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RESUMO

Mano, C.M. Protecao Antioxidante Promovida por Astaxantina Sobre Citocromo ¢
Incorporado em Vesiculas e Desafiado com SIN-1 2008. 66 p. Dissertacido - Programa de
P6s-Graduagdo em Ciéncias (Bioquimica). Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo,

Sdo Paulo.

A astaxantina (AST) € um carotendide derivado do B-caroteno produzido por algas e
cianobactérias, mas que também pode ser encontrada em animais marinhos. Em animais, é
reportada como interceptadora de radicais de oxigénio mais eficiente que o P-caroteno. O
objetivo central dessa dissertacio foi avaliar a capacidade antioxidante da AST em
lipossomos enriquecidos com citocromo ¢ (cit ¢) desafiados com 3-morfolinosidnonimina
(SIN-1), um doador de 6xido nitrico, em diferentes microambientes (pH e composicao das
vesiculas). Diferencas na interacdo destas vesiculas com o cit ¢ periférico, com reflexos na
atividade antioxidante da AST também foram avaliadas. O SIN-1 gera, por termdlise,
quantidades equimolares de radical superdxido e 6xido nitrico, quando hé oxigénio no meio.
Vesiculas unilamelares de fosfatidilcolina (PC), PC contendo 5% ou 10% de fosfatidilglicerol
(PG), com ou sem AST, foram incubadas com SIN-1 e/ou cit ¢. Medidas do indice de
lipoperoxidacdo pelo teste das substincias reativas ao dcido tiobarbitirico (TBARS)
revelaram que SIN-1 ndo causa aumento de TBARS, enquanto o cit ¢ foi capaz de aumentar
significativamente este indice. Este fato pode ser explicado pela atividade peroxidasica do cit
c. Apenas em vesiculas de PCPG10%, ao realizar a incubag@o do cit ¢ concomitantemente
com SIN-1, o indice de TBARS foi maior ao observado em vesiculas incubadas apenas com
cit c. E conhecido que a interagio entre cit ¢ e membranas aniénicas pode alterar a
conformacdo da proteina, aumentando sua atividade peroxidasica. A presenca da AST fez
com que os indices de lipoperoxidagcdo chegassem a valores proximos aos do controle. A
alteracdo no pH do meio revelou que a AST possui acdo antioxidante mais pronunciada em
pHs 7.4 e 8,0, em comparagdo com pHs levemente 4cidos. A presenca de PG evidenciou
ainda mais esta tendéncia e em pH 6,2, a AST apresentou inclusive pequena atividade pro-
oxidante. Estes resultados podem ser discutidos a luz de alteracdes da permeabilidade da
membrana e da reatividade de espécies reativas induzidas por mudangas da fluidez e de pH. O
efeito dos produtos gerados por SIN-1 sobre o cit ¢ foi estudado em condi¢des de normdxia e
hipéxia. Resultados de EPR e de fluorescéncia demonstram que a presenga do radical

superoxido previne lesdes oxidativas causada por perdxido orginico (t-butOOH) tanto no cit ¢



quanto nas membranas, pois € capaz de reduzir o ferro heminico do cit c. Através de CD e
espectrofotometria UV-Vis e EPR, foi observado que a incubagio com SIN-1 promove
alteracdes estruturais no cit ¢ causando ruptura na sexta coordenagdo do ferro heminico,
levando a geracdo de uma espécie de cit ¢ com rombicidade menor em comparagdo ao cit ¢
nativo e que apresenta maior atividade peroxidésica. Este trabalho contribui com informagdes
para entendimento do mecanismo antioxidante da AST em diferentes microambientes, além
de demonstrar o efeito paradoxal do superéxido que € capaz de proteger o cit c, através da
reducdo do ferro heminico, mas também pode expor a proteina a oxida¢do promovida por

peroxinitrito.

Palavras-chave: Astaxantina; Citocromo c; Fosfatidilcolina; Fosfatidilglicerol; Peroxinitrito;

Superdxido; Antioxidante.



ABSTRACT

Mano, C.M. Antioxidant Protection Promoted by Astaxanthin over Cytochrome c
Incorporated in Vesicles and Challenged with SIN-1. 2008. 66p. Masters Thesis - Graduate

Program in Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo.

Astaxanthin (AST) is a B—carotene derived carotenoid, produced by algae and cyanobacteria,
but can also be found in marine animals. In phytoplankton it has the function to absorb light
radiation for photosinthesys occurence. In animals AST acts as a scavenger of oxygen free
radicals, even more efficiently than f—carotene itself. The main objective of this work is to
evaluate the antioxidant capacity of AST over cytochrome ¢ (cyt ¢) incorporated in liposomes
and challenged with 3-morpholinosidnonimine (SIN-1), a nitric oxide donor, under different
experimental conditions, namely vesicles composition and pH. Distinct interactions between
cyt ¢ and vesicles affecting the AST antioxidant activity were also evaluated. SIN-1
spontaneously generates equal amount of nitric oxide and superoxide anion when oxygen is
present. Unilamellar vesicles made from phosphatidylcholine (PC) or PC with 5% or 10% of
phosphatidylglycerol (PG), with or without AST, were incubated with SIN-1 and/or cyt c. The
extent of lipid peroxidation was evaluated by the classical method of thiobarbituric reactive
substances (TBARS). Control experiments with SIN-1 alone showed no increase in TBARS
content, whereas cyt c significantly increased TBARS. Concomitant addition of cyt ¢, SIN-1
to PCPG10% vesicles led to lipid peroxidation indices even higher than those found when cyt
¢ was incubated with PCPG10% vesicles. A peroxidase activity of cyt ¢ resulting from the
interaction between this protein and anionic membranes can explain this result. In this system,
the presence of AST inhibited formation of TBARS, whose levels were near the control
values. Astaxanthin was found to exhibit a more effective antioxidant capacity under basic pH
(7.4 and 8.0), in comparison with pH 6.2 and 6.8. In the presence of PG, this trend became
more evident. Interestingly, at pH 6.2, AST showed a slight pro-oxidant activity. These results
can be explained by differences in membrane permeability and reactivity of reactive species,
caused by pH and membrane fluidity alterations. The effects of products of SIN-1
decomposition on cyt ¢ structure and its peroxidase activity were investigated under hypoxia
and normoxia. EPR and fluorescence experiments revealed that superoxide anion radical, due
to its ability to reduce heme iron, prevents oxidative damage of cyt ¢ and membrane lipids by
peroxide-derived free radicals. By means of CD and UV-Visible spectroscopy, we have found

that concomitant incubation of SIN-1 and cyt ¢ promoted structural alterations in the protein



which changes the iron’s sixth axial coordination, leading to generation of a less rhombic cyt
¢, which is reportedly a better peroxidase than native cyt c¢. This work contributes with
information aiming to better understand the antioxidant mechanism of AST under different
membrane microenvironments and unveil a paradoxal effect of superoxide ion, which can
protect cyt ¢ from oxidative lesions by transferring electron to ferricyt c, but can also expose

cyt ¢ to oxidation by peroxynitrite.

Keywords: Astaxanthin; Cytochrome c¢; Phosphatidylcholine; Phosphatidylglycerol;

Peroxynitrite; Superoxide; Antioxidant.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

APAF-1 — Fator de Ativacio de Protease Apoptotica 1

AST — Astaxantina

ATP - Adenosina Trifosfato

BHT - Butilhidroxitolueno

C11-BODIPY581/ 1 4,4-difluoro-5-(4-fenil-1,3-butadienil)-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno-3-
dcido undecandico

Cit ¢ — Citocromo ¢

CuZnSOD - Superdxido Dismutase Dependente de Cobre e Zinco
DAF-FM - 4-Amino-5-Metilamino-2’,7’ -Difluorofluoresceina
DMSO - Dimetilsulféxido

EPR - Ressonéncia Paramagnética Eletronica

EROs - Espécies Reativas de Oxigénio

ERNs - Espécies Reativas de Nitrogénio

HO'’ - Radical Hidroxil

HPLC - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

MDA - Malondialdeido

MeOH - Metanol

Met80 — Metionina Situada na Posicdo 80 do Citocromo ¢

NOS - Oxido Nitrico Sintetase

PC - Fosfatidilcolina

PG - Fosfatidilglicerol

R’ - Radical Alquenil

RO’ - Radical Alcoxil

ROO’ - Radical Peroxil

SIN-1 - 3-Morfolinosidnonimina-N-etilcarbamida

TBA — Acido Tiobarbitirico

TBARS - Teste das Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico
t-butOOH - tert-butil-hidroperdxido

