
Além disso, a abstracdo de um hidrogénio da deoxirribose leva, apds uma serie de reacdes, a
quebra da ligacdo C-C do acucar ocasionando a fragmentacdo da fita de DNA (Meneghini,
1997; Breen & Murphy, 1995).

Os danos em proteinas podem ocorrer por glicosilacdo, pela formacgéo de sulfoxido de
metionina, s-nitrosilagdo, por destruicdo do grupamento de ferro-enxofre (Fe-S) pelo O,", por
glutationilacdo, pela oxidacdo irreversivel das cadeias laterais formando residuos de carbonil
e, possivelmente, por nitracdo (Halliwell & Gutteridge, 2007 ). A oxidacdo de proteinas
ocorre, principalmente, nos residuos de cisteina e metionina da estrutura protéica formando
um aminoacido radical (Hermes-Lima, 2004a). O grupamento tiol presente nesses
aminoéacidos sdo facilmente oxidados por metais de transicdo e pelas EROs, em especial "OH,
oxigénio singlet (*O.), é&cido hipocloroso (HOCI), cloraminas e peroxinitrito (ONOO)
(Halliwell & Gutteridge, 2007). A oxidacdo de proteinas possui um papel biolégico
importante, pois ocasiona danos em receptores, enzimas, proteinas transportadoras e nas
proteinas responsaveis pela cascata de transducao de sinal. A oxidacdo das enzimas de reparo
do DNA, por exemplo, pode aumentar os niveis de danos oxidativo no DNA e aumentar a

frequéncia de mutac6es (Halliwell & Gutteridge, 2007).

2.2 - Papel do ferro na formacéo de EROs

Os ions metalicos, em especial o ferro, possuem papel importante na producdo de
radical hidroxil no organismo. Ja se sabe, por exemplo, que ions de ferro provocam danos em
sitios especificos no DNA e em proteinas, e intensificam a propagacdo da peroxidacdo
lipidica (Stohs & Bagchi, 1995; Fraga & Oteiza, 2002; Gaetke & Chow, 2003; Toyokuni &
Sagripanti, 1996). O ion ferroso pode reduzir o H,O, formando anion hidroxila e radical
hidroxil (reacédo 3, conhecida como reacdo de Fenton). Além disso, pode ser oxidado pelo
oxigénio gerando O," (reagdo 1), que posteriormente pode levar a formagdo de radical

hidroxil via reacdo de Fenton (Hermes-Lima, 2004a).



Fe?* +0, » 0,7 + Fe** (reagéo 1)
20, +2H" — H,0, + O, (reacéo 2)

H,0, + Fe** - Fe** + OH + "OH (reacéo 3)

Apesar de participar de reacdes formadoras de espécies reativas, o ferro ¢ um
elemento essencial para todos os eucariotos incluindo animais, plantas e fungos. Ele participa
da estrutura de diversas proteinas e tem papel fundamental na acdo delas no organismo.
Como componente do grupo heme, o ferro é indispensavel para o transporte de oxigénio para
os tecidos. Além disso, é o elemento chave para reacdes de oxi-reducdo catalisadas pelos
citocromos (na cadeia transportadora de elétrons), pela aconitase (no ciclo de Krebs), xantina
oxidoredutase (no ciclo do &cido Urico) e enzimas antioxidantes como a catalase e as heme-
peroxidases (Nishino & Okamoto, 2000; Halliwell & Gutteridge, 2007). Por outro lado, o
excesso de ferro no organismo pode promover maior producdo de EROs. Portanto, o controle
na homeostase de ferro em eucariotos é fundamental para evitar possiveis danos oxidativo.
Sabe-se que o acumulo de ferro em tecidos estd associado a doencgas neurodegenerativas
como doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson, esclerose lateral amiotréfica, doencas
hepaticas e coronarianas, cancer e diabetes (Fraga & Oteiza, 2002; Gaetke & Chow, 2003;
Moreira et al, 2008; Theophanides & Anastassopoulou, 2002).

O desequilibrio na producdo de radicais livres na célula também pode aumentar a
concentracdo celular de ferro quelavel. Enzimas que possuem grupamento de Fe-S, como a
aconitase, sdo alvos do radical superéxido. O ataque radicalar ao grupamento Fe-S leva a
liberagdo do ferro da estrutura da enzima, disponibilizando-o para reac6es redox produtoras
de EROs (Imlay, 2006). Além disso, a remocdo do ion de ferro leva a inativacdo da enzima,

comprometendo vias metabdlicas importantes (Tong & Rouault, 2007).

O estudo in vivo proposto nesse trabalho foi realizado em cultura de levedura da
espécie Saccharomyces cerevisiae. Os topicos dessa revisdo relacionados com metabolismo
de ferro e controle antioxidante foram escritos levando-se em consideragdo somente tal

organismo. Sua comparagao com demais organismos eucariotos ndo € o foco dessa revisao.



2.3 - Regulagdo do metabolismo de ferro em S. cerevisiae.

O influxo de ferro em Saccharomyces cerevisiae ocorre por meio de diferentes
transportadores presentes na parede celular e na membrana citoplasmatica. O ferro presente
no meio encontra-se na forma de sais férricos, quelatos férricos ou mesmo ligado a pequenas
moléculas organicas chamadas sideréforos (sid-Fe**) produzidas por bactérias e fungos,
como por exemplo, a desferroxamina (DFO) produzida por Streptomyces pilosus (Kaplan &
Kaplan, 2009). S. cerevisisae ndo é capaz de produzir sider6foros, porém pode captura-los
por meio de transportadores denominados FIT1, FIT2 e FIT3 presentes na parede celular. Ao
atingir a membrana plasmética, os fons Fe®* sdo reduzidos por ferroredutases (FRE) a Fe**, e
este Ultimo é transportado pelo sistema transportador de ferro de alta afinidade composto por
uma multi-cobre oxidase (FET3) e uma permease transmembranica (FTR1) (Kaplan &
Kaplan, 2009; Philpott & Protchenko, 2008). A FET3 é uma enzima semelhante a
ceruloplasmina que oxida os fons ferroso a Fe** que atinge o citosol. A oxidacdo do Fe®" é
dependente de oxigénio, sendo assim a captacdo de ferro por esse sistema esta diretamente
relacionada com a disponibilidade de oxigénio (Kaplan & Kaplan, 2009). O ferro ligado ao
siderd6foro pode ser transportado na forma de ferricromo pelas familias de transportadores
ARNY/SIT ou ser reduzido pela FRE se desligando do seu sideroforo (Kaplan & Kaplan, 2009;
Philpott & Protchenko, 2008). Além desses transportadores, S. cerevisiae dispde de mais dois
transportadores de ferro de baixa afinidade, FET4 e SMF1, que também transportam outros
metais de transicdo como Mn?*e Zn®*. Uma vez dentro da célula, o ferro é encaminhado para
diferentes compartimentos da célula, onde sera utilizado principalmente como componente da
estrutura de proteinas. O ferro excedente é armazenado no vactiolo na forma de Fe** (Kaplan
& Kaplan, 2009; Philpott & Protchenko, 2008).

O controle primario da homeostase de ferro em S. cerevisiae é feito pelo fator de
transcri¢do ferro-dependente AFT1. O AFT1 é expresso de forma constitutiva e encontra-se
no citosol quando o ferro esta abundante. Porém, quando ha deficiéncia de ferro, o AFT1 é
transportado para o nucleo pelo transportador PSE1 onde ativa a transcri¢cdo de genes que
favorecerdo o influxo de ferro para dentro da célula e a remocéo do ferro estocado no vacuolo
(veja na tabela 1 os genes alvos do AFT1). Quando a concentragdo intracelular de ferro é
restabelecida, o AFT1 é exportado do ndcleo, inativando a transcrigdo dos genes alvo
(Kaplan & Kaplan, 2009; Philpott & Protchenko, 2008) (para maiores detalhes, vide figura 1

e 2 que mostram o mecanismo de regulacdo de ferro pelo AFT1).



Em condicdes de deficiéncia de ferro, a célula rearranja seu metabolismo sintetizando
menos proteinas que contém ferro em sua estrutura incluindo as heme-proteinas e as
proteinas que contém grupamento de Fe-S. Nessa condi¢do de deficiéncia, vias metabdlicas
como o ciclo do &cido tricarboxilico, a cadeia de transporte de elétrons e a biossintese de
determinados compostos (heme, alguns aminoacido e biotina) ficam comprometidas (Kaplan
& Kaplan, 2009; Philpott & Protchenko, 2008). Um dos mecanismos responsavel pela
diminuicgdo de tais vias € a ativacdo da transcricdo do gene CTH2 pelo AFT1. O CTH2 é uma
proteina que se liga a mMRNAs especificos, reconhecendo uma regido que ndo € transcrita, rica
em adenina e uracila. Ao se ligar a essa regido o CTH2 leva a desestabilizacdo e degradacao
do mRNA, impedindo sua transcricdo (Kaplan & Kaplan, 2009; Philpott & Protchenko,
2008).

Tabela 1: Principais genes alvo do AFT1 e localizagdo celular e fungdo da proteina correspondente.

Categoria Gene (nome) Localizacédo Funcéo
Captacédo de ferro para FIT1-3 Parede celular Liga/capta sideréforo
dentro da célula
FREle FRE2 MP Metaloredutase
FRE3 MP Siderdforo redutase
FET3 MP Multi-cobre oxidase -
capta Fe?*
FTR1 MP Permease — capta Fe**
ARN1 MP e endossomo  Transportador ferricromo
ARN3/SIT1 MP e endossomo  Transportador sideréforo
hidroxamato
Efluxo de ferro do FRE6 Vacuolo Metaloredutase
vacuolo para o citosol ) ) )
FETS5 Vacuolo Multi-cobre oxidase -
transportador de Fe?*
FTH1 Vacuolo Permease de Fe**
Adaptacdo metabolica HMX1 RE Heme oxigenasse
a baixa concentracao de ]
CTH2/TIS11 Citosol Degrada RNAm

ferro

MP — membrana plasmética

RE — reticulo endoplasmaético



Outro mecanismo usado pela levedura para mobilizar mais ferro em periodo de
deficiéncia € o aumento da transcricdo do gene HMX1 da enzima heme oxigenase,
responsavel pela degradacdo do grupo heme e liberacdo do ferro (Kaplan & Kaplan, 2009;
Philpott & Protchenko, 2008).

Quando o aporte de ferro encontra-se adequado, o ferro sobressalente é estocado no
vacuolo. O transporte do ferro para dentro do vacuolo ocorre por meio da proteina CCC1 que
é regulada pelo fator de transcricdo Yap5. Ao contrario do observado com AFT1, a
transcricdo de CCC1 pelo Yap5 é regulada pelo excesso de ferro na célula, favorecendo
assim, o acumulo de ferro para dentro do vactolo (Kaplan & Kaplan, 2009). A diminuicdo da
concentracdo de ferro intracelular leva a ativacdo dos genes regulados pelo AFT1, como, por
exemplo, 0 CTH2 que promove a degradacdo do mRNA do CCC1. Esse mecanismo impede
que, em condicdo de deficiéncia, o ferro seja transportado para dentro do vacuolo,
diminuindo ainda mais o ferro citosélico (Kaplan & Kaplan, 2009).
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Figura 1: Mecanismo de regulagdo em resposta a deficiéncia de ferro em S. cerevisiae. Em condicéo
de deficiéncia de ferro, o fator de transcricdo AFT1 promove a transcricdo de genes envolvidos: a) na
captacdo de ferro para dentro da célula (tais como FIT1-3; FRE1-4, FET3, FTR1 e ARN1-4); b) na
disponibilizacdo do ferro estocado no vacuolo (FETS5, FTH1 e FRES6); ¢) na degradacdo de mRNA de
proteina que contém ferro em sua estrutura (CTH2); e d) na degradacdo do grupo heme para liberacéo
do ferro (HMX1). Adaptado de Philpott & Protchenko, 2008.



2.4 - Sistema de defesa antioxidante

De modo geral, as células apresentam certa tolerdncia aos danos oxidativos
provocados pelos radicais livres. Essa tolerancia ocorre devido ao sistema de defesa
antioxidante que o organismo dispGe e que promove um equilibrio entre oxidantes e

antioxidantes.

O mecanismo antioxidante pode ser dividido em duas grandes categorias: enzimatico
e ndo-enzimatico. Os antioxidantes ndo enzimaticos agem sequestrando os radicais livres,
impedindo, dessa forma, a oxidagdo de proteinas, lipidios e do DNA. Além disso, podem
complexar ions metalicos, inibindo a capacidades destes de participar de reacGes redox
formadoras de radicais livres. Alguns desses antioxidantes ndo-enzimaticos sdo produzidos
pelas células, como por exemplo, a glutationa (GSH), coenzima Q, metalotioneina e
tiorredoxinas (Halliwell & Gutteridge, 2007). Outros antioxidantes podem ser adquiridos na
dieta (por animais e seres humanos) ou adicionados no meio celular. As vitaminas C, E e A,
assim como o0s carotendides possuem efeitos antioxidantes in vivo. Moléculas que
complexam ferro, produzidas por bactérias e fungos (sideré6foros), também sdo consideradas
importantes antioxidantes no caso de leveduras, uma vez que se ligam ao ferro impedindo a
producdo de EROs. Os sideréforos podem ser estocados junto com o ferro no vactolo ou

serem utilizados como transportadores de ferro no citosol (Philpott & Protchenko, 2008).

O sistema antioxidante enzimatico é composto por um conjunto de enzimas que
catalisam a reducdo dos radicais livres através da transferéncia de elétrons, normalmente, via
hidrogénio (Toledano et al., 2003). Os antioxidantes enzimaticos incluem: superoxido
dismutase (SOD), catalase, glutationa peroxidase (GPx), tiorredoxina peroxidase, entre
outros. A enzimas glutationa redutase (GR), tiorredoxina redutase (TRR) e glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PDH) d&o suporte as enzimas antioxidantes e, portanto, também fazem

parte do sistema antioxidante enzimatico

2.4.1 - Superdxido dismutase (SOD)

A superéxido dismutase (SOD) converte o radical superoxido (O,") a H,O; e O,. Essa

dismutacdo é catalisada por metais de transicdo como o cobre e 0 manganés.



0, + M* >0, + M*

0,” + M* + 2H" = H,0, + M?*

S. cerevisiae contem duas isoformas de SOD: uma Cu,Zn-SOD (Sod1p), localizada no
citosol, no espaco intermembranico e em outros compartimentos celulares; e uma Mn-SOD
(Sod2p), presente na matrix mitocondrial (Toledano et al., 2003). As duas SOD possuem
papel importante na dismutacdo do O, porém, a perda de Sodlp promove consequéncias
mais dramaticas do que a perda de Sod2p. Em condicdo de crescimento aerdbico, a linhagem
de levedura deficiente em Sodlp (Asodl) apresenta comprometimento no crescimento,
auxotrofia por lisina e metionina (ou seja, perde a capacidade sintetizar tais aminoacidos),
baixo crescimento em substratos respiratérios (glicerol ou etanol), alta taxa de mutacéo,
rapida perda de viabilidade em fase estacionaria e sdo altamente sensiveis a drogas que
sofrem ciclo-redox produzindo EROs como o paraquat e a menadiona. A mutante deficiente
em Sod2p (Asod2) também possui baixa taxa de crescimento em substratos respiratorios e
maior sensibilidade ao paraquat. A dupla mutacdo de sodl e sod2 (Asodl Asod2) leva a um
comprometimento mais severo que intensifica a deficiéncia em ambos os fendtipos (Longo et
al., 1996; Corson et al., 1999; De Freitas et al., 2000; Srinivasan et al., 2000; Wallace et al.,
2004; Sehati et al., 2011).

Além das alteracbes supracitadas, a deficiéncia de SOD em leveduras ocasiona um
aumento de ferro livre detectado por espectroscopia de ressonancia paramagnética eletrénica
(do inglés, EPR), o que pode levar a fragmentacdo do vacuolo (Srinivasan et al., 2000;
Corson et al., 1999). Além disso, a suplementacdo de ferro (0,3 e 1 mM) no meio contendo
fonte de carbono ndo-fermentavel (glicerol) favorece o crescimento da linhagem deficiente
em sod1 (De Freitas et al., 2000).

O mecanismo proposto para as alteracbes no fenotipo de leveduras deficientes em
SOD esta relacionado com a toxicidade do radical superdxido dentro da célula. Sabe-se que o
radical superoxido reage rapidamente com o0s grupamentos de Fe-S presentes em certas
enzimas, promovendo a liberacdo do ferro e inativacdo da enzima (Halliwell & Gutteridge,
2007). Além da inativacdo da enzima, o “ferro livre” pode produzir radical hidroxil via
reacdo de Fenton, acarretando oxidacéo dos demais componentes celulares. Apos a inativacao

dessas enzimas pelo O;", a célula necessita de ferro para reparo e/ou reconstrucdo de novos
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grupamentos de Fe-S. O estudo de De Freitas e colaboradores (2000) mostrou que leveduras
Asod] apresentam maior transcri¢ao do gene FET3 responsavel pelo transporte de ferro para
dentro da célula. Essa caracteristica provoca aumento no conteddo intracelular de ferro
detectado por ICP-MS (De Freitas et al., 2000).

A auxotrofia por lisina e metionina também esta relacionada com o estresse oxidativo
em leveduras. A biossintese de lisina é dependente da enzima homoaconitase, homologo a
aconitase, que também contém grupamento de Fe-S. Portanto, essa enzima também pode ser
inativada por radical superdxido (Wallace et al., 2004; Zyracka et al., 2005). A auxotrofia por
metionina estd relacionada com a deplecdo de NADPH necesséaria para sintese desse
aminoacido e com a inativacdo da enzima sulfito redutase (que também possui grupamento
de Fe-S) presente na via de biossintese da metionina (Wallace et al., 2004). Além de
promover a auxotrofia de metionina, a inativacao dessa enzima também promove acumulo de
sulfito, substancia toxica, principalmente em mutantes Asod1 (Wallace et al., 2004; Zyracka
et al., 2005). A auxotrofia por lisina e metionina é abolida com a adicdo de moléculas

antioxidante tais como ascorbato e glutationa (Zyracka et al., 2005).

Acredita-se que o uso de quelantes de ferro possa minimizar os danos oferecidos pelo
radical superdxido em células deficientes em SOD, uma fez que parte do dano oxidativo pode
ser atribuido a producdo de ROS mediado pelo ferro liberado da estrutura dos grupamentos
de Fe-S. Um estudo realizado com Escherichia coli deficiente em SOD mostrou que uso de
supressores pleiotropico (0s genes dapD e dapB) minimizam parte do fenétipo defeituoso da
bactéria, como, por exemplo, a auxotrofia por aminoacidos aromaticos, sulforados e de cadeia
ramificada. Os genes dapD e dapB codificam respectivamente as enzimas
tetraidrodicopilinato sucinilase e diidrodipicolinato redutase e sua supressdo leva o acumulo
de dipicolinatos no citosol. O estudo com tais mutantes mostrou que dipicolinatos se ligam ao
ferro intracelular acumulando ferro no interior da célula (Maringati & Imlay, 1999). Segundo
esse estudo, especula-se que o dipicolinato seja capaz de capturar o ferro liberado dos
grupamentos de Fe-S de bactéria deficiente em SOD, reciclando-os para a construcdo de

novos grupamentos de ferro (Maringati & Imlay, 1999).
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2.4.2 - Catalase

A catalase € uma Fe(ll1)-heme proteina que decompde duas moléculas de H,O, a O; e
duas moléculas de agua (H.0). O primeiro H,O, é reduzido a H,O, formando composto |
(Fe®) e o segundo é oxidado formando H-O e O, (Halliwell & Gutteridge, 2007).

Fe(lll)-catalase + H,O, > composto | + H,0

Composto | + H,O, - Fe(lll)-catalase + H,O + O,

S. cerevisiae contem uma catalase citosélica (Cttlp) e uma catalase peroxissomal
(Ctalp). A delecdo de uma ou das duas catalases nao altera o crescimento e a sensibilidade ao
H,O, em fase exponencial. Porém, em fase estacionaria, a linhagem contendo a dupla
mutacdo (ActalActtl) possui maior sensibilidade ao H,O, quando comparado com o tipo
selvagem e a linhagem com mutacdo simples (Toledo et al., 2003; Herrero et al., 2008). Isso

indica que a catalase de levedura age como um importante antioxidante em fase estacionaria.

2.4.3 - Peroxidases - glutationa peroxidase (GPXx) e tiorredoxina peroxidase

A glutationa peroxidase também possui papel importante na remocao de H,O,, porém,
este oxida duas moléculas de glutationa (GSH) para reduzi-lo a 4gua. Além dessa atividade
classica, algumas GPx (conhecidas como PHGPx — glutationa peroxidase de hidroperéxido
de fosfolipidio) sdo capazes de catalisar a reducdo de hidroperdxidos lipidicos e demais
hidroperdxidos sintéticos como o t-butil hidroperdéxido (t-BOOH) (Halliwell & Gutteridge,
2007).

H,O, + 2GSH > GSSG + 2H,0

LOOH + 2GSH - GSSG + H,O + LOH
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Trés isoformas de GPx foram identificadas em S. cerevisiae (Gpx1, Gpx2 e Gpx3). As
trés isoformas reduzem hidroperoxido de fosfolipidio in vitro. Além disso, linhagem
deficiente nas trés isoformas possui sensibilidade ao &cido linolénico na auséncia de um
antioxidante, indicando que tais GPx possuem atividade PHGPx in vivo. Dentre as trés
isoformas, a Gpx3p possui papel mais importante, uma vez que possui maior atividade in
vitro e a mutacdo correspondente apresenta o fenotipo mais caracteristico (Toledano et al.,
2003; Herrero et al., 2008).

A tiorredoxina peroxidase, também conhecida como peroxirredoxina (PRX), reduz
peroxidos e peroxinitritos utilizando, em especial, as tiorredoxinas como doadores de
elétrons. Porém, algumas PRX também utilizam a GSH como agente redutor (Herrero et al.,
2008). S. cerevisiae possui 5 isoformas de PRX: 3 citosolicas (cTPxI — gene Tsal; cTPxII —
gene Tsa2; cTPxIIl — gene Ahpl), 1 mitocondrial ( mTPx — gene Prx1) e 1 nuclear (nNTPx —
gene Dot5) (Herrero et al., 2008).

2.4.4 - Sistema redox de grupo tiol.

O sistema redox de grupo tiol é mantido por duas vias, uma por glutationa (GSH) e
outra pela tiorredoxina (Trx). Em ambos os sistemas, 0 NADPH possui papel primordial para
doar H, reduzindo tanto a glutationa quanto as tiorredoxinas oxidadas (Toledano et al., 2007,
Herrero et al., 2008). As glutaredoxinas e as tiorredoxinas reduzem as ligacdes dissulfeto em

troca da oxidacédo do residuo de cisteina formando um dissulfeto.

Tiorredoxina-(SH), + proteina-S, < tiorredoxina-S; + proteina-(SH),

Apds serem oxidadas, as glutaredoxinas e as tiorredoxinas sdo novamente reduzidas,
porém elas seguem vias distintas para sua reducdo. As tiorredoxinas sdo reduzidas pela
enzima tiorredoxina redutase (TRR) dependente de NADPH, enquanto as glutaredoxinas sao
reduzidas diretamente pela GSH (Halliwell & Gutteridge, 2007). A glutationa oxidada
(GSSG) é entdo convertida novamente a GSH por meio da acdo da glutationa redutase (GR —

gene glrl), também dependente de NADPH.
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GSSG + NADPH + H" = 2GSH + NADP*  (reacdo catalisada pela GR)

Tiorredoxina-S, + NADPH + H' - NADP" + tiorredoxina-(SH)2 (reacdo
catalisada pela TRR)

O aporte de NADPH é garantido pela via das pentoses fosfato. A enzima glicose-6-
fosfato desidrogenase (G6PDH — gene zwfl) regula o fluxo de carbono para via e € 0
primeiro passo que leva a reducdo do NADP*. Em seguida, a enzima 6-fosfogluconato
desidrogenase (gene gnd1) forma o segundo NADPH (Halliwell & Gutteridge, 2007).

