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Resumo

Resumo

A Araucaria angustifolia € uma conifera endémica das regides sul e sudeste
do Brasil sendo considerada uma espécie em extingdo devido ao extenso
extrativismo madeireiro. Atualmente, existem inUmeros projetos visando o
reflorestamento e 0 uso sustentavel deste pinheiro. Em vista destes pontos, o estudo
das propriedades dos componentes das folhas com o intuito da utilizacdo destes
com fins comerciais tornou-se de extrema importancia.

As suas folhas foram submetidas a extracdo com solventes e foram
identificados seis biflavonoides majoritarios, dentre estes a amentoflavona e a
ginkgetina, que sdo apontados como agentes contra inflamacdes e artrites. A fracao
rica de biflavondides (BFF) extraida da araucaria foi testada frente a sua atividade
em proteger contra danos em biomoléculas provocadas por espécies reativas de
oxigénio, capacidade em quelar metais e protecéo contra raios UV.

A capacidade do BFF em proteger contra danos provocados por espécies
reativas de oxigénio foi comparado com compostos conhecidamente antioxidantes,
como o a-tocoferol, Trolox®, quercetina, rutina e com padrdes de biflavonéides, a
amentoflavona e ginkgetina.

O BFF demonstrou que possui uma constante de supressdo do 0, (50 x 10°
M?s™), superior ao da quercetina (9 x 10° Ms™) e foi 0 mais eficiente na protecédo
contra quebras de simples fita em DNA plasmidial, provocado por esta espécie
reativa. Ainda em relacéo a protecédo de DNA plasmidial o BFF foi capaz de proteger
também contra estes danos provocados através da reacdo de Fenton, apesar de
nao demonstrar a mesma eficiéncia da quercetina que mostrou ser um potente
protetor destes danos.

O BFF protegeu contra lipoperoxidacdo em lipossomos de fosfatidilcolina
induzida por raios UV e reacdo de Fenton. Em analises realizadas com
espectrometria de massas foi observada a formacdo de complexos destes
biflavonéides com ions metalicos como ferro, cobre e aluminio que possuem um

papel importante na formacéo de radicais livres.




Resumo

Em relacdo a capacidade fotoprotetora do BFF, este inibiu a formacéo de
dimeros de pirimidina que sdo apontados como causadores de cancer de pele
induzidos, principalmente por radiacdo UV-B. Esta acdo protetora foi superior aquela
conferida ao p-metoxicinamato de octila, um conhecido fotoprotetor.

Com o intuito de permitir a solubilizacdo do BFF em solugbes aquosas e
assim, avaliar a acdo do BFF em células, incorporou-se o BFF em ciclodextrina.
Essa inclusdo favoreceu a incorporacdo de BFF em células CV1-P na concentragcao
aproximada de 0,4 pg/ml apés 24 horas de incubagdo. Essa concentracdo
incorporada ndo demonstrou ser téxica para as células no teste com MTT.

Assim, o BFF tem despertado grande interesse em relacdo ao seu potencial

na utilizagdo nas mais variadas areas como cosmeética, alimentos e fitoterapicos.




Abstract

Abstract

Araucaria angustifolia is an endemic conifer in southern and southeastern
Brazil endangered due the extensive loggings. Nowadays, there are several projects
aiming the recovering of forest and the sustainable use of their products.

Its needles contain six major amentoflavone-type biflavonoids, including
amentoflavone, ginkgetin and tetra-O-methylamentoflavone, all reported to possess
a variety of biological activities such as anti-inflammatory and antiarthritic activities.
The organic fraction rich in biflavonoids (BFF) extracted from Araucaria was
evaluated regarding its activity to protect against damage to biomolecules promoted
by reactive oxygen species, its capacity to chelate ion metals and protection it affords
against UV radiation.

The ability of the BFF prevent oxidative damages was compared to
antioxidants compounds, such as, a-tocopherol, Trolox®, quercetin, rutin and with
standards of biflavonoids amentoflavone and ginkgetin.

The BFF showed a higher O, quenching rate (50 x 10° M*s™) than individual
quercetin (9 x 10° Ms™). Accordingly, BFF was shown to strongly inhibit plasmid
DNA single strand break (ssb) induced by 'O, generated by NDPO,. On the other
hand, BFF did not protect plasmid DNA against ssb triggered by the Fenton reaction
as effectively as quercetin and rutin.

BFF, quercetin and rutin were able to protect liposomes against peroxidative
degradation caused by UV-irradiation. Since there is considerable evidence relating
oxygen species with UV phospholipid degradation, the protective effect of quercetin
and rutin is likely to result from their well-known scavenging activity against hydroxyl
and peroxyl radicals and superoxide anion radicals. Using electrospray ionization
mass spectrometry, metal (Fe**, Cu** and AI**) biflavonoids complexes were also
detected and characterized.

The sunlight UV region is believed to be largely responsible for the greatest
damage to the skin including indution of the pirimidine dimers formation suggested to
be implicated in skin cancer. BFF was able to diminish the formation of this

photoproduct more efficiently tham octyl methoxycinnamate.
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Abstract

Solubilization of BFF in aqueous solutions was performed using cyclodextrin,
which allowed the incorporation of 0,4 ug/ml of biflavonoids in CV1-P cells after 24

hours. In this conditions the BFF was not cytotoxic to CV1-P evaluated by the MTT

assay.
Altogether, these properties point BFF as an excellent candidate for

successful employment as antioxidant compound in several systems.
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1) Introducéo

Ha mais de 2,5 bilhdes de anos, a evolucdo das cianobactérias, organismos
fotossintetizantes, permitiu 0 aumento da concentragdo de oxigénio (O) na
superficie terrestre. Esse evento foi de importancia crucial para o desenvolvimento e
sobrevivéncia de microrganismos e plantas em solo firme, que levou a formacéo de
ozo6nio (O3) que, junto com o O, promoveu a filtracdo dos raios ultravioletas, muito
danosos aos seres vivos (Halliwell e Gutteridge, 1999).

O pico da concentracdo de oxigénio atmosférico foi estimado em 35%,
aproximadamente; posteriormente, caiu a 15% no final do paleozdbico e atingiu 0s
niveis atuais (21%) ha aproximadamente 150 milhdes de anos (Halliwell e
Gutteridge, 1999).

Os primeiros organismos que surgiram na Terra foram anaerébios e com o
aumento da concentracdo do O,, muitos deles foram exterminados. Provavelmente,
0S organismos anaerébicos atuais sdo descendentes desses, que por pressao
evolutiva foram confinados a regiées com pouca concentracdo de O, ou adquiriam
uma vantagem evolutiva com sistemas defensivos antioxidantes para protecéo
contra toxicidade do O, e prosseguiram com 0 processo evolutivo resultando em
organismos aerébicos. Assim, estes organismos, além de tolerar a presenca de O,
comecaram a utiliza-lo para as transformacdes metabdlicas o que possibilitou maior
eficiéncia na extragdo de energia dos alimentos consumidos, transformando a
glicose consumida, em agua e diéxido de carbono e energia na forma de ATP por
intermédio da oxidag&o pelo oxigénio (Halliwell e Gutteridge, 1999).

Apesar dessa importancia essencial, a molécula de O, possui toxicidade
potencial contra as células. Essa caracteristica ambigua deve-se ao fato do
oxigénio possuir uma configuragdo eletrénica com forte tendéncia a receber um
elétron de cada vez, formando, durante as reacdes, espécies intermediarias que
sao altamente oxidantes (Halliwell e Gutteridge, 1999). Assim, a evolucdo dos
organismos aerébios e o desenvolvimento de seres vivos cada vez mais complexos
foram assistidos principalmente, pelo aperfeicoamento de mecanismos protetores
contra os efeitos toxicos de varias entidades como o O, e suas espécies reativas,

espécies reativas de nitrogénio, radiagdo UV, dentre outros.
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Em 1969, foi demonstrada em células aerdbicas a existéncia de uma enzima
que catalisa especificamente a remocao do radical superéxido (O,"), a superéxido
dismutase (SOD) (McCord e Fridovich, 1969). A partir dessa descoberta, os radicais
de oxigénio passaram a ser considerados como agentes que provocam danos
celulares em muitas condi¢cdes patofisiologicas, incluindo a injuria causada por
reperfusdo apos um periodo de isquemia, cancer, a acdo de algumas drogas anti-
tumorais, inflamagdo, a doenga de Parkinson, catarata, a aterosclerose e o
envelhecimento, além dos danos causados por radiacdo e hiperoxia (Sies, 1986;
Halliwell, 1987; Jamieson, 1989).

1.1) Espécies Reativas de Oxigénio

Dentre as espécies reativas de oxigénio estdo incluidos os radicais de
oxigénio como radicais superoxido, radicais hidroxila (*OH) e radicais peroxila
(RO,") e as espécies ndo radicalares, oxigénio singlete (*O,), per6xido de
hidrogénio (H20,), peroxinitrito (ONOQ"), acido hipocloroso (HOCI) e 0zbnio (O3)
(Augusto e col., 1995).

A principal fonte enddégena de oxidantes nas células € como consequéncia
da respiracdo aerdbica normal, a mitocondria consome O, reduzindo-a por etapas
monoeletrbnicas sequenciais para produzir H,O. Produtos inevitaveis desse
processo sédo os O,", H,0, e "OH. A reducao de O, a H,O pela citocromo c oxidase
mitocondrial envolve a transferéncia de 4 elétrons sem formacao de radicais livres
intermediarios (Chance e col., 1979). A geracao de O," pela mitocondria ocorre
quando os outros componentes da cadeia deixam “vazar” elétrons diretamente para
o O, ao transferirem-no para o proximo componente da cadeia. Na presenca de
niveis normais de O,, cerca de 1 a 2% do O, consumido pelas mitocéndrias é
reduzido para O," (Kowaltowski e Vercesi, 1999). A ocorréncia de O,"", H,O, e um
metal de transicdo levam a producdo de *OH, uma espécie muito reativa, através da
reacao de Haber-Weiss (Haber e Weiss, 1932).

Células fagociticas destroem células infectadas com bactérias ou virus com
um pulso oxidativo de 6xido nitrico (*NO), O,"", H,O, e OCI (hipoclorito). Infeccbes

cronicas por virus, bactérias ou parasitas resultam em atividades fagociticas
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cronicas e consequente inflamacdo cronica, que é um fator de risco para o
desenvolvimento do cancer (Ames e col., 1993).

Peroxissomos sdo organelas responsaveis pela degradacdo de acidos
graxos de cadeia longa e outras moléculas e produzem H,O, como produto, o qual
€ degradado pela catalase. Evidéncias sugerem que, sob certas condic¢des, alguns
peroxidos escapam da degradacdo, podendo atingir outros compartimentos das
células e aumentando, assim, os danos oxidativos ao DNA (Masters e Holmes,
1977).

As espécies reativas de oxigénio produzidas pelos sistemas de transporte de
elétrons do reticulo endoplasmético e da membrana nuclear também podem
desencadear reacgdes intra-organela e citossélica (Freeman e Crapo, 1982). Essas
membranas contém os citocromos P450 e b5, os quais podem oxidar acidos graxos
poliinsaturados (Capdevila e col., 1981) e xenobioticos (Chignell, 1979; Aust e col.,
1972), entre outros substratos, as custas de O,. As espécies reativas sao geradas
guando o O; é reduzido a O," e H,0O; ao invés de ser adicionado ao substrato. Os
citocromos P450 indutiveis exibem altas taxas de reducdo de O, a O," e H,0,
(Freeman e Crapo, 1982).

O °*NO é um radical livre produzido fisiologicamente por uma classe de
enzimas denominada 6xido nitrico sintases. Essa espécie ndo € muito reativa,
porém sua interacdo com o O, gera um potente oxidante, o ONOO", cuja forma
protonada (ONOOH) € uma espécie citotoxica altamente oxidante (Pryor e
Squadrito, 1995). A adicdo de ONOO™ a células ou meios fisiolodgicos induz varios
danos em biomoléculas tais como oxidacdo de lipidios (Grahan e col., 1993),
nitracdo e desaminacdo de bases do DNA (Yermilov e col., 1996) e nitracdo de
grupos aromaticos de aminoacidos em proteinas (Beckman e Koppenol, 1996).
Pode levar, ainda, a formacdo de diversas espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (RONS), a partir do ONOO’, que podem também causar danos oxidativos
(Santos e col., 2000).

A geracao de ROS por transferéncia de energia eletronica forma oxigénio
excitado ao estado singlete, uma espécie altamente eletrofilica oxidante. A
fotossensibilizacdo é uma das formas de geracéo de 'O,, no qual um sensibilizador
adequado € irradiado com luz na presenca de O,. Primeiramente, ocorre a
excitacdo eletrénica do sensibilizador ao estado singlete (‘sens*) pela energia da

luz. Assim por cruzamento intersistema o sensibilizador passa ao estado excitado
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triplete (>sens*). A partir dessa etapa, séo possiveis dois caminhos para o >sens*.
No mecanismo tipo |, ha transferéncia de elétron ou energia do >sens* para os
componentes do sistema gerando radicais que podem reagir com O resultando em
produtos oxidados. No mecanismo do tipo Il, ocorre transferéncia de energia do
3sens* para 0 O,, gerando O, (Foote, 1991).

Os sistemas biolégicos susceptiveis a fotossensibilizacdo e assim a
formacdo de 'O, incluem o cloroplasto e células da retina, os quais contém clorofila
e retinal, respectivamente (Halliwell e Gutteridge, 1999; Piette, 1991). Porfirias
cutdneas sdo exemplos de doencas onde ha& danos provocados por
fotossensibilizacdo, no qual um defeito na biossintese do grupo heme provoca
acumulo de porfirinas na pele, que com a exposi¢cao ao sol sofre sensibilizacdo e
producdo de 'O, (Halliwell e Gutteridge, 1999).

Alguns processos de geracdo quimica de 'O, foram desenvolvidos com o
intuito de produzir essa espécie em condicdes propicias para estudos em sistemas
biolégicos. Uma das principais fontes € a termodecomposicdo de endoperdxidos
qgue tém sido utilizados como uma fonte limpa, além de ser de facil manuseio (Saito
e col., 1981; Aubry e Cazin, 1988; Di Mascio e Sies, 1989; Martinez e col., 2000).

No organismo existe um delicado equilibrio entre a geracdo de espécies
reativas e sua supressdo que envolve enzimas tais como: a catalase, as quais
funcionam como um catalisador da decomposicédo do H,O5; a glutationa peroxidase,
que também leva a destruicdo de peroxidos; e a superoxido dismutase (SOD) que
catalisa a dismutacao do anion superéxido. Antioxidantes ndo enzimaticos como 0s
carotendides, flavondides, vitamina E e C também participa de protecéo
antioxidante. Existem ainda sistemas enzimaticos de reparo para corrigir lesdes
provocadas por espécies que dominam esse sistema de defesa antioxidante
(Halliwell e Gutteridge, 1999). Quando ocorre um desequilibrio e a geracdo dessas
espécies reativas se sobrepde as defesas antioxidantes, resulta em um estresse
oxidativo (Sies, 1985), que pode levar a lesdes em biomoléculas, resultando em
peroxidacdo lipidica, despolimerizagcdo de acuUcares, inativagdo de proteinas,
oxidacdo de bases e quebras de fitas do DNA. Esses danos sado apontados como
fatores que contribuem para o aparecimento de varias doengas e podem promover
o envelhecimento (Halliwell e Gutteridge, 1999).

Entre as biomoléculas susceptiveis a danos pela acdo de RONS, o DNA é de

particular importancia devido ao seu papel fundamental no metabolismo celular e
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hereditariedade. Estudos in vitro tém demonstrado a acdo de RONS nas bases
nitrogenadas do DNA, e mostram que essa espécie possui maior reatividade por
residuos de guanina, 2'-desoxiguanosina (dGuo), havendo formag&o principalmente
de 8-oxo-7,8-diidro-2'-desoxiguanosina (8-oxodGuo) (Floyd e col., 1988; Cadet e
col. 1997; Burrows e Muller, 1998). Esta lesdo tem um alto potencial mutagénico,
uma vez que é capaz de parear com a adenina levando a uma transversédo G para T
(Shibutani e col., 1991; Costa de Oliveira e col., 1992). Estudos de mutagénese
sitio-especifica mostraram que 8-oxo-adenina, timina glicol, 5-hidroxiuracila, uracila
glicol e 5-hidroxi-desoxicitidina também podem ser formados e representar lesdes
mutagénicas (Wang e col., 1998; Kreutzer e Essigmann, 1998). As medidas dos
niveis basais de danos oxidativos no DNA, evidéncias a respeito de que bases
oxidadas levam ao surgimento de mutacdes espontaneas e que dietas ricas em
antioxidantes sao anticarcinogénicas sugerem que danos oxidativos podem
contribuir para a carcinogénese (Loft e Poulsen, 1996; Potter e Steinmetz, 1996). O
DNA oxidado é reparado por uma série de glicosilases que sdo especificas para
cada base oxidada e por enzimas de reparo por excisdo de base ndo especificas.
As enzimas bacterianas envolvidas no reparo da 8-oxodGuo em DNA sdo a
formamidopirimidina —DNA-glicosilase (Fpg) e MutY-glicosilase. A Fpg remove 8-
oxodGuo quando pareada com citosina e reconhece diversas lesbes em purinas
com o anel imidazol aberto (Boiteux e col., 1992). A Mut-Y-glicosilase remove a
adenina quando pareada com a 8-oxodGuo (Michaels e col., 1992).

