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RESUMO

O presente trabalho foi dividido em dois capitulos. No primeiro capitulo, investigamos
0 mecanismo antioxidante do &cido elagico (AE) contra formacdo de oxirradicais em
sistemas contendo ions Cu(ll) e ascorbato. A propriedade antioxidante da polpa de caqui em
processos oxidativos mediados por Fe(lll) in vitro foi estudada no segundo capitulo. O
estudo do AE demonstrou que este polifenol inibe a degradagédo da 2-desoxirribose (2-DR)
mediada por 15 uM de Cu(ll) e 500 pM de ascorbato, mostrando uma atividade
antioxidante méaxima com 15 uM de AE. Além disso, o percentual de protecdo contra a
degradacdo da 2-DR diminuiu com o aumento da concentracdo de Cu(ll). Estes
resultados sugerem que o AE inibe a degradacdo da 2-DR devido a formagédo de um
complexo 1:1 cobre-AE. Entretanto, ao variar a concentracdo de 2-DR, foi observado
que o percentual de protecdo diminuiu significativamente a medida que a concentracdo
de 2-DR aumentou. Este resultado sugere que a atividade antioxidante do AE se deve
também a capacidade do complexo cobre-AE em sequestrar radicais livres. O AE
também foi capaz de prevenir a quebra do DNA plasmidial e inibir consideravelmente a
oxidagéo do ascorbato e o consumo de oxigénio na razéo 1:1 Cu(ll):AE. Experimentos
de EPR mostraram que o AE inibe a formacao de radical ascorbil mediada por Cu(ll) e
ascorbato e uma completa inibicdo ocorre com uma relacéo 1:1 Cu(ll):AE. Concluimos
que o AE diminui a velocidade de reducdo de Cu(ll) mediada por ascorbato e que 0
complexo cobre-AE pode ser capaz de sequestrar radical hidroxil, prevenindo assim o
dano oxidativo ao DNA e a 2-DR. Com relacdo ao estudo antioxidante do caqui, foi
observado que o extrato da polpa de caqui inibe a degradacdo oxidativa da 2-DR
induzida por 50 uM de Fe(lll)-citrato e 500 uM de ascorbato (Iso ~0,5a 1,5 mg/mL). O
efeito antioxidante varia entre frutas (2 mg/mL de diferentes frutas inibem a degradagéo
da 2-DR de 52 a 91%). A prevencédo do dano oxidativo & 2-DR pelo extrato de caqui foi
inversamente proporcional a concentracdo de ferro-ligante (citrato ou EDTA).
Entretanto, a concentracdo de EDTA e o tempo de pré-incubacdo ndo alteraram a
capacidade antioxidante do extrato de caqui indicando, possivelmente, que compostos
com propriedades quelantes ndo estariam presentes em meio aquoso. No ensaio de
peroxidacdo lipidica feito em homogenato de figado de rato induzido por Fe(lll)-citrato
e ascorbato, o extrato de caqui apresentou atividade antioxidante somente em pequenas
concentracfes de ascorbato e apresentou efeito pro-oxidante em concentragdes de
ascorbato superiores a 0,25 mM. O extrato de caqui também aumentou o sinal de EPR
do radical ascorbil na presenca de 1 mM de ascorbato e Fe(lll)-citrato. Tais resultados
sugerem que compostos oxidados presentes no caqui podem oxidar ascorbato a ascorbil.
Entretanto, quando o estudo foi feito com reagentes de Fenton, o extrato do caqui
apresentou efeitos antioxidantes ao inibir a peroxidacao lipidica. Este perfil antioxidante
também foi observado na presenca de 50 UM de ascorbato.

Palavras chave: radicais livres, acido elagico, caqui, antioxidante, metais.
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ABSTRACT

The present work was divided in 2 chapters. In the first chapter, we investigated the
antioxidant mechanism of ellagic acid (EA) to prevent oxyradical formation in a system
containing Cu(ll) plus ascorbate. The antioxidant property of persimmon pulp in
oxidative processes mediated by Fe(lll) in vitro was studied in the second chapter. EA
study demonstrated that this polyphenol inhibited 2-deoxyribose (2-DR) degradation
mediated by 15 pM Cu(ll) and 0.5 mM ascorbate, showing a maximum antioxidant
activity with 15 uM EA. Moreover, the protection against 2-DR degradation decayed
with the increase in Cu(ll) concentration. These results suggest that EA inhibits 2-DR
degradation due to the formation of a 1:1 copper-EA complex. However, performing a
variation of 2-DR concentration it was observed that the percent protection highly
decreased as the 2-DR concentration increased. This result suggested that EA
antioxidant activity was also due to the copper-EA complex ability to scavenge free
radicals. In addition, EA prevented in vitro plasmid DNA breakage and strongly
inhibited ascorbate oxidation and O, consumption with a 1:1 Cu(ll):EA ratio. EPR
studies showed that EA inhibits ascorbyl formation mediated by Cu(ll) and ascorbate
and a complete inhibition is observed at 1:1 Cu(ll):EA ratio. We concluded that AE
slows down ascorbate-mediated Cu(ll) reduction and that the copper-EA complex may
scavenge hydroxyl radicals, thus preventing DNA damage and 2-DR degradation.
Relating to persimmon antioxidant study, it was observed that persimmon pulp extract
inhibited the 2-DR oxidative degradation induced by 50 uM Fe(l11)-citrate and 0.5 mM
ascorbate (Isp ~ 0.5 to 1.5 mg/mL). The antioxidant effect varied among the fruits (2
mg/mL of different individual fruit extracts protect 2-DR degradation in a range of 52 to
91%). The prevention of 2-DR oxidative degradation by persimmon extract was
inversely dependent to the iron-complex (with EDTA or citrate) concentration.
Although, the EDTA concentration and pre-incubation time variation did not change
antioxidant capacity of persimmon extract indicating that chelating properties does not
exist in aqueous solution. When determining lipid peroxidation in rat liver homogenates
induced by Fe(lll)-citrate plus ascorbate, the persimmon extract presented an
antioxidant effect only with low ascorbate concentrations and exhibited pro-oxidative
effect in ascorbate concentrations higher than 0.25 mM. Persimmon extract also
increased ascorbyl radical EPR signals in the presence of ascorbate (1 mM) and Fe(l11)-
citrate. Those results suggest that oxidized compounds present in persimmon may
oxidize ascorbate to ascorbyl. Although, when Fenton reagents were employed,
persimmon extract showed an antioxidant effect inhibiting lipid peroxidation. The same
antioxidant profile was observed in the presence of 50 UM ascorbate.

Key words: free radical, ellagic acid, persimmon, antioxidant, metals.



1 — Introducao

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, dietas ricas em frutas e hortalicas
podem diminuir a prevaléncia de doengas cronicas ndo transmissiveis como obesidade,
diabetes Mellitus, doencas cardiovasculares, hipertensdo e alguns tipos de cancer
(WHO/FAO, 2003). Esta acdo benéfica das plantas ja tem sido fundamentada em
diversos estudos epidemioldgicos que sugerem correlagdo inversa do consumo de frutas
e verduras com incidéncia de mortes por cancer e doencas cardiovasculares (Hertog et
al, 1993; Michels et al, 2006; Tobias et al, 2006). Desde entdo, os estudos realizados
com plantas se popularizaram e, hoje, ¢ possivel encontrar centenas de publica¢des que
abordam este assunto.

O mecanismo de agdo protetora das plantas ainda ndo foi totalmente esclarecido,
entretanto, sabe-se que ele estd relacionado com a presenca de compostos fenolicos -
denominados polifendis - que possuem atividade antioxidante, antiinflamatoria,
antimutagénica e anticarcinogénica (Chung et al., 1998; Ferguson, 2001; Prior 2003).
Além disso, a presenga de outras substancias antioxidantes, como os carotenoides, a

vitamina C e outros, também auxilia na acdo benéfica de frutas e hortalicas.

Diversos estudos evidenciaram que a a¢do dos polifendis esta relacionada com
seu efeito preventivo contra os danos oxidativos causados por radicais livres (Ferguson,
2001; Kaur & Kapoor, 2001; Halliwell, 2007). O efeito antioxidante encontrado nos
polifen6is minimiza a a¢do deletéria dos radicais livres ou, até mesmo, evita sua
formagao. Conhecer o potencial antioxidante de alimentos de origem vegetal e o
mecanismo de acdo antioxidante dos polifendis presentes em tais alimentos ¢
fundamental para estabelecer o seu papel preventivo de danos oxidativos.

Além disso, ¢ importante lembrar que o aporte de polifendis ¢ realizado
principalmente por meio da dieta. Portanto, analisar como os compostos fendlicos agem
em seu estado natural, ou seja, no tecido vegetal, ¢ fundamental para reforcar a
importancia do consumo das suas fontes alimentares.

Tendo em vista a importdncia dos antioxidantes na prevencdo de danos
oxidativos causados pelos radicais livres, este trabalho visou avaliar a atividade
antioxidante do polifenol acido elagico (AE) e do extrato aquoso de caqui Rama Forte

in vitro.



O presente trabalho foi dividido em dois capitulos distintos. O primeiro capitulo
aborda o mecanismo de agdo do polifenol acido elagico contra o dano oxidativo
mediado por Cu(Il) e ascorbato. O mecanismo de a¢do antioxidante do AE ja foi
sugerido em outros estudos realizados em nosso laboratorio que utilizaram os sistemas
Fe(I1)/H»0, e Fe(Il)-EDTA/ascorbato para a geragao de radical hidroxil (Ginani, 2005).
De acordo com esses estudos, a atividade antioxidante em concentragdes micromolares
caracteriza um comportamento quelante importante do AE. Entretanto, ndo se sabe ao
certo como o AE se comportaria em sistemas geradores de radicais livres mediados por
Cu(II) e ascorbato.

O segundo capitulo desse trabalho avaliou o potencial antioxidante do extrato
aquoso da polpa de caqui do cultivar Rama Forte. Estudos realizados com o caqui ja
evidenciaram que esta fruta apresenta potencial antioxidante consideravel (Katsube et
al., 2004; Gorinstein et al., 1998a; Garsia-Alonso et al., 2004) Os ensaios foram
desenvolvidos a fim de se estabelecer um mecanismo de a¢do do extrato contra danos

oxidativos mediados por Fe(III)-EDTA ou Fe(III)-citrato/ascorbato.



2 - Revisao Bibliografica

2.1 - Radicais Livres:

Um radical livre ¢ qualquer espécie (atomo, ion ou molécula) capaz de existir de
maneira independente (livre) que contém um ou mais elétrons desemparelhados em seu
orbital mais energético (Halliwell, 2006). Espécies radicalares podem ser formadas por
meio da subtracdo ou adi¢ao de um elétron de uma molécula nao radicalar. Além disso,
pode ser formado pela fissdo homolitica da ligacdo covalente de uma molécula
(Hermes-Lima, 2004a; Halliwell, 2006).

Muitos radicais livres sao encontrados naturalmente nos seres vivos. Os metais
de transicdo, como por exemplo, o ferro (,Fe), cobre (,0Cu) e o manganés (;5sMn),
possuem elétrons desemparelhados e sdo considerados radicais livres (Augusto, 2006).
Nos seres vivos também sao produzidos radicais livres de carbono, enxofre, nitrogénio e
oxigénio em moléculas presentes no meio bioldgico. Os radicais livres de oxigénio
possuem destaque devido a sua importancia na etiologia de inumeras doencas, inclusive

no processo de envelhecimento que serdo abordados posteriormente.
2.1.2 - Espécies Reativas de Oxigénio (EROs):

As espécies reativas de oxigénio (EROs) incluem espécies radicalares e nao-
radicalares (tabela 1). Apesar do uso do termo “reativo”, nem todas as espécies reativas

de oxigénio reagem rapidamente com biomoléculas.

Tabela 1: Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)

Espécies Radicalares Espécies Nao-radicalares
Superdxido (0,7) Perdxido de hidrogénio (H,0;)
Hidroperoxil (HOO") Hidroperoxido (LOOH)
Peroxil (LOO") Oxigeénio singlete ('O5)
Alcolxil (LO) Oz6nio (O3)

Hidroxil (OH) Acido hipocloroso (HCIO)

O gas oxigénio (O, no estado fundamental) ¢ uma espécie radicalar, pois

apresenta dois elétrons desemparelhados com spins paralelos (fig.1). Sendo assim, o



oxigénio nao pode receber um par de elétrons (de spins opostos) da maioria das
moléculas, pois teria que ocorrer a inversao do spin, o que ndo € possivel. Dessa forma,
o oxigénio deve receber um elétron por vez (Halliwell, 2006). A reducdo de um elétron
do oxigénio leva a formag¢io do anion radical superoxido (O,"), a segunda redugio gera
perdxido, produzindo perdxido de hidrogénio (H,O;), que € uma espécie nao radicalar.
Por ultimo, o H,O, pode ser reduzido formando radical hidroxil (OH) e anion hidroxila
(OH). O radical hidroxil ¢ uma espécie altamente reativa capaz de reagir com a maioria
das biomoléculas em uma constante de velocidade na faixa de 107 a 10" M s

(Hermes-Lima, 2004a).
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Figura 1: Distribuicdo eletronica do oxigénio, do anion radical superdxido e do
perdxido de hidrogénio (Adaptado de Halliwell, 2006).

A formacao de radical superdxido em seres vivos pode ocorrer por diversas vias,
tais como: 1) oxidagdo de NADPH pela NADPH oxidase no processo de fagocitose; ii)
oxidacdo da xantina ou hipoxantina pela xantina oxidase no metabolismo das purinas;
1i1) ganho de um elétron pelo oxigénio em processos que ocorrem no citocromo P450;
iv) autoxidacdo de monoaminas (dopamina; epinefrina e norepinefrina) (Fang et al,
2002; Zangar et al, 2004; Berry & Hare, 2004). Entretanto, a formagao de superoxido na
cadeia transportadora de elétrons (CTE) da mitocondria € o processo que possui maior
relevancia.

Na CTE, durante o transporte dos elétrons pela coenzima Q (ou ubiquinona), o
0,” pode ser formado por meio da transferéncia de um elétron do radical

ubisemiquinona (intermediario formado entre o estado oxidado (Q) e reduzido (QH,) da



coenzima Q) ao oxigénio (Cadenas & Davies, 2000). Em condi¢des normais, estima-se
que 0,1% do oxigénio consumido seja convertido a O, (Fridovich, 2004). O superdxido
possui capacidade oxidante e redutora, sendo esta ultima mais relevante para o
organismo. A taxa de oxidagdo de lipidios, proteinas e DNA pelo radical superoxido ¢é
relativamente baixa. Porém, sua importancia em processos oxidativos esta relacionada a
sua capacidade de gerar outras espécies reativas de oxigénio, como o ‘OH que possui
alta reatividade.

Apos ser formado, o O,” pode sofrer dismutagdo espontinea ou catalisada pela
enzima superoxido dismutase (SOD) gerando H,O, e oxigénio. Como foi apresentado
anteriormente, o H,O, ndo ¢ um radical livre, mas ¢ um oxidante e apresenta um outro
perigo em potencial, pois é capaz de gerar ‘OH. O per6xido de hidrogénio, por ser uma
molécula estavel, pode entrar na célula, inclusive difundir-se até o nucleo, e formar ‘OH
ocasionando a oxidagdo de proteinas, carboidratos, lipideos e danos no DNA nuclear e
mitocondrial (Hermes-Lima, 2004a).

O radical hidroxil pode ser formado por meio da redugdo do H,O, por ions
metalicos, como por exemplo, Fe(Il) e Cu(I) que podem agir com redutores, oxidando-
se a estados superiores de oxidacdo (reagdo 2.1). Essa reagdo foi descrita pela primeira
vez em 1894, quando H.J.H Fenton verificou que a combinagdo de H,O, com ions
ferrosos levava a oxidacao de acido tartarico (Fenton, 1894). Anos depois, uma série de
estudos desenvolvidos por Haber, Weiss, Wilstitter e Barb revelaram a continuagdo
dessa reagdo por meio da redugdo do Fe(Ill) a Fe(Il) pelo superdxido formado no meio
reacional (reagdes 2.2 a 2.4) (Liochev & Fridovich, 2002). A reagdo 2.4, catalisada
pelos ions metalicos, ¢ denominada reagdo de Haber-Weiss e representa a soma das

equagoes 2.1 e 2.3.

Fe(Il) + H O — Fe(IIl) + OH + 'OH (2.1) — Reagdo de Fenton
‘OH + H,0, — H,0+0," +H" (2.2)
Fe(Ill) + O," — O, + Fe(ll) (2.3)
H,O,+ 0" — O, +O0OH + 'OH (2.4) — Reacdo de Haber-Weiss

Outros metais de transi¢do, que possuem variados estados de oxidagdo, como

estanho, cromo e vanadio, também sdo capazes de realizar reagdes tipo-Fenton (Stoh &



Bagchi, 1995; Gomes, 2005). Entretanto, as agdes com cobre e ferro serdo enfatizadas
neste texto, uma vez que os sistemas geradores de radicais livres utilizados no presente
estudo tiveram a presenca desses dois metais.

Os metais de transicdo em seu estado de maior oxidagdo (Fe(Ill) e Cu(Il))
também podem formar radical hidroxil quando adicionados na presenca de agentes
redutores, tais como radical superoxido, acido ascorbico e glutationa reduzida (GSH)
(reacdo 2.5 a 2.8) (McCord & Day, 1978). O ion Fe(III) apresenta baixa solubilidade em
pH fisiologico (em torno de 7), portanto, em ensaios realizados nessa faixa de pH, o
Fe(IIT) necessita ser adicionado ao meio reacional junto a um co-quelante que complexa
o ion metalico disponibilizando-o para reacdes de oxi-reducdao. Entre os co-quelante
mais utilizados, destacam-se o EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético), o NTA

(4cido nitrilotriacético) e o citrato de sodio.

Fe(IlI)-co-quelante/ + ascorbato — Fe(II)-co-quelante/ + ascorbil’ (2.5)
Cu(Il) Cu(D
Fe(II)-co-quelante/ + O, — Fe(Ill)-co-quelante/ + O, (2.6)
Cu(l) Cu(ln)
202'- + 2H+ — H202 + 02 (27)
Fe(Il)-co-quelante/ + H,O, — Fe(Ill)-co-quelante/ + OH + ‘OH (2.8)
Cu(l) Cu(ID)

2.1.3 - Efeitos biologicos dos radicais livres

Quando um radical livre reage com outra espécie quimica (moléculas, etc.) ndo-
radicalar um novo radical ¢ formado. A rea¢dao do radical livre com uma espécie nao-
radicalar pode ocorrer das seguintes maneiras (Halliwell, 2006):

I.  Adicao do radical a outra molécula formando um aduto radicalar;
II. O radical pode agir como agente redutor doando um elétron a espécie nao-
radicalar;
II. O radical pode agir como agente oxidante recebendo um elétron da espécie nao-
radicalar;
IV.  Abstragdo de um 4tomo de hidrogénio de uma ligacdo C-H da molécula pelo

radical livre.



O radical hidroxil pode reagir com a membrana das células acarretando a
peroxidacdo dos fosfolipidios. A peroxidagdo lipidica danifica a membrana que pode
culminar na alteracdo da sua fluidez e, at¢ mesmo, em sua ruptura (Halliwell &
Gutteridge, 1999). A peroxidagdo lipidica apresenta 3 fases distintas: iniciagdo,
propagagdo e terminagao.

O inicio da peroxidagdo lipidica se da pela abstragdo do hidrogénio do &cido
graxo insaturado formando um radical lipidico (L"), que se rearranja formando dieno
conjugado (esquema 1). Em seguida, uma molécula de oxigénio se adiciona ao dieno
conjugado, gerando o radical lipoperoxil (LOO"). O radical lipoperoxil é responsavel
pela propagacdo da cadeia de reagdes da peroxidagdo lipidica, uma vez que este radical
também ¢ capaz de abstrair o hidrogénio dos acidos graxos insaturados adjacentes
formando um hidroperdxido lipidico (LOOH). O término da peroxida¢do lipidica €
caracterizado pela decomposi¢do das espécies radicalares e do LOOH, formando
aldeidos (principalmente malonaldeido (MDA) e 4-hidroxi-2-nonenal (HNE)), cetonas,
alcoois e hidrocarbonetos, inclusive gasosos (como etano, propano, pentano ¢ hexano)

(Savin & Balmori, 2008).

[niciacdo Propagacio Terminacio
o,
.\ . . . aldeidos
LH —— I ~ , LgO —A* LOOH—— LO S
OH" HO IH L Fell Felll+OH" hidrocarbonetos

Esquema 1: Reacdes da peroxidacao lipidica

Durante a fase de iniciagdo, a cinética de formagao de radical lipidico ¢ lenta,
também denominada como fase lag da reagdo de peroxidagdo lipidica. Na fase de
propagacao, a producdo de radicais livres € bastante rapida e ¢ denominada fase log da
peroxidagao lipidica.

O MDA formado na peroxidagdo 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, 1999).

O DNA também pode ser oxidado pelo ‘OH que reage com o aglcar

deoxirribose e com as bases purinicas e pirimidinicas. O ‘OH ao ser adicionado ao



carbono C-8 da base guanina do DNA forma o aduto 8-hydroxi-guanina (8-OH-Gua)
que pode ser quantificado por técnica de HPLC e por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG-MS) (Breen & Murphy, 1995). O 8-OH-Gua ocasiona a
mutagdo do DNA por meio da transversdo GC-TA (Toyokuni & Sagripanti, 1996). A
abstra¢ao de um hidrogénio da deoxirribose leva, ap6s uma série de reagdes, a quebra da
ligacdo C-C do agucar, ocasionando a fragmentacao da fita de DNA (Meneghini, 1997;
Breen & Murphy, 1995).

A oxidacdo de proteinas ocorre principalmente nos residuos de cisteina e
metionina da estrutura protéica, formando um radical livre derivado de aminodcido
(Hermes-Lima, 2004a). Os grupamentos tiol presentes nesses aminoacidos sao
facilmente oxidado pelas EROs, em especial ‘OH, 102, H,0,, HCIO (Halliwell &
Gutteridge, 1999). A oxidagdo de proteinas possui papel bioldgico importante, pois
ocasiona danos em receptores, enzimas, proteinas transportadoras e na cascata de
transducdo de sinal. A oxidagdo das enzimas reparadoras do DNA, por exemplo, pode
aumentar os niveis de danos oxidativo no DNA e aumentar a freqiiéncia de mutagdes
(Halliwell & Gutteridge, 1999).

De um modo geral, as células apresentam certa tolerancia aos danos oxidativos
provocados pelos radicais livres. Essa tolerancia ocorre devido ao sistema de defesa
antioxidante que o organismo dispde e que promove um equilibrio entre oxidantes e
antioxidantes. Quando ha um aumento na producdo de radicais livres ou uma
diminui¢do da capacidade antioxidante do organismo, ou mesmo na ocorréncia de
ambas situagoes, os danos oxidativos as estruturas celulares aumentam, podendo levar a
morte celular por apoptose ou necrose (Halliwell, 2006). O distirbio do equilibrio entre
prooxidantes e antioxidantes ¢ denominado estresse oxidativo e estd relacionado ao
desenvolvimento de varias condi¢des patologicas como doengas cardiovaculares e
neurodegenerativas, cancer, diabetes, doencas inflamatérias e ao processo de

envelhecimento natural (Valko et al., 2007; Hermes-Lima, 2004b).

2.1.4 - Importancia do cobre e ferro nas reacoes de oxi-reducio in vivo

A capacidade do ferro e do cobre em participar de reacdes de oxi-reducao

(doando ou recebendo elétrons) faz com que estes metais se tornem pega chave na

estrutura de enzimas envolvidas na CTE e demais enzimas que participam de reagdes



redox (veja alguns exemplos na tabela 2). No entanto, o ferro e o cobre introduzem um
perigo em potencial, pois sdo capazes de converter HyO, em ‘OH via rea¢do de Fenton.
Devido a essa caracteristica desses metais, o organismo dispde de um sistema composto
por proteinas transportadoras e de estoque (como, por exemplo, transferrina,
metalotioneina, albumina e ferritina) que ligam os ions de ferro e cobre, prevenindo a

participagdo desses nas reagoes produtoras de EROs (Halliwell, 1996).

Tabela 2: Exemplos de enzimas que possuem ferro ou cobre como co-fatores para
atividades cataliticas.

Enzimas Funcoes
Ferro
- Catalase® Catalisa a decomposi¢ao do HO, em H,O e O,.

- Peroxidases®

Reduzem H,0, e peroxidos organicos utilizando
moléculas distintas como agentes redutores
Enzimas responsaveis pelo transporte de elétrons
Catalisa a degradagdo das purinas transformando

Hipoxantina em xantina e, esta ltima, em acido

- Citocromos®

- Xantina oxidoredutase®

urico
Cobre

- Cobre-zinco superdxido Dismuta a O, em H,0, € O,

dismutase (CuZn-SOD)®

- Citocromo ¢ oxidase' Enzima da CTE que transfere elétrons para O,
reduzindo-o a H,O

- Ceruloplasmina' Ferrooxidase que proporciona Fe®” para a ferritina

- Dopamina b-hidroxilase'® Oxigenase que converte dopamina em
norepinefrina

- Lisil oxidase Catalisa a formagao de aldeidos, importante para a
sintese do colageno ¢ da elastina

- Tirosinase' Sintese de melanina

@ Andrews, 2002; ° Nishino & Okamato, 2000; ¢ Kim et al, 2008

Os ions metalicos, entretanto, podem ser liberados das estruturas protéicas
quando as proteinas sdo submetidas a oxidagcdo por espécies reativas. A familia das
dehidratases, da qual ¢ exemplo a aconitase, ¢ um grupo de proteinas que contém em
sua estrutura ions de ferro ligados ao enxofre (4Fe-4S, também denominado clusters).
Essas proteinas podem ser oxidadas por O,", acarretando na liberacdo de Fe(Il) e na
formacao de radical hidroxil. De acordo com Fridovich (1995), essa reagdo possui papel
importante na produgdo de ‘OH a partir de O, in vivo. A ceruloplasmina e a ferritina,
quando oxidadas por espécies reativas, podem também liberar, respectivamente, cobre e

ferro (Gaetke & Chow, 2003; Halliwell, 1996).
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A produgdo de espécies reativas in Vvivo, catalisada por ferro e cobre, ja foi
mencionada em diversos estudos. Muitos autores sugerem que o dano em DNA ¢
causado pelo H,O, via reagdo de Fenton (Oikawa & Kawanishi, 1998; Lloyd & Phillips,
1999; Liu et al, 1999; Meneghini, 1997). De acordo com esses autores, os ions
metalicos ligados ao DNA reagem com o H,O, promovendo dano em sitio especifico. O
ferro e o cobre possuem, ainda, importante papel na peroxidagao lipidica, pois podem
reagir com o hidroperoxido lipidico (LOOH), gerando novamente radical lipoperoxil
(LOO") e alkoxil (LO"), propagando, desse modo, a reagdo de peroxidagdo lipidica
(esquema 1) (Hermes-Lima, 2004a; Savin & Balmori, 2008).

Além disso, o acimulo de ferro e cobre em tecidos esta associado a doengas
neurodegenerativas como doenga de Alzheimer, doenca de Parkinson, esclerose lateral
amiotrofica, doencgas hepaticas e coronarianas, cancer e diabetes (Fraga & Oteiza, 2002;

Gaetke & Chow, 2003; Moreira et al, 2008; Theophanides & Anastassopoulou, 2002).

2.1.4.1 - Doencas genéticas relacionadas ao aumento de ferro e cobre no organismo

Algumas desordens genéticas podem levar ao aumento da concentragdo de ferro
e cobre no organismo. O excesso desses metais aumenta produgdo de radicais livres, o
que acarreta danos em tecidos e fibrose, podendo causar lesdes irreversiveis a varios
orgaos.

A hemocromatose ¢ uma doenca relativamente comum na populagdo calcasiana,
que afeta 1 a cada 200-400 individuos (Franchini, 2006). E uma disfun¢io genética
caracterizada pelo aumento da absor¢do de ferro no intestino que leva ao acumulo
progressivo de ferro em diferentes 6rgdos, em especial, figado, coragdo, pancreas e pele
(Andrews, 2002). O aumento de ferro nesses tecidos promove cirrose, carcinoma
hepatico, diabetes e falha cronica do coracao (De Freitas & Meneghini, 2001). Existem
4 tipos de hemocromatose hereditdria, no entanto a hemocromatose tipo 1 ou classica ¢
a mais comum e esta relacionada com a mutagdo na proteina HFE que regula a liberagao
de ferro do enterécito. Em condigdo de alta concentragdo de ferro no organismo, o HFE
promove a liberacdo de hepcidina. A hepcidina leva a internalizagdo do transportador
basolateral de ferro do enterdcito (a ferroportina), impossibilitando, dessa forma, a

liberacdo do ferro dentro do enterdcito para a corrente sangiiinea. A mutacdo do HFE
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diminui a produg¢do de hepcidina o que, conseqiientemente, acarreta no aumento
inapropriado da absorcao de ferro no enterdcito (Graham et al., 2007).

Outras doengas genéticas mais raras como a ceruloplasminemia e a
atransferrinemia também sdo caracterizadas pelo aumento de ferro no organismo. A
aceruloplasminemia ¢ causada pela ndo expressdo da ceruloplasmina, que ¢ uma
proteina com atividade ferroxidase responsavel pela liberagdao de ferro do figado. A
deficiéncia dessa proteina leva ao acimulo de ferro no figado, pancreas e cérebro, o que
pode acarretar o desenvolvimento de doencas neurodegenerativas, fibrose hepatica e
diabetes (Siah et al, 2005). A atransferrinemia ¢ uma doenga autossomica recessiva
caracterizada pela deficiéncia de transferrina. A falta de transferrina prejudica a
distribuicdo de ferro para os tecidos principalmente para a eritropoiese, o que resulta em
anemia severa por deficiéncia de ferro. Por outro lado, o ferro se acumula no
parénquima do figado, coragdo e pancreas (Andrews, 2002).

O aumento dos niveis de cobre é observado na doenga de Wilson. A doenga de
Wilson ¢ um disturbio autossOmico recessivo associado a excre¢dao biliar de cobre
prejudicada. A mutagdo leva a uma alteracdo da proteina WND presente no hepatdcito
responsavel pela incorporacdo do cobre na ceruloplasmina e exportacdo de cobre
através da bile. O cobre se acumula em varios tecidos, em especial no figado e cérebro,
causando hepatite e problemas neuroldgicos (Andrews, 2002).