UV — Ultravioleta

Vis — Visivel



SUMARIO

R 115 (o Ta Ll T 1o PRSP RRTRTRI 1
1.1 ASPECLOS GEIAIS...cuviieuiieriieeeieeeiieesieeeetteestteesateesbeesssbeesssaeasnseessseesnseesssseanns 1
1.2 Estrutura e Biossintese da AStaxantina..........coceeeeveneeneenieneeneeneenienenneenneenns 2
1.3 Funcdes da AStaXantiNa.........ceueeieerieenieniennienniee sttt eieenie et e e siee s 3
1.4 Astaxantina como AntiOXidaAnte.........ceoeereerrierrieinienieeiieeeeee e 5
1.5 3-Morfolinosidnonimina-N-etilcarbamida...........cccccoveeriiniciiiiiiiieinieneeee, 7
1.6 Lipidios € LipoperoXidagao..........cceceerierieriierniienie et eieeieceteeree e 8
1.7 Hemeproteinas e Atividade PeroXidasica..........cceeeererrierieeieeiieieeiee e 10
1.8 CILOCTOIMIO €.ttt ettt ettt st st st ettt et sbee s 11

2. ODJEIIVOS. c.uetiiiieiieeiieete ettt ettt ettt e eat e sttt enneeeneens 13

3. Materiais € MEtOdOS.......cc.eoveerieniiiniiiiiiieiie e 14
3.1 Preparag@o das VesiCulas.........ccooieriieiienienieee et 14
3.2 Sistemas de OXidaGHO.......ceoueerueeeiieiiectieete ettt ettt eees 14
3.3 Efeito do pH sobre a Atividade Antioxidante da Astaxantina.............c........... 15
3.4 Medida de MDA por HPLC..........oooiiiiiiiieiie ettt 16
3.5 Espectrofotometria UV-VisiVel.........ccceriiiiiiieieieee e 16
3.6 Ressonancia Paramagnética Eletronica (EPR)...........cccocvevviiiiniiiiniinienen, 17
3.7 Dicroismo Circular (CD)........ooiiieeiiiirieeiee et e e 17
3.8 Espalhamento de Luz DInamico..........cccevveiieriiieiiiieniieerieeeiee e 17
3.9 Determinaco de NO®.........cocooviviiiiiiiieeeeeceee et 18
3.10 Determinagdo de Lipoperoxidag@o por Fluorescéncia.........ccocceeveereieneeennnne 18
3.11 Andlise EStatiStiCa.......ceoueereiniiniiiiiienieeie ettt 19

4. ReSUITAAOS. ....couveiiiiiieiieeceee e 20
4.1 LiPOPEIOXIAAGAO. ...uveeuveiitirtieiienite ettt ettt ettt sttt et et e e e ens 20
4.2 Efeito da Alteracio do Microambiente na Atividade Antioxidante da

ASTAXANTINA. .ceeteentieieie ittt ettt sb e st eate et e bt e st e et e et eeshaeshtesabeeabeenbeeeaneeteens 21
4.3 Andlises Espectrofotométrica UV-Visivel........ccococovviieriiriniiniiieieceie e, 28

4.4 Espectros de Ressonancia Paramagnética Eletronica do Sistema Cit ¢/SIN-1
em Baixa Temperatura (EPR)........ccccciiiiiiiiiiiie e 32
4.5 Espectros de DicrofSmo Circular..........oocueeiieiiieiienieeieeeesiese e 34

4.6 Espectroscopia UV-Vis do Cit ¢ Incubado com SIN-1.......cccccocueeiiiniiinnnnnene 36



4.7 GeragAo de NO ...ttt 39

4.8 Avaliacio de Peroxidacio na Interface Membrana/Agua...............ccccoovue..... 40
4.9 Efeito da Astaxantina no Didmetro das Vesiculas.........cocccoveeienenvcncnicncnnns 42
5. DISCUSSAO. c..eeiuiiieutieeiitetee ettt sttt 43
6. CONCIUSDLS....coveevieeiiiiietie ittt s 56

7. Bibliografia
Lista de Anexos 65



1. Introducao

1.1 Aspectos Gerais

Compostos antioxidantes sdo largamente estudados em sistemas-modelo e em
desordens genéticas ou adquiridas, por combaterem eficientemente a acdo lesiva causada por
Espécies Reativas de Oxigénio/Nitrogénio (EROs/ERNs). Durante os diferentes processos
metabdlicos em qualquer ser vivo, um diversificado repertério de EROs/ERNs € produzido e
contrabalanceado por defesas antioxidantes de alcance e propriedades fisico-quimicas
distintas.

Defesas antioxidantes podem ser produzidas pelo préprio organismo ou adquiridas
através da dieta. Dentre os sistemas quimicos antioxidantes, destacam-se os carotenodides,
pigmentos capazes de inibir ou prevenir as a¢des nocivas das EROs/ERNs (TERAQ, 1989).
Os carotendides sdao compostos produzidos por algas, plantas e microorganismo, nos quais
cumprem as funcdes de absorver luz no complexo antena de cloroplastos, para a realizag¢do da
fotossintese, e de proteger estes organismos contra efeitos nocivos causados pelo excesso de
radia¢do luminosa (MIKI, 1991). Em animais, a ingestdo de carotendides foi relacionada com
a prevengdo ou retardo de processos degenerativos tais como cancer, mal de Parkinson,
Alzheimer, doencas cardiovasculares, tlcera infecciosa provocada pela bactéria Helicobacter
pylorii e processos degenerativos como o envelhecimento (VOUTILAINEN ez al, 2006).

Diversas pesquisas foram encetadas com a finalidade de explicar os efeitos benéficos
do consumo de carotenéides (MAYNE, 1996). Ainda que estes efeitos ndo sejam totalmente
compreendidos, a atividade antioxidante é apontada como uma das causas dos beneficios
resultantes da ingestdo daqueles pigmentos (BURTON; INGOLD, 1984; YOUNG; LOWE,
2000; VOUTILAINEN et al, 2006).

Dentre os carotendides conhecidos, o melhor caracterizado € o B-caroteno, porém
estudos demonstram que outros carotendides tais como o licopeno podem apresentar atividade
antioxidante mais eficiente (DI MASCIO; KAISER; SIES, 1989; RENGEL et al, 2000;
BARROS et al, 2001). O B-caroteno, além de apresentar a funcdo de absorver luz no
complexo antena de cloroplastos, possui acdo pré-vitamina A (retinol) em animais, ja que sua
clivagem entre os carbonos na posicdo 15, 15°, realizada pela enzima B-caroteno-15, 15
oxigenase, forma duas moléculas daquela vitamina (MIKI, 1991). Em humanos, esta vitamina
¢é essencial para o crescimento e diferenciacdo de células (por exemplo, células do epitélio

pulmonar) e para a formacdo de pigmentos da retina (BIESALSKI; NOHR, 2004). Alguns



animais, por exemplo, o gato (Felis catus), ndo apresentam a enzima conversora de [-
caroteno em vitamina A. Diante deste fato, estudos foram direcionados a caracterizacdao de
outras funcdes dos carotendides. Pesquisas realizadas na década de 90 sugerem que a ingestao
de alimentos ricos em carotendides pode ter acdo profilatica contra doengas relacionadas a
radicais livres, apontando assim a importancia da atividade antioxidante exercida por esses

polienos (BURTON; INGOLD, 1984; YOUNG; LOWE, 2000).

1.2 Estrutura e Biossintese da AST

Os carotendides apresentam, tipicamente, uma longa estrutura alifitica, com
alternacdo de ligacdes duplas e simples. Por causa da conjugag@o presente em sua estrutura,
estes compostos apresentam capacidade de absorver luz visivel. Os carotendides sio
diferenciados pelas suas extremidades. Uma delas, ou ambas, pode ser ciclica (por exemplo, o
B-caroteno) ou apresentar grupos funcionais de oxigénio (carbonila, hidroxila, carboxila) e,
neste ultimo caso, os compostos sdo conhecidos como xantofilas. As xantofilas sdo bastante
difundidas entre os animais, plantas e bactérias, apresentando diversas funcdes, dentre elas,
uma atividade antioxidante (RENGEL et alli, 2000).

A astaxantina (AST) (Figura 1), all trans-3,3’-di-hidroxi-4,4’-diceto-B-caroteno, é
uma xantofila extremamente distribuida entre os organismos marinhos, incluindo algas
(Haematococcus pluvialis), bactérias (Agrobacterium auranticum) € animais, tais como
crusticeos e peixes, (Salmo salar) (YUAN; CHEN, 2000; MIKI, 1991).