Glicose-6-fosfato + NADP* - 6-fosfogluconato + NADPH + H*

6-fosfogluconato + NADP® = CO, + NADPH + H™ + ribulose-5-fosfato

Tiorredoxinas

As tiorredoxinas possuem papel fundamental no balanco redox da célula: 1) evitam o
acumulo toxico de ligacdes dissulfeto no citoplasma e 2) reparam as proteinas danificadas
que sdo essenciais para sua viabilidade (Grant, 2001). S. cerevisiae possui duas tiorredoxinas
(Trx1 e Trx2) citosélicas e uma (Trx3) mitocondrial e uma tiorredoxina redutase (Trrl) no
citosol e outra (Trr2) na mitocondria (Toledano et al., 2003; Toledano et al., 2007; Carmel-
Harel & Storz, 2000). As tiorredoxinas possuem papel importante na sintese de DNA, uma
vez que sdo responsaveis pela reducdo da enzima ribonucleotideo redutase (RNR) que forma
uma ligacdo dissulfeto quando reduz os ribonucleotideos a deoxiribonucleotideos (Toledano
et al., 2003; Toledano et al., 2007). Além disso, linhagens com delecdo em trxl e trx2
(Atrx1Atrx2) possuem auxotrofia por aminoacidos sulforados devido ao defeito da levedura
em assimilar sulfato causando acimulo de 3’-fosfoadenosina 5’-fosfosulfato (PAPS). A
inativacdo da via de assimilacdo de sulfato ocorre pela incapacidade da célula em reduzir a
enzima PAPS redutase que é dependente das tiorredoxinas (Toledano et al., 2003; Toledano
et al., 2007; Herrero et al., 2008).
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Glutaredoxinas

As glutaredoxinas utilizam a GSH como substrato redutor. Ao contrario da levedura
Schizosaccharomyces pombe, a S cerevisiae possui alta tolerancia a glutationa oxidada. Mais
de 60% da glutationa encontra-se oxidada em linhagem Aglrl (Muller, 1996). Isso indica que
a GSSG ndo é toxica para S. cerevisiae e que a GR ndo é essencial para levedura.
Recentemente, foi demonstrado que a levedura S. cerevisiae rapidamente compartimentaliza
a GSSG que ndo é imediatamente reduzida no citosol para o vacutolo, o que, em parte, explica
a sua alta tolerancia a GSSG (Morgan et al., 2013). Porém, linhagens que ndo produzem GSH
(com deleg¢do no gene gshl referente a y-glutamilcisteina sintetase da sintese de GSH) séo
inviaveis tanto em condicgdes aerdbicas quanto anaerobicas, tornando-se auxotréficos para
GSH (Toledo et al., 2007). A super-expressao de thioredoxina nessa linhagem é capaz apenas
de atrasar a parada de crescimento, aliviando em parte a dependéncia por GSH exdgena
(Sharma et al., 2000). A atribuicdo da GSH como molécula essencial ndo est4 relacionada
exclusivamente com o estresse oxidativo ou mesmo com a sintese de DNA e a assimilacdo de

sulfato, mas sim com a construcdo dos grupamentos de Fe-S (Toledo et al., 2007).

S. cerevisiae possui duas glutaredoxinas (Grx1p e Grx2p) que sao capazes de reduzir a
enzima RNR, porém de forma menos eficiente que as tiorredoxinas, uma vez que linhagem
Atrx1Atrx2 apresenta uma fase S extensa (Toledo et al., 2007). As demais glutaredoxinas
(Grx3p, Grx4p e Grx5p) possuem papel fundamental na construcdo dos grupamentos de Fe-S
e na regulacdo da homeostase de ferro. A delecdo da glutaredoxina mitocondrial Grx5p,
assim como a deplecdo de glutationa ou de frataxina mitocondrial (Yfhlp) leva a perda da
biossintese dos grupamentos de Fe-S e a inativacdo ferro-dependente do Aftlp, o que
ocasiona acimulo de ferro intracelular (Philpott & Protchenko, 2008). Além disso, as formas
nucleares de glutaredoxina, Grx3p e Grx4p, também possuem papel importante na inativacao
do Aftlp (Ojeda et al., 2006). Especula-se que durante a biogénese mitocondrial dos
grupamentos de Fe-S um composto desconhecido é exportado da mitocondria pelo
transportador ATML1 e atinge o nucleo formando dimeros de Aftlp envolvendo também
Grx3p e Grx4p. A dimerizacdo do Aftlp é reconhecida pelo exportador nuclear Msn5p que
direciona o Aftlp para o citosol (figura 2) (Philpott & Protchenko, 2008).
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Figura 2: Participacdo das Grx3p, Grx4p e Grx5p na regulacdo da homeostase de ferro e na
construgdo dos grupamentos Fe-S. A) Em condicdo ferro deficiente, o Aftlp é transportado para o
nacleo e ativa a transcri¢do de genes alvos. B) Aumento de ferro intracelular favorece a biossintese de
grupamento de ferro formando um composto desconhecido que atinge o nucleo, promovendo a
dimerizacdo do complexo Aftlp-Grx3p-Grx4p e a exportacdo do Aftlp para o citoplasma. Adaptado
de Philpott & Protchenko, 2008.

2.5 - Regulagéo da resposta ao estresse oxidativo em S. cerevisiae

Em condicGes de estresse, 0 aumento intracelular de H,O, age como sinalizador para a
transcricdo de genes envolvidos no sistema antioxidante a fim de restabelecer o balango
redox da célula. A resposta ao estresse em S. cerevisiae envolve uma série de fatores de
transcricdo, como o Yaplp, Skn7p e Msn2/4p, sendo este Gltimo relacionado principalmente
ao estresse ambiental (Lee et al., 1999; Herrero et al., 2008; Lushchack, 2010; Lushchack,
2011) . O Yaplp e o Skn7p cooperam em parte com a resposta ao peroxido. Skn7p participa
do aumento da transcricdo de genes envolvidos no sistema das tiorredoxinas, porém, ndo age
no mecanismo de defesa dependente de GSH nem na via das pentoses, enquanto que o Yaplp
é requisitado em todos os casos (Lee et al., 1999; Herrero et al., 2008; Toledano et al., 2003).
O Msn2/4p induz a expressdo de 2 genes de enzimas antioxidantes — a catalase citosolica
(Cttl) e a glutaredoxina 1 (Grx1) (Herrero et al., 2008; Toledano et al., 2003, Lushchack,
2010).
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A proteina Yapl pertence a familia dos fatores de transcricdo tipo AP-1. O Yapl €
uma proteina bZip que ativa a transcricdo de determinados genes por meio da sua ligacéo a
uma sequéncia de DNA estabelecida (YRE — do inglés: Yapl recognition elemento, também
conhecido como elemento de responsta antioxidante — do inglés ARE) localizada na regido
promotora do gene. Yaplp contém dois dominios ricos em cisteina localizados nas regifes C-
e N-terminal da proteina. O dominio C-terminal conhecido como NES (sinal de exportacdo
nuclear, do inglés: nuclear export signal) também possui uma regido rica em leucina.
Alteracdes redox na regido do NES determinam a localizag&o celular do Yaplp (Herrero et
al., 2008; Lushchack, 2011).

O Yaplp € capaz de percorrer livremente o citoplasma e o ndcleo da célula. No
entanto, o exportador nuclear Crm1 possui papel importante em remover o Yaplp do nucleo,
redirecionando-o para o citoplasma. A remocdo do Yaplp do nucleo ocorre pelo
reconhecimento da regido NES dessa proteina pelo Crm1 (Herrero et al., 2008; Lushchack,
2011).

O aumento do nivel intracelular de H,O, ndo é reconhecido diretamente pelo Yaplp.
A oxidacdo de um residuo de cisteina da glutationa peroxidase (Gpx3p) pelo peroxido é o
primeiro passo dessa via de regulacdo. Em seguida, a Gpx3 oxidada reage com o residuo de
cisteina da regido NES do Yaplp, formando uma ligacdo dissulfeto. Essa alteracdo na
proteina impede sua interacdo com o exportador Crm1, permitindo-a permanecer no nucleo
aumentando a expressdo dos genes alvo (Lushchack, 2011, Herrero et al., 2008, Toledano et
al., 2003). As tiorredoxinas podem reduzir o Yaplp oxidado possibilitando sua remocédo do
nacleo pelo Crmlp. Em seguida, as tiorredoxinas sdo reduzidas pela tiorredoxina redutase
(trr), que utiliza o NADPH como doador de H* (Lushchack, 2011).
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Figura 3: Mecanismo de regulagdo envolvendo o fator de transcrigdo Yapl da S. cerevisiae em
resposta ao estresse oxidativo. Adaptado de Lushchack 2011.

Apesar dos antioxidantes presentes no organismo auxiliarem no equilibrio oxidativo,
existe condicBes em que se observa um aumento na producdo de radicais livres que ndo é
acompanhado com o mesmo aumento dos antioxidantes enddgenos. Esse desequilibrio pode
ocasionar uma maior oxidacdo dos constituintes celulares, podendo levar a morte da celula
(Halliwell, 2006).

Desde a descoberta dos efeitos deletérios causados pelos radicais livres, observa-se
uma busca constante de novos compostos exdgenos com acao antioxidante a fim de prevenir

o0 desenvolvimento de doengas. Nessa procura, 0s polifendis ganharam destaque por estarem
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presentes naturalmente na dieta humana e pela sua eficiente atividade antioxidante verificada
em estudos in vitro e in vivo (Halliwell, 2007; Andrade Jr et al., 2005; Chung et al., 1998;
Frei & Higdon, 2003, Fang et al., 2002).

2.6 - Acido elagico

Formados a partir do metabolismo secundario de plantas, os polifenois estdo
envolvidos na protecdo contra radiacdo ultravioleta e patdgenos agressores (Manach et al,
2004). Entretanto, sua funcao fisiologica ndo se limita apenas ao mundo vegetal. Estudos
evidenciam que o consumo de alimentos ricos em compostos fendlicos previne o
desenvolvimento de diversas patologias, tais como o cancer, doencas cardiovasculares e
neurodegenerativas (Manach et. al, 2004; Chung et. al, 1998). Os efeitos biolégicos dos
polifendis sdo frequentemente atribuidos a uma acdo antioxidante direta, seja ela por
mecanismos sequestrador de radicais livres ou por mecanismo quelante de ions metalicos
(Virgili & Marino, 2008; Perron & Brumaghim, 2009). Entretanto, estudos mais recentes
mostram que os polifenodis poderiam se ligar a proteinas e afetar a atividade de enzimas,
estimular a sintese de glutationa e regular a transducdo de sinal por meio da modulacéo de
fatores de transcri¢do, tais como Nfr2, NF-kB e AP-1.age de forma indireta estimulando
(Jakobs et al., 2006; Andreadi et al., 2006; Virgili & Marino, 2008)

O 4cido elagico (AE) é um bifenol pertencente ao grupo dos taninos hidrolisaveis. E
uma molécula planar que contém quatro grupos hidroxila e dois grupos lactona (Barch et al,
1996). Esse polifenol pode ser encontrado em diversos alimentos vegetais. Algumas
variedades de frutas vermelhas como morango, amora e framboesa séo fontes importantes de
AE. Além dessas frutas, o AE também estd presente em uvas, roma e nozes (Amakura et al.,
2000; Lee et al., 2005). O AE pode estar presente no tecido vegetal na forma livre ou
formando grandes complexos de &cido elagico com glicose denominados elagitaninos
(Atkinson et al., 2006; Hékkinen, et al., 2000).

0\
\C—O OH
HO OH
N/
HO 0—

Figura 4: Estrutura do acido elagico
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Muitos autores demonstraram que o AE possui atividade antimutagénica,
anticarcinogénica e antioxidante (Ayrton et al., 1992; Huetz et al., 2005; Loarca-Pina et al.,
1998; Priyadarsini, 2002; Ginani, 2005; Dalvi, 2008). Entretanto, os mecanismos pelos quais
0 AE exerce tais a¢Oes ainda ndo foram totalmente esclarecidos. Estudos realizados com AE
contra a acdo de diferentes variedades de carcindgenos (incluindo nitrosaminas, azoximetano,
micotoxinas e hidrocarbonos aromaticos policiclicos) demonstraram que um dos mecanismos
anticarcinogénico e antimutagénico proposto para o AE estaria relacionado com a otimizacao
do metabolismo desses carcindgenos (Szaefer et al., 2003; Loarca-Pina et al., 1998; Smith et
al., 1998; Takagi et al., 1995). Os estudos indicam que o acido elagico seria capaz de inibir a
mutagénese e a carcinogénese por meio: i) da inibicdo de enzimas responsaveis pela
bioativacdo de carcin6genos, como as da familia do citocromo P450, ii) da estimulacdo de
enzimas envolvidas na detoxificacdo de intermediarios reativos, como glutationa-S-
transferase, e iii) por meio da interacdo direta do polifenol com os intermediarios reativos
formando adutos inativos (Ayrton et al., 1992; Szaefer et al., 2003; Barch et al., 1994; Barch
et al., 1995; Barch et al., 1996; Ahn et al., 1996; Smith et al, 1998). Estudos in vitro
demonstraram que AE também é capaz de se ligar ao DNA, o que impediria a ligacdo de
agentes mutagénicos e carcinogénicos em alguns sitios especificos do DNA (Teel, 1986;
Thulstrup et al., 1999).

A atividade do acido eldgico em modular enzimas envolvidas no metabolismo de
carcindgenos foi evidenciada em diferentes estudos realizados com este polifenol. Ayrton e
colaboradores (1992) demonstraram que a administracdo de acido elagico intraperitoneal
reduz os niveis totais de citocromo P450 em aproximadamente 50% (Ayrton et al., 1992). O
mesmo foi observado no estudo de Ahn e colaboradores (1996), no qual verificou-se reducao
de mais 25% do total de citocromo P450 do figado de ratos e reducdo de mais de 28% da
atividade redutase dessa enzima ap0s tratamento com é&cido elagico. O &cido elagico também
inibe a atividade hidroxilase do CYP1ALl dependente de benzo(a)pireno, enzima responsavel
pela ativacdo desse carcindgeno. A interacdo do acido elagico com a enzima CYP1ALl parece
estar relacionada com a estrutura desse polifenol, mais precisamente com o grupo hidroxil do
carbono 4 (Barch et al., 1996).

O aumento da atividade da glutationa-S-transferase (GST) também foi demonstrado.
O mecanismo envolvido nesse aumento pode estar relacionado com a inducdo da trancricao
do gene glutationa-S-transferase pelo acido elagico (Barch et al., 1995). Além disso, é

possivel que efeito do acido elagico na GST seja especifico para determinadas isoenzimas,
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uma vez que nem todos trabalhos observaram aumento total de glutationa-S-transferase
(Ayrton et al., 1992; Szaefer et al., 2003).

O acido elagico também é capaz de se ligar ao DNA de forma covalente, 0 que
impediria a ligacdo de agentes mutagénicos e carcinogénicos em alguns sitios especificos
(Teel, 1986, Thulstrup et al, 1999). Um trabalho que analisava a formacao de adutos de DNA
com dibenzo(a,l)pireno (DBP) demonstrou que o acido elagico inibe, de forma muito eficaz,
em 94% a ligacao desse carcin0geno ao DNA (Smith et al., 1998). A inibicdo da formacéo
de adutos DBP-DNA pelo éacido elagico pode estar relacionada tanto com sua capacidade
sequiestradora de intermediarios eletrofilicos, quanto a sua ligacéo direta ao DNA.

A atividade antioxidante do AE também ja foi demonstrada, porém os estudos sobre
este assunto ainda sdo escassos. Pryadarsini e colaboradores (2002), ao estudar a natureza
antioxidante do &cido elagico, comprovou sua habilidade em sequestrar espécies reativas de
oxigénio (radical hidroxil — "OH), de nitrogénio (dioxido de nitrogénio — "NO,, peroxinitrito —
ONOO) e radical peroxil - LOO".

Além da atividade sequestradora de radicais livres, estudos espectrofotométricos
demonstram que o &cido eldgico seria capaz de formar complexos insollveis com ions
metalicos como Fe**, Fe**, Cu®*, Zn*" e Co** (Bock et al., 1981; Przewloka & Shearer, 2002).
Estudos in vitro realizados em nosso laboratorio demonstraram que a a¢do antioxidante do
AE, em sistemas geradores de radical hidroxil mediados por Fe®*, Fe** e Cu?*, se deve
principalmente a um mecanismo de quelacéo desses ions metélicos. De acordo com o estudo,
a atuacdo do AE em concentracdes micromolares e a diminuicdo do potencial antioxidante
desse polifenol verificada com o aumento da concentracdo do metal sugerem fortemente um
mecanismo antioxidante do tipo quelante (Ginani, 2005; Dalvi, 2008). Estudos do espectro de
absorcdo UV-VIS do AE mostram que esse polifenol forma rapidamente complexos com tais
metais de proporcdo 1:1 (AE:ferro ou cobre), porém, a capacidade de quelar Fe** mostrou-se

comprometida na presenca de EDTA, um ligante forte de ferro (Ginani, 2005; Dalvi, 2008).

Poucos estudos analisaram o efeito do AE em cultura de células utilizando ions
metalicos como agente estressante. Uma série de estudos desenvolvidos por Labieniec e
colaboradores, feitos em cultura de células, revelam efeitos toxicos do AE na presenca ou na
auséncia de Cu?* ou H,0, (Labieniec et al., 2003; Labieniec & Gabryelak, 2005; Labieniec &
Gabryelak, 2007). A presenca de AE no meio de cultura promove, de forma dose dependente

(5 a 60 uM), diminuicdo da viabilidade celular, aumento de proteinas carboniladas e lesdes
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no DNA (Labieniec & Gabryelak, 2007). Entretanto, é importante ressaltar que nesse mesmo

estudo, os autores observaram que 1 uM de AE promove efeito cito-protetor.

Resultados satisfatorios foram encontrados em diversos estudos que analisaram 0s
efeitos da administracdo de AE em cobaias contra danos oxidativo in vivo. O pre-tratamento
com AE mostrou ser bastante eficiente para prevencdo do infarto no miocérdio induzido por
isoproterenol (100 mg/kg). Segundo esse estudo, 0 uso de AE reduz os niveis de marcadores
bioquimicos de cardiopatia (proteina C-reativa, homocisteina, troponina-1, etc) e de
peroxidacdo lipidica, e aumenta a atividade do sistema antioxidante, proporcionando uma
prevencdo da necrose do miocéardio (Kannan & Quine, 2011; Kannan & Quine, 2012).
Resultado semelhante também foi observado com estresse induzido por etanol (Devipriya et
al., 2007).

Apesar desses estudos demonstrarem efeito antioxidante do AE in vivo, muitos
autores questionam se os polifendis estariam de fato agindo como um antioxidante em
organismos vivos. Tal questionamento se deve ao fato que, mesmo ap0s a ingestdo de altas
doses de polifendis, esses compostos ndo atingem concentracdo plasmatica suficiente para
contribuir significativamente com a capacidade antioxidante total do plasma (Lotito & Frei,
2006; Scalbert et al., 2002). E importante ressaltar que existem outros compostos de baixo
peso molecular que circulam na corrente sanguinea em maior concentracdo que possuem acao
antioxidante, como o urato, o ascorbato e o tocoferol (Lotito & Frei, 2006). O AE, por
exemplo, é altamente biotransformado pela microbiota intestinal formando urolitina A e B
(Cerda et al., 2003; Cerda et al., 2005). Além disso, a pequena fracdo de AE que atinge a
corrente sanguinea também é metabolizada por enzimas de fase Il e/ou por metiltransferase
(Cerdé et al., 2004; Seeram 2006). Concentracdo plasmatica maxima de 0,1 pumol/L de AE
foi encontrado em humanos ap6s o consumo de suco de roma contendo 25 mg de AE e 318
mg de elagitaninos (Seeram el al., 2004). Resultado semelhante também foi verificado em
rato, no qual se obteve concentracdo plasmatica maxima de 0,6 pmol/L de AE apds consumo
de 68,24 ug de AE por kg de peso (Lei et al., 2003).

Por outro lado os estudos mostram que a concentracdo intracelular de ferro livre
também é bastante baixa, na faixa de 10® a 10'M (Petrat et al., 2000; Kakhlon & Cabantchik,
2002). Portanto, acredita-se que mesmo presente em baixa concentracdo, moléculas quelantes
como os polifendis podem apresentar efeito protetor contra a geragdo de EROs mediada por

ferro “livre”.
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3 - Objetivo geral:

O presente trabalho tevecomo objetivo estudar o efeito do polifenol AE em sistemas
onde o ferro possui papel fundamental na geracdo de EROs. O trabalho foi dividido em dois
capitulos. O primeiro capitulo apresenta um estudo quimico da afinidade do AE pelos ions
Fe**; esse trabalho é a conclusdo do estudo in vitro iniciado pela aluna Janini Ginani. O
segundo capitulo mostra o efeito do AE em cultura de S cerevisiae selvagem e deficiente em
SOD1. A escolha desse modelo de estudo se deve ao fato que os estudos com tais linhagens
mostraram aumento intracelular de ferro livre em leveduras deficiente em SOD, portanto,
acredita-se que o uso de quelantes de ferro poderia proporcionar efeito protetor em tais

células.

3.1 - Objetivos especificos:

1. Analisar in vitro o potencial antioxidante do AE na presenca de diferentes ligantes
de ferro comparando-o com sua cinética de complexacdo com o fon Fe** (capitulo
1 dessa tese);

2. Avaliar a viabilidade celular de leveduras selvagem e Asodl estressadas com
menadiona e pré-incubadas com AE.

3. Quantificar danos oxidativos utilizando biomarcadores de estresse oxidativo nas
condicOes experimentais supracitadas;

4. Analisar a atividade de enzimas antioxidantes e verificar se a presenca de AE no

meio de cultura seria capaz de modular a atividade dessas enzimas.

23



4 - Capitulo 1: Estudo in vitro da capacidade quelante de Fe** do polifenol

acido elagico.
4.1 - Introdugao

A importancia de metais de transicdo na producao de radicais livres é conhecida desde
1894, quando Henry J H Fenton verificou que a combinagdo de H,O, com ions ferrosos
levava a oxidacdo de &cido tartarico (Fenton, 1894). Estudos realizados nos anos 70
comprovaram que fons Fe** catalizam a reacdo do anion radical superéxido com o H,0,
levando a formacao de radical hidroxil (reacdo proposta inicialmente por Haber e Weiss em
1934) (Fong, McCay e Poyer, 1976; Halliwell, 1978a; Halliwell, 1978b; McCord e Day,
1978). Sabe-se hoje que dentro da célula, os ions de ferro livre (ou quelaveis), que
compreendem o conjunto de ferro capaz de produzir radicais livres, podem promover a
oxidacdo em sitios especificos do DNA e de proteinas e levar a propagacdo da peroxidacao
lipidica da membrana celular (Oikawa & Kawanishi, 1998; Lloyd & Phillips, 1999; Liu et al,
1999; Meneghini, 1997, Savin & Balmori, 2008).