Os agentes quelantes de cobre e ferro sdo utilizados no tratamento de doengas
em que esses ions metalicos se encontram em excesso. O uso de agentes quelantes no
tratamento dessas doengas impede os danos oxidativos causados por tais metais. Um
agente quelante considerado ideal ¢ aquele que ¢ facilmente absorvido por via oral,
possui baixo custo de producdo, apresenta alta e seletiva afinidade ao ion metalico de
interesse, possui baixa toxicidade, capaz de atravessar membranas e impede a formagao
de EROs mediado pelo metal (Hermes-Lima, 2004a).

A D-penicilamina ¢ um quelante de cobre utilizado no tratamento da doenca de
Wilson, enquanto a desferroxamina ¢ um quelante utilizado no tratamento de doencas
relacionadas ao aumento da concentracdo de ferro no organismo como a
hemocromatose (Strausak et al., Chaston & Richardson, 2003). A administragdo de D-
penicilamina pode ocasionar alguns efeitos colaterais, como por exemplo, reacao
anafilatica em pacientes alérgicos a penicilina e induzir lesdes cutaneas severas, quando
utilizado por longo prazo. Durante o tratamento realizado com essa droga, o sistema

hematologico pode ser afetado gravemente. A toxicidade renal também ¢ manifestada,
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com um quadro reversivel de proteinuria e hematuria capaz de progredir para uma
sindrome nefrotica (Klaassen, 1996). A desferroxamina possui como desvantagem o
alto custo e a baixa absorc¢do oral, sendo, portanto, administrado por meio de infusdes
subcutidneas. Além disso, apresenta baixa habilidade em penetrar a membrana
mitocondrial.

Em virtude dos problemas causados pela D-penicilamina e as dificuldades de se
administrar a desferroxamina faz-se necessario o estudo de novos quelantes de cobre e

ferro que apresentam menor toxicidade e que sejam economicamente viaveis.

2.1.5 — Mecanismos de Defesa Antioxidante

Conforme foi analisado acima, os organismos aerébios produzem
constantemente EROs, principalmente via CTE. O efeito toxico causado pelas espécies
radicalares tornaria inviavel a vida desses seres vivos em nosso meio natural. Portanto,
para sobreviver em um ambiente aerdbico, os organismos desenvolveram um sistema de
defesa antioxidante que impedisse ou que ao menos minimizasse os danos causados
pelos radicais livres.

De acordo com Hermes-Lima (2004a), o sistema de defesa antioxidante pode ser
dividido em:

[.  Defesa antioxidante primdria enzimatica e ndo enzimatica, que envolve a
reagoes diretas com as EROs;
II.  Defesa antioxidante auxiliar que oferece suporte ao primario;

III.  Proteinas/enzimas e compostos de baixo peso molecular que complexam

metais (topico que foi abordado acima);

IV.  Sistema enzimatico de repara aos danos causados as biomoléculas.

O sistema de defesa primario enzimatico inclui as enzimas superoxido dismutase
(SOD), catalase, glutationa peroxidase selénio-dependente (GPx) e glutationa-S-
transferase (GST).

A SOD catalisa a dismutagdo do O, em O, e H O, (reagdo 2.9). Existem 2
formas de SOD em células de mamiferos: uma contendo manganés no sitio ativo (Mn-

SOD) que estd presente na mitocondria e outra contendo cobre e zinco no sitio ativo
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(CuZn-SOD) presente no citoplasma, nos lisossomos, peroxissomos, nucleo e no espaco
intermembranico da mitocondria (Hermes-Lima, 2004a).

A catalase remove o H,O, convertendo-o a H,O e O, (reagao 2.10). De modo
semelhante, a GPx catalisa a decomposi¢ao do H,O, convertendo-o a H,O. Essa reagdo
utiliza o tripeptideo glutationa na forma reduzida (GSH) como doador de hidrogénio
(reagdo 2.11). A GPx também decompde hidroperdxidos organicos (como o
lipoperdxido) por meio da oxidagdo da GSH.

Por fim, a GST catalisa a conjugacdo da GSH com xenobidticos durante o
processo de detoxificagcdo que ocorre principalmente no figado (Valko et al., 2007; Fang

et al., 2002).

SOD
20, +2H" —— H,0,+ 0, (2.9)
catalase
2H202 e 2H20 + 02 (210)
GPx
H,0, +2GSH — GSSG + 2H,0 2.11)

Um antioxidante primario ndo enzimatico ¢ uma substancia capaz de seqiiestrar
os radicais livres, impedindo que reajam com as biomoléculas do organismo por meio
de um mecanismo de competicdo. Esses antioxidantes sdo conhecidos como
“seqiiestradores” (do inglés, “scavengers”) e geralmente se transformam em espécies
radicalares de menor reatividade, portanto, potencialmente menos danosas, apds
reagirem com as EROs. A capacidade de um composto em seqiiestrar o radical livre esta
relacionada com o seu potencial redutor, por meio da doagdo de um elétron ou de um
hidrogénio a espécie reativa (Frei & Higdon, 2003).

Esses antioxidantes podem ser encontrados naturalmente no organismo ou
podem ser provenientes da dieta. Os principais seqiiestradores de radicais livres
produzidos no organismo sdo: GSH, 4cido urico, melatonina, melanina e coenzima Q
(Hermes-Lima, 2004). Apesar da coenzima Q apresentar grande importancia na
producdo de O,” na CTE, esta possui atividade antioxidante relevante evitando a
peroxidacdo lipidica da LDL e reduzindo o radical tocoferil a a-tocoferol, deste modo
reciclando este antioxidante proveniente da dieta. (Halliwell & Gutteridge, 1999).

Dentre os antioxidantes dietéticos podemos citar a vitamina E (oa-tocoferol), a
vitamina C (ascorbato), os carotenoides e diversas classes de polifendis presentes nos

alimentos de origem vegetal. O o-tocoferol age como um inibidor da cadeia de
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propagagdo da peroxidagdo lipidica (conhecido como antioxidante do tipo ‘“chain
breaking”) por meio da transferéncia de um hidrogénio do grupamento fendlico ao
radical peroxil. A transferéncia do hidrogénio leva a formacao do radical tocoferil, que
pode ser regenerado a o-tocoferol pela vitamina C. O radical ascorbil, formado na
reducdo do radical tocoferil pelo ascorbato, sofre desproporcionamento e transferéncia
de proton, formando ascorbato e dehidroascorbato. A velocidade de dismutacdo do

1 s (Buettner &

radical ascorbil em pH 7.4 ¢ de aproximadamente 2,0 x 10° M
Jurkiewicz, 1993). Além disso, algumas enzimas, como NADH-ascorbil redutase ¢ a
dehidroascorbato redutase dependente de GSH, também podem regenerar o ascorbato
(Halliwell & Gutteridge, 1999).

O sistema antioxidante auxiliar tem como principal objetivo reciclar os
substratos utilizados pelo sistema de defesa primario. A glutationa redutase (GR) ¢ a
principal enzima desse grupo e tem a fun¢do de reduzir glutationa oxidada (GSSG) a
glutationa reduzida (GSH), que possui papel antioxidante fundamental no organismo
uma vez que ¢ utilizada como co-substrato por diversas enzimas antioxidantes citadas
anteriormente. A reciclagem da glutationa pela GR ocorre por meio da oxidagdo da
NADPH proveniente da via das pentoses (Hermes-Lima, 2004a). O ascorbato e as
enzimas que reciclam o ascorbato também podem ser classificados como antioxidantes
auxiliares.

Fe(lll) + OH +*OH —— Danos oxidativos

A Detoxificacdo de

Fe(ll} | (Reacdo de Fenton) muitas substancias

CAT
/—V H,0 + O,

H0,
F 2GSH NADPH
Geracio
de EROs SOD GPX GR G6PDH
+
G55G NADP
O H,0

L 1™

2
+

Hy0,

GST

Fe(ll) | (Reacgdo de Haber-Weiss)
0,+ OH +*OH ————= Danos oxidativos

Esquema 2: Mecanismo de defesa antioxidante enzimatico (Adaptado de Hermes-Lima

2004a).
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2.2 - Polifenois

Os polifendis sdo formados no metabolismo secundario de plantas e estdo
relacionados ao sistema de defesa. Na planta, os polifenois estdo envolvidos na prote¢ao
contra radiagdo ultravioleta e patdogenos agressores, além de oferecerem coloragdes a
flores e frutos que atraem insetos polinizadores e animais silvestres que dispersam as
sementes (Taiz & Zeiger, 2002).

A func¢do fisiologica dos polifendis ndo se limita apenas ao mundo vegetal.
Estudos epidemiolégicos evidenciaram agdo protetora dos polifendis contra doencas
cardiovasculares, neurodegenerativas e cancer (Kuroba & Hara, 1999; Mckay &
Blumberg, 2002). Por essa razdo, pesquisas com polifendis tém crescido
significativamente nos ultimos quinze anos. Os pesquisadores, a indUstria alimenticia e
a industria farmacéutica demonstram interesse nestes compostos fenolicos
principalmente devido ao reconhecimento de suas propriedades antioxidantes, sua
grande abundancia na dieta e sua capacidade de prevenir diversas doengas (Manach et.
al, 2004; Haslam, 1996; Chung et. al, 1998).

De acordo com Manach e colaboradores (2004), os polifendis podem ser
divididos em 4 grandes grupos: acidos fenolicos, flavonodides, estilbenos e lignanos
(tabela 3). A classe dos acidos fenolicos ¢ formada pelos derivados do acido benzdico
(acidos  hidroxibenzoico) e pelos derivados do 4cido cindmico (4cidos
hidroxicinamicos). A classe dos flavondides pode ser dividida em 6 subclasses:
flavondis, flavonas, isoflavonas, flavanonas, antocianidinas e flavanais.

Os acidos hidroxibenzodicos podem ser encontrados na forma livre ou entdo
esterificados, formando os chamados taninos hidrolizaveis. Os taninos hidrolizaveis sao
formados principalmente a partir de 4cido galico (galotaninos) e 4cido
hexahidrodifénico (elagitaninos) esterificados a um poliol, normalmente a D-glicose
(Handique & Baruah, 2002). Os flavanoéis e as antocianidinas também podem formar
oligobmeros (contendo dois a seis unidades) ou polimeros, que sdo chamados
popularmente de taninos condensados (Haslan, 1996; Chung et al., 1998). Os taninos
sdo definidos como compostos fendlicos soluveis em agua que possuem peso molecular
entre 500 e 3000 D e capacidade de formar complexos com alcaldides, gelatina e

proteinas provocando sua precipitagdo (Haslan, 1996).



Tabela 3: Classes de polifenois (Adaptado de Manach et al., 2004).
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Classes/Subclasses

Exemplos

Fontes Alimentares

Estrutura quimica

Acidos Fendlicos

e Acidos
Hidroxibenzoico
e Acidos
Hidroxicinamico
Estilbenos
Lignanos

Acido galico (R;=R,=R;=OH)
Acido vanilico (R;=0OCHj3;; R,=OH)

Acido cumarico (R;= OH)
Acido caféico (R; =R, =0H)

Acido Ferulico (R,=OCH3; R,=OH)

Resveratrol

Secoisolariciresinol

Morango, amora, caqui,

framboesa
Café, kiwi, cereja,

berinjela

Vinho tinto

Linhaga

R"|
0
R,
oH
R:
R4
Rz@ﬂ‘\_ﬁ‘
OH
8

Oy

H
HC

CH,0 H,OH
HO . CH,OH
i OCH,
OH
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Flavonoides

Flavonois

Flavonas

Isoflavonas

Flavanonas

Antocianidinas

Flavanois

Kaempferol (R,=OH; R;=R;=H)
Quercetina (R;=R,=OH; R;=H)

Luteolina (R;=R,=0OH)
Apigenina (R;=H; R,=OH)

Daidzeina (R,=H)
Genisteina (R;=0OH)

Naringenina (R;=H; R,=OH)
Hesperetina (R;=OH; R,=OCH3)

Cianidina (R,=OH; R,=H)
Malvidina (R;=R,=OCHj)

Catequina (R;=R,=OH; R;=H)
Galocatequina (R;=R,=R;=0H)

Cebola, brocolis,

tomate cereja, alho poro

Salsa, aipo

Soja

Laranja, limao,

grapefruit

Amora, jabuticaba,

cereja, morango

Chocolate, cha verde,

vinho tinto, damasco
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Os polifendis, em especial os taninos, sao tradicionalmente considerados agentes
anti-nutricionais, pois formam complexos com proteinas, amidos e ions metalicos
reduzindo sua absor¢do pelo organismo. Além disso, os polifendis inibem a atividade de
diversas enzimas como hidrolases, isomerases, oxigenases, oxidoredutases, polimerases,
fosfatases e amino acido oxidase (Ferguson, 2001). No entanto, a ingestdo de polifendis
ndo apresenta efeitos antinutricionais em pessoas que consomem uma dieta variada
composta por carnes, leite, ovos, cereais e leguminosas. Os problemas nutricionais
causados por polifendis ocorrem exclusivamente em populagdes cuja dieta se restringe
ao consumo de leguminosas e cereais (Chung et al., 1998).

Os efeitos biologicos dos polifendis sdo freqlientemente atribuidos a sua
atividade antioxidante. Determinados polifendis apresentam atividade antioxidante,
diminuindo a peroxida¢do lipidica, a oxidacdo de proteinas e os danos oxidativos em
DNA (Meyer, et al., 1998; Wei et al., 2006; Cirico & Omaye, 2006). O mecanismo
antioxidante dos polifendis estd associado a sua capacidade seqiiestradora de radicais
livres e a atividade quelante de ions metalicos (Andrade Jr et al., 2005; Khokhar &
Owusu Apenten, 2003; Hotta et al., 2002).

Além da atividade antioxidante, os polifendis possuem outros mecanismos
envolvidos na inibicdo da carcinogénese e mutagénese, dentre eles pode-se citar: 1)
interacdo direta do polifenol com os agentes carcinogénicos; ii) aumento da eficiéncia
da detoxifica¢do de carcindgenos por meio da regulagdo de enzimas relacionadas ao
metabolismo de xenobidticos; iii) modulagdo da atividade de enzimas antioxidantes; iv)
e inducdo de apoptose que impede a progressdo das alteragdes genéticas (Ferguson,
2001; Kuroda & Hara, 1999). A atividade anticarcinogénica e antimutagénica dos
polifenois depende da sua estrutura quimica, do tecido e das estruturas celulares estudas
e do momento da administragdo do polifenol, podendo esta ocorrer antes, durante ou
depois da exposi¢cdo a um agente mutagénico (Ferguson, 2001).

Apesar dos estudos comprovarem que os polifenois apresentam uma boa acao
antioxidante in vitro, muitos pesquisadores ainda questionam a eficacia da atividade
antioxidante desses polifenodis in vivo. Um dos motivos levantados seria a baixa
absorcdo, a alta metabolizacdo e a rdpida eliminacdo dos polifendis no organismo
(Manach et al., 2004). A baixa biodisponibilidade desses compostos implica em uma
baixa concentragdo plasmatica (menor que 8 pM) comparado a outros antioxidantes

como a vitamina C, urato e tocoferol, que possuem concentra¢des plamaticas de até 150
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uM, 450 uM e 40 uM respectivamente (Lotito & Frei, 2006). A maioria dos polifendis
presentes nos alimentos estd na forma esterificada, glicosilada ou na forma de grandes
polimeros, o que dificulta sua absor¢do. Portanto, esses polifendis sofrem uma série de
hidrélises pelas enzimas do intestino ou pela microbiota intestinal antes de serem
absorvidos (Tapiero et al., 2002). Reacdes de glucuronidagdo, metilagdo e sulfatagao
também ocorrem na mucosa intestinal e no figado (Scalbert et al., 2002; Manach et al.,
2004; Lotito & Frei, 2006). Os efeitos fisioldgios dos metabolitos formados no trato
gastrointestinal ainda ndo foram totalmente identificados, porém, acredita-se que estes
metabolitos apresentam um potencial antioxidante menor devido a modificagdes nos
grupamentos catecol e fenol (Lotito & Frei, 2006).

No entanto, em um artigo de revisdo publicado recentemente, Halliwell declarou
que a relevancia da acdo antioxidante dos polifenois € verificada principalmente no trato
gastrointestinal, no qual se encontram em concentragdes mais elevadas (na faixa de
milimolar). De acordo com ele, o trato gastrointestinal ¢ constantemente exposto a
espécies reativas, portanto, os polifenois teriam papel antioxidante importante agindo
como seqiiestradores de radicais livres ou mesmo evitando sua formacao (Halliwell,
2007). Halliwell ressalta também que a dieta rica em ferro, caracteristico dos povos
ocidentais, promove um aumento da excre¢do de ferro pelas fezes que pode ocasionar
danos oxidativo no cdlon e no reto. Logo, os polifendis seriam os principais
antioxidantes presentes nessa regido capazes de quelar os cations de ferro, minimizando

seus efeitos oxidativos (Halliwell, 2007).

2.3 - Acido Elagico

O acido eléagico, ou acido 4,4’,5,5,6,6’—hexahidroxidifénico-2,6,2°,6’-dilactona,
(AE) ¢ 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).
Estudos realizados com o AE indicaram que este possui atividade antimutagénica,
anticarcinogénica e antioxidante in vivo e in vitro (Takagi et al., 1995; Khanduja et al.,
1999; Priyadarsini et al.,, 2002). O acido elagico ¢é capaz de minimizar
significativamente a indu¢do de cancer de pulmao, figado, pele e intestino. Além disso,

possui efeito anticarcinogénico e antimutagénico contra uma variedade de carcinégenos,
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incluindo nitrosaminas, micotoxinas e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (tabela

4) (Szaefer et al., 2003).

O AE ¢ formado a partir da hidrélise de elagitaninos que sdo ésteres de glicose
com acido hexahidroxidifénico. Os elagitaninos, ao sofrerem hidrolise, liberam acido
hexahidroxidifénico, que por sua vez, ¢ lactonizado espontaneamente formando acido
elagico (figura 2a) (Bate-Smith, 1972; Handique et al., 2002; Hikkinen et al., 2000). O
acido hexahidroxidifénico também pode ser formado a partir do acoplamento oxidativo

de dois ésteres de galoil (Figura 2b) (Handique et al., 2002).

a) Elagitaninos Hexahidroxidifinica Arcido eldgica
H'D 0 HO J,OH HCI" COH
\ i !
>—( \\‘ oH ——= HO— %')_\g*fm — HD%
— M { —
G o ;=o o=, )
HC oH
'l"hu:nﬁr: =+ (lucose
oH oH
b) | Ha B | HO o
':l“ﬂ-:ﬁ i -7H o, .0
—_—
] ? Al
HO OH HO OH I
[aH @H
2 esteres zaloil ester hidromxidifenoil

Figura 2: a) Formagdo de 4cido eldgico a partir da hidrolise de elagitaninos (adaptado
de Hikkinen et al., 2000). b) Producdo de hexahidroxidifénico por acoplamento
oxidativo de dois ésteres galoil (adaptado de Handique et al., 2002).

O AE ¢ amplamente encontrado na dieta humana. Algumas variedades de frutas
vermelhas sdo fontes importantes de AE, como por exemplo, morango, amora,
framboesa e uva. Além disso, estd presente em nozes, roma e € o principal constituinte
fenolico de bebidas destiladas (Pryadarsini, 2002; Cerda et al., 2003). O AE pode ser
encontrado em plantas na forma livre ou dentro de vactiolos formando os elagitaninos,

sendo esta ultima, a maneira mais comum (Atkinson et al., 2006; Hakkinen et al., 2000).
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Tabela 4: Estudos realizados com o AE para a analise da atividade anticarcinogénicos, antimutagénica e antioxidante.

Concentracao de AE

Meio experimental

Agente Indutor *

Célula/Tecido

Efeito observado ”

Referéncia

1% da dieta

150 pM

0,3 — 20 pg/tubo

12 pg/mL de agua

10 — 300 pM

In vivo (rato)

In vitro

In vitro

In vivo
(camundongo)

In vitro

DEN; MNU; DMH;
BBN; DHPN

DBP e anti-DBPDE

Aflotoxida-B1

N-Nitrosodietilamina

nicotina

Intestino Delgado

DNA do timo de
bezerro

Salmonela linhagem
TA98 e TA100

Pulmao

Linfécitos

| da incidéncia e do
numero de tumores

| de 94% e de 64%
da formacao do aduto
DNA-DBP e anti-
DBPDE-DNA,
respectivamente

| da mutagenicidade
dose dependente

| da incidéncia de

tumores; ' de GSH e
| da peroxidacao
lipidica

| da peroxidacao
lipidica e danos em

DNA; 1 atividade da
SOD, CAT e GPX;
preservacao maior da
Vit. A,CeEeda
GSH

Akagi et al., 1995

Smith et al., 1998

Loarca-Pina et al.,
1998

Khanduja et al., 1999

Sudheer et al., 2007

* DEN (dietilnitrosamina); MNU (N-metilnitrosourea); DMH (1,2-dimetilhidrazina); BBN (N-butil-N-(4-hidroxilbutil)nitrosamina); DHPN (2,2’-dihidroxil-di-n-

propilnitrosamina); DBP (dibenzo(a,l)pireno); anti-DBPDE (anti-DBP-11,12-diol-13,14-epo6xido). ® (1) indica aumento e (]) indica diminuigdo.
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Além dessas fontes alimentares, o AE também ¢é vendido na forma de capsulas
concentradas de polifenol, extraida dos mais diferentes tipos de plantas e frutas. Hoje, ¢
possivel encontrar diversos sites da internet que possuem links para a compra de
suplementos a base de AE. O interesse do uso dessas cdpsulas aumentou depois da
divulgagdo de estudos que observaram as atividades antioxidante, anticarcinogénica,

antimutagénica e antiinflamatéria do AE.

2.3.1 — Biodisponibilidade do acido elagico

O metabolismo do AE ainda ndo foi totalmente esclarecido, uma vez que
resultados presentes na literatura cientifica parecem contraditorios. A presenca de AE na
corrente sanguinea ndo foi detectada em alguns estudos o que indica que este polifenol
possui baixa biodisponibilidade. Existem autores que sugerem que o AE é metabolizado
pela microbiota intestinal produzindo metabdlitos, como urolitina A (ou 3,8-dihidroxi-
6H-dibenzo[b,d]-piran-6-one) que podem ser absorvidos pela parede intestinal ou
excretados (Cerda et al., 2005). Nesse caso a atividade fisioldgica atribuida ao AE,
estaria relacionada mais precisamente aos metabolitos produzidos pela microbiota e ndo
pelo composto original que € pouco absorvido (Cerda et al., 2004).

Entretanto, outros estudos demonstram que o AE pode ser detectado na corrente
sangliinea apods ingestdo de alimentos fontes (Seeram et al., 2004; Lei et al., 2003).
Apobs o consumo de 180 mL de suco de roma (contendo 25 mg de AE ¢ 318 mg de
elagitaninos), Seeram e col. (2004) detectaram uma concentracao plasmatica de AE de
31,9 ng/mL 1 hora apds o consumo da bebida.

A distribuicdo do AE no organismo também ja foi relatada. Apos injecao
intraperitoneal de *H-acido elagico (['H]-AE) em ratos, observa-se que a maior
concentragdo deste polifenol se encontra no figado e no rim. Além disso, verifica-se alta
concentragdo de ["H]-AE na bile ap6s 60 minutos e na urina apés 120 minutos da
administracdo intraperitoneal (Teel, 1987). A baixa radioatividade presente no cérebro
indica que provavelmente este polifenol ndo ¢ capaz de atravessar a barreira hemato-

encefalica (Tell, 1987).



23

2.3.2 — Atividade bioldgica do acido elagico

Um dos mecanismos anticarcinogénico e antimutagénico proposto para o AE
estd relacionado com a otimiza¢do do metabolismo de xenobioticos. A maior parte das
substancias potencialmente carcinogénicas requer ativagdo metabolica no organismo
antes de se tornarem efetivamente cancerigenas. As reagdes catalisadas pelas enzimas
envolvidas no metabolismo de xenobidticos sdo divididas basicamente em duas fases.
As enzimas da familia do citocromo P450 (CYP) correspondem a fase I da
metabolizacdo e estdo diretamente relacionadas ao processo de ativagdo de grande parte
dos xenobidticos. Na fase II, ocorre a transformacao dos xenobidticos em produtos
hidrossoluveis e de facil excre¢do, principalmente pela agdo da enzima glutationa-S-
transferase (GST) (Wiinsch Filho & Gattas, 2001). Neste contexto, o acido elagico ¢
capaz de inibir a mutagénese e a carcinogénese por meio: i) da inibi¢do de enzimas
responsaveis pela bioativagao de carcinégenos, como as da familia do citocromo P450,
i1) da estimulacao de enzimas envolvidas na detoxificacao de intermedidrios reativos,
como glutationa-S-transferase, e iii) através da intera¢do 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., 1996; Ahn et al., 1996; Smith et al, 1998).

O 4acido elagico também ¢ capaz de se ligar ao DNA por meio de forgas
hidrofobicas, o que impediria a ligacdo de agentes mutagénicos e carcinogénicos em
alguns sitios especificos (Teel, 1986; Thulstrup et al., 1999). No estudo de Smith e
colaboradores (ver tabela 4), a inibicdo da formagdo de adutos DBP-DNA pelo acido
elagico pode estar relacionada tanto com sua capacidade seqiiestradora de
intermediarios eletrofilicos, quanto a sua ligacdo direta ao DNA.

A atividade antioxidante do AE também j& foi demonstrada, porém os estudos
sobre este assunto ainda sdo escassos. Pryadarsini e col. (2002), ao estudar a natureza
antioxidante do acido elagico, verificaram sua habilidade em seqiiestrar espécies
reativas de oxigénio (radical hidroxil — OH’), de nitrogénio (didéxido de nitrogénio —
‘NO,, peroxinitrito — ONOO") e radical peroxil - LOO". Ao reagir com radical livre, o
acido elagico doa um elétron formando radical &cido elagico. Os resultados do estudo de
Priyadarsini sugerem que este polifenol ¢ facilmente oxidado na forma desprotonada do
grupo hidroxila, em pH >10. Isso indica que o acido eldgico teria uma atividade

seqiiestradora de radicais livres moderada em pH fisiologico, no qual se encontra
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parcialmente desprotonado (Priyadarsini et al., 2002). A atividade seqiiestradora de
radicais livres, principalmente de radical peroxil, também foi levantada no estudo de
Majid e col., no qual observou inibig¢do de até 70% da peroxidacdo lipidica com 1mM
de acido elagico (Majid, et al., 1991). O efeito protetor do AE contra a peroxidagdo
lipidica induzida pela nicotina também foi atribuido a uma atividade seqiiestradora de
radicais livres, uma vez que as EROs sdao produzidas durante a metabolizacdo da
nicotina, principalmente via citocromo CYP2A6 (Sudheer et al., 2007, ver tabela 4).
Além da atividade seqiiestradora de radicais livres, estudos espectrofotométricos
demonstram que o acido elagico seria capaz de formar complexos com ions metalicos
como Fe**, Fe’™, Cu®", Zn*" ¢ Co*" (Bock et al., 1981; Jaén et al., 2003; Przewloka &
Shearer, 2002). Até 2005, entretanto, nao havia nenhum estudo correlacionando a agao
antioxidante do AE com o mecanismo de quelacdio. O estudo de Ginani (2005),
realizado em nosso laboratdrio, demonstrou que a agao antioxidante do AE em sistemas
geradores de radical hidroxil mediados por Fe** ¢ Fe’™ in vitro se deve principalmente a
um mecanismo de quelacao desses ions metalicos. De acordo com o estudo, a atuacao
do AE em concentragdes micromolares e a diminui¢do do potencial antioxidante desse
bifenol verificada com o aumento da concentragio de Fe*" sugerem fortemente um

mecanismo antioxidante de quelagao (Ginani, 2005).

Poucos estudos analisaram a atividade antioxidante do AE na presenga de ions
Cu*". Meyer e col. (1998) verificaram que o AE nio previne oxidagio de LDL
catalisada por cobre in vitro. Em um estudo recente de Labieniec & Gabryelak (2007)
feito em células da glandula digestiva de mexilhdes, verificou-se que o AE possui
atividade antioxidante prevenindo a formag¢ao de DCF (2°,7'-diclorofluoresceina),
produto da oxidagdo do DCFH pelas EROs. No entanto, acdo antioxidante diminui apos
incubacao do bifenol com ions ctpricos. Portanto, apesar de comprovado a formagdo do
complexo AE-cobre, pouco se sabe a respeito da possibilidade de participacao desses

ions complexados em reacoes de oxirreducao formadoras de radical hidroxil.

2.4 — Importancia das frutas como fontes de compostos antioxidantes.

Além de apresentar grande importancia nutricional, as frutas também sdo 6timas

fontes de compostos antioxidantes. Varios estudos ja demonstraram que o aumento do
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consumo de frutas e hortalicas melhora a capacidade antioxidante plasmatica e reduz a
oxidagdo de LDL (Coa et al., 1998; Prior, 2003). O consumo de frutas ricas em
antioxidantes esta relacionado a uma diminui¢do da incidéncia de cancer e doengas
cardiovasculares (Kaur & Kapoor, 2001).

Os principais antioxidantes presentes em frutas sdo vitamina C, carotendides e
polifendis. A vitamina C, ou 4acido ascorbico, ¢ amplamente encontrado em frutas
citricas e estd presente em maior concentragdo na acerola, na laranja, no limdo e no
morango.

Viérios carotendides, em especial o [-caroteno, o licopeno, a luteina e a
zeaxantina, apresentam atividade antioxidante. Além de apresentar carater antioxidante,
os carotendides também sdo responsaveis pela coloragdo do fruto. Os carotendides mais
importantes para pigmentagdo dos frutos sdo o [B-caroteno (amarelo), precursor da
vitamina A, e o licopeno (vermelho) (Award, 1993). O licopeno, o principal carotenoide
presente no tomate, esta relacionado com a prevengdo de diversos tipos de cancer, das
quais a prevencao do cancer de prostata tem sido mais documentada (Rao & Rao, 2007).

Outro tipo de pigmento encontrado em frutas sdo as antocianinas, que
apresentam coloragdo vermelha, parpura ou violeta dependendo do pH do meio. As
antocianinas sdao polifendis da classe das antocianidinas, glicosiladas geralmente na
posicao 3 (Manach et al., 2004).