A biossintese da AST, iniciada pelo isopentenil pirofosfato, estende-se a partir da
formagdo do P-caroteno. Apds a geragdo deste, devido a agdo das enzimas B-caroteno
hidroxilase e -caroteno oxigenase, os grupos hidroxila e carboxila sdo adicionados aos anéis
do carotenéide (Figura 2) (EONSEON; LEE; POLLE, 2006). Apesar de ser encontrada em
diversos animais, principalmente marinhos, a AST nfo € sintetizada por estes seres e deve,
portanto, ser adquirida através da dieta. (GUERIN; HUNTLEY; OLAIZOLA, 2003).
Atualmente, a AST é comercializada como suplemento alimentar, principalmente na
aqiiicultura de salmio (Salmo salar) e crusticeos (camardes e lagostas). A AST pode ser
adquirida comercialmente na forma de extrato da alga verde unicelular Haematococcus

pluvialis (YUAN; CHEN, 2000).



Figura 1 — Estrutura quimica da AST. Nota-se dois grupamentos hidroxila e dois grupos carbonila,
ausentes nos anéis 3 do B caroteno.
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Figura 2 — Esquema da biossintese da AST, destacando as principais enzimas e seus produtos.
Adaptado de BOSHALE; BERNSTEIN, App!l. Microbiol. Biotechnol. 68, 2005.

1.3 Funcoes da AST

Como os demais carotendides, a AST pode prover fotoprote¢do as membranas onde se
encontra associada ao captar o excesso de radiacdo, dissipa-la na forma de calor e, assim,
evitar danos peroxidativos a biomoléculas (DNA, agtcares, proteinas, lipidios) (MIKI, 1991).

Do mesmo modo, em organismos fotossintetizantes, carotendides apresentam a importante



funcdo de captar radiacdo luminosa e transferir essa energia para clorofila, participando assim
da fase clara da fotossintese (CUNNINGHAM; GANTT, 1998). Apesar de poder participar da
fotossintese, a AST € um carotendide secunddrio, ou seja, ndo € essencial para a realizacdo do
processo fotossintético, diferentemente, por exemplo, do B-caroteno. Além disso, a AST
também ¢é um importante pigmento para coloracio de algumas plantas e algas
(CUNNINGHAM; GANTT, 1998).

A importancia da AST no metabolismo de animais pode ser apreciada por estudos da
sindrome M74, uma ictiopatologia que diminui a fertilidade de salmdes adultos e reduz
substancialmente a sobrevivéncia de alevinos eclodidos de ovas de salmdes do Mar Baltico.
Os peixes acometidos pela sindrome sdo caracterizados bioquimicamente pela
despigmentacdo e reducdo no conteido de tiamina (vitamina B1) do tecido muscular
esquelético e, em decorréncia desta defici€ncia, apresentam menor resisténcia muscular frente
aos desafios oxidativos impostos pela marcha “contra a corrente” para a deposicdo de ovos na
cabeceira dos rios que escoam para o Mar Baltico. Os alevinos acometidos desta ovitaminose,
além da baixa pigmentacdo, apresentam disfun¢des neuroldgicas e hepdticas (com
hemorragias internas) e executam movimentos natatérios irregulares e atipicos, tornando-se
alvos mais faceis de predadores (KARLSSON et al, 1999; PETTERSSON; LIGNELL, 1999).
E importante ressaltar que, devido as hidroxilas e carbonilas presentes nos anéis B, animais
ndo geram vitamina A a partir da AST, portanto, sua necessidade em animais € atribuida a
outras fun¢des (UCHIYAMA; YAMAGUCHLI, 2005).

A capacidade antioxidante da AST € obviamente determinada pela sua estrutura
quimica. Nos anéis B da AST, estdo dispostos dois grupamentos hidroxilas (posi¢oes 3 € 3”) e
dois grupamentos carbonila (posi¢cdes 4 e 4’), que lhe conferem caracteristicas mais
hidrofilicas se comparada com outros carotendides tipicos. Em termos de disposi¢@o espacial
em membranas, a AST se distribui de uma forma quase perpendicular em relagdo a superficie
da membrana (Figura 3), com as duas extremidades em contato com a agua. A AST pode
interceptar diretamente ERO/ERNS, através de reagdes de transferéncia de elétrons ou de
hidrogé€nio em duplas ligagdes (YOUNG; LOWE, 2000; RENGEL et al, 2000; SHIBATA et
al, 2001; SOCACIU et al, 2002).



Figura 3 — Esquema ilustrando
a disposicdo espacial da AST
na bicamada lipidica.

e

1.4 Astaxantina como Antioxidante

Conforme anteriormente citado, EROs/ERNs s@o intermedidrios comuns do
metabolismo aerdbico. O oxigé€nio estd presente em concentracdes elevadas na mitocondria,
onde atua como aceptor final de elétrons provenientes da oxidagdo do NADH e do FADH,.
Eventuais escapes de elétrons da cadeia podem acarretar a reducdo monoeletronica do
oxigénio ao anion radical superéxido (O,"). Este € uma das primeiras EROs geradas durante a
fosforilagdo oxidativa mitocondrial, especialmente no complexo I, por ocorréncia de uma
reversdo na cadeia de transporte de elétrons (LIU; FISKUM; SCHUBERT, 2002) e no
complexo III, pelo escape de elétrons da semiubiquinona (MULLER; LIU; VAN REMMEN,
2004).

O O," é o principal precursor de outras EROs, como o radical hidroxil (HO®), cuja
constante de velocidade de reagdo com biomoléculas chega a ~10” M's™ e é considerado um

dos mais potentes agentes oxidantes (E” = 2,31 V) (Figura 4).

Fadical Peraxido de Hadical
Superoxidoe Hudrogimio Hadromxla

Figura 4- Redugdes univalentes geradoras de EROs.

Espécies reativas de nitrogénio (ERNs) sdo também produzidas no metabolismo,
especialmente o 6xido nitrico (NO®), o qual é gerado pela oxidacdo de L-arginina e NADPH
por O, catalisada pela 6xido nitrico sintase. O NO® ¢ sinalizador chave da vasodilatagio e
desencadeamento de resposta imunolégica (KLEIN, 2002). A reacdo direta entre 0 NO" e 0

radical O,” forma o peroxinitrito (ONOQ"), com constante de velocidade controlada por

difusdo (ko ~ 10 M''s ) (CASSINA et al, 2000).



Biomoléculas s@o alvos potenciais da acdo deletéria de EROs/ERNs uma vez que estas
espécies adquirem estabilidade eletrdnica ao abstrairem elétrons das biomoléculas. Assim,
novos radicais sdo formados acarretando na degradacdo destas biomoléculas e de estruturas
celulares a elas associadas: membranas bioldgicas, complexos enzimadticos, estruturas
citoesqueléticas e cromatina (BURTON; INGOLD, 1984; PALOZZA et al, 2008). Do mesmo
modo, reacdes radicalares em cadeia induzem alteracdes quimicas em seqii€ncias de
nucleotideos do DNA, incluindo adi¢des, desaminagdes, hidroxilagdes, rearranjos, etc.
Consequentemente, as EROs/ERNs podem induzir mutagdes ou tumores em fungdo dos genes
afetados, em associagdo a degeneracdo de diversos componentes celulares e tecidos
(RODRIGUEZ et al, 1995). Estes sdo exemplos de mecanismos moleculares/celulares
associados a diversas patologias correlacionadas a desequilibrios no metabolismo de

EROs/ERNS.

Diversos estudos foram elaborados para testar a relacdo entre o consumo de frutas e
verduras, ricos em carotendides, e o risco de doencas associadas a producdo descompassada
de espécies reativas. Os resultados mostraram que grupos de pessoas consumidoras de grande
quantidade de vegetais apresentam altas taxas de carotendides no plasma sanguineo e menor
risco de desenvolverem tais doencas (MAYNE, 1996; RAO; RAO, 2007). Diante disso,
realizaram-se diversas pesquisas para elucidar a maneira pela qual os carotendides podem
prevenir as lesdes em biomoléculas causadas pelas EROs/ERNs (Burton; Ingold, 1984; Di

Mascio; Kaiser; Sies, 1989; Guerin; Huntley; Olaizola, 2003).