Muitos estudos demonstraram que polifendis apresentam capacidade quelante de ions
metéalicos, o que diminuiria a participacdo do metal na producéo de radicais livres (Perrom e
Brumaghim, 2009). A formacdo desses complexos de polifendis com ions metalicos pode
agir tanto como um mecanismo antioxidante quanto pro-oxidante. Geralmente, 0 mecanismo
quelante de polifendis € atribuido a um efeito antioxidante que protege o organismo contra
danos no DNA e contra a peroxidacédo de lipidios de membrana (Yoshino & Murakami, 1998;
Sestili et al., 2002; Perron & Brumagrin, 2009). Acredita-se que parte do efeito citoprotetor
oferecido por polifendis pode ser atribuido a sua capacidade de remover o ferro quelavel

presente dentro da célula (Morel et al., 1994).

Nosso interesse é estudar a capacidade quelante do polifenol &cido elagico (AE), um
bifenol presente em frutas vermelhas como morango, amora e framboesa que possui
atividades anti-carcinogénica, antimutagénica e antioxidante tanto in vitro quanto in vivo
(Takagi et al., 1995; Khanduja et al., 1999; Priyadarsini et al., 2002). Esse trabalho oferece
continuidade ao estudo desenvolvido por Janini Ginani durante seu mestrado em nosso
laboratdrio, sobre a atividade antioxidante do acido elagico em sistemas de geracdo de
radicais livres mediados por ions férricos e ascorbato (vide sistema gerador de radical

hidroxil no esquema 2) (Ginani, 2005). Ginani verificou que a atividade antioxidante do AE
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no sistema gerador supracitado se deve a um mecanismo quelante de fons Fe®*" (com
formacdo de um complexo entre AE e ions ferro) o qual diminui a participacdo do metal nas

reacOes redox que levavam a oxidacao de biomoléculas.

Fe**-EDTA + ascorbato > Fe**-EDTA + ascorbil’ (1)
Fe?*-EDTA + O, > Fe*-EDTA + O," (2)
0," + 2H" > H,0, + 0, (3)
Fe’*-EDTA + H,0, > Fe*-EDTA + OH + ‘OH (4)
‘OH + 2-desoxiribose = produtos de degradacdo (5)

Esquema 2: Sistema gerador de radical hidroxil utilizado no estudo de Ginani, 2005.

Segundo o estudo de Ginani (2005), o AE apresenta protecdo pequena em sistema
gerador de radicais livres mediado por Fe**-EDTA e ascorbato. O potencial antioxidante do
AE foi analisado pela inibicdo da degradagdo oxidativa do aglcar 2-desoxiribose (2-DR) na
presenca do sistema gerador supracitado (para maiores detalhes vide topico 3.1.2 do materiais
e metodos desse capitulo). Os resultados obtidos no trabalho de Ginani mostram que a
presenca de 50 UM de AE no meio reacional (maior concentracdo de AE em meio
tamponado) inibe apenas 12% do dano oxidativo a 2-DR. Esse resultado de protecdo do AE é
inferior ao obtido em outros sistemas gerador de radicais livres mediados por ions metalicos,
tais como Fe**/H,0, e Cu?*/ascorbato, nos quais, em condicdes experimentais semelhante, o
AE apresentou protecdo de 40% e 98% respectivamente (Ginani, 2005; Dalvi, 2008). Além
disso, o efeito protetor é praticamente nulo quando a concentracdo de EDTA é 10 vezes
maior que a concentragdo de Fe**, o que indica que o EDTA interfere no potencial protetor
do AE.

Ao realizar estudos espectrofotométricos no UV-VIS do complexo AE-Fe**, Ginani
verificou que o EDTA ¢ capaz de deslocar o ferro desse complexo de forma eficiente. A
eficacia do EDTA em deslocar os fons férricos do complexo AE-Fe** foi explicada pela alta
constante de afinidade do EDTA pelo Fe** (cerca de 10%) (Mauricio et al., 2003). Isso
também explica o efeito protetor pequeno que o AE apresentou nesse sistema gerador de
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radicais livres, uma vez que o AE removeria de forma muito lenta parte do Fe** ligado ao

EDTA.

Fe**-EDTA + AE 5> |[Fe**-AE] + 1[Fe**-EDTA]
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Figura 5: Resultados retirado de Ginani, 2005: Graficos superiores: Efeito da variacdo da
concentracdo de AE na degradacéo oxidativa da 2-desoxiribose (2-DR) mediado por Fe®*-
EDTA e ascorbato. Condicdes: 20 mM de tampéo KPi (pH 7,2), 0,1 mM de ascorbato, 50 uM
de Fe**-EDTA (1:1) (,50 pM de EDTA) ou 50 uM de Fe*-EDTA 1:10 (0,0,5 mM de
EDTA). Gréficos inferiores: Efeito da variacdo da concentracdo de AE na degradacédo
oxidativa da 2-DR mediado por Fe** e H,0,. Condicdo experimental: 20 mM de tampao
fosfato (pH 7,2), 5mM de 2-DR, AE (0-55uM), 50 pM de Fe?* e 100 uM de H,0,.

Segundo estudo de Przewloka e Shearer (2002), praticamente todo ferro (>95%) é
removido da solugdo e forma complexo com o AE em pH 7,0 (Przewloka & Shearer, 2002).
A formacdo de complexos do AE com ions de ferro também foi observado no estudo de
Ginani (2005), porém a escolha do ligante EDTA alterou a eficiéncia do AE em complexar o

ion metalico. Sendo assim, esse trabalho tem como objetivo avaliar o efeito antioxidante do
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AE em sistemas geradores de radicais livres mediados por Fe** utilizando-se outros ligantes
de ferro que possuam menor constante de afinidade. E importante ressaltar que o uso do
ligante € fundamental para manter os ions férricos em solu¢do em meio tamponado (pH 7,2).
Na auséncia do ligante, parte dos ions férricos precipita ou se liga ao tampéo fosfato (Reinke
et al., 1995). Nesse novo estudo, foram selecionados os ligantes NTA (acido nitrilotriacético)
e citrato. O citrato € o Unico ligante fisiologico escolhido no estudo e corresponde a um dos
principais compostos de baixo peso molecular que complexa ferro quelével in vivo (Petrat et
al., 2000).

4.2 - Materiais e Métodos:
4.2.1 — Reagentes

Os reagentes &cido ascorbico, acido elagico (AE), 2-desoxi-D-ribose (2-DR), sulfato
ferroso amoniacal (Fe Il), fosfato dibasico de potassio (K;HPQO,), fosfato monobaésico de
potassio (KH,PQO,) e &cido tiobarbiturico (TBA) foram adquiridos da Sigma Chemical Co. Os
demais reagentes (cloreto de ferro hexa-hidratado (Fe I11), peroxido de hidrogénio, citrato de
sodio, NTA e &cido fosférico) foram adquiridos de outras empresas e possuem qualidade

analitica.

A solucdo de &cido elagico foi preparada diariamente em 2,5 mM de tampdo fosfato
(pH 7,2) minutos antes de ser adicionado ao meio reacional. O &cido elagico ndo se solubiliza
completamente em meio aquoso, sendo assim, a concentracdo da solucdo estoque foi
calculada pelo coeficiente de Absortividade Molar (¢) do AE em meio aquoso (€3sonm= (1,62
+ 0,04) x 10* M™* cm™) descrito por Bock e colaboradores (1981). A concentracdo da solucéo
de AE foi analisada antes do inicio do experimento utilizando a equacdo abaixo. A solucdo
estoque de AE descrita acima apresentava uma concentracdo de AE em torno de 65 a 80 uM

e era preparada poucos minutos antes de ser adicionada ao meio reacional.

5 A
Concentragio estoque = 360nm

(€360nm) X 1(caminho 6ptico) (cm)
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As solucbes de citrato de sodio, 2-desoxi-D-ribose, acido fosférico e de éacido
ascorbico foram preparadas em agua deionizada, sendo este ultimo preparado diariamente. As
solucdes de Fe(lll) e de &cido tiobarbiturico (TBA) foram preparadas diariamente em 10 mM
de HCI e 50 mM de NaOH respectivamente.

4.2.2 - Dano oxidativo a 2-desoxiribose (2-DR)

Esse método tem como principio quantificar o dano oxidativo a 2-DR pelo radical
hidroxil. A degradacdo da 2-DR pelo radical hidroxil leva a formagdo de malonaldeido
(MDA) que pode ser quantificado por meio de sua condensacdo com o &cido tiobarbitdrico
(TBA) formando um aduto cromogénico (TBA,-MDA) com pico de absor¢do em 532 nm
(Gutteridge, 1981).

O meio reacional (0,5 mL volume final) foi composto por 20 mM de tampé&o fosfato
(KPi) (pH 7,2), 2-DR (5 mM), Fe** previamente ligado a um coquelante (EDTA, citrato ou
NTA) e AE. Os reagentes foram pré-incubados por 30 minutos, exceto no experimento de
variacdo do tempo de pré-incubacdo, antes da reacdo ser iniciada com a adicdo de acido
ascorbico. A reacgdo foi conduzida em temperatura ambiente e interrompida com adicdo de
0,5 mL de &cido fosfdrico 4% (v/v) seguida de 0,5 mL de TBA 1% (p/v). As amostras foram
aquecidas em banho-maria (98°C) por 15 minutos e a quantificacdo do aduto TBA,-MDA foi

realizada em espectrofotémetro.

Um controle negativo da metodologia denominado “tempo zero” foi utilizado para
cada condicdo experimental no qual o acido ascérbico ou o ion metalico era adicionado ao
meio reacional apos a adi¢do de acido fosforico e TBA. A absorbancia do controle “tempo
zero” foi subtraida dos valores obtidos para cada condi¢do experimental (Hermes-Lima et al.,
2000).

4.2.3 - Analise espectrofotométrica do complexo AE-ferro.

O espectro de absor¢do do complexo ferro-AE foi realizado no espectrofotdmetro
Hitachi U-2001 em meio contendo 20 mM de tampao fosfato (pH 7,2), 20 uM de AE e 20

UM de Fe**. As leituras foram iniciadas imediatamente apés a adicdo do Fe** ao meio e as
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amostras foram feitas contra tampé&o fosfato (20 mM). O espectro de absorcao foi realizada

nos comprimentos de onda de 200 a 700 nm com intervalo de analise de 6 nm.

4.2.4 — Cinética de consumo de oxigénio

De acordo com a reacdo 2 do esquema 2, o fon Fe?" é oxidado pelo oxigénio
dissolvido no meio formando radical O,". A cinética dessa reacdo foi analisada por meio da
velocidade de decaimento do oxigénio. A cinética de consumo de oxigénio foi realizada no
oxigrafo (Oxygraph Plus System - Hansatech Instruments), em temperatura ambiente e 2 mL
de volume final. O meio reacional foi composto de 20 mM de tampéo fosfato (pH 7,2), 10 e
50 uM de Fe**-EDTA ou 50 pM de Fe**-citrato (ambos ligantes foram adicionados na
razdo 1:1 Fe*"-ligante), 50 UM de AE e 1 mM de ascorbato. Os reagentes foram pré-
incubados por 5 minutos antes do inicio da reacdo promovido pela adi¢do de ascorbato no
meio. O decaimento da concentracdo de oxigénio foi acompanhado a partir do primeiro
minuto de reacdo devido a instabilidade do equipamento observada durante o primeiro
minuto apos adicdo de ascorbato. A velocidade de consumo de oxigénio foi quantificada
levando em consideracdo a taxa de decaimento da concentracdo de oxigénio aferida durante 5
minutos de reacdo. O coeficiente angular da reta foi calculado utilizando-se a fase linear do
inicio do decaimento. A concentracao inicial de oxigénio dissolvido no meio reacional foi de
220 uM, que corresponde & concentracdo encontrada em altitudes de 1000 metros acima do

nivel do mar (Hermes-Lima et al., 2001).

4.3 - Resultados
4.3.1 - Efeito do tempo de pré-incubacdo no potencial antioxidante do AE

O estudo de Ginani (2005) demonstrou que a atividade antioxidante do AE contra
danos oxidativo a 2-DR parece ser dependente do tempo de pré-incubacdo do polifenol com o
ion metélico, tempo este que antecede a adicdo de ascorbato no meio (Figura 6A e Figura 6C
(®)). Ginani verificou um pequeno aumento no percentual de protecdo do AE (de 5% para
12%) ap6s 60 minutos de pré-incubacdo com Fe**-EDTA utilizando uma razdo 1:1:1
(Fe**/EDTA/AE), o que demonstra que a cinética de remocéo do ferro do EDTA é bastante

lenta. A alta afinidade do EDTA pelo metal impede uma agéo efetiva do AE. Sendo assim,
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uma diminuicdo na razdo Fe**-EDTA/AE poderia favorecer o potencial antioxidante do
polifenol. O resultado demonstrado na figura 6B confirma a hipotese mencionada acima. O
aumento no tempo de pré-incubaco utilizando uma razéo 1:1:5 de Fe**/EDTA/AE, ou seja
com uma concentracdo de AE 5 vezes maior do que a de Fe**-EDTA, aumenta
significativamente o percentual protetor do AE, que passa a promover 34% de protecdo com

60 minutos de preé-incubacdo (Figura 6B e figura 6C).

O polifenol &cido tanico (AT) e o quelante piridoxal isonicotinoil hidrazona (PIH)
também mostraram melhora no potencial antioxidante com o aumento do tempo de pré-
incubacdo com Fe**-EDTA. O percentual de protecdo do AT (150 pM) aumentou de 20%
para 63% apds 60 minutos de pré-incubacao enquanto que o percentual de protecdo oferecido
por 200 uM de PIH subiu de 15% para 82% ap0s 0s mesmos 60 minutos de pré-incubacao
(Andrade et al., 2006; Mauricio et al., 2003).
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Figura 6: Efeito do tempo de pré-incubacdo do AE com Fe*-EDTA no potencial
antioxidante do AE. Ensaio experimental realizado em 20 mM de KPi (pH 7,2), 5 mM de 2-
DR, 50 pM de AE e 50 pM (Painel A) ou 10 uM de Fe**-EDTA (ambos na razdo 1:1)
(Painel B). O ensaio experimental foi preparado na auséncia (m) e na presenca de 50 uM de
AE (o) (Painel A e B). Apos o periodo de pré-incubacdo, a reagdo foi iniciada com adicdo de
ascorbato (0,1 mM). Painel C corresponde aos percentuais de protecdo do AE contra a
degradacdo oxidativa da 2-DR adiquiridos a partir dos dados dos painéis A e B. Painel A
retirado de Ginani, 2005.
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O aumento significativo do potencial protetor do AE observado apenas na presenca de
uma menor concentracdo de Fe**-EDTA em relacdo & concentracdo do polifenol reforca a
dificuldade do AE em deslocar o ferro do EDTA. A presenca de uma concentracdo 5 vezes
maior de AE em relacio ao complexo Fe**-EDTA favorece o equilibrio para a formacéo do
complexo AE-ferro, permitindo uma protecdo mais efetiva do polifenol contra o dano

oxidativo a 2-DR (vide esquema abaixo).

—_—

Fe**-EDTA + 11AE <+— Fe**-AE + EDTA

4.3.2 - Efeito antioxidante do AE na presenca de diferentes ligantes de ferro.

O potencial antioxidante do AE também foi analisado na presenca dos co-quelantes
NTA e citrato, que formam complexos com o Fe** com uma constante de afinidade de 10° e
107 respectivamente (Maurice et al., 1990; Mauricio et al., 2003). A cinética de oxidacdo da
2-DR na presenca de citrato ou NTA mostrou-se linear durante os 60 minutos de
acompanhamento e é quase 10 vezes mais lenta do que na presenca de EDTA (Figura 8
obtida com os dados apresentados na figura 7). Diferentemente do que é observado com o
citrato e 0 NTA, a oxidacdo da 2-DR na presenca de EDTA ocorre nos primeiros 20 minutos
de reacdo e a formacdo de malonaldeido (MDA), produto de oxidagdo da 2-DR que reage
com o 4&cido tiobarbitdrico (TBA), mantém-se praticamente constante nos minutos
subsequéntes (figura 7). Desde os anos 70, ja se sabe que 0 EDTA disponibiliza ainda mais o
Fe(lll) para a reacdo de Haber-Weiss quando comparado com a reacdo sem este co-quelante
(Halliwell, 1978a). Esse efeito foi verificado no presente estudo pela maior producdo de
MDA na presenca de Felll-EDTA (Méxima Absssnm = 0,45) quando comparado com o

sistema contendo citrato ou NTA (Maxima Absszonm = 0,19) (vide figura 7).

O AE possui maior potencial antioxidante na presenca dos complexos Fe**-citrato e
Fe**-NTA quando comparado com o ensaio realizado com Fe**-EDTA (Figura 7). Além
disso, a adicdo de 50 uM de AE diminui 45% e quase 90% a cinética de oxidacao da 2-DR na
presenca de NTA e citrato, respectivamente, enquanto que no ensaio realizado com EDTA
praticamente ndo se observa alteracdo na cinética da reacdo (Figura 8). No ensaio realizado
com citrato, 0 AE impede de forma bem eficiente o dano oxidativo a 2-DR durante os 60

minutos de reacéo (protecdo em torno de 65-89%). Nas mesmas condi¢Oes experimentais, 50
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MM de AE oferece 37-45% de protecdo nos ensaios realizados com NTA e praticamente nao
possui efeito protetor na presenca de EDTA (figura 7). A melhora do potencial antioxidante
do AE na presenca de citrato e NTA pode ser explicada pela maior facilidade do polifenol em
deslocar o ferro desses ligantes, uma vez que estes possuem menor afinidade por ions férricos

quando comparado com o0 EDTA.
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Figura 7: Efeito protetor do AE na reacdo de oxidacdo da 2-DR mediada por ascorbato e
Fe®* complexado a diferentes ligantes (EDTA — painel A, NTA — painel B e citrato — painel
C). A reacdo foi conduzida em 20 mM de tampédo KPi (pH 7,2), 5 mM de 2-DR, 0,1 mM de
ascorbato e 50 pM de Fe®*"-ligante (razdo 1:1). O ensaio experimental foi preparado na
auséncia (simbolo preto) e na presenca de 50 UM de AE (simbolo branco) e pré-incubado por
30 minutos antes da adicao de ascorbato.
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Figura 8: Velocidade da reagdo de oxidacdo da 2-DR na presenca de diferentes ligantes de
ferro. Velocidade extraida da figura 7 por meio do coeficiente angular da reta adquirida no
periodo de aumento linear do dano. *significativamente diferente em relagdo ao ensaio
realizado sem AE (p<0,05) (Teste t).
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Outros antioxidantes quelantes como a mangiferrina, o acido tanico (AT) e o piridoxal
isonicotinoil hidrazona (PIH) também apresentaram maior potencial antioxidante em sistema
contendo Fe**-citrato ou Fe**-NTA quando comparado com Fe**-EDTA (Pardo-Andreu et
al., 2006; Andrade et al., 2006; Mauricio et al., 2003), o que corrobora 0 mecanismo quelante

sugerido para o AE na presenca de ions férricos.

4.3.3 - Efeito da concentracdo de AE no dano oxidativo a 2-DR mediado por Fe**-citrato

e ascorbato.

O resultado apresentado na figura 9 mostra que o efeito protetor do AE é dependente
da sua concentracdo no meio reacional. A adicdo de 50 uM de AE no meio reacional
contendo 50 pM de Fe**-citrato ofere 97% de protecdo, inibindo quase que totalmente o dano
oxidativo a 2-DR (Figura 9). Cabe ressaltar que, nestas condi¢es, a protecdo foi alcancada
em uma razdo 1:1 ferro-AE, sugerindo a formacdo de um complexo com o ferro de razdo 1:1.
Além disso, a eficiéncia do AE provavelmente independe da concentracdo de ascorbato no
meio reacional, uma vez que seu percentual de protecdo apresentou um perfil semelhante com
0,1 e 0,5 mM de ascorbato (figura 9B).

O ensaio de variacdo da concentracdo de AE permite calcular o valor de Iso do
antioxidante que corresponde a concentracdo do polifenol capaz de inibir 50% do dano
oxidativo a 2-DR. Os valores de Isqg de AE obtidos nos ensaios contendo 0,1 e 0,5 mM de
ascorbato foram de 24,8 e 29,5 UM, respectivamente, concentracdo que também corresponde
aproximadamente a metade da concentracdo de ferro no meio. Os valores de Iso reforca
novamente a formacdo do complexo ferro-AE de razdo 1:1. Além disso, o valor de Isop em
concentragdo micromolar indica que o AE age como um antioxidante por meio de um
mecanismo quelante, uma vez que o ion metéalico também estd presente no meio em
concentracdo micromolar. Moléculas exclusivamente sequestradoras de radicais livres
competem com a molécula alvo (2-DR) pelo radical hidroxil. Em condicbes experimentais
semelhantes, moléculas sequestradoras de radicais livres apresentariam efeito protetor em
concentragdes milimolares, uma vez que a molécula alvo (2-DR) também se encontra em
concentragdo milimolar no meio reacional. Sendo assim, a presenga de poucos micromolares
desse antioxidante dificilmente teria capacidade de competir com a 2-DR pelo radical
hidroxil (Lopes et al., 1999).
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Figura 9: A) Efeito da concentracdo de AE na degradacdo oxidativa da 2-DR (5 mM)
mediado por 50 uM de Fe**-citrato (razdo 1:1) e 0,1 mM (o) ou 0,5 mM de ascorbato (m). O
meio reacional foi pré-incubado por 30 minutos antes da adicdo de ascorbato. B) Percentual
de inibicdo da degradacdo da 2-DR pelo AE.

4.3.4 - Efeito do AE na cinética de consumo de oxigénio em meio reacional contendo

diferentes ligantes de ferro.

A diminuicdo da concentracdo de oxigénio presente no meio reacional é reflexo da
auto-oxidacdo do Fe®* (reacdo 2 do esquema 2) que foi produzido na reacdo de redugdo do
Fe** pelo ascorbato (reacdo 1). A auto-oxidacdo do Fe®* tem papel fundamental para o
sistema gerador EROs mediada por Fe®* e ascorbato uma vez que fornece O, a0 meio que,
em seguida ira se dismutar espontaneamente formando H,0,. A producdo de H,O, permite
que seja gerado no meio reacional o radical hidroxil ((OH) que é a EROs com maior poder
oxidativo capaz de reagir com a maioria das biomoléculas em uma constante de velocidade
na faixa de 10" a 10'° M™* s (Hermes-Lima, 2004). Portanto, a diminuigo da cinética dessa
reacdo leva a uma menor producdo de radical hidroxil e, consequentemente, uma menor

oxidacdo da 2-DR.

34



25 Osem AE
E mcom 50 uM de AE
£ 2 I
g [ | vann
(=]
~— *
o 15 -+
c
@
>
5 10
3
0,
g I xl/iM
S 5
]
g 1 100%
o 0 ‘ ’—:(—| *
10uM Fe-EDTA 50uM Fe-EDTA 50uM Fe-Citrato

Figura 10: Velocidade de consumo de oxigénio obtido na presenca de Fe**-EDTA ou Fe*'-
citrato (razdo 1:1). Efeito da pré-incubacdo de 50 pM de AE com o Fe**-ligante na cinética
de consumo de oxigénio. Ensaio experimental realizado em meio contendo 20 mM de tampao
KPi (pH 7,2), 10 ou 50 pM de Fe**-ligante (razdo 1:1) e 0,1 mM de ascorbato.