Os polifendis também oferecem sabor a fruta. Eles sdo responséaveis pelo sabor
amargo ¢ adstringente (ver tabela 5). A adstringéncia é definida como sensacdo de
secura e enrugamento da boca que ¢ detectada em toda cavidade oral (Drewnowski &
Gomez-Carneros, 2000). A sensacdo de secura deve-se a formacdo de complexos
insoluveis de taninos com proteinas e glicoproteinas presentes na saliva que diminuem a
lubrificagdo da superficie oral (Siebert & Chassy, 2003). Normalmente as pessoas
rejeitam alimentos que sdo excessivamente amargos e adstringentes, por essa razao a
industria de alimentos desenvolveu uma série de processos que amenizam os sabores
atribuidos aos polifendis (Drewnowski & Gomez-Carneros, 2000). O desaparecimento
natural da adstringéncia ou o induzido por via artificial deve-se a coagulacio,
condensac¢do ou polimerizagdo dos taninos presentes no fruto, tornando-os insoluveis e,

portanto, incapazes de formar complexos (Awad, 1993).
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Tabela 5: Sabor conferido aos polifenois presentes em alimentos vegetais'.

Classe Componente Sabor

Flavanonas Naringenina Amargo

Flavonéis Quercetina Amargo

Flavanois Catequina e epicatequina Amargo
Galato de epicatequina Amargo e adstringente
Epigalocatequina Amargo com sabor adocicado

residual
Isoflavonas Genisteina e daidzeina Amargo ou adstringente
Taninos condensados Peso molecular <500 D Amargo

Peso molecular > 500 D Adstringente

Taninos hidrolizaveis Amargo e adstringente

" (Adaptado de Drewnowski & Gomez-Carneros, 2000)

2.4.1 — Alteracoes ocorridas durante a maturac¢ao do fruto.

A maturidade fisiologica da fruta ¢ atingida quando esta se torna adequada para
o consumo humano, com suas caracteristicas tipicas de sabor, cor, textura, declinio na
acidez e desaparecimento da adstringéncia, segundo cada tipo e variedade de fruta
(Awad, 1993). As fases do desenvolvimento do fruto correspondem a pré-maturagao,
maturacao (incluindo no seu processo final o amadurecimento) e senescéncia.

A pré-maturacdo, estagio de desenvolvimento que antecede a maturagdo, ¢
caracterizada pelo extensivo aumento do volume da fruta, que, nessa fase, ainda ndo
esta apta para o consumo (Chitarra & Chiatarra, 1990).

A maturagdo ¢ o estagio de crescimento pleno em que o fruto atinge maxima
qualidade comestivel. Corresponde a uma seqiliéncia de mudangas na cor, sabor, aroma
e textura que torna o fruto apropriado para o consumo “in natura” e/ou para a
industrializacdo. J& o amadurecimento, corresponde ao periodo final da maturacdo, no
qual o fruto completamente desenvolvido torna-se mais palatavel. Nesse estagio final da
maturacao, os sabores e odores especificos se desenvolvem em conjunto com o aumento
da dogura da fruta (Chitarra & Chiatarra, 1990).

A matura¢dao ¢ um processo sem volta que progride para a senescéncia da fruta,

que se caracteriza pelo aumento da permeabilidade das membranas celulares,
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desidratagdo, amolecimento avancado e aumento da susceptibilidade a invasdo de
microorganismos (Chitarra & Chiatarra, 1990).

As alteracdes ocorridas na fase de maturacdo da fruta sdo primordiais para
determinacio da qualidade da fruta e, portanto, sua aceitagdo para o consumo. E
importante ressaltar que as frutas podem amadurecer na planta ou fora dela. Quando
separada da planta, apds atingir a maturidade fisioldgica, a fruta depende de suas
proprias reservas para manter-se metabolicamente ativa, conservar sua integridade
fisiologica e reparar possiveis danos a sua estrutura (Awad, 1993). A tabela 6
apresentada abaixo relaciona as principais alteracdes fisioldgicas e bioquimicas que

ocorrem no estagio de maturagao.

Tabela 6: Alteragdes fisiologicas e bioquimicas observadas no estagio de maturagao da
fruta'.

Maturacao Amadurecimento
e Desenvolvimento das sementes; e Aumento na atividade do ciclo de
Krebs;

e Mudanga na cor;
g e Formagdo de  carotendides e
e Mudanca na taxa respiratoria; .
antocianinas;
e Producado de etileno; _—
i ’ e Destruicdo dos cloroplastos e quebra

e Mudancas na permeabilidade dos da clorofila;

tecidos; e . . N
’ e Hidrdlise do amido e interconversao

e Mudanca na textura; de agucares;

e Mudancas quimicas nos carboidratos, e Destruicao de acidos;

acidos organicos roteinas, fenois - -

. & S P ’ > o Inativagado de fenois;
pigmentos e pectina;

N A o e Inicio do rompimento de membranas;

e Producao de substancias volateis; p ’

~ e Amaciamento da parede celular;
e Formacdo de ceras na casca.

e Sintese de volateis aromaticos.

" Adaptado de Chitarra & Chiatarra, 1990

A energia necessaria para a maturagdo do fruto provém do processo de
respiracdo celular. A conversao de amido em agtcares ¢ a principal fonte de substratos
energéticos. Portanto, a hidrdlise do amido e da sacarose em agucares soliveis, em
especial glicose e frutose, ¢ um dos principais fatores responsaveis pelo aumento da
dogura do fruto verificado durante o processo de maturagdo (Chitarra & Chiatarra,

1990).
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No processo de respiracao, a glicose ¢ convertida a acido piravico que, por sua
vez, na presenca de oxigé€nio, ¢ oxidado completamente a CO;, e dgua produzindo
energia em forma de ATP. No entanto, mesmo em condi¢des normais de oxigénio, parte
do 4cido piruvico ¢é convertida a acetaldeido e, em seguida, a dlcool etilico no processo
de glicolise anaerobica. Tanto o acetaldeido quanto o etanol, em especial o primeiro,
provocam a polimerizacao dos taninos soliveis, o que resulta na perda da adstringéncia
do fruto (Antoniolli et al., 2000; Muioz, 2002).

No final do processo de maturagdo, determinados frutos apresentam um aumento
na taxa de respiracdo, evento este denominado subida climatérica. Os frutos que
possuem esse padrao de atividade respiratoria (como por exemplo, abacate, banana,
caqui, goiaba, péra, manga ¢ mamao) sao denominados frutos climatéricos. Os frutos
que apresentam pouca variagdo na taxa respiratoria na etapa de maturacdo sao chamados
frutos ndo climatéricos. Os frutos nao climatéricos mais conhecidos sdo: laranja,
tangerina, limao, abacaxi, uva, morango, caju, carambola, melancia e cacau. Os frutos
ndo climatéricos apresentam amadurecimento mais lento, sem uma subita demanda de
energia. Por outro lado, o processo de maturacdo dos frutos climatéricos ocorre
rapidamente, com grande demanda de energia responsavel pelo rapido aumento da taxa
respiratdria (Chitarra & Chiatarra, 1990; Awad, 1993).

O aumento da taxa respiratoria em frutos climatéricos ocorre pelo aumento da
producdo de etileno no fruto. O etileno ¢ conhecido como ‘“horménio do
amadurecimento”, sendo responsavel por diversas respostas fisioloégicas do processo de
maturacgdo do fruto, incluindo o climatério respiratério (Awad, 1993).

A perda da cor verde também ¢ um indicador importante para determinar o
estagio de maturacdo da fruta. Essa alteracdo ocorre devido a quebra da estrutura da
clorofila e sintese de carotendides e antocianinas responsaveis pela coloracdo do fruto
maduro (Awad, 1993; Toivonen & Brummell, 2008). O escurecimento de alguns frutos
como, por exemplo, a magd ocorre devido a acdo da enzima polifenol oxidase, que
oxida os polifendis a quinona. A reacdo subseqiiente da quinona leva ao acimulo de
melanina responsavel pelo escurecimento do fruto (Toivonen & Brummell, 2008).

O amolecimento do fruto é outra transformagdo caracteristica do processo de
maturacdo. A perda de consisténcia do fruto resulta da decomposi¢ao da parede celular,
em especial pela alteracdo da pectina e demais moléculas poliméricas como a celulose e
hemicelulose. A pectina presente na parede celular encontra-se ligada ao calcio,

formando o pectato de calcio. Com o amadurecimento, hd liberacdo do calcio e
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solubilizagdo da protopectina o que promove a alteragdo da textura do fruto (Toivonen
& Brummell, 2008; Chitarra & Chiatarra, 1990). Além disso, a celulase provoca a
despolimerizagdo da hemicelulose e celulose contribuindo com a desestruturacdo da

parede celular (Awad, 1993).

2.5 — Caqui (Diospyros kaki)

O caquizeiro, ou Diospyros kaki, ¢ uma planta de origem asiatica, pertencente a
familia Ebenaceae, cultivada principalmente na China e no Japao. O caquizeiro foi
introduzido no Brasil no fim do século XIX. A expansdo do cultivo no pais, no entanto,
s6 ocorreu em 1920 com a chegada de imigrantes japoneses (Corsato et al., 2005).

Segundo Martins e Pereira (1989), o caqui pode ser classificado em trés
variedades distintas: tipo sibugaki, amagaki e variavel. O tipo sibugaki possui polpa
sempre taninosa, de cor amarelada podendo ou nao apresentar semente. No Brasil,
destacam-se neste grupo os cultivares Taubaté, Pomelo, Rubi, Trakoukaki, Hachiya e
Coragao-de-boi. O tipo amagaki é sempre ndo-taninosa e pode ou ndo apresentar
sementes. Os cultivares Fuyu, Jiro, Hanagosho e Fuyuhana sdo os principais
representantes deste grupo. Ja o tipo variavel possui polpa taninosa quando sem
semente e polpa ndo-taninosa quando apresentam uma ou mais sementes. No Brasil, os
principais cultivares do tipo varidvel sdo Rama Forte, Giombo, Chocolate, Kaoru e Luiz
de Queiroz (Martins e Pereira, 1989).

Ha, porém, outros tipos de caqui que nao foram citados por Martins e Pereira e
sdo cultivados em paises do Mediterraneo e da Asia. Nos paises como Italia, Espanha e
Israel, os principais cultivares de caqui encontrados sdo, respectivamente, “Kaki Tipo”,
do tipo varidvel ndo adstringente, “Rojo Brilhante”, do tipo sempre adstringente, e
“Triumph”, do tipo variavel adstringente (Giordani, 2002).

A maioria dos frutos do cultivar Rama Forte ndo possui sementes, sendo,
portanto, taninosos. Os frutos apresentam tamanho médio (comparado com as outras
variedades de caqui), com formato achatado, sabor adocicado e polpa consistente, com
coloragdo amarelo-escura nos frutos sem semente e parda quando com sementes
(Martins e Pereira, 1989).

Nos frutos dos cultivares do tipo varidvel com semente (ndo taninosos) a

auséncia de adstringéncia deve-se, a coagulacdo dos taninos pelo etanol e acetaldeido
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produzidos pela semente durante o estagio intermedidrio de crescimento do fruto
(Awad, 1993).

Os caquis do tipo “sibugaki” e os do tipo varidvel sem sementes apresentam
polpa taninosa, mesmo quando maduros. Em razdo disso, apos a colheita, precisam ser
tratados para que seja eliminada a adstringéncia desagradavel ao paladar (Martins e
Pereira, 1989).

Os principais processos empregados para a destanizagdo do caqui sdo: 1)
exposicdo ao vapor de alcool etilico; ii) exposi¢do a altas concentracdes de CO; e iii)
exposicdo ao etileno (Munoz, 2002). Os dois primeiros processos tém como objetivo
produzir acetaldeido no interior do fruto. A formacgao de acetaldeido a partir do etanol
ocorre por meio da enzima dalcool desidrogenase. Em atmosfera rica em CO,, o
acetaldeido ¢ produzido no processo de glicolise anaerdbica relatado anteriormente
(Chitarra & Chiatarra, 1990; Mufoz, 2002). Ao contrario dos dois métodos anteriores, o
etileno ndo ¢ um destanizador. Ele ¢ responsavel pela indu¢ao do climatério respiratorio,
acelerando, dessa forma, a maturacao da fruta. A destanizacdo do fruto ¢ na realidade
uma conseqliéncia do amadurecimento acelerado (Mufoz, 2002).

O estudo apresentado por Munoz (2002), no qual avaliou os métodos de
destanizagdo do caqui “Rama Forte”, demonstrou que a exposicdo da fruta em
atmosfera contendo 70% de CO, ¢ o método mais eficiente para remover a
adstringéncia, mantendo-se a firmeza da polpa. O autor verificou que os frutos tratados
com etanol somente perdem a adstringéncia apds o quinto dia de exposicdo e os frutos

tratados com etileno amolecem rapidamente (Mufioz, 2002).

2.5.1 — Analise de compostos antioxidantes presentes no caqui.

O caqui ¢ uma fruta rica em carotendides, em especial B-caroteno, -
criptoxantina, zeaxantina, luteina e licopeno (Ancos et al., 2000). Além disso, ¢ uma
boa fonte de polifendis como acido galico e acido cumadrico (Goristein et al., 2001).
Estudo realizado com caquis cultivados no Japdo verificou que os caquis taninosos
possuem maior concentragdo de polifendis do que os ndo taninosos. Essa diferenca se
da principalmente pela maior concentracao de acido galico em caquis taninosos (Suzuki

et al., 2005).
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A presenga de carotendides e polifendis no caqui confere-lhe uma atividade
antioxidante bem expressiva. No estudo de Katsube e colaboradores (2004), apenas o
extrato etanolico de caqui adstringente apresentou atividade antioxidante contra o ensaio
de oxidagdo de LDL, enquanto que o extrato etanodlico de caqui ndo adstringente
apresentou baixa atividade antioxidante. A acdo antioxidante do caqui adstringente foi
atribuida a uma atividade seqiiestradora de radicais livres devido a expansao do tempo
da fase lag (fase inicial lenta) da cinética de peroxidagdo lipidica. O aumento da fase lag
foi proporcional a concentracdo de caqui no meio reacional. Esse comportamento foi
confirmado no ensaio de avaliagdo de atividade seqiiestrante com radical DPPH
(Katsube et al., 2004).

Além do que foi mencionado acima, estudos da atividade antioxidante in vivo
com extrato de caqui também ja foram realizados. Varios estudos apresentados por
Gorinstein e colaboradores verificaram que uma dieta suplementada com caqui do
cultivar “Triumph” diminui significativamente a concentracdo de lipoperdxidos em
ratos alimentados com dieta rica em colesterol (Gorinstein et al., 1998a; Gorinstein et
al., 1998b; Gorinstein et al., 2000). Mais ainda, a suplementacdo com caqui melhorou o
perfil lipidico dos ratos, diminuindo os niveis de triglicerideos e de LDL-colesterol. A
suplementagdo feita com a casca do caqui apresentou melhores resultados quando
comparado com a polpa da fruta (Gorinstein et al., 1998b). A diferenca encontrada entre
casca e polpa foi justificada posteriormente a uma maior concentragdo de polifenois

observado na casca do caqui em relagdo a polpa (Gorinstein et al., 2001).
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3 — Objetivos

Capitulo 1 - Andlise do potencial antioxidante do acido eladgico (AE) em sistemas

geradores de radicais livres mediados por Cu(Il) e ascorbato.

O estudo desenvolvido com o AE tem como objetivo principal determinar o
mecanismo antioxidante desse bifenol na presenga de Cu(Il). Além disso, podemos citar
como objetivos especificos: i) determinar o potencial antioxidante do AE contra a
degradacdo oxidativa da 2-desoxi-D-ribose e do DNA plasmidial; ii) quantificar a
velocidade de oxidacdo do ascorbato e a velocidade de consumo de oxigénio na
presenca de diferentes concentragdes de AE; iii) quantificar a formagdo de radical
ascorbil em diferentes concentracdes de AE; iv) finalmente, analisar a capacidade do

AE em reduzir ions cupricos.

Capitulo 2 - Atividade antioxidante do extrato aquoso da polpa de caqui Rama Forte

(Diospyros kaki).

O segundo capitulo dessa dissertagdo tem o objetivo de analisar o potencial
antioxidante do extrato aquoso do caqui Rama Forte. Determinamos como principais
objetivos especificos do trabalho: i) analisar o potencial antioxidante do extrato de caqui
contra a degradacdo oxidativa da 2-desoxi-D-ribose mediada por Fe(IIl)-co-quelante e
ascorbato; ii) analisar o potencial antioxidante do extrato de caqui contra a peroxidagao
lipidica mediada por regentes de Fenton e pelo sistema Fe(IIl)-citrato e ascorbato; iii)
verificar a formagdo de radical ascorbil e do aduto DMPO-'OH na presenga de
diferentes concentragcdes de extrato aquosos de caqui; iv) fornecer evidéncias que
auxiliem na determinacdo do mecanismo de agdo antioxidante e/ou pro-oxidante do

caqui nos sistemas analisados.



33

Capitulo 1

Analise do potencial antioxidante do AE em sistemas geradores de

radicais livres mediados por Cu(Il) e ascorbato.

4 - Materiais e Métodos:

4.1 - Reagentes:

Os reagentes acido ascorbico, acido elagico (AE), 2-desoxi-D-ribose (2-DR),
fosfato dibasico de potassio (K,HPO,), fosfato monobasico de potassio (KH,POy),
brometo de etidio e acido tiobarbitirico (TBA) foram adquiridos da Sigma Chemical
Co. Os demais reagentes (sulfato de cobre (Cu II), acido fosforico e agarose) foram
adquiridos de outras empresas e possuem qualidade analitica.

A solugao de acido eldgico foi preparada, diariamente, com adi¢do de 6,6 mg de
AE em 200 mL de tampao fosfato (2,5 mM, pH 7,2). O acido elagico ndo solubiliza
completamente em meio aquoso, sendo assim, a concentragdo da solugdo estoque foi
calculada pelo coeficiente de Absortividade Molar (¢) do AE em meio aquoso (€36onm=
1,62 + 0,04) x 10* M cm'l) descrito por Bock e colaboradores em 1981. A
concentragdo da solucdo de AE era analisada antes do inicio do experimento e seu
calculo foi realizado segundo a equacdo abaixo. A solucdo estoque de AE descrita
acima apresentava uma concentracao de AE em torno de 40 a 50 uM e era feita poucos

minutos antes de ser adicionada ao meio reacional.

A 360nm

Concentraco estoque =
coeficiente de Absortividade Molar (£)

As solucdes de 2-desoxi-D-ribose, acido fosforico e de acido ascorbico foram
preparadas em 4gua deionizada, sendo este ultimo preparado diariamente. A solucdo de
Cu(II) foi preparada diariamente em 10 mM de HCI. A solucdo de TBA, preparada em

50 mM de NaOH, foi utilizada por um periodo de no maximo 2 dias.
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O DNA plasmidial pUC 18 foi cedido pelo Grupo de Imunologia Molecular,
chefiado pelo prof. Dr. Marcelo Brigido, do laboratério de Biologia Molecular (IB-
CEL) da UnB.

4.2 - Dano oxidativo a 2-desoxi-D-ribose:

Trata-se de um método espectrofotométrico que tem como principio quantificar
o dano oxidativo ao agtcar 2-desoxi-D-ribose (2-DR) causado por espécies reativas de
oxigénio, em especial radical hidroxil. A reagdo do radical hidroxil com a 2-DR forma,
além de outros produtos, um composto de 3 carbonos, malonaldeido (MDA). A
quantificacdo de MDA foi feita com adi¢do de acido tiobarbitirico por meio da
formagao do aduto cromogénico (TBA,-MDA) que possui pico espectrofotométrico de
absor¢do em 532 nm (Gutteridge, 1981).

O sistema gerador de radical hidroxil foi formado por ion Cu(Il) em mistura com
ascorbato como agente redutor (esquema 3). Nesse sistema, o ion metalico sofre
redu¢do formando Cu(I) e o ascorbato é oxidado a radical ascorbil. A forma reduzida do
ion metalico reage com o oxigénio dissolvido no meio gerando radical superoxido (O,7)

e, posteriormente, radical hidroxil ((OH).

Cu(II) + ascorbato — Cu(I) + ascorbil’ (1)
Cu(l) + O, — Cu(Il) + Oy” ()
20,"+2H" — H,0,+0, (3)
Cu(I) + H,0, — Cu(Ill) + OH + 'OH 4)
‘OH + 2-DR — produtos de degradagio ®)]

Esquema 3: sistema gerador de radical hidroxil mediado por Cu(Il) na presenca do
redutor ascorbato.

O meio reacional foi composto de 20 mM de tampao fosfato (KPi) (pH 7,2), 2-
DR, AE e Cu(Il) pré-incubados por 5 minutos (exceto no experimento de variagao do
tempo de pré-incubac¢do do AE com Cu(Il)). A reacdo foi iniciada pela adi¢do de acido

ascorbico (0,5 mM) ao meio reacional contendo os reagentes supracitados. A reacao foi
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conduzida em 0,5 mL por 15 minutos em temperatura ambiente (25 = 1°C), sendo entdo
finalizada por meio da adi¢cdo de 0,5 mL de acido fosforico 4% (v/v) seguida de 0,5 mL
de TBA 1% (p/v). O meio foi aquecido em banho-maria (98°C) por 15 minutos, em
seguida foi feita a quantificagdo espectrofotométrica do aduto TBA,-MDA em 532 nm
no espectrofotometro Hitachi-1000.

Foi utilizado para cada condicdo experimental um controle negativo da
metodologia denominado “tempo zero” no qual o 4cido ascoérbico ou o ion metélico era
adicionado ao meio reacional apds o acido fosforico e o TBA. A absorbancia do
controle “tempo zero” foi subtraida dos wvalores obtidos para cada condigdo
experimental (Hermes-Lima et al., 2000).

Os valores de Isy (indice de inibicdo de 50% dos danos) foram calculados no

software Kinetics para sistema operacional DOS.

4.3 - Cinética de oxidacao do ascorbato:

O ascorbato, ao reagir com ions metalicos, ¢ oxidado a radical ascorbil (reagao
1, esquema 3). Dessa forma, ¢ possivel avaliar a cinética dessa reagdo através do
desaparecimento de ascorbato no meio reacional.

A oxidacdo do ascorbato foi analisada por meio do decaimento da absorbancia
em 265nm que corresponde ao pico espectrofotométrico de absorcdo do acido
ascorbico. O meio foi tamponado com 20 mM de tampao fosfato (pH 7,2) e o AE foi
pré-incubado por 5 minutos com Cu(Il) (5 uM) para a formagdo do complexo AE-
cobre. A reagdo foi entdo iniciada com a adicdo de ascorbato (100 uM). Os ensaios
realizados com diferentes concentragdes de AE foram lidos contra seus respectivos
brancos contendo 20 mM de tampao fosfato, 5 uM de Cu(Il) e AE na concentragdo
referente ao experimental.

A cinética de oxidacdo do ascorbato realizada em 1 mL de volume final foi
acompanhada por 3 minutos no espectrofotometro Genesys Il — Milton-Roy. O
parametro de analise dos resultados foi feito por meio da velocidade média de oxidacao
do ascorbato, dado em A/s, determinado pela diferenga entre a absorbancia no inicio da

reacdo e a absorbancia ap6s 3 minutos de reagdo, dividido pelo tempo total de reacao.
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4.4 - Ressonincia paramagnética eletronica (RPE): Radical ascorbil

A técnica de ressondncia paramagnética eletronica (RPE ou, do inglés, EPR)
consiste em detectar, de maneira direta, substancias que possuem  elétrons
desemparelhados. A técnica tem por principio basico que qualquer substancia,
possuidora ou nao de elétrons livres, ao ser colocada em um campo magnético externo
tera seus spins orientados a favor ¢ contra este campo. Os Spins orientados a favor do
campo magnético possuem menor energia e, em niumero quantico, Mg = -%. Os Spins
orientados contra o campo magnético possuem maior energia ¢ Mg = +'%. Dessa forma,
um radical livre, que possui elétrons desemparelhados, apresentaria uma diferenga de
populacdo entre spins com Ms = -2 e com Ms = +%. Esse saldo de spins gera uma
diferenca de energia que, ao ser detectado em um espectrémetro, leva a formagao de um
espectro unico para cada molécula radicalar (Augusto, 2006). Sendo assim, ¢ possivel
analisar a geragdo do radical através do sinal observado no espectrometro. A intensidade
do sinal ¢ proporcional a quantidade de radical formado.

O objetivo do uso da técnica de EPR foi verificar a interferéncia do polifenol AE
e do extrato de caqui na formacao do radical ascorbil. O radical ascorbil possui espectro

de duas linhas conforme a apresentacdo na figura 3.
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Figura 3: espectro do radical ascorbil

Os meios reacionais foram preparados em volumes de 1 mL e as leituras dos
espectros foram realizadas em capilares de vidro através da retirada de aliquotas dos
meios com a reagdo ja em curso. Os experimentos foram efetuados, em temperatura
ambiente (25 = 1 °C), no espectrometro Bruker ESP 300 equipado com o ressonador ER
4102 ST com a colabora¢ao do professor Antonio Alonso do Instituto de Fisica da

Universidade Federal de Goias (IF-UFG).
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O experimento realizado com o AE utilizou o sistemas Cu(Il) + ascorbato para
gerar o radical ascorbil. O espectrometro foi ajustado nas seguintes condigoes:
freqiiéncia de microonda de 9,81 GHz, freqiiéncia de modulacdo de 100 KHz, amplitude
de modulagdao de 0,359 G, poténcia de 0,2 mW e ganho de 1 x 10°. Diferentes
concentragdes de AE foram pré-incubadas com 5 e 15 pM de Cu(Il) por 5 minutos em
meio tamponado com tampao fosfato (20mM). A reagdo foi iniciada com a adi¢cdo de
acido ascorbico (concentracdao final de 1 mM). Cada espectro do radical ascorbil foi
obtido através da leitura de 2 espectros. A conclusdo da leitura do espectro ocorreu apos
3 minutos do inicio da reacao.

Os espectros foram analisados com o auxilio do programa Bruker WIN-EPR
versdo 2.11. A quantificacdo do radical ascorbil foi feita através da altura do pico
(representado em unidades arbitrarias) da primeira linha de ressonancia. A altura do

ruido presente no espectro foi subtraida da altura do pico de analise.

4.5 - Cinética de consumo de oxigénio

O ensaio de consumo de oxigénio tem como objetivo calcular o decaimento da
concentracdo de oxigénio presente no meio reacional. De acordo com a reagdo 2
(esquema 3), o ion Cu(I) ¢ oxidado pelo oxigénio dissolvido no meio formando radical
O,". A cinética dessa reagdo foi analisada por meio da velocidade de desaparecimento
do oxigénio.

A cinética de consumo de oxigénio foi realizando no eletrodo de Clark, modelo
YSI 5300 (Yellow Springs Instruments Co.), em temperatura ambiente com 3 mL de
volume final. O meio reacional foi composto de 20 mM de tampao fosfato (pH 7,2), 15
uM de Cu(Il) e variadas concentracdes de AE (0-15 uM) pré-incubados por 5 minutos.
A reacdo foi iniciada com a adicdo de ascorbato (0,5 mM) e acompanhada por 30
minutos.

A concentragdo inicial de oxigénio dissolvido (referente a 100% de oxigénio) foi
de 220 uM, que corresponde a concentracdo encontrada em altitudes de 1000 metros
acima do nivel do mar (Hermes-Lima et al., 2001).

A velocidade de consumo de oxigénio foi analisada no software Kinetic para

sistema operacional DOS. O coeficiente angular da reta, que indica a velocidade de
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desaparecimento do oxigénio, foi calculado utilizando-se a fase linear do inicio do

decaimento (correspondente aos 5 minutos iniciais).

4.6 - Degradaciao Oxidativa do DNA

Os danos oxidativos em DNA plasmidial pUC 18 mediados por ions Cu(ll) e
ascorbato foram observados através do desaparecimento da sua forma nativa
superenovelada do plasmideo (do inglés supercoiled - DNAsc) originando as formas
circular aberto (ou open circular — DNAoc) e linear (DNAL) (Hermes-Lima 1998). Apos
sofrer dano oxidativo, o DNA ¢ aplicado ao gel de eletroforese para a separacdo das
diferentes formas.

O polifenol AE e o fon Cu(Il) foram pré-incubados por 5 minutos antes da
adi¢do de aproximadamente 10 ng/uL. de DNA. A reacdo foi iniciada com adi¢do de 1
mM de ascorbato (concentracdo final) sendo conduzida em 50 pL por 8 minutos a
temperatura ambiente (25 + 1°C). A reacdo foi finalizada com a adi¢do de tampao de
amostra 1X (glicerol 50% e azul de bromofenol). As amostras foram entdo aplicadas em
gel de agarose (0,8% p/v) preparado em TEB 1X (tris 0,89 M, acido bdrico 0,89 M e
EDTA 0,08 M) na presen¢a de 0,5 ng/mL de brometo de etideo. Uma corrente elétrica
de 70 mA e uma DDP de 60V foi aplicada ao gel por aproximadamente 1 hora para
separacdo das bandas de DNA e, em seguida, a imagem foi visualizada em um
transiluminador de UV e gravada em midia para a quantifica¢dao das bandas.

A quantificacdo dos danos oxidativos foi realizada com o auxilio do softwear
PhotoCaptMw versdo 10.1 para Windows. Os resultados apresentados indicam o
percentual de DNAsc. A quantificagdo do DNAsc foi feito de acordo com a equagdo
abaixo para corrigir a diferenca de luminosidade presente na fragcdo superenovelada do

pUC 18 (Hermes-Lima et al, 1998).

%SC =[1,4 x SC/(L + OC + (1,4 x SC))] x 100
Onde: SC se refere a por¢ao superenolvelada
L a porg¢do linear

OC a porgao circular aberto
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4.7 - Analise Espectrofotométrica do complexo AE-cobre

O espectro do complexo AE-cobre foi realizado no espectrofotometro Hitachi U-
2001 em meio contendo 20 mM de tampao fosfato (pH 7,2), 10 uM de AE e variadas
concentragdes de Cu(Il) (0-30 uM). As leituras foram iniciadas imediatamente apos a
adicao do Cu(Il) ao meio e as amostras foram feitas contra tampao fosfato (20 mM). A
varredura do espectro foi realizada nos comprimentos de onda de 200 a 700 nm com

velocidade de 200 nm/min e intervalo de impressao de 10 nm.

4.8 - Analise da reduc¢io do Cu(Il) pelo AE por meio do ensaio da neocuproina.

O estudo da capacidade do AE em reduzir ions Cu(Il) e da cinética de remogao
dos ions reduzidos do complexo AE-Cu(I), foi realizado por meio de do estudo
espectrofotométrico de competicdo utilizando um ligante especifico de Cu(l), a

neocuproina (2,9-dimetil-1,10-fenantrolina) ( Hermes-Lima et al., 2001).