Carotendides com caracteristicas mais polares, como a AST, ao se associarem com
bicamadas lipidicas através de interacdes hidrofébicas do tipo London presentes entre a
cadeia poliénica da AST e de grupos acila dos 4cidos graxos constituintes das membranas e
interagdes dipolo-dipolo entre a regido polar do fosfolipidio e o carotendide, diminuem a
fluidez da bicamada lipidica, limitando a difusdo de moléculas para o espago interno
delimitado pela membrana (YOUNG; LOWE, 2000). A associacao da AST com membranas
bioldgicas pode resultar em substancial inibicdo da difusdo de algumas EROs/ERNs para o
espaco aquoso interno celular (citosol nas células). Isso confere ao carotendide uma acio
antioxidante paralela a capacidade interceptadora de radicais ja formados (scavenger), a de
prevenir lipoperoxidacdo por diminuir a difusdo de espécies reativas para o core da membrana
(RENGEL et al, 2000).

A AST tem sido reportada como um eficiente interceptador de radicais peroxila

(ROO’) e alcoxila (RO’), intermedidrios regulares do processo de lipoperoxidacdo de



membranas naturais ou sistemas biomiméticos lipidicos (lipossomos, micelas, etc.) (BARROS
et al, 2001; PANASENKO et al, 2000). Curiosamente, a AST ¢é descrita como um
antioxidante mais eficiente que, seu precursor, o B-Caroteno e também a Cantaxantina e a
Zeaxantina, que diferem da primeira exclusivamente pela auséncia nos grupamentos hidroxila
e cetona, respectivamente (MIKI, 1991; WOODALL; BRITTON; JACKSON, 1997).

A constante de quenching de oxigé€nio singlete [02(1Ag)] por AST é muito alta
(2,4.10"° M's™h. Comparando-se este valor ao de outros antioxidantes ja conhecidos — o
licopeno ( 3,1.10"° M’l.s’l) e 0 a-tocoferol, (1,4.109 M'ls’l) — confirma-se a alta eficiéncia da
AST na prevengdo (ou retardamento) da degradacdo oxidativa provocada por oxigénio
singlete, principalmente em bicamadas lipidicas (DI MASCIO; KAISER; SIES, 1989). O
oxigénio singlete é um dos estados excitados do oxigénio molecular, alcangado pela absorcao
de 22,4 kcal/mol, em processos fotofisicos, quimicos ou enziméticos, necessdrias para a
inversdo do spin de um elétron e subseqiiente formacdo de um par eletronico compartilhado
em um unico orbital molecular anti-ligante m,*. Esta distribui¢do eletronica confere maior
reatividade ao oxigénio molecular com cadeias insaturadas, principalmente aquelas de 4cidos
graxos poli-insaturados de membranas bioldgicas e também com sulfetos, tidis e aminas.

Recentes estudos ressaltam a importincia dos carotendides para os organismos,
caracterizando suas diversas fungdes, inclusive sua atividade antioxidante (MCNULTY,
JACOB, MASON, 2008; PASHKOW, WATUMULL, CAMPBELL, 2008). Diversos
trabalhos verificaram a efetividade dos carotendides como antioxidantes em sistemas
miméticos de membrana e informaram que as xantofilas, com grupos cetona ou hidroxila, sdo
mais eficientes que carotendides sem caracteristicas polares (WOODALL; BRITTON;
JACKSON, 1997). Porém, estudos que caracterizam as xantofilas como antioxidantes em
microambientes diferenciados, envolvendo altera¢des no pH ou interacio entre fosfolipidios e
proteinas, sdo poucos discutidos na literatura. Tais estudos sdo relevantes pois, in vivo,
xantofilas raramente s@o encontradas em solucdo, estando normalmente associadas a proteinas
ou lipidios. Além disso, a interacdo entre carotendides e bicamada lipidica pode afetar a

eficiéncia antioxidante do pigmento (MIKI, 1991).
1.5 3-morfolinosidnonimina-N-etilcarbamida
A 3-morfolinosidnonimina-N-etilcarbamida (SIN-1) (Figura 5) sofre hidrélise

espontdnea a 37 °C, formando um intermedidrio (SIN-1A) que entdo perde um elétron e

lentamente libera NO', mimetizando as condi¢gdes encontradas in vivo (MARTIN-ROMERO



et al, 2003). O elétron doado pelo SIN-1 pode reduzir o O, dissolvido no meio gerando
também O," (SINGH et alli, 1999), Em sistemas biolGgicos, o SIN-1 normalmente € utilizado

para vasodilata¢do mas, in vitro, gera O," o qual reage com NO' produzindo ONOO'".

NO @
— NA
ON—G=N—N A-; Ny—cH,

SIN-1C

Figura 5 — Termélise da 3-morfolinosidnonimina (SIN-1). Esquema adaptado de
Singh et al, Arch. Biochem. Biophys. 361, 1999.

1.6 Lipidios e a Lipoperoxidacao

Os lipidios sdo biomoléculas com diversas funcdes celulares, dentre as quais se pode
destacar a formacdo de bicamadas lipidicas (membranas), armazenamento de energia e
compostos precursores de sinalizadores celulares (p.e. hormonios). Sofrem peroxidagdo
iniciada pela acdo de EROs/ERNs, gerando varios produtos, entre eles, hidroperéxidos,
aldeidos, hidrocarbonetos, etc. Intermedidrios e produtos da lipoperoxidacdo, como os
radicais ROO°¢ e o malondialdeido, respectivamente, podem adicionar-se a outras
biomoléculas, como proteinas e acidos nucléicos, modificando-as e alterando sua fungao. E
reconhecido que a degradacdo de lipidios estd associada a processos inflamatérios e
necréticos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Outro exemplo relevante é a degradacao
de lipidios do sistema nervoso. Lesdes na bainha de mielina por EROs/ERNs sdo apontadas
como causadoras de vdrias neuropatias associadas a ineficiente transmissdo do impulso

nervoso (GUERIN; HUNTLEY; OLAIZOLA, 2003).



A peroxidagdo lipidica € iniciada quando um 4tomo de hidrogénio é abstraido de um
dcido graxo insaturado por um radical. O radical alquenil formado (*R), estabilizado por
ressonancia, pode reagir com oxigé€nio molecular, formando o radical peroxil (ROO¢), o qual
propaga a oxidagdo (BURTON; INGOLD, 1984). Um dos produtos mais bem caracterizados
deste processo oxidativo é o malondialdeido (MDA), o qual € utilizado como indicador de
peroxidacdo lipidica.

Testes de peroxidagdo lipidica realizados in vitro utilizam sistemas miméticos de
membranas. A fosfatidilcolina (PC) € bastante utilizada (Figura 6) nestes testes, ja que se trata
de um fosfolipidio amplamente distribuido entre os seres vivos, desde organismos procariotos

até eucariotos (DOWHAN, 1997).

i
(I:HZ_O_C\/\/\/\/\/\/\/\/\/

Il
(CH3)3N+—CH2-CH2—O—Il’—o—CHz 0
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Figura 6: Estrutura quimica da fosfatidilcolina. A regido em azul representa a alteracdo da
“cabeca” polar da fosfatidilcolina e a regido em preto representa a parte conservada de diferentes
fosfolipidios. As duas cadeias alifaticas apresentadas podem possuir tamanhos variados ou até
mesmos algumas insaturagdes, que sdo os principais alvos de espécies reativas de
oxigénio/nitrogénio.

Estudos demonstram que a maior parte das membranas bioldgicas € constituida de
fosfolipidios zwiteridnicos em pH fisioldgico, como a PC, e que menos de 30% destes lipidios
sdo ani6énicos (DOWHAN, 1997).

Diferentes caracteristicas dos fosfolipidios, como insaturacdes e cargas elétricas,
podem modular a fluidez das membranas, tornando-as mais ou menos permedveis as
moléculas, e a algumas EROs/ERNs (WATTS et alli, 1978; HOOK, 1984). Para mimetizar as
caracteristicas fisico-quimicas da membrana interna da mitocondria em testes in vitro, o
fosfolipidio normalmente utilizado € a cardiolipina que, diferentemente dos outros
fosfolipidios, possui quatro ligacdes ésteres de dcido graxo na sua por¢do apolar e ¢ um
derivado do fosfatidilglicerol (PG) (Figura 7), sintetizado na propria mitocondria.
(MCMILLIN; DOWHAN, 2002).

A temperatura de transi¢do de fase (de gel para liquido-cristalina) é diminuida quando
ha insaturacdes presentes nos acidos graxos dos fosfolipidios, aumentando a fluidez da

bicamada. Estudos demonstram que a presenga de fosfolipidios anidnicos, como a
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cardiolipina e o PG, aumentam também essa fluidez, deixando a membrana mais permeavel a
EROs/ERNs (WATTS et alli, 1978; HOOK, 1984). Além disso, algumas proteinas que

possuem aminoacidos basicos em sua superficie, podem interagir com fosfolipidios anidnicos.