Atualmente, esta bem estabelecido que a peroxidacao lipidica é uma das
reacfes que se iniciam como consequéncia da formacdo de RONS nas células e
tecidos, em virtude de que os acidos graxos poliinsaturados encontram-se em
abundéancia nas células (Cerutti, 1985; Porter, 1986). Apds iniciado, o processo se
torna autocatalitico, levando a formacéo de hidroperéxidos e produtos secundarios.
A iniciacdo ocorre com a abstracdo de um atomo de hidrogénio de um acido graxo
polinsaturado (LH), levando a formacdo de um radical lipidico (L°). Esse é
estabilizado por ressonéncia e adquire a estrutura canonica de dieno conjugado ao
reagir com O,. A adicdo, extremamente rapida, de uma molécula de oxigénio ao
radical lipidico leva a formacgéo do radical peroxila (LOO®). Esse é capaz de reagir
com outro acido graxo polinsaturado, iniciando um novo ciclo de oxidagédo que leva
a formacéao de hidroperoxido lipidico (LOOH) e outro radical lipidico (L®). A fase de

propagacdo compreende o inicio de uma nova cadeia de oxidacdo pelo radical
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peroxila (LOO®) e a decomposi¢cédo dos hidroperoxidos lipidicos em outros radicais
intermediarios. A decomposicdo dos hidroperéxidos lipidicos pode, além de gerar
radicais que propagam a peroxidacado lipidica, formar produtos ndo radicalares.
Esses produtos secundérios, como aldeidos, cetonas, epoxidos dentre outros sé&o
mais estaveis que os radicais livres que iniciaram o processo e os radicais lipidicos
formados durante a fase de propagacado, consequentemente, podem atingir pontos
distantes do local em que se formaram (Vaca e col.,, 1988). Os aldeidos o e B
insaturados e mais variantes estruturais além de malonaldeido que sédo agentes
alquilantes com capacidade de se ligarem covalentemente a grupos nucleofilicos
presentes em DNA, peptidios e proteinas, provocando alteracdes nas funcdes
destas moléculas, e por isso estdo associadas a inUmeras doencas (Brambilla e
col., 1986; Witz, 1989; Hidalgo e Zamora, 2000).

1.2) Radiacédo Ultravioleta

A exposicdo aguda e crbnica a radiacéo solar tem sido relacionada com uma
série de danos na pele, como a fototoxicidade, fotoalergia, agravamento das
doencas dérmicas pré-existentes, fotodermatoses, bem como imunossupressao,
fotoenvelhecimento e fotocarcinogénese (Fuchs, 1998).

No Brasil, o cancer mais freqiente é o de pele, correspondendo a cerca de
25% de todos os tumores diagnosticados em todas as regides geograficas. Esse é
mundialmente o tipo de cancer com o maior crescimento em incidéncia. A radiacéo
ultravioleta natural, proveniente do sol, € o seu maior agente etiol6gico. De acordo
com o comprimento de onda, os raios ultravioletas (raios UV) sao classificados em
raios UV-A (320-400nm), UV-B (280-320nm) e UV-C (100 a 280 nm). Os raios UV-B
sdo carcinogénicos, ndao penetram muito profundamente na pele, mas a sua
ocorréncia tem aumentado muito, progressivamente a destruicdo da camada de
0zOnio, 0 que tem permitido, inclusive, que raios UV-C alcancem mais a atmosfera
terrestre, sendo esses muito mais carcinogénicos. Uma pequena diminui¢do nos
niveis de O3 causa um grande aumento nos efeitos biolégicos causados pela
radiacdo de UV (Madronich, 1992). A cada 1 % de reducao do O3 constatou-se um
aumento de 1,3 a 1,8 % da radiacdo UV-B que atinge a biosfera (Bjorn e col., 1999).

Por sua vez, os raios UV-A independem daquela camada e penetram
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profundamente na pele, sendo os principais causadores do envelhecimento precoce
podendo causar cancer de pele em individuos que se expdem a eles em horarios de
alta incidéncia, continuamente e ao longo de muitos anos.

Uma das hipoteses da génese de patologias dermatolégicas devido a
exposicao solar € a formacao de radicais livres, espécies reativas de oxigénio e de
nitrogénio (RONS) e mobilizacdo de metais de transicdo (Fuchs, 1999; Black, 1987).
O mecanismo envolvido na geragdo de modificag6es oxidativas no DNA ainda esta
por ser determinado, particularmente, no que diz respeito aos croméforos
especificos e as espécies reativas envolvidas (Cadet e col., 1997). Os UV-B sao
consideradas as mais mutagénicos e induzem a formacgéo de dimeros de timidina,
estas lesdes sdo resultado da absorcao direta de fétons pelas bases do DNA. Séo
dimeros ciclobutanicos da pirimidina (CPDs), aduto de pirimidina (6-4) pirimidona (6-
4PPs) e isbmero de valéncia de Dewar (Figura 1.1) (Carty e col., 1996; Lawrence e
col., 1993; Douki e col., 2000A; Douki e col., 2000B). Os CPDs e 6-4PPs formam,
aproximadamente na propor¢cdo de 75 e 25 %, o isdbmero de valéncia de Dewar é
formado pela fotoisomerizacdo do 6-4PPs por comprimentos de onda superiores a
290 nm. Estas lesdes causam distor¢cdes na dupla-hélice do DNA. O reparo desses
danos em DNA em humanos ocorre por excisdo de nucleotidios (Sinha e col.,
2002).
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Figura 1.1. Estruturas dos fotoprodutos diméricos de timina induzidos por radiagédo UV.

1.3) Antioxidantes

O equilibrio entre a formacéo de espécies pro-oxidantes e antioxidantes €&
mantido principalmente pela diversidade do arsenal de defesa que as células
dispdem, agentes que cataliticamente removem radicais livres e outras espécies
reativas, como as enzimas superéxido dismutase, catalase e peroxidase; proteinas
como a transferrina e a ceruloplasmina que minimizam a disponibilidade de agentes
pré-oxidantes como os ions ferro, cobre o grupo heme; proteinas que protegem
contra danos diversos como as proteinas de choque térmico; e compostos de baixo

peso molecular que suprimem as espécies reativas como a glutationa e
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componentes derivados da dieta como o a-tocoferol, &cido ascérbico, carotendides
e flavondides.

A superoxido dismutase SOD, tem a funcdo de catalisar a remocdo de O,"
dismutando-a em H,0,. A CuZnSOD est& presente no citossol de todas as células
eucaridticas, o Zn auxilia na estabilizacdo da enzima, o Cu participa da reacédo de
dismutacdo e a MnSOD est4 presente nas mitocondrias e possui 0 Mn no sitio ativo
(McCord e Fridovich, 1969).

A maioria das células aerdbicas contém catalase, distribuida por todos os
orgdos dos mamiferos. Esta enzima possui o papel de catalisar a decomposicéo do
H,O,, oriundo da dismutacdo do O, e de varias oxidases, a O, no estado
fundamental (Reid e col., 1981).

Outra enzima que remove o H,O, sédo as peroxidases, que o utilizam para
oxidar outro substrato. A glutationa peroxidase (GPX) remove o H,0O, utilizando a
glutationa (GSH) como substrato (Chance e col., 1979).

Proteinas como a transferrina e a ceruloplasmina auxiliam na defesa
antioxidante, impedindo que ions de metais circulem livremente esses ions podem
ser catalisadores de reagcBes de autoxidacdo, conversdo de H,O, a ‘OH e
decomposicdo de peréxidos lipidicos em radicais peroxilas e alcoxilas (Yang e col.,
1996).

Existem evidéncias consideraveis a partir de estudos quimicos, biologicos e
epidemiologicos do papel dos componentes antioxidantes provenientes da dieta (o-
tocoferol, acido ascoérbico, carotendides e flavondides) na manutencdo da saude e
protecdo contra varias doencas (Rice-Evans, 1994). Block e col. (1992), revisaram
172 estudos epidemiolégicos que relatam com consisténcia a relacdo entre
incidéncia de cancer e o consumo adequado de frutas e vegetais. Da populacao
estudada, 25 % com baixo consumo de frutas e vegetais tiveram o dobro de
incidéncia de cancer quando comparada com outros 25 % de alto consumo.

A vitamina E foi descoberta em 1922 como um “fator” que era essencial na
dieta para a reproducdo normal dos ratos. Posteriormente, foi descoberto que a
vitamina E € essencial na dieta para todos os outros animais (Dierenfeld, 1989). O
termo vitamina E € um termo nutricional, o qual compreende uma mistura composta
por tocoferdis e tocotrienois. Os tocoferdis e tocotriendis atuam como potentes
inibidores da cadeia de reacdes na lipoperoxidagéo, pois sequestram radicais

peroxila muito rapidamente, evitando que esses radicais possam reagir com acidos
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graxos adjacentes ou com membranas protéicas. A constante de reacdo para a
reacao:
a-TocH + LO;* —> a-Toc®” + LOH
é de aproximadamente, 10° M's™?, a ordem de magnitude mais de 4 vezes maior
comparada aquela da reacdo de LO," com lipidios (~10%> M™s™). O radical a-Toc*
pode também reagir com outros radicais LO," para formar produtos nédo radicalares:
LO," + a-Toc® —> a-TocOOL

Durante a acdo como antioxidante, o a-tocoferol € convertido para a forma
radicalar. A sinergia entre o a-tocoferol e o acido ascorbico permite a redugédo do
radical a-tocoferila para a-tocoferol, o qual foi descrito em células em cultura e
lipoproteinas (Burton e col., 1990).

Em 1928 o &cido ascorbico foi inicialmente isolado de glandulas adrenais,
couve e laranja por Szent-Gyorgyi. Plantas e animais podem sintetizar ascorbato a
partir da glicose, porém humanos, outros primatas, porcos da india e morcegos
frutivoros ndo possuem a enzima requerida para o Ultimo passo, e assim
necessitam obter ascorbato da dieta. O ascorbato possui a funcdo de cofator para
pelo menos 8 enzimas, dentre elas, prolina hidroxilase e lisina hidroxilase,
envolvidas na biossintese do colageno. Assim, a deficiéncia de ascorbato em
humanos pode causar escorbuto.

O ascorbato tem mostrado uma multiplicidade de propriedades antioxidantes,
protegendo varias biomoléculas contra danos provocados por espécies reativas
(Ghosh e col., 1996). No entanto, alguns estudos in vitro também indicam a
atividade pro-oxidante, o ascorbato age como redutor do ferro, assim, uma mistura
de ions cobre ou ferro com &acido ascorbico pode causar danos em lipidios e
proteinas in vitro (Halliwell e Gutteridge, 1990).

Carotendides sédo pigmentos organicos lipofilicos biossintetizados por plantas
e alguns microrganismos (Stah e Sies, 1996; Stahl e Sies, 2002). Estudos
demonstram que populacdes com dietas ricas em carotendides apresentam menor
incidéncia de problemas cardiacos tendo sido observado uma relagéo inversa entre
a taxa de carotendides e a presenca de certos tipos de cancer como do pulméo e
do trato intestinal (Ames, 1983; Methews-Roth, 1985). Estudando as atividades
antioxidantes desses carotendides relata-se a propriedade de suprimir o *O, (Foote
e col.,, 1970; Krinsky, 1991; Di Mascio e col., 1989B; Di Mascio e col., 1992,
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Yamaguchi e col., 1999) e a habilidade de sequestrar radicais hidroxila (Foote e
Denny, 1968; Burton e Ingold, 1984).

Ervas e especiarias tém sido utilizadas h&d muitos anos na preservacdo de
alimentos. Extratos de salvia, alecrim, pimenta, estragdo, gengibre, tomilho e
orégano sao inibidores de lipoperoxidacdo, acdo promovida, principalmente, pela
grande quantidade de fendlicos que contém, como o &cido carnosinico e &cido
rosmarico em alecrim, desidrozingerona em gengibre e amidas fendlicas em
pimenta do reino (Porter, 1993).

Estudos epidemiolégicos tém mostrado evidéncias de que os polifendis
possuem atividade antioxidantes in vivo, como o "Zutphen elderly study" que indicou
a relacdo inversa entre a morte por doencgas coronarianas e 0 consumo de
flavondides, oriundas de chas, frutas e vegetais (Hertog e col., 1993). O excessivo
consumo de acidos graxos saturados na dieta tem sido relacionado com altos
indices de doencas coronarianas e arteriosclerose, mas em algumas regides da
Franca relata-se o fendmeno do "paradoxo francés", ou seja, apesar da dieta muito
calorica a incidéncia de doencas relacionadas ao coracdo € baixa. Esse fato é
atribuido ao consumo regular de vinho tinto que contém niveis elevados de
fendlicos, inclusive flavondides que podem atuar diminuindo as reacbes de
lipoperoxidagdo e assim diminuir a formagdo de trombos que poderiam causar
danos as artérias (Frankel e col., 1993).

Os polifendlicos de cha verde tém despertado interesse devido a sua
propriedade em agir contra danos induzidos por UV (Sies e Stahl, 2004). Estudos
em animais mostram evidéncias de que polifendlicos de cha, quando ingeridos ou
aplicados topicamente amenizam as reacfes adversas da exposicdo a radiagéo,

como eritemas e peroxidagéo lipidica (Kim e col., 2001)

1.4) Flavonoides

A origem das primeiras plantas foi em torno de 470 x 10° de anos atras. A
evolucao de plantas terrestres foi possivel pela formacéo da camada de ozo6nio, que
agiu como um filtro contra a radiagdo UV-C e parcialmente a UV-B. Atualmente, é
bem aceito que o desenvolvimento da biossintese de fendlicos, parcialmente

induzidos pela radiacdo UVB, foi de extrema importancia para conquista de solo

11




Introducao

firme pelas plantas (Stafford, 1991). Em plantas, a radiacdo UV-B pode causar
varios danos, principalmente, a formacdo de dimeros de pirimidina, formacao de
espécies reativas (Hollosy, 2002), peroxidacdo de membranas (Takeuchi, e col.
1996), danos ao sistema fotossintético (Cen e Bornman, 1990), rompimento da
membrana tilacéide (Kramer, e col., 1991) e reducao da quantidade de clorofila pela
reducdo de expressao genética (Cen e Bornman, 1990). As plantas desenvolveram
diversos sistemas de defesa para a protecdo contra esses danos. Podem ser
citados o espalhamento e reflexdo da radiacdo pelas estruturas cuticulares e
epidermais como suberina, cutina e pélos epidermais (Karabourniotis, e col., 1993),
fotoliases que promovem a monomerizagdo de dimeros (Stapleton, 1992), reparo
por excisdo de base e ainda sequestro das espécies reativas por enzimas e
antioxidantes (Takeuchi e col., 1996), além da acdo dos fotoprotetores como 0s
flavondides e outros pigmentos (Caldwell, 1979).

Flavondides sdo substancias de ampla ocorréncia no reino vegetal que
colorem frutos, folhas, flores, caules e raizes abrangendo a regido do azul ao
amarelo (Figura 1.2). Somente as plantas possuem o arsenal biossintético para
producdo dos flavondides; a excecdo seria 0 Echinophora lamellosa, uma espécie
de coral marinho e os fungos, Aspergillus candidus (Bird e Marshall, 1965) e Phallus
impudicus (Bohm, 1975). Assim, os flavondides sdo encontrados em bridfitas,
pteridofitas, gimnospermas e angiospermas (Markham, 1988). Os flavondides
podem ser divididos em varias classes,: antocianinas, flavonas, flavonols,
flavanonas, diidroflavonols, chalconas, auronas, flavononas, flavanas,
protoantocianidinas, isoflavondides e biflavonoides (Figura 1.2). Além de que varios
flavonoides possuem diferentes padrbes de hidroxilacdo, metoxilagdo, metilacéo e
glicosilacées. Assim, mais de 4000 foram reportados (Ilwashina, 2000). Os
flavondides possuem como principais funcdes biolégicas em plantas a capacidade
de filtrar os raios ultravioletas sendo o espectro de absor¢céo na regido do UV em,
aproximadamente, 330 e 270 nm. Estudos revelam que mutantes de Arabidopsis
gue sao deficientes em flavondides mostraram um aumento da sensibilidade para
os efeitos danosos da radiacdo UV (Li e col.,, 1993). Os diversos flavonodides
também possuem atividade antioxidante (Olsson, 1998), agem como atratores de
animais polinizadores, (Harnborne, 1980), sdo importantes compostos de defesa
contra patégenos e predadores herbivoros, além de atuarem também na sinalizacéo
(Philips, 1994).
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OH O OH O OH
OH
Flavonol Flavona Antociadinina
Quercetina Apigenina Cianidina
Cebola, maga, Salsinha Amora
varios frutos e verduras Salséo Framboesa
OH

OH O
Flavanol Isoflavonoéide
Epicatequina Genisteina

Vinhos tintos Soja
cha

Figura 1.2. Estruturas de alguns flavondides mais conhecidos.