O meio reacional era composto de tampdo fosfato (20 mM) pH 7,2; Cu(Il)
(20uM); AE (2uM) e 5SmM de neocuproina. A reacdo foi iniciada com a adicdo de
neocuproina no meio contendo tampao e o complexo Cu-AE pré-formado, sendo a
cinética de remocdo de ions Cu(I) do complexo acompanhada por 30 minutos em
temperatura ambiente (25 £ 1°C) no comprimento de onda de 450 nm, especifico para o

complexo neocuproina-Cu(l).
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5. Resultados e Discussoes

5.1 — Analise do complexo AE-cobre.

O resultado obtido na figura 4 indica que ha alteracdes no espectro do AE com o
aumento da concentracdo de Cu(Il) no meio, o que caracteriza a formacdo de um
complexo AE-cobre. O pico de absorbancia em 360 nm, caracteristico do AE, diminui
com o aumento da concentragdo de Cu(Il). Por outro lado, observa-se também um
aumento da absorbancia em torno de 420 nm proporcional a concentracao de Cu(Il) no
meio. O aparecimento dos pontos isosbésticos em 330 e 390 nm evidencia a formagdo
do comlexo AE-cobre. Ao analisar a variagdo da absorbancia nesses dois comprimentos
de onda (figura 4b), em especial em 420 nm, verifica-se que a partir de 10 uM de Cu(II)
nao ha diferenca significativa na alteragdo do espectro (ANOVA/SNK). Esse resultado

indica formag¢ao de complexo em solu¢do aquosa na razdo 1:1 de AE e cobre.
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Figura 4: (A): Efeito da concentragdo de Cu(Il) no espectro do AE (10uM) contendo 20mM de
tampao fosfato. A varredura dos espectros AE-Cu(ll) foi realizada imediatamente apds a adicao
do ion metalico em meio tamponado contendo AE. (B): Alteragdes nos picos de absorbancia em
360 nm(m) e 420 nm (o) do espectro de AE em concentragdes crescentes de Cu(Il). Os valores
representam a média = DP (n=3).
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O estudo de Bock e colaboradores (1981) também verificou formagdo de
complexo AE-cobre de razdo aproximadamente 1:1. Os resultados apresentados pelos
autores, também demonstram diminui¢do da absorbancia em 360 nm e a formacdo de
pontos isosbésticos em 340 nm e, aproximadamente, em 390 nm. Além disso, no estudo
de Bock, foi verificado um desvio do espectro na regido de 280 nm que também pode
ser visualizado em nosso resultado.

Alteragdes espectrais do AE também foram observadas na presenca de Fe(Il) e
Fe(IlI). De acordo com Ginani (2005), tanto o Fe(Il) quanto o Fe(Ill) promovem a
mesma modificagdo do espectro do AE, que ¢ caracterizado pela diminui¢do do pico de
absorbancia em 360 nm com concomitante aumento em 550 nm. As hipdteses
levantadas para justificar os perfis idénticos dos espectros do AE-Fe(Il) e AE-Fe(Ill)
foram: 1) a existéncia de grande semelhanca entre os dois espectros; ii) redug¢do do
Fe(Ill) a Fe(Il) com conseqiiente oxidacao do AE; iii) oxida¢ao do Fe(II)-AE pelo
oxigénio (Ginani, 2005).

A formacdo do complexo do AE com o cobre ndo indica necessariamente que
vail haver uma inibicdo da geragdo de EROs. O complexo formado pode reduzir a
velocidade da reacdo de oxi-redugdo formadoras de radical hidroxil das quais o ion
metalico faz parte; disponibilizar ainda mais o ion metalico para tais reagdes ou mesmo,
ndo interferir na velocidade de reacdo. Um exemplo classico de quelante que
disponibiliza o ion metalico para a reagdo ¢ o EDTA. A produgdo de radical hidroxil
aumenta quando o Fe(IIl) se encontra ligado a este quelante (Halliwell, 1978; McCord
& Day Jr, 1978). Entretanto, o mesmo ndo ¢ verificado com o ion Cu(II).

Como ndo existem trabalhos que demonstraram o efeito antioxidante da
complexacdo do AE com ions metélicos, propomos investigar se o AE realmente
apresentaria esse mecanismo quelante-antioxidante. Portanto, os préximos ensaios
tiveram como objetivo avaliar o comportamento do AE em sistema gerador de radical

livre mediado por Cu(Il) e ascorbato.
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5.2 — Inibicao da degradacao oxidativa da 2-DR pelo AE.

O potencial antioxidante do AE foi analisado inicialmente por meio do método
de degradacdo oxidativa da 2-DR. A curva de variagdo da concentracdo de AE,
apresentada na figura 5, foi realizada em meio contendo 5 ou 15 uM de Cu(Il) e 0,5 mM
de ascorbato. Observa-se que a inibi¢do da degradagdao da 2-DR ¢ dependente da
concentragdo de AE no meio reacional. A maxima protecdo do AE (de
aproximadamente 95%) ¢ verificada em concentragdes iguais ou superiores a 10 uM e
15 uM em meio contendo, respectivamente, 5 uM e 15 uM de Cu(II).

A partir da curva de variagdo da concentracao de AE ¢é possivel determinar a
concentragdo desse antioxidante capaz de inibir 50% o dano oxidativo a 2-DR,
denominado Isy. Os valores de sy obtidos na presenca de 5 e 15 uM de Cu(Il) foram,
respectivamente, iguais a 3,02 £ 0,4 ¢ 5,2 £ 1,04 uM.

Valores de Isp na faixa de poucos micromolares sdo caracteristicos de moléculas
quelantes. Antioxidantes classicos com atividade seqiliestradora de radical hidroxil como
o etanol e o DMSO (dimetilsulféxido) apresentam valores de Isp em torno de 19 e 38
mM, respectivamente, em meio contendo 10 uM de Cu(ll) e 3 mM de ascorbato
(Hermes-Lima et al., 2001).

Observa-se que na curva de variagao da concentracdo de AE na presenga de 15
uM de Cu(Il) a méxima inibicdo do dano oxidativo a 2-DR (de quase 100%) apresenta
razdo 1:1 AE-cobre. Considerando que o mecanismo do AE se deva realmente a uma
atividade quelante, este resultado confirma novamente a estequiometria 1:1 para o
complexo AE-cobre que foi verificada no estudo espectral de complexagao discutido
anteriormente. No entanto, na presenca de 5 pM de Cu(II), a méxima inibi¢do do dano
oxidativo a 2-DR ¢ observado com 10 uM de AE. Essa diferenca na atividade
antioxidante do AE observada nos dois sistemas contendo 5 ¢ 15 uM de Cu(II) pode ser
explicado por uma diferenca na cinética de reag¢ao, que € mais lenta em concentragdes

mais baixas de Cu(II).
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Figura 5: (A) Efeito da variagdo da concentracdo do AE (0-30 uM) sobre a degradagdo
oxidativa da 2-DR (5 mM) em tampdo fosfato (20 mM) mediada por ascorbato (0,5 mM) e
Cu(Il) 5 uM (©) e 15 uM (e). Os reagentes foram pré-incubados por 5 minutos antes da adi¢ao
de ascorbato. Os pontos acima representam a média + DP (n=8). (B) Analise dos resultados
apresentados demonstrando o efeito de protecdo do polifenol AE em meio contendo 5 uM (©) e
15 uM (o) de Cu(Il).

O AE também apresenta efeito antioxidante contra dano oxidativo a 2-DR (5
mM) na presenca de reagentes de Fenton. De acordo com Ginani (2005), o valor de Isy
obtido pelo AE na presenga de 50 uM de Fe(I) e 100 uM de H,O, foi de 66 uM de AE.
Além disso, na concentragao 1:1 de AE e Fe(Il) (50 uM cada) a protegao verificada pelo
AE contra o dano oxidativo a 2-DR foi de apenas 40% (Ginani, 2005). No estudo de
Ginani, 0 mecanismo quelante do ion metalico foi apontado como principal atividade
antioxidante do AE no sistema Fe(Il) e H,O,. O efeito protetor do AE na reagdo de
Fenton, no entanto, ¢ menor do que o encontrado no sistema Cu(Il) e ascorbato. Uma
justificativa para esse comportamento observado seria a maior afinidade do AE pelos
ions cupricos quando comparada com a do Fe(Il). No entanto, ndo existem dados na
literatura que demonstrem o valor da afinidade do AE por ions de cobre e ferro.
Portanto, seria interessante a realizagdo de ensaios que avaliem a afinidade do AE com

ions metalicos para confirmar essa hipdtese.
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Outras moléculas antioxidantes estudadas em nosso laboratério, como o PIH
(piridoxal isonicotinoil hidrazona) e o acido tanico (AT), também apresentaram valores
de Iso por volta de poucos micromolares em sistemas mediados por Cu(Il) e ascorbato.
O PIH e o AT sao antioxidantes com atividade quelante de ions ferro e cobre que
impedem, de maneira bem eficiente, a degradagdo oxidativa da 2-DR pelo radical
hidroxil (Lopes et al., 1999; Hermes-Lima et al., 1999; Hermes-Lima et al., 2000;
Hermes-Lima et al., 2001; Andrade Jr et al., 2005; Andrade Jr et al., 2006). A alta
eficiéncia do PIH em quelar ions de ferro despertou interesse para uso desse
antioxidante sintético no tratamento de doencas relacionadas ao aumento sist€émico de
ferro como a hemocromatose e a P-talasseia (Chaston & Richardson, 2003). Com
relacdo ao efeito do PIH em sistema contendo Cu(Il) e ascorbato verificou-se que o
mesmo apresenta maior eficiéncia em inibir o dano oxidativo a 2-DR quando
comparado com D-penicilamina, quelante tradicional de cobre, utilizado no tratamento
da doenga de Wilson. O valor de Isy obtido pelo PIH na presenga de 10 uM de Cu(Il) e
3 mM de ascorbato foi de 6 uM contra 10 uM da D-penicilinamina (Hermes-Lima, et
al., 2001). Esse potente efeito antioxidante do PIH foi atribuido a formagdao do

complexo PIH-cobre de razdo 1:1.

Figura 6: Estrutura do polifenol acido tanico.

O AT ¢ um polifenol que possui 10 grupos galoil ligados a um carboidrato
central (figura 6). Estima-se que um mol de AT seria capaz de quelar 6 a 8§ mols de
cobre (Andrade et al., 2005). Entretanto, apesar de apresentar uma estrutura muito maior
que o AE, o valor de Iso do AT contra o dano oxidativo a 2-DR mediado por 15 uM de
Cu(Il) e 0,5 mM de ascorbato foi de 5,3 + 0,8 uM. Este valor de Isy obtido pelo AT ¢
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bem préximo ao encontrado com o AE. Vale ressaltar que os ensaios experimentais para
o calculo de Isy dos dois polifenois (AE e AT) foram feitos em épocas distintas, o que
pode interferir nos valores absolutos de Is.

A protecdo do AE também ¢ dependente da concentragdo de Cu(Il) no meio
reacional. Na auséncia de antioxidante, o aumento de Cu(Il) provoca um aumento
linear do dano oxidativo a 2-DR. A presenca de 10 uM de AE no sistema inibe
completamente o dano causado por 5 pM de Cu(Il). Porém, a partir de 10 pM de cobre,
observa-se novamente aumento linear do dano oxidativo a 2-DR com coeficiente
angular bem semelhante ao da curva controle sem AE (figura 7a). Esse comportamento
do AE ¢ caracterizado por uma queda de 65% do percentual de prote¢do do polifenol
quando a concentragdo de Cu(Il) no meio ¢ de 50 uM (figura 7b).

Esse comportamento ¢ mais uma caracteristica de moléculas com atividade
quelante, uma vez que na medida em que se aumenta a concentragdo do ion metalico
mantendo-se a concentragdo do antioxidante, aumenta proporcionalmente a
probabilidade de haver Cu(Il) livre (ndo complexado com o antioxidante). A razao
desse comportamento observado est4 relacionada a uma quantidade limitada de AE para
complexar os ions cupricos presentes no meio em excesso estequiométrico. Sendo,
assim, ultrapassada a relagdo estequiométrica entre AE e ions cupricos, observada no
estudo espectrofotométrico apresentado acima, o dano oxidativo aumenta
proporcionalmente a concentragdo de Cu(Il) presente no meio, de forma semelhante a
curva sem o polifenol.

Mesmo comportamento foi observado com o PIH com o aumento de Cu(Il) (0-
30 uM) no meio reacional. A presenga de 7 uM de PIH inibe completamente o dano
oxidativo a 2-DR mediado por 1-7 pM de Cu(Il). Porém, o efeito antioxidante do PIH
reduz progressivamente com o aumento de cobre no meio. Concentragdo superiores a 7
uM de Cu(Il) no meio reacional provocam aumento linear do dano oxidativo com
coeficiente angular semelhante a curva controle sem antioxidante (Hermes-Lima, et al.,

2001).
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Figura 7: (A) Efeito da variagdo da concentragdo de Cu(Il) (0-50 uM) nos danos oxidativos a 2-
DR (5 mM) mediada por ascorbato (0,5 mM) em tampao fosfato (20 mM) em duas condigdes:
na auséncia de antioxidante (®) e na presenca de 10 uM de AE (0).Os reagentes foram pré-
incubados por 5 minutos antes da adi¢cdo de ascorbato. Os pontos acima representam a média +
DP (n=9). Equagoes das retas das duas condigdes experimentais (na auséncia ¢ na presenca de
AE) obtidas apartir de 5 ¢ 10 uM de Cu(Il), respectivamente. (B) Analise dos dados
demonstrando a diminui¢do da porcentagem de protecdo do AE (A) com o aumento da
concentracdo de Cu(II).

A concentracdo de 2-DR no meio reacional também interfere na atividade
antioxidante oferecida pelo AE. O aumento de 2-DR no meio provoca um aumento do
dano oxidativo a esta biomolécula (figura 8a). Esse fato é esperado, uma vez que o
aumento da concentracdo da molécula alvo leva a um aumento da possibilidade desta
reagir com os radicais livres formados, e conseqilientemente, a uma maior formagao de
MDA. Na presenca de AE, verifica-se diminuicdo do dano oxidativo em todas as
concentragdes de 2-DR. Porém, o percentual de protecdo do AE contra os danos
oxidativos a 2-DR diminui com o aumento da molécula alvo. Moléculas com atividade
seqiiestradora de radical livre apresentam esta caracteristica no percentual de protecdo
com o aumento da molécula alvo, uma vez que ha uma competicao entre o antioxidante

e a 2-DR pelo radical hidroxil.
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Figura 8: (A) Efeito da variacdo da 2-DR (0-50 mM) na auséncia de polifendis (®) e na
presenca de 10 uM de AE (©). Meio reacional contendo 15 uM de Cu(Il), 0,5 mM de ascorbato
e 20 mM de tampao fosfato. Os reagentes foram pré-incubados por 5 minutos antes da adi¢do de
ascorbato. Os pontos acima se referem a média = DP (n = 6 a 16). (B) Porcentagem de protecdo
do AE (A) em diferentes concentragdes de 2-DR.

Portanto, esse resultado indica um comportamento hibrido do polifenol AE, que
pode agir como quelante de ions metalicos e seqiiestrador de radicais livres. A atividade
seqliestradora de radicais livres pelo AE ja foi demonstrada em alguns trabalhos
realizados com este polifenol (Priyadarsini et al., 2002; Zafrilla et al. 2001). Zafrilla e
colaboradores (2001), ao estudar a habilidade do AE em seqiiestrar o radical DPPH,
verificaram que o mesmo apresenta atividade seqiiestradora equivalente a 2,6 mM de

trolox. Acredita-se que o AE reaja com o radical hidroxil (na velocidade de 8,9 x 10° M~

1 -1

s~ em pH 7) transferindo um elétron para o radical hidroxil, formando anion hidroxila
e cation de radical fenoxil. O cation radicalar posteriormente perde um préton formando
o radical fenoxil (Priyadarsini et al., 2002).

Trés mecanismos seqiiestradores de radicais livres podem ser abordados no
sistema estudado: i) a atividade seqiiestradora seria atribuida ao AE livre (ndo
complexado com o Cu(Il)); ii) o complexo AE-cobre apresentaria esta atividade

seqiiestradora; iii) ou, finalmente, ambas formas livre ou complexada apresentariam

atividade seqiiestradora de radical hidroxil.
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J& foi verificado, em outros estudos, que os complexos de polifendis com ions
metalicos apresentam atividade seqiiestradora de radicais livres. Estudo realizado com a
rutina verificou que a atividade sequestradora de radical superoxido desse flavondide
aumenta quando o mesmo se encontra complexado com cobre. O aumento dessa
atividade antioxidante pode ser explicado devido a uma atividade semelhante ao
observado pela SOD (atividade SOD-like) que seria observado somente quando a rutina
se encontra complexada com ions metéalicos, como, por exemplo, o cobre (Afanas’ev et
al., 2001). Posteriormente, esse mesmo efeito da complexacdo com ions metalicos foi
observado com outros flavonoides como a quercetina, catequina, luteolina, kaempferol
entre outros (Moridani et al., 2003).

A interferéncia do tempo de pré-incubagdo do AE com o Cu(Il) também foi
analisada (figura 9). De acordo com o resultado obtido, ndo se verifica alteracdo do
potencial antioxidante do AE em diferentes tempos de pré-incubacdo do AE com os
ions Cu(II). Ou seja, quando se inicia a reagdo com Cu(Il), sem haver a formagao prévia
do complexo AE-cobre, ou mesmo quando se faz a incubacao prévia do AE com o
Cu(Il), antes de iniciar a reagdo com o ascorbato, o efeito protetor do bifenol em ambas
situagdes se mantém. Esse resultado pode indicar que a formagdo do complexo AE-
cobre ¢ instantanea. Essa proposta ¢ confirmada por meio das alteragdes espectrais do
AE observadas apds adicdo do Cu(Il) no sistema, uma vez que nesse ensaio as leituras
foram realizadas imediatamente apds a adi¢ao do Cu(II) ao meio contendo AE e tampao
fosfato.

Ao contrario do que foi verificado com os ions cupricos, o tempo de pré-
incubagao do AE com o complexo Fe(IIl)-EDTA parece exercer influéncia positiva no
potencial antioxidante do bifenol. Os estudos espectrais do AE-Fe(Ill) demonstraram
que a cinética de formagdo desse complexo ¢ muito lenta, uma vez que, na concentragao
de Fe(Ill) 10 uM e AE 10 pM, alteragdes espectrais (decorrentes da complexacao)
foram observadas ao longo de 2 horas. Isso justifica o aumento do potencial
antioxidante dessa molécula com aumento do tempo de pré-incubagdo com complexo

Fe(II)-EDTA (Ginani, 2005).
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Figura 9: Efeito do tempo de pré-incubagdo do AE com o Cu(Il) na degradagao oxidativa da 2-
DR em meio contendo 20 mM de tampao fosfato, S mM de 2-DR, 15 uM de Cu(lIl), 0,5 mM de
ascorbato ¢ 10 uM de AE. No ponto sem pré-incubagdo do AE com o cobre, a reacdo foi
iniciada com o ion metalico.

5.3 — Efeito do AE no dano oxidativo ao DNA plasmidial (pUC18).

A atividade antioxidante do AE verificada pelo método de dano oxidativo a 2-
DR permite considerar este polifenol um antioxidante em potencial contra os danos
oxidativos em sistemas biologicos. Sendo assim, a segunda etapa do trabalho, buscou
avaliar o efeito do AE em um sistema ex-vivo. O ensaio de dano oxidativo ao DNA
plasmidial mediado por Cu(Il) e ascorbato foi, entdo, escolhido para este fim.

O DNA plasmidial (pUC18) utilizado no estudo apresenta duas bandas distintas,
uma inferior que corresponde ao DNA super enovelado (DNAsc) e outra superior que
corresponde ao DNA circular (DNAoc) (figura 10). A forma linear, que também pode
aparecer no DNA plasmidial e que se posiciona logo acima do DNA circular, ndo estava
presente no DNA utilizado no estudo.

A figura 10 corresponde a foto do gel de agarose contendo 6 pogos. Cada poco
representa uma condi¢ao especifica realizada com o DNA isolado de plasmidio pUCI18.
O pogo 1 corresponde ao dano oxidativo ao DNA realizado com 15 uM de Cu(Il) e 1

mM de ascorbato e os demais pocos demonstram o efeito de concentracdes crescentes
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de AE no mesmo sistema reacional do poco 1. Verifica-se, de forma qualitativa, que o
percentual de DNAsc ¢ diretamente proporcional a concentracdo de AE presente no
meio reacional (Figura 10). Isso pode ser verificado principalmente nos pocos 4 e 5 que
mostram estreitamento da banda do DNAoc. Esse resultado indica que o AE seria capaz
de impedir o dano oxidativo do pUCI18 e que essa atividade antioxidante ¢ dependente

da sua concentragcdo no meio reacional.

Figura 10: Foto do gel de agarose mostrando o efeito da variacao da concentracdo de AE na
degradacao oxidativa do DNA plasmidial em meio contendo 5 mM de Kpi, 15 uM de Cu(Il) e 1
mM de ascorbato. Poco 1: sem AE; Pogo 2: AE (2,5 uM); Pogo 3: AE (5§ uM); Pogo 4: AE (7,5
uM); Poco 5: AE (10 uM); Pogo 6: AE (25 uM).

A intensidade de luz emitida pelo brometo de etideo ligado ao DNA foi
quantificada no programa PhotoCaptMw versdo 10.1 para Windows o que tornou-se
possivel quantificar o DNAsc que foi utilizado como pardmetro para a andlise dos
dados. O plasmidio em sua forma nativa apresenta aproximadamente 70% de DNAsc e
30% de DNAoc (figura 11). De acordo com o resultado apresentado na figura 11, a
adi¢do de 15 uM de Cu(Il) na auséncia do redutor ascorbato e/ou 25 uM de AE nao
afetam a concentracdo de DNAsc. Na presenga de 1 mM de ascorbato, igualmente
mantem-se inalterada a percentagem de DNAsc (Andrade Jr, 2004). No entanto, quando
sdo adicionados Cu(Il) e ascorbato junto ao DNA, o percentual de DNAsc cai para 55%,
(figura 11). Por outro lado, a presenca de AE no meio reacional em concentragdes
crescentes, promove um aumento proporcional do percentual de DNAsc. Na presenca
de 7,5-10 uM de AE o percentual de DNAsc volta a ser 70% indicando que ndo ¢
verificado dano oxidativo no plasmidio a partir dessas concentragcdes de AE.

O PIH, também apresentou efeito antioxidante contra dano oxidativo ao DNA.

Porém, prote¢do quase total sobre os danos s6 foi verificada na concentra¢do de 100 uM
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de PIH, concentragdo esta 10 vezes maior do que a utilizada com o AE (Andrade Jr et

al., 2004).
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Figura 11: Efeito da variagdo concentragdo do AE (0-25 uM) sobre o percentual de DNA super
enovelado (DNAsc) em meio contendo tampao Kpi (5 mM), DNA (=210 ng/mL), Cu(Il) (15 uM)
e ascorbato (1ImM). O grafico de barras indica o percentual de DNAsc em 4 controles distintos:
contendo apenas DNA; contendo DNA e 25 uM de AE; contendo DNA e 15 uM de Cu(Il); e na
presenca de DNA, AE (25 puM) e Cu(Il) (15 uM). Os valores acima representam a média = DP
(n=4).

O efeito protetor do AE contra danos em DNA também ja foi verificado em
outros estudos. De maneira geral a maioria dos estudos que analisaram o efeito do AE
contra danos em DNA foram realizados por meio da administragdo de carcindgenos.
Um estudo de Takagi e colaboradores (1995) verificou que a administragao oral de
100mg/kg de peso/dia de AE por um periodo de 4 dias inibia significativamente a
formagao de 8-hidroxi-deoxiguanosina (8-OH-dG) no figado de ratos tratados com 2-
nitropropeno. Outro estudo in vitro feito em cultura de células de linfocitos verificou
que a administragao de AE diminuia os danos oxidativos em DNA (analisados por meio
do teste do cometa) causados por radicais livres produzidos durante a metabolizagdo da
nicotina via citocromo P450 (Sudheer et al., 2007). Os estudos apontam que o efeito

protetor do AE contra danos em DNA poderia ocorrer devido a propiedades distintas
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observadas para este polifenol, dentre elas pode-se citar: i) ligagdo direta do AE em
sitios especificos do DNA que impediria a ligacdo de carcindégenos no DNA; ii) a
interagdo direta do AE com o carcindgeno por meio da doagdo de elétron ou de
hidrogénio ao ultimo; iii) o AE ligado ao DNA agiria como seqiiestrador de radicais
livres, inclusive de metabolitos intermediarios reativos (Sudheer et al., 2007; Huetz et
al., 2005; Teel, 1986, Thulstrup et al., 1999).

Ao contrario do que ¢ observado com o AE, estudos realizados com o AT, ou
mesmo com o acido géalico (AG), demonstraram que estes polifendis apresentam efeito
pré-oxidante no dano oxidativo ao DNA mediado por Cu(Il). A presenga de AG e cobre
junto ao DNA leva a oxidacdo de bases do DNA do timo de bezerro aumentando a
formagao de 8-OH-dG e total degradagdo do DNA de plasmidio pBR322 (Yoshino et
al., 2002). O estudo de Andrade Jr (2004) verificou que um pequeno dano ao DNA
plasmidial ¢ causado pela presenga de 10 uM de AT. Além disso, observou que o AT 10
uM apresenta efeito pro-oxidante no dano oxidativo do DNA plasmidial, aumentando
em cerca de 66% os danos em pUCI18 na presenca de 15 uM de Cu(Il) (Andrade Jr,
2004).

Efeito pro-oxidante no dano oxidativo em DNA mediado por Cu(Il) também foi
verificado em alguns flavonoides, como por exemplo a quercetina e a miricetina
(Yoshino et al., 1999). Especula-se que o efeito pro-oxidante desses polifenois se deva a
formagao de um complexo terndrio entre DNA, polifenol e Cu(Il) que leva a geragao de
um ciclo redox de Cu(II)/Cu(I) que pode resultar na formagao de radical superoxido e
de perdxido de hidrogénio (Yoshino et al., 1999; Yoshino et al., 2002; Andrade Jr,
2004).

5.4 — Analise da cinética de oxidacao de ascorbato.

Os proximos ensaios realizados tiveram como objetivo a investigagdo do
mecanismo de a¢do antioxidante do polifenol AE no sistema gerador de radicais livres
mediado por Cu(Il) e ascorbato. Como foi apresentado anteriormente, a oxidacdo do
ascorbato a radical ascorbil mediado por Cu(Il) ¢ o primeiro passo dentre uma série de
reacdes que levara a formagdo de radical hidroxil (reacdes 5.1 a 5.5). Portanto, a anélise
da cinética de oxidacao do ascorbato foi a primeira etapa do estudo mecanistico da agdo

antioxidante do AE.
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Cu(II) + ascorbato = Cu(I)-ascorbato = Cu(I) + ascorbil”  (5.1)

Cu(I) + O, > Cu(Il) + O;~ (5.2)
Cu(l) + O," +2 H" = Cu(ll) + H,0, (5.3)
20, +2H 2> 0, +H,0, (5.4)
H,0, + Cu(I) = Cu(Il) + OH + ‘OH (5.5)

A cinética de oxidacao do ascorbato foi realizada por meio do decaimento do seu
pico de absorbancia em 265 nm acompanhado por 3 minutos em espectrofotdmetro
(figura 12). A presenca de 5 uM de Cu(Il) em meio tamponado (20 mM de tampao
fosfato) contendo 100 uM de ascorbato provoca uma queda da absorbancia em 265 nm
com velocidade média em torno de 1,6 x 10~ absorbancia/segundo (figura 12b) (ver
nota de rodapé 1). Quando a cinética ¢ realizada na presenga de AE, previamente pré-
incubado com o Cu(Il) por 5 minutos, a velocidade média de oxidacdo do ascorbato
diminui proporcionalmente a concentragdo do polifenol no meio. A menor velocidade
de oxidacdo do ascorbato ¢ verificada no ensaio contendo 7 uM de AE. Nessa
concentracdo de AE a oxidagdo de ascorbato ¢ praticamente nula. O valor de Iso de AE

capaz de inibir 50% a oxidacdo do ascorbato foi de 3,5 + 0,14 uM.

Nota de rodapé 1.

Normalmente a analise de curvas de cinética de uma reacao € realizada na fase
inicial da reagdo, uma vez que as concentracdes dos reagentes utilizados na reagdo
diminuem ao longo do tempo de reagdo provocando, com isso, uma queda da cinética.
No entanto, a velocidade média foi o parametro escolhido no estudo para a analise de
oxidacdo do ascorbato, uma vez que a presenga de AE no meio reacional provoca uma
leve flutuagdo (em torno de 0,02 unidades de absorbancia) da absorbancia em 265 nm.
Essa flutuacao pode ser explicada pela absor¢do de luz que o polifenol apresenta nesse
comprimento de onda. Vale ressaltar que foram feitos os devidos controles em cada
concentragdo de AE usada no estudo para corrigir essa interferéncia do polifenol. Além
disso, o uso da velocidade média ndo prejudicou a anélise da cinética, visto que o tempo
de reacdo estudado (3 minutos) ainda se encontra na fase linear a reacdo de oxidagdo do
ascorbato.
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Figura 12: (A) Cinética de oxidacdo do ascorbato (0,1 mM) em tampao fosfato (20 mM)
mediada por Cu(Il) (5uM), na presenga de diferentes concentracdes de AE (controle sem AE
(8); 1uM (0); 2uM (A); 3uM (A); 4uM (m); 5uM (0); 7uM (#) e 10 uM de AE (9). (B)
Velocidade média de oxidagdo do ascorbato em diferentes concentracdes de AE. Os pontos
acima se referem a média = DP (n =3 a 5).

A inibi¢do da oxidagdo de ascorbato pelo AE dependente de Cu(Il) indica que
este polifenol compete com o ascorbato pela complexacdo com o Cu(Il) impedindo,
dessa forma, a participacdo do ion metalico na primeira etapa da reacdo (ver esquema
4). Além disso, a inibicdo da oxidacdo do ascorbato por volta de 5 uM de AE indica

novamente a formagao de complexo AE-cobre de razio 1:1.

Ascorbato (Asc) + Cu(I) 2 Asc-Cu(Il) = Ascorbil” + Cu(l)
Asc-Cu(Il) + AE = Asc + AE-Cu(Il)

Esquema 4: Competicdo entre ascorbato e AE pela complexacao com o Cu(Il).