HO—CH2—|CH—CH2—0— Il’—O—CHz (0]
OH

Figura 7: Estrutura quimica do fosfatidilglicerol. A regido em preto representa a parte inalterada
dos diferentes fosfolipidios e a regido em azul € exclusiva da molécula de fosfatidilglicerol e faz
parte da “cabeca” polar. As cadeias alifaticas podem apresentar tamanhos variados ou algumas
insaturacdes.

Apesar de a cardiolipina ser o fosfolipidio anidénico costumeiramente utilizado em
sistemas modelo, pesquisas demonstram que este fosfolipidio pode formar, além da bicamada
lipidica, outro arranjo supramolecular, conhecido como fase hexagonal invertida
(GONZALVEZ; GOTTLIEB, 2007). Esta fase poderia expor a regido apolar do fosfolipidio
as EROs/ERNs. Assim, o PG também pode ser usado para alterar as propriedades fisico-

quimicas da bicamada e também afetar a interacdo entre proteina e lipidio.

1.7 Hemeproteinas e Atividade Peroxidasica

O grupo prostético “heme” de varias proteinas e enzimas € um anel porfirinico
coordenado através dos quatro nitrogénios tetrapirrélicos a um fon de ferro. O quinto e sexto
ponto de coordenacdo do ferro sdo perpendiculares ao plano do heme. No quinto, o ferro
coordena o nitrogénio imidazélico de uma histidina na peroxidase de raiz forte, citocromo ¢
oxidase e mioglobina, o grupo tiélico de uma cisteina do citocromo P450, ou ainda tirosina na
catalase. Em algumas proteinas a sexta posicdo de coordenacdo pode estar ocupada pela
cadeia lateral de aminoécido ou livre para interagir com pequenas moléculas. Nos casos da
hemoglobina e mioglobina, a sexta coordenacdo se dd com oxigé€nio molecular, dai a sua
funcdo de transporte ou estocagem, respectivamente.

A atividade peroxiddsica de uma enzima pode ser compreendida como sua capacidade
de oxidar compostos, utilizandos peréxidos como co-substrato. Hemeproteinas, como
hemoglobina, mioglobina, HRP e catalase, comumente apresentam atividade peroxidésica.
Salienta-se que as hemeproteinas nas quais o ferro coordena-se com cinco ligantes de campo

forte e seu sexto ponto de coordenagdo estd livre, por exemplo, a mioglobina e HRP,
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apresentam alta atividade peroxidasica (10> M's™ e ~10’ M's™ em pH 7,0, respectivamente)
(HERSLETH et al, 2006). Com o sexto ponto de coordenacio livre, o peroxido pode interagir
com o ferro heminico, o qual pode, por sua vez, doar elétrons ao perdxido, através de
intermediarios de alta valéncia, como o Composto | [Porfirina+(FeIV=O)] e o Composto II

[Porfirina(FeW:O)].

1.8 Citocromo ¢

Citocromo ¢ € uma hemeproteina periférica, presente no espago intermembranas da
mitocOndria, bastante conhecida como transportadora de elétrons do complexo III para o
complexo IV durante a fosforilagdo oxidativa. Diferentemente da hemoglobia e mioglobina, o
cit ¢, em seu estado nativo, coordena-se axialmente com o enxofre da metionina 80 (Met80)
na sexta posicdo de coordenagdo do ferro. Por este motivo, a atividade peroxidasica do cit ¢ é
normalmente muito baixa (0,2 M's!tem pH 7.0) (RADI; TURRENS; FREEMAN, 1991).

Alteracdes no microambiente podem acarretar em alteracdo estrutural do cit ¢ e
aumento de sua atividade peroxiddsica. A presenca de fosfolipidios anidnicos pode levar a
ruptura da coordenagdo do ferro heminico com a Met80, sendo ela substituida pela cadeia
lateral de outros aminodcidos (NANTES et al, 2000). O cit ¢ apresenta aminodcidos de carater
basico em sua superficie e interage eletrostaticamente com membranas contendo fosfolipidios
anidnicos, e através da inversdo de um dos ésteres de 4dcido graxo, o qual se insere no centro
hidrofébico da proteina (RYTOMAA; MUSTONEN; KINNUINEN, 1992; OTT et al, 2002).
Nestes casos, o cit ¢ pode passar de baixo spin com simetria rombica (spin 1/2 g// =3.07 e gL
= 2.23) para uma proteina, ainda de baixo spin, cuja rombicidade é menor que no primeiro
caso (spin 1/2 g; = 2.902, g, = 2.225, and g3z = 1.510), indicando assim altera¢do no ligante
axial presente na sexta posi¢ao de coordenacdo (NANTES er al, 2001; MUGNOL et al,
2008).

Foram identificadas duas regides de interacdo do cit ¢ com membranas, conhecidas
como sitios A e C. A interagdo eletrosttica que ocorre no sitio A é atribuida a presenga das
lisinas Lys72 e Lys73. Através do sitio C, a proteina pode interagir com fosfolipidios
anidnicos protonado, possivelmente por pontes de hidrogénio. Tal capacidade foi explicada
pela presenca de uma Asp na posicio 52 (RYTOMAA; KINNUNEN, 1995; KAWAI et al,
2005).

Além de sua fun¢do como proteina transportadora de elétrons e de apresentar atividade

peroxiddsica, o cit ¢ ainda esté relacionado com o processo apoptético. Quando liberado para
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o citosol, o cit ¢ interage com a proteina APAF-1 e com d-ATP para formar o apoptossomo.
Este complexo ativa a pro-caspase 9, iniciando a cadeia de caspases que culmina com a morte
celular (LIU et al, 1996).

Segundo Kagan (KAGAN et al, 2005) e colaboradores a atividade peroxiddsica e a
sinalizacdo do processo apoptético estdo correlacionadas. Tendo em vista as caracteristicas
estruturais do cit ¢, esta proteina, enquanto interage com a cardiolipina, ndo pode ser liberada
para o citosol. Pesquisas demonstram que o cit ¢ apds interagir com a membrana anidnica tem
sua atividade peroxiddsica aumentada relacionada com a oxidagcdo dos dcidos graxos da
cardiolipina. Uma vez oxidada, a interacio da cardiolipina com a proteina € diminuida e, além
disso, colabora com a liberacao de outros fatores pré apoptoticos.

No citoplasma, o cit ¢ pode interagir com a fosfatidilserina da membrana plasmatica,
oxidando este fosfolipidio, o qual passa da monocamada interna para a externa e serve como
sinal para que macrofagos iniciem a limpeza dos corpos apoptdticos (WILLIAMSON;
SCHLEGEL, 2002; KAGAN et al, 2004). Além dos perdxidos disponiveis no meio, 0s
préoprios peréxidos de ésteres de 4cidos graxos também servem como substrato para a
atividade peroxidasica do cit c.

A atividade peroxidasica do cit ¢ também pode ser aumentada por oxidacdo de alguns
residuos de Tyr e Trp, por exemplo, por ONOO™ (CASSINA et al, 2000). O ONOO' contribui
para atividade peroxidasica do cit ¢ através de oxidacdo do Fe** (CASSINA et al, 2000) e
conversio do Fe’* em Composto II, com geragdo de NO,” (AUGUSTO et al, 2002)

Conforme citado anteriormente, a mitocdndria é um sitio de produ¢do de EROs
através de escape de elétrons principalmente da semiquinona e do complexo I, gerando 0 O,".
Além disso, a mitocondria contém a 6xido nitrico sintase (mNOS). Como o NO® é um radical
livre, ele reage rapidamente com outros radicais atuando como seqiiestrador de radicais
peroxila e alcoxila, e assim contribui para o estresse oxidativo/nitrosativo. Por outro lado, a
geracdo concomitante de ONOO™ por uma reag¢do difusional com o entre NO” e oxigénio
molecular dispara processos de danos oxidativos e nitrosativos (BRUNORI et al, 2004).

Devido a estas caracteristicas o cit ¢ foi escolhido nesta dissertacdo como alvo das
EROs/ERNs formadas pelo SIN-1 e gerador de peréxidos lipidicos, e assim verificar o efeito
protetor de AST neste sistema. Pretende-se assim, contribuir com novas informagdes sobre a

capacidade antioxidante do carotenéide com radicais livres.
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2. Objetivos

Avaliar a capacidade antioxidante da AST, utilizando como alvos vesiculas compostas
por PC apenas ou contendo também uma fracio molar de 5% ou 10 % de PG, com o que se
pretende alterar o microambiente no qual a AST estd inserida. As vesiculas serdo desafiadas
com NO® e O," gerados pelo SIN-1, promotores dos danos oxidativos.