Os flavonoides tém atraido grande interesse devido as suas funcdes
biolégicas e aplicacdes farmacoldgicas. S&o constituintes importantes da dieta
humana, sendo encontrados principalmente em frutas e vegetais. Pode-se consumir
,em média, até 1 g por dia. Vinho tinto, chas, café e cerveja também séo fontes
abundantes de flavondides (Di Carlo e col., 1999).

Durante séculos, preparacdes contendo flavonoides foram utilizadas, para o
tratamento de vérias doencas, tanto por leigos como por médicos (Wollenweber,
1988; Middleton, 1984; Havsteen, 1983). Alguns farmacos constituidos de extratos
vegetais contendo flavondides, como o Daflon e o Pycnogenol, ja sao
comercializados como antinflamatorios e, também para o tratamento de
insuficiéncia venosa cronica (Lerond, 1994; Packer e col., 1999). Atualmente, tém-
se descrito um numero cada vez maior de atividades biolégicas destas moléculas,
incluindo atividade anticarcinogénica, antinflamatéria, antibacteriana, antiviral,
miméticos de estrogenos e estimulante do sistema imunolégico (Rice-Evans, 1994).
Podem também proteger hepatdcitos contra danos causados por tetracloreto de
carbono (Afdn e col., 1992).

Sé&o considerados, sobretudo, como antioxidantes, sendo apontados como

supressores de varios RONS como O," (El-Sukkary e col., 1981), *OH (Husain e
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col., 1987), RO," (Torel e col., 1988) e de 'O, (Tournaire e col., 1993; Devasagayan
e col., 1995), agindo também como inibidores da peroxidacdo lipidica. Os
flavonoides agem como doadores de hidrogénio e podem reagir com radicais numa
reacdo de término, a qual quebra o ciclo de formacgédo de novos radicais. O radical
fendlico formado € muito mais estavel que a espécie inicial, minimizando as reacdes
deletérias. Esses radicais sdo capazes de difundir-se no meio, e posteriormente,
serem reduzidos por redutores intracelulares como a glutationa (Stoyanovosky,
1996) ou ascorbato (Yamasaki,1998), ou acoplar-se com outro radical produzindo
um produto inativo.

Estudos mais especificos sugeriram que os flavondides possuem a
propriedade de proteger hepatécitos contra danos causados por CCl,, esse é
ativado pelo sistema NADPH-citocromo P450 no reticulo endoplasmatico do figado,
formando o radical triclorometila (CCl3"). Em condi¢cdes aerébicas ha formacao de
uma espécie mais reativa, o radical triclorometil peroxila (CCl30,") que pode reagir
com lipidios e proteinas causando necrose, os flavondides podem impedir esse
processo atuando no estagio de iniciacdo interferindo na ativacdo metabdlica ou
"sequestrando” os radicais derivados do CCl, (Afion e col.,, 1992; Cholbi e col.,
1991).

Tournaire e col. determinaram a constante de supressdo fisica contra 'O,
(kq), e a constante de reagdo quimica (k;) de treze flavonodides. A constante de
supress&o fisica foi determinada utilizando-se a técnica de emiss&o de 'O, resolvida
no tempo. Essa constante €, principalmente, dependente da presenca de grupo
catecol no anel B, e grupos hidroxilicos no anel C. O flavondide com a maior
constante de supressao foi a catequina (5,8 x 10°), uma flavana com um catecol no
anel B e hidroxila no anel C.

Um outro mecanismo antioxidante, ndo muito estudado, resulta da interacao
entre os compostos fendlicos e ions metalicos levando a formagédo de complexos
que poderiam diminuir a geracao de espécies reativas catalisadas por metais (Mira
e col., 2002).

Kostyuk e col. estudaram a capacidade dos flavondides, associados com
metais, de proteger injurias celulares provocadas por asbestos. Nesse trabalho foi
concluido que flavonéides complexados com metais protegiam com maior eficiéncia

hemacias contra injarias provocadas por asbestos, comparados com a atividade dos
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flavondides sozinhos. Sugere-se que isto se deve a facilidade desses complexos
ser absorvidos pelas fibras do asbestos (Kostyuk e col., 2001).

Apesar do grande numero de estudos apresentando as atividades benéficas
dos flavondides, muitos pesquisadores tém demonstrado em seus trabalhos os
efeitos mutagénicos, genotoxicos e pro-oxidantes desses compostos (Metodieva e
col., 1990; Nakanishi e col.; 2001). Foi demonstrado que a quercetina pode sofrer
oxidacdo com a formacdo de o-semiquinona e o-quinona. Estas espécies uma vez
produzidas podem favorecer a formacdo de radical superoxido e peréxido de
hidrogénio que podem ser a causa dos efeitos pro-oxidativos (Figura 1.3). Em
condi¢cdes em que o pH esta basico, os grupamentos hidroxilas do anel B podem
estar desprotonados (Equacao 1, Figura 1.3). Esses podem sofrer auto-oxidacao
com a producdo concomitante de anion superoxido e semiquinonas (Equacao 2,
Figura 1.3). Normalmente, a reacdo da molécula desprotonada com o oxigénio &
lenta, mas esta pode ser catalisada por ions de metais presentes no meio reacional.
A semi-quinona formada pode reagir novamente com oxigénio e formar a quinona
(Equacéo 4, Figura 1.3). O anion superoxido formado pode propagar a oxidacdo de

flavondides (Equacdes 3 e 5).
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pH alcalino
>
1
) Quercetina
Quercetina desprotonada

o-semiquinona

o-quinona

Figural.3. Proposta do mecanismo de formacdo de espécies reativas de oxigénio pela

oxidacdo da quercetina (Nakanishi, 2001).

Duarte Silva e col. (2000) analisaram a capacidade e a relacdo estrutura
atividade genotoxica de alguns flavonoides, como a quercetina, miricetina, fisetina
entre outros, através dos ensaios de inducdo de revertentes em Salmonella
typhimurium TA98 e a indugéo de aberragbes cromossdmicas em células V79. Foi
sugerido que flavondides que possuem grupamento hidroxila nas posi¢cdes 3 do
anel C e na posi¢céo 7 do anel A e, no anel B um catecol ou um pirrogalol sao
genotoxicos para ceélulas eucaridticas. Essa hipotese pode ser explicada pela
formacdo de quinonas, semiquinonas e anion superoxido e peroxido de hidrogénio
gue sdo comprovadamente genotoéxicas para células de mamiferos.

Apesar desse grande numero de dados ainda ndo se chegou a um veredicto
em relacdo a atividade pro- ou antioxidante desses compostos. Pode-se sugerir que
alguns fatores influem para a atividade destas moléculas, como por exemplo, a

estrutura destas moléculas, ou seja, como foi relatado acima as variacdes
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hidroxiladas dos anéis foram relacionados com a sua atividade. Por outro lado, &
necessario ter em mente que o pH do meio influi na protonacdo da molécula
podendo conduzir esta para a auto-oxidacdo em pH alcalino como aquele existente
no intestino delgado, e também a compartimentalizacdo e interacdo com
biomoléculas nas células desses compostos de acordo com a sua polaridade seria
um fator a ser considerado para avaliar a acdo dos mesmos.

A absorcdo dos flavondides pelo trato digestivo sempre foi controversa.
Acreditava-se que os flavondides glicosilados eram pouco ou nada absorvidos e
que eram hidrolisados para agliconas por enzimas bacterianas no intestino
(Bokkenheuser e col.,, 1987). Em 1995 Hollman e col. baseado em evidéncias
propds que glicosidios de flavonoides poderiam ser absorvidos intactos no intestino
delgado, utilizando o transportador de glicose dependente de Na®. Nesse ensaio
foram testadas quantidades de cebola, que € constituido de quercetina e quercetina
glicosilada, de uma refeicdo normal (Hollman, 1995). Em estudos com ratos foi
demonstrado que a quercetina pode interagir com a albumina no sangue e assim, a
quercertina € dissociada e eliminada lentamente do organismo. Esse periodo longo
favorece a interacdo com biomoléculas como proteinas, lipidios e DNA (Manach e
col.,, 1995). Apesar desses dados a absorcdo e o metabolismo de inumeros
flavonoides que compdem a dieta ainda sao indefinidos, sendo que, esforcos tém

sido empenhados para o esclarecimento desses fatos (Walle, 2004).

1.5) Biflavondides

Os biflavonoides séo dimeros de flavondides formados através de reacoes
radicalares, sendo que o0s primeiros a terem suas estruturas elucidadas foram a
isoginkgetina e a ginkgetina, inicialmente, definidos como dimeros de apigenina
(Harborne, 1967). Desde entdo, uma grande gama dessas moléculas tem sido
identificados e, apesar disto, a ocorréncia, a funcdo destas moléculas nas plantas e
0 exato mecanismo da biossintese desses dimeros ainda ndo foram elucidados.

A formacéo dos biflavondides aparenta ser um fato que teria ocorrido no
inicio da evolucdo das plantas vasculares. O grande acumulo de biflavonoides em
algumas espécies e a ampla distribuicdo em vérios tecidos (folhas, casca, raizes,
polen, frutos e sementes) tem sido uma questdo em discussédo (Harborne, 1988).

Em folhas, geralmente, sédo associados com a protecao contra radiacao UV, que foi

17




Introducao

de extrema importancia, durante a colonizacdo da terra firme no Siluriano, contra a
predacdo de insetos e invasao de fungos (Lowry, 1980). A amentoflavona isolada
de Juniperus communis demonstrou uma potente atividade antifingica, inibindo o
crescimento em concentracdo de 1 ug/mL quando testada com cepas de Aspergillus
fumigatus, Botrytis cinerea e especialmente de Trichoderma glaucum (Lamer-
Zarawska, 1980).

Os biflavondides isolados de diversas plantas apresentam diferentes padrdes
estruturais, podendo haver diferentes tipos de ligacdo entre os monbémeros de
flavondides. O estudo dessa grande gama de compostos identificou uma série de
atividades bioldgicas para esse grupo de substancias. Biflavondides presentes em
plantas do género Ouratea possuem a capacidade de inibir a producdo pelo
Aspergillus flavus de aflatoxinas, substancias consideradas toxicas, carcinogénicas,
mutagénicas, e teratogénicas (Goncales e col., 2001). Esses compostos possuem
também a capacidade de inibir a DNA topoisomerase (Grynberg col., 2002), enzima
que modula o estado topolégico do DNA e esté intimamente ligada ao tratamento de
cancer por ser alvo de varias drogas (Middleton e Kandaswami, 1993).
Biflavonodides em geral podem ainda inibir a liberacéo de histaminas (Amellal, e col.,
1985), promover a adesdo de plaquetas (Beretz, e col.; 1986), bloquear os efeitos
inflamatérios de hepatotoxinas (Ilwu, 1985) e ter atividade anti-HIV (Lin e col., 1997).

Os biflavondides extraidos de araucaria foram caracterizados como dimeros
ligados na posigao C3’ e C8”, que compreendem o grupo das amentoflavonas
(Fonseca e col., 2000; llyas e col., 1994) (Figura 1.4).

OH O

Figura 1.4. Estrutura geral de biflavonoide do tipo amentoflavona.

Biflavondides do tipo amentoflavona foram extensivamente estudados como
antinflamatorios, sendo que varios mecanismos de agéo foram identificados. Esses
compostos podem agir como inibidores diretos de enzimas que estao envolvidas na
biossintese de prostaglandinas como as ciclooxigenases 1 e 2 (Bucar e col., 1998)
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e fosfolipases, fosfodiesterases e lipoxigenases (Lee e col., 1996; Kim e col., 1998;
Saponara e col., 1998). Estudos demonstraram que ratos com artrite, ao receberem
injecdes intraperitoniais de ginkgetina, um biflavondide extraida da Ginkgo biloba,
reduziram em até 84 % as inflamacfGes causadas pela injuria, com doses de 20
mg/Kg/dia, por 16 dias. Acredita-se que esse fato deve-se a capacidade desta
droga em inibir a fosfolipase A2 e inibir a proliferagdo de linfécitos, também, ha
hipéteses de que essas moléculas ajam como antioxidantes, suprimindo as
espécies reativas ou quelando metais (Kim e col., 1999)

Podem ainda inibir a expresséo da ciclooxigenase 2, agindo também sobre
inflamacbes cutaneas e doencas pulmonares que estdo relacionados com a
presenca desta enzima (Kwak e col., 2002; Banerjee e col., 2002).

A atividade antinflamatéria ainda pode ser explicada pela capacidade desses
biflavonéides em inibir a 6xido nitrico sintetase indutivel (iNOS), impedindo assim a
producéo de ‘NO (Cheon e col., 2000).

Estudos também demonstraram a atividade antiviral destes compostos,
agindo contra virus que atacam o sistema respiratério, virus da herpes e HIV (Lin e
col., 1999), além da atividade antifiungica (Krauze-Baranowska e col., 1999).

A fonte mais conhecida da biflavondides é a Ginkgo biloba, uma planta
utilizada na medicina tradicional chinesa. Desde o século XVI é relatado o seu uso
como remédio contra as mais variadas doencas. Nos dias atuais, extratos
padronizados sao utilizados para o tratamento de desordens na circulagao periferal
e cerebral (Van Beek e col., 1998). Estudos também tém demonstrado que extratos
de Ginkgo biloba possuem atividade antienvelhecimento. Esses extratos incubados
com acido ascorbico e fibroblastos mostraram um grande aumento na sintese do
coldgeno e fibronectina extracelular comparando-se com controles tratados
somente com acido ascorbico. Assim a utilizagdo na area da cosmética tem
representado um grande aumento no emprego destas substancias (Chiu e Kimball,
2003). Apesar desses estudos, pouco foi elucidado sobre a atividade dos
biflavondides em relacdo a atividade antioxidante e/ou pré-oxidante sobre as

espécies reativas e a interagdo dos biflavondides com as biomoléculas.
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1.6) Araucaria angustifolia

Até hoje foram identificadas cerca de 50 espécies de arvores da familia
Araucariaceae, distribuidas em trés géneros: Araucaria, Agathis e Wollemia. Todas
as espeécies do género Araucaria encontram-se no hemisfério sul e evoluiram na
Era Mesozbica, durante os Periodos Jurdssico e Cretaceo, ha aproximadamente
250 milhdes de anos. Apenas duas vivem na Ameérica do Sul, a Araucaria araucana
(Mol.) C. Koch, encontrada no Chile e a Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze,
também conhecida como pinheiro-do-parana ou pinheiro-brasileiro, € encontrada no
Brasil, na Argentina e numa area muito pequena no Paraguai. Até o inicio do século
XX, a araucaria dominava as paisagens do sul do Brasil, onde cobria boa parte do
Planalto Meridional. A Floresta de Araucarias cobria 40 % da superficie no Parana,
em Santa Catarina ocupou 30 % e no Rio Grande do Sul atingiu 25 % do territorio.
No Sudeste brasileiro, a Floresta chegou a ocupar 3 % do Estado de Sao Paulo, 1
% da area do Rio de Janeiro e também 1 % em Minas Gerais (Karas, 1993).

A paisagem majestosa desenhada pela natureza foi alterada de forma radical
com o processo de colonizacdo. Decisbes politicas de ocupar territorio, expansao
da fronteira agricola, criacdo de gado e, principalmente, a exploracdo madeireira, de
forma predatéria e sem qualquer planejamento foram as causas da destruicdo de
mais de 90 % desse bioma, em um pouco mais de meio século. A derrubada de
imensas porcdes da Floresta de Araucarias também provocou a erosdo e
empobrecimento do solo e alteracdes climéticas. Atualmente, restam 8 a 10 % de
florestas ja exploradas e apenas 1 a 2 % de cobertura original, ou seja, é uma
espécie em extincdo, o qual requer, com muita urgéncia, um plano de manejo

sustentavel e preservacao (Koch e Corréa, 2002).
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2) Objetivos

Os biflavondides, especialmente os de Ginkgo biloba, tém despertado grande

interesse devido a suas atividades farmacologicas diversas. Apesar disso faltam

dados que elucidem a real contribuicdo dessas substancias ao organismo. Levando

em consideracdo que a Araucaria angustifolia € uma espécie em extingdo, e uma

fonte de biflavonoides de origem brasileira, a possibilidade de torna-la uma provedora

de matéria-prima para novos produtos necessita de uma maior compreensdo em

relacdo a atividade biolégica e interacdo com biomoléculas.