Estudo anterior em sistema contendo 50 uM de Fe(III)-EDTA (1:1 e 1:10) e 100
uM de ascorbato, o0 AE também mostrou-se capaz de diminuir a velocidade de oxidagao
do ascorbato de forma bem eficiente. Segundo tal estudo, 50 uM de AE diminui em

70% a velocidade de oxidagdo do ascorbato (Ginani, 2005).
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Comportamento semelhante ao do AE também foi observado para o antioxidante
PIH. De acordo com o estudo, PIH ¢ capaz de inibir a oxidagao de 100 uM de ascorbato
induzido por 1 ou 5 pM de Cu(Il), sendo mais eficiente no sistema contendo 1 uM de
Cu(II). A completa inibi¢do da oxidacao do ascorbato pelo PIH também foi observada
quando a relagdo de concentragdes de PIH e Cu(Il) era de aproximadamente 1:1
(Hermes-Lima et al., 2001). Além disso, o valor de Isy de 2,4 uM de PIH obtido no
sistema contendo 5 uM de Cu(Il) ¢ bem proximo ao valor de Isy obtido pelo AE no
mesmo sistema.

O efeito do AT na velocidade de oxidagao do ascorbato também ja foi estuda em
sistema contendo 15 uM de Cu(Il) e 100 uM de ascorbato (Andrade Jr et al., 2005). A
velocidade de oxidacdo do ascorbato ¢ também inversamente proporcional a
concentragdo de AT no meio reacional. Entretanto, o0 AT, mesmo presente em maiores
concentragdes (acima de 15 uM), ndo € capaz de inibir essa primeira etapa que leva a
formagdo de radical ascorbil. A velocidade de oxidagdo do ascorbato, nesse sistema,

reduz de 2,0 para 1,0 Axgo.seg ' na presenca de 25 pM de AT (Andrade Jr et al., 2005).

5.5 — Efeito do AE na formacio de radical ascorbil.

A inibicdo da primeira reagdo, que leva a formag¢ao de radical ascorbil e reducao
do Cu(ll) a Cu(l), pelo AE foi confirmada por meio do ensaio ressondncia
paramagnética eletronica (RPE ou, do inglé€s, EPR). O estudo de EPR teve como
objetivo verificar o tamanho do sinal caracteristico do radical ascorbil na presenga de
concentracgoes crescentes de AE.

A adi¢do de 15 uM de Cu(Il) em meio tamponado contendo 1 mM de ascorbato
leva a formacdo de espectro de duas linhas caracteristico do sinal do radical ascorbil
(ver figura 13 condi¢do 1). Quando o mesmo ensaio ¢ realizado na presenca de 30 uM
de AE (pré-incubado com o Cu(Il) por 5 minutos antes adi¢do do ascorbato ao meio
reacional) observa-se uma inibi¢do, quase que total da formagao do radical ascorbil (ver
figura 13 condicdo 2). A intensidade do sinal obtida na presenca de AE ¢ equivalente a
intensidade do sinal no controle contendo apenas ascorbato e tampao fosfato (20 mM)
(condic¢do 3). Essa pequena formagado de radical ascorbil observada no controle pode ser
atribuida a presenga de metais contaminantes, em especial Fe(Ill), presente no tampao.

Pode-se, portanto, considerar que a presenga de 30 uM de AE nesse sistema é capaz de
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inibir completamente a formacdo de radical ascorbil resultante da reducdo do Cu(Il) a

Cu(I).
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Figura 13: Representagdo grafica do sinal do radical ascorbil obtido no aparelho de EPR.
Ensaio realizado com 1 mM de ascorbato ¢ e 20 mM de tampao fosfato em trés condicdes:
Condicao 1 —na presenca de 15 uM de Cu(Il). Condi¢ao 2 — na presenga de 15 uM de Cu(Il) e
30 uM de AE pré-incubados por 5 minutos. Condicéo 3 — controle sem Cu(Il) e AE.

A intensidade do sinal do radical ascorbil foi mensurada por meio da altura do
primeiro pico do espectro, sendo o tamanho expresso em unidades arbitrarias (UA). A
figura 14, demonstra o efeito da concentracdo do AE na intensidade do sinal do radical
ascorbil gerado pela presenca de 5 ou 15 uM de Cu(lIl). A intensidade do sinal do
radical ascorbil ¢ inversamente proporcional a concentragdo de AE, tanto no sistema
contendo 5 uM de Cu(Il) quanto no sistema contendo 15 pM de ions cupricos. No
sistema contendo 15 uM de Cu(Il), a maxima inibicao da formagdo de radical ascorbil
ocorre quando a concentracdo de AE atinge 20 uM, enquanto que na presenga de 5 uM
de Cu(Il) a maxima inibi¢do ¢ observada com 10 uM de AE. Além disso, no sistema
contendo 15 pM de Cu(Il), a condigdo experimental que contém 15 uM de AE (razdo
1:1 de AE:Cu(Il)) apresenta um erro padrao muito grande (observar a barra de erro), o
que pode indicar que este seja o ponto estequiométrico da reagdo. Vale ressaltar que

nesse ensaio nao foi realizado a quantificacido exata da concentracdo da solucdo de AE,
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uma vez que o laboratorio, no qual foram obtidos estes resultados, ndo possuia
espectrofotometro. A variagao na concentragao estoque da solu¢ao de AE também pode
interferir no tamanho do erro padrao do ensaio.

Observa-se que nas condi¢des em que as concentragdes de AE sdo inferiores 15
UM quase ndo se verifica diminui¢do do sinal, enquanto que naqueles com
concentragdes superiores de AE se nota a inibicdo méxima exercida pelo bifenol. Esse
comportamento, no entanto, ndo ¢ verificado na presenga de 5 uM de Cu(ll). O
resultado observado no sistema contendo 5 uM de Cu(Il) demonstra que a maior
inibi¢do do AE, nessa condicdo, ocorre quando a razdo estequiométrica de AE:Cu(II) ¢
2:1. Esse mesmo comportamento do AE foi verificado no ensaio de dano oxidativo a 2-
DR mediado por 5 uM de Cu(Il) e 0,5 mM de ascorbato (figura 5). Mais uma vez,
acredita-se que essa disparidade se deva a uma diferenga entre as cinéticas de reacdo

contendo 5 uM e 15 uM de Cu(Il).

intensidade do sinal (UA)

T T T
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Figura 14: Efeito da concentragdo de AE (0-30 uM) na intensidade do sinal do radical ascorbil,
obtido por EPR, na presenca de 20 mM de tampao fosfato, 5 uM (o) e 15 pM (@) de Cu(ll) e 1
mM de ascorbato. Os reagentes foram pré-incubados por 5 minutos antes da adi¢do de
ascorbato. Os valores apresentados representam a média + DP (n=3 a 5).

E importante observar que, na auséncia de AE, a intensidade do sinal do radical
ascorbil ¢ semelhante nos sistemas contendo Cu(Il) 5 uM e Cu(Il) 15 uM. Esperava-se

que o sinal do radical ascorbil fosse maior no sistema contendo maior concentragdo de
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Cu(Il) — ou seja, 15 uM. A semelhanca na intensidade do sinal pode ser explicada por
uma limitacdo do aparelho que ndo € capaz de detectar mais radical ascorbil formado no
meio. Acreditamos, portanto, que na concentracdo de 5 pM de Cu(Ill) haja uma
saturagdo na detec¢do do sinal do radical ascorbil.

Os resultados de EPR confirmam o comportamento do AE em inibir a reacdo de
oxidagdo do ascorbato que forma radical ascorbil. Esse resultado também foi verificado
nos ensaios da cinética de oxidacdo do ascorbato. Em ambos experimentos, pequenas
concentragdes de AE seriam capazes de inibir a reagdo do Cu(Il) com o ascorbato. A
inibi¢do dessa primeira etapa da reacdo pode, por conseguinte, ocasionar a inibi¢cdo das
demais reagdes e, portanto, inibir a formagdo de radical hidroxil. Tendo-se observado
esta acdo antioxidante inicial, buscou-se saber se a segunda reagdo (reacdo 5.2, pagina
53), caracterizada pela oxidagdo do Cu(Il) pelo oxigénio dissolvido no meio, estaria

também inibida na presenca de AE no meio racional.

5.6 — Efeito do AE na cinética de consumo de oxigénio.

A cinética da segunda reagdo foi analisada por meio da velocidade de consumo
do oxigénio dissolvido no meio. Apos a reducao do Cu(Il) a Cu(l) (primeira reacao),
este ultimo sofre oxidagdo pelo oxigénio obtendo como produto ions cupricos e radical
superoxido (reagdo 5.2). Portanto, a utilizacdo do oxigénio como agente oxidante
provoca a reducdo da sua concentragdo no meio reacional. A velocidade de consumo do
oxigénio do meio foi entdo avaliada na auséncia e na presengca de concentragdes
crescentes de AE. A concentrac¢do referente a 100% de oxigénio dissolvido no meio
reacional ¢ de aproximadamente 220 uM (Hermes-Lima et al., 2001).

A figura 15 mostra o efeito da concentracdo de AE no consumo de oxigénio
dissolvido no meio. A presenca de 15 uM de Cu(Il) e 0,5 mM de ascorbato em meio
tamponado com 20 mM de tampao fosfato (pH=7,2) provoca a diminuicdo da
concentragdo de oxigénio indicando que a segunda reagdo, que leva a formacdo de
radical superoxido, estaria ocorrendo (reagdo 5.2). Na auséncia de AE, o oxigénio ¢
consumido em uma velocidade de aproximadamente 9%/min. A curva da cinética de
decaimento do oxigénio na auséncia de antioxidante indica que o consumo de oxigénio
comeca a se estabilizar em torno de 25-30 minutos de reagdo, visto que quase ndo se

verifica alteracdo da concentra¢do de oxigénio no meio a partir desse tempo. A presenga
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de concentragdes crescentes de AE no meio reacional leva a uma diminui¢do
proporcional da velocidade de consumo do oxigénio. A concentracao de 15 uM de AE
promove a inibi¢do completa do consumo de oxigénio ao longo de 30 minutos de
reacdo. Novamente, a presenca de AE em razdo estequiométrica 1:1 com o Cu(Il) inibe

completamente a reacéo.
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Figura 15: (A): Cinética de consumo do oxigénio induzido por 15 uM de Cu(Il) e 0,5 mM de
ascobato em diferentes concentragdes de AE (0-15uM). Meio reacional contendo 20mM de
tampao fosfato (pH 7,2), (m) 0 uM, (0) 5 uM, (@) 8 uM, () 10 uM, (¥) 12 uM e (V) 15 uM
de AE. Os reagentes foram pré-incubados por 5 minutos antes da adi¢do de ascorbato. (B):
Efeito da concentracdo de AE na velocidade de consumo de oxigénio. Os valores acima
representam a média + DP (n=3)

Esse resultado pode indicar que a inibi¢do da primeira reacdo poderia levar a
inibicao da segunda que dificultaria, dessa forma, a formagao de radical hidroxil. Como
a redugdo do Cu(Il) pelo ascorbato ¢ inibida pela presenca do AE por meio da formagao
do complexo AE-Cu(Il) (verificado nos ensaios de oxidacdo de ascorbato e de formagao
do radical ascorbil), a formag¢do de Cu(I) no meio reacional seria fortemente diminuida
(Hipotese 1). A baixa concentra¢do de ion metalico na sua forma reduzida formaria
pouco radical superdxido via redugdo do oxigénio presente no meio. A baixa producao
de radical superoxido leva a uma pequena formacgdo subseqiiente de H,O, no meio o
que, conseqiientemente, geraria uma menor quantidade de radical hidroxil e, portanto,

menor dano a biomoléculas.
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Outro mecanismo proposto seria que o AE ao se complexar com o Cu(Il)
poderia reduzir o ion metalico formando um complexo com AE oxidado e Cu(I).
Portanto, o AE, dessa forma, inibiria a primeira reacdo por meio da formacdo do
complexo e da reducdo do cobre a Cu(l), o que impede a oxidacdo do ascorbato a
radical ascorbil. A formag¢do do complexo AE-Cu(l) (Hipo6tese 2) impediria a
participacdo do Cu(I) nas reagdes seguintes, que envolvem a produgdo de superoxido e
H,0,, reagdo Fenton-cobre ¢ a reagdo de ‘OH com a 2-DR (reagdes 5.2 a 5.5, pagina
57). Caso esta hipdtese seja confirmada, acredita-se que os dois mecanismo (hipoteses

1 e 2) estariam ocorrendo a0 mesmo tempo.

Hipotese 1:
AE + Cu(Il) > AE-Cu(II)
AE-Cu(II) + ascorbato = AE-Cu(I) + ascorbil” (muito lento)

Hipotese 2:
AE + Cu(Il) = AE-Cu(Il) 2 AEx-Cu(I)
AEx-Cu(I) + ascorbato 2> @
AExx-Cu(I) + Oy 2 AEx-Cu(Il) + O," (muito lento)

A segunda proposta requer redu¢dao do Cu(Il) pelo AE formando, dessa maneira
o complexo AE.-Cu(I). Estudos ja demonstraram que alguns flavonoides reduzem o
Cu(IT) quando formam complexos com esse ion metalico (Mira et al., 2002; El Hajji et
al., 20006).

Estudo realizado com o AE na presenca de Fe(III) mostrou que este polifenol ¢
capaz de reduzir o Fe(Ill) a Fe(IT) (Ginani, 2005). Este resultado foi verificado por meio
do ensaio com a ferrozina, que ¢ um ligante especifico de Fe(Il) que forma complexo
com este ion metalico obtendo pico de absor¢do em 562nm. O aumento progressivo da
absorbancia em 562nm no ensaio contendo AE e Fe(Ill) indica que a ferrozina remove
gradativamente o Fe(Il) ligado ao AE, indicando que houve redu¢do do Fe(Ill) pelo
polifenol. Na auséncia de AE, o Fe(Ill) ndo ¢ reduzido e com isso ndo se verifica
formac¢do do complexo ferrozina-Fe(Il). O estudo mostrou que a cinética de remocado do
Fe(Il) do AE pela ferrozina ¢ relativamente lenta, necessitando de pelo menos 10

minutos para a remoc¢do do Fe(Il) (Ginani, 2005).
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A capacidade do AE em reduzir o ion Cu(Il) foi verificada por meio do estudo
espectrofotométrico da neocuproina, que ¢ um ligante de Cu(I) que possui pico absor¢ao

em 450 nm quando este forma o complexo com este ions cuprosos.

5.7 — Analise da reducio do Cu(Il) pelo AE.

O resultado do ensaio da neocuproina foi demonstrado na figura 16. Na auséncia
de AE verifica-se que ndo ha formacdo do complexo da neocuproina com Cu(l),
indicando auséncia de ions cuprosos no meio reacional. Entretanto quando sao
adicionados 2 uM de AE ao sistema, observa-se um aumento gradativo da absorbancia
em 450 nm, o que caracteriza a formagao do complexo de neocuproina com o metal em
sua forma reduzida (figura 16). Neste caso, sugere-se que o AE ao se ligar com o Cu(II)

seria capaz de reduzi-lo a Cu(I), resultando na oxidagdo do bifenol.
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Figura 16: Cinética de formagao do complexo Neocuproina-Cu(l) contendo 20 mM de tampao
fosfato, 20 uM de Cu(Il) e 5 mM de neocuproina, na auséncia do polifenol (O0) e na presenca de
2 uM de AE (m).

No trabalho de Mira e colaboradores (2002), todos os flavonodides estudados (um
total de 12 flavondides de diferentes classes) apresentaram capacidade de reducdo maior

de cobre do que de Fe(Ill). A maior eficiéncia dos flavonoides em reduzir o cobre pode
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ser explicada pelo menor potencial redox do Cu(Il)/Cu(I) comparado com o do
Fe(IlI)/Fe(Il) (Fernadez et al., 2002).

A redugdo de ions metalicos ¢ dependente do pH do meio. A capacidade dos
flavondides em reduzir ions metalicos foi relacionada ao potencial redox e ao niimero
de grupamentos hidroxila da molécula. Isso porque quanto menor o numero de
grupamentos hidroxila, menor a probabilidade de transferéncia de hidrogénio com
oxidacdo do flavonodide e conseqiliente reducdo do ion metalico (Mira et al., 2002;
Fernandez et al., 2002).

Assim como foi observado com o ensaio da ferrozina, a remog¢ao do Cu(l) do
complexo AE-Cu(I) pela neocuproina também ¢ relativamente lenta, necessitando de 5 a
10 minutos para maxima remocgao. A dificuldade da neocuproina em retirar o Cu(I) do
complexo com o AE pode esta relacionada com a estrutura do complexo AE-Cu(I), que
poderia apresentar barreiras fisicas que dificultariam a remog¢ao do ion metalico.

A concentragdo de neocuproina pode ser um fator limitante que é determinante
na velocidade de remog¢ao dos ions cobre complexados ao AE. Um novo ensaio poderia
ser feito com maior concentragdo de neocuproina (20 mM, por exemplo) para verificar
se a concentracdo dessa molécula estaria interferindo ou ndo na cinética de remog¢ao dos

ions cobre.
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6 - Conclusoes do capitulo 1

Os resultados apresentados mostraram que AE ¢ capaz de quelar ions cupricos e,
dessa forma, inibir o dano oxidativo a 2-DR e ao DNA plasmidial pUCI18. Os resultados
dos ensaios de dano oxidativo a 2-DR mostram que a atividade quelante seria realmente
o principal mecanismo antioxidante do AE no sistema utilizado, uma vez que este
polifenol apresentou acdo antioxidante em concentragdes micromolares, o que ¢
caracteristico de moléculas quelantes. Vale lembrar que no ensaio de dano a 2-DR, a
concentracdo da molécula alvo no meio reacional ¢ de 5 mM, sendo assim, a presenga
de concentragdes micromolares de antioxidante torna muito dificil a competicdo com a
molécula alvo pelo radical hidroxil.

O mecanismo antioxidante proposto para o AE é semelhante ao observado com
o PIH. De acordo com o estudo feito com este antioxidante sintético, o PIH complexa
com ion Cu(Il) na razdo 1:1 inibindo completamente a oxidacdo do ascorbato e o
consumo de oxigénio (Hermes-Lima et al., 2001).

Os resultados apresentados para o AE também demonstram que este polifenol
inibe completamente os danos oxidativos a 2-DR razdao 1:1 com ions Cu(Il). Além
disso, verificou-se também inibi¢do da oxida¢do do ascorbato e do consumo de oxigénio
na mesma razdo estequiométrica do antioxidante com o ion metalico. O AE ao
complexar o Cu(Il) impede ou diminui drasticamente a velocidade das duas primeiras
etapas de reacdo que leva a formacdo dos radicais ascorbil e superdxido,
respectivamente.

Quando a reacdo, porém, ¢ realizada com “baixa” concentragdo de Cu(Il) (5 uM
- sendo 15 uM a concentracdo “alta”), a razdo estequiométrica ideal de AE e cobre se
altera. Verifica-se que, com 5 uM de cobre, a inibi¢do do dano oxidativo ocorre quando
a concentracdo de AE ¢ aproximadamente o dobro da concentragdo de Cu(Il). Isso foi
observado em dois ensaios de variacdo da concentracao de AE realizados com Cu(Il) 5
uM: um obtido no método da degradagdo oxidativa da 2-DR (figura 5) e outro
utilizando EPR para a formagdo de ascorbil (figura 14).

Acreditamos que, como a complexacao e a reducao de ions cobre sdo ambos
processos bi-moleculares, quando ha baixa concentragdo de cobre, a complexacdo se
torna menos competitiva do que a reducdo do cobre(Il) pelo ascorbato, que estd mais

abundante no meio (500 pM). Isso ocorre porque a cinética de complexagao do AE com
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o ion metalico seria (nossa hipdtese) mais lenta na presenga de 5 uM de Cu(Il) quando
comparado ao sistema contendo Cu(Il) 15 uM. Portanto, a inibi¢do de danos oxidativos
na razdo estequimétrica 2:1 de AE:Cu(Il) ndo significa necessariamente formagao de
complexo de razdo 2:1, e sim a um explicacdo de natureza cinética que necessita de
estudos complementares.

Além disso, ¢ possivel que diferentes razdes estequiométricas de complexos AE-
cobre também possam ser formadas. Estudo anterior de espectrometria de massa
demonstrou que, quando diferentes flavondides interagem com ions Cu(Il), podem
coexistir diferentes formas estequiométricas de complexos metal-flavonoéide, como, por
exemplo, nas razdes 1:1, 1:2, 1:3, 2:2 e 2:3 (Fernandez et al., 2002).

O resultado do ensaio da neocuproina indica que apos a formagdao do complexo
AE-Cu(Il), o AE ¢ oxidado pelo ion metalico, gerando Cu(l). A reducdao do Cu(Il) pelo
AE impede que o ascorbato aja como agente redutor do metal. Isso impediria, portanto,
a oxidagdo do ascorbato por Cu(Il) e a formag¢do de radical ascorbil. Esse
comportamento do AE indica que o mecanismo de acdo desse polifenol corresponde a
proposta 2 do mecanismo de acdo (ver pagina 60 e esquema abaixo). Mais ainda, como
existe um cinética de reducdo dos ions cupricos pelo AE (cinética esta que ndo foi

estudada), € possivel que as hipoteses 1 € 2 ocorram ao mesmo tempo.

Hipotese 1:
AE + Cu(Il) > AE-Cu(Il)
AE-Cu(II) + ascorbato = AE-Cu(I) + ascorbil’ (muito lento)

Hipotese 2:
AE + Cu(Il) & ABE-Cu(Il) > AE,-Cu(l)
AEx-Cu(I) + ascorbato 2> @
AE-Cu(I) + Os 2 AEn-Cu(Il) + O, (muito lento)

O AE oxidado formado a partir da redugao do Cu(Il) pode ser na realidade uma
forma radicalar do AE. Foi detectada recentemente, em estudo de EPR a formacao de
radical AT, a partir do complexo Fe(Il),-AT e H,O, (resultado ndo publicado obtido por
Carolina Giongo, UNIFESP). O radical AT foi também detectado por Bors e

colaboradores (2000), utilizando outras condi¢des experimentais. Acreditamos que o
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mesmo possa ocorrer com o AE, uma vez que grupamentos galoil também fazem parte
da estrutura desse bifenol assim como a do AT.

Além disso, € possivel também que haja uma competicao entre o AE e o tampao
fosfato para complexar o Cu(Il). No estudo de Ginani (2005), a competicao entre o0 AE
e tampao fosfato pelos ions férricos reduz a cinética de formagdo do complexo AE-
ferro, o que pode interferir no potencial antioxidante do bifenol na presen¢a do referido
tampao.

O outro mecanismo proposto seria que o AE ao interagir com os ions Cu(Il)
forme um complexo instavel que precipita em pH 7,2. O estudo da precipitacdo de
complexos de AE com ions metalicos foram realizados por Przewloka & Shearer
(2002). Segundo os autores, o complexo do AE com o cobre comega a precipitar em pH
3 a 5, porém, a maior formacdo de precipitados ¢ verificado em pH entre 7 a 8,5, no
qual observa-se remocdo de mais de 80% de complexo AE-cobre. A presenca de

precipitados também foi verificada no estudo de Bock e colaboradores (1981).

AE + Pi-Cu(II) *

Pi-Cu(Il) + asc + O, — > | EROs

pi| ®
AEn-Cu()
/@‘ AE-Cu(l) + 0, ——» AEu-Cu(ll) + 0y~

® O™ AE-cu)

AE-Cu(Il) + asc —— AE-Cu(l) + asc’

AE + Cu(Il) — AE-Cu(II)

~

precipitacao

v

AE-Cu(II) e/ou
AE~Cu(l)

Esquema 5: Hipoteses que podem ocorrer apés a formagao do complexo AE-Cu(Il):
reducdo ou ndo do cobre pelo AE (hipoteses 2 e 1, respectivamente); competi¢ao do AE
com o tampao fosfato pela complexagao com o Cu(Il) (hipotese 3); e precipitacdo do
complexo (hipodtese 4). (#) Tais reagdes nao foram evidenciadas ao longo do tempo
reacional do estudo. (*) Nao se sabe ao certo se o fosfato inorganico seria capaz de
complexar Cu(Il). Entretanto, sabe-se que o fosfato complexa ions de ferro, sendo
assim, acreditamos que o fosfato também possa complexar o Cu(Il).
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E importante ressaltar que durante a realizagdo dos ensaios experimentais, nio
foi percebida precipitagao de material no meio reacional (vide hipotese 4, no Esquema
5). Mesmo misturando-se altas concentracdes de ambos reagentes, AE e Cu(lIl), ndo se
verifica, visualmente, formagdo de precipitados. Entretanto, ao comparar o espectro
UV-VIS do complexo AE-Cu(Il) (feito com 15 uM de ambos os reagentes, em 20 mM
de tampao fosfato pH 7,2) antes e apds centrifugacdo por 15 minutos a 10.000 g
(Genaro-Mattos e Hermes-Lima, comunicagdo pessoal), verifica-se precipitagdo de
grande parte do complexo. Nao se determinou ainda o valor exato da precipitacdo, mas
estudos estdo em andamento em nosso laboratério. O complexo do AE-cobre deve
formar um gel em suspensdo no meio reacional, por isso ndo se verifica “precipitagao
propriamente dita® (i.e., corpo de chdo) do complexo.

Nossa proposta ¢ que o AE forma uma complexo com o cobre de maneira
semelhante ao proposto por Ginani (2005) no sistema contendo Fe(Il) e Fe(III).
Segundo a autora, uma molécula de AE nao preencheria todos os seis sitios de
coordenacao do Fe(Il), assim sendo, seria plausivel propor que mais moléculas desse
bifenol fossem necessarias para a formagdo do complexo, formando uma espécie de
malha composta de AE e ions ferro. Da mesma forma proposta para os ions de ferro, o
AE também poderia formar uma malha com ions cobre de uma maneira tal que a razao
1:1 de AE e cobre se mantivesse conforme esquema abaixo. O trabalho de Ginani
(2005) nao estudou a precipitacio da malha AE-ferro, entretanto acreditamos que a

mesma forme um gel em suspensdo, como o observado para o AE-cobre.

Cu(Il) + AE = Cu(Il)-AE - Cu(I)-AE

Cu(I)-AEx + Cu(Il) = Cu(I)-AEx-Cu(Il)

Cu(I)-AEx-Cu(Il) + AE & Cu(I)-AEx-Cu(II)-AE = Cu(I)-AEx-Cu(I)-AEx
Cu(I)-AEx-Cu(I)-AEqx + Cu(Il) = = (assim por diante)

Esquema 6: Formagao hipotética da “malha de AE” com ions de cobre.

O tamanho da estrutura formada por inimeras moléculas de AE e cobre deve
favorecer a precipitacdo da malha (na forma de gel em suspensdo). Acreditamos,
portanto, que parte do efeito antioxidante do AE se deva a precipitacdo do cobre por

meio da formagdo de complexos insoluveis, em suspensdao, com o bifenol. Nao
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estudamos a formacao de precipitados em suspensdo em concentragdes de AE e cobre
que poderiam ser encontrados na célula, na faixa sub-micromolar. Caso se verifique
formagdo de precipitados nestas concentracdes, ndo sabemos se estes teriam efeitos
toxicos para a célula.

Mesmo presente em pequenas concentragdes, a atividade seqiliestradora de
radicais livres do AE também foi observada. A diminui¢do do potencial antioxidante do
AE verificada com o aumento da molécula alvo (2-DR) evidencia esse comportamento
dual do AE (vide figura §). Como no ensaio houve formacao prévia do complexo AE-
cobre, acredita-se que a atividade seqiiestradora seja principalmente atribuida ao
complexo e ndo tanto a forma livre de AE.

A atividade seqiiestradora de radical hidroxil do AE deve apresentar mecanismo
semelhante ao que foi proposto para o AT em sistemas contendo Cu(Il) e Fe(II)
(Andrade Jr et al., 2005 e Andrade Jr et al., 2006). De acordo com este mecanismo, 0o
radical hidroxil, produzido por meio da reagdo do H,O, com o Cu(I) ligado ao AE, seria
sequiestrado in locu pelo bifenol, produzindo OH™ (ion hidroxido) e radical AE (ver

reagoes abaixo).

AE-Cu(I) + H,0, > AE-Cu(ll) + OH + "OH
AE-Cu(Il) + 'OH > AE'-Cu(ll) + OH"

Esquema 7: Hipdtese do mecanismo seqiiestrador de radical hidroxil exercido pelo AE
complexado ao cobre. Neste esquema, o “'OH formado ndo sai da “solvatation shell”.

Esse mesmo mecanismo seqiiestrador de radical hidroxil do AE foi abordado por
Ginani (2005) em sistema gerador de radical hidroxil mediado por reagentes de Fenton
e por Fe(Ill)-EDTA + ascorbato + oxigénio.

Os resultados apresentados no estudo indicam que a eficiente acdo antioxidante
do AE esta relacionada com a atividade quelante desse bifenol. O complexo AE-cobre
diminui de forma bem eficiente o efeito da formacao de EROs mediado por Cu(Il) sobre
biomoléculas. Isso indica que o AE poderia ser utilizado para o tratamento de doencas
causadas por acumulo de cobre no organismo como, por exemplo, a doenga de Wilson
(Andrews, 2002). Para tanto, ¢ necessario que mais estudos sejam realizados,

principalmente aqueles de toxicologia e de farmacocinética. Além disso, o AE
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complexado ao cobre também apresenta — de acordo com nossa proposta -
comportamento seqiiestrador de radicais livres. Isso faz com que o radical hidroxil,
formado pela reagdo de Fenton-Cobre (vide Esquema 7), seja suprimido pelo AE antes
de sua difusdo para o meio aquoso (“bulk water” — do inglés).

Mesmo que o AE apresente baixa absorc¢do e alta metabolizagdo no organismo,
como ja foi verificado em alguns estudos (ver revisao bibliografica do AE), esse bifenol
poderia ser utilizado como coadjuvante do tratamento medicamentoso (feito
normalmente pelo quelante D-penicilamina). Por ser tratar de um bifenol presente em
frutas e nozes, o consumo dessas fontes alimentares também deve ser estimulado. Nao
apenas para o tratamento de doengas do acimulo de cobre, mas também para inibi¢ao
de danos oxidativos causados pelos radicais livres produzidos naturalmente no

organismo.
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Capitulo 2

Atividade antioxidante do extrato aquoso da polpa de caqui Rama

Forte (Diospyros kaki)

4 - Materiais e Métodos:

4.1 - Extrato aquoso da polpa de caqui:

O cultivar de caqui analisado foi do tipo Rama Forte. Os caquis foram
comprados na Centrais de Abastecimento do Distrito Federal (CEASA-DF), onde todas
as frutas eram provenientes do mesmo produtor e foram cultivadas em Guararema-SP.
Foram realizadas trés coletas no periodo de aproximadamente um més. As coletas
ocorreram nos dias 08/03, 21/03 e 05/04 no ano de 2007 e, para cada dia, foi comprada
uma caixa de caqui. A primeira caixa continha 14 caquis, de onde foram selecionadas 7
unidades. As duas ultimas caixas continham 12 caquis cada e foram selecionadas
respectivamente 8§ e 5 unidades. Ao todo, foram selecionados para o estudo 20 caquis de
aspecto semelhante que apresentavam consisténcia macia e cor vermelha, o que indica
que os mesmos estavam adequados para o consumo e aparentemente em estados de
maturacao semelhantes. Os caquis amassados, rachados ou com pontos escuros na casca
foram descartados.