A cinética de consumo de oxigénio é dependente do tipo ligante utilizado no ensaio e
da concentracdo de Fe**-ligante (razdo 1:1). Ensaio realizado com EDTA apresenta uma taxa
de consumo de oxigénio quase 20 vezes maior do que a obtida com citrato na mesma
concentragdo de Fe** (50 pM) e ascorbato (0,1 mM) e mantém-se mais alto do que o citrato
mesmo quando a concentracdo de Fe**-EDTA diminui para 10 pM (figura 10). A diminuicéo
de Fe**-EDTA de 50 pM para 10 uM diminui significativamente a cinética de consumo de
oxigénio e passa a ser um terco da velocidade observada com 50 pM. A adic¢do de 50 uM de
AE promove diminuicdo significativa da cinética em todas as condigdes experimentais
analisadas, porém, o percentual da queda de velocidade oferecido pelo AE ndo é igual para
todas as condicdes. A presenca de AE inibe completamente o0 consumo de oxigénio no ensaio
experimental contendo citrato, porém, diminui apenas 38% e 24% a taxa de consumo de
oxigénio nos ensaios contendo respectivamente 10 e 50 pM de Fe**-EDTA (razdo 1:1). O
resultado de cinética de consumo de oxigénio estd de acordo com a cinética de dano
oxidativo realizado com citrato e EDTA (figura 8). O resultado de cinética de consumo de
oxigénio demonstra novamente que o AE apresenta maior eficiéncia na presenga de um
ligante mais fraco como o citrato. Além disso, assim como foi observado no ensaio da
variagdo do tempo de pré-incubacdo de AE com Fe**-EDTA (figura 6), observa-se que o AE
apresenta melhor efeito na diminuigdo da taxa de consumo de oxigénio quando encontra-se

presente em maior concentragéo que o Fe**-EDTA.
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4.3.5 - Andlise da cinética de formacédo do complexo ferro-AE na presenca de diferentes

ligantes de ferro.

A cinética de formacdo do complexo ferro-AE na presenca dos ligantes citrato e
EDTA também foi analisada (figura 11). O ensaio foi realizado em meio tamponado (tampéo
fosfato, pH 7,2) na mesma concentracdo de ferro e AE, ambos 20 uM, e os resultados foram

comparados com um ensaio realizado sem ligante de ferro (figura 11 — painel C).
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Figura 11: Cinética de formacdo do complexo ferro-AE realizado na auséncia (Painel C) ou
na presenca de diferentes ligantes (EDTA — Painel A; Citrato — Painel B). Meio reacional
contendo 20 mM de KPi (pH7,2), 20 uM de AE e 20 uM de Fe** ou Fe**-ligante (razdo 1:1).
Painel D corresponde a cinética de formacdo do complexo ferro-AE na auséncia ou na
presenca de ligantes de ferro obtida por meio do decaimento da absorbancia em 360 nm
(dado obtido dos paineis A, B e C).
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A formacéo do complexo Fe**-AE é observada pela diminuicdo do pico de absorcdo
do AE em 360nm e aumento da absorbancia por volta de 400-600 nm. No ensaio realizado
com citrato, o AE desloca rapidamente o ferro do complexo Fe**-citrato e, em
aproximadamente 1 minuto, todo AE se encontra complexado com o ferro. Por outro lado,
durante o periodo de 1 hora, verificou-se que o AE desloca o ferro do complexo Fe**-EDTA
de forma lenta e linear, o que corrobora com os resultados obtidos por Ginani, 0s quais
verificaram que o AE apresenta dificuldade de complexar o ferro na presenca do EDTA
(Ginani, 2005). Cinética intermediaria foi observada na auséncia de ligante de ferro; nessa
condicdo o Fe*" pode estar precipitado (devido ao pH neutro) ou formar complexo com o

fosfato do tampéo (Reinke et al., 1995), o que dificultaria a formacdo do complexo ferro-AE.

4.4 — Discussao e conclusao

Os resultados apresentados mostram que o AE possui efeito antioxidante por meio do
mecanismo quelante de ions férricos. A complexacdo do ferro pelo o AE impede o dano
oxidativo a biomoléculas como a 2-DR. O estudo do potencial antioxidante do AE no sistema
contendo EDTA mostra que o AE é eficiente quando esta presente no meio em concentracoes
maiores do que o complexo Fe**-EDTA. Além disso, a incubacdo prévia do AE junto com o
complexo Fe**-EDTA aumenta a eficiéncia antioxidante do AE, uma vez que permite que
parte do Fe** seja removido do EDTA e se complexe com o polifenol antes do inicio das
reacOes radicalares.

De acordo com o conjunto de resultados apresentados por Ginani em sua dissertacao
de mestrado, o deslocamento de parte do ferro ligado ao EDTA pelo AE leva a uma
diminuigdo na producdo de radical ascorbil. A presenga de 50 uM de AE diminui 22% da
intensidade do sinal do radical ascorbil analisado por EPR (sigla em inglés do equipamento
de Ressonancia Paramagnética Eletronica) o que demonstra que 0 mecanismo quelante do AE
age logo na primeira etapa da reacdo que € necessaria para a producdo de radical hidroxil
(Ginani, 2005 — figura 12). O estudo de Ginani ndo analisou o efeito do AE na presenca de
outros ligantes, como por exemplo citrato e NTA. Segundo o conjunto de resultados
apresentado com o citrato acredita-se que em meio contendo Fe-citrato, o AE seja capaz de
inibir totalmente a formacé&o de ascorbil, uma vez que inibiu completamente o consumo de

oxigénio que corresponde a reagédo seguinte a formacao de radical ascorbil.
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Figura 12: Retirado de Ginani 2005: Efeito da concentracdo de AE na producédo de
radical ascorbil mediada por 10 uM de Fe**-EDTA (razdo 1:1) e 0,5 mM de ascorbato. Fe*'-
EDTA e AE foram pré-incubados por 30 minutos antes do inicio da reacdo iniciada pela
adicéo de ascorbato.

A formacdo do complexo ferro-AE € fundamental para que ocorra protecdo do AE. Os
resultados indicam que o AE impede de forma eficiente que o ferro participe das reacdes
redox que levam a producdo de radical hidroxil. O resultado de inibicdo do consumo de
oxigénio na presenca de citrato comprova que o AE indisponibiliza o ferro do meio reacional.
Estudos mostram que os complexos de AE com ions metalicos sdo instaveis e precipitam
rapidamente dependendo do pH do meio. Segundo estudo de Przewloka & Shearer, a
precipitacdo do complexo ferro-AE (Fe?* ou Fe®") é desfavoravel em pH 1 (variando de 3 a
5% da concentracdo inicial de ferro adicionado no meio), mas atinge seu maior percentual de
precipitacdo em pH 7, onde aproximadamente 98% do ferro encontra-se precipitado apos
incubagdo over night com o AE (Przewloka e Shearer, 2002). Além disso, Bock e
colaboradores verificaram que a ativacdo da coagulacdo sanguinea pelo AE se deve a
formacdo de agregados insollveis de AE com ions metélicos. Mais ainda, a formacdo desses

agregados era previnida pela adicdo de 1 mM de EDTA no meio (Bock, et al., 1981).

Além disso, Ginani também demonstrou que ao se ligar com o Fe**, o AE promove a
reducdo do ion férrico levando a formacdo de um complexo Fe2+-AE(Semiquin0na) (Ginani,
2005). A reducédo do Fe** pelo AE foi comprovada por meio do ensaio da ferrozina, um
ligante exclusivo de Fe?* (figura 13). A ligacdo da ferrozina com o Fe?* leva a formagdo de

um complexo violeta de Amax em 562 nm. Esse resultado indica que o mecanismo
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antioxidante do AE ndo se restringe apenas a remoc¢do do ion metalico do meio reacional,
mas também afeta a reacdo de Fenton (quarta reacdo) que leva a producdo de radical hidroxil
(vide esquema abaixo). A reacdo de Fenton se caracteriza pela presenga importante do ferro
em sua forma reduzida. A capacidade de polifenéis em reduzir o Fe** pode oferecer tanto
uma atividade antioxidante quanto pro-oxidante uma vez que oferece ions ferrosos
necessarios para reacdo de Fenton. Entretanto, no mesmo estudo, Ginani mostra que o AE
também é capaz de inibir o dano oxidativo em sistema contendo reagentes de Fenton (Fe** e

H,O, — vide figura 5 da introducédo desse capitulo) (Ginani, 2005).

Fe**-ligante + ascorbato > Fe?*-ligante + ascorbil’ (reacdo 1)
Fe?*-ligante + O, > Fe**-ligante + O," (reacéo 2)
0," + 2H" > H,0, + 0, (reacéo 3)
Fe?*-ligante + H,0, > Fe**-ligante + OH + "OH (reacéo 4)
‘OH + 2-desoxiribose = produtos de degradacdo (reacdo 5)
300
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x 200
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Figura 13: Retirado de Ginani_2005. Cinética de formagdo do complexo Fe?*-
Ferrozina na presenca de AE e Fe**. Condicdo experimental: 20 mM de tampao Kpi (pH 7,2),
10 uM de Fe>*, 50 uM de AE e 10 mM de ferrozina. (o) corresponde ao ensaio realizado sem
pré-incubacio do AE com Fe®'. (o) corresponde ao ensaio realizado com incubagéo prévia do
AE com Fe*' por 1 hora antes da adi¢do de ferrozina. (A ) ensaio realizado na presenca de
Fe?" ¢ ferrozina ou (A) Fe®" e ferrozina ou (x) ferrozina livre.
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Apesar do AE ser capaz de ligar tanto a Fe?* quanto a Fe**, estudos mostram que
polifendis formam complexos mais estaveis com Fe** do que com Fe®* (Perron e Brumaghim,
2009). A formagcao de complexos de Fe?* com catecolatos (como 0 do AE) aumenta a taxa de
oxidagéo do ferro e reduz sua taxa de reducdo (Perron e Brumaghim, 2009). O aumento da
taxa de oxidacdo na presenca de AE parece, a principio, contradizer os resultados
apresentados nesse estudo. Porém, acredita-se que o H,O, (produzido a partir da autoxidacao
do ferro ndo ligado ao AE) reagiria rapidamente com o complexo Fe®*-AE produzindo radical
hidroxil, porém este Ultimo seria sequestrado diretamente pelo complexo ferro-AE,
impedindo dessa forma a oxidacdo da 2-DR ou demais biomoléculas (vide esquema 3 —
hipdtese 2). Essa proposta foi apresentada em 2006 por nosso grupo de pesquisa no estudo do
mecanismo antioxidante quelante do polifenol AT em sistema gerador de radical hidroxil
mediado por Fe** e ascorbato (Andrade et al., 2006).

AE-Fe®" e/ou ferro indisponivel para
reacOes redox e/ou
@ AE(semiquinona)'F(?,‘2+ precipitacdo do
complexo
AE +Fe®* —  AE-Fe**
@ /A\E(semiquinon;n'lze2+

*)
Fe’"-AE + H,0, —— Fe®-AE +'OH + OH’

Fe3*-AE + "OH L» Fe3*-AE" + OH"

Esquema 3: Hipdteses do mecanismo de protecdo do AE em sistema gerador de radical
hidroxil mediado por Fe** e ascorbato. A ligacdo do AE com fons Fe** promove: Hipétese 1:
precipitacdo do complexo ferro-AE e indisponibilizacdo do metal para as reacdes que levam a
producdo de radical hidroxil; Hip6tese 2: reducéo do ferro e formagdo do complexo Fe**-AE.
A presenca de ions ferrosos complexados com o AE favoreceria a oxidacdo do ferro pelo
H202, porém o hidroxil formado nessa reacdo reageria diretamente no complexo ferro-AE,
impedindo a oxidacdo de biomoléculas. (*) reacdes favorecidas pela formagdo do complexo
ferro-AE.
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Os resultados obtidos com o uso de ligantes com menor afinidade por Fe®*
demonstram que a cinética de formacdo do complexo AE-ferro é relativamente rapida e
eficiente e esta diretamente relacionada com a diminui¢do dos danos oxidativos a 2-DR. Em
particular, o resultado obtido com o ligante citrato indica que o AE € capaz de formar
complexo com o ferro na razdo 1:1 (ferro-AE). Resultados obtidos em sistemas contendo
Cu?* e ascorbato também mostraram formac&o de complexo cobre-AE na razdo 1:1, o que
reforca a boa capacidade do AE em formar complexos com ions metélicos (Dalvi, 2008). A
formacdo do complexo nessa razdo demonstra que para apresentar maxima protecdo basta
que o AE esteja presente no meio reacional na mesma concentracdo do ferro-citrato. Além
disso, observa-se em nosso estudo que a cinética de dano a 2-DR é mais lenta na presenca de
citrato e NTA quando comparado com a reacdo realizada com EDTA (vide figura 8). Outros
estudos também observaram que a cinética de reacdo na presenca de citrato € mais lenta do
que a obtida com o ligante EDTA (Welch et al., 2002; Halliwell, 1978). A constante de
oxidacdo do Fe?* pelo oxigénio na presenca de EDTA, por exemplo, corresponde a k >11,5 s”
! enquanto que com citrato essa constate diminui para 7,2 s™* (taxa adquirida com 110 uM de
Fe?* e 550 pM do ligante) (Welch et al., 2002). A cinética de reacdo mais lenta na presenca
de citrato permite que o AE remova os ions férricos do citrato antes que este reaja com 0s

demais substratos presentes no meio, favorecendo ainda mais o potencial antioxidante do AE.

O citrato é um dos principais compostos de baixo peso molecular capaz de ligar o
ferro quelavel intracelular. Além do citrato, outros componentes de baixo peso molecular,
como o fosfato e 0 ATP, também ligam ferro de forma transitéria (Petrat et al., 2000; Petrat et
al., 2001). No entanto, a formacédo desses complexos ndo impede a participacdo do ferro em
reaces geradoras de EROs, 0 que torna importante o estudo de novos quelantes com acao

antioxidante para prevenir os danos provocados pelo ferro.

A eficiente capacidade quelante in vitro do AE na presenca de citrato torna-o elegivel
para estudos em célula. Apesar da boa eficiéncia em quelar ions metélicos in vitro, ainda nao
se sabe ao certo se 0 AE teria 0 mesmo comportamento quelante in vivo. O mecanismo
antioxidante do tipo quelante do AE depende n&o apenas da sua concentragdo ou da
concentracdo de ferro queldvel na célula, mas também da localizacdo intracelular destes
compostos. E importante salientar que moléculas quelantes apresentam efeito protetor mesmo
em pequenas concentragdes (Lopes et al., 1999). Por outro lado, moléculas sequestradoras de
radicais livres tais como ascorbato, tocoferol e urato apresentam efeito antioxidante na faixa

milimolar (Lotito & Frei, 2006; Lopes et a I., 1999). Portanto, baixas concentragdes de AE
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poderiam ter efeito protetor na célula, uma vez que a concentracao de ferro quelavel na célula
também é baixa, na faixa de 10° a 107 M (Petrat et al., 2000; Petrat et al., 2001).

O actmulo de ferro em determinados tecidos foi observado em diversas doencas tais
como Alzheimer, Parkinson, esclerose lateral amiotrofica, doencgas hepéticas e coronarianas,
cancer, diabetes e no processo de envelhecimento. Apesar da causa do acimulo de ferro ainda
ser desconhecida, a presenca de ferro nestes tecidos estd relacionada com o aumento na
producdo de espécies reativas, 0 que pode explicar em parte o desenvolvimento e progressao
da doenca (Moreira et al., 2008; Stocker & Keaney, 2004; Drechsel & Patel, 2008). Neste
sentido, a administracdo de moléculas quelantes com capacidade antioxidante poderia ajudar

no tratamento e no prognastico de tais doencas.
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5 - Capitulo 2: Estudo da atividade antioxidante do acido elagico em S.

cerevisiae selvagem e deficiente em SOD1.

5.1 - Introducgao

O écido elagico (AE) é um polifenol presente em alimentos de origem vegetal tais
como roma, frutas vermelhas (amora, morango, framboesa), uva e nozes (Daniel et al., 1989).
Estudo in vitro a respeito da capacidade antioxidante mostra que o AE é capaz de seqlestrar
espécies reativas de oxigénio (radical hidroxil — OH"), de nitrogénio (di6éxido de nitrogénio —
‘NO,, peroxinitrito — ONOQ") e radical peroxil - LOO" ( Priyadarsini et al., 2002). Além
disso, 0 AE complexa fons metélicos tais como Fe**, Fe**, Cu®*, Zn*" e Co** (Bock et al.,
1981; Jaén et al.,, 2003; Przewloka & Shearer, 2002). A capacidade quelante do AE
indisponibiliza os ions metalicos para reac6es redox produtoras de EROs, diminuindo, dessa

forma, o dano oxidativo a biomoléculas (Ginani, 2005; Dalvi, 2008).

Estudos in vivo e em cultura de células indicam que o AE possui outros efeitos
benéficos que ndo se limitam apenas a uma acao antioxidante direta. O &cido elagico possui
efeito anticarcinogénico e antimutagénico contra uma variedade de carcindgenos, incluindo
nitrosaminas, micotoxinas, aminas aromaticas, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, entre
outros (Ahn et al., 1996; Szaefer et al., 2003; Ayrton et al., 1992; Khanduja et al., 1999). A
maior parte das substancias potencialmente carcinogénicas requer ativacdo metabolica,
processo que ocorre durante o metabolismo de xenobioticos. Durante o processo de ativacao,
0s xenobidticos sofrem modificacBes por enzimas de fase | e de fase Il antes de serem
excretados (Xu et al., 2005). As enzimas de fase | sdo constituidas primariamente pela familia
da citocromo P450 (CYP) e sdo responsaveis pela bioativacdo do carcindgeno (Xu et al.,
2005). O aumento da expressdo de CYP geralmente esta relacionado com o desenvolvimento
de céncer (Moon et al.,, 2006). As enzimas de fase Il metabolizam ou promovem a
conjugacdo do xenobiotico a diversas biomoléculas, aumentando sua hidrofilicidade, o que
por sua vez melhora sua excrecdo pela bile e/ou urina (Xu et al., 2005). As enzimas de fase Il
incluem UDP-glucuronosiltransferases (UGT), NAD(P)H:quinone oxidoreductase (NQO),
glutationa-S-transferase (GST), dentre outras. Estudos verificaram que o efeito protetor do
AE contra carcin6genos estd relacionado com: i) a inibicdo de enzimas da familia do
citocromo P450; ii) a inducdo das enzimas de fase Il, em especial GST, NQO e UGT, e

demais enzimas antioxidantes; iii) a interacdo direta do polifenol com os intermediarios
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reativos formando adutos inativos (Ayrton et al., 1992; Szaefer et al., 2003; Barch et al.,
1994; Barch et al., 1996; Ahn et al., 1996; Smith et al, 1998).

O uso de modelos celular ajuda a compreender melhor como os polifenois agem na
célula. Em especial, modelos experimentais com levedura apresentam vantagens
metodoldgicas uma vez que corresponde a uma célula eucariética com sistema celular
semelhante ao humano, apresenta um genoma conhecido e é possivel inserir ou deletar genes
do seu genoma. Leveduras da especie S. cerevisiae deficientes em superdxido dismutase 1 e 2
(SOD1 e SOD?2) sdo viaveis, porém apresentam uma serie de comprometimento metabdlico.
Estudos mostram que as linhagens de S. cerevisiae deficientes em SOD1 e/ou SOD2 (Asodl,
Asod2 e Asod1Asod2) sdo mais susceptiveis ao estresse em condigdes aerobicas devido a sua
ineficiéncia em eliminar prontamente o anion radical superéxido (O;™). O aumento de O, na
célula promove a degradacdo do grupamento Fe-S presente em algumas enzimas relacionadas
ao metabolismo energético (aconitase) e de aminoécidos (homoaconitase e isopropilmalato
dehidratase) (Wallace et al., 2004). O ataque do O,” aos grupamentos Fe-S promove a
liberacdo do ferro da estrutura da enzima, promovendo, consequentemente, sua inativacao
(maiores detalhes no topico 2.4.1 da revisdo bibliografica) (Srinivasan et al., 2000; De Freitas
et al., 2000). O aumento de ferro livre pode mediar reacdes geradoras de EROs, em especial
radical hidroxil ("OH), promovendo um dano oxidativo ainda mais severo. Devido a
degradacdo do grupamento Fe-S das enzimas, leveduras deficientes em SOD apresentam
maior demanda por ferro para reconstrucdo do grupo prostético (De Freitas et al., 2000). A
inativacdo de enzimas chaves do metabolismo energético e do metabolismo de aminoécidos
promovida pelo O," faz com que células deficientes em SOD, em especial SOD1, apresentem
baixa taxa de crescimento aerdbico, principalmente em substratos ndo-fermentaveis,
auxotrofia por lisina e metionina e rapida perda de viabilidade em fase estacionaria. Além
disso, linhagens de levedura deficientes em SOD séo altamente susceptiveis ao estresse na
presenca de drogas que sofrem ciclo redox, como a menadiona, uma vez que sua
metabolizacdo dentro da célula leva a producdo de EROs, em especial radical O, e H,0;
(Gralla e Valentine, 1991).

Tendo em vista as caracteristicas quimicas e bioldgicas do AE relatadas em diversos
estudos, o presente trabalho objetivou verificar o efeito do AE em leveduras selvagem e
deficiente na enzima superdxido dismutase 1 (SOD1) submetidas ao estresse com menadiona.
Acredita-se que o AE poderia promover efeito protetor em leveduras deficientes em SOD,

tanto por possuir capacidade quelante de ferro quanto por modular a expresséo de enzimas de
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fase Il e de enzimas antioxidantes. O efeito do AE foi comparado com a desferroxamina
(DFO), um quelante classico de ferro produzido por bactérias que € naturalmente
internalizado pela levedura como forma de otimizar sua captacdo de ferro do meio. O uso

desse quelante de ferro permite avaliar o papel do ferro no estresse induzido pela menadiona.

5.2 — Materiais e métodos:
5.2.1 - Linhagens de S. cerevisiae e condig¢des de crescimento:

As linhagens de S. cerevisiae EG 103 (selvagem — Mata, leu2 his3 trpl ura3), EG 110
(EG103 com Asod2::TRP1), EG 118 (EG103 com Asod1l::URA3) e EG 133 (EG 103 com
Asodl::URA3 e Asod2::TRP1) foram utilizadas no presente estudo. As linhagens foram
gentilmente cedidas pela professora Dr. Edith Butler Gralla (Universidade da California,
UCLA, Los Angeles) e mantidas a -80°C em glicerol 30%. Uma amostra de cada linhagem
foi mantida em geladeira (4°C) em meio YPD 4&gar (1% de extrato de levedura, 2% de
peptona, 2% de glicose e 2% de agar). As células cresceram em meio sintético YNB
(DIFCO) com 2% de glicose enriquecido 4 vezes com os aminoacidos leucina (400 mg/mL),
histidina (80 mg/mL), triptofano (80 mg/mL), metionina (80 mg/mL) e as bases nitrogenadas
uracila e adenina (ambas 80 mg/mL) (De Freitas et al., 2000). As células foram inoculadas
em erlenmeyer estéril a uma razdo 5:1 (volume do frasco/volume do meio) e incubadas em
shaker a 200 rpm e a 28°C. O crescimento foi acompanhado pela leitura da densidade Optica a
600 nm (OD). A concentracdo de células foi quantificada em cdmara de Neubauer com o

auxilio de microscdpio optico.

5.2.2 - Curva de crescimento das linhagens selvagem e deficientes em SOD.