Uma vez que o pH pode afetar a permeabilidade e reatividade de EROs/ERNS,
decidiu-se monitorar os produtos de lipoperoxidacéo, para estudar a atividade antioxidante do
carotendide em varios pHs (6,2; 6,8; 7,4 e 8,0). Observar o efeito causado pela AST no
diametro destas membranas sintéticas, possivelmente afetando também a permeabilidade a
EROs/ERNs € outra meta deste trabalho.

Verificar a atividade peroxiddsica do cit ¢ incorporado as vesiculas, em fun¢do do
efeito da composicdo da membrana e das espécies reativas sobre o cit ¢. Elucidar as alteracdes
estruturais causadas no cit ¢ e também das bicamadas lipidicas de diferentes composicdes pela
exposicdo as espécies reativas produzidas pelo SIN-1.

Assim este trabalho visa contribuir com informacdes sobre o sistema oxidante
formado pelo cit ¢ incorporado a vesiculas, na presenca de EROs/ERNs geradas pelo SIN-1,
ja que este sistema mimetiza condi¢des encontradas na membrana interna da mitocOndria e
avaliar a eficiéncia antioxidante da AST quando submetida a diferentes condi¢des de
microambiente, ja que in vivo, este carotendide se encontra associado a membranas ou

proteinas.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Preparacao das Vesiculas

Os lipossomos de fosfatidilcolina de gema de ovo (PC) (Sigma-Aldrich) foram
preparados a partir de solugdo comercial deste fosfolipidio, em cloroférmio. O solvente foi
secado sob fluxo de nitrogénio e o filme de PC formado, mantido overnight sob vicuo para
eliminar completamente o cloroférmio. Na preparacdo de lipossomos contendo Astaxantina
(AST) (Sigma-Aldrich), antes de o cloroférmio ser evaporado, adicionou-se solu¢do do
pigmento também diluido em cloroférmio.

As quantidades de fosfolipidio e carotendide estipuladas foram tais que a preparacio
lipossomal final contivesse 7 mM de PC e 0,35 pM de AST (0,5%). Os filmes foram
hidratados com tampao fosfato 50 mM. O pH do tampé@o variou entre 6,2 e 8,0 com o intuito
de se verificar o efeito do pH na estrutura da membrana e na intera¢do com citocromo c (cit ¢)
(Sigma-Aldrich) e AST. Nos demais experimentos, o pH do tampao foi fixado em 7,4.

Para formagdo de vesiculas multilamelares, os frascos contendo o filme hidratado
foram mantidos em banho de ultrassom, durante 15 min, a temperatura ambiente. Em seguida,
a suspensdo foi submetida ao processo de extrusdo através de membranas de policarbonato
MilliPore 0,1um, em um equipamento da Avanti Polar Lipids Inc..

Nos experimentos realizados para verificar o efeito de fosfolipidios anidnicos na
atividade redox do sistema cit ¢/3-morfolinosidinonimina-N-etilcarbamida (SIN-1) (Sigma-
Aldrich), solucdo comercial de fosfatidilglicerol (PG) (Sigma-Aldrich) foi adicionada a de
PC, para produzir filmes contendo os dois fosfolipidios, em concentracdes finais de 0,35 e 0,7

mM de PG.

3.2 Sistemas Oxidantes

Lipossomos de todas as composi¢des selecionadas (PC e PCPG), apés serem
preparados, foram incubados com cit ¢ [Fe**] e/ou SIN-1 por 82 min. Os volumes de SIN-1 e
cit ¢ foram ajustados de maneira que as concentrac¢des finais de ambos fosse 150 uM. Cada
experimento foi realizado em triplicata.

Os indices de lipoperoxidacdo foram avaliados através do teste cldssico de substincias
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS). Apés a incubagdo, finalizou-se a reacdo por adi¢do

de 20 pL de solucdo de butil-hidroxitolueno (BHT) (Sigma-Aldrich) 2%, em etanol. Para
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quantificar TBARS, as amostras foram incubadas a 100° C por 15 min, com uma solugio
0.375% de 4cido tiobarbittirico (TBA) (Sigma-Aldrich) em 0.25 M HCl (Merck) e 2% Triton
X-100 (Sigma-Aldrich). Apés atingir a temperatura ambiente (aproximadamente 15 min), a
absorbancia da solucdo foi medida a 535 nm e interpolada numa curva-padrdo constituida
com o 1,1,2,2-tetraetéxipropano como fonte de MDA (Sigma-Aldrich) (FRAGA;
LEIBOVITZ; TAPPEL, 1988).

3.3 Efeito do pH sobre a atividade antioxidante da AST

Para observar o efeito do pH do meio sobre a capacidade antioxidante da AST,
vesiculas de composicdes selecionadas (PC e PCPG) foram submetidas a diferentes sistemas
oxidativos/nitrosativos (cit ¢, SIN-1 e cit ¢/SIN-1). Os ensaios foram realizados nas cinco
condicdes apresentadas na Tabela 1, utilizando as vesiculas incubadas apenas com tampao,
com KO, e superéxido dismutase dependente de cobre e zinco (CuZnSOD) (ambos Sigma-
Aldrich) como controles.

Os sistemas biomiméticos contendo cit ¢, SIN-1 e AST foram incubados durante 82
min a 37°C, em banho-maria, sendo neste periodo submetidos a incidéncia de luz apenas
quando manipulados. As reacdes foram interrompidas por adi¢do de uma solucio 2% de BHT
em etanol (BARROS et al, 2001). A lipoperoxidagdo foi estimada através da medida de
TBARS, sendo que metade da aliquota foi separada previamente para medida de MDA por
HPLC.

Tabela 1: Sistemas oxidantes nos ensaios de lipoperoxidacdo de lipossomos unilamelares PC (com
ou sem PG) na presenca (PC*T) ou auséncia (PC) de AST.

PC/PC*' | Tampio fostato SIN-1 Cit ¢ (Fe™) KO, CuZnSOD
SISTEMAS (7 mM) (50 mM)* (1,75 mM) (1,05 mM) (14mM)° | 4,4 U/mL)
(1) Controle 500 puL 200 pLL
(2) SIN-1 500 pL 100 uL 100 pL
(3) SIN-1 + cit.c[Fe*'] 500 pL 100 pLL 100 uL
(4) KO, 500 pL 192 uL 8 uL
(5) SIN-1 + SOD 500 pL 100 pL 100 pL
(6) KO, + SOD 500 pL 92 uL 8 uL 100 pL
Concentracdes SIN-1 = [cit ¢ Fe**] = [KO,] = [SOD] =
Finais pe=smM 20mM 150 uM 150 uM 0,15 uM 0,6 U/mL

aDiferentes ensaios foram realizados com tampdes fosfato ajustados a quatro valores de pHs: 6,2; 6,8; 7.4 e 8,0.

bSolugﬁo de KO, foi preparada em solugdo alcalina de NaOH 0,5 M e imediatamente adicionada & suspensdo lipossomal.
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3.4 Medida de MDA por HPLC

As anélises de MDA por HPLC foram realizadas segundo Khoschsorur et alli (2000).
Resumidamente, o MDA produzido pela lipoperoxidagdo é derivatizado com TBA e o
cromoéforo-aduto € eluido isocraticamente através de uma coluna 0.39 x 30 cm puBondapack
Cis pela fase movel composta pela mistura 65:35 de tampao fosfato 25 mM pH 6,5 e metanol
30% (grau cromatografico) (Merck). Cerca de 50 pul. de amostra sio necessdrios para a
determinacgdo. Esta aliquota foi misturada a 250 pL. de metanol 30% e mantidos por 15 min a
4° C em banho ultrassom para desagregacdo das vesiculas e liberagdo do MDA gerado nos
ensaios. Para a derivatizagdo, foram adicionados 600 pL de solugdo 0,4% de TBA
(solubilizado em HCI 0,2 M) e 100 puL de solucio de BHT 0,5% (para interromper as
subsequentes oxidagdes lipidicas). A rea¢do foi mantida por 30 min a 95°C sob agitacdo
constante (Thermomixer digital compacto, Eppendorf). Apés filtracdo da amostra derivatizada
final (filtros MilliPore), 20 puL do filtrado foram injetados no sistema HPLC Shimadzu SCL
10A provido de bombas LCIOAD e detectores fluorescéncia RF-10AXL e diode array
SPDMI0A. A quantificagdo do MDA das amostras foi realizada através da integracdo da 4rea
do pico do MDA (tempo de retencdo médio ~ 6 min), e interpolada numa curva-padrio

constituida com o 1,1,2,2-tetraetéxipropano em metanol 30%.