Assim os principais objetivos foram:

1)

2)
3)

4)

5)

6)

Extracdo de uma fracdo rica em biflavondides de folhas de Araucaria
angustifolia e identificacdo e caracterizacdo dos componentes por per-
metilacdo dos biflavonodides e andlises por cromatografia liquida de alta
performance acoplada a um espectrémetro de massas;

Determinar a constante de supresséo do O, por biflavonéides;

Avaliar a capacidade antioxidante dos biflavondides de Araucaria
angustifolia. Para tal, foram utilizados os modelos de quebras de simples
fita de DNA plasmidial, promovidos por 'O, e reacéo de Fenton. Ensaios de
lipoperoxidacdo de membranas lipossomais, provocados por radiagédo UV e
reacdo de Fenton, também foram realizados. Foi avaliada também a
capacidade dos biflavonoides em quelar metais de transicao;

Avaliar a capacidade fotoprotetora dos biflavondides, analisando-se a
inibicdo da formacéo de dimeros de pirimidina por radiacéo UV;

Analisar a interacdo de biflavondides com células, para tal, propor um
modelo de trapeamento de biflavondides com ciclodextrina com o intuito de
estudar interagbes em sistemas aquosos;

Avaliar a citotoxicidade da fracdo rica em biflavondides.
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3) Materiais e Métodos

3.1) Reagentes

Os reagentes utilizados foram de alto grau de pureza. Metanol (MeOH),
etanol, butanol, acetona, acido formico e CDCI; foram fornecidos pela Merck
(Darmstadt, Alemanha). Gel de agarose, ampicilina, quercetina, rutina, Trolox®, a-
tocoferol, CaCl,, NaHCO3, KCI, NaCl, desferoxamina, Na,PO,, FeSO,, FeCls, CuCl,,
AlCI3, fosfatidilcolina (FC), SDS, EDTA, DNA de timo de bezerro, fosfatase alcalina,
nuclease, fosfodiesterase | e Il, Tris, &cido succinico, acido tiobarbitarico (TBA),
tripsina, ficoll, azul de bromofenol, meios LB, SOC e Dulbecco foram fornecidos pela
Sigma (CA, EUA). Perinaftenona foi fornecido pela Acros (NJ, EUA), o peroxido de
hidrogénio foi cordialmente fornecido pela Peréxidos do Brasil (Parand, Brasil). Os
padrées de biflavondides, ginkgetina, amentoflavona e 7-O-metilamentoflavona,
extraidos de Ginkgo biloba foram cordialmente fornecidos pela Indena Chemicals
(Mildo, Italia). O padrao de dimero ciclobutanico de pirimidina (CPD) foi gentilmente
fornecido pelo Dr. Thierry Douki, CEA, Grenoble, Franga. A B-ciclodextrina foi
cordialmente cedida pela Chemyunion Quimica, Ltda. O endoperdxido dipropionato
dissodico de 3,3’-(1,4-naftilideno) (NDPO,) foi sintetizado no laboratério (Martinez e
col., 2000).

3.2) Equipamentos

As andlises em cromatografia de alta eficiéncia (CLAE) foram obtidos em
sistemas da Shimadzu (Kyoto, Jap&o) que consistiu de duas bombas analiticas
modelo 10Avp, conectadas a um detector de arraste de diodos modelo SPD-
M210Avp, controlados por um modulo de comunicacdo SCL-10Avp e tratadas pelo

programa de computador Class-VP.
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As medidas de fluorescéncia foram feitas em um espectrofluorimetro Spex
modelo 1681 (Spex Industries, Edison, NJ). Os espectros de absorbancia foram
adquiridos em um espectrofotometro Hitachi U3000 (Tokyo, Japéo).

Os espectros de massas foram obtidos em um espectrometro Quattro I
(Micromass, Manchester, UK).

Os espectros de *H RMN (500 MHz), **C RMN (125 MHz) foram obtidos num
espectrometro da Bruker DRX 500. As amostras foram dissolvidas em CDCls.

3.3) Material Vegetal

O estudo foi feito com folhas de Araucaria angustifolia colhidas, no més de
marco, de um espécimen cultivado no Instituto de Quimica da Universidade de S&o

Paulo.

3.4) Obtencéo e identificagdo do extrato rico em biflavondides das folhas de

Araucaria angustifolia
3.4.1) Extrato de folhas de Araucaria angustifolia

As folhas (500 g) foram secas e moidas, lavadas com hexano e
posteriormente extraidas 3 x com 3 L de metanol. A fracdo metandlica foi
concentrada por rotaevaporagdo e particionada com agua e hexano (3x). Na fase
aquosa houve a precipitacdo da fracao rica em biflavondides (Esquema 1). Apés
centrifugacédo a 10000 rpm por 30 minutos, obteve-se uma fracdo solida amarelada
(BFF) que foi seca sob vacuo e o sobrenadante foi submetido ao mesmo tratamento
para a recuperacdo dos biflavonoides. Esta BFF foi submetida a anélise por
CLAE/EM (cromatografia liquida de alta performance acoplado a um espectrometro

de massas) para identificagdo de seus componentes.

24




Materiais e Métodos

Folhas secas
de araucaria

Lavagem com hexano

Extragcdo com metanol

Fracdo metandlica

Particéo h

exano:agua

Fracdo hexanica
clorofila

Fracdo aquosa

Precipitado

Fracdo hexanica

BFF
Fracdo de biflavonoides

CLAE/EM

Esquema 1: Fluxograma de separacao dos biflavonoides de folhas de araucaria.

3.4.2) Anélise por CLAE do BFF (Fracao de Biflavonoides)

A andlise por CLAE foi obtida utilizando-se uma coluna analitica Synergi

(Phenomenex®, 25 cm x 4,6 mm, 5 pm). A fase mdvel utilizada foi metanol e 4gua

(1 % de acido férmico) com um fluxo de 1 mL/min, foi eluida com o gradiente, no

qual, de 0 a 25 min, a porcentagem de metanol passa de 60 a 90 %, em seguida, de

25 a 35 min, de 90 a 100 % mantida até 40 min, em 45 min volta a condi¢ao inicial.

O detector foi por arraste de diodos monitorado nos comprimentos de onda de 270
e 330 nm (Shimadzu SPD-M10A VP). O programa de computador Shimadzu Class

VP foi empregado para o tratamento dos

dados.

As amostras foram analisadas por CLAE dissolvendo-as em MeOH. Antes da

injecdo no sistema as amostras foram filtradas com filtros para seringa de teflon

(3mm, 20 micron) (Corning, NY).
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3.4.3) Anélise por CLAE/EM do BFF

As analises por espectrometro de massas foram desenvolvidas num
equipamento CLAE/EM/EM (Quattro Il, Micromass, Manchester/UK). O sistema
utilizado consistia de duas bombas analiticas, detector UV (Shimadzu, modelo 10
AV vp), coluna analitica Supelcosil LC 18, 15 cm x 4,6 mm, 5 um. O fluxo foi de 1
mL/min com acoplamento de um redutor de fluxo na saida do sistema CLAE antes
da entrada ao espectrdbmetro de massas. A fase movel utilizada foi Metanol:Agua
(0,2 % de acido formico) (1:1) e o gradiente utilizado foi conforme o descrito no item
3.4.2. Os dados foram processados pelo programa Masslynx (Micromass) versao
3.2.

3.4.4) Permetilagc&o de BFF

Uma aliquota de 10 mg de BFF, suspensa em CH,Cl,/acetona foi metilada
por 16 horas com iodometano (0,025 mM) na presenca de K,CO3 sob atmosfera de
nitrogénio. Apdés esse procedimento, o produto foi analisado por CLAE utilizando-se
uma coluna analitica Superlcosil LC 18, 15 cm x 4,6 mm, 5 um, e um detector por
arraste de diodos (Shimadzu SPD-M 10A VP) monitorado a 270 e 330 nm. A fase
movel metanol e agua a 1 mL/min com o gradiente descrito no item 3.4.2. Os dados

obtidos foram manipulados pelo programa de computador Shimadzu Class VP.

3.5) Avaliacdo da atividade antioxidante dos biflavondides de Araucaria

angustifolia

3.5.1) Utilizagdo da técnica de luminescéncia no infravermelho resolvida no

tempo para a determinacdo da constante de supress&o do 'O,

Para a determinacdo da constante de supressdo do 'O, por quercetina,
amentoflavona, ginkgetina e BFF, o 'O, foi gerado por foto-excitacdo de um
sensibilizador (perinaftenona) a 355 nm, utilizando-se um laser (Nd:YAG). A
emissdo monomol no infravermelho préximo foi detectada utilizando-se uma

fotomultiplicadora (R 5509 PMT, Hamamatsu Photoniks KK, Jap&o) resfriada a —80
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°C através de um sistema refrigerador com nitrogénio gasoso e liquido, conectado a
um monocromador (M 300, Edinburgh Analytical Instruments, UK), capaz de adquirir
espectros no IV. Vérias concentracdes (0,1 a 1 mM) de quercetina, amentoflavona,
ginkgetina e BFF dissolvidos em acetona foram adicionados ao sensibilizador (0,2
D.0.) antes da excitacdo. A determinacéo precisa do tempo de vida e da constante
de supressao foi feita utilizando-se a equacéo de Stern-Volmer (Equacéo 3.1 a 3.4)
(Wilkinson, 1993).
tto=1+ (kg + k)ka' [Q] (Eg. 3.1)

t/to = 1+kito [Q]  (EQ. 3.2)

1t=1l +k [Q] (Eq. 3.3)

Kobs = ka + ki [Q]  (Eq. 3.4)

Nos quais kq e k; sdo as constantes de supresséo fisica e quimica do '0,
pelo supressor Q, respectivamente, t é a meia vida do 'O, na auséncia (to) ou na
presenca (t) do supressor e kg é a constante de decaimento do 'O, (Wilkinson,
1993).

3.5.2)Tratamento dos DNA plasmidiais pBluescript e PUC 19 com 'O,

Um micrograma do DNA plasmidial foi incubado em tampé&o fosfato (50 mM,
pH 7,4) com 20 mM de NDPO, (endoperédxido dipropionato dissédico de 3,3’-(1,4-
naftilideno) a 37 °C por 100 minutos. Os biflavondides foram avaliados quanto a sua
capacidade de protecéo contra quebra de simples fita do plasmidio utilizando-se as
concentracbes 1, 5, 10, 20, 50 e 100 uM dissolvidas em tampéao fosfato (50 mM, pH
7,4) com 25 % de metanol.

Para fins de comparacdo foram realizadas preparacdes de Trolox®,
guercetina, rutina (Figura 3.1), amentoflavona (1) e ginkgetina (4) (Tabela 4.1) em
tampao fosfato com 25 % metanol em concentragcdes de (1 ~ 100 uM) foram
também ensaiadas.

A extensao das quebras em DNA foi analisada pela quantidade da forma
circular aberta (CA), resultante da quebra de simples fita, produzida a partir da
forma super enovelada (SE) utilizando-se eletroforese em géis de agarose 0,8 %
coradas com brometo de etidio e visualizadas por luz UV. A quantificacdo foi feita

com um densitobmetro Image Master (Pharmacia Biotech, CA, USA).
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Me

COOH

Quercetina Rutina

Figura 3.1. Estrutura dos flavonodides quercetina e rutina e Trolox®.

3.5.3) Reacéao de Fenton

Os sais de Fe?* foram usados para induzir danos aos DNA plasmidiais,
através da reacdo de Fenton na presenca de H,O,. Um micrograma de plasmidio
pBluescript foi incubado com 50 uM de Fe?* recém preparado e 50 uM de H,O, por
15 minutos a 37 °C. Imediatamente ap6s a incubacdo, as amostras foram
analisadas por eletroforese utilizando géis com 0,8 % de agarose.

BFF, quercetina, rutina, Trolox®, amentoflavona e ginkgetina (1~100 pM)

foram adicionados & solucdo de plasmidio antes da adicdo de Fe?" e H,O,.
3.5.4) Extrac&o de DNA plasmidial
3.5.4.1) Transformacé&o de bactérias competentes

Bactérias E. coli, cepa HB101, competentes, provenientes de estoque em
glicerol a -80°C, foram distribuidas em aliquotas de 50 uL. A cada aliquota foram
adicionados 5 ng de DNA plasmidial pBluescript (1 ng/uL) incubando-se as
bactérias durante 30 min a 4°C. A seguir as bactérias foram submetidas a um

choque térmico a 42 °C por exatamente 2 min, e transferidas imediatamente para o
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gelo. Ap6és 5 min, foram adicionados 450 uL de meio SOC a cada aliquota,
incubando-as a 37°C durante 1 h sob agitacdo constante de 200 rpm (Hanahan,
1983).

Em seguida, as bactérias (200 uL) foram plagueadas em placas de Petri com
meio LB contendo 15 g/L de agar e 100 ug/mL de ampicilina e incubadas pernoite a
37 °C.

3.5.4.2) Preparacédo do plasmidio pBluescript e PUC 19

Os plasmidios foram obtidos -cultivando-se as colbnias de bactérias
transformadas no item 3.5.4.1 em meio LB com 100 pg/mL de ampicilina e
incubadas pernoite a 37 °C (Hannahan, 1993). Os plasmidios foram purificados
utilizando-se o Clontech Maxi Prep Kit (Clontech, CA, EUA). A preparagdo continha

90 % da forma superenovelada (SE) e 10 % da forma circular aberta (CA).

3.5.4.3) Gel de agarose

A separacdo de diferentes conformacdes de DNA plasmidial, forma
enovelada (SE) que é a nativa e a forma circular aberta (CA), resultante da quebra
de simples fita, foi feita por géis horizontais de agarose 0,8% em tamp&o TBE. A
agarose liquida foi adicionado brometo de etidio (substancia que intercala entre as
bases do DNA e fluoresce quando excitada na faixa de luz UV), desta forma as
bandas de DNA podem ser visualizadas.

Foram aplicados aos pocos do gel aproximadamente 15uL (150 ng de DNA
plasmidial) das amostras misturadas com 5uL de uma solugéo de 0,25% de azul de
bromofenol com 30% de ficoll tipo 400 .

A cuba foi conectada a uma fonte de tensdo (modelo EC 500 proveniente da
Aparatus Corporation) sob uma corrente de 30 mA por cerca de 3 horas.

Foram obtidas as fotos e feitas as integragcdes num aparelho Image Master
VDS (Pharmacia, EUA).
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3.5.5) Peroxidacdo em membranas lipossomais induzidas por radiacdo UV

O efeito protetor do BFF, rutina, quercetina, a-tocoferol, amentoflavona,
ginkgetina, e BFF em combinac&o com a-tocoferol contra a peroxidagéo, provocada
por radiacdo UV-C (254 nm), foi avaliada em lipossomos de fosfatidilcolina (FC),
preparados utilizando-se 2,5 mg de FC dissolvidos em etanol. Os compostos
antioxidantes (5, 10, 50, 100 e 200 uM), foram adicionados a FC e secos sob fluxo
de nitrogénio. No caso da combinagédo de BFF com a-tocoferol, foram adicionados
5, 10, 50, 100 e 200 uM de cada dos compostos, a FC, dissolvidos em metanol.
Essa mistura foi dissolvida em etanol (4 uL) e 5 uL de 25 mM de Tris-HCI, pH 7,4 e
foi aquecida a 60 °C por 2 minutos. A suspensao de lipossomos foi formada pela
adicdo de 25 mM de Tris-HCI, pH 7,4 para um volume final de 100 pL e sonicado
por 1 minuto.

Essa suspensao foi exposta a radiacdo UV (lampada germicidal, 254 nm) por
1 hora. A amostra estava posicionada a 10 cm da lampada. A reacdo de
lipoperoxidacéo foi terminada com a adicao de 10 uL de 35 % HCIO,4. Para a andlise
da quantidade de TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbitlrico) as amostras
foram aquecidas com 200 uL do reagente TBA (HCI 0,25 M, 0,375 % de &cido
tiobarbitlrico e 2mM de desferoxamina) a 100 °C por 15 minutos. O TBARS foi
extraido com 400 uL de butanol e analisado por espectrofotdbmetro de fluorescéncia
(Aexc.= 515 € Aemiss. = 550 nm) (Hitachi F-2000, Jap&o).

3.5.6) Peroxidacdo em membranas lipossomais induzidas pela reac&o de

Fenton

Os lipossomos utilizados foram desenvolvidas conforme o item 3.5.5

Os antioxidantes foram adicionados & FC antes destes serem transformados
em lipossomos. Apds essa fase, foram adicionados 100 uM de Fe**/EDTA e 1mM
de &cido ascorbico, que agiram como indutores da lipoperoxidagdo. As amostras
foram incubadas em banho-maria a 37 °C por 30 minutos. Apos este periodo foi
retirado 1 mL de cada amostra, adicionados a 2 mL do reagente TBA (HCI 0,25 M,

0,375 % de acido tiobarbitirico e 2mM desfeoxamina) e aquecidos a 100 °C por 15
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minutos. A fluorescéncia das amostras foi analisada por um aparelho Spex Fluorlog
1681 (7\.@)((;_: 515 e Xemiss‘ = 550 nm).

3.5.7) Andlise da formacdo de complexos entre biflavondides e metais de

transicdo com deteccao por espectrometria de massas

Os biflavondides ginkgetina e amentoflavona, e os flavonoides rutina e
guercetina foram dissolvidos em MeOH na concentracdo de 100 uM. As solucdes
de metais (Fe®*", Cu®* e AI**) foram preparadas no momento do experimento. Cem
micromolar da solugcdo de metais em H,O foram adicionada a solucdo de
biflavondides, e apds 30 min foram analisados no espectrometro de massas.