A curva de crescimento permite determinar as fases de crescimento da levedura, uma
vez que cada linhagem apresenta uma curva de crescimento propria que € dependente da
fonte de carbono (fermentavel ou ndo fermentavel) e sua concentracdo, da quantidade de

oxigénio no meio, da temperatura de crescimento, entre outros.

As curvas de crescimento foram realizadas em condigdo de normoxia e com fonte de

carbono fermentavel (glicose 2%) segundo as condic¢des de crescimento descritas na parte de
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materiais e metodos (topico 5.2.1). De acordo com as caracteristicas de crescimento de cada
linhagem, observa-se que as linhagens selvagem e Asod2 apresentam a mesma taxa de
crescimento (figura 14). A linhagem Asod1 apresenta crescimento mais lento do que as duas
linhagens anteriores e atinge uma menor densidade de células em fase estacionaria. O maior
atraso no crescimento é observado na linhagem AsodlAsod2, cuja fase lag de crescimento

mostra-se mais extensa (Figura 14).
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Figura 14: Curva de crescimento das linhagens selvagem, Asod1, Asod2 e Asod1Asod2 de S.
cerevisiae. Crescimento em meio sintético YNB com 2% de glicose, em frascos com razéo
5:1 (volume/meio) e incubagdo em shaker a 200 rpm e 28°C. Resultados representam as
médias + desvio padrdo (n=3).

Segundo a literatura, leveduras em fase estacionaria sdo mais resistentes ao estresse
oxidativo quando comparadas as células em fase exponencial (Toledano et al. 2003; Werner-
Washburn et al. 1993). Portanto, optou-se por trabalhar com leveduras em fase exponencial
que supostamente estariam mais susceptiveis a danos oxidativos. Um teste piloto realizado
com a levedura selvagem revelou que a levedura de inicio de fase exponencial (1,5x10’
cel/mL) apresenta maior sensibilidade ao estresse com menadiona quando comparado com a

levedura coletada no meio da fase exponencial de crescimento (4,5x10" cel/mL) (figura 15).
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Figura 15: Efeito da fase de crescimento (inicio ou meio da fase exponencial) na
sensibilidade da levedura selvagem ao estresse com 15 puM de menadiona. Células em inicio
de fase exponencial (1,5x10 cel/mL) ou no meio da fase (4,5x10’ cel/mL) foram coletadas e
ressupendidas em PBS. As células foram submetidas ou ndo ao estresse com 15 UM de
menadiona e incubadas em shaker por 2h a 200 rpm e 28°C. Apds o insulto, as células foram
plaqueadas em meio YPD-agar e as col6nias formadas foram contadas apés incubacéo de 2-3
dias a 28°C.

5.2.3 - Determinacgé&o da concentragdo de menadiona a ser utilizada nos ensaios.

As leveduras foram inoculadas em meio YNB a uma concentracdo inicial de
aproximadamente 3x10° cel/mL em erlenmeyer estéril com razdo 5:1 (volume do
frasco/volume do meio) e mantidas sob agitacdo a 200 rpm e 28°C. ApdGs atingir o
crescimento de inicio de fase exponencial (concentragdo de aproximadamente 1,5x10’
cel/mL), as células foram coletadas por centrifugacdo (5000xg/5 min/4° C), lavadas 3 vezes
com PBS e ressuspendidas para mesma concentragdo final em PBS. O ensaio de sensibilidade
a menadiona foi realizado em microplaca estéril de 96 pocos. Adicionou-se 99 uL da
suspencdo de células em cada poco da microplaca seguida de 1pL de solucdo de menadiona
(SIGMA) contendo concentracdes crescentes da droga. Ap6s a adicdo da menadiona, as
células foram incubadas em shaker a 28°C e 200 rpm por 2 horas. Em seguida, as amostras
foram diluidas em PBS, nas razdes de 1:10; 1:10% 1:10% e 1:10*, plaquenadas com adicéo de
5 pL de cada diluicio em meio YPD &gar e incubadas por 2-3 dias a 28°-30°C. Por ser
preparada em etanol, a menadiona foi adicionada ao meio na proporg¢do de 1% do volume
final. Um controle feito com 1% de etanol foi realizado para verificar a viabilidade celular na

presenca apenas do solvente.
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5.2.4 - Ensaio experimental.

Leveduras selvagem (EG 103) e deficiente em SOD1 (EG 118) em inicio de fase
exponencial (concentracéo de aproximadamente 1,5x10’ cel/mL) foram coletadas e lavadas 3
vezes em PBS 1X. As células foram entdo ressuspendidas (mantendo-se a concentracdo
celular constante) em 15 mL (volume final) de PBS 1X contendo 0, 10 uM, 25 pM e 50 uM
de AE ou 50 uM de desferroxamina (DFO). As celulas foram incubadas a 28°C por 5 horas
sob agitacdo a 200 rpm e, em seguida, adicionou-se menadiona (1% v/v) de modo que sua
concentragdo final fosse de 5 ou 15 pM. Adicionou-se entdo etanol (1% v/v) nos grupos
experimentais ndo tratados com menadiona (situacdo controle). As células foram novamente
incubadas por mais 2 horas em shaker (200 rpm e 28°C). Apos tratamento com menadiona,
retirou-se uma aliquota para analise da viabilidade celular e o restante das células foram
coletadas, lavadas com PBS 1X, pesadas e congeladas em nitrogénio liquido para analises
posteriores. Todos os ensaios foram realizados em tubos estéreis com tampa de rosca de 24 x
200mm.

5.2.5 - Viabilidade celular

A viabilidade celular foi analisada por meio da quantificacdo de coldnias formadas
apos plagueamento em meio YPD &gar. Uma aliquota do ensaio experimental foi diluida 400
vezes e 30 pL da suspensdo diluida foi plaqueada em meio YPD &gar e mantida a 28°C por 3
dias em estufa bacteriolégica. Os dados de viabilidade foram expressos em percentual de

colénias formadas, tendo como referéncia o controle sem AE e menadiona de cada linhagem.

5.2.6 - Concentracéo de glutationa total e reduzida.

A concentracdo de glutationa total foi obtida de acordo com o protocolo de Welker
(2009). A concentracdo de glutationa total € determinada pela reacdo de duas moléculas de
glutationa reduzida (GSH) com uma molécula de 5,5’-ditiobis-2-4cido nitrobenzéico (DTNB)
que forma como produto 2 moleculas de 5-tio-2-acido nitrobenzdico (TNB), de coloracdo

amarelada com pico absor¢do em 412 nm, e uma molécula de glutationa oxidada (GSSG).
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Como demais aminoacidos contendo sulfidrilas também s@o capazes de reduzir o DTNB
formando TNB, o ensaio experimental foi realizado com a adi¢ao da enzima especifica para a

glutationa, a glutationa redutase (GR), junto com seu substrato redutor, 0 NADPH.

A concentracdo de glutationa total foi expressa em equivalente de glutationa (eg-
GSH). O ensaio experimental foi realizado em cubeta de pléstico, 1 mL de volume final, em
meio tamponado (tampdo fosfato, pH 7,0) contendo 0,1 mM de NADPH, 0,1 mM de DTNB e
0,05 U/mL de GR. A presenca de GR permite que a GSSG seja reduzida e quantificada no
ensaio, fazendo parte portanto do conteddo de glutationa total das amostras. A reacdo foi
iniciada pela adicdo de GR e a concentragdo de glutationa foi determinada pela taxa de

formacdo de TNB analizada em 412 nm.

A quantificacdo de GSSG foi permitida por meio da incubacdo prévia dos
homogenatos com 2-vinilpiridina, que indisponibiliza a GSH para reacdo (Griffith, 1980).
Como a concentracdo de GSSG na célula € menor do que a concentracdo de eq-GSH, utiliza-
se maior concentracdo GR (aproximadamente 0,3 U/mL) para oferecer maior sensibilidade no
teste de GSSG.

As taxas de formacdo de TNB foram comparadas as taxas obtidas para construcdo da
curva padrdo utilizando concentragdes crescentes de GSH. As curvas foram preparadas nos

dias do ensaio, antes das analises das amostras.

A) Preparo das amostras para quantificacéo de eq-GSH e GSSG

As células congeladas foram mantidas em gelo e homogeneizadas em tubos
Eppendorf de 1,5 mL com &cido tricloroacético (TCA) 10% (concentracdo final), dilui¢do
1:10, com o auxilio de pérolas de vidro de aproximadamente 500 microns (quantidade 5x
maior que o peso das amostras). Foram realizados 20 ciclos de 1 minuto no vértex seguido de
1 minuto no gelo para favorecer o rompimento da estrutura celular da levedura. Os

homogenados foram centrifugados por 6 minutos, a 10.000xg e a 4°C.

Foram separados dois tubos por amostra para medir eg-GSH e GSSG. No tubo
destinado para medir eq-GSH foi adicionado 100 pL do sobrenadante &cido do homogenato,
seguido de 300 pL de tampéo fosfato 0,5M (pH 7,0) e 20 pL de etanol. No tubo destinado
para medir GSSG seguiu-se 0 mesmo precedimento, porém, o etanol foi substituido por 20
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pL de VP 0,5M em etanol. Os tubos foram agitados em vortex por 1 minuto e mantidos por

mais de 1 hora no escuro em temperatura ambiente antes das analises.

O resultado de eq-GSH e GSSG de todas as amostras foram analisados usando-se

como referéncia o controle sem AE e sem menadiona de cada linhagem.

5.2.7 - Permeabilidade de membrana analisada por citometria de fluxo

O ensaio de permeabilidade de membrana permite avaliar se o tratamento com
menadiona foi capaz de alterar a fluidez da membrana citoplasmatica das leveduras selvagem
e Asodl. A peroxidacdo dos lipidios de membrana pode levar ao aumento da fluidez de
membrana ou até mesmo ao rompimento da bicamada lipidica o que impossibilitaria a
viabilidade celular (Halliwell & Gutterigde, 2007). A integridade da membrana indica que a
célula pode potencialmente manter sua atividade metabdlica uma vez que ndo possui perdas
de gradiente no seu interior. Porem, mesmo as células que possuem a membrana integra
podem apresentar comprometimento na sua capacidade de se dividir formando novas
col6nias (Diaz et al., 2010; Oliver, 2005).

A permeabilidade de membrana foi analisada por citometria de fluxo. O corante
fluorescente, iodeto de propidio (IP), foi utilizado como marcador de células com alteracao
de permeabilidade de membrana. Células de bactéria e de eucariotos sdo impermeaveis ao IP.
Porém, alteraces da permeabilidade (integridade) da membrana faz com que o corante entre

na célula e se ligue a acidos nucléicos, tornando a célula fluorescente (Veal et al., 2000).

A concentracdo de IP utilizada nas amostras foi determinada por teste preliminar
realizado com diferentes concentracdes de IP. Leveduras em fase exponencial de crescimento
foram coletadas e ressuspendidas em PBS a uma concentracdo de aproximadamente
1,5x10"cel/mL. A amostra de levedura foi distribuida em dois frascos. Um dos frascos de
amostra foi colocado em banho-maria a 100°C por 30 minutos para promover a morte celular.
O outro frasco foi mantido em gelo. Em seguida, as amostras de células mortas e vivas foram
misturadas na proporcdo 1:1. A solucdo estoque de IP (5 mg/mL) foi submetida a dilui¢éo
seriada. Adicionou-se 40 L de cada concentracdo de IP em 960 pL da mistura de células.
Um controle negativo sem IP foi utilizado para determinar a fluorescéncia basal das células.
As amostras foram mantidas no gelo, sob abrigo da luz, por 30 minutos. Em seguida, foi

realizada a leitura das amostras no citdmetro de fluxo (Facscalibur - BD). As amostras foram
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analisadas no detector de fluorescéncia FL2 nos comprimentos de onda de excitagdo e
emissdo de 488 e 585 nm respectivamente. Cada analise foi realizada com 50 mil células

(eventos) utilizando o software CellQuest Pro.

N° de celulas

o1 2 3 4
1010 10 10 10

fluorescéncia (FL2-H)

Figura 16: Amostra de levedura preparado com 50% de células vivas e 50% de células
mortas marcadas com 50 pg/mL de IP.

A concentracdo final de 50 pg/mL de IP foi escolhida para analise de permeabilidade
de membrana das amostras experimentais (a figura 16 corresponde ao resultado do teste
obtido para esta concentracdo). Ap6s ensaio experimental, as células foram coletadas, lavadas
e ressuspendidas em PBS para a mesma concentracdo de células. Em seguida, as células
foram incubadas com solucdo de IP (concentracdo final de 50 pg/mL) segundo protocolo
descrito anteriormente. Um controle sem IP e outro contendo somente células mortas (células
submetidas a 100°C por 30 minutos) foram preparados no dia do ensaio para calibrar o

equipamento.

5.2.8 — Medida da concentracéo de ergosterol e peroxidos lipidicos por HPLC.

As amostras de células congeladas foram desidratadas em speed vac por 1 hora a 30°C

e 0S pesos secos foram registrados. As amostras foram transferidas para tubos de ensaio com
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rosca e ressuspendidas com 200 uL de agua milli-g com o auxilio do vortex. Apos adicéo de
325 pL de clorofémio contendo 1 mM de BHT e 325 pL de metanol, as amostras foram
homogenizadas vigorosamente em vortex por 30 s. Adicionou-se novamente 250 pL do
cloroférmio contendo 1 mM de BHT seguido de 250 pL de NaCl (0,9% m/v). As amostras
foram homogeneizadas em vortex com o auxilio de pérolas de vidro (~500 microns) para
auxiliar no rompimento celular. O protocolo de homogeneizacédo foi realizado por meio de 15
ciclos de 1 minuto sob agitacdo em vortex seguido de 1 minuto no gelo cada. As amostras
foram centrifugadas por 5 minutos a 10.000 g e 4 °C e a fase organica inferior foi coletada.
Em seguida, mais dois ciclos de extracdo foram realizados no homogenato com a adicéo de 1
mL de cloroférmio-BHT (1mM) seguida de homogenizacdo vigorosa em VvOrtex,
centrifugacdo e coleta de fase organica. O solvente organico foi removido das amostras por
evaporacdo com o auxilio de N, gasoso (Santos et al., 2012).

Os lipidios extraidos foram ressuspendidos em 55 pL de metanol contendo 1 mM de
BHT e analisados por HPLC (modelo Nexera da Shimadzu) com a coluna Phenomenex Luna
C8 (150 x 4.6 mm). A cromatografia de fase reversa com solugdo aquosa de metanol foi
realizada com volume de injecéo de 50 pL, fluxo de 1 mL/min, com o seguinte gradiente de
injecdo: H,O (fase A) e MeOH (fase B). 90% B por 10 min; 90-100% B por 1 min; 100% B
por 19 min; 100-90% B por 1 min; 90% B por 9 min. A deteccdo foi realizada no UV a 210
nm (para analise dos derivados oxidados do ergosterol) e 283 nm (pico de absorcdo do
ergosterol) (Bocking et al., 2000).

A) Foto-oxidacéo do ergosterol.

A foto-oxidacdo de ergosterol puro foi realizada afim de se identificar os seus
produtos de oxidacdo no HPLC. Os espectros adquiridos dos lipidios extraidos das amostras
de leveduras foram comparados com o do ergosterol foto-oxidado. A foto-oxidacdo foi
realizada na presenca de azul de metileno como fotossensibilizador. Uma lampada de
tungsténio (500 W) que emite raios UVA (320-400 nm) foi utilizada sobre o
fotossensibilizador gerando espécies reativas de oxigénio (EROs) no meio. Dentre as EROs
destaca-se o oxigénio singlet (*0,), o qual promove a oxidacéo do ergosterol formando
diferentes produtos de oxidacdo (Bocking et al., 2000). A fotossensibilizacdo foi realizada
sob agitacdo em baldo de 100 mL de fundo redondo imerso em cuba de gelo e agua para
prevenir o aquecimento da amostra. Foram adicionados 200 pL de solugdo de azul de

metileno (10 mM preparada em metanol) a solugdo de 20 mL de ergosterol (10 mg/mL
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preparada em cloroférmio). A mistura foi irradiada por 60 minutos e aliquotas de 100 uL
foram retiradas nos tempos 0, 5, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos de foto-oxidagdo. As
aliquotas foram evaporadas sob N, gasoso e ressuspendidas em 100 pL de metanol. As
amostras foram injetadas no HPLC (volume de injecdo de 50 pL) seguindo o mesmo

protocolo de injecéo realizado com os lipidios extraidos das amostras de levedura.

5.2.9 - Atividades enzimaticas

A) Preparo do homogenato:

As células congeladas foram mantidas em gelo e lisadas com o auxilio de pérolas de
vidro (~500 microns) (quantidade 5x maior que 0 peso das amostras) na presenca do inibidor
de protease fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) 1 mM (preparado em isopropanol e
adicionado na concentracao final de 0,1 umol/g de células), tampao fosfato 50 mM (pH 7,2) e
EDTA 0,5 mM. As células foram lisadas por meio de 15 ciclos de homogenizagéo vigorosa
com 1 minuto no vértex seguido de 1 minuto no gelo cada. Os homogenatos foram
preparados na diluicdo de 1:5. Apds homogeneiza¢do em tubos Eppendorf de 1,5 mL, as
amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 10.000xg e 4 °C e o sobrenadante foi utilizado

para analise das atividades enzimaticas.

B) Atividade Glutationa-S-transferase

A atividade glutationa-S-transferase (GST) foi determinada por meio da taxa de
formacdo do conjugado glutationa-2,4-dinitrobenzeno, monitorado pelo aumento da
absorbancia em 340 nm (Habig & Jakoby, 1981). Segundo esse método, 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB) é espontaneamente conjugado com a GSH, formando glutationa-2,4-
dinitrobenzeno, porém essa reacdo é catalisada pela enzima GST. Portanto, é necessario fazer
um controle do método no qual verifica-se a taxa de formacdo do conjugado na auséncia da
enzima (homogenato). O ensaio foi realizado em microplaca (volume final de 200 pL). O
meio reacional foi composto por 50 mM de tampéo fosfato (pH 7,0), 0,5 mM de EDTA, 1
mM de GSH e 1 mM de CDNB em etanol. O CDNB foi adicionado no meio reacional de
forma que a concentragdo de etanol ndo ultrapassasse 4% (Welker, 2008). A reacdo foi
iniciada com a adi¢cdo de CDNB no meio reacional e a taxa de formacédo do conjugado foi
acompanhada durante os primeiros 2 minutos de reacdo. Uma unidade (U) de GST equivale a
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quantidade de enzima capaz de formar 1 umol do conjugado por minuto (considerando o €340
=9,6 mM™* cm™).

Em cada analise de atividade de GST das amostras foram utilizados 30 pL de

homogenato com diluigdo 1:5.

C) Atividade Glutationa peroxidase total

A atividade glutationa peroxidase total (GPx) foi determinada pela taxa de oxidagéo
de NADPH monitorada pela diminuicdo da absorbancia em 340 nm utilizando cumeno
hidroperdxido como molécula alvo da GPx (Paglia e Valentine, 1967; Lawrence e Burk,
1976). A reducdo do cumeno hidroperdxido pela GPx leva a oxidacdo da glutationa reduzida
(GSH). A glutationa oxidada é entdo reduzida pela GR adicionada ao meio reacional
utilizando como substrato redutor o NADPH. Uma unidade (U) de GPx equivale a quantidade
de enzima que promove a oxidacdo de 1 pmol de NADPH por minuto, considerando o
coeficiente de extingdo molar do NADPH (&340nm = 6,22 mM’l.Cm'l). O ensaio foi realizado
em microplaca, em 200 pL de volume final, em meio tamponado (tampé&o fosfato 50 mM, pH
7,0) contendo EDTA 0,5 mM, NaN; 4mM, GSH 5 mM, NADPH 0,2 mM, GR 0,1 U/mL e
cumeno hidropedxido 0,2 mM. As absorbancias obtidas na microplaca foram corrigidas pela
distancia do caminho Optico de cada amostra aferida pelo equipamento. A reacdo foi iniciada
pela adi¢do de 8 uM de cumeno hidroperdxido (5 mM), porém, antes da sua adi¢cdo, 0 meio
reacional foi incubado por pelo menos 3 minutos para estabilizagdo da oxidacdo basal de
NADPH. A concentracdo da solucdo de cumeno hidroperdxido em etanol foi verificada antes
do ensaio experimental considerando seu coeficiente de extingdo molar (g254= 0,26 mM™.cm®
1. Um branco sem a amostra foi realizado e sua taxa foi subtraida do ensaio teste feito na
presenca do homogenato. Para analise da atividade GPX, utilizou-se 20 uL de homogenato

1:5 no ensaio experimental.

D) Atividade Glutationa redutase

A atividade da glutationa redutase (GR) foi analisada pela taxa de oxidacdo de
NADPH monitorada pela diminuicdo da absorbancia em 340 nm. Segundo o metodo, a
glutationa oxidada (GSSG) é reduzida pela GR por meio da oxidacdo de NADPH. Uma
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unidade de GR equivale a quantidade de enzima capaz de promover a oxidagédo de 1 pmol de
NADPH por minuto, considerando o coeficiente de extingdo molar do NADPH (€340nm = 6,22
mM™.cm™). O ensaio experimental foi adaptado para microplaca, volume final de 200 pL. O
ensaio experimental foi realizado em meio tamponado (tampédo fosfato 50 mM, pH 7,0)
contendo EDTA 0,5 mM, GSSG 1 mM e NADPH 0,1 mM (Carlberg e Mannervik, 1975;
Carlberg e Mannervik, 1985). A reacdo foi iniciada pela adicdo de NADPH no meio reacional
contendo os demais reagentes. Um branco sem a amostra foi realizado e sua taxa foi subtraida
do ensaio teste feito na presenca do homogenato. Utilizou-se 10 pL de homogenato 1:10 no

ensaio experimental para analise da atividade GR.

E) Atividade glicose-6-fosfato desidrogenase e isocitrato desidrogenase

As atividades das enzimas glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) e isocitrato
desidrogenase (ID) foram determinadas pela reducio do NADP*, analisada pelo aumento da
absorbancia em 340 nm. Apesar da isocitrato desidrogenase ser conhecida em livro texto por
catalizar a descarboxilacdo oxidativa do isocitrato por meio da reducio de NAD", algumas
isoformas podem reduzir NADP* formando NADPH (Mari et al., 2013). A diferenca no
método de determinacdo da atividade G6PDH e ID esta no substrato da enzima, uma vez que
a G6PDH utiliza glicose-6-fosfato (G6P) e a ID utiliza isocitrato. Ambas as enzimas utilizam
fons Mg?* como cofator. Uma unidade de G6PDH e ID equivale a quantidade de enzima
capaz de promover a reducdo de 1 pmol de NADP™ por minuto, considerando o coeficiente
de extingdo molar do NADPH (ezsonm = 6,22 mM™.cm™). Os ensaios experimentais para
determinacdo da atividade de ambas as enzimas foram realizados em microplaca, em 200 pL
de volume final, em meio tamponado com tampdo fosfato 50 mM (pH 7,0), EDTA 0,5 mM e
NADP" 0,2 mM. Para determinacio de G6PDH foi utilizado MgCl, 5 mM e G6P 1 mM,
enguanto que no ensaio de ID foi utilizado MgCl, 2 mM e isocitrato 0,5 mM (Lushack et al.,
2005). A reacdo foi iniciada pela adicdo de G6P ou isocitrato no meio reacional. Foram

utilizados 15 pL de homogenato 1:50 para determinar as atividades G6PDH e ID.