No mesmo dia da coleta, os caquis selecionados foram lavados em agua
destilada e, posteriormente, em agua deionizada. Apds serem secadas, as frutas foram
pesadas separadamente. Em seguida foram retiradas as cascas e medidas as massas de
polpa. Finalmente, as polpas foram congeladas em nitrogénio liquido e liofilizadas; em
seguida, foram trituradas em gral e armazenadas em freezer a -20°C.

A solugdo estoque do extrato aquoso da polpa de caqui foi preparada de forma
padrao pesando-se 10 mg de polpa liofilizada de caqui por mL de 4gua deionizada. O
extrato foi preparado utilizando-se um macerador vidro/vidro para homogeneizar a
solugdo. O extrato do caqui foi entdo submetido a centrifugagdo de 13.000 rpm por 30
minutos em camara refrigerada, mantida a 4 °C, para precipita¢do do material fibroso. A
analise do potencial antioxidante da polpa de caqui foi realizada com o sobrenadante

formado apo6s a centrifugagdo do extrato.
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A solugdo do extrato aquoso do caqui foi preparada diariamente, poucos minutos
antes de ser utilizada no meio reacional. As concentragdes de caqui indicadas nos

gréaficos referem-se a quantidade de extrato liofilizado.

4.2 - Dano oxidativo a 2-desoxi-D-ribose:

Os sistemas geradores de radical hidroxil foi mediado por Fe(IIl) e ascorbato
(veja as reacdes no esquema 8). O citrato de s6dio e o EDTA foram utilizados como co-
quelante para disponibilizar os ions férricos ao meio reacional, uma vez que esses ions
precipitam em pH 7,2. A solu¢do de Fe(Ill)-co-quelante foi preparada através da
dilui¢do da solucdo de Fe(Ill) com a solugdo de co-quelante na propor¢do de 1:1 antes

de ser adicionado no meio reacional.

Fe(III)-co-quelante/ + ascorbato — Fe(Il)-co-quelante/ + ascorbil” (1)
Fe(I)-co-quelante/ + O, — Fe(IlI)-co-quelante/ + O, (2)
20,"+2H" — H,0,+0, (3)
Fe(II)-co-quelante/ + H,O, — Fe(Ill)-co-quelante/ + OH + 'OH 4
‘OH + 2-DR — produtos de degrada¢io ®)]

Esquema 8: sistema gerador de radical hidroxil mediado por Fe(Ill)-co-quelante e
ascorbato.

O extrato de caqui e o complexo Fe(Il)-co-quelante foram pré-incubados por 10
minutos antes da adi¢dao de 4cido ascoérbico que iniciou a reagdo. A reagao foi incubada
por 30 minutos em temperatura ambiente e finalizada com a adi¢do de acido fosforico e
TBA.

O controle “tempo zero” também foi realizado para cada condigdo experimental

de maneira semelhante ao obtido no estudo da atividade antioxidante do acido elagico.
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4.3 - Ensaio de peroxidacio lipidica:

O ensaio de peroxidagdo lipidica ¢ semelhante ao ensaio de degradacdo
oxidativa da 2-DR, entretanto o alvo dos radicais livres nessa nova metodologia é o
homogenato de figado de rato que ¢ rico em componente lipidico. Esse ensaio foi
adaptado de Gondar, 2005.

Dois ratos machos jovens foram cedidos pelo biotério do Hospital Veterinario da
Universidade de Brasilia dois dias antes de serem sacrificados por deslocamento
cervical. Os mesmos foram tratados com racdo padrdo para ratos e agua, ambos sem
restricdo de quantidade. O homogenato de figado de rato foi feito em tampao de
homogenato (composto por 100 mM de tampao HEPES (pH 7,2) e 125 mM de KCI) na
propor¢ao de 1:4 (p/v). O figado de rato foi macerado em homogeneizador de vidro
imerso em gelo e, em seguida, foi centrifugado a 4.000 rpm durante 15 minutos em
camara fria. O sobrenadante formado foi utilizado nos ensaios de peroxidagao lipidica.

A andlise do potencial antioxidante do caqui contra a peroxidacao lipidica foi
realizada com os reagentes de Fenton (50 uM de Fe(Il) e 100 uM de H,0;) e com o
sistema Fe(IlI)-citrato e ascorbato. O meio reacional foi preparado em um volume final
de 200 pL e, em ambos os sistemas geradores de EROs, 0 meio era composto de 10 mM
de tampao HEPES, 125 mM de KCl e 5% (v/v) de homogenato de figado de rato. O
ensaio feito com antioxidante BHT (concentracao final de 100 uM) foi utilizado como
controle interno do método. A reacdo foi iniciada com a adicdo dos ions Fe(Il) ou
Fe(III)-citrato e interrompida pela adi¢do de 100 pL de acido fosforico (7% v/v) seguida
de 200 pL de TBA (1% p/v), ndo havendo portanto a incubac¢do prévia do extrato de
caqui com os ions metalicos. Finalizada a reacdo, o meio foi fervido em banho-maria
(98°C) por 15 minutos e, em seguida, fez-se a diluicdo do meio com 500 pL de agua
deionizada. A quantificagdo do dano oxidativo causado a membrana lipidica foi feita no
espectrofotometro Hitachi-1000 por meio da subtracao da absorbancia obtida em 532nm
pela a absorbancia em 600nm. A subtragdo das leituras obtidas nos dois comprimentos
de onda tem como objetivo desconsiderar a interferéncia do homogenato de figado de
rato (Hermes-Lima et al., 1995).

Nos ensaios realizados no sitema Fe(Ill)-citrato e ascorbato (exceto no

experimento da andlise do curso temporal da peroxidacdo lipidica), as leituras obtidas
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em cada condicdo experimental foram subtraidas pelo controle “tempo zero”

mencionado anteriormente.

4.4 - Ressonincia paramagnética eletronica (RPE): Radical ascorbil

Os meios reacionais foram preparados em volumes de 1 mL de acordo com o
que foi descrito na pagina 36. A gera¢do do radical ascorbil ocorreu por meio do sistema
Fe(IlI)-citrato e ascorbato. O extrato de caqui foi pré-incubado com o complexo Fe(III)-
citrato por 10 minutos em meio tamponado com 20 mM de tampao fosfato. A reacao foi
iniciada com adi¢cdo de ascorbato (1 mM) e a conclusdo dos trés espectros obtidos
ocorreu apos 3 minutos de reagdo. Um controle feito apenas com o extrato de caqui e
ascorbato em meio tamponado foi adquirido para analisar a interferéncia do extrato na
formagao do radical ascorbil. As condi¢des do aparelho foram semelhantes daquelas
encontradas no ensaio com o AE, com excecdo da amplitude de modulagao, que nesses
ensaios foi de 0,403 G.

As analises dos espectros e a quantificagdo do radical ascorbil também foram

realizadas de maneira semelhante ao estudo do acido elagico.

4.5 - Ressonincia Paramagnética Eletronica (RPE): Radical DMPO-'OH

O carater altamente instavel do radical hidroxil (que apresenta uma constante de
reagdo na faixa de 10" a 10" M s") impossibilita sua detecgdo direta no espectrdometro.
No entanto, sua quantificacdo ¢ possivel através do uso do DMPO (5,5-dimetil-1-
pirrolina-N-6xido) como captador de spin (spin trapping). De acordo com este método o
radical hidroxil reage com o DMPO (com velocidade de reacdo de 3,3 x 10°M ' s7)
produzindo o aduto DMPO-"OH, que possui espectro de 4 linhas de proporgdo 1:2:2:1
(Zalomaeva et al, 2007). O DMPO-'OH ¢ um radical mais estavel que o radical hidroxil,

sendo, portanto, capaz de atingir concentragdes detectaveis.
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Figura 17: Representagdo grafica do espectro do aduto DMPO-'OH e sua
formacao.

A formacao do radical hidroxil ocorreu pela presenga de reagentes de Fenton nas
concentragdes de 50 uM de Fe(Il) e 100 uM de H,0,. A reagdo foi iniciada com adi¢do
de Fell em meio contendo 10 mM de tampao fosfato, 20 mM de DMPO, H;0, e
concentragdes variadas do extrato de caqui (0-5 mg/mL). O espectro de RPE foi
realizado com a leitura de 3 espectros obtidos na freqiiéncia de microonda de 9,81 GHz,
freqliéncia de modulacao de 100 KHz, amplitude de modulagdo de 1,011 G, poténcia de
0,2 mW e ganho de 1 x 10°. O final da Gltima leitura ocorreu ap6s 3 minutos do inicio
da reacgao.

Os espectros foram obtidos com o auxilio do programa Bruker WIN-EPR versio
2.11. A quantificagdo do radical DMPO-'OH foi feita através da altura do pico da
primeira linha de ressonancia, representado em unidades arbitrarias. A altura do ruido

presente no espectro foi subtraida da altura do pico de anélise.
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5 — Resultados e Discussoes

5.1 — Identificacio dos caquis coletados.

O estudo do potencial antioxidante da polpa de caqui do cultivar Rama Forte foi
realizado com 20 frutos. Segundo o que foi relatado na metodologia, os caquis foram
coletados em comércio local em trés dias distintos. Uma caixa contendo 12 ou 14
unidades de caqui foi comprada em cada dia, da qual foram selecionadas as frutas para o
estudo. A tabela 7 apresenta a massa dos 20 caquis selecionados no estudo e o
percentual de massa do material liofilizado. A partir do percentual de massa do
liofilizado ¢ possivel verificar a quantidade de 4gua presente no fruto fresco que foi
eliminado durante o processo de liofilizagdo da polpa.

Os caquis foram coletados nos dia 8 e 21 de marco e no dia 5 de abril de 2007. A
safra do caqui Rama Forte acontece entre os meses de mar¢o a maio (Martins & Pereira,
1989), sendo assim a coleta ocorreu principalmente no inicio da safra. Ao analisar as
massas médias dos caquis em cada caixa, verifica-se que os mesmos apresentam
diferenca significativa (p<0,005, ANOVA/SNK). Os caquis da primeira caixa possuem
massa média de 112,7 + 6,8 g, enquanto que a segunda e a terceira caixa possuem
massas médias iguais a 134,13 £ 6,70 g e 150,90 = 1,95 g respectivamente. O aumento
da massa dos caquis pode esta relacionado ao periodo da safra. De acordo com o estudo
de fenologia do caquizeiro Rama Forte realizado em Piracicaba, Sdo Paulo, a tendéncia
ao aumento da massa dos frutos durante o periodo de safra pode estar relacionada ao
aumento da umidade relativa ou de chuvas na regido, observado principalmente no meés
de margo, que favorece o crescimento excessivo do fruto (Corsato, 2004).

Ao contrario do que foi verificado no peso dos frutos, ndo houve diferencga
significativa entre os frutos de diferentes caixas no percentual de agua presente na polpa
de caqui eliminado durante o processo de liofilizacdo. Em média, a massa do caqui

liofilizado representa 52 + 1,8 % da massa inicial do caqui congelado.
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Tabela 7: Identifica¢do dos caquis selecionados no estudo.

. Data da o . Massa do % de massa do
Caixa N° do caqui fruto - ()
coleta liofilizado
fresco (g)

1 112,65 53,4
2 107,10 52,7
3 119,86 53,0

1 08/03/07 4 106,16 53,9
5 108,46 56,3
6 110,70 53,7
7 124,25 48,9
8 137,9 51,0
9 130,69 54,3
10 137,35 51,9
11 135,43 50,0

2 21/03/07 12 121,42 50,4
13 143,75 50,8
14 136,61 49,8
15 129,87 53,2
16 149,97 52,4
17 150,66 53,0

3 05/04/07 18 154,36 50,4
19 143,40 51,1
20 156,27 51,2

@ massa do liofilizado/massa do fruto congelado.

5.2 — Efeito da concentracio do extrato de caqui na formacio do aduto DMPO-

‘OH.

A atividade antioxidante do extrato de caqui foi analisada inicialmente por meio
do estudo de ressonancia paramagnética eletrénica do radical DMPO-'OH. A reagéo de
formagdo do aduto DMPO-'OH foi mediada por 50 uM de Fe(II) € 100 uM de H,O, em
meio tamponado com 10 mM de tampao fosfato. O radical hidroxil, gerado via reagdo
de Fenton, reage com o DMPO formando o aduto DMPO-"OH que possui espectro
caracteristico de 4 linhas de proporcao 1:2:2:1 (figura 19).

A presenca de concentragdes crescentes do extrato de caqui promove a reducao
gradual da intensidade do sinal do aduto, o que indica que houve diminuicdo na
producdo de DMPO-"OH (figura 18). A maior inibi¢do da intensidade sinal do DMPO-
‘OH foi verificada com 5 mg/mL de extrato de caqui, o qual promoveu inibi¢do de

pouco mais de 40% da intensidade do sinal (figura 18b).
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Figura 18: A) Efeito da concentragdo do extrato aquoso de caqui na intensidade do sinal de
DMPO-"OH detectado por EPR. Meio reacional contendo 10 mM de tampdo fosfato, 50uM de
Fell, 0,1mM de H,O, ¢ 20mM de DMPO. A reacdo foi iniciada com a adi¢dao de Fell ao meio
reacional. O experimento foi realizado com os caquis n° 4 e 10. Os pontos acima representam a
média + SD (n=3). B) Analise dos dados demonstrando o percentual de inibi¢do do sinal aduto

DMPO-"OH.
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Figura 19: Sinal do aduto DMPO-'OH detectado no espectrometro em duas condi¢des: sem
extrato de caqui e com 5 mg/mL de extrato de caqui. Condi¢des experimentais iguais a da figura

18.

A menor produgio do aduto DMPO-"OH na presenca do extrato de caqui pode

ter ocorrido mediante dois mecanismos distintos: i) compostos presente no extrato de
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caqui poderiam quelar o Fe(Il) diminuindo a produ¢do de radical hidroxil livre (que
poderia, por exemplo, reagir com o DMPO), ou ii) o radical hidroxil formado atacaria
preferencialmente os compostos presentes no caqui diminuindo a formacdo do aduto
DMPO-'OH. Além disso, ambos 0s mecanismos podem ocorrer a0 mesmo tempo uma
vez que o extrato de caqui ¢ um material complexo que pode apresentar moléculas com
atividade quelante e seqiiestradora de radical hidroxil.

O mecanismo antioxidante do extrato de caqui foi analisado por meio dos
ensaios de degradacdo oxidativa da 2-DR e de peroxidacdo lipidica discutidos em

seguida.

5.3 — Efeito do extrato aquoso da polpa de caqui no dano oxidativo a 2-DR.

O potencial antioxidante do extrato aquoso da polpa de caqui foi avaliado por
meio do ensaio de dano oxidativo a 2-DR. O primeiro ensaio realizado nessa
metodologia verificou o efeito da concentracdo do extrato de caqui na prote¢do da 2-DR
contra danos oxidativos (figura 20). Esse ensaio foi realizado com dois caquis
diferentes, o caqui numero 3 (representado com quadrado vazio) e caqui nimero 17
(quadrado preto). A reagdo foi iniciada com adi¢ao de ascorbato com prévia incubagdo
do extrato com o complexo Fe(Il)-citrato por 10 minutos.

Em ambos os caquis analisados, verifica-se que o dano oxidativo a 2-DR ¢
inversamente proporcional a concentragdo de extrato no meio reacional. Entretanto, o
efeito protetor apresentado pelos caquis foi distinto. O caqui nimero 3 impede por
completo a oxidacdo da 2-DR quando o mesmo se encontra presente no meio reacional
na concentragdo de 5 mg/mL. O caqui namero 17, por outro lado, ndo inibe a oxidacdo
da 2-DR quando presente na concentracdo maxima de 5 mg/mL. O percentual maximo

de protecao verificado para o caqui 17 foi de aproximadamente 75% (figura 20b).
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Figura 20: (A) - Efeito da variagdo do extrato aquoso dos caquis n° 3 (0) e n° 17 (m) na
degradacdo oxidativa da 2-DR. Meio reacional contendo 20 mM de tampao fosfato, SmM de
2-DR, 50 uM de Felll-Citrato (1:1) e 0,5mM de ascorbato. Os reagentes foram pré-incubados
por 10 minutos antes da adi¢do de ascorbato ao meio reacional. Os pontos acima representam a
média = SD (n=6). (B) — Analise dos dados demonstrando o efeito protetor dos caquis n° 3 (0) e
n° 17 (m) na degradagdo oxidativa da 2-DR.

O valor de Isy, que corresponde a concentragdo do antioxidante capaz de inibir
em 50% o dano oxidativo a 2-DR, também foi diferente entre esses dois caquis. O
caqui 3 apresentou valor de Iso igual a 0,52 + 0,05 mg/mL, enquanto que o valor de Isy
do caqui 17 foi de 1,77 £ 0,34 mg/mL. Observa-se que o valor de Isy do caqui 17 foi
mais que o triplo do valor verificado para o caqui 3. Isso indica que existe uma
diferenca significativa no potencial antioxidante entre os caquis coletados. Vale
ressaltar que todos os caquis selecionados eram provenientes do mesmo produtor,
porém, mesmo sendo cultivados na mesma regido, apresentam diferenca no potencial
antioxidante.

Estudos realizados com outros extratos de fruta verificaram protecdo semelhante
a do caqui contra o dano oxidativo a 2-DR. O efeito antioxidante do extrato aquoso de
tadmara contra o dano oxidativo a 2-DR (2,8 mM) mediado por Fe(III)-EDTA (0,1 mM),
ascorbato (0,1 mM) e H,O, (1 mM) foi semelhante ao observado com o caqui. O valor
de Iso do extrato aquoso de tdmara nas condicdes citadas foi de 2,2 mg/mL, sendo que a
completa inibi¢do foi verificada na concentragdo de 4 mg/mL (Vayalil, 2002). Um

estudo realizado pela Universidade de Brasilia verificou o potencial antioxidante de 6
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frutos do cerrado contra o dano oxidativo a 2-DR mediado por 50 puM de Fe(Il) e 100
uM de H,O,. De acordo com o estudo, a castanha de baru apresentou maior potencial
antioxidante entre os frutos analisados (valor de Iso igual 0,073 mg/mL), seguido do
jatoba (Isp = 0,42 mg/mL) e da macauba (Isp = 0,58 mg/mL). A lobeira, a cagaita e o
ingé apresentaram menores valores de Isy sendo, respectivamente, iguais a 1,46 mg/mL,
4,62 mg/mL e 11,95 mg/mL (Dourado et al., 2007).

A diferenca no potencial antioxidante observado entre os dois caquis analisados
despertou interesse em identificar o perfil antioxidante dos 20 caquis selecionados no
estudo. A analise do perfil antioxidante dos 20 caquis foi realizada por meio do ensaio
oxidativo da 2-DR elaborado de forma semelhante ao estudo da variacdo da
concentragdo do extrato de caqui. Porém, nesse novo ensaio, optou-se por fixar a
concentragdo dos extratos de caqui em 2 mg/mL e verificar o percentual de protecdo dos
20 caquis nessa concentragao.

A figura 21 mostra o resultado apresentado pelos extratos de caqui. Os caquis 1
a 16 demonstraram uma melhor atividade antioxidante quando comparado aos caquis 17
a 20. O percentual de protecdo dos caquis 1 a 16 variou entre 73 a 91%, enquanto que
nos caquis 17 a 20 o percentual variou entre 52 a 59%. Nao houve diferenca
significativa entre porcentual de prote¢ao dos caquis 17 a 20.

Os caquis 17 a 20 foram comprados no mesmo dia e correspondem aos caquis
selecionados da terceira caixa. Observa-se que os caquis da caixa 3, com excec¢do do
caqui 16, tiveram uma atividade antioxidante menor, comparada com os demais caquis,
no método de oxidagdo da 2-DR.

Nao se sabe ao certo quais os fatores que estariam envolvidos nessa diferenca do
potencial antioxidante dos caquis. Porém, acredita-se que a diferenca no potencial
antioxidante pode ocorre devido a 3 fatores: i) a menor concentracdo de antioxidantes
totais soliveis no extrato aquoso, ii) a presenca de diferentes tipos de compostos
antioxidantes que possuem atividade antioxidante também distintas, iii) ou mesmo,

devido a ocorréncia de todos fatores supra citados.
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Figura 21: Efeito de diferentes extratos aquoso de caqui do tipo Rama Forte na degradacao
oxidativa da 2-DR. Meio reacional contendo 20 mM de tampao fosfato, SmM de 2-DR, 50 uM
de Felll-Citrato (1:1), 0,5mM de ascorbato e 2mg/mL extrato de caqui. Os reagentes foram pré-
incubados por 10 minutos antes da adi¢do de ascorbato ao meio reacional. Os pontos acima
representam a média £ SD (n=6). Letras diferentes indicam que ha diferenca significativa entre
os extratos de caqui (p<0,05) (ANOVA/SNK).

Como a coleta das frutas foi realizada em comércio local, ndo foi possivel
adquirir algumas informagdes importantes que poderiam auxiliar na identificacdo de
fatores intervenientes como, por exemplo, qualidade do solo, estagio de maturacdo da
fruta no momento da colheita, uso de inseticidas no pomar, entre outros. Além disso,
outro fator importante, caracteristico de caqui adstringente, ¢ o processo de destanizagao
do fruto que também pode interferir na concentragao de taninos soluveis (veja como ¢
feito o processo de destanizagdo na pagina 30 da revisdo bibliografica). Sabe-se que as
diferentes técnicas de destanizagdo, assim como a quantidade de produto utilizado e o
tempo de exposicdo a este produto sdo fatores que intervém na textura, no indice de
adstringéncia, na cor e no sabor do fruto (Mufioz, 2002).

Apoés a identificacdo dos caquis que possuem melhor atividade antioxidante
contra o dano oxidativo a 2-DR, os ensaios seguintes foram realizados com aqueles que
apresentaram melhores resultados, ou seja, os caquis 1 a 16. A opgdo em utilizar os
caquis que possuem melhor atividade antioxidante tem como objetivo adquirir uma
melhor homogeneidade da amostra. Nao se sabe ainda se a diferenca da atividade

antioxidante se deve a uma menor quantidade de antioxidantes ou a uma diferenga nos
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compostos antioxidantes na amostra. Caso a segunda hipdtese seja confirmada, ¢
possivel que o mecanismo antioxidante desses caquis também seja distinto. Nesse caso,
como o presente trabalho tem como um dos objetivos sugerir um mecanismo de agdo
antioxidante do extrato aquoso da polpa de caqui optou-se por escolher aqueles que
possuem um potencial antioxidante semelhante.

O ensaio seguinte avaliou o efeito da concentracdo do Fe(IIl) na atividade
antioxidante do extrato de caqui (figura 22). Além disso, analisou-se o efeito do extrato
de caqui na presencga de dois co-quelantes, citrato de sodio (figura 22a) e EDTA (figura
22b). A razao de Fe(Ill)-co-quelante foi de 1:1.

No ensaio realizado com Felll-citrato, o dano oxidativo a 2-DR foi proporcional
a concentragdo do ion metalico no meio. A presencga de 2 mg/mL de extrato de caqui no
meio reacional minimizou a forma¢do de MDA em todas as concentracdes de Felll-
citrato presentes no meio. Observa-se que a protecdo do extrato de caqui foi
praticamente constante na presenca de 10, 25 e 50 uM de Felll-citrato. Entretanto, o

percentual de prote¢ao do caqui diminuiu na concentragao de 100 uM de ions férricos.
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Figura 22: Efeito da concentracdo de Felll-Citrato (1:1) (figura A) e Felll-EDTA (1:1) (figura
B) na degradacdo oxidativa da 2-DR na auséncia de antioxidantes (cinza) e na presenga de
2mg/mL do extrato aquoso de caqui (n° 2, 6 e 14) (branco) em meio reacional contendo tampao
fosfato (20mM), 2-DR (5mM) e ascorbato (0,5mM). Os reagentes foram pré-incubados por 10
minutos antes da adig@o de ascorbato ao meio reacional. Os pontos acima representam a média
+ SD (n=6). Os numeros acima das colunas brancas indicam o percentual de protecdo do
extrato de caqui. Os simbolos iguais indicam que ndo ha diferenga significativa entre os ensaios
(ANOVA/SNK).
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De modo semelhante, no ensaio realizado com Felll-EDTA, o dano oxidativo a
2-DR também foi proporcional a concentracdo de ion metalico no meio. Porém, a
formacdo de MDA foi constante a partir de 50 uM de Felll-EDTA. Acredita-se que
estabilizacdo do dano oxidativo a 2-DR mediado por Felll-EDTA pode ter ocorrido
devido a concentracdao limitante da molécula alvo no meio reacional. A presenga do
extrato de caqui no meio reacional novamente provocou diminui¢ao do dano oxidativo
em todas as concentracdes de Felll-EDTA. No entanto, verifica-se claramente que o
percentual de protecdo oferecido pelo extrato de caqui diminuiu com o aumento da
concentragdo do ion metalico no meio reacional.

Em todas as concentragdes de ferro, o percentual de prote¢ao do extrato de caqui
foi maior no sistema contendo Felll-citrato do que no sistema contendo Felll-EDTA. A
diferenca encontrada no percentual de protecdo do caqui nesses dois sistemas pode ser
explicada pela diferenga de afinidade que esses co-quelantes possuem. O EDTA ¢ um
quelante que possui maior afinidade com o ion férrico quando comparado com o citrato.
As constantes de formacgao (log f11) dos complexos Fe(III)-EDTA e Fe(IlI)-citrato sao
iguais a 25,5 e 11, respectivamente (Mauricio et al., 2003). Portanto, caso o caqui
apresente compostos com atividade quelante de ion metalico, ¢ possivel que exista uma
competicdo entre os compostos do caqui e os quelantes EDTA e citrato em complexar
com o Felll (ver esquema abaixo). Nesse caso, como o complexo do Felll-citrato tem
menor afinidade do que o Felll-EDTA, os compostos quelante presentes no caqui
possuiriam maior facilidade em retirar o ion férrico do citrato o que resultaria em um

maior efeito protetor contra o dano oxidativo a 2-DR.

Fe(IIT)-EDTA + compostos do caqui »—>—> EDTA + Fe(IIl)-compostos do caqui

Complexo com alta
afinidade

Fe(III)-citrato + compostos do caqui = citrato + Fe(IlI)-compostos do caqui

i

Complexo com
baixa afinidade

Esquema 9: Demonstragdo da competicdo entre os co-quelantes (EDTA e citrato) e os
compostos presente no extrato de caqui para formar complexo com o Fe(III).
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Estudo realizado com o quelante PIH também mostrou que o percentual de
protecao desse antioxidante era maior na presenca de Fe(III)-NTA do que na presenca
de Fe(Il[)-EDTA. O efeito antioxidante maior do PIH em meio contendo NTA foi
justificado pela constante de formacao (log i) do complexo Felll-NTA que ¢ de
apenas 8,3, valor este bem inferior as constantes de formacdo do Felll-PIH e Felll-
EDTA que correspondem a 24,8 e 25,5 respectivamente (Hermes-Lima et al., 2000).

Outra interpretacao possivel seria que o EDTA agiria como facilitador da reagao
do Fe(Ill) com o ascorbato, produzindo assim mais radicais hidroxil durante os 30
minutos de reacdo. Desde os anos 70, ja se sabe que o EDTA disponibiliza ainda mais o
Fe(Ill) para a reacdo de Haber-Weiss quando comparado com a reacdo sem este co-
quelante (Halliwell, 1978; McCord & Day Jr, 1978). Esse efeito pode ser verificado
pela maior produ¢ao de MDA na presenga de Felll-EDTA quando comparado com o
sistema contendo citrato. A producdo de MDA foi 3,2 vezes maior com a utilizagdo de
Fe(IlI)-EDTA (As3; = 0,8) do que com Fe(Ill)-citrato (As;; = 0,25). Nesse caso, a
menor prote¢do do extrato de caqui na presenga de EDTA pode ser devido a uma maior
producao de radicais livres nesse sistema quando comparado com o sistema contendo
citrato. Sendo assim, a quantidade limitante de antioxidantes cléssicos (com efeito
seqiiestrador de radicais livres) presentes no extrato de caqui ndo seria suficiente para
suprimir a quantidade de radicais livres gerado pelo sistema Fe(III)-EDTA.

Porém, ¢ possivel que, além do EDTA auxiliar na disponibilizagao do Fe(III)
(vide Nota de rodapé 2), os compostos presentes no extrato de caqui poderiam também
ter maior dificuldade em retirar os ions férricos do complexo Fe(III)-EDTA. Portanto,
as duas explicagdes possiveis poderiam estar ocorrendo ao mesmo tempo dificultado

ainda mais a atuagdo do extrato de caqui.

Nota de rodapé 2

Quando o Fe(III) ¢ adicionado ao meio reacional, ele pode complexar com a 2-
DR, com o fosfato inorgéanico do tampao ou mesmo precipitar na forma de hidroxido de
Fe(IIT) (Aruoma et al.; 1987). Porém, quando o Fe(III) ¢ adicionado junto com o EDTA
(numa solucdo-mae Fe-EDTA), a formagdo de complexos com estes outros
componentes do sistema (supracitados) e a precipitagdo do ferro sdo fortemente
inibidos, devido a grande afinidade que o EDTA tem para com o Fe(III). Dessa forma, o
complexo Fe(Ill)-EDTA facilita a participagdo do ion metdlico nas reagdes de oxi-
redu¢do, gerando, portanto, mais EROs.
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Sendo assim, foram realizados ensaios experimentais para avaliar se o extrato de
caqui teria ou ndo atividade antioxidante do tipo quelante de ions férricos. Inicialmente
verificou-se o efeito da concentragdo do EDTA (com a concentracdo de Fe(IIl) fixado a
50 uM) na atividade antioxidante do caqui contra o dano oxidativo a 2-DR. Caso o
extrato de caqui tivesse um comportamento quelante, esperaria-se que o percentual de
protecdo do extrato diminuisse com o aumento da concentracdo de EDTA no meio, uma
vez que o aumento da concentragdo do co-quelante dificultaria ainda mais a retirada dos
ions Fe(IIT) do EDTA pelos compostos quelantes do caqui.