O espectro de massas foi adquirido em modo “electrospray” positivo em um
equipamento Quattro Il triplo quadrupolo (Micromass, Manchester, UK). O fluxo da
fase movel MeOH:H,0 (1:1) foi monitorado em 20 uL/min através de uma bomba
analitica Shimadzu 10AD. A temperatura da fonte estava em 100 °C e a voltagem
de cone variou de 30 a 70 V. Os potenciais do capilar e do eletrodo HV foram
ajustados para 3,0 e 0,69 kV, respectivamente. O fluxo do gas de nitrogénio para
secagem e nebulizacdo estava em 250 e 30 L/h, respectivamente. Dois microlitros
da amostra foram injetados no sistema e o0 espectro obtido foi analisado pelo

programa MassLynx 3.2.
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3.5.8) Anédlise dos produtos: dimero ciclobutanico de pirimidina e aduto de
pirimidina (6-4) pirimidona formados em DNA de timo de bezerro, expostos a
radiacao UV

Os produtos formados apés a irradiagdo de DNA de timo de bezerro com
radiacdo UV foram analisados partindo-se uma solucéo aquosa contendo 250 ug de
DNA de timo de bezerro. Inicialmente, o DNA foi exposto a radiagdo UV-C com
comprimento de onda em 254 nm. Foi preparada uma solu¢cdo aquosa e a amostra
foi irradiada por 2 horas, com a lampada a 10 cm de distancia. As amostras de BFF
diluidas em metanol foram adicionadas a solu¢do de DNA antes da irradiagdo. Para
irradiagcdo com UV-B (Philips 40W/TL 12RS), com comprimento de onda a 320 nm,
a amostra de DNA foi aplicada sobre uma superficie plana e seca sob fluxo de
nitrogénio. Com o intuito de analisar a capacidade protetora do BFF, 0,5, 1 e 2 mg
desta amostra em metanol foram adicionados ao filme de DNA obtido para formar
um filme por cima do DNA. Este filme foi exposto a radiagcdo UV por 1 hora com
energia de 1,12 x 10* W/cm?s. (radiémetro IL 1700 Research radiometer,
International light, MA, EUA).

As amostras foram hidrolisadas utilizando-se 10 unidades de nuclease P1 e
0,004 unidades de fosfodiesterase | em 10 uL de tamp&o (acido succinico 200 mM,
CaCl, 100 mM, pH 6) e incubadas a 37 °C por 2 horas. Apds este periodo, foram
adicionados 10 uL de tampéo Tris 500 mM, 1 mM de EDTA pH 8,0 e 0,003
unidades de fosfodiesterase Il e 5 unidades de fosfatase alcalina e incubados a 37
°C por 5 horas. A amostra resultante foi centrifugada (5000 g por 10 min) e
posteriormente analisada por CLAE/EM-EM. A detecc¢éo dos dimeros de pirimidina
foi efetuada utilizando-se o sistema CLAE/EM-EM em sequéncia com ionizagdo por
“electrospray” no modo MRM (“multiple reaction monitoring”). O ion pseudo-
molecular desejado foi selecionado pelo primeiro quadrupolo e entdo fragmentado
num segundo quadrupolo que estava submetido a uma pressdo baixa de argdnio
(célula de colisdo). Um terceiro quadrupolo foi ajustado para detectar somente 0s

ion filho majoritario do composto de interesse (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Esquema de deteccdo por LC/EM-EM no modo MRM, no qual h&a sele¢céo de
uma fragmentacdo especifica a ser identificada. O dimero ciclobutanico da pirimidina &

identificada como m/z 545 e o ion filho como m/z = 447 (Loureiro e col., 2002).

O sistema constituia-se de duas bombas analiticas Shimadzu 10 Avp
acoplado a um detetor UV ajustado para 260 nm, uma valvula automética para
redirecionamento do fluxo FCV 12-AH, e uma terceira bomba analitica Shimadzu 10
AD. Utilizou-se uma coluna Synergi 250 x 4, 6 mm, 5 u com fase mével, formiato de
amonio 5 mM e metanol com o fluxo de 200 uL, no seguinte gradiente, de 0 a 8 min,
a concentracdo de metanol foi de 0 a 2 %, em 30 min atingiu 40 % e permaneceu
até 35 min e em 40 min voltou a condig&o inicial.

Utilizando-se a valvula de redirecionamento de fluxo (Figura 3.3), no
momento em que a andlise é iniciada (posi¢édo 1), o fluxo derivado do cromatografo
€ descartado e somente o fluxo da terceira bomba € dirigido para o espectrometro,
com MeOH:H,0O (1:1) como fase movel (50 uL/min). Em um determinado tempo de
analise a valvula é acionada (posicdo 0) e o fluxo derivado do cromatografo é
redirecionado para o espectrometro de massas e o0 fluxo da terceira bomba
descartada. Este procedimento permite uma maior sensibilidade na andlise por

massas, pois somente a fracado de interesse é enviada para o espectrémetro, o que
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evita a supressao do sinal por impurezas na amostra o que pode causar variacdes

na andlise (Loureiro e col., 2002).

Bombas 1 e 2 Bombas 1 e 2

Coluna + UV 1 r» Coluna + UV r»
Espectrémetrd Espectrometro
de massas de massas
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Figura 3.3. Esquema da valvula de redirecionamento de fluxo, (Lourreiro e col., 2002).

A analise por EM-EM foi realizada em modo “electrospray” negativo com
voltagem de cone 60 V. O potencial da célula de coliséo foi programado em 10 V.
Os potenciais do capilar e do eletrodo HV estavam ajustados a 3,5 e 0,69 kV. O gas
nitrogénio de nebulizacdo e secagem foi de 250 e 30 L/h. As massas moleculares
dos dimeros ciclobutanicos de (CPD) e pirimidina (6-4) pirimidona (6-4PP) sado
iguais (545 Da), assim a diferenciagdo de cada um deles foi feita conforme as
diferentes formas de fragmentagdo. Foram monitoradas as transicoes 545 — 447
para CPD e 545 — 430 para 6-4PP. Utilizou-se ainda um padréo interno (citidina)
para quantificacdo, o qual, foi monitorado a transicdo 242 — 109 (Douki e col.,
2000B).
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3.5.9) Cultivo de células de mamiferos e incorporagéo de BFF trapeados em S-

ciclodextrina

As células de fibroblasto CV1-P foram cultivados em meio Eagle modificado
por Dulbecco (DME), suplementado com NaHCO; (1,2 g/L), 100 pg/mL de
penicilina, 94 mg/mL de sulfato de estreptomicina e 10% de soro fetal bovino (SFB).
O meio de cultura sem SFB foi esterilizado por filtracdo através de membrana de
0,22 um para frascos estéreis. Apds este procedimento, SFB estéril foi adicionado a
aliguotas do meio estéril. As culturas sédo incubadas em atmosfera Umida com 5%
de CO,, a 37 °C, no escuro. As células crescem aderidas a superficie de garrafas
plasticas ou placas de cultura e foram subcultivadas em periodos de 3 a 4 dias.
Para o subcultivo, apos a retirada do meio, a cultura foi lavada com PBS (NaCl 137
mM, KCI 1,68 mM, Na;HPO,4 1,47 mM, pH 7,0, autoclavado) (2x) e incubadas por 2
min com 5 mL de tripsina para as células se desprenderem. As células foram
homogeneizadas, quantificadas em hemocitbmetro e distribuidas para novas

garrafas ou placas com meio.

3.5.9.1) Insercao de BFF em g-ciclodextrina

A 100 mg de B-ciclodextrina dissolvida em 30 mL de agua foram adicionados
aos poucos 2 mL de BFF (5 mg/mL em acetona) sob agitacdo. Esta solucédo ficou
sob agitacdo por 60 horas a temperatura ambiente. Apés esse periodo, o
sobrenadante foi seco e o precipitado foi ressuspenso em 15 mL de agua, e entao
filtrado com membrana 0,45 um para a retirada do BFF n&o incorporado. Essa
solucdo foi medida por espectrofotbmetro para obter a concentracdo de BFF
incorporada com ciclodextrina. Apos a determinacdo da concentracdo de BFF, o
complexo B-ciclodextrina/BFF (BCBFF) foi adicionado ao meio de cultura celular,

filtrado com um filtro estéril 0,45 um.
3.5.9.2) Incorporacdo de BFF em células
As células foram cultivadas em placas de 5 cm até a sua total confluéncia.

Em seguida, o meio foi retirado e a camada celular foi lavada 2 x com PBS e assim
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suplementadas com meio, sem soro, contendo 100 uM de BFF inseridos em
ciclodextrina. Estas foram incubadas por um periodo de 5 a 28 horas. Para cada
tempo de incubacado foram utilizadas 3 placas. Apos este periodo, as células foram
lavadas 3 x com solugéo PBS e descoladas da placa com a adi¢ao de tripsina. Em
seguida foram transferidas para tubos de ensaio e congeladas para que no
descongelamento fossem lisadas. Ap0s o descongelamento, as células foram
sonicadas por 2 min e foram acrescidas com 2 mL de acetonitrila para a
precipitacdo de proteinas. Essa mistura foi submetida a extracdo com éter etilico (4
mL) por 3 vezes. A fase etilica foi evaporada e o precipitado ressuspenso em
metanol (200 plL) e analisado por espectrofotometria Amax. 330 nm para a

quantificacdo de BFF incorporada nas células.

3.5.9.3) Avaliacdo da viabilidade de células, incorporadas com BFF, pelo
ensaio do brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazoil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio (MTT)

A viabilidade celular foi avaliada utilizando-se o método do MTT, no qual, a
célula viva é reconhecida pela manutencéo da capacidade redutora da mitocéndria,
ou seja, a mitocondria intacta reduz o MTT a azul de formazana, que absorve a 595
nm.

Foram utilizadas placas de 24 pogos semeadas com 5 x 10° células/poco e
incubadas por 12 horas a 37 °C em meio de cultura celular suplementada com SFB.
Apébs esse periodo, o meio de cultura foi retirado e suplementado com meio sem
soro e 100 uM de BCBFF e incubado por 24 horas. Apos o periodo de incubacéo o
meio foi retirado, adicionado novamente meio sem soro e 1 mg/mL de MTT
dissolvido em PBS. As células, assim, ficaram em repouso por 2 horas a 37 °C.
Decorrido este tempo, as células foram tratadas com solucéo de lise (10 % de SDS
em dimetilformamida:agua 1:1, pH 4,8) e incubadas por 16 horas. Desse modo, a
amostra final foi analisada por espectrofotometria a 595 nm (Hansen, 1989).
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4. Resultados e Discussao

4.1) ldentificacao dos biflavonoides

O extrato alcodlico das folhas de Araucaria angustifolia forneceu, apds a
particAio com hexano:agua, um precipitado amarelado na fracdo aquosa que,
facilmente, foi separada por centrifugacéo. Esse precipitado foi denominado de BFF
(Fracdo de Biflavonoides). Em seguida, esse BFF foi analisado por CLAE/EM o qual
identificou seis biflavondides majoritarios (Tabela 4.1, Figura 4.1). A determinacéo
das ligagdes interflavonoidicas 3’-8”, do tipo amentoflavona, foi feita através dos
dados de CLAE/EM e RMN de *H e *3C do produto per-metilado do BFF.

Tabela 4.1. Identificagdo e caracterizacdo dos seis biflavondides majoritarios do BFF por
CLAE/EM.

Estruturas

Tempo de fons

Compostos  Retencdo Moleculares R

(min) [M+H]*
OH O o
OH O
R1=R2=R3=R4=0H
1 22 539
amentoflavona
2 26 553 mono-O-metilamentoflavona
3 30 567 di-O-metilamentoflavona
R1=R2=0H; R3=R4=0OMe
4 33 567 _ _
ginkgetina
5 36 581 tri-O-metilamentoflavona
R1=R2=R3=R4=0OMe
6 41 595

tetra-O-metilamentoflavona
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A co-injecdo com padrbes auténticos de biflavondides extraidos de Ginkgo
biloba possibilitou a identificacdo e caracterizacdo da amentoflavona (1, 2,4% de
abundéancia relativa no BFF) e ginkgetina (4, 27,1%) eluidas a 22 e 33 min,
respectivamente. Os compostos mono-O-metilamentoflavona (2, 11,4%), di-O-
metilamentoflavona (3, 26,3%), tri-O-metilamentoflavona (5, 14,5%) e tetra-O-
metilamentoflavona (6, 16,4%) foram identificados por CLAE/EM (Figuras 4.1 e 4.2).
O composto 7-O-metilamentoflavona néo foi encontrado no BFF. A estimativa da
molaridade foi baseada na quantidade relativa dos biflavonéides em maior proporcéao,
ginkgetina e di-O-metilamentoflavona, além de que o ¢ (A = 330 nm) em acetona do
BFF (¢ = 22130) determinado foi semelhante ao da ginkgetina (¢ = 22378) nas

mesmas condicdes.
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Araucaria agustifolia

A

7 1

2,2% 2,4%
6 2 1- Amentoflavona
11,4%

2- Mono-O-metilamentoflavona
3- Di-O-metilamentoflavona

4- Ginkgetina
5 3 5- Tri-O-metilamentoflavona
14,2% " 26,3% 6- Tetra-O-metilamentoflavona
o 4 7- Outros
27.1%
4
3
400

Absorbancia (mAbs)
B

Tempo (min)

Figura 4.1. (A) Composicdo centesimal de biflavonoides em folhas de A. angustifolia. (B)
Perfil cromatografico do BFF obtido de folhas de A. angustifélia. Compostos (1)
amentoflavona, (2) mono-O-metilamentoflavona, (3) di-O-metilamentoflavona, (4) ginkgetina,

(5) tri-O-metilamentoflavona e (6) tetra-O-metilamentoflavona.

39




Resultados e Discussao

295

100,
% 1 537553 '6’1?
551

~ 100
o 12 307413
R % serats o ]eos
P
> 567
© 1%13 | 589
< O _12g
© 567
o ,'00 4
c " 525 589 95
4] U
e
= 553
e 539
<L 0

034

100;
3]0 h
3

300 350 400 450 500 550 BOO B0 700
miz

Figura 4.2. Espectro de massas obtido através da analise CLAE/EM-EM do BFF. O
composto tetra-O-metilamentoflavona possui o [M+H]" = 595, tri-O-metilamentoflavona
[M+H]" = 581, ginkgetina [M+H]" = 567, di-O-metialmentoflavona [M+H]" = 567, mono-O-
metilamenetoflavona [M+H]" = 553 e amentoflavona [M+H]" = 539.

4.2) Permetilagdo do BFF

Considerando-se que os biflavondides possuem varias ligagcdes entre 0s
mondmeros de flavondides, o BFF foi submetido a permetilagdo com o intuito de
avaliar a presenca de outros tipos de biflavondides. O principal produto da
permetilacdo foi identificado como hexa-O-metilamentoflavona, baseado na detecgao
do fon molecular [M+H]* em 623 por CLAE/EM (Figura 4.3) e nos dados de 'H e *3C
RMN (Figura 4.4). Os dados obtidos por RMN de *H indicam a presenca de somente
dois sinais meta-acoplados em 6,29 e 6,43 (2d, J = 2,0 Hz), os quais foram atribuidos
como H-6 e H-8, respectivamente. Tendo em vista que nao foi observado um dubleto

semelhante para H-6” e H-8", a ligacao interflavonoidica foi definida como sendo no
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carbono C8”. Os sistemas acoplados H-2""/H-6"" — H3”/H-5” apresentam-se como
dois dubletos distintos em 6 7,33 (d, J = 8,9 Hz) e em & 6,72 (d, J = 8,9 H2z),
respectivamente. A auséncia de sistemas acoplados semelhantes, associados a
presenca de dois singletos [6 6,62 (H-3, s) e 6,56 (H-3”, s)] correspondentes aos H-3
e H-3” excluiu a possibilidade de qualquer ligacdo entre os flavonoides entre as
posi¢cbes C-3”, C-2”, C-3”, C-5” ou C-6"” com C-3’ (Tabelas 4.2 e 4.3). De acordo
com esses resultados, o composto per-metilado foi determinado como um
biflavondide com ligagdes entre os carbonos 3’ e 87, ou seja, do tipo amentoflavona

como foi relatado anteriormente (Fonseca e col., 2000).

M+HT = 623

13.73

i . . . . . . . .
.00 1.50 10.00 12 .50 15.00
Tempo (min)

[MA+H]

Abundancia relativa (%)

ioo ' oo " soo L Yoo " oo
miz

Figura 4.3. Andlise por CLAE/EM do produto per-metilado do BFF (hexa-O-
metilamentoflavona). (A) Cromatograma com deteccdo UV, (B) Hexa-O-metilamentoflavona

identificado pelo espectro de massas do pico em 13,73 min.
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H-3"/H-5" H-3
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H-3/ H-6"
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Figura 4.4. Espectro de "H RMN do composto hexa-O-metilamentoflavona adquirido em um

equipamento de 500 MHz, em CDCls.
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Tabela 4.2 Deslocamentos quimicos no espectro de 'H RMN em CDCl; do hexa-O-

metilamentoflavona

Prétons 8 (ppm) J (Hz)

H-3 6,62 S
H-6 6,29 d 2,0
H-8 6,43 d 2,0
H-2’ 7,79 d 2,0
H-5 7,08 d 8,7
H-6’ 7,89 dd 8,7,2,0
H-3” 6,56 S
H-6" 6,48 S

H-2”/H-6" 7,33 d 8,9

H-3”/H-5" 6,72 d 8,9
OMe 3,70/3,71/3,79/

3,85/3,89/4,02
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Tabela 4.3. Deslocamentos quimicos no espectro de **C RMN em CDCl; do produto hexa-O-

metilamentoflavona

Carbonos d (ppm)
C-3/C-3” 105,7/106,9
C-6 91,8
C-8 90,8
C-10/C-10" 105,7/105,9
C-1 122,7
C-2/C-6’ 129,5/129,6
C-3 122,7
C-5 110,21
C-6” 95,2
C-8” 106,9
C-1” 121,3
C-2”7/C-6” 126,6
C-3”/IC5” 113,3

C-2/C-5/C-7/C-9/ 155,2/158,9/159,1/159,
C-4'/C-2°/C-5"IC-T"] 5/159,7/159,9/160,0/16
C-9"/C-4" 0,9/ 161,0/162,9
C-4/C-4” 176,6/177,0

O numero de biflavonoides descobertos nos Gltimos anos ndo é muito extenso,
mas por outro lado, diferentes caracteristicas estruturais estdo sendo identificadas.
Inicialmente, era proposto que esses compostos estavam presentes em plantas
primitivas, hoje se sabe que estdo amplamente distribuidos desde musgos a
gimnospermas, e esporadicamente em angiospermas (Harborne, 1988).