3.5 Espectrofotometria UV-Visivel

Com a finalidade de verificar alteracdes no cit ¢ causadas pela interacdo entre proteina e
membrana e pelo dano oxidativo ao cit ¢ promovido pelas EROs/ERNs geradas pelo SIN-1,
foram realizados ensaios de espectrofotometria UV/VIS, no aparelho Varian 50 Bio UV/VIS.
Espectros de cit ¢ 5 UM incubados com 5 pM ou 50 pM de SIN-1 foram adquiridos na
presenga ou auséncia de:

e PC (1ImM);

¢ PG (10 mol% com relagdo a concentracdo de PC);

e AST (0,5 mol% com relacdo a concentracio de PC)

¢ Em pressdo atmosférica;

e Em atmosfera de N,.
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3.6 Ressonancia Paramagnética Eletronica (EPR) a Baixa Temperatura

Foram obtidos espectros de EPR do cit ¢, para verificar possiveis alteragdes no spin do
ferro heminico, em decorréncia da formagcdo de EROs/ERNs. Nestes testes, foi utilizada
proteina solubilizada em tampao fosfato (50 mM, pH 7,4), na presencga de vesiculas de PC (1
mM) ou PCPG (10 mol% em relagdo a concentragdo de PC). As espécies oxidantes foram
geradas pela decomposicdo térmica de SIN-1 150 uM durante 82 min e na presenca de -
butOOH 15 mM. Além disso, tendo em vista que a decomposi¢do do SIN-1 envolve a
transferéncia de elétron para o oxigénio dissolvido no meio formando assim o anion radical
superoxido (WAHL, 2004), experimentos de EPR foram também conduzidos apds
borbulhamento de N, durante 5 min na solucdo. Neste ensaio, os sistemas de estudo foram

constituidos em atmosfera de nitrogénio (NANTES ez al, 2000).

3.7 Dicroismo Circular (CD)

Com a finalidade de avaliar possiveis alteracdes estruturais no cit ¢ causadas por
intera¢do com a membrana, ensaios de CD foram realizados com solucdo 10 uM de cit ¢ (em
tampdo fosfato 20 mM, pH 7,4), contendo suspensdo lipossomal de PC (1 mM) e PG (10
mol% com relagdo a concentragdo de PC). Cit ¢ na mesma concentragdo foi incubado em
tampdo fosfato com SIN-1 durante 82 min, com a finalidade de acompanhar o efeito das
espécies reativas sobre as estruturas secundaria/tercidria da proteina. Nestes experimentos foi

utilizado o espectropolarimetro Jasco J-720.

3.8 Espalhamento de Luz Dinamico (DLS)

Para verificar se a AST, na concentragdo utilizada nos ensaios de lipoperoxidagao,
causa alteracdes nos lipossomos, foram realizados experimentos de DLS, que verifica a
difusdo mitua de particulas no meio em dispersdo. Neste ensaio, suspensoes de vesiculas de
PC, PCPG 5% e PCPG 10%, com e sem AST, foram diluidas em tampao fosfato 50 mM. O
DLS ¢é uma técnica que utiliza um feixe de laser, num comprimento de onda de
aproximadamente 590 nm, o qual é colimado no centro da cubeta. O detector € posicionado
em um angulo de 90° com relacdo a direcdo do feixe de laser. Um computador registra a luz

espalhada, correlacionando o espalhamento de luz com o tempo de difusdo da particula em
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questdo. O didmetro da particula é inversamente proporcional ao tempo de difusdo e, assim, o

computador pode calcular o didmetro das vesiculas.

3.9 Geracdo de NO’ por SIN-1

Além da determinacdo dos indices de peroxidacdo lipidica induzida por SIN-1, foi
analisada também a liberacdo de NO°, utilizando-se o marcador fluorescente 4-amino-5-
metilamino-2',7"-difluorofluoresceina ~ (DAF-FM), adquirido através da empresa
Molecular Probes (WAHL, 2004). Estes ensaios foram realizados com a finalidade de
observar se a presenga de cit ¢ 0,15 mM afetaria a produgdo de NO°, gerado através da
decomposicdo térmica de SIN-1, no meio.

O DAF-FM ¢é um composto que reage com o NO® com alta especificidade. O produto
da reacdo € um derivado do benzotriazol (Figura 9) que, excitado em um comprimento de
onda de 495 nm (Aex), emite fluorescéncia com pico em 515 nm. Esse marcador pode

detectar NO® em concentragdes de 3 nM, conforme indicagdes da Molecular Probes.

DAF—FM BENZOTRIAZOL

Figura 9 — Reacdo do 4-amino-5-metilamino-2',7'-difluorofluoresceina (DAF-FM)
com o 6xido nitrico (NO") formando DAF-FM benzotriazol.
(www.probes.com)

3.10 Determinacao de Lipoperoxidacao por Fluorescéncia.

Outros ensaios de lipoperoxidacdo foram realizados com o composto fluorescente C;-
BODIPY>®"*! (Figura 10) (Molecular Probes). Este fluoréforo é anfipdtico, pois tem uma

cadeia de dcido undecandico e se mantém proximo a interface formada pela membrana e o
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tampdo. Quando reage com radicais ROO® ou RO’, o C1;-BODIPY**"*! emite fluorescéncia
em um comprimento de onda de aproximadamente 520 nm (Acx de 485 nm). Sua emissdo
original ocorre a 600 nm (Aexe de 580 nm), mudando portanto sua emissédo do vermelho para o
verde (DRUMMEN et al, 2001).

Para a realizacdo destes experimentos, adicionou-se C; 1-BODIPY**"*! diluido em
DMSO as suspensdes lipossomais (PC 1 mM) de maneira a atingir uma concentragio final de
10 nM do fluoréforo. A fluorescéncia foi medida no espectrofluorimetro Hitachi F-4010, com
controle de temperatura, mantido a 37°C. Foi registrada a queda na fluorescéncia em 600 nm,
durante 7000 s. Em tempos demarcados, adicionou-se 0s seguintes compostos:

e Citc (150 uM) apés 300 s;
e Tampéao (no controle) ou SIN-1 150 p ap6s 600 s;
e -butOOH 150 uM apé6s 3600 s;

Figura 10 — Estrutura do C,;-BODIPY>*'*"'. As setas indicam as duplas ligacdes
onde se adicionam os radicais peroxila e alcoxila.
(www.probes.com)

3.11 Analise Estatistica
Os dados estatisticos referentes a, no minimo, trés experimentos reprodutiveis, foram

analisados de acordo com o teste t-Student’s com nivel de significincia de 5% (p < 0,05).
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4. Resultados

4.1 Lipoperoxidacao

Experimentos de peroxidacdo lipidica, avaliada pelo teste de TBARS, demonstraram
que o indice de lipoperoxidagdo na presenca ou auséncia do SIN-1 foi semelhante ao controle
em todas as composi¢des de membranas (PC; PCPG5% e PCPG10%). O cit ¢, em todos os

ensaios, foi capaz de aumentar os indices de TBARS e a presenca da AST inibiu estes indices.

A PC - AST B PCPG5% - AST
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Figura 11 — Concentragdes relativas de TBARS em lipossomos unilamelares oxidados por
diferentes sistemas, na presenca ou auséncia de AST. (A) Vesiculas formadas por PC (5 mM);
(B) PC (5 mM) PG 5% ; (C) PC (5 mM) PG 10%.
*p<0,05;n>3
Quando incubados juntos, SIN-1 e cit ¢, mantiveram os mesmos indices de
peroxidacdo lipidica, na presenga de membranas de PC e PCPG5% (Figura 11 (A) e (B)). Na
presenca de PCPG10% (Figura 11 (C)), porém, observa-se que a lipoperoxidagdo causada

pelo cit ¢ foi intensificada (2 x) com a adicdo de SIN-1. Em todos os sistemas de oxidag@o que
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havia cit ¢, a AST apresentou capacidade antioxidante visto que os indices de TBARS estio
préximos ao controle, com excecdo daqueles realizados com membrana de PCPG10%, nos
quais a AST diminuiu os indices de lipoperoxidacdo pela metade com relacdo as membranas

sem o pigmento.