F) Atividade Aconitase

A atividade aconitase foi realizada segundo protocolo de Gardner (2002). A atividade

aconitase foi determinada por meio da taxa de formacdo de NADPH produzido na reacao
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catalisada pela isocitrato desidrogenase (ID). A reacdo catalizada pela ID é dependente da
concentracdo de isocitrato produzido pela aconitase. Portanto a atividade aconitase é
determinada utilizando-se concentragfes nédo limitantes de citrato (substrato da aconitase), ID
e NADP®. O ensaio experimental foi realizado em tampdo TRIS (50 mM, pH 7,2) na
presenca de 5 mM de citrato, 0,2 mM de NADP*, 0,6 mM de MnCl, e 1 U/mL de ID. A
reacao foi iniciada com a adi¢do de homogenato no meio e acompanhada por 5 a 10 minutos.
O ensaio experimental foi realizado em microplaca, volume final de 200 pL. A producgéo de
NADPH foi monitorada pelo aumento da absorbancia em 340 nm e sua taxa foi adquirida
durante aumento linear. A atividade foi calculada utilizando o coeficiente de extingdo molar
do NADPH (essonm = 6,22 mM™.cm™) e considerando a conversdo de uma molécula de
citrato para uma molécula de NADPH via ID. Uma miliunidade de aconitase corresponde a
quantidade de enzima capaz de converter 1 nmol de citrato a isocitrato por minuto (Gardner,

2002). A atividade foi expressa relativo a concentracdo de proteina presente no extrato.

As amostras de levedura foram coletadas, lavadas em PBS e congeladas logo em
seguida em nitrogénio liquido e mantidas a -80°C. As amostras foram homogeneizadas
seguindo mesmo protocolo de homogeneizacdo utilizado para as medidas de atividade
enzimatica (topico 5.2.9A da secdo materiais e métodos). Porém, antes de serem
homogeneizadas em vortex, as amostras foram borbulhadas com N, gasosos por 2 minutos
para minimizar a oxidacdo da aconitase durante a homogeneizacdo. Apos centrifugacédo, o
sobrenadante foi coletado e adicionou-se & amostra citrato na concentragdo final de 2 mM.
Segundo protocolo de Gardner, amostras que possuem baixa atividade aconitase (observado,
por exemplo, em células deficientes em SOD) apresentam um fase lag inicial de até 10
minutos devido o acumulo lento do intermediario cis-aconitase. A adicdo de citrato na
amostra produz isocitrato suficiente para produzir uma rapida taxa inicial de formacdo de
NADPH, minimizando esse atraso na leitura da taxa. As amostras contendo citrato foram
mantidas em gelo poucos minutos antes de serem adicionadas ao meio reacional. Para anélise

da atividade aconitase, utilizou-se 50 puL de homogenato 1:10 no ensaio experimental.

G) Proteinas sollveis totais

As proteinas foram quantificadas utilizando-se o0 meétodo de Bradford (1976).
Segundo esse método, as proteinas presentes na amostra reagem com o Coomassie Brilliant

Blue G-250 formando um complexo que possui pico de absor¢do em 595 nm. O reagente

56



contendo Coomassie Brilliant Blue G-250 (reagente de Bradford) foi preparado de acordo
com Bradford (1976). Aliquotas dos sobrenadantes das amostras foram coletadas e diluidas
para concentracdo final de 1:200, afim de se obter uma concentracéo de proteina em torno de
0,1 a 0,3 mg/mL. Em seguida, as amostras foram congeladas e mantidas a -20°C por até uma
semana e posteriormente foi realizada a quantificacdo das proteinas sollveis totais. O
procedimento de quantificacdo de proteinas foi realizado segundo protocolo de Welker
(2009). Apobs serem descongelados, 40 pL de cada amostra foi adicionada a 1,4 mL de
reagente de Bradford. A mistura foi homogeneizada vigorosamente em vortex e, apos 2
minutos de incubacdo, foi realizada a leitura em 595 nm. Os valores de absorbancia das
amostras foram comparadas com uma curva padrdo de albumina bovina feita no dia das
analises. A curva foi construida misturando-se 40 pL da solucdo de albumina bovina na
concentragéo final de 0 a 0,3 mg/mL em 1,4 mL de reagente de Bradford. O procedimento
realizado para quantificacdo de proteina na solucédo de albumina pelo método de Bradford foi
igual ao realizado com as amostras. Antes de proceder a quantificacdo de proteinas pelo
método de Bradford, a concentracdo da solucdo de albumina foi verificada considerando seu
coeficiente de absorbancia (¢) de 6,6 (Tanford e Roberts, 1952).

Cmg/mL = (A280 X 10)/8

5.2.10 — Anaélise estatistica

Os resultados foram expressos com as médias + erro padrdo (EP) de no minimo 3
experimentos independentes. Os testes estatisticos foram realizados utilizando o software
SPSS versdao 22 (IBM) considerando o nivel de significancia de 5%. Os valores foram

comparados utilizando-se o teste t.

5.3 — Resultados

5.3.1 - Efeito da concentracdo de menadiona na viabilidade celular nas linhagens de S.

cerevisiae selvagem e deficientes em SOD.

O resultado de viabilidade celular apresentado na figura 17 mostra de forma
qualitativa o efeito da concentracdo de menadiona na capacidade da levedura de formar novas

coldnias apos insulto com a droga. As linhagens de S. cerevisiae estudadas (selvagem e
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deficientes em SOD) apresentaram sensibilidade diferente a menadiona. Como era de se
esperar, a levedura selvagem apresentou maior resisténcia a menadiona e algumas celulas
mantiveram-se vidveis mesmo com adicdo de 50 uM de menadiona no meio de cultura. A
levedura deficiente em SOD2, ao contrério da levedura selvagem, tornou-se invidvel na
presenca de 50 uM de menadiona, o que indica que a enzima SOD2 participa da dismutacao
do anion radical superoxido produzido pelo ciclo redox da menadiona. Maior sensibilidade
foi observada nas linhagens deficientes em SODI1 e no duplo mutante (Asod1Asod2), sendo
esta Ultima praticamente invidvel em concentracOes superiores a 20 uM de menadiona (figura
17). Esse resultado estd de acordo com o resultado de Gralla e Valentine (1991), o qual
mostra que, em condicdo aerdbica, a linhagem deficiente em SOD1 ¢é incapaz de crescer em
meio YPD agar apds tratamento com 20 uM de menadiona, enquanto que a linhagem
selvagem n&o apresenta alteragcdo de crescimento na mesma concentragdo de menadiona
(Gralla & Valentine, 1991).

selvagem Asod2

Controle - Controle

10 pM 10 M
E 20 . g 20 pM
T |30 uM B |30 pum
= =
240 M 2 40 uM BN
B 50 ph 50 M
Etanol 1% Etancl1%

diluigio dilvicio 1 1:10 1:10° 1:10° 1:10*

Asodl Asod] Asod2

Controle control=l j

5 pM 5 M
E 10 pM o |10 um
E 15umM % 15 um T
Z |20 uM E 20 uM

25 pM 25 M
Etancl 1% Etancl1% 0

diluigio 1 1:10 1:10° 1:10° 1:111‘* dilvigio 1 1:10 1:10° 1:10° 1:10°

Figura 17: Foto representativa do ensaio de viabilidade das linhagens de S. cerevisiae
crescidas em meio YPD agar apds tratamento com diferentes concentracdes de menadiona. O
experimento foi repetido 3 vezes com resultados similares.
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A partir dos resultados obtidos com a curva de crescimento e com 0 ensaio de
sensibilidade a menadiona realizados com as quatro linhagens de levedura, optou-se por
proceder o estudo com o polifenol AE utilizando apenas as linhagens selvagem e deficiente
em SODI1. A escolha de tais linhagens foi embasada nos resultados preliminares que
mostraram que a linhagem Asodl possui sensibilidade a menadiona semelhante a linhagem
Asod1Asod2, porém a primeira nao apresenta o atraso significativo de crescimento observado
na segunda (vide figura 14 e 17). A linhagem Asod2 foi excluida do estudo por possuir
sensibilidade a menadiona muito semelhante a linhagem selvagem e por ndo apresentar um
fenotipo tdo deletério quanto a linhagem Asodl. Além disso, a concentracdo de 15 uM de
menadiona foi escolhida para realizacdo dos proximos ensaios experimentais. O resultado de
viabilidade celular mostra que esta concentracdo promove um estresse significativo na
levedura Asodl, diminuindo sua capacidade de formar novas colonias, porém confere um
menor efeito a levedura selvagem. Portanto, a escolha dessa concentracdo de menadiona
permite avaliar de forma mais efetiva o papel da enzima SOD1 no estresse oxidativo induzido
por menadiona em levedura. Além disso, ajuda a entender como o polifenol AE age em

situacdo de maior ou menor estresse oxidativo.

5.3.2 - Efeito da incuba¢do prévia com o polifenol AE na viabilidade de leveduras
selvagem e deficiente em SOD1 tratadas com menadiona.

A viabilidade das leveduras submetidas ao estresse com menadiona foi quantificada
por meio do nimero de coldnias formadas apds plaqueamento em meio YPD &gar (para
maiores detalhes vide tépico 5.2.5 na secdo de materiais e métodos). Os resultados de
viabilidade apresentados na figura 18 mostram que a adicdo de 15 uM de menadiona diminui
aproximadamente 60% da viabilidade da linhagem selvagem, enquanto que na linhagem
Asodl, essa queda da viabilidade ¢ de aproximadamente 90%. Novamente observa-se que a
linhagem Asodl apresenta maior sensibilidade a menadiona devido a auséncia da SOD1 no
citosol e no espaco intermembranico da mitocondria. A reducdo da viabilidade promovida
pela adicdo de 15 pM de menadiona na levedura selvagem est4 de acordo com o observado
no ensaio qualitativo apresentado na figura 17, na qual é possivel observar claramente nas
diluicdes de 1:10% e 1:10° que 20 pM de menadiona diminui a populacdo de col6nias

formadas da levedura selvagem.
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Figura 18: Efeito da concentracdo de AE na viabilidade de leveduras selvagem (WT -
grafico superior) e Asod1 (grafico inferior) tratadas com 15 pM de menadiona. O efeito da
incubacdo prévia com AE (10-50 uM) por 5 horas foi comparado com o quelante DFO (50
pMM). Os graficos mostram os valores relativos de viabilidade em relagdo ao respectivo
controle ndo tratado com antioxidante e menadiona. Resultados correspondem as médias +
erro padrdo de pelo menos 3 experimentos independentes. * significativamente diferente do
grupo controle tratado com 15 uM de menadiona. # significativamente diferente do grupo
controle sem menadiona. (p<0,05)

A incubacdo prévia com AE melhora de forma dose dependente a viabilidade da
linhagem selvagem tratada com menadiona. Porém, um aumento significativo de 35% na
viabilidade so6 foi observado na presenca de 50 UM de AE. A perda da viabilidade da
linhagem Asodl promovida pela adigao de 15 pM de menadiona ndo ¢ revertida com o
tratamento prévio com AE em nenhuma concentragdo do polifenol. Por outro lado, a
incubacdo prévia com AE melhora a viabilidade das células Asodl ndo tratadas com
menadiona também de forma dose dependente. E importante ressaltar que essa melhora da

viabilidade da célula ndo tratada com menadiona ndo € observada na linhagem selvagem.
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Esse resultado indica que a linhagem Asodl apresenta um estresse “natural” (auséncia da
enzima SOD1) durante seu crescimento em meio contendo 2% de glicose e alta aeracdo
(proporcionada pela razdo volume do frasco:volume do meio de 5:1 e agitacdo de 200 rpm).
O estresse promovido por essa condicdo de crescimento € minimizada pela incubacdo das

células com AE por 5 h.

O efeito protetor do AE foi comparado com o quelante desferroxamina (DFO). A
incubacdo prévia com 50 uM de DFO ndo oferece efeito protetor significativo contra o
estresse oxidativo promovido pela menadiona tanto na linhagem selvagem quanto na Asodl.
A incubacdo prévia com concentra¢cdes maiores de DFO (250 uM) também ndo promoveu
efeito benéfico satisfatorio (figura 19). Ao contrario do que foi observado com o AE, o
tratamento prévio com DFO promove uma pequena diminuicdo da viabilidade da levedura

selvagem, porém, esse efeito ndo ¢ observado na linhagem Asod1 (figura 18).
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Figura 19: Efeito da incubacdo prévia com 250 UM de DFO na viabilidade das linhagens
selvagem (WT — grafico da esquerda) e deficiente em SOD1 (Asodl — gréfico da direita)
tratadas com 15 uM de menadiona. Resultados correspondem as médias + erro padrdo de
pelo menos 3 experimentos independentes.

Acredita-se que o fato do AE nao ter apresentado efeito protetor em leveduras Asod1
tratadas com 15 uM de menadiona se deve a utilizacdo de uma dose alta de menadiona que
gerou grande estresse na célula incapacitando-a de formar novas col6nias. A comprovagao
que o AE possui efeito protetor também na linhagem deficiente em SODL1 foi feita utilizando-

se uma concentragdo menor de menadiona (5 puM) (figura 20). A indugcdo do estresse
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promovida pela adicdo de 5 uM de menadiona no meio celular diminui a viabilidade das
células Asodl para 48%. O tratamento prévio com 50 UM de AE restabelece parte da
viabilidade das células, a qual passa a se equiparar ao grupo sem AE ndo tratado com
menadiona (figura 20). Novamente, é possivel observar que a adicdo de AE promove

aumento significativo da sobrevida das células Asod1 ndo tratadas com menadiona.
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Figura 20: Efeito da incubacdo prévia com 50 uM de AE na viabilidade da levedura Asodl
tratada com 5 pM de menadiona. Resultados correspondem as médias * erro padréo de pelo
menos 3 experimentos independentes. * significativamente diferente do ensaio realizado sem
AE e menadiona (p<0,05).

A perda da capacidade da célula de formar uma nova col6nia proporcionada pela
menadiona indica que essa droga promove um estresse que a impede de crescer e se
multiplicar naturalmente no meio de cultivo. Porém, este estado ndo confirma se a célula
encontra-se viavel e metabolicamente ativa nem mesmo se de fato estd em situacdo de
estresse oxidativo (Salma et al. 2013; Oliver, 2005). A situacdo de desbalan¢o na producéo de
espécies reativas pode ser observada pela razdo glutationa oxidada/glutationa total, a qual
demonstra a proporcdo de glutationa disponivel que foi oxidada em uma situacdo de estresse
radicalar. O tripeptideo glutationa € o tiol de baixo peso molecular mais abundante no
organismo e o principal responsavel por manter esse equilibrio redox da célula (Bachhawat et
al., 2013; Deponte, 2013). A glutationa reduzida (GSH) possui papel fundamental contra o
estresse oxidativo, uma vez que participa da remocdo de diversos xenobiéticos, regenera

outras moléculas antioxidantes e age como tampéo redox na célula (Deponte, 2013). Sendo
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assim, foi realizada a quantificacdo de glutationa total e de glutationa oxidada (GSSG) para
analisar se o insulto realizado com 15 pM de menadiona altera o nivel de estresse oxidativo
nas linhagens selvagem e Asodl. Além disso, procurou-se investigar o efeito do tratamento

prévio com o polifenol AE na concentracdo de glutationa total e oxidada.

5.3.3 - Efeito do AE na concentracdo de glutationa total e oxidada em leveduras

selvagem e deficiente em SOD1 tratadas com menadiona.

As leveduras selvagem e Asodl em inicio de fase exponencial apresentam
concentracdes semelhantes tanto de glutationa total quanto de glutationa oxidada quando nao
sdo submetidas ao estresse radicar (vide tabela 2). O tratamento prévio com AE aumenta a
concentracdo de glutationa total tanto nas células selvagens quanto nas células Asod1 (figura
21, graficos A e D). A levedura selvagem tratada com 50 UM de AE apresenta aumento de
65% no total de glutationa, enquanto que a levedura Asodl apresenta aumento médio de
aproximadamente 91% e 75% de GSH-eq apds tratamento com 25 e 50 uM de AE,
respectivamente. Ao contrario do que foi observado com o AE, o tratamento prévio com DFO
nédo altera a concentragdo de glutationa total em nenhuma das duas linhagens. A inducdo do
estresse promovida pela adicao de 15 uM de menadiona ndo altera a concentracdo de GSH-eq
em nenhuma das linhagens de levedura em quaisquer condicdes experimentais (vide colunas
cinza dos graficos superiores). Porém, as amostras tratadas previamente com AE que
apresentaram aumento no total de glutationa tendem a diminuir sua concentracdo de GSH-eq
apos o estresse induzido por menadiona. Diminuicdo significativa (p=0,05) na concentracao
de GSH-eq foi observada ap0ds o insulto com 15 pM de menadiona na amostra de levedura
Asod1 pré-incubada com 25 uM de AE (figura 21, gréfico D). Resultado semelhante também
foi observado nas células Asod1 tratada com 50 uM de DFO.

A adigdo de 15 pM de menadiona aumenta em aproximadamente 10 vezes a
concentra¢do de GSSG da linhagem Asodl, enquanto que 0s niveis de GSSG da levedura
selvagem se mantém constante mesmo apos adi¢do de menadiona (figura 21, gréficos B e E).
Os tratamentos prévios com 25 M e 50 uM de AE diminuem aproximadamente 60% da
concentragdo de GSSG em leveduras Asodl tratada com menadiona quando comparada com
seu controle ndo tratado com AE. A diminuigdo na concentra¢do de GSSG pelo AE promove
uma tendéncia de queda na razdo GSSG/GSH-eq 0 que demonstra que o AE apresenta acéo

antioxidante, prevenindo o estresse oxidativo da levedura Asodl. Em contra partida, o
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tratamento com 50 UM de DFO nao promove a diminui¢cdo dos niveis de GSSG nessa

linhagem de levedura.

0 controle p<0.05 Ocontrole )
A 55 <0.05 u‘15 1M menadiona 58 = 815 uM menadiona D
2 2 o I
g | g - H
L 15 T I15 4
; IRl e |
o m J | ] 1 :
14—+ | B 1
J .
05 05
0 L 0
WT 10uM AE  25uM AE  50uM AE 50uM DFO Asod1 10uMAE 25uM AE 50pM AE 50puM DFO
16 Cicontrole 16 p<0.05 Ccontrole E
B =15 yM menadiona @15 M menadiona
14 14
12 12
10 10 +
2 2
o ® P8
O O »
6 6 *

i W mﬂ Tﬁ T Zr N N l’ﬂ *

10uM AE 25pM AE  50uM AE 50pM DFO Asod1  10uM AE 25uM AE 50uM AE 50uM DFO
o controle o controle I:
C 0.35 o 15 yM menadiona o @15 uM menadiona

0.30 0.30

0.25
8_0.25 % \
T 020 o020 T
Uo') &
(90.15
= 0.15 % ’ "
8 0.10 (90.10 ‘
(2]
O 0.05 0.05
1 Mg i K3 - H - e
0.00 - [ 1=a | m ol - | 1 | = 0.00 — . f
WT 10uM AE 25uM AE 50uM AE 50uM DFO Asod1 10uM AE 25uM AE 50uM AE 50uM DFO

Figura 21: Valores realtivos de glutationa total (GSH-eq) (graficos A e D) e oxidada
(GSSG) (gréficos B e E) em leveduras selvagem (graficos da esquerda) e Asod1 (graficos da
direita). Efeito do tratamento com 15 puM de menadiona e da incubacdo prévia por 5 horas
com AE (10-50 pM) ou DFO (50 uM) na concentracdo de GSH-eq e GSSG em ambas
linhagens. Os valores relativos de GSH-eq e GSSG foram comparados com seu respectivo
controle sem antioxidante e menadiona. Graficos C e F correspondem ao valores medios de
GSSG/GSH-eq das linhagens selvagem e Asod1l respectivamente. Resultados correspondem
as médias * erro padrao de pelo menos 3 experimentos independentes. a: significativamente
diferente do grupo tratado com 25uM de AE ndo submetido ao estresse com menadiona
(p=0,05). #: significativamente diferente do grupo tratado com 50uM de DFO nédo submetido
ao estresse com menadiona (p<0,05).
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Tabela 2: Valores absolutos da concentracéo de glutationa total (GSH-eq) e GSSG e da razéo
GSSG/GSH-eq encontrados nas linhagens selvagem e Asodl.

Linhagem/condicéo experimental GSH-eq* GSSG* GSSG/GSH-eq

Linhagem selvagem

Controle 964+189 0,13+0,04 0,017 £0,008
+10 uM AE 11,29+245 0,31+0,08 0,032 + 0,009
+ 25 uM AE 11,72+ 252 0,17 £0,05 0,016 + 0,006
+50uM AE 15,28+2,09 0,09+0,03 0,006 + 0,002
+ 50 uM DFO 9,46+212 0,21+0,07 0,027 £ 0,009
Menadiona 15 pM
Controle 7,71+174 0,09+0,03 0,012 + 0,003
+10 uM AE 880+209 0,17+0,04 0,024 £0,009
+25 uM AE 10,83+1,09 0,11+0,03 0,011 +0,002
+50uM AE 10,09+1,79 0,09+0,01 0,010 £ 0,002
+ 50 uM DFO 10,21 +2,13 0,070,010 0,009 + 0,002
Linhagem Asod1
Controle 8,44+212 0,10+0,03 0,015+ 0,005
+10 uM AE 11,31+235 0,13+0,04 0,015+ 0,006
+25 uM AE 1448 +2,26 0,09+0,01 0,007 + 0,002
+50uM AE 1324+1,88 0,19+0,10 0,018 £ 0,009
+50 uM DFO 12,13+2,98 0,09+0,02 0,011 + 0,005
Menadiona 15 pM
Controle 8,40+1,19 125+0,24 0,228 + 0,067
+10 uM AE 746092 125+014 0,216 £ 0,039
+25 uM AE 754+063 058+0,28 0,104 + 0,056
+ 50uM AE 9,14+1,11 0,50+0,26 0,071 + 0,049
+50 uM DFO 508+109 0,87+0,10 0,255+ 0,059

Valores correspondem a médias * erros padrdo de 4 experimentos independentes. *Valores
expressos em nmol/mg de proteina

5.3.4 - Atividade aconitase

A medida da atividade da enzima aconitase serve como sensor da presenca de O," na
célula (Gardner, 1997). O O," ataca o 4tomo de ferro do grupamento [4Fe-4S]** causando a
oxidacdo de um elétron do grupamento Fe-S, a liberacdo do atomo de ferro no estado ferroso

e a perda da atividade da enzima (Gardner, 2002). A aconitase pode ser rapidamente
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reativada in vitro ou in vivo por meio da reducdo do grupamento de Fe-S e a reintroducdo do
fon ferroso (Garner & Fridovich, 1993). Outros oxidantes fisioldgicos incluindo O, H,0, e
ONOO'" também podem atacar o grupamento Fe-S, porém com constantes de reacdo menores
que ado O,”, que alcanca valores da ordem de 10’ M™ s™ (Castro et al., 1994).

Inativagao da Aconitase

O,"+2H" H,0,+ Fe™

\/

[4Fe-48]7 wossssssss——) [3F:=-45])7

Reativagao da Aconitase

XFe +¢é X

\/

[3Fe-4S]T =ssss——) [iF:-45]7

Esquema 4: Inativacdo da aconitase pelo O,™ com a liberacdo de Fe®* do grupamento Fe-S
(esquema superior). Reativacdo da aconitase por meio da reintroducdo do Fe?* e reducéo do
grupamento Fe-S (esquema inferior). Adaptado de Gardner, 2002.