A Ginkgo biloba L. foi a primeira planta na qual foi feita a extracdo de
biflavondides, a ginkgetina foi o primeiro a ser isolado por Furukawa em 1929
(Furukawa, 1929) e identificado posteriormente por Nakazawa (Nakazawa, 1941).
Vérios métodos de separacdo de biflavondides estdo descritos na literatura (Lobstein-
Guth, 1988; Briancon-Scheid, 1982), mas muitos desses passam por varias etapas de

purificacdo e cromatografias em coluna para obtencdo do composto puro. Isso se
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deve principalmente, ao carater fenolico e ao tamanho grande da molécula além da
variedade e do grande numero de isbmeros que existem em uma Unica planta. Esse
foi um dos problemas enfrentados na separacdo dos biflavondides de Araucaria
angustifolia, na qual isdbmeros de posi¢cdes néo possibilitaram o isolamento de todos
os biflavondides presentes. Assim, o método de CLAE/EM foi desenvolvido para a
caracterizagao parcial dos componentes e demonstrou ser uma metodologia muito
conveniente para tal finalidade. Foi utilizada uma coluna Synergi C13 (Phenomenex®)
recomendada para substancias moderadamente polares, a qual possibilitou a
separacdo dos biflavondides de BFF com alta resolucdo e reprodutibilidade. Em
conjunto, a permetilacdo do BFF foi imprescindivel para identificacdo do biflavonéides
do BFF como do tipo amentoflavona, considerando-se que em muitas espécies de
Araucaria encontram-se diversos tipos de biflavondides (llyas e col., 1978)

A identificacdo de biflavonéides em Araucaria angustifolia foi inicialmente
realizada por llyas em 1994, o qual identificou a presenca de 6 biflavondides dos tipos
amentoflavona, agatisflavona (ligagéo inter-flavonoidica entre os carbonos C6/C8”) e
cupressuflavona (C5/C8”) utilizando o método de TLC com padrbes previamente
caracterizados (llyas e llyas, 1994). Posteriormente, Fonseca e col., identificaram em
plantulas 3 biflavondides do tipo amentoflavona (Fonseca e col, 2000). Assim, a
combinacao entre dados do CLAE/EM e caracterizagdo do composto per-metilado
possibilitou a confirmagcdo da presenca de biflavondides do tipo amentoflavona em
Araucaria angustifolia, considerando-se que o método de TLC ndo € uma das

técnicas com grande acuidade na identificacdo de compostos.
4.3) Avaliacdo da atividade antioxidante de BFF

4.3.1) Andlise da supressdo da luminescéncia de 'O, utilizando a técnica de

luminescéncia no IV resolvida no tempo

A deteccéo fisica do 'O, é baseada na emisséo de luz monomol ou dimol. A
determinacdo da constante de supresséo de 'O, pode ser avaliada pela determinacéo
da supressdo da fotoemissdo monomol a 1270 nm detectados por uma
fotomultiplicadora.

A constante de supressdo total do 'O, (k; = kq + ki) € a soma das constantes

fisicas kq € quimicas k.. O valor de t ,tempo de vida do 'O, no determinado solvente,
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foi determinado na auséncia e na presenca de diferentes concentracbes dos
supressores (Figura 4.5), a partir do ajuste exponencial simples. O valor de k; é o
coeficiente angular e o ky coeficiente linear do grafico Stern-Volmer (Tabela 4.4 e
Figura 4.5).

A 1w
BFF
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50 Amentoflavona
".‘U) .
i 40+
N . .
430 . Glnkgetlna
4
204
10 T T T T T T T T T T T
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Figura 4.5.: Supresséo de 'O, por BFF, amentoflavona e ginkgetina, A emissdo do 'O, em IV
foi obtida pela sensibilizagdo da perinaftenona (Aexe. = 355 nm). (A) Gréafico de Kgps, VS.
concentracdo dos compostos. (B) Emisséo de luz a 1270 nm de 'O, e supressdo por BFF a

ImM.
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Tabela 4.4: Constante supressao total k; = (kq + k;) do 'O, por flavondides

em acetona.
Composto T (FOy) (us) ki (10° M1 s™)
Quercetina 53,5 9
Ginkgetina 53,2 9
Amentoflavona 53,2 30
BFF 52,9 50

O t obtido em acetona foi de ~ 53 pus, de acordo com o valor reportado na
literatura (Monroe, 1985).

Os flavondides sdo compostos amplamente conhecidos e estudados com
maior intensidade. A constante de supressdo do 'O, foi determinada para 13
flavondides, junto com a sua relacdo estrutura atividade (Tournaire e col., 1993). Foi
demonstrado que a presenca de grupos catecois no anel B, € um dos fatores
associados com a capacidade de suprimir fisicamente o 'O, como na catequina e na
quercetina que possuem constantes na ordem de 5 a 1 x 10° enquanto que nos
outros flavonéides sem este grupamento estdo na ordem de 10°.

A constante de supressao fisica dos biflavondides ainda ndo tinha sido
determinada. Os biflavondides do BFF ndo possuem grupamentos catecois, apesar
disso a amentoflavona, obteve a maior constante de supressao fisica, e 3 vezes
maior que o da ginkgetina (Tabela 4.4). Assim a presenca de grupos hidroxila parece
ser, no caso dos biflavondides, o principal fator que influencia na supresséo fisica do
'0,.

4.3.2) Quebras em DNA plasmidiais na presenca de 'O, gerado pela

termodecomposi¢cdo de NDPO; e protecédo por biflavonoides.

Os danos em DNA plasmidial (pBluescript e PUC 19) foram avaliados,
utilizando-se eletroforese em géis de agarose, quantificando-se a inducéao de quebras
em simples fita de DNA, os quais resultam na forma circular aberta (CA) e a
diminuicdo da forma intacta superenovelada (SE). A concentracdo estacionaria de
0, formada pela termodecomposicédo de 20 mM de NDPO, est& na ordem de 102 M

(Di Mascio e col., 1989A) o qual aumenta, significativamente, a formacao de quebras
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de fita simples em DNA plasmidial pBluescript, de 8% (Linha 1, Figura 4.6) da forma
CA no controle para 25 % na amostra tratada (Linha 2, Figura 4.6). A formagao
destas quebras em funcéo do tempo indica que o processo requer duas moléculas de
'0, (Di Mascio e col. 1989A). Esses dados sugerem que essas quebras necessitam
da oxidacao do 8-oxo-dGuo formada inicialmente pela oxidacdo da dGuo no DNA. Foi
também demonstrada que a 8-oxodGuo ndo é um sitio &lcali-labil (Burrows e Muller,
1998).

1 2 3 4 5 6 7 8

NDPO, (20 mM)

BFF (uM)
1 5 10 20 50 100,

1
Figura 4.6. Eletroforese horizontal em gel de agarose mostrando a protecdo por BFF contra
quebras em DNA plasmidiais provocados por 'O,, ap6s 100 min de incubacéo. 1, plasmidio
pBluescript controle; 2, plasmidio + NDPO, 20 mM; 3, plasmidio + BFF 1 uM; 4, plasmidio +
NDPO;, 20 mM + BFF 5 uM; 5, plasmidio + NDPO, 20 mM + BFF 10 uM; 6, plasmidio +
NDPO; 20 mM + BFF 20 uM; 7, plasmidio + NDPO;, 20 mM + BFF 50 uM; 8, plasmidio +
NDPO, 20 mM + BFF 100 uM. Formas CA e SE sao circular aberta e superenovelada,

respectivamente.

A Figura 4.6 mostra a eletroforese em gel de agarose do plasmidio pBluescript
tratado com NDPO, e diferentes concentragcdes de BFF. A formacdo de CA na
presenca de 'O, e sua inibicdo na presenca de varias concentracbes de BFF,
quercetina, rutina, amentoflavona, ginkgetina e Trolox® sdo apresentadas nas
Figuras 4.7 e 4.8, utilizando-se plasmidios pBluescript e PUC 19, respectivamente.
Todos os compostos examinados inibiram a formagédo de CA. O BFF foi o mais
eficiente na protecdo contra a formacéo dessas quebras. A inibicdo proporcionada

com 20 uM de BFF foi de 70 % e em segundo a rutina proporcionou uma protecéo de
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58 % na mesma concentracdo. No caso da quercetina, a protecéo de 25 % foi menos
da metade daquelas observadas para BFF e rutina (Figura 4.7).

Trolox®, um derivado hidrossolivel do a-tocoferol considerado como um
potente supressor de lipoperoxidacdo, apresentou-se muito menos eficiente
comparado com os outros compostos, 20 uM of Trolox® protegeu 24 % contra

formacéo da forma CA (Figura 4.7).

80- . _i
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604 I/, i ..... L. A Rutina
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S 40- g /l
S ; ]
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o 204 = A S % __________________ I
0
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Concentragéo (uM)

Figura 4.7. Inibicaio da formac&do da CA por BFF, quercetina, rutina e Trolox® induzido por 'O,

gerado por NDPO, em DNA plasmidial de pBluescript.

A curva dose-resposta do plasmidio PUC exposto a NDPO, e a diferentes
concentracdes de BFF, quercetina, rutina, Trolox®, amentoflavona e ginkgetina é
apresentada na Figura 4.8. A sequéncia da porcentagem de protecdo foi a mesma
obtida com o ensaio utilizando-se o plasmidio pBluescript. O BFF protegeu 65 %,

seguido pela rutina (38 %) com 50 uM. (Figura 4.8).
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Figura 4.8. Protecdo por BFF, rutina, quercetina, ginkgetina, amentoflavona e Trolox® (1 a

100 pM) contra formacédo de CA induzida por O, em plasmidio PUC 19.

Os mecanismos pelos quais esses flavonoides protegem o material genético
contra 'O, podem envolver a supresséo fisica ou quimica. A supressdo quimica é
baseada na reacdo quimica do 'O, com um substrato apropriado resultando num
produto.

Os flavonols como a quercetina podem reagir com o O, levando a um
rompimento do anel C pela cicloadicdo [2+2] do 'O, com a ligacdo dupla do anel C.
Essa reacgéo é favorecida pela presenca da hidroxila na posicdo 3 do anel C, levando
a formacdo do intermediario 1,2-dioxetano. Devido a instabilidade do dioxetano a
temperatura ambiente, este se decompbe para formar um éster dois grupos
carbonilicos, levando a formacédo de um &acido carboxilico apos a perda de um CO
(Tournaire e col. 1993). No caso das flavonas (BFF, amentoflavona e ginkgetina), o
mesmo mecanismo poderia estar envolvido mas com menor facilidade que a

quercetina por ndo possuirem a hidroxila na posicdo 3. Assim, a potencialidade do
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BFF em proteger contra a quebra de DNA provocado por O, pode ser explicada pela
supressao fisica ou também pela maior interacdo deste com as fitas do DNA.

O 'O, pode ser suprimido fisicamente por dois mecanismos: transferéncia de
elétrons e/ou transferéncia de energia (Foote, 1979). Sugere-se que carotendides (ex.
B-caroteno, licopeno) (Foote e col., 1970; Anderson e Krinsky, 1973; Di Mascio e col.,
1992; Di Mascio e col.,, 1989B; Yamaguchi e col.,, 1999) e complexos de niquel
(Rabek, 1985) suprimem o 'O, pela transferéncia de energia dispersa na forma de
calor. Fenois, sulfetos e azidas podem suprimir 'O, pelo mecanismo de transferéncia
de carga (Khan e col., 1992, Yamaguchi, 1985).

4.3.3) Protecao de quebras em DNA plasmidial induzidas pela reagdo de Fenton

A geracéo de *OH foi através da reducédo de H,O; pelo Fe**. Este radical muito
reativo tem a capacidade de reagir com compostos organicos ao redor. Dessa forma,
o ‘OH pode rapidamente, reagir com o solvente levando a formacdo de radicais
secundarios que podem provocar danos ao DNA plasmidial (Lai e col., 1979).

O efeito do BFF, flavondides (quercetina e rutina), biflavondides
(amentoflavona e ginkgetina) e Trolox® na quebra em DNA plasmidial mediada por
radical hidroxila foi sumarizado na Figura 4.9

A quercetina apresentou capacidade antioxidante superior nessas condicdes,
utilizando-se 1 uM houve a protecdo de 75 % contra a formagdo de CA. A rutina
também foi bastante eficiente nesse sistema com 75 % de protecdo com 5 uM
(Figura 4.9). Ambos possuem atividades antioxidantes superiores ao do Trolox®. BFF
possui atividade de 72 % com 100 uM.

Os flavonodides possuem a habilidade de agir como antioxidantes pelo
“sequestro” de espécies reativas de oxigénio resultando na formagédo de radicais
fenoxilas que sdo menos reativos (Cotelle e col., 1996, Hanasaki e col., 1994).

A quercetina foi o mais eficiente na protecdo contra estes danos. Esse fato
deve-se as propriedades estruturais desse composto, como a presenca do
grupamento catecol que confere uma maior estabilidade ao radical formado e
participa na deslocalizacdo do elétron, a presenca da dupla ligagédo entre os carbonos
C2 e C3 em conjugacdo com a carbonila no C4, responsavel pela deslocalizacdo do

elétron do anel B e o grupo C3-OH, que confere um maior potencial antioxidante
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(Rice-Evans, 1994). A rutina, um derivado glicosilado na posicdo C3 da quercetina,
também apresentou um alto potencial antioxidante, o que demonstra que a presenca
do grupo catecol tem maior influéncia na atividade. Os biflavonéides amentoflavona e
ginkgetina ndo apresentaram uma protecao consideravel, uma vez que nao possuem

0 grupamento catecol, apesar da amentoflavona possuir 4 hidroxilas substituintes.
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Figura 4.9. Efeito inibitério de BFF, flavondides quercetina e rutina, biflavondides
amentoflavona e ginkgetina e Trolox® sobre a formacdo de CA induzido pela reacdo de

Fenton. A formagdo de ssb foi monitorada pela formacdo da forma CA no plasmidio
pBluescript DNA.

4.3.4) Protecao contra lipoperoxidacao induzida por radiagdo UV
A exposicao de lipossomos de FC a radiagcdo UV por 1 hora provocou um

aumento significativo na producdo de TBARS. Os compostos testados neste estudo

foram eficientes na protecao de lipossomos numa forma dose-dependente.
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Quercetina foi o protetor mais eficiente, seguido pela rutina e a-tocoferol
(Figura 4.10). Dentre os biflavondides a amentoflavona mostrou maior eficiéncia (90
% de protecdo), comparada ao BFF e ginkgetina (60 % com 100 uM). Esse efeito
deve-se principalmente a presenca, em maior quantidade, de grupos hidroxila na

amentoflavona que pode agir como doadores de hidrogénio.
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1004 - --4-- Quercetina
S 904 T~ —A— a-tocopherol
< ] ‘,‘-~.§f\ --#-- Rutina
g 801 ? NoA - % - Ginkgetina
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T 60- } ~
zg 50—_ \ :':\\;\.
_.8 40+ | I . ~ :.\\\\
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§ 20+ % ....... ‘. RS
5 104 §
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Figura 4.10. InibicAo da peroxidagcdo induzida por radiagdo UV, em lipossomas de
fosfatidilcolina, por concentragbes crescentes de quercetina, rutina, BFF, a-tocoferol,
amentoflavona e ginkgetina. A atividade antioxidante foi determinada pela analise da
formacg&o de TBARS.