4.2 Efeito da alteracio do microambiente na atividade antioxidante da AST

O efeito da alteragdo do microambiente na capacidade antioxidante da AST foi
avaliado através de medida de niveis de peroxidacdo lipidica das vesiculas incorporadas ou
ndo com o carotendide, causado pelos agentes oxidantes gerados pelo SIN-1, cit ¢ e KO, em
diferentes pHs. Para tal, utilizou-se medidas de TBARS e de MDA por HPLC.

Os testes TBARS (Figuras 12, 13 e 14) mostram que o cit ¢ (Cit ¢ [Fe3 1) promoveu
aumento significativo dos niveis de lipoperoxidacdo, mostrando ser este o oxidante mais
lesivo para as membranas estudadas. Por outro lado, foi contra o sistema SIN-1 e cit ¢ [Fe3 i
que a AST apresentou sua maior capacidade antioxidante, exceto nos ensaios realizados em
pH 6,2 e 6,8 com lipossomos formados por PC e 5% de PG, nos quais uma aparente atividade
pré-oxidante foi observada. Nos ensaios elaborados com PC e 10% de PG, a AST apresentou
a mesma atividade pré-oxidante nos sistemas acidificados e mesmo em pH 7,4.

Os demais sistemas oxidantes resultaram em variagdes menores do indice de
peroxidacdo, proximo do controle. A AST demonstrou significativa agdo antioxidante,
embora uma relativa atividade pré-oxidante da AST fosse identificada em sistemas mais
acidificados (pH 6,2, principalmente). Estes dados estdo dispostos na Figura 14 (A) e (B), nos
sistemas contendo SIN-1, KO,, SIN-1 + SOD e KO, + SOD. O pH do meio e a alteragéo da
composicdo lipidica afetaram a capacidade antioxidante do carotendide.

Os resultados da medida de MDA por HPLC (Figuras 15, 16 e 17) confirmam o perfil
de atividade anti/pré-oxidante da AST verificada no ensaio de TBARS. A medida de MDA
por HPLC ¢é uma técnica mais recomendada pela literatura, uma vez que os compostos
formados sdo separados e apenas o aduto de MDA ¢ detectado. A critica ao TBARS deve-se

ao fato de que outros produtos de lipoperoxidagdo também reagem com TBA.
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Figura 12 — Concentracdes relativas de TBARS em lipossomos unilamelares de PC 5 mM, oxidados
por diferentes sistemas, na presenca (PC*T) ou auséncia (PC) de AST (25 uM) em pHs (A) 6,2; (B)
6.8; (C) 7,4 ¢ (D) 8,0.

*p<0,05;n>3
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Figura 13 - Concentracdes relativas de TBARS em lipossomos unilamelares de PC 5 mM contendo

PG 0,25 mM, oxidados por diferentes sistemas, na presenca (PCPGS%AST) ou auséncia (PCPGsq) de
AST (25 uM) em pHs (A) 6,2; (B) 6,8; (C) 7,4 e (D) 8,0.

*p<0,05;n>3
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Figura 14 - Concentracdes relativas (U.A.) de TBARS em lipossomos unilamelares de PC 5 mM
contendo PG 0,5 mM, oxidados por diferentes sistemas, na presenca (PCPG¢,™*") ou auséncia
(PCPGyy4) de AST (25 uM) em pHs (A) 6,2; (B) 6,8; (C) 7,4 e (D) 8,0.

*p<0,05;n>3
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Figura 15 — Concentragdes de MDA (umolL") em lipossomos unilamelares de PC 5 mM, oxidados
por diferentes sistemas, na presenca (PC*T) ou auséncia (PC) de AST (25 uM) em pHs (A) 6,2; (B)
6,8; (C) 7,4 e (D) 8,0.

*p <0,05; n>3



PCPG5% - AST

26

2,5 2,5
* pH 6,2 pH 6,8

2 2
o
= [ pcPGs%
S 15 1,5
g M pcrGs9ns
=1
N
< 1 1
>

0,5 0,5

0 0

Controle ~ SIN-1  SIN-l+citc KO,  SIN-l+citc KO»+SOD Controle ~ SIN-1  SIN-l+citc KO,  SIN-l+citc KO,+SOD
25 2,5
pH 7,4 pH 8,0

— 2 2
=
S 1,5 1,5
E i ’
= k %
p—
< 1
S

0,5 0,5

0 0

Controle ~ SIN-1 ~ SIN-l+citc KO,  SIN-l+citc KO»+SOD Controle ~ SIN-1  SIN-l4citec KO,  SIN-l+4citc KO,+SOD

Figura 16 - Concentracdes de MDA (umolL™) em lipossomos unilamelares de PC 5 mM contendo PG
0,25 mM, oxidados por diferentes sistemas, na presenca (PCPG5%™") ou auséncia (PCPG5%) de
AST (25 uM) em: pHs (A) 6,2; (B) 6,8; (C) 7,4 e (D) 8,0.

*p <0,05; n>3
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Figura 17 — Concentragdes MDA (umolL™") em lipossomos unilamelares de PC 5 mM contendo PG
0,5 mM, oxidados por diferentes sistemas, na presenca (PCPGL10%"*%") ou auséncia (PCPGL10%) de
AST (25 uM) em pHs (A) 6,2; (B) 6,8; (C) 7,4 e (D) 8,0.

*p <0,05; n>3
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4.3 Analises espectrofotométricas UV/Visivel

Ensaios de espectroscopia UV/VIS foram elaborados para verificar os efeitos da
interac@o entre a bicamada lipidica e o cit ¢. A Figura 18 (A e B) mostra o espectro do cit ¢
com duas bandas de interesse para estudar sua atividade peroxiddsica: a banda Soret
(aproximadamente 410 nm) e a banda Q (aproximadamente 540 nm) (MAUREN et alli,
2004). Como € possivel visualizar na Figura 18, a banda Soret ndo é afetada pela diferenca de
composi¢do da vesicula (A) PC 1,5 mM e (B) PC 1,5 mM e PG 5 mol%, mas a banda Q é

intensificada 10 minutos apds adi¢do da proteina no meio lipossomal.

Espectro UV/Vis de Citc 5 uM (PC 1,5 mM) Espectro UV/Vis de Cit ¢ 5 uM (PCPG5% 1,5
mM)
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Figura 18 — Espectros UV-VIS em 0, 5 e 10 min do cit ¢ (5 uM) em suspensdes lipossomais de: (A)
PC 1,5 mM, em tampao fosfato 5 mM, pH 7.4; (B) PCPG (5% em mols), em tampdo fosfato 5 mM,
pH 7.4.

A Figura 19 apresenta o espectro de suspensdes lipossomais formada por (A) 1,5 mM
de PC e 0,5%, em mol, de AST e (B) 1,5 mM de PC, PG 5% em mol e AST 0,5% em mol. E
possivel verificar, nestes espectros a banda de absorbancia do carotendide em A = 483 nm
(BARROS et alli, 2001).

Os espectros do cit ¢ em suspensdes de vesiculas formadas por PC + AST e PCPG5%
+ AST sao apresentados na Figura 20 (A) e (B). Nestes espectros ndo € possivel verificar
alteracdes na banda Q, pois esta foi acobertada pela absorbancia do carotendide, porém, é
possivel verificar na Figura 20 (A), uma pequena queda reprodutivel no pico de absorbancia

da AST (uma diferenca de 0,01125).
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Figura 19 — Espectros UV-VIS das suspensdes lipossomais de: (A) PC 1,5 mM contendo 0,5% (em
mols) de AST, em tampao fosfato 5 mM, pH 7,4; (B) PC e PG (5% em mols) contendo 0,5% (em
mols) de AST, em tampao fosfato 5 mM, pH 7.4.
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Figura 20 — Espectros UV-VIS em 0, 5 e 10 min do cit ¢ (5 uM) em suspensdes lipossomais de: (A)
PC 1,5 mM contendo 0,5% (em mols) de AST, em tampao fosfato 5 mM, pH 7.4; (B) PC e PG (5%
em mols) contendo 0,5% (em mols) de AST, em tampao fosfato S mM, pH 7.4.

Novos espectros do cit ¢ foram adquiridos apds a adi¢do de 50 uM de SIN-1 para
verificar a a¢do de peroxinitrito na proteina. Neste ensaio foram realizadas duas adicdes da
solugdo estoque de SIN-1 nos tempos t=0 e t=20 min (Figura 21). O painel (A) contém o
espectro de cit ¢ na presenca de lipossomos de PC 1,5 mM e o (B) representa o espectro da
mesma proteina na presenga de lipossomos de PCPG5%. Conforme