O gréafico 22 mostra o resultado de atividade aconitase obtida nas duas linhagens de
levedura ap6s tratamento com AE e/ou menadiona. Observa-se que, em condicGes basais
(auséncia de tratamento com AE ou menadiona), a levedura selvagem apresenta atividade
aconitase cerca de 3 vezes maior do que a obtida na levedura Asodl. A adi¢do de 15 uM de
menadiona ou mesmo o tratamento prévio com AE ndo promovem alteracao significativa da
atividade da enzima na levedura selvagem (WT). Esse resultado indica que a SOD1 é capaz
de dismutar o O, excedente que foi produzido durante a metabolizacdo dessa quantidade de
menadiona. Por outro lado, a atividade da enzima aconitase da levedura Asodl diminui
proporcionalmente a concentragcdo de menadiona no meio (5 e 15 pM). A adicdo de 15 pM
de menadiona na levedura Asod1 inibe 77% da atividade aconitase do grupo nao tratado com
AE, enquanto que no grupo tratado com 50 UM de AE, esse percentual de inibicdo é de 87%.
O tratamento prévio com 50 uM AE ndo impede o decaimento da atividade aconitase
promovida pela menadiona, o que indica que o AE nao interfere na producdo de O,” ou

mesmo no processo de dismutacio desse radical livre. E interessante observar que a pré-
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incubacdo com AE tende a aumentar a atividade da enzima aconitase tanto na levedura

selvagem quanto na levedura Asod1, porém esse aumento ndo é significativo.

15 4

13 1
11 1
o
p<0.05
2
5 I I
3 I ~
o I B B ' N

menadiona: -- 15uM - 15uM - 5uM  15uM - 5uM  15uM

Atividade Aconitase (muU/mg ptn)

AE: - - 50uM  50puM - -- = 50uM  50puM  50uM

Figura 22: Efeito da menadiona e do AE na atividade aconitase da levedura selvagem (barra
preta) ¢ Asodl (barra cinza). Resultados correspondem as médias + erro padrdo de pelo
menos 3 experimentos independentes.

5.3.5 - Andlise da permeabilidade de membrana analisada por citometria de fluxo

A fluidez de membrana foi analisada por citometria de fluxo por meio da
quantificacdo da fluorescéncia da célula apds incubacdo com o fluoréforo iodeto de propidio
(IP). O resultado apresentado na figura 23 mostra que a adicdo de 15 ou 30 UM de
menadiona ndo altera a fluidez da membrana da levedura selvagem. Por outro lado, essa
mesma concentracdo de menadiona (15 e 30 puM) promove um pequeno deslocamento da
intensidade de fluoréncia na populagdo de células da linhagem Asodl. Isso indica que a
menadiona provoca danos oxidativos & membrana celular da linhagem Asod1, alterando a sua
permeabilidade e permitindo, dessa forma, a entrada do IP na célula. Além disso, verifica-se
que o deslocamento da fluorescéncia é proporcional a concentragdo de menadiona,
comprovando que o dano oxidativo promovido pela menadiona € dependente da sua
concentragdo no meio. O deslocamento pequeno da fluorescéncia na levedura Asodl
promovido pela menadiona mostra que essa concentracdo de droga nédo € capaz de levar a
morte celular, uma vez que células mortas foram identificadas com fluorescéncia na ordem de

10° (vide figura 16 da secdo materiais e métodos).

67



HB WT + 30 menadiona
1200 - WL WT + 15 menadiona
] mE wT
900 —
[7;]
E <
3 ]
8 600
Q ]
T
° ]
Z 300 1 A
0 T =TT mazu
10° 102 10° 104
FL2-H
HH -sod1 + 30 menadiona
1200 — W] -sod1 + 15 menadiona
4 WE -sod1
» 900 -
8
E ]
\w e
(3]
o 600 —
e ]
(=]
=
] B
o A .
10 102 10° 10%
FL2-H

Figura 23: Gréficos representativos do efeito da adi¢do de 15 e 30 uM de menadiona na
permiabilidade de membrana de leveduras selvagem (grafico A) e Asodl (grafico B). Apos
incubagdo por 2 horas com menadiona, as células foram coletadas, lavadas, com PBS e
ressuspendidas com 50 pug/mL de IP. As células foram mantidas sob abrigo de luz por 30
minutos e a analise de fluorescéncia foi realizada em citémetro de fluxo. Os gréaficos acima
correspondem ao resultado adquirido de um Unico experimento (n1), porém esse experimento
foi repetido 3 vezes e apresentou resultados similares.

A alteragdo da permeabilidade de membrana na linhagem Asodl indica que houve
danos oxidativos nessa linhagem induzido por menadiona. Segundo o0s estudos que
analisaram a composicdo dos lipidios de membrana de S cerevisiae (plasmética e
mitocondrial), a levedura possui essencialmente &cidos graxos saturados e monoinsaturados
esterificados aos fosfolipideos (Cortés-Rojo et al., 2009; Pedroso et al., 2009). Segundo
estudo de Pedroso e colaboradores (2009), os acidos oleico (C18:1), palmitoleico (C16:1) e
palmitico (C16:0) s&o os acidos graxos de cadeia longa mais abundantes na membrana
plasmatica de levedura. A baixa concentragcdo de acidos graxos poli-insaturados dificulta a

peroxidacdo lipidica e os niveis de TBARS, por exemplo, mantém-se baixos mesmo apos
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incubacdo do extrato lipidico da levedura com 100 uM de Fe** (Cortés-Rojo et al., 2009). Por
outro lado, a adicédo &cido linolénico (C18:3) ao meio de cultura promove a incorporacéo do
acido graxo na membrana, o que faz com que a célula se torne sensivel a peroxidacao lipidica
(Cortés-Rojo et al., 2009).

Além dos acidos graxos, a membrana de fungos é composta por ergosterol, um lipidio
que possui papel fundamental tanto na permeabilidade e fluidez de membrana quanto na
formacdo de micro-dominios que influenciam na funcionalidade de proteinas ancoradas a
membrana (Dupont et al., 2012). O ergosterol ndo reage com o radical superdxido ou com o
peroxido de hidrogénio, mas é rapidamente oxidado pelo oxigénio singlete e radical hidroxil

formando hidroperoxidos e epidioxidos de ergosterol (Bocking et al., 2000).

A pequena alteracdo do perfil de fluorescéncia obtido por citometria de fluxo e a
dificuldade em analisar peroxidacao lipidica por TBARS relatada em outros estudos fez com
que optassemos por fazer a analise de lipidios oxidados nas amostras de levedura pelo
método de HPLC. Os cromatogramas obtidos a partir da extracdo dos lipidios de membrana
de levedura foram comparados com o cromatograma do ergosterol foto-oxidado a fim de

identificar os produtos de oxidacdo do ergosterol nas amostras experimentais.

5.3.6 - Andlise de lipidios oxidados por HPLC.

O protocolo de separacgdo utilizado (vide materiais e métodos) permitiu a deteccdo do
ergosterol com tempo de retencdo de aproximadamente 10,9 minutos. Ap6s ser submetido a
foto-oxidacdo por 5 minutos, parte do ergosterol é oxidado, levando a formacdo de produtos
mais hidrofilicos. Tal resultado pode ser observado na figura 24, onde se nota uma
diminuicdo do pico com tempo de retencdo de 10,9 minutos (ergosterol) e formacdo de 3
novos picos, com tempos de retencdo de 5,039; 5,31 e 5,68 minutos (produtos de oxidagéo).
Ap6s 30 minutos de foto-oxidacado, o pico do ergosterol desaparece do cromatograma e, além
do surgimento de um pico com tempo de retencdo de 9,165 minutos, verifica-se um aumento
da intensidade dos picos com tempos de retencdo supracitados. Apesar de ndo terem sido
caracterizados, o0 aparecimento de novos picos com menores tempos de retencdo demonstra
que houve oxidacdo do ergosterol pelo oxigénio singlete, o que acarretou na formacdo de

multiplos produtos de oxidacao.
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Figura 24: Perfil cromatogréfico de ergosterol puro (10 mg/mL) e ergosterol
fotossensibilizado por 5 e 30 minutos com 100 pM de azul de metileno.

Os cromatogramas apresentados na figura 25 correspondem aos lipidios extraidos de
leveduras selvagem (gréafico A) e Asod1 (gréfico B) pré-incubadas por 5 horas com AE (0 ou
50 puM) e submetidas ao estresse com 0, 5 ou 15 pM de menadiona (MN) por 2 horas. Os
cromatogramas das amostras de levedura revelam que existe uma pequena diferenca na
composicdo lipidica da levedura selvagem quando comparada a levedura deficiente em
SODI1. A levedura Asodl apresenta picos de maior intensidade em 283 nm nos tempos de
retencdo 9,6; 12,2 (também observado em 210 nm — figura 25); e 23,8 minutos (figura 26).
Por outro lado, ndo foi verificada alteracdo significativa do cromatograma das células tratadas
com menadiona de ambas as linhagens em comparacdo com seus respetivos controles. O
tratamento prévio com AE também ndo promoveu mudanca significativa no cromatograma.
Além disso, a concentracdo de ergosterol se manteve igual em todas as condicdes
experimentais (figura 27). O conjunto de resultados extraidos a partir dos cromatogramas

indica que nao foi observado aumento de peroxidacéo lipidica promovido pela menadiona
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Figura 25: Cromatogramas obtidos em 210 nm dos lipidios extraidos das amostras de
levedura selvagem (WT - gréafico A) e Asodl (gréfico B). Leveduras de inicio de fase
exponencial foram ressuspendidas em PBS e pré-incubadas por 5 horas com 0 ou 50 uM de
AE. Em seguida, adicionou-se menadiona na (MN) concentracdo final de 0, 5 ou 15 pM e
incubou-se por 2 horas. As células foram coletadas e os lipidios foram extraidos para a
analisados por HPLC. Os cromatogramas foram obtidos paralelamente com o do ergosterol
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Figura 26: Cromatogramas obtidos em 283 nm dos lipidios extraidos das amostras de
levedura selvagem (WT) e Asodl. As leveduras de inicio de fase exponencial foram
ressuspendidas em PBS e pré-incubadas por 5 horas com 0 ou 50 uM de AE. Em seguida,
adicionou-se menadiona na (MN) concentracdo final de 0, 5 e 15 uM e incubou-se por 2
horas. As células foram coletadas e os lipidios foram extraidos para a analisados por HPLC.
Os cromatogramas foram obtidos paralelamente com o do ergosterol fotossensibilizado por
30 minutos (cromatograma superior).
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Figura 27: Area do pico do ergosterol (tempo de retencio de 10,9 minutos) analisado em 283
nm. Resultado extraido da figura 26. Resultados correspondem as médias + desvios padrbes
de 3 experimentos independentes.
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5.3.7 - Atividade de enzimas antioxidantes

Os resultados apresentados na figura 28 mostram as atividades das enzimas glutationa
redutase (GR), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa-s-transferase (GST), enzimas que
utilizam a glutationa como substrato ou co-substrato. A atividade da GR encontra-se
aumentada nas leveduras submetidas a pré-incubagdo com AE e ao estresse com a menadiona
(figura 28A). A levedura selvagem tratada com 50 uM de AE e 15 uM de menadiona
apresentou aumento medio de 25% na atividade GR, porém nédo foi significativamente
diferente do controle sem AE e menadiona. Por outro lado, a atividade da GR da levedura
Asodl tratada com 50 uyM de AE e 5 e 15 puM de menadiona apresentou aumento

significativo de 35% a 20% (p<0,05), respectivamente.

O tratamento com menadiona ndo altera a atividade da GPx da levedura selvagem e
Asodl (figura 28B). A levedura Asodl apresenta uma atividade GPx 50% maior do que a
levedura selvagem. Por outro lado, a pré-incubagdo da levedura Asodl com AE tende a
diminuir a atividade GPx, porém, essa diminui¢cdo néo é significativa (teste t realizado entre o
grupo Asodl sem AE e menadiona e os demais grupos da mesma linhagem néo apresentou
diferencga estatistica). A atividade GPx das amostras de levedura Asod1 tratadas com AE volta
a se equiparar a da levedura selvagem, o que demonstra que o AE interfere na atividade GPx

da linhagem Asod]1.

A atividade GST ndo mostrou ser significativamente diferente entre as duas linhagens
de levedura (figura 28C). Além disso, ndo ha diferenca significativa na atividade GST ap0s

pré-incubacdo com AE ou tratamento com menadiona.
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Figura 28: Atividade GR (painel A), GPx (painel B) e GST (painel C) das amostras de
leveduras selvagem ¢ Asodl pré-incubadas por 5h com 0 e 50 UM de AE e submetidas ao
estresse com 0, 5 ou 15 uM de menadiona. Resultados correspondem as médias * erro padrdo
de pelo menos 3 experimentos independentes.
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A atividade das enzimas glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) e isocitrato
desidrogenase (ICDH) também foram analisadas, uma vez que elas fornecem NADPH para a
celula. O NADPH é o substrato redutor da GR, enzima responséavel por reduzir GSSG
formando duas moléculas de GSH (para maiores detalhes vide tépico 2.4.4 da revisdo
bibliografica). A atividade G6PDH e ICDH de ambas as linhagens ndo altera com o
tratamento com AE e/ou menadiona (figura 29). Além disso, ndo ha diferenca na atividade
dessas enzimas entre as linhagens selvagem e Asodl. E interessante observar que apesar da
atividade GR estd aumentada na linhagem Asodl pré-incubada com AE e estressada com
menadiona, esse aumento ndo € acompanhado por uma maior atividade das enzimas G6PDH
e ICDH.
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o
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Do 50uM  50pM - - - 50pM  50puM  50uM

Figura 29: Atividade G6PDH (painel A), ICDH (painel B) das amostras de leveduras
selvagem e Asodl pré-incubadas por 5h com 0 e 50 uM de AE e submetidas ao estresse com
0, 5 ou 15 pM de menadiona. Resultados correspondem as médias * erro padrdo de pelo
menos 3 experimentos independentes.
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5.4 - Discussao

A menadiona é uma quinona utilizada em diversos estudos de estresse oxidativo em
celulas devido sua capacidade de gerar EROs. Enzimas redutases podem reduzir a menadiona
em 1 ou 2 elétrons, influenciando no seu ciclo redox. A NAD(P)H:quinona oxidoredutase 1
(NQOL, presente no citosol) leva a reducao em 2 elétrons formando uma hidroquinona (QH>)
que é menos reativa e menos tdxica para o organismo celular (Siegel et al., 2004). Demais
redutases tais como a NADPH-citocromo P450 redutase (enzima microssomal) e NADH-
ubiquinona oxidoredutase (complexo 1 da cadeia transportadora de elétrons) reduzem a
menadiona em 1 elétron formando radical semiquinona (Q”). A formacdo do radical
semiquinona faz com que a metabolizacdo da menadiona entre num ciclo redox que leva a
geracdo de EROs. Nessa reacdo, o radical semiquinona é rapidamente oxidado pelo oxigénio
molecular formando novamente quinona e radical superéxido (O,") (figura 30) (Watanabe et
al., 2004). O O™ gerado no ciclo redox da quinona pode ser dismutado espontaneamente — ou

via acdo catalitica da SOD — formando H,0; e O,.
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Figura 30: Ciclo redox da menadiona. Adaptado de Watanabe et al., 2004.

(8]

O metabolismo da menadiona via NQO1 diminui a producdo de semiquinona por
meio da formacdo de hidroquinona que € menos reativa € menos toxica a celula (Siegel et al.,
2004). Tanto a menadiona quanto a hidroquinona podem ser metabolizadas via enzimas de

fase Il, como a GST, que promove a conjugacdo da quinona com GSH permitindo sua
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eliminacdo (Watanabe et al., 2004). Por outro lado, se a hidroquinona ndo for eliminada
prontamente, ela pode sofrer autoxidacdo na presenca de O, gerando H,O, e quinona (Q)
(reacdo 1). Além disso, a hidroquinona também pode ser oxidada pelo O, formando radical
semiquinona (Q™) e H,0, (reacdo 2) (Watanabe & Forman, 2003). O radical semiquinona
formado na segunda reacdo pode gerar mais O, e H,O, segundo mecanismos descritos

anteriormente.
QHZ + 0O, - Q + H,0, (1)
QHZ + 02.- - Q.- + H>0», (2)

Observa-se que o produto final do metabolismo da menadiona é o H,O,. Apesar da
SOD ter papel importante na dismutacdo do O,” formando H,O; e O,, o estudo de Loor e
colaboradores mostrou que a super-expressdo tanto da enzima SOD1 quanto da SOD2 de
cardiomidcitos parece ndo melhorar a viabilidade da célula tratada com menadiona. Esse
resultado indica que essas enzimas nao seriam fatores limitantes para prevencdo do estresse
induzido por menadiona na célula selvagem. Por outro lado, a super-expressdo de catalase
diminui significativamente a morte celular, o que indica que o estresse oxidativo induzido
pelo H,O; contribui significativamente para o efeito tdxico da menadiona (Loor et al., 2010).
Um estudo realizado em levedura verificou que a menadiona altera a expressdo de genes de
forma semelhante a inducdo por H,O,. Ambos agentes estressores induzem a expressao de
genes envolvidos na eliminacdo de H,O, e O," (i.e. SOD e GPx) e aqueles relacionados a
reacbes de oxidacdo e reducdo na célula (i.e. tioredoxinas, tioredoxina redutase,

glutaredoxina e glutationa redutase) (Gasch et al., 2000).

O ensaio de sensibilidade a menadiona realizado com as linhagens selvagem, Asod2,
Asodl e o duplo knock out (Asodl1Asod2) indica que a enzima SODI1 da levedura, mais do
que a enzima SOD2, tem um papel fundamental na prevencéo dos danos oxidativos induzido
por menadiona. Sendo assim, a delecdo dessa enzima aumenta a sensibilidade da célula a
drogas que sofrem ciclo redox, como a menadiona, principalmente devido o aumento de O,
dentro da célula. A maior sensibilidade a menadiona observada nas células Asodl pode ser
explicada em parte pela maior atividade da SOD1 na célula quando comparada a SOD2.
Segundo o estudo de Lushchack e colaboradores, as linhagens de EG110 (Asod2) e EG118
(Asodl) apresentam, respectivamente, 71% e 2% da atividade SOD total quando comparado
com a linhagem selvagem (EG103) (Lushchack et al., 2005). Além disso, a auséncia da

SOD1 em compartimentos importantes da célula, como no citosol e no espaco
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intermembranico, compromete o sistema de defesa da célula deficiente, principalmente em

regibes onde pode ocorrer a producdo de EROs promovida pelo ciclo redox da menadiona.

A adicdo de 15 puM de menadiona promove uma diminui¢cdo da capacidade da
levedura selvagem em formar novas coldnias. Porém, essa concentracdo de menadiona ndo
altera as concentragcdes de glutationa total e GSSG da levedura selvagem, ndo diminui a
atividade da aconitase e nem mesmo promove alteracdo da permeabilidade da membrana
celular. Esses resultados indicam que a adicdo de 15 pM de menadiona ndo promove um
estresse oxidativo relevante na levedura selvagem. Por outro lado, a adi¢édo de 15 pM de
menadiona na levedura Asodl impede, quase que totalmente, sua capacidade de formar
novas coldnias e aumenta em aproximadamente 10 vezes a concentracdo de GSSG. Além
disso, essa concentracdo de menadiona promove a inativacdo da aconitase (com diminuicéo
de 77% a 87% da atividade aconitase) e a alteragdo da permeabilidade de membrana.
Portanto, o estresse induzido por 15 uM de menadiona ocorreu apenas na linhagem Asodl, o
que reforca a importancia da SOD1 em dismutar o O, gerado pelo ciclo redox da

menadiona.

Os resultados de atividade aconitase mostram que a levedura Asodl apresenta
aproximadamente um terco da atividade aconitase da levedura selvagem. Essa diminuicdo na
atividade desta enzima devido a deficiéncia de SOD1 ja& foi relatada em outros estudos
(Gardner & Fridovich, 1991; Wallace et al., 2004). Esse resultado comprova a importéancia da
SOD1 em dismutar o O," prevenindo o ataque radicalar a enzima aconitase. Apesar da
aconitase se localizar na matriz mitocondrial e a SOD1 estar presente no espaco
intermembrénico da mitocondria, a auséncia dessa enzima antioxidante diminui
significativamente a atividade aconitase da célula. 1sso indica que a SOD2, presente na matriz
mitocondrial, por si s6 ndo é capaz de proteger a aconitase durante o crescimento aerobico da
levedura Asodl. Sabe-se que O,” é impermeavel a membrana celular, porém sua forma
protonada (hidroperoxil - HO,) se difunde facilmente através da membrana lipidica (Salvador
et al., 2001; Wallace et al, 2004). Dentro da mitocéndria, 0 O," pode ser produzido na matriz
mitocondrial ou no espaco intermembrénico através da cadeia transportadora de elétrons
(Kowaltowski et al., 2009). O O," produzido no espago intermembranico é facilmente
protonado nessa regido devido ao pH baixo criado pelo gradiente de prétons produzido pela
cadeia transportadora de elétrons. A protonacdo do O," permite sua difusdo através da
membrana interna e migracdo para a matriz mitocondrial (Wallace et al, 2004, Salvador et al.,

2001). O pH em torno de 7,5 da matriz mitocondrial € maior do que o pKa do HO; (pKa =
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4,8), portanto, ao atingir a matriz mitocondrial, o hidroperoxil sofre desprotonagédo
favorecendo o aumento de superdxido nesse compartimento celular (Salvador et al., 2001;
Wallace et al, 2004). Sendo assim, durante o crescimento aerdbico, a auséncia de SOD1 faz
com que o superoxido produzido no espaco intermembranico migre para a matriz
mitocondrial o que diminui a eficiéncia da SOD2 e, consequentemente, favorece a inativacao
da aconitase em levedura Asodl (esquema 5). A inativacdo da aconitase faz com que o
metabolismo aerobico da célula fique comprometido (Wallace et al., 2004; Gardner et al.,
1994). A diminuicdo no metabolismo aerébico diminui a producdo de energia da célula

comprometendo a taxa de crescimento da levedura que ¢ caracteristica da linhagens Asod1.

Asod1

Esquema 5: Hipdtese para a diminuicdo da atividade aconitase em levedura Asodl. Durante
crescimento aerébico da levedura selvagem, o O, produzido no espacgo intermembranico e
na matrix mitocondrial é dismutado pela SOD1 e SOD2 respectivamente. Porém, na auséncia
de SOD, a concentracdo de O," no espaco intermembranico aumenta. O alto gradiente de
prétons produzido pela cadeia transportadora de elétrons protona o superéxido. A forma nao
carregada do superdxido possibilita sua difusdo pela membrana interna da mitocondria para a
matriz mitocondrial, onde sofre desprotonagdo. O aumento da concentracdo de O, na matriz
mitocondrial favorece a inativagdo da aconitase em levedura Asodl.
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Apesar da levedura Asodl ter apresentado alteracao de fluidez de membrana apos
insulto com 15 uM de menadiona, ndo foram detectados produtos de oxidacao de ergosterol
ou de demais compostos lipofilicos nas amostras de levedura ao realizar o método de
separacdo e de deteccdo por HPLC. Vale ressaltar que a concentracdo de menadiona (5 ou 15
uM) utilizada para promover estresse oxidativo na levedura Asodl pode nao ter sido
suficiente para identificar valores detectaveis de peroxidacdo lipidica. Por outro lado, o
resultado ndo descarta a possibilidade de haver produtos oxidados que n&o foram
adequadamente detectados na coluna. O uso de espectrometria de massas ajudaria na
deteccdo e caracterizacdo destes produtos, uma vez que permite a elucidacdo da estrutura
molecular dos compostos de interesse. Além disso, mesmo que ndo haja alteracdo na
quantidade de ergosterol, o tratamento com menadiona pode alterar a distribuicdo do
ergosterol na membrana o que pode interferir na sua permeabilidade. Um estudo realizado em
S. cerevisiae verificou que a inducdo do estresse por H,O,, apesar de ndo diminuir a
concentracdo de ergosterol da membrana, modula a organizacdo desse esterol nos micro-
dominios da membrana e altera a composicao de alguns lipidios (Pedroso et al., 2009). Essas
alteracbes na estrutura da membrana celular fazem com que o H,O, se torne menos
permeavel a membrana plasmatica. A diminuicdo da permeabilidade do H,0, estaria
relacionada com a adaptacdo da célula ao estresse com H,O,, uma vez que diminuiria sua

difusdo para dentro da célula (Pedroso et al., 2009).