O resultado desse ensaio estd mostrado na figura 23. Observa-se na condi¢ao
sem adicdo de extrato, que o dano oxidativo a 2-DR foi pequeno quando ndo se
adicionou EDTA no meio reacional (absorbancia em torno de 0,2). Porém, quando o
EDTA estava presente no meio a producdo de MDA aumentou significativamente,
independente da concentracdo do co-quelante, apresentando um valor de absorbancia
em torno de 0,8. A presenca de EDTA na razdo 1:1 com o Fe(Ill) provocou dano
maximo a 2-DR e a partir dessa concentracao nao se observou alteragcdo da producao de
MDA. Esse resultado demonstra claramente que o Fe(IIl) ¢ mais disponibilizado para as
reacoes de Haber-Weiss na presenca de EDTA.

Quando o ensaio foi realizado com extrato de caqui o dano oxidativo a 2-DR
diminuiu em relacdo ao controle sem caqui em todas as concentragdes de EDTA. No
entanto, o percentual de protecdo do caqui na auséncia de EDTA (de aproximadamente
80% de prote¢do) foi maior do que na presenca do co-quelante (figura 23b). O resultado
obtido na presenga de EDTA mostrou que o percentual de protecdo do caqui se manteve

constante, em torno de 55 % de prote¢do, em todas as concentragdes de EDTA.
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Figura 23: (A) Efeito da concentragdo de EDTA na degradagao oxidativa da 2-DR na auséncia
(m) e na presenca de 2mg/mL do extrato aquoso de caqui (n° 7 e 12) (0) em meio reacional
contendo tampédo fosfato (20 mM), 2-DR (5 mM), ascorbato (0,5 mM) e Felll (50 uM). Os
reagentes foram pré-incubados por 10 minutos antes da adi¢do de ascorbato ao meio reacional.
Os pontos acima representam a média = SD (n=6). (B) Analise dos dados demonstrando o
percentual de protegdo do extrato de caqui. As setas indicam a razao de Fe(IlI)-EDTA.

Portanto, ao contrario do que se esperava, o extrato de caqui ndo apresentou
comportamento quelante, uma vez que ndo houve variagdo do percentual de protecao do
extrato de caqui com o aumento de EDTA no meio. O conjunto de resultados obtidos
até o presente momento nos levam a crer que a atividade antioxidante do extrato de
caqui se deva a um mecanismo seqiiestrador de radicais livres. Como na condi¢do sem
adicao de extrato, ndo houve variacdo do dano oxidativo na presenca de concentragdes
crescentes de EDTA, acredita-se que a producdo de radicais livres tenha sido
semelhante, independente da concentracdo do co-quelante no meio. Caso isso seja
verdade, a capacidade seqiiestradora de radicais livres do extrato de caqui também seria
semelhante nas diferentes concentragoes de EDTA.

Quelantes de Fe(Ill) como o AT e o PIH apresentaram diminui¢do da atividade
antioxidante com o aumento da concentragdo de EDTA no meio reacional. No ensaio
realizado com 10 uM de Fe(Ill), 15 mM de 2-DR e 2 mM de ascorbato em meio

tamponado com Hepes (pH 7,2 e concentracao de 20 mM), o percentual de protecao da
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2-DR pelo PIH (concentragdo final de 400 uM) reduziu de 75% para 30% com o
aumento da concentracdo de EDTA de 25 uM para 100 uM de EDTA (Hermes-Lima et
al., 2000). O AT também apresentou reducao do potencial antioxidante com o aumento
da concentracdo de EDTA no ensaio da 2-DR mediado por 50 uM de Fe(Ill) e 100 uM
de ascorbato. O valor de Iso do AT aumentou de 120 uM para 200 uM com o aumento
da razao de Fe(III)-EDTA de 1:1 para 1:10 (Andrade Jr et al., 2006).

O efeito antioxidante inalterdvel do caqui na presenca de concentragdes
crescentes de EDTA pode também ser explicado por uma cinética lenta de remocao dos
ions férricos do complexo Fe(Il)-EDTA. Talvez o tempo de pré-incubacdo de 10
minutos do caqui com o complexo Fe(Ill)-EDTA nao seja suficiente para que os
compostos quelantes do caqui removam os ions férricos do EDTA. Por isso, ndo teria
sido possivel verificar o efeito quelante do extrato de caqui.

Portanto, para avaliar se o extrato de caqui apresenta cinética lenta de remogao
dos ions férricos foi realizado um estudo que avaliou diferentes tempos de pré-
incubagdo do extrato de caqui com o complexo Fe(Ill)-EDTA no dano oxidativo a 2-
DR. No periodo de pré-incubacdo, todos os reagentes, com exce¢do do ascorbato, estdo
presentes no meio e corresponde ao tempo destinado para que ocorra as possiveis
complexagdes antes do inicio da reacdo (que ocorre por meio da adigdo do ascorbato ao
sistema). Quando a pré-incubagdo nao foi realizada (que corresponde ao tempo zero da
curva), a rea¢do foi iniciada com adi¢do do complexo Fe(IIl)-EDTA no meio reacional.
O tempo de reag@o de 30 minutos foi fixado em todos os pontos.

De acordo com o resultado apresentado na figura 24, observa-se que nao houve
alteragdo na atividade antioxidante do extrato aquoso de caqui com o aumento do tempo
de pré-incubagdo (0 a 60 minutos). O percentual de protegdo oferecido por 2 mg/mL de
extrato de caqui foi de aproximadamente 55% independente do tempo de incubagdo

prévia do extrato com o complexo Fe(III)-EDTA.
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Figura 24: Efeito do tempo de pré-incubagdo do extrato de caqui com o Fe(Ill)-EDTA na
degradacao oxidativa da 2-DR em duas condi¢des: na auséncia (m) e na presenca de 2mg/mL
do extrato aquoso de caqui (n° 7, 14 e 16) (o). Meio reacional contendo tampao fosfato (20
mM), 2-DR (5 mM), ascorbato (0,5 mM) e Felll-EDTA (1:1) (50 uM). Os pontos acima
representam a média = SD (n=6 a 12).

Estudos realizados com os quelantes AT e PIH demonstraram que o percentual
de protecao desses antioxidantes aumenta com o prolongamento do tempo de pré-
incubagao (Mauricio et al., 2003; Andrade Jr et al., 2006). O percentual de protecao do
AT contra a degradagdo oxidativa da 2-DR, por exemplo, aumenta de 20% para 63%
com o aumento do tempo de pré-incubagdo de 0 para 60 minutos (ver figura 25). O
resultado demonstrado pelo AT indica que a remocgao dos ions férricos do complexo
Fe(Ill)-EDTA pelo polifenol ¢ tempo-dependente e que esta cinética parece ser
relativamente lenta.

O comportamento antioxidante do extrato de caqui ndo se assemelha ao que ¢
normalmente observado por moléculas quelantes. Tanto o ensaio da variagdo da
concentracdo de EDTA quanto o da variacdo do tempo de pré-incubagdo indicaram que

o extrato de caqui ndo apresenta comportamento do tipo quelante-antioxidante.
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Figura 25: Efeito do tempo de pré-incubagéo do acido tanico (TA do inglés) com Fe(IlI)-EDTA
na degradacdo da 2-DR. Meio reacional contendo 20 mM de tampao fosfato (pH 7,2), 5 mM de
2-DR, 50 uM de Fe(III)-EDTA (1:1), na auséncia (O) e presenga de 150 uM de AT (e). Apos o
término do tempo de pré-incubagdo, a reacdo foi iniciada com adi¢do de ascorbato
(concentragao final de 0,1 mM). Tempo de reacdo correspondeu a 10 minutos. Resultado
retirado de Andrade Jr et al., 2006.

A atividade quelante do extrato de caqui foi também analisada por meio do
ensaio da variagdo da concentracdo da 2-DR no meio reacional. A 2-DR ¢ utilizada
como molécula alvo do radical hidroxil produzido no meio. Antioxidantes com
comportamento seqiiestrador de radicais livres apresentam uma diminuicdo do
percentual de prote¢do quando se aumenta a concentracdo da molécula alvo. O aumento
da concentragdo da molécula alvo favorece ainda mais a oxidagdo da 2-DR devido a
competi¢ao entre o antioxidante e a 2-DR na rea¢dao com o radical hidroxil (Lopes et al.,
1999). Os antioxidantes com atividade somente quelante, por outro lado, ndo
apresentam diminui¢do do seu potencial antioxidante com o aumento da 2-DR. Como os
quelantes ndo competem com a molécula alvo em reagir com o radical hidroxil, o
percentual de dano oxidativo a 2-DR se mantém constante independente da sua
concentragdo no meio reacional (Hermes-Lima et al., 2000).

O efeito da concentragdo de 2-DR no dano oxidativo mediado por 50 uM de
Fe(III)-EDTA (1:1) e 0,5 mM de ascorbato foi apresentado na figura 26. Observa-se que
o percentual de protecao do caqui € inversamente proporcional a concentragao de 2-DR
no meio reacional. O efeito protetor do caqui diminui de 57% para 34% com o aumento

da concentragdo de 2-DR de 5 mM para 20 mM.
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Figura 26: Estudo do efeito da concentracdo de 2-DR no percentual de protecao do extrato de
caqui. Coluna cinza indica que o ensaio foi realizado na auséncia de extrato ¢ a coluna branca
mostra o efeito de 2 mg/mL do extrato aquoso de caqui (n° 7, 13 e 14) no ensaio. Meio reacional
contendo tampao fosfato (20 mM), Felll-EDTA (1:1, 50 uM) e ascorbato (0,5 mM). Os
reagentes foram pré-incubados por 10 minutos antes da adigdo de ascorbato ao meio reacional.
Os pontos acima representam a média £ SD (n=6 a 9). Os numeros acima das colunas brancas
indicam o percentual de protecdo do extrato de caqui.
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Novamente o resultado encontrado nesse ensaio demonstrou que o extrato de
caqui apresenta atividade seqiiestradora de radicais livres. Nao foi observado, pelo
menos em meio aquoso, efeito quelante do extrato de caqui Rama Forte.

Um estudo desenvolvido em nosso laboratorio avaliou a atividade antioxidante
da folha e flor da capuchinha (Tropaeolum majus L.). Os resultados demonstrados no
estudo indicam que tanto o extrato aquoso da folha quanto o da flor apresentam
componentes com atividade quelante-antioxidante importante. No ensaio da degradagdo
oxidativa da 2-DR mediado por Fe(Il) 50 uM e H,O, 100 uM, ambos os extratos (flor e
folha) ndo apresentaram variacdo em seu potencial de protecdo com o aumento da
concentracdo da molécula alvo (Bicalho, 2008). Portanto, ao contrario do que foi
observado no nosso estudo do caqui, esse comportamento do extrato da flor e folha da
capuchinha sugere efeito antioxidante do tipo quelante.

Apesar do caqui analisado ser do tipo adstringente, acredita-se que o processo de
destanizagao sofrido pelo fruto tenha removido a maior parte dos taninos soluveis, o que
afetou o comportamento quelante do extrato do caqui. Os taninos sdo conhecidos pela
sua atividade quelante de ions metalicos (ver pagina 18 da revisdo bibliogréafica). Sendo
assim, a remog¢ao desses componentes do fruto pode ter afetado o potencial antioxidante
do caqui.

Estudo realizado com o caqui do cultivar Giombo (do tipo variavel igual ao
caqui Rama Forte) analisou a concentracdo de taninos soltiveis do fruto apds o processo
de destanizagdo por vapor de alcool etilico. Antes da destanizagdo, o caqui apresentava
uma concentragdo de taninos soluveis equivalente a 0,28 g/100 g de fruto. A partir do
quarto dia, apds o processo de destanizacdo, os teores de taninos soliveis reduziram
para aproximadamente 0,1 g/100 g de fruto (Antoniolli et al., 2000). Segundo Kato
(1984), frutos que apresentam 0,25% de taninos sdo ligeiramente adstringentes e se
tornam comestiveis quando a concentragdo de taninos soliveis se encontra abaixo de
0,1%. Portanto, o processo de destanizagdo do caqui remove, no minimo, cerca de 60%
dos taninos soliveis presentes no fruto in natura.

O efeito do extrato aquoso do caqui Rama Forte foi também verificado no ensaio
de peroxidagdo lipidica em homogenato de figado de rato. Andlise do extrato nesse

novo sistema permite avaliar a atividade antioxidante do caqui em meio lipofilico.
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5.4 — Atividade antioxidante do extrato aquoso da polpa de caqui contra

peroxidacao lipidica de figado de rato.

No primeiro ensaio de peroxidacdo lipidica em homogenato de figado de rato
foram utilizados reagentes de Fenton para geragdo de radical hidroxil. O estudo do curso
temporal da peroxidacao lipidica foi realizado na auséncia de antioxidantes e na
presenca de 2 mg/mL e 3 mg/mL de extrato aquoso de caqui. Os resultados foram
comparados com o antioxidante classico contra a peroxidagdo lipidica, o BHT (butil
hidroxi tolueno) utilizado pela industria alimenticia como conservante em alimentos
ricos em gordura.

As trés fases da peroxidacao lipidica podem ser visualizadas no grafico do curso
temporal da peroxidacdo lipidica (figura 27). Na auséncia de antioxidantes, a fase lag,
ou fase de iniciagdo, se estende até pouco antes de 20 minutos de reac¢do. A partir de 20
minutos, observa-se um aumento subito da producdo de MDA caracteristico da fase log,
ou fase de propagacao. A fase de terminagdo ¢ verificada a partir de 50 minutos de

reacdo, na qual se observa uma diminuicao da velocidade de produ¢dao de MDA.
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Figura 27: Efeito do extrato de caqui (n° 3, 15 e 16) no curso temporal da peroxidacgdo lipidica.
O ensaio foi realizado em 4 condi¢bes distintas: na auséncia de extrato (m), na presenca de 2
mg/mL (e) e 3 mg/mL (A) de extrato aquoso de caqui, e na presenga de 0,1 mM de BHT (V).
Meio reacional contendo 10 mM de tampao hepes, 125 mM de KCl, 5% do volume reacional de
homogenato de figado de rato e 50 uM de Fell, 50 pM de citrato e 100 uM de H,0,. A reagdo
foi iniciada pela adi¢do de Fe(Il) no meio reacional.
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Antioxidantes com atividade exclusivamente seqliestradora de radicais livres,
como o a-tocoferol e o BHT, doam um hidrogénio para o radical lipoperoxil (LOO")
resultando na formac¢ao de hidroperéxido (LOOH). O radical lipoperoxil ¢ responsavel
pela propagagio da peroxidagdo lipidica. Portanto, ao doar o hidrogénio ao LOO’, esses
antioxidantes evitam o desencadeamento da cadeia de reacdo da peroxidagdo lipidica, o
que caracteriza uma atividade “chain breaking”. A fase de propagacdo da peroxidagdo
lipidica s6 ¢ verificada quando todo antioxidante ¢ depletado, o que resulta na expansao
da fase lag da reacdo (Hermes-Lima, 2004a). Apds a deple¢do do antioxidante a
velocidade de propagagdo ¢ semelhante ao sistema que ndo possui antioxidantes “chain
breaking".

A expansao da fase lag foi nitidamente observada na presenca de 0,1 mM de
BHT. Durante todo o periodo de reacdo em que a peroxidacao lipidica foi acompanhada
(2 horas e 30 minutos) ndo se verificou inicio da propaga¢ao da peroxidag¢ao lipidica no
sistema contendo BHT.

A presenca de 2 mg/mL de extrato aquoso de caqui promoveu uma diminui¢ao
da velocidade da fase log da peroxidag¢do lipidica, porém, ndo se verificou expansdo da
fase lag. Além disso, a fase de terminac¢do da curva contendo 2 mg/mL de caqui ndo
atingiu os valores de absorbancia verificados no controle sem antioxidante. Essas
caracteristicas da presenga do extrato de caqui indicam um comportamento quelante
importante. Sabe-se que os ions metalicos em especiais os cations de ferro e de cobre
possuem papel importante na propagacao lipidica (Hermes-Lima, 2004a). A formacao
de complexos pouco reativos com esses ions metalicos leva a diminui¢ao da velocidade
de reagao dos metais com o hidroperéxido lipidico e, conseqiientemente, a menor
producdo de radical lipoperoxil. Esse comportamento provoca redugdo da velocidade de
propagacao da peroxidagdo lipidica e diminui¢do dos produtos da decomposi¢cdo dos
radicais lipidicos.

Na presenca de 3 mg/mL de extrato de caqui, observou-se um aumento da fase
lag e redugdo, ainda maior, da velocidade de propaga¢do da peroxidacdo lipidica. O
aumento da fase lag caracteriza uma atividade ‘“chain breaking” do caqui que foi
verificada apenas em maiores concentragdes do extrato. Na concentragdo de 3 mg/mL
ambos comportamentos quelante e “chain breaking” participam da atividade

antioxidante do extrato de caqui.
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A atividade “chain breaking” do caqui ja foi relatada em outros estudos. Katsube
e colaboradores verificaram que o caqui do tipo adstringente aumenta o tempo da fase
lag da peroxidacdo de 20 pg/mL de LDL de plasma humano mediado por 5 uM de
CuSO4. Além disso, verificaram que o aumento do tempo da fase lag era proporcional a
concentragdo de extrato etanodlico de caqui adicionado no meio. Esse resultado
demonstra que o caqui possui compostos que sao capazes de doar hidrogénio ao radical
peroxil inibindo, dessa forma, a propagacao da peroxidacdo lipidica. A fase lag desse
estudo foi analisada por meio do monitoramento da formacdo de dienos conjugados
(Katsube, et al., 2004).

Ao contrario do que foi observado no ensaio da degradagao oxidativa da 2-DR, o
extrato de caqui apresentou importante atividade quelante na peroxidacdo lipidica
induzido por Fe(Il) e H,O,. Essa diferenca no comportamento antioxidante nos dois
sistemas estudados (aquoso e membranar) pode estar relacionada a presenca de
compostos com carater mais lipofilico que possuem atividade quelante e que, portanto,
apresentam maior solubilidade em meio contendo material lipidico.

Além disso, ¢ possivel que os compostos presentes no caqui formem complexos
com cations de ferro especificos. O ensaio de degradacdo da 2-DR foi realizado em
sistema contendo Fe(IIl), enquanto que o ensaio de peroxidagdo lipidica foi mediado
por Fe(IT). Nao se sabe ao certo se o extrato de caqui seria capaz de quelar o ion Fe(III).
Os resultados apresentados no ensaio da 2-DR indicaram que o extrato de caqui ndo
apresentou comportamento quelante-antioxidante de ions férricos, porém ¢ possivel que
o caqui se comporte de maneira distinta em meio lipofilico.

Com o intuito de estudar o efeito do caqui sobre a peroxidagao lipidica induzida
por outro sistema gerador de oxirradicais, foi investigado o efeito do extrato de caqui
contra a peroxidacao lipidica mediado por Fe(Ill)-citrato e ascorbato. Inicialmente, o
ensaio do curso temporal da peroxidagdo lipidica foi realizado em condigdes
semelhantes ao feito na degradacao oxidativa da 2-DR, ou seja, com 50 uM de Fe(III)-
citrato (1:1) e 0,5 mM de ascorbato.

Ao contrario do que se esperava, o extrato de caqui nessas condi¢des apresentou
efeito pro-oxidante no ensaio de peroxidagao lipidica (ver figura 28, grafico C). O efeito
pro-oxidante do extrato de caqui foi observado a partir de 30 minutos de reagdo.
Observa-se que a formagao de MDA na curva sem antioxidante ¢ pequena durante todo
tempo de reacdo analisado (90 minutos), apresentando absorbancia maxima por volta de

0,06.
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Outros ensaios foram realizados para estudar o efeito pro-oxidante do caqui. O
efeito do extrato de caqui (2 mg/mL) sobre curso temporal da peroxidagao lipidica foi
analisado em meio contendo uma menor concentragdo de ascorbato (0,25 mM) (figura
28, grafico B) e em meio sem adicdo de ascorbato, com apenas Fe(IlI)-citrato (figura
28, grafico A). Em todos os ensaios realizados a concentragdo de Fe(Ill)-citrato foi de
50 uM (razao 1:1). No ensaio realizado sem adicdo de ascorbato, outros agentes
redutores presentes no homogenato de figado de rato como, por exemplo, a glutationa
reduzida, promovem a redu¢do do Fe(IIl) necessaria para geragao de radical hidroxil.

A producdo de MDA nas curvas controle (sem antioxidante) nos ensaios
realizados sem adicao de ascorbato e com 0,25 mM de ascorbato foi maior do que foi
verificado no meio reacional contendo 0,5 mM de ascorbato. O maior dano oxidativo
ocorreu no sistema contendo 0,25 mM de ascorbato. Isso indica que o perfil de
forma¢ao dos produtos da peroxidagdo lipidica, ao longo do tempo, ¢ dependente da

concentragdo de ascorbato no meio.
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Figura 28: Efeito do extrato aquoso de caqui (2 mg/mL) no curso temporal da peroxidacao
lipidica em diferentes concentracdes de ascorbato: (A) sem ascorbato; (B) com 0,25 mM de
ascorbato ¢ (C) com 0,5 mM de ascorbato. Em todos os sistemas avaliados o meio reacional
apresentava 10 mM de tampao Hepes (pH=7,2), 125 mM de KCl, 50 uM de Fe(IlI)-citrato (1:1)
e 5% do volume reacional de homogenato de figado de rato. O grafico D ¢ um copilado dos
dados dos trés primeiros graficos e demonstra o efeito do extrato de caqui nas trés
concentracdes de ascorbato (0, 0,25 ¢ 0,5 mM).
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Na auséncia de ascorbato no sistema reacional, o extrato de caqui apresentou
efeito antioxidante consideravel contra a peroxidacao lipidica. Quando o ensaio foi
realizado com 0,25 mM de ascorbato observou-se uma pequena atividade antioxidante
do extrato de caqui (menor do que no sistema sem adi¢do de ascorbato). Apds 90
minutos de reagdo, o percentual de protecdo do extrato de caqui contra peroxidagdo
lipidica no sistema sem adi¢do de ascorbato foi de 52%, enquanto que no sistema
contendo 0,25 mM de ascorbato essa protegao foi de apenas 14%.

O efeito de 2 mg/mL de extrato de caqui nas trés condi¢des distintas foi
demonstrado no grafico D da figura 28. Os perfis do curso temporal da peroxidagdo
lipidica em meio contendo extrato de caqui foram distintas uma das outras. Apds 60
minutos de reacdo, a formacdo de MDA foi maior no ensaio realizado com 0,25 mM de
ascorbato, seguida dos ensaios contendo 0,5 mM e sem ascorbato, respectivamente.
Apesar do caqui apresentar efeito pro-oxidante no ensaio contendo ascorbato 0,5 mM, a
producao de MDA nesse sistema ¢ inferior do que observado na presenga de 0,25 mM
de ascorbato.

Esses resultados demonstram que o comportamento do extrato de caqui ¢
depende da concentragdo de ascorbato no meio reacional. Esse efeito bimodal (pro-
oxidante e antioxidante) do extrato de caqui ¢ bastante intrigante, uma vez que gera a

davida se o caqui apresentaria ou ndo efeito benéfico importante para o organismo.

5.5 — Estudo do mecanismo pré-oxidante do extrato aquoso de caqui.

O efeito do ascorbato na atividade antioxidante do extrato de caqui foi analisado
posteriormente com mais detalhe em trés ensaios experimentalmente distintos. Esses
experimentos foram elaborados a fim de determinar o mecanismo pelo qual o caqui
apresenta esse comportamento bimodal que ¢ dependente da concentracao de ascorbato
no meio. O primeiro ensaio realizado avaliou a formag¢ao de MDA, ap6s 60 minutos de
reacdo, em concentracdes crescentes de ascorbato na presenca e auséncia do extrato de
caqui.

O resultado apresentado na figura 29 mostra que a concentragdo de ascorbato no
ensaio da peroxidacao lipidica possui curva em formato de sino. O efeito pro-oxidante
do ascorbato, que se deve a reducdo do Fe(Ill) a Fe(Il), foi verificado em pequenas

concentragdes (abaixo de 50 a 100 uM). Porém, a partir de 100 uM, o efeito
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antioxidante do ascorbato torna-se evidente devido a sua capacidade de seqiiestrar
radical hidroxil e regenerar a vitamina E presente no homogenato de figado de rato. Na
concentragdo de 0,5 mM praticamente ndo se verifica inicio da fase log da peroxidagdo
lipidica. Esse efeito bimodal (pré-oxidante e antioxidante) do ascorbato, que ¢
dependente da sua concentragdo no meio reacional, ja ¢ conhecido na literatura e foi

verificado em outros estudos (Melin et al., 1997; Hermes-Lima et al., 2001).
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Figura 29: Efeito da concentracdo ascorbato na peroxidagao lipidica em meio sem caqui (m) ¢
com 2 mg/mL extrato de caqui (0). Meio reacional contendo 10 mM de tampao hepes, 125 mM
de KCI, 5% do volume reacional de homogenato de figado de rato e 50 uM de FellI-Citrato
(1:1). O experimento foi realizado com os caquis n° 3, 15, 16 e 4. A reagdo foi iniciada com a
adi¢do de Felll-Citrato ¢ o tempo de reagdo foi de 60 minutos. Os pontos acima representam a
média + SD (n=8 a 9).

A curva em sino também foi verificado na presenga de 2 mg/mL de caqui com o
aumento da concentracao de ascorbato no meio. A atividade antioxidante do extrato de
caqui foi observada em concentragdes inferiores a 0,25 mM de ascorbato, contudo, a
partir dessa concentragdo, o extrato de caqui apresentou efeito pré-oxidante (figura 29).

O extrato de caqui parece inibir a acao antioxidante do ascorbato quando este
ultimo se encontra presente em grandes concentragdes. Acredita-se, portanto, que a
atividade pro-oxidante do extrato de caqui em altas concentragdes de ascorbato se deva

a essa inibigao.
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O efeito da concentracdo de ascorbato também foi analisado no ensaio de
degradacao oxidativa da 2-DR (figura 30). O ensaio foi realizado na presenga de 50 uM
de Fe(Ill)-citrato (1:1).

De modo semelhante ao observado no ensaio de peroxidagdo lipidica,
concentragdes crescentes de ascorbato promoveram uma curva em sino na degradagao
oxidativa da 2-DR tanto na auséncia de caqui quanto na presencga de 2 mg/mL de extrato
da fruta. Porém, nestas condi¢des, a acao inibitoria do ascorbato so6 foi verificada em

concentragdes superiores a 5 mM.
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Figura 30: (A) Estudo do efeito da concentragdo de ascorbato na degradacdo oxidativa da 2-DR
na auséncia de antioxidantes (m); e presenca de 2 mg/mL do extrato aquoso de caqui (n° 10) (O)
em meio reacional contendo tampao fosfato (20 mM), 2-DR (5 mM) e Felll-Citrato (1:1) (50
uM). Os reagentes foram pré-incubados por 10 minutos antes da adi¢do de ascorbato ao meio
reacional. Os pontos acima representam a média = SD (n=6 a 11). (B) Andlise dos dados
demonstrando a diminui¢do do percentual de protecdo do caqui.

O extrato de caqui demonstrou ser antioxidante em todas as concentragdes de
ascorbato no meio. Apdés 5 mM de ascorbato, o dano oxidativo a 2-DR realizado com
caqui ¢ minimizado pela presenca dos dois antioxidantes, o extrato de caqui e o proprio
ascorbato.

O comportamento pro-oxidante do caqui ndo foi verificado no ensaio da
degradacgdo oxidativa da 2-DR. Porém houve uma diminui¢do do percentual de prote¢ao
do extrato de caqui com o aumento da concentracdo de ascorbato do meio reacional, o
que indica que a interferéncia do ascorbato na atividade antioxidante do caqui ocorre
também em meio aquoso (figura 30b).

O quelante PTH também apresentou diminui¢do de sua acdo antioxidante contra

degradagdo oxidativa da 2-DR (mediado por Cu(Il) e ascorbato) com o aumento da



98

concentragdo do agente redutor no meio reacional. A diminui¢do do potencial
antioxidante foi justificada pela competicao entre o PIH e o ascorbato pela formacgao do
complexo com o Cu(Il) (Hermes-Lima et al., 2001). No entanto, esse comportamento
ndo deve ser aplicado ao extrato de caqui, uma vez que o mesmo ndo demonstrou
importante atividade antioxidante do tipo quelante (no caso para ions Fe(Ill)) em meio
aquoso.

Para estudar mais o mecanismo de acdo do extrato de caqui em altas
concentragdes de ascorbato, foi realizado um ensaio de EPR que avaliou a formacao de
radical ascorbil na presenca de diferentes concentragdes de caqui. Todos os pontos
experimentais foram feitos em meio tamponado com 20 mM de tampao fosfato
(pH=7,2) e 1 mM de ascorbato.

Ha geragdo pequena de radical ascorbil na presen¢a de 20 mM de tampao fosfato
que pode ser identificada pela formacdo do espectro caracteristico de duas linhas do
radical ascorbil (ver figura 31 - condigdo experimental sem adi¢cdo de caqui e Fe(III)-
citrato - e figura 32). A presenca de metais contaminantes no tampao fosfato pode estar
interferindo na formacao de radical ascorbil nesse sistema (Hermes-Lima et al, 1994).

No ensaio realizado sem adicdo de Fe(Ill)-citrato, a intensidade do sinal do
ascorbil teve aumento proporcional a concentracdo de extrato de caqui no meio (ver
figura 31). Isso indica que o extrato de caqui, por si sO, oxida o ascorbato a radical
ascorbil e que esta oxidagdo ¢ dependente da concentragdo de extrato no meio.

Quando o Fe(Il)-citrato (50 uM na razdo 1:1) se encontra presente no meio
reacional, observa-se uma maior formacao de radical ascorbil devido a oxidacdo do
ascorbato pelo ion metalico. Novamente, a presenca de diferentes concentragdoes de
extrato de caqui nesse sistema promove aumento na intensidade do sinal do radical
ascorbil.