Existem varias evidéncias da relacdo entre a formacdo de RONS com
degradacéao de fosfolipidos por radiacdo UV (Taira e col., 1992). Assim, os melhores
resultados apresentados pelos flavonoides na protecdo contra danos provocados por
UV em fosfolipidios era de se esperar, considerando que a quercetina e rutina sao

sequestradores conhecidos de ‘OH, ROO".
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Em estudos de atividade antioxidante dos flavondides sugere-se que um dos
possiveis mecanismos de acdo desses compostos seria a capacidade de reciclagem
de outros antioxidantes (Filipe e col., 2001), como ocorre no caso de acido ascorbico
e a-tocoferol, no qual, o radical a-tocoferila € reduzido de volta a a-tocoferol pelo
acido ascorbico (Burton e col., 1990). Para tal analise realizamos um ensaio, onde, foi
analisada a capacidade do BFF e a-tocoferol em conjunto proteger contra a
lipoperoxidagao induzida por radiagdo UV. O efeito do a-tocoferol e BFF, adicionados
em conjunto ou individualmente, sobre esse sistema, esta representado na Figura
4.11. A combinagdo de ambos diminuiu consideravelmente a lipoperoxidacéo,
aproximando-se a 80 % de protecdo com 20 uM e chegou a inibir praticamente 100 %
com 400 uM dos compostos em conjunto. Esta inibicdo € maior que o efeito de cada
composto individualmente, mas nao possibilitou a distingdo entre efeito aditivo e
sinérgico, pois esta representada em porcentagem de lipoperoxidacdo. Sendo assim,

impossibilita a comparacdo em nimeros exatos.

100
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Figura 4.11. Efeito inibitério sobre a lipoperoxidacdo do BFF, a-tocoferol e adicdo de ambos.
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4.3.5) Protecao contra lipoperoxidacgao induzida pela reac&o de Fenton

No ensaio de protecdo contra lipoperoxidacdo de liposomas induzidas por
Fenton, todos os compostos testados protegeram contra este dano de uma forma
dose-dependente. O a-tocoferol mostrou ser o mais eficiente neste tipo de danos
como ja foi demonstrado em varios estudos. A amentoflavona e o BFF, praticamente,
ndo tiveram diferenca na eficiéncia (Figura 4.12). Além dos mecanismos propostos
aqui em relacdo a habilidade em inibir a lipoperoxidacdo, os flavonoides seriam
capazes de alterar a cinética da peroxidacdo através da modificagdo no
empacotamento dos lipidios e na diminuicdo da fluidez das membranas. Essas
modificacdes podem diminuir a difusdo das espécies reativas, diminuir a exposicao
dos lipidios aos danos e restringir a lipoperoxidacdo (Arora, 2000). Considerando-se
gue os biflavondides sdo de tamanho maior, provavelmente, a insercdo na membrana

nao seja tao facilitada, mas de qualquer forma os efeitos dessa interacdo nao foram

elucidados.
90
S 80 025 uM .l_
2 0 50 uM
£ 701 lo100um I T
o 60 -
l§ T T T " I
g 50 -
i) T
5 40 - T T
L 30 - T
o
2 20
-
XX 10 -
O 1 1
a-tocoferol Amentoflavona BFF Quercetina
Amostras

Figura 4.12. Protecao contra lipoperoxidacéo induzida por reacdo de Fenton.
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4.4) Andlise da formacdo de complexos entre biflavondides e metais de
transicdo com deteccao por espectrometria de massas.

A interacdo de flavonodides e biflavonéides com fons metéalicos (Cu?*, Fe®* e
APPY, analisados por IES/EM (espectrometria de massas com ionizagcdo por
“electrospray”), indicam que os complexos formados possuem uma estequiometria
bastante variavel entre eles (Tabela 4.5). Os ions moleculares de cada composto
foram detectados na forma protonada, ou seja [M+H]", cujo M seria a representacao
do flavondide ou biflavondide neutro Figuras 4.13A, 4.15A, 4.17A, 4.19A).

A quercetina em particular apresentou varios complexos com estequiometrias
diferentes com o aluminio 1:1, 1:2 e 2:3. Estes complexos foram detectados em m/z
329, 630 e 955 correspondendo aos ions [Al+(M-H)]", [Al+M+(M-H)]" e [2Al+3M-5H]",
respectivamente (Figura 4.13B). Essas formagdes provavelmente deve-se ao fato do
aluminio ser um atomo de massa pequena que facilitaria a sua insercao, também pela
estrutura da quercetina que possibilita varios locais de complexacdo com o metal,
como o grupo catecol no anel B, entre as posi¢cdes 4-0xo e 3-hidroxi ou entre 4-0xo e
5-hidroxi (Fernandez e col., 2002). Nao houveram deteccdo de complexos de
quercetina com ferro e cobre, neste caso, provavelmente, as condi¢cdes de analise
nao devem ter sido ideais para deteccdo destas espécies, pois, em outros estudos
foram detectados complexos entre quercetina e estes metais nas proporcdes de 1:1 e
1:2 (Mira e col., 2002; Fernandez e col., 2002).

56




Resultados e Discussao
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Figura 4.13. Espectro de massas (IES/EM) da complexacao entre quercetina e ions
metalicos. 4.13A Deteccdo de quercetina (100 pM) na forma protonada (M+H)" = 303; 4.13B

espectro de massas do complexo entre quercetina e A",
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Tabela 4.5: Complexos formados entre flavonéides, biflavonéides e ions metalicos, m/z detectado e abundancia relativa de cada complexo.

Compostos Solucdo acida  AI* (m/z, %)  Cu® (m/z, %) Fe** (m/z, %)
(m/z) (m/z, %)
Quercetina (M+H)*(303, 100) [Al+M]" (329, 20) ND ND
[Al+(2M-2H)]
(629, 100)
[2Al+(3M-5H)]"
(955, 7)
Rutina (M-rutinose-H)"  [AI+M+(M-H)]" [Cu+M]" (673, 12) [Fe+M+(M-rutinose-H)]
(303, 100) (1246, 10) (967, 4)
(M+H)* (611, 5) [Fe+2M]
(1276, 4)
Amentoflavona (M+H)* (539, 100)  [Al+(M-2H)]" [Cu+(M-H)]" (600, [Fe+(M-2H)]" (592, 18)
(563, 100) 12) [Fe+(2M-2H)]"
[Al+(2M-2H)]* (1130, 15)
(1101, 9)
Ginkgetina (M+H)" (567, 100)  [Al+(M-2H)]" ND [Fe+(M-2H)]" (620, 70)
(591, 100) [Fe+(2M-H)]*
[Al+(2M-3H)" (1187, 12)
(1156, 7

ND = nao detectado
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A Figura 4.14 apresenta o espectro de massas dos complexos formados entre
0s ions metalicos e rutina. A rutina apresenta um pico majoritario em m/z 303, que
corresponde a perda da rutinose (Figura 4.14A) e também [M+H]" 611. Os
complexos entre rutina e Al**, foram identificados, somente, na propor¢do 1:2. Com
Cu?* 1:1 e Fe®" 1:2 (Figura 4.14).

[Fe+i+{M-H-rutinosel]* = 1246  [Fe+2M]* = 1276 D

100 303 \ /

vkl fsoa 967 1276
= M+ CuJ* = 673 C
§ 100,303 \
© "f’ﬁ{ ‘.304 673
m e B i i plam, ..."'.J'."" ...... —rr ——rTTT T T
- [Al+M+{M-H)]* = 1246 B
O
c 100
< 303
g R0 1246
a [M-rutinose+H] = 303 A
< 400 303« M =611
%| 304 611
400 600 800 1000 1200 1400
m/z

Figura 4.14 Espectro de massas da (A) rutina e complexado com os metais (B) Al**, (C) Cu*
e (D) Fe*.

Os espectros de massas dos biflavonodides apresentaram ions moleculares
(M+H)" com 100 % de intensidade (Figuras 4.15A e 4.17A). Nos complexos com
metais, observou-se somente a formagdo de ions com propor¢des de 1:1 e 1:2
(metais:biflavonodides) (Figuras 4.15 e 4.17). Nao foi observada a formacdo de
complexo de ginkgetina com cobre. Esse fato, talvez se deva a configuragédo
tridimensional dos biflavondides que provavelmente desfavorece a inser¢cdo de mais

fons metéalicos.
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Figura 4.15 Espectro de massas da (A) amentoflavona e complexo com os metais (B) AI**,
(C) Cu* e (D) Fe*.

A geometria de equilibrio da amentoflavona neutra e do complexo com
amentoflavona e aluminio na proporcédo 2:1 foram calculadas com o programa semi-
empirico AM1 (Figuras 4.162 e 4.16B)

A geometria de equilibrio da ginkgetina, obtida da mesma forma que o da
amentoflavona, estd demonstrada na figura 4.18.

Amentoflavona
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[Al+M+(M-2H)]* = 1100

Figura 4.16 Estrutura tridimensional de equilibrio calculada com o método semi-empirico AM-

1 da amentoflavona (A) e do complexo da amentoflavona com o aluminio (2:1) (B).

Geralmente, os ions ferro estdo complexados com proteinas, em determinadas
situacdes esses ions podem ser liberados como em casos que ocorre uma diminui¢cao
do pH como consequéncia de danos a proteina provocados por peroxidos e derivados
(Baker e Gebick, 1986), ou durante a fagocitose. No processo inflamatério e na
isquemia/reperfusdo também podem ocorrer diminui¢des no pH in situ. Os ions cobre
estdo fortemente ligados a ceruloplasmina, uma proteina plasmatica, mas uma
pequena quantidade pode estar ligada a albumina e aminoacidos como a histidina
(Marx e Chevion, 1985). Esses ions metalicos que ndo estdo sequestrados de forma
adequada podem agir como catalisadores de reacdes de formacdo de espécies
reativas. No organismo humano existem varios compostos que podem sofrer auto-
oxidacdo, como o NADH, NADPH, ti6is, adrenalina, dentre outros. Todos estes

compostos sdo capazes de reduzir O, a O,", mas a velocidade de reagcdo é muito
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lenta. Por outro lado, metais de transicdo podem catalisar essas oxidacdes, misturas
de ti6is, catecolaminas com ions de ferro ou cobre podem causar danos as
biomoléculas intermediadas por radicais livres (Halliwell e Gutteridge, 1992). Assim,
esses quelantes de metais podem impedir a formacéo de espécies reativas. Por outro
lado, existem estudos que relatam a capacidade desses quelatos em promover a
formacdo de espécies reativas. A constante de reacdo de Fe?* com H,0O, é baixa (<
100 M*s™) mas é muito afetada pelo ligante, por exemplo, a constante de reacéo do
Fe?-ATP com H,0, a pH 7,2 e 25 'C foi determinada como 6,6 x 10® M™'s™. Assim,
somente a capacidade de um composto em quelar metais ndo indica que esse
complexo nao catalise a formacao de espécies reativas (McCord e Day, 1978). Dessa
forma, um quelante de metais somente consegue inibir a formacdo de espécies
reativas se alterar o potencial de reducéo para desfavorecer a reacdo com H,0O, ou
promover a oxidacdo do Fe** a Fe** que é muito menos reativo com o H,0- (Halliwell
e Gutteridge, 1999). Considerando esses fatos ndo foi possivel afirmar que os
complexos de metais com biflavondides podem impedir a formacdo de espécies
reativas. Porém, € a primeira vez que dados de espectrometria de massas fornecem
evidéncias diretas de que os biflavonéides possuem a capacidade de quelar metais e
podem até agir como coadjuvantes na acdo antioxidante dos biflavondides. Esses
biflavondéides também foram capazes de quelar ions aluminio que podem ser
adquiridos pela dieta, principalmente por chas. O excesso desses ions esta
relacionado com algumas injdrias, como por exemplo, a doenca de Alzheimer (Deng,
1997). Assim, essa habilidade de formar complexos com metais pode ser benéfica

para a reducao de varias doencas.
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Figura 4.17 Espectro de massas da (A) Ginkgetina e complexo com os metais (B) A" e (C)
Fe**.

Ginkgetina

Figura 4.18 Configuracdo da geometria de equilibrio da ginkgetina neutra.
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4.5) Andlise de 8-oxodGuo, dimero ciclobutanico de timidina e aduto de (6-4)

prmidona formados em DNA de timo de bezerro expostos a radiacdo UV

As amostras de DNA de timo de bezerro foram irradiadas com radiacdo UV-C e
UV-B. No caso do UV-C foram analisadas por CLAE/EQ para deteccéo de 8-oxodGuo
(Figura 4.19 4.20 e por espectrometria de massas para deteccdo de dimeros de
pirimidina (Figuras 4.21. No caso da irradiacdo UV-B foi feita somente a analise dos
dimeros de pirimidina.

A formacdo de 8-oxodGuo apds a irradiacdo por 2 horas foi de 3,7 x 10° 8-
0x0dGuo/10° dGuo, uma quantidade muito superior que o esperado, comparando-se
com o nivel basal que se situa em torno de 50 8-oxodGuo/10° dGuo. Ao adicionar 100
e 500 uM de BFF, houve uma reducéo de formacdo de 8-oxodGuo em 90 e 91 %
(0,387 e 0,337 x 10° 8-oxodGuo/10° dGuo), respectivamente (Figura 4.20. A
formacdo de 8-oxodGuo induzida por radiacdo UV-C pode ser explicada pela
fotooxidacado do tipo I, no qual a radiacdo pode provocar a oxidacao por um elétron, a
guanina por possuir o menor potencial de ionizacao é o alvo preferencial comparado
com outros alvos. Essa reacdo leva a um radical catidbnico da guanina, a hidratacao
deste leva a formacdo de um radical reduzido 8-oxo-7,8-diidroguanila, o qual na
presenca de O, forma 8-oxodGuo (Cadet, 1997). No controle efetuado com adicao
somente de metanol a formacgéo de 8-oxodGuo foi muito maior. I1sso deve ter ocorrido
devido a formacdo de radicais metila derivados do metanol, assim, os valores de
protecdo promovida por BFF devem estar subestimados, pois além dos danos
provocados pela radiacdo deve-se levar em conta a formacdo de bases oxidadas

formadas a partir de outras espécies reativas.
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Figura 4.19Cromatogramas do DNA de timo de bezerro apdés a irradiacdo com luz UV (1)
Identificacdo das bases do DNA por detecdo UV a 260 nm. O pico A em 6,4 min corresponde
a 2’-desoxicitidina, o B em 16,5 min a 2’-desoxiguanosina, o C em 19,5 min a timidina, o D
em 41,5 min a 2’-desoxiadenosina; (2) Deteccdo do 8-oxodGuo em 24,7 min por CLAE/EQ.

Condicdes de andlise vide Materiais e Métodos.
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Figura 4.20 Formacdo de 8-oxodGuo em DNA de timo de bezerro apés a irradiagdo por 2
horas de radiacdo UV. Detecdo de nivel basal, com adicdo de 100 e 500 uM de BFF e

controle com metanol.

As lesbes em DNA, promovidas por UV, consideradas mais mutagénicas sao
dimeros ciclobutanicos de pirimidina (CPDs), aduto de pirimidina (6-4) pirimidona (6-
4PP) e isdbmero de valéncia de Dewar (Figura 1.2).

No caso da irradiagdo com UV-C (254nm) observou-se a formacao dos dois
dimeros o CPD e o 6-4PP. A Figura 4.21mostra a deteccdo no espectrébmetro de
massas do CPD e sua fragmentacdo; a Figura 4.22 a de 6-4PP o espectro e a
fragmentacao da citidina sdo mostrados na Figura 4.23.

Observa-se que a fragmentacédo do CPD ocorre inicialmente com a quebra da
ligagcdo N-glicosidica seguida da perda da desoxirribose que gera um fragmento de

m/z 447, o qual foi detectado (Figura 4.21).
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Figura 4.21. Espectro de massas do CPD formado apés a exposi¢cdo do DNA de timo de

bezerro a radiacdo UV-C.

Para a deteccéo do 6-4PP, inicialmente, ocorre um rearranjo com a adicao do
grupo 5-OH para o anel pirimidona abrindo-a, e posterior fragmentacdo com a perda
de 113 e detecdo de m/z 432 (Figura 4.22). Na Figura 4.22, observa-se um outro
pico em m/z 530, o qual pode ser explicado pela perda de um CHg. Tal fato pode ter
acontecido devido a utilizacdo de uma voltagem de cone alta (60 V), o que
favoreceria essa fragmentacao.

A identificacé@o da citidina foi feita a partir da detecdo do ion molecular em m/z
249 e sua fragmentacdo em 109, que se caracteriza pela perda da pentose (Figura
4.23).
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Figura 4.22. Espectro de massas dos dimeros do 6-4PP formado apds a exposicdo do DNA

de timo de bezerro a radia¢do UV-C.
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Figura 4.23. Espectro de massas do padrdo interno citidina e sua fragmentacdo

caracteristica.

A Figura 4.24 mostra o cromatograma obtido por deteccdo no espectrometro
de massas no modo MRM. A Figura 4.24A representa a transicdo 545 — 432 do 6-
4PP, Figura 4.24B a transi¢cao 545 — 447 do CPD e a Figura 4.24C a transi¢ao 242
— 109 da citidina.
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Figura 4.24. Cromatograma obtido através da deteccdo por massas dos dimeros de

pirimidina: A) 6-4PP, transicdo 545 para 432, B) CPD, transi¢cdo 545 para 432 e o padrédo

interno C) citidina, transicao 242 para 109.

No DNA irradiado com UV-B, houve somente a formacdo do CPD, como é
mostrado na Figura 4.25. Esse fato deve-se provavelmente, ao comprimento de onda

da irradiacdo que néo deve favorecer a formacéao do 6-4PP.
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Figura 4.25. Cromatograma obtido através da deteccdo por massas dos dimeros de
pirimidina: A) 6-4PP, transicdo 545 para 432, B) CPD, transi¢cdo 545 para 432 e o padrédo

interno C) citidina, transicao 242 para 109.

A andlise da protecdo promovida por BFF na formagdo de dimeros de
pirimidina foi avaliada quantificando-se a formagéo de CPD. Utilizaram-se padrbes de
CPD e um padréo interno, a citidina para a constru¢ao da curva padrao (Figura 4.26).
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Figura 4.26. Curva de calibracdo do CPD obtida através dos dados da integracdo do

cromatograma obtido do espectro de massas no modo MRM.

Foi observado que o BFF nédo protegeu contra a formacao de CPD provocado
por UV-C. Houve uma grande variancia nas quantidades obtidas do CPD e nao foi
possivel chegar a um consenso nos resultados. Essa variacdo pode ser devida ao
método de exposicdo a radiagdo do DNA, hidrélise das amostras, presencga de algum
interferente ou comprimento de onda que ndo € a maxima de absor¢cédo do BFF.

Os comprimentos de onda maximos que o BFF absorve sdo em 270 e 330 nm,
assim foi utilizada uma lampada da regido do UV-B, mais especificamente a 320 nm
para realizar as irradiacées. O método de irradiacdo também foi modificado, o qual foi
formado um filme de BFF por cima do DNA.

O p-metoxicinamato de etilexila, um fotoprotetor comercial, usualmente
conhecido como Parsol MCX ou MOX, foi utilizado para comparar a capacidade de
protecdo contra formacéo de dimeros de pirimidina por radiacdo UVB. Observou-se
gue o BFF nesse caso protegeu significativamente se comparado ao parsol MCX.

Partindo-se de 0,15 uM de CPD no controle sem protetor, passou a 0,08 uM de
CPD com 1 mg de BFF, ou seja, diminuiu em gquase metade, muito superior ao Parsol
MCX que com a mesma quantidade protegeu somente 20 % (Figura 4.27).
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Figura 4.27. Andlise da formacgdo de dimero ciclobutanico de pirimidina em DNA de timo de
bezerro irradiado por UV-B por 1 hora, e irradiagdo na presenca de BFF e p-metoxicinamato

de octila em concentracdes crescentes.

A radiacdo UV é o componente mais genotoxico e danoso do espectro de
radiacdo solar. Isto se deve ao fato de as bases do DNA absorverem diretamente os
fétons incidentes da radiacdo UV-B, principalmente, por pirimidinas. Recentemente,
foi demonstrado que as purinas podem também ser alvo da radiacdo UV-B, mas em
menor grau. Os raios UV-A também s&o citotoxicos e genotoxicos, mas em menor
extensdo que os raios UV-B. O DNA nao é um cromoforo para a regido do UV-A
exceto na regido de 360 nm. Possivelmente, os fotons da regido do UV-A séo
absorvidos por fotossensibilizadores enddgenos ainda néo identificados que podem
provocar danos ao DNA através de reacdes fotooxidativas (Ravanat e col., 2001). O
papel nocivo destas lesbes tem sido comprovado pela observacédo de mutagdes em
células irradiadas (Sage e col.,, 1996) e pelo aparecimento de tumores de pele
(Nakazawa, 1994). Além disso, estudos in vivo e in vitro envolvendo oligonucleotidios
sintéticos contendo dimeros de pirimidina demonstraram alto potencial mutagénico
(Jiang e Taylor, 1993).

A utilizagdo de CLAE/EM-EM representou um aumento significativo da
sensibilidade na deteccdo de dimeros de pirimidina, além de permitir a detecgéo

direta de CPDs e 6-4PP numa mesma analise. Apesar de possuirem a mesma massa
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molecular, a fragmentacédo no espectrébmetro de massas € especifica para cada um e
a eluicdo no CLAE é em tempos diferentes para cada um dos dimeros.

O método envolve a digestdo do DNA com exonucleases e fosfatase alcalina
que leva a liberacédo dos fotoprodutos como dinucleosidios monofosfato, e as bases
nado modificadas séo liberadas como nucleosidios (Douki e col., 1997). A mistura
reacional é entdo separada por CLAE e detectada por um espectrémetro de massas
no modo MRM, no qual mesmo que as moléculas sejam isdmeros, é possivel detectar
os diferentes padrdes de fragmentacédo, aumentando assim a sua sensibilidade. Além
disso, é utilizado o modo negativo, 0 que significa uma grande vantagem
considerando-se que ha uma grande diminuicdo do ruido e formacdo de “clusters”
provindos da fase movel.

O principal método utilizado era a deteccdo imunolégica que envolve o uso de
anticorpos mono e policlonais contra os fotoprodutos (Sage e col.,, 1996). Mas
constatou-se que a falta de calibracdo do imunoensaio pode prejudicar a realizagao
de medidas quantitativas com precisdo (Perdiz e col., 2000). Outra limitacdo do
imunoensaio seria a impossibilidade de detectar os dimeros de pirimidina
individualmente (Ravanat e col, 2001). Uma segunda metodologia bioquimica envolve
0 uso de enzimas de reparo que sao capazes de clivar o DNA no sitio onde ocorreu o
dano. Em seguida, essa quebra na fita é quantificada (Seawell, e col., 1980). Esse
ensaio também possui as mesmas limitacdes pois, somente a quantidade global dos
fotoprodutos € quantificada.

O desenvolvimento do método de andlise dos fotoprodutos do DNA por
CLAE/MS-MS permitiu a deteccdo simultdnea dos dimeros de pirimidina, 6-4 PP e
isbmeros de valéncia de Dewar e a quantificacdo individual de cada um dos dimeros
além do aumento consideravel da sensibilidade. Assim, a técnica aqui utilizada
apresentou ser altamente vantajosa em relacdo aos meétodos convencionais,
possibilitando a deteccdo e a quantificacdo de fotoprodutos do DNA de forma rapida,

sensivel e com alta reprodutibilidade.

74




Resultados e Discussao

4.6) Cultivo de células de mamiferos e incorporacdo de BFF inseridos em S

ciclodextrina.

4.6.1) Insercéo de BFF em g-ciclodextrina

A descoberta das ciclodextrinas iniciou-se com as primeiras observacoes feitas
por Viliers em 1891, o qual isolou uma sustancia denominada de celulosina, a partir
da digestdo de amido de batata com Bacillus amylobacter, que estaria contaminada
com Bacillus macerans. Ap6s 2 décadas em 1911, Schardinger conseguiu o
isolamento do Bacillus macerans e demonstrou que partindo do amido poderia obter
as dextrinas. No final de 1960 os métodos de obtencéo de ciclodextrina em escala
laboratorial, sua estrutura e propriedades de inclusédo e formacdo de complexos
estavam elucidados (Uekama, 2004). Ciclodextrina séo oligossacaridios ciclicos de a-
D-glicopiranoses que possuem uma cavidade central hidrofébica e superficie externa
hidrofilica. A cavidade hidrofébica é capaz de trapear uma grande variedade de
moléculas com as quais formam compostos de inclusdo. Esses complexos possuem
a vantagem de aumentar a solubilidade, velocidade de dissolucéo e a permeabilidade
através da membrana (Ficarra, e col. 2002). Além disso, hda um aumento da
estabilidade contra O, e luz (Mielcorek, 1997). Devido a natureza lipofilica dos
biflavonéides e consequente baixa solubilidade em sistemas aquosos, estudos
utiizando modelos fisiologicos eram limitados devido a dificuldade em
biodisponibilizar estes compostos em meios aquosos.

A inclusdo de BFF em ciclodextrina promoveu o aumento de solubilizacdo do
BFF em solugcdo aquosa permitindo a utilizagdo deste para ensaios com culturas
celulares. Partindo-se de uma solugcdao de 6,7 mg/mL de BFF, obteve-se uma

incorporacao em ciclodextrina de 3 %, ou seja, 0,2 mg/mL de BFF.

4.6.2) Incorporacao de BFF em células

Partindo-se do BCBFF obtido, suplementou-se o meio celular, sem soro, com

100 uM de BFF, por 5, 18, 24 e 28 horas. Apdés a extracdo, a concentracdo

incorporada foi determinada por espectrofotometria (Figura 4.28) e sua porcentagem
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de incorporacdo determinada (Figura 4.29). A concentracdo do BFF em células

aumentou com o tempo atingindo o maximo em 24 horas.
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Figura 4.28. Espectro na regido do ultravioleta do BFF extraido das células, apés a
incubacao pelo periodo determinado.
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Figura 4.29. Concentracdo e porcentagem do BFF incorporado nas células apds a incubacao
destas com BCBFF por 5, 18, 24 e 28 horas.
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A ciclodextrina em si ndo possui a capacidade de permear a membrana
celular, devido ao seu tamanho e a sua caracteristica hidrofilica externa, assim o BFF
é liberado na membrana celular e absorvido devido a caracteristica hidrofobica deste.

Essa metodologia utilizando complexos de BFF em ciclodextrina permitiu a
incorporacdo do BFF em células, o que era de extrema dificuldade utilizando-se
métodos convencionais como solubilizacdo em DMSO, ou agentes emulsificantes
como Tween e polipropileno, que em concentragdes acima de 2 % eram toxicas para

as células (Stivala e col., 1996).

4.6.3) Avaliacdo da viabilidade de células, incorporadas com BFF, pelo ensaio
do brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazoil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio (MTT)

A acdo téxica de varias substancias quimicas sobre células pode ser mediada
por danos causados as biomoléculas, assim a funcionalidade das organelas seria um
parametro Util para a avaliagdo da toxicidade de diversos compostos. Sendo assim,
no ensaio com MTT a atividade mitocondrial foi avaliada pela capacidade da enzima
succinato desidrogenase em reduzir o MTT a formazana em células intactas
(Mossman, 1983).

Apoés 24 horas de incubacdo o BFF, na concentracdo de 0,44 pg/mL néo
apresentou toxicidade as células CV1-P, ao contrario de H,O, que com 500 uM

diminuiu a sobrevida das células em mais de 50 % (Figura 4.30).
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Figura 4.30. Avaliacdo da citotoxicidade do BFF (4,4 ug/mL) e H,O, 500 uM, apés 24 horas

de exposi¢cdo, em células de mamiferos CV1-P, comparados com o controle.

Flavondides ndo sédo considerados diretamente citotdéxicos para as células,
como no caso da quercetina exposta a células Vero que nao apresentou
citotoxicidade (Jagadeeswaran e col., 2000). Mas por outro lado, flavondides estédo
sendo extensivamente estudados em relacdo a sua toxicidade para células tumorais,
0 que se deve principalmente a inibicdo da topoisomerase (Markovits e col., 1989),
interrompendo o ciclo celular (Lepley, e col., 1996) e acumulo da proteina de
supressdo de tumor p53 (Plaumann, e col. 1996). Entre os estudos que foram
realizados visando descrever a citotoxicidade dos biflavondides, constou-se que a
amentoflavona, 4’7”-di-O-metilamentoflavona e bilobetina ndo possuiam toxicidade
contra células normais e células tumorais (Lin, e col.; 2000). A ginkgetina, por outro
lado inibiu o crescimento de adenocarcinomas ovarianos, mas foi inocua a ceélulas
HelLa e HepG2, linhagens de células tumorais humanas e para HEK, uma linhagem
de células normais humanas Isso indica que existe uma certa seletividade na

toxicidade deste biflavondide (Sun e col., 1997).
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5) Conclusdes e Perspectivas

Formulacdes baseadas em extratos de plantas tém sido utilizadas desde os
primérdios da historia humana. A elucidacdo dos componentes ativos dos extratos
vegetais bem como o mecanismo de sua acédo sobre o organismo tém sido os
grandes desafios da farmacologia e bioquimica. No mundo atual, o estilo de vida,
incluindo a dieta, muitas vezes tem agravado os riscos de contrair doencas. Esses
fatos tém contribuido para o aumento do interesse em fitoterapicos, bem como, tém
provocado o aumento na procura de alimentos que possam ser coadjuvantes na
reducao de riscos em contrair doencas (Singh, e col. 2003).

O potencial da diversidade da flora brasileira para o desenvolvimento de
novos produtos nos diversos segmentos € imenso. A grande variedade de
substancias fornece produtos que podem ser utilizados como medicamentos,
aromas, pigmentos, inseticidas, antioxidantes alimentares, cosméticos e muitos
outros. Apesar desta demanda crescente por substancias novas muito pouco se
conhece e vem sendo aproveitado desse arsenal. Com esse cenario atual, o estudo
de substancias derivadas de plantas nacionais tornou-se de extrema importancia
(Kato, 2001).

A Araucaria angustifolia € uma conifera endémica das regides sul e sudeste
brasileira, considerada atualmente em extingdo devido, principalmente, ao extenso
extrativismo madeireiro. Os biflavondides das folhas desta espécie foram extraidos
com relativa facilidade sem muitas etapas. A fracdo rica em biflavondides foi
analisada por CLAE/MS e submetida a per-metilacéo, possibilitando a separacéo e a
identificacdo de seis biflavondides derivados do tipo amentoflavona, com diferentes
graus de metilagbes, sendo que, trés deles foram identificados como gingketina,
amentoflavona e tetra-O-metilamentoflavona.

Os BFF e a amentoflavona apresentaram uma alta constante de supressao
do 'O, comparada aquela determinada para quercetina. A amentoflavona,
ginkgetina e BFF foram capazes de inibir a formacéo de quebras de simples fita em
DNA plasmidial, com destaque para o BFF, que foi o que apresentou a melhor
protecao.
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Por outro lado, o BFF e os biflavonoides ndo foram muito eficazes na
protecdo do DNA plasmidial contra formacdo de quebras de DNA plasmidial
provocados pela reacdo de Fenton comparado com quercetina e rutina, que sao
conhecidos antioxidantes, fato que se deve principalmente a presenca do grupo
catecol ausente nos biflavonodides. Resultados semelhantes foram obtidos no ensaio
de protecdo contra peroxidacdo de lipossomos induzidas por radiacdo UV.
Considerando-se que existem evidéncias consideraveis de que espécies reativas de
oxigénio estdo relacionadas com a degradacdo de fosfolipidios intermediadas por
radiacdo UV, o efeito protetor observado por quercetina e rutina, provavelmente,
deve-se a capacidade bem conhecida desses em sequestrar radicais hidroxilas e
peroxila e anions radical superoéxido.

Os biflavonoides analisados indicaram que foram capazes de quelar metais
de transicdo (Fe**, AP e Cu?") através de andlises feitas por espectrometria de
massas. Estes dados nado indicam que esses complexos séo capazes de inibir as
reacOes de formacfes de ROS mediadas por ions metalicos, pois, nao foi possivel
determinar se o0 complexo mantinha a capacidade redox.

Em relacdo a capacidade fotoprotetora avaliada pela inibicdo da formacéo de
dimeros de pirimidina, o BFF apresentou a maior protecdo comparada com o p-
metoxicinamato de octila.

A inclusdo do BFF em ciclodextrina foi realizada com sucesso e permitiu a
incorporacdo do BFF em células. Este feito possibilitou a observacédo de que o BFF
nao é citotoxico as células CVP-1.

Assim, foi possivel concluir que os biflavondides de Araucaria angustifolia
foram capazes de inibir danos as biomoléculas estudadas, além de possuirem uma
constante de supresséo alta contra o *0,, e serem capazes de quelar metais. S&o
fotoprotetores e ndo séo citotéxicos sob as condi¢cdes ensaiadas.

A partir desses dados foi elaborado uma patente intitulada “Processos de
obtencéo de fracdo de biflavondides de folhas de Araucaria angustifolia, atividades
fotoprotetora e antioxidante e seu uso em nutracéuticos que foi protocolada sob o
namero 006218 no Instituto Nacional de Pesquisas Industriais (INPI)”.

O desmatamento da mata de araucéarias levou ao aniquilamento de valiosas
reservas de araucdria, imbuia, cedro, ipé-amarelo, canjerana, canelas e diversas
outras espécies, além de diminuir drasticamente o bioma existente na regido.

Alterou as condi¢des climaticas, provocou erosdes e empobrecimento do solo.
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Pesquisas mostram que as principais ameacas aos remanescentes florestais
sdo as mesmas: extracdo da madeira, queimadas, plantio de espécies exdticas,
presséo urbana e ocupacao de terras desordenadas.

Diante deste cenario é impossivel apelar somente & preservacéo ambiental. E
necessario criar uma cadeia produtiva, envolvendo beneficios a todas as camadas
da sociedade. Assim, a possibilidade de tornar a Araucaria angustifolia uma fonte de
matéria-prima renovavel e de alto valor agregado para utilizacdo em produtos como
cosmeéticos, nutracéuticos e fitoterapicos, e assim promover o reflorestamento e
crescimento de comunidades seria uma grande oportunidade de desenvolvimento

aliado a idéia de conservacgédo e de extrema urgéncia.

“A floresta leva em si um sabor milenar.
N&o sdo quaisquer vinte ou trinta anos que a fazem.
Justamente o carater milenar € um dos mais tipicos
tracos da floresta: ndo pertence a nenhuma geracéo,

mas pretende servir a muitas”

Ralph Jodo George Hertel
Botanico
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