A pré-incubacdo com AE melhora a viabilidade celular de ambas as linhagens. Além
disso, o AE promove aumento da GSH total em ambas as linhagens e diminui
significativamente a concentragdo de GSSG da levedura Asodl tratada com 15 puM de
menadiona. O aumento de GSH-eq oferecido pelo AE pode ser atribuido a: (1) uma maior
sintese de glutationa na célula; (2) uma diminui¢cdo no processo de glutationilacdo de

proteinas; (3) ou pela reversao das proteinas glutationiladas.

A sintese de glutationa envolve duas enzimas: a y-glutamilcisteina sintetase (GSH1) e
a glutationa sintetase (GSH2) (Lu, 2013). O aumento da atividade dessas enzimas promove 0
aumento da sintese de glutationa na célula. Estudos mostram que H,O, induz a transcri¢do de
GSH1 em leveduras via fator de transcricdo Yapl (Carmel-Harel & Storz, 2000). Nao se sabe
ao certo como o AE poderia agir estimulando a sintese de GSH, porém muitos estudos

mostram que polifenodis agem estimulando a transcri¢cdo de genes antioxidante via interagéo
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com a regido do DNA conhecida como elemento de resposta antioxidante (sigla ARE — do
inglés antioxidant response element) (Hseu et al., 2012; Stevenson & Hurst, 2007; Hur &
Gray, 2011). A inducdo dessa regido promovida por polifendis leva a transcricdo de varios
genes que codificam enzimas antioxidantes, dentre elas as relacionadas com a biossintese de
glutationa (Hur & Gray, 2011; Lu, 2013).

A glutationilacdo ocorre em residuos de cisteina e normalmente promove a inativagdo
da proteina (Ghezzi, 2013). Porém, ha casos onde a glutationilacdo promove ativacdo da
proteina e alteracdo da ligagdo de fatores de transcricdo no DNA (Ghezzi, 2013; Mieyal et al.,
2008). Sabe-se que o processo de glutationilacdo esta aumentado durante o estresse oxidativo,
0 que faz com que muitas proteinas percam sua funcdo em situacdo de estresse (Ghezzi,
2013). O ataque radicar em residuos de cisteinas leva a formacédo de intermediaros proteicos
que reagem facilmente com grupos tiélicos como a GSH, levando a formacdo de proteinas
glutationiladas (Mieyal et al., 2008). Além disso, derivados oxidados de GSH também
reagem com proteinas contribuindo com a formacdo de proteinas glutationiladas (Ghezzi,
2013). Portanto, a acdo antioxidante do AE levaria a uma menor concentracdo de espécies
reativas na célula e, possivelmente, a uma menor formacgdo de proteinas glutationiladas. A
diminuicdo do processo de glutationilagdo aumentaria a concentragdo de glutationa livre, a
qual é quantificada pelo método enzimatico com DTNB. A reversdo da glutationilacdo pode
ser catalisada por glutaredoxinas (Grx) e tioredoxinas (Trx) (Grant, 2001; Ghezzi, 2013). As
glutaredoxinas utilizam glutationa como substrato redutor enquanto que as tioredoxinas
promovem a reducao por meio da oxidacdo das suas sulfidrilas (maiores detalhes vide topico
2.4.4 da revisdo bibliogréfica). De acordo com a terceira hipétese supracitada, o AE poderia
aumentar os niveis de glutationa total na célula por meio do aumento da expressdo de Grx e

Trx, o que favoreceria a reversao das proteinas glutationiladas e liberacéo da glutationa.

A glutationa possui papel fundamental contra o estresse oxidativo. A glutationa é a
molécula tidlica mais abundante na célula que possui capacidade redutora (Deponte, 2013).
GSH ¢é doador de elétrons de enzimas antioxidantes como a glutationa peroxidase e age em
conjunto com as glutaredoxinas reduzindo ligagdes dissulfeto. Além disso, possui papel
importante na detoxificacdo de xenobidticos e age como sinalizador redox da célula
(Deponte, 2013). Além de agir nesse equilibrio redox da célula, a glutationa é fundamental
para a construgdo dos grupamentos de Fe-S presente em determinadas enzimas (i.e.
aconitase) e também pode favorecer a reativacdo dessas enzimas apés sofrerem ataque pelo

radical superdxido (Gardner & Fridovich, 1993; Toledano et al., 2007). De acordo com o
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resultado de atividade aconitase, a pré-incubacdo com AE tende a aumentar a atividade desta
enzima tanto na levedura selvagem quanto na Asodl. Portanto, o0 aumento de glutationa na
levedura promovida pelo AE néo apenas favoreceria o sistema antioxidante da célula, mas
também estimularia a sintese e a reativacdo das enzimas que contém grupamento de Fe-S. O
aumento da atividade dessas enzimas permite o funcionamento pleno da célula, o que

favorece seu crescimento em meio rico (YPD-agar).

Muitos estudos verificaram que a adicdo de menadiona a cultura de células leva a
diminuigdo da concentracdo de glutationa e tidis totais da célula (Thor et al., 1982; Duthie &
Grant, 1989; Zadzinski et al., 1998; Brown et al., 1991; Lushchack et al., 2009; Adnan et al.,
2012). Além disso, também foi relatado um aumento de GSSG (Fernades et al., 2007). Além
da menadiona, outras quinonas também promovem deplecdo de glutationa total e aumento da
concentragdo de GSSG (Rodriguez et al., 2004). De acordo com os resultados de glutationa
apresentados nesse trabalho, o estresse com 15 UM de menadiona promove a oxidagdo de
GSH na levedura Asod1 sem alterar a concentracdo de glutationa total na célula. Diminuicao
de glutationa total promovida pela menadiona s6 é observada na levedura pré-incubada com
AE ou DFO. N&o se sabe ao certo como o DFO poderia interferir na queda dos niveis de
glutationa da célula. Por outro lado, o aumento de glutationa total promovido pelo AE pode
ajudar na eliminacdo da menadiona por meio da sua conjugacdo com GSH. Estudos
realizados em células utilizando menadiona verificaram que a deplecdo de glutationa esta
relacionada com o efluxo de menadiona conjugada a glutationa (Zadzinski et al., 1998;
Mauzeroll et al., 2004, Castro et al., 2007). A eliminacdo de menadiona favorecida pelo
aumento de GSH-eq promovido pelo AE pode também explicar a menor concentracdo de
GSSG, uma vez que impede que a menadiona entre no ciclo redox produzindo EROs. Vale
ressaltar que a adicdo de glutationa ou de N-acetil-cisteina (NAC), que promove aumento de
GSH na célula, minimizam os efeitos citotoxico da menadiona em culturas de célula (Loor et
al., 2010; Adnan et al., 2012)

O aumento de glutationa total promovido pelo AE é acompanhado pelo aumento da
atividade da GR. Estudos relatam que tanto a sintese quanto a reducdo de GSSG sdo
regulados pelo fator de transcricdo Yapl. A expressdao das enzimas GSH1, GSH2 e GR
normalmente encontra-se elevada em resposta ao estresse (Grant, 2001). Portanto, em
situacdo de estresse, a célula promove aumento da concentracdo GSH por meio do aumento
da sintese e da reciclagem da glutationa oxidada (GSSG). O aumento na atividade da GR

promovida pelo AE poderia estar associado a menor concentragdo de GSSG na linhagem
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Asod1 estressada com menadiona e pre-incubada com AE. A maior atividade GPx observada
na levedura Asodl quando comparada a levedura selvagem pode indicar que essa linhagem
apresenta uma maior concentragdo de H,O, e/ou perdxidos organicos que precisam ser
eliminados por essa enzima. Por outro lado, o tratamento com AE tende a diminuir a
atividade GPx nessa linhagem, o que pode indicar que a célula tratada com AE encontra-se
em menor situacao de estresse, haja vista que, numa situacdo de menor estresse, ndo haveria
tanta necessidade de manter uma atividade alta da enzima GPx. Apesar de muitos trabalhos
mostrarem que o AE aumenta atividade GST das células tradadas com carcinégenos (Barch
et al., 1995; Ahn et al.,, 1996), ndo foi observado alteracdo da atividade GST com o

tratamento com AE e/ou menadiona.

O tratamento prévio com DFO ndo ofereceu efeito protetor a célula submetida ao
estresse por menadiona (evidenciado tanto pelo resultado de viabilidade quanto pela razdo
GSSG/GSH-eq). Resultado semelhante com DFO também foi observado em células de
cardiomidcitos tratadas com menadiona. A adicdo de 100 uM de DFO na cultura de células
antes e durante o insulto realizado com 25 uM de menadiona também ndo conferiu efeito
protetor a célula (Loor et al., 2010). Sabe-se que o O," produzido no ciclo redox da
menadiona pode reagir com os grupamentos Fe-S de proteinas levando a liberacao do ferro da
estrutura protéica. O aumento de ferro livre na célula leva a formacdo de radical hidroxil via
reacdo de Fenton, sendo assim, o uso de um quelante de ferro poderia oferecer efeito protetor
contra o estresse oxidativo promovido pela menadiona. Todavia, os resultados obtidos com
DFO revelam que o uso de um quelante de ferro ndo ofereceu efeito protetor significativo
contra o estresse oxidativo promovido por 15 pM de menadiona. Isso pode indicar que o
ferro liberado da estrutura de proteinas ndo possui participacdo relevante na producdo de
radicais livres na célula. O estudo de De Freitas e colaboradores realizado com as mesmas
linhagens de levedura (EG103 e EG118) também questiona o efeito toxico do ferro liberado
dos grupamentos Fe-S na producdo de EROs. Tal questionamento foi embasado no efeito
benéfico atribuido a suplementagdo de ferro em leveduras Asodl. A adigdo cloreto férrico
(0,3 e ImM) no meio de cultura YPG (yeast-peptone-glycerol) melhora o crescimento da
linhagem Asodl. Além disso, esse estudo também verificou que a linhagem Asodl possui
maior transcricdo do gene FET3 (que compde o sistema de transporte de ferro de levedura)
(De Freitas et al., 2000). Esse resultado indica que a levedura Asodl apresenta maior
necessidade de ferro para o reparo e/ou reconstrugdo de novos grupamentos de Fe-S o que

contribui com o aumento intracelular de ferro observado nessa linhagem. Portanto, acredita-
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se que o ferro liberado da estrutura dos grupamentos Fe-S fica, de alguma forma, indisponivel

para participar da reacao de Fenton.

Outra explicacdo para a ineficiéncia do uso de um guelante esta na sua localizacéo
dentro da célula. Enzimas como a aconitase, que sdo alvos do radical superdxidos, se
localizam dentro da mitocéndria. Em contrapartida, o DFO, quando captado pela levedura, é
estocado no vacuolo da célula (Philpott & Protchenko, 2008). Sendo assim, o DFO nao é
capaz de quelar o ferro liberado da estrutura protéica, uma vez que ndo se encontra no mesmo
compartimento onde ha ferro queldvel. Mesmo questionamento também pode ser atribuido ao
AE, uma vez que ndo h& estudos mostrando localizagdo celular desse polifenol que

corroborariam com um possivel mecanismo quelante.

O conjunto de resultados apresentados nesse trabalho mostra que o AE possui a
capacidade de modular a atividade de algumas enzimas antioxidantes e também promove o
aumento de glutationa total na célula, prevenindo o estresse promovido pela menadiona. O
AE ¢ conhecido por possuir efeito antimutagénico e anticarcinogénico contra uma variedade
de carcindgenos, incluindo nitrosaminas, micotoxinas e hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (Ayrton et al., 1992). Esse efeito protetor do AE é normalmente atribuido a sua
capacidade de inibir enzimas responsaveis pela bioativacdo de carcin6genos, como as da
familia do citocromo P450 e por induzir a expressao de NQO1 e GST que levam a
detoxificacdo do carcindgeno (Zhang et al., 1993; Barch et al., 1994; Barch et al., 1995;
Barch et al., 1996, Ahn et al., 1996). Muitos estudos que administraram AE em células e em
cobaias também verificaram que o AE promove aumento de GSH e da atividade de enzimas
antioxidantes tais como GR, GPx, catalase e SOD (Teel, 1986; Akagi et al., 1995; Khanduja
et al., 1999; Atessahin et al., 2007; Devipriya et al., 2007; Kannan & Quine, 2012). Estudo
realizado em células de queratindcitos humano demonstrou que o AE estimula a expressédo de
genes antioxidantes e do fator de transcricdo Nrf-2 protegendo a célula contra a radiacdo
UVA (Hseu et al., 2012). Além disso, o0 mesmo estudo verificou que o AE ndo apresenta
efeito protetor em céelulas com RNA de Nrf-2 silenciada (Hseu et al., 2012). O Nrf-2 é um
fator de transcricdo presente em animais e humanos que se liga ao elemento de resposta
antioxidante (ARE) do DNA estimulando a transcricdo de genes antioxidantes (papel
equivalente ao Yap-1 em leveduras). Esse resultado demonstra que o AE age via Nrf-2
estimulando a transcri¢do de enzimas antioxidantes, o que explicaria 0 aumento de GSH e da

atividade de enzimas antioxidantes observados nos diversos estudos da literatura.
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Apesar de muitos estudos mostrarem que o AE apresenta efeito citoprotetor e
anticarcinogénico, uma série de estudos desenvolvidos por Labieniec e colaboradores
revelam que o AE apresenta efeito tanto antioxidante quanto pro-oxidante em células
submetidas ou ndo ao estresse por Cu?* ou H,O, (Labieniec et al., 2003; Labieniec &
Gabryelak, 2005; Labieniec & Gabryelak, 2007). O efeito antioxidante ou pré-oxidante
depende da concentracdo do polifenol no meio. A presenca de 1 até 5 uM de AE diminui
danos oxidativos em DNA em células tratadas com Cu®* ou H,0,. No entanto, a adicdo de
concentragdes maiores (5 a 240 pM) de AE promove lesdes no DNA (Labieniec et al., 2003;
Labieniec & Gabryelak, 2005). Além de causar danos no DNA, a adi¢do de concentragdes
maiores de AE (até 500 uM) também promove, de forma dose dependente, diminuicdo da
viabilidade celular e de tidis totais e aumento de proteinas carboniladas (Labieniec &
Gabryelak, 2005; Labieniec & Gabryelak, 2007).

Uma das explicagbes para o efeito do AE em induzir a transcricdo de genes
antioxidantes esta relacionada com seu metabolismo. O AE, assim como outros polifendis, é
metabolizado como um xenobidtico. Portanto, sofre reducéo via P450 produzindo compostos
intermediarios (radical semiquinona) que levam a formacdo de EROs (Stevenson & Hurst,
2007; Hur & Gray, 2011). A metabolizacdo via P450 gera O, que é dismutado
espontaneamente ou sofre dismutacdo catalisada pela SOD formando H,O,. O aumento de
H,0, na levedura leva a oxidacdo do fator de transcricdo Yapl que migra para o nicleo e
ativa a expressdo de genes antioxidantes via interagdo com a regido ARE do DNA (para
maiores detalhes, vide topico 2.5 da revisdo bibliogréafica). Segundo o mecanismo de acdo
proposto acima para os polifendis, 0 AE previne o estresse oxidativo por meio de uma agdo
pré-oxidante que estimula o sistema antioxidante endégeno. Portanto, o efeito antioxidante
ou pro-oxidante do polifenol dentro da célula ira depender do equilibrio final entre a geracdo
de EROs produzidas durante sua metabolizacdo e a eficiéncia do sistema antioxidante
endogeno, que também pode ser estimulado pelo polifenol. Vale ressaltar que as células
tratadas com 50 uM de AE ndo apresentaram quaisquer indicadores de aumento de estresse
oxidativo. Portanto, a acdo pro-oxidante sugerida para o AE nédo apresentaria efeito deletério
a célula, mas seria suficiente para induzir o sistema antioxidante endogeno da levedura.
Apesar dos resultados mostrarem que o AE modula a atividade de enzimas antioxidantes, o
presente trabalho ndo verificou a expressdo de genes antioxidantes ou mesmo a importancia
do fator de transcricdo Yap-1 no mecanismo de acdo do AE. Portanto, mais estudos devem

ser conduzidos de modo a auxiliar na compreensédo do mecanismo pelo qual o AE estaria
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agindo na levedura deficiente em SOD1, protegendo-a contra os efeitos toxicos da

menadiona.

6 - Concluséao

O presente trabalho mostrou que o AE apresenta uma boa capacidade quelante de ferro
impedindo a participacdo do ion metalico nas reacdes geradoras de EROs. No entanto, o
estudo realizado em levedura selvagem e deficiente em SOD1 submetidas ao estresse com
menadiona revelou que 0 mecanismo protetor do AE estaria relacionado principalmente a sua
capacidade de ativar o sistema antioxidante da célula. Em especial, evidenciou-se aumento de
glutationa total apds pré-incubacdo com AE o que auxiliaria no equilibrio redox da célula

permitindo maior viabilidade da célula submetida ao estresse com menadiona.

7 - Consideragdes finais

O AE é o principal constituinte fendlico de frutas vermelhas e roma (Hakkinen et al.,
2000, Cerda et al, 2004). Aléem disso, também estd presente em uvas e castanhas (Lee et al,
2005; Daniel et. al., 1989). O AE ¢ encontrado nos alimentos na forma livre, geralmente
ligado a glicosideos, ou como componente de elagitaninos. A concentracdo de AE nas fontes
alimentares atinge a faixa milimolar (Daniel et. al., 1989). Estudos sobre biodisponibilidade
do AE mostram que parte do AE livre é absorvida no estdmago ou na porcdo proximal do
intestino delgado (Lei et al., 2003; ). Porém, grande parte do AE que atinge a porcao final do
intestino delgado e do cdlon é metabolizada pela microbiota produzindo urolitina A e
urolitina B. Apenas uma pequena parte do AE consumido e das urolitinas A e B produzidas
pela microbiota é absorvida pelo organismo. Estudo realizado em humanos verificou uma
baixa concentracdo plasmética de AE e urolitinas A e B ap6s consumo de suco de roma
contendo 318 mg de elagitaninos e 12 mg de AE livre. A maxima concentracdo de AE (0,06
pmol/L) foi observada ap6s 1h de ingestdo, enquanto que a méaxima concentracdo de
urolitinas A e B (0,14 e 0,01 umol/L, respectivamente) foi encontrada apo6s 6h de ingestdo do
suco (Seeram el al., 2006). Apos ser absorvido, tanto o AE quanto as urolitinas sé&o
rapidamente metabolizadas por enzimas de fase Il onde sofrem conjugacgéo com grupos metil,
glucuronil e sulfidril (Seeram el al., 2006; Cerda et al., 2004). Um estudo a respeito da

distribuicdo do AE no organismo demonstrou que a maior concentracdo de AE é encontrada
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no figado e no rim de ratos ap6s injecdo intraperitoneal de *H-acido elagico ([*H]-AE). Além
disso, verifica-se alta concentracéo de [*H]-AE na bile ap6s 60 minutos e na urina ap6s 120
minutos da administragdo intraperitoneal (Teel, 1987). Esse resultado demonstra que apos
atingir a corrente sanguinea, o AE é transportado para o figado onde sera metabolizado e, em
seguida, os metabdlitos sdo excretados na urina e na bile. Diferentes metabolitos
glucuronilados foram identificados no plasma e na urina de voluntarios apds terem

consumido alimento fonte de AE (Seeram el al., 2006; Cerda et al., 2004).

Portanto, observa-se que apesar de ser muito abundante na dieta humana, apenas uma
pequena concentracdo de AE que seria ativo é encontrado na corrente sanguinea. Porém, a
baixa absorcdo, a alta metabolizacdo e a rapida eliminacdo desse polifenol ndo impedem que
ele apresente efeitos benéficos ao organismo. Acredita-se, que tanto o efeito antioxidante
direto do AE quanto o seu efeito modulador da atividade de enzimas antioxidantes possam
contribuir com seu efeito benéfico ap6s o consumo de alimentos fonte. A alta concentracao
de AE no trato gastrointestinal permite que esse polifenol seja ali um eficiente antioxidante,
agindo tanto como sequestrador de radicais livres quanto quelante de ions metalicos. Segundo
Halliwell (2007), o trato gastrointestinal é constantemente exposto a espécies reativas. Sabe-
se que muitos produtos oxidados sdo produzidos durante 0 armazenamento e a cocg¢do do
alimento (Doureradjou & Koner, 2008). Além disso, dietas ricas em ferro, caracteristico dos
povos ocidentais, promove aumento da excrecdo de ferro pelas fezes, o que pode causar
danos oxidativos no célon e reto. De fato, estudos mostram uma correlacdo direta entre o
consumo de carnes vermelhas e a incidéncia de cancer de cdlon de intestino (Chan et al.,
2011). Sendo assim, ndo s6 o AE, mas também outros polifendis seriam os principais
componentes da dieta presentes no trato gastrointestinal capazes de quelar o ferro excedente
(Halliwell, 2007).

A baixa concentracdo de AE dentro do organismo faz com que ele possa agir
induzindo a expressdo de enzimas antioxidantes sem promover um estresse importante. Além
disso, o metabolismo do AE por enzimas de fase Il parece ndo envolver a conjugagdo com
GSH, o que pode contribuir para uma maior manutencdo do estoque de glutationa na célula.
Ainda ndo se sabe ao certo como o AE leva & indugdo da transcri¢do de genes antioxidantes.
Estudos mostram comportamentos distintos com a administragdo de AE in vivo ou mesmo em
cultura de células. Tanto o efeito antioxidante quanto o pro-oxidante ja foram relatados. Além
disso, 0 AE apresenta outros mecanismos de acdo que nao se limitam apenas & modulacéo de

genes de enzimas antioxidantes. Estudos que administraram AE ou seus derivados em células
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cancerosas verificaram acdo anti-proliferativa, pro-apoptotica e anti-angiogénica (Herber,
2008; Matthew et al., 2008). O AE também pode atuar inibindo a ativacdo do fator de
transcricdo NF-kf (Herber, 2008; Matthew et al., 2008). A ativacdo de NF-«kf estimula a
atividade imune, inflamatdria e proliferativa na maioria dos tipos de célula (Yamamoto &
Gaynor, 2001). Nao se sabe ao certo como o AE inibe a acdo do NF-kp, mas multiplos
mecanismos podem estar envolvidos na sua acdo. O efeito observado depende da condicao
experimental como, por exemplo, da concentragdo de AE, do tipo de célula, do agente
estressor utilizado, do desenho experimental, dentre outros. Neste sentido, o presente estudo
colabora para um melhor entendimento do mecanismo de acdo do AE dentro da célula e serve

de base para outros trabalhos que envolvem o estudo do efeito de elagitaninos no organismo.
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