E importante ressaltar que o extrato de caqui “sozinho” (sem adi¢do de
ascorbato) ndo produz sinal de radical ascorbil no EPR, o que indica que o aumento
oferecido pelo extrato ndo se deve a presenca de ascorbato na fruta. Mesmo adicionando
Fe(II)-citrato (50 uM) ao meio com maior concentracao de extrato de caqui (5 mg/mL)

o sinal caracteristico do radical ascorbil ndo é visualizado.
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Figura 31: Efeito da concentracdo do extrato aquoso de caqui na intensidade do sinal do radical
ascorbil (em unidades arbitrarias (UA)) detectado no EPR em duas condi¢des: na presenga
Felll-Citrato (m) e na auséncia de ions férricos adicionados (O0). Meio reacional contendo 20
mM de tampao fosfato, 50 uM de Felll-Citrato (1:1) e ImM de ascorbato. A reagdo foi iniciada
com a adicdo de ascorbato ao meio reacional e a leitura do espectro foi obtida apds 3 minutos de
reagdo. O experimento foi realizado com os caquis n° 4, 6 e 10. Os pontos acima representam a
média + SD (n=3).
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Figura 32: Sinal do radical ascorbil detectado no espectrometro em duas condigdes: na presenca

de 1 mM de ascorbato ¢ 20 mM de tampao fosfato (pH=7,2) (espectro de cima) e com adi¢do de
5 mg/mL de extrato de caqui nesse sistema (espectro de baixo).

Nota de rodapé 3

Na curva realizada com 50 uM de Fe(IlI)-citrato da figura 31, a intensidade do

sinal do radical ascorbil no ponto contendo 5 mg/mL de extrato de caqui foi identica ao
ponto experimental com a mesma concentragdo de caqui, porém, sem Fe(IlI)-citrato. Ao
contrario do que foi observado, esperava-se que houvesse maior formacdo de radical
ascorbil no ponto contendo Fe(IIl)-citrato.
Acredita-se que nessa concentracdo de caqui ndo se verifique diferenca na intensidade
do sinal entre esses dois pontos devido a uma saturagdo do sinal do equipamento.
Portanto, por mais que se tenha maior gera¢ao de ascorbil na presenca de Fe(IIl)-citrato,
o aparelho ndo seria capaz de detectar.
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Os trés ensaios realizados (figuras 29 a 31), em especial o ultimo feito com a
técnica de EPR, sugerem fortemente que compostos presente no caqui oxidem o

ascorbato a radical ascorbil (reagdo 5.6).

Ascorbato + compostOoxidgado =2 ascorbil + compostoreduzido (5.6)

Possivelmente, as quinonas presente no extrato de caqui podem esta participando
dessa reagdao com o ascorbato. As quinonas correspondem a forma oxidada de polifenois
(vide figura 33). Alguns estudos demonstraram que o ascorbato ¢ capaz de reduzir a
quinona ou mesmo o radical fenoxil (produzido por meio da abstragcdo de um elétron do
polifenol), o que auxilia na reciclagem do polifenol (Inoue et al., 2006; Dikalov et al.,
1993).

Além disso, € possivel que o composto reduzido pelo o ascorbato seja capaz de
reduzir o Fe(Ill) formando novamente composto oxidado e Fe(Il) (reacdo 5.7). O Fe(II)
formado catalisaria a reacdo de Haber-Weiss produzindo mais EROs, o que justificaria
o efeito pro-oxidante do caqui nesse sistema (reagdo 5.8). Azam e colaboradores (2004)
evidenciaram que os metais na forma oxidada seriam capazes de oxidar polifenois,
resultando na formacdo de quinonas e na redu¢do do ion metdlico. Foi postulado que
algumas catequinas apresentam efeito pro-oxidante no DNA devido a formacdo de
quinonas mediado por Cu(Il), gerando compostos pro-oxidantes potentes, que levam a

quebra do DNA.

Compostoreduzido T Fe(Ill)-citrato = compostooxidado + Fe(II)-citrato (5.7)

Fe(Il)-Citrato + O, ou H,O, = EROs (5.8)
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Figura 33: Formacgao de quinona a partir de compostos fendlicos (retirado de Fernandez

et al., 2002).

Outra explicacdo plausivel que justificaria a formagao de radical ascorbil pelo
extrato de caqui seria a presenca natural de ions metalicos, em especial os de ferro e
cobre, na polpa do fruto que oxidariam o ascorbato. Estudo anterior realizado com o
caqui do cultivar Triumph mostrou que a polpa desta fruta apresenta, em média, 74 pg
de ferro e 6,5 pg de cobre por 100 g de fruta fresca (Gorinstein et al., 2001). Portanto, é
possivel que quantidades semelhantes desses metais também estejam presentes no
extrato de caqui Rama Forte. No entanto, a presenca de ions metalicos no extrato de
caqui pode ser apenas uma justificativa parcial do efeito pro-oxidante do caqui. Caso a
presenga de ion metalico fosse a Unica explicagdo para o mecanismo pro-oxidante do
caqui, o efeito danoso do extrato de caqui deveria ser observado em todos os ensaios,
independentemente da concentracao de ascorbato no meio reacional.

Portanto, acredita-se que a acdo desses compostos oxidados presentes no caqui
descrito anteriormente justifique a atividade pro-oxidante do caqui no sistema contendo
alta concentra de ascorbato. No entanto, vale ressaltar que tanto a atividade pro-oxidante
quanto o mecanismo antioxidante do extrato de caqui podem ocorrer a0 mesmo tempo,

mas em diferentes compartimentos (aquoso € membranar).
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5.6 — Atividade antioxidante do extrato aquoso de caqui contra peroxidacio

lipidica mediada por Fe(III)-citrato e ascorbato.

O estudo da atividade antioxidante do caqui contra peroxida¢do lipidica foi
realizado com 50 puM de ascorbato e 50 uM de Fe(Ill)-citrato (razdo 1:1). A
concentracdo de 50 uM de ascorbato corresponde ao dano méaximo da peroxidagao
lipidica nesse sistema (ver figura 29 do topico anterior). Portanto, a escolha dessa
concentragdo de ascorbato favorece a atuacdo do mecanismo antioxidante do extrato de
caqui, uma vez que o ascorbato estaria agindo como redutor do ion metélico
(favorecendo a formacdo de radical hidroxil) e ndo reduziria os compostos presentes no
caqui. Ou seja, essa concentracdo de ascorbato corresponde a acdo pro-oxidante do
ascorbato (Hermes-Lima, 2004a) e ndo a antioxidante.

O efeito da adi¢ao do extrato de caqui no curso temporal da peroxidagado lipidica
foi o primeiro ensaio realizado nesse novo sistema gerador de radicais livres. O
resultado desse ensaio se encontra na figura 34. A atividade de 2mg/mL de extrato de
caqui foi comparada com 0,1 mM do antioxidante BHT.

A presenca de 2 mg/mL de extrato de caqui no meio reacional provocou pequena
expansao da fase lag da peroxidagdo lipidica. O inicio da propagagdo da peroxidagdo
lipidica na curva controle (sem extrato ou BHT) foi observado ap6s 5 minutos de reagao
(ver Figura 34 B). A presenga de extrato de caqui no meio reacional dobrou o tempo da
fase lag, portanto, atrasando o inicio da propagac¢do da peroxidagao lipidica. Além disso,
a velocidade da fase de propagagdo no ensaio realizado com o extrato de caqui foi mais
lenta do que a do controle, sem adicao de extrato.

Esse resultado foi semelhante ao encontrado no sistema realizado com Fe(Il) e
H,0, mostrado anteriormente. Novamente, os dois mecanismos antioxidantes do caqui,
seqiiestrador de radicais livres e quelante de ions metalicos, foram observados no ensaio
de peroxidagao lipidica mediado por Fe(Ill)-citrato e ascorbato. A atividade
seqiiestradora de radical peroxil aumentou o tempo da fase lag enquanto que a atividade

quelante de ions férricos desacelerou a propagacao da reagao.
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Figura 34: Curso temporal da peroxidagédo lipidica em 3 condigdes distintas: (m) na auséncia de
extrato (0), na presenca de 2 mg/mL do extrato aquoso de caqui (n° 6 ¢ 13) e (A) na presenga de
0,1 mM de BHT. O experimento foi realizado em meio reacional contendo tampao Hepes (10
mM), KCI (125 mM), homogenato de figado de rato (5% do volume reacional), Felll-Citrato
(1:1) (50 uM) e ascorbato (50 uM). A reacgdo foi iniciada com a adi¢do de Fe(Ill)-citrato ao
meio reacional. Os pontos acima representam a média + SD (n=6).

A presenca de 0,1 mM de BHT mostrou-se novamente bastante eficiente contra
peroxidacdo lipidica nesse novo sistema gerador de radical hidroxil. Durante todo
periodo analisado ndo foi observado inicio da propagagdo lipidica na curva contendo
BHT. A utilizacido de BHT no ensaio serve como controle interno do método que
comprova que o aumento da produ¢do de TBARS no homogenato ocorre devido a
producdo de EROs pelo sistema Fe(IlI)-citrato e ascorbato.

A atividade antioxidante do extrato de caqui também foi analisada na presenga
de diferentes concentragdes de Fe(Ill)-citrato (a razdo 1:1 de Fe(Ill):citrato foi mantida
em todos os pontos do ensaio). O tempo de reagdo nesse novo ensaio foi fixado em 60
minutos.

A intensidade do dano da peroxidagdo lipidica foi diretamente proporcional a
concentracdo de Fe(Ill)-citrato presente no meio reacional (ver figura 35a). A partir de
10 uM de Fe(Ill)-citrato ndo se verificou alteragdo na intensidade da peroxidagdo
lipidica ap6s 60 minutos de reacdo. A presenca de 2 mg/mL de extrato aquoso de caqui

inibe completamente a peroxidagdo lipidica mediada por até¢ 5 uM de Fe(IlI)-citrato. A
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partir de 10 uM de Fe(IlI)-citrato o percentual de prote¢ao do caqui reduz drasticamente
atingindo aproximadamente 40% de protecdo na presenca de 50 uM de ions férricos

(figura 35b).
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Figura 35: A) Efeito da concentragdo Felll-Citrato (1:1) na peroxidagdo lipidica em duas
condi¢des distintas: na auséncia (m) e na presenca de 2mg/mL extrato de caqui (O). Meio
reacional contendo 10 mM de tampao hepes, 125 mM de KCI, 5% do volume reacional de
homogenato de figado de rato e 50 uM de ascorbato. A reacdo foi iniciada com a adigdo de
Felll-Citrato e o tempo de reag@o foi de 60 minutos. O experimento foi realizado com os caquis
n® 2, 10 e 13. Os pontos acima representam a média £ SD (n=5 a 9). B) Analise dos dados
demonstrando a diminui¢do do percentual de protecdo do caqui com o aumento da concentragiao
de Felll-Citrato.

A completa inibi¢do da peroxidagdo lipidica pelo extrato de caqui em baixa
concentracdo de Fe(IIl) indica a presenga de componentes com atividade antioxidante
do tipo quelante. A partir de 10 uM de Fe(Ill), ambos comportamentos antioxidantes do
tipo quelante e seqiiestrador de radicais livres podem estar contribuindo com a reducdo
da peroxidacao lipidica.

O proximo ensaio de peroxidacao lipidica mediado por Fe(Ill)-citrato e
ascorbato verificou o potencial antioxidante dos 20 caquis selecionados no estudo.
Como no ensaio de degradagdo oxidativa da 2-DR verificou-se diferenca entre os caquis
selecionados, esse novo ensaio teve como objetivo avaliar se os caquis também
apresentam diferenca significativa no potencial antioxidante contra a peroxidagdo

lipidica.
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O estudo foi realizado em meio contendo 50 uM de Fe(Ill)-citrato e 50 pM de
ascorbato e o tempo de reacdo foi fixado em 60 minutos. A intensidade da peroxidagao
lipidica no sistema sem antioxidante (controle) foi comparada com o dano oxidativo na
presenca 4 mg/mL de extrato de cada caqui individualmente. Os resultados desse estudo

foram apresentados no grafico de barras a seguir (figura 36).
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Figura 36: Efeito de diferentes extratos aquoso de caqui do tipo Rama Forte na peroxidacao
lipidica. Meio reacional contendo 10 mM de tampao hepes, 125 mM de KCl, 5% do volume
reacional de homogenato de figado de rato, 50 uM de Felll-Citrato (1:1), 50 pM de ascorbato e
4 mg/mL extrato de caqui. A reag@o foi iniciada com a adicdo de Felll-Citrato e o tempo de
reacdo foi de 60 minutos. Os pontos acima representam a média = SD (n=6). Letras diferentes
indicam que ha diferenca significativa entre os extratos de caqui (p<0,05) (ANOVA/SNK).

Os caquis 1, 3, 4, 6 e os caquis 17 a 20 apresentaram intensidade de peroxidagao
lipidica semelhante e obtiveram pior atividade antioxidante, oferecendo, em média, uma
protecdo ao homogenato de figado de rato de 40% contra o dano oxidativo. Os caquis 2,
8, 10, 13, 14 e 16 apresentaram maior potencial antioxidante nesse sistema, inibindo
aproximadamente 88% do dano oxidativo mediado por Fe(IlI)-citrato e ascorbato.

De modo semelhante ao observado no ensaio de degradagdo oxidativa da 2-DR,
os caquis 17 a 20 apresentaram percentual de prote¢do inferior aos demais caquis
avaliados. Por outro lado, os caquis 1, 3, 4 e 6 apresentaram atividade antioxidante

significativamente maior em meio hidrofilico, inibindo em média 85% o dano oxidativo



106

a 2-DR (ver figura 21). Porém apresentaram pequena prote¢do contra a peroxidagao
lipidica (vide figura 37). A diferenca no potencial antioxidante dos caquis 1, 3, 4 e 6 nos
dois sistemas pode esté relacionada a oxidacdo dos compostos antioxidante ao longo do
tempo de armazenamento em freezer a -20°C. Vale ressaltar que os ensaios de
peroxidagao lipidica foram realizados, aproximadamente, 10-11 meses apds a realizacao
dos ensaios de degradacao oxidativa da 2-DR. Portanto, para determinar se ocorreu
oxidacdo material liofilizado e congelado, o ensaio de degradacdo do 2-DR foi repetido
com esses 4 caquis. Verificamos que a inibi¢do da degradacdo da 2-DR pelos extratos
dos caquis 1, 3, 4 ¢ 6 foi praticamente idéntica a observada 10-11 meses atras (dados
nao mostrados). Isso confirmou que nao houve alteragdo do potencial antioxidante do
material durante quase 1 ano de armazenamento. Acredita-se que a diferenca no
potencial antioxidante desses 4 caquis possa estar esta relacionado a uma diferenga na
quantidade e/ou composicdo de compostos antioxidantes com carater lipofilico e

hidrofilico presentes no extrato aquoso.

y=0,3418x + 8,66775
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Figura 37: Analise da correlacdo do percentual de dano na 2-DR com o dano a membrana
lipidica de figado de rato de cada extrato de caqui. O grafico apresenta a regressdo linear dos
pontos, a equacao da reta e o valor de P que indica que ha correlagdo entre o percentual de
protecdo obtido no dano a 2-DR com o percentual de protegdo obtido no ensaio de peroxidagao
lipidica. A analise de correlacdo utilizou o teste Kolmogorov-Smirnov para determinar se os
resultados obtidos nos ensaios de degradagao oxidativa da 2-DR e de peroxidagdo apresentavam
ou ndo distribui¢do normal. O teste de Spearman (medida de correlacdo nao-paramétrica) foi
escolhido para a analise da correlagdo, uma vez que o resultado do teste da degradagdo da 2-DR
ndo possui distribui¢do normal.
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De acordo com a figura 37, observa-se que existe uma correlagdo positiva e
significativa (p=0,038) entre os resultados obtidos pelos extratos nos ensaios da
degradagdo oxidativa da 2-DR e da peroxidagdo lipidica. Isso significa que, de modo
geral, quanto maior o efeito antioxidante do caqui no ensaio de degradagdo da 2-DR,
maior sera seu efeito na peroxidacdo lipidica. Essa correlagdo positiva pode também
estar relacionada com a quantidade de antioxidantes hidrofilicos e lipofilicos que os
caquis apresentam. Ou seja, os espécimes de caqui que ofereceram maior atividade
antioxidante nos dois sistemas estudados podem apresentar maior quantidade e/ou

diferenga na composi¢do de ambos antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos.
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6 - Conclusoes capitulo 2

O extrato aquoso de caqui apresentou atividade antioxidante satisfatéria, sendo
capaz de diminuir a formag¢do do aduto DMPO-'OH e de diminuir significativamente o
dano oxidativo a 2-DR mediado por Fe(Ill)-co-quelante e ascorbato.

A andlise individual dos 20 caquis coletados revelou que existe diferenga
significativa no potencial antioxidante de cada fruto (vide figuras 21 e 36).
Possivelmente a diferenca no potencial antioxidante pode estar relacionada com a
diferenca quantitativa de antioxidantes totais em cada fruto ou com a diferenga do tipo
de compostos antioxidantes presentes em cada fruto. Estudos de identificagdo e
quantificagdo desses compostos antioxidantes deverdo ser realizados no futuro para
melhor esclarecer os comportamentos distintos de cada fruta.

Nao se sabe ainda o que estaria provocando esta diferenca no potencial
antioxidante dos caquis analisados. Sabe-se que o conteido de antioxidantes presentes
na fruta estd relacionado a fatores genéticos e ambientais. Cada vez mais, estudos
buscam o desenvolvimento de frutos com qualidade nutricional superior. Ja se propde
que aqueles genétipos que apresentarem maiores concentracdes de antioxidantes
deveriam ser indexados como portadores de qualidade antioxidante (denominado, do
inglés, I-QUAN), o que poderia servir como um instrumento de identificacdo dos
melhores gendtipos (Frusciante et al., 2007). Além disso, muitos estudos investigam a
utilizagdo de novas técnicas agrondmicas que podem aumentar a concentragdo de
antioxidantes em frutos e vegetais. Ja foi descrito que o uso de refletores de luz, assim
como a salinidade do solo e uso de agrotoxicos, interfere no conteudo de antioxidantes
importantes como vitamina C, carotendides e polifendis (Atkinson et al., 2006; Navarro
et al., 2006; Carbonaro et al., 2002).

A atividade seqiiestradora de radicais livres mostrou ser fundamental para o
mecanismo antioxidante do extrato de caqui. Os resultados obtidos nos ensaios de
varia¢ao da concentracdo do EDTA e da concentra¢do de 2-DR ¢ no ensaio da variagao
do tempo de pré-incubagdo (todos esses realizados na metodologia da degradagdo
oxidativa da 2-DR) indicam que o extrato de caqui n3o apresenta comportamento
quelante em meio completamente aquoso. Portanto, o efeito antioxidante do caqui

nesse sistema parece estar associado somente a sua capacidade de seqiiestrar radical

hidroxil.
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Acreditamos que os polifenois, que correspondem ao principal grupo de
compostos com atividade quelante-antioxidante presentes no caqui adstringente,
sofreram coagulacdo durante o processo de destanizag@o e se tornaram insoluveis em
meio aquoso. Portanto, a atividade quelante-antioxidante ndo foi verificada devido a
remocdo desses polifendis no extrato aquoso de caqui. Estudos da atividade
antioxidante do caqui Rama Forte in natura, que nao foi submetido ao processo de
destanizagdo, devera ser realizado para confirmar esta hipdtese.

A atividade seqiiestradora de radicais livres do extrato de caqui ja foi
demonstrada em diversos estudos (Garsia-Alonso et al., 2004; Katsube et al., 2004; Park
et al., 2006). Em um estudo realizado com 28 tipos de frutos (incluindo, além do caqui,
maca, abacaxi, amora, morango, roma, péra, € outras), o extrato aquoso de caqui
demonstrou capacidade antioxidante em suprimir o radical ABTS™, sendo mais
eficiente do que todos os frutos analisados. De acordo com este estudo, o extrato de
caqui apresentou uma capacidade antioxidante no ensaio do ABTS (também chamado
de TEAC) equivalente a 406 umol de Trolox por grama de fruta seca (ver figura 38,
retirado de Garsia-Alonso et al., 2004).
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Figura 38: Capacidade antioxidante de diferentes frutas obtida pelo método de TEAC. Os
dados indicam a capacidade antioxidante das frutas em equivalente pumol de Trolox por grama
de peso seco de fruta. Resultado retirado de Garsia-Alonso et al., 2004.
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A atividade seqiiestradora de radicais livres do caqui também foi verificada no
ensaio de peroxidacao lipidica. O aumento do tempo da fase lag do curso temporal da
peroxidacdo lipidica causada pela presenca de 2 mg/mL (no sistema Fe(IlI)-citrato e
ascorbato) ou 3 mg/mL (na presenca de reagentes de Fenton) de extrato aquosos de
caqui indica que esta fruta apresenta compostos que possuem mecanismo ‘“‘chain
breaking” (Hermes-Lima, 2004a) contra a peroxidagao lipidica.

A alta concentragdo de agucares, em especial glicose e frutose, presentes no
caqui pode interferir na atividade antioxidante dessa fruta. Sabe-se que tanto a glicose
quanto a frutose apresentam atividade seqiiestradora de radicais livres (Halliwell &
Gutteridge, 1999). A constante de reacdo da glicose, por exemplo, se compara ao do
manitol e equivale a 10° M s ( Halliwell & Gutteridge, 1999). Além disso, tem sido
demonstrado que a frutose teria atividade antioxidante do tipo quelante de ions Fe(III)
(Tonkovié, 1994; Valeri et al., 1997). Entretanto nao foi verificado em nosso estudo
atividade do tipo quelante-antioxidante (do extrato de caqui) em meio totalmente
aquoso (nos ensaios de 2-DR). Provavelmente, a acdo quelante ndo foi verificada devido
a baixa afinidade da frutose em complexar ion Fe(IlI) ou mesmo devido a participagdo
do Fe(IIT) complexado com a frutose em reagdes de oxi-reducdo. Além disso, ¢ possivel
que o proprio complexo frutose-Fe(IIl) apresente acao seqliestradora de radicais livres.

Nao foram encontrados na literatura dados quantitativos de concentragdo de
acucares presentes no caqui do cultivar Rama Forte. Por isso, os dados presentes nos
estudos realizados com os caquis Fuyu e outro da espécie Diospyros lotus serdo
utilizados como parametro de comparagao (Clark & MacFall, 2003; Glew et al., 2005).
De acordo com o estudo de Clark & MacFall (2003), o caqui Fuyu maduro apresenta
600 mg de acucar por grama de peso seco, dividido, aproximadamente, em 55% de
glicose (ou 330 mg/g), 40% de frutose (240 mg/g) e 5% de sacarose (30 mg/g). O caqui
maduro da espécie Diospyros lotus apresenta em média 30 g de glicose e 33 g de frutose
por 100 g de fruta fresca — ou seja 300 mg/g e 333 mg/g, respectivamente. (Glew et al.,
2005).

Considerando que foram utilizados na maioria dos ensaios 2 mg/mL de extrato
de liofilizado de caqui (com perda de aproximadamente 50% de agua) em 0,5 mL de
meio reacional, as concentracdes de glicose e frutose em nosso sistema reacional se
encontrariam na faixa de 7-13 mM e 5-15 mM, respectivamente. Possivelmente parte da
atividade seqliestradora de radicais livres do extrato de caqui se deva a presenca desses

agucares em concentracdes milimolares no meio reacional.
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Por outro lado, quando a glicose e a frutose reagem com EROs (na presenga de
metais de transi¢do), compostos como aldeidos, sdo formados podendo exercer acao
toxica em sistemas bioldgicos (Hermes-Lima, 2004a). Além disso, Lawrence (2008)
observou recentemente que o complexo Fe(Ill)-frutose sofre autoxidagdo (produz
EROs), induzindo peroxidacao lipidica em um processo lento (de alguns dias).

Ao contrario do que foi verificado no ensaio da degradagdo oxidativa da 2-DR, o
extrato de caqui apresentou um forte componente de atividade antioxidante do tipo
quelante contra a peroxidacdo lipidica. A atividade quelante foi evidenciada pela
diminui¢do na velocidade de propagagdo da peroxidagdo de promovida pelo extrato de
caqui.

O estudo da atividade antioxidante da folha e flor da capuchinha (Tropaeolum
majus L.) verificou que os extratos aquosos dessas partes da planta apresentam uma
atividade antioxidante principalmente do tipo quelante, tanto no ensaio da degradagdo
oxidativa da 2-DR (sistema completamente aquoso) quanto na peroxida¢do lipidica
(Bicalho, 2008). A atividade seqiiestradora de radicais livres do extrato aquosos da flor
e folha foi evidenciada no ensaio da peroxidagdo lipidica por meio no aumento da fase
lag da cadeia de reagao.

Como a atividade quelante do extrato de caqui foi observada apenas no ensaio de
peroxidacdo lipidica, acredita-se que os compostos quelantes presentes na polpa do
caqui apresentem carater mais apolar (lipofilicos). Tais compostos lipofilicos (incluindo
varios tipos de flavonoides) estariam presentes no extrato de caqui na forma de micelas
e seriam capazes de se fundir na bicamada lipidica das membranas do homogenato de
figado de rato (utilizado no ensaio de peroxidacdo). Estes compostos formariam
complexos com os ions ferro, diminuindo a velocidade de formagdo de hidroperoxidos
formados na fase de propagacdo da peroxidacdo lipidica (um mecanismo similar foi
proposto por Santos e colaboradores, 2001, para o caso do PIH, que tem agdo anti-
peroxidativa em mitocondrias isoladas). A baixa solubilidade desses compostos
quelantes em meio completamente aquoso dificultaria a formac¢dao de complexos com
ions ferro (com a¢do antioxidante — vide Nota de rodapé 4) o que justificaria a

inobservancia de atividade quelante no ensaio da degradagdo da 2-DR.

Nota de rodapé 4

Viarios complexos de ferro com flavonoides tém sido mostrados como
possuidores de agdo anti-peroxidativa do tipo quelante (Oshino & Murakami, 1998).
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A presenga de compostos apolares em extratos aquosos também foi verificada
por Bicalho (2008) em seu estudo sobre a atividade antioxidante da flor e folha da
capuchinha. De acordo com o estudo, a presenga de compostos antioxidantes mais
apolares na folha da capuchinha justifica a maior prote¢do da folha contra peroxidagdo
lipidica quando comparado com a flor, que ndo apresenta antioxidantes apolares
(Bicalho, 2008).

A concentragdo de ascorbato no meio reacional apresenta interferéncia
primordial na acdo do extrato de caqui em processos oxidativos mediado por Fe(IIl) e
ascorbato. Sabe-se que o ascorbato apresenta atividade antioxidante quando se encontra
presente no meio reacional em concentragdes elevadas. Porém, quando o mesmo ¢
adicionado em concentracdes elevadas na presenca de extrato de caqui, a atividade
antioxidante do ascorbato diminui devido a sua oxidagdo a radical ascorbil pelos
compostos presentes no extrato do caqui. A oxidacdo do ascorbato por esses compostos
presentes no caqui implica na redugdo dos mesmos.

Estamos propondo que esses compostos - na forma oxidada - seriam capazes de
reduzir o Fe(Ill), disponibilizando Fe(Il) para rea¢des produtoras de EROs (ver a

seguir).
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Esquema 11: Proposta do mecanismo pro-oxidante do extrato de caqui em sistema
contendo elevadas concentracdes de ascorbato.
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7 - Consideracoées finais

O estudo do mecanismo antioxidante do acido elagico in vitro auxilia na
compreensdo das possiveis atividades que este bifenol poderia exercer em sistemas
bioldgicos.

Estudos demonstraram que o AE apresenta agdo anticarcinogénica e
antimutagénica contra diversos tipos de compostos toxicos (Akagi et al., 1995;
Khanduja et al., 1999; Sudherr et al., 2007). O efeito benéfico do AE in vivo ¢é
normalmente atribuido a uma modulag¢do de enzimas, em especial citocromo P450 e a
GST, relacionadas ao processo de detoxificacdo de xenobidticos (Ahn et al., 1996;
Barch et al., 1994). Além disso, acredita-se que o AE também seja capaz de interagir
com os intermedidrios reativos, gerados durante o processo de detoxificacdo de
xenobioticos, formando adutos inativos (Smith et al., 1998; Szafer et al., 2003).

No entanto, poucos trabalhos estudaram a agdo antioxidante do AE na presenca
de ions metalicos. De acordo com o que foi verificado em nosso estudo, o0 AE forma um
complexo com o cobre diminuindo, dessa forma, os danos oxidativos a biomoléculas.

O AE presente em fontes alimentares ¢ pouco absorvido pelo organismo
humano. Trabalhos demonstraram que apenas 0,1 uM de AE foi detectado na corrente
sangiiinea 1 hora apos a ingestdo de alimentos fontes contendo 25 mg de AE e 318 mg
de elagitaninos (Seeram et al., 2004). A baixa concentracdo de AE encontrada na
corrente sanguinea pode ser explicada devido a metabolizagdo deste bifenol pela
microbiota intestinal (Cerda et al., 2004). Entretanto, nenhum estudo demonstrou a
concentragdo de AE dentro das células. De qualquer forma, a baixa concentragdo de
cobre dentro da célula faz com que concentragdes pequenas de AE tenham efeito
positivo contra a produgdo de EROs. Estudos futuros sobre a atividade antioxidante do
AE em meio de cultura celular poderdo esclarecer melhor a acdo do AE em sistema
bioldgico.

Polifen6is com atividade antioxidante semelhante ao do AE podem estar
presentes no extrato aquoso de caqui. Além dos polifendis, o caqui é rico em
carotenoides - tais como [-caroteno, criptoxantina, luteina e licopeno - e vitamina C que
também possuem atividade antioxidante (Ancos et al., 2000).

O estudo sobre a agdo antioxidante do caqui Rama Forte mostrou que o extrato
aquoso dessa fruta apresenta componentes com relevante capacidade antioxidante.

Entretanto, ndo se sabe ao certo quais substancias presentes no extrato estariam
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envolvidos nessa agdo benéfica contra processos oxidativos. No futuro, a caracterizagao
desses compostos auxiliara na determinacdo de moléculas antioxidantes presentes nessa
fruta.

E importante ressaltar que o caqui apresenta grande quantidade de agticar, em
especial glicose e frutose. Estudos ja demonstraram que a quantidade de agtcar presente
no caqui corresponde a 60% do peso seco da fruta (Clark & MacFall, 2003). Sendo
assim, o consumo de caqui deve ser limitado. Levando em consideracdo que uma
alimenta¢do saudavel deve conter 4 a 5 porgdes diarias de frutas e que o ideal ¢ que haja
uma grande variabilidade entre as frutas ingeridas, recomenda-se a ingestdo de uma
porcao de caqui por dia, o que corresponde a uma unidade (com massa equivalente a

110 a 130 g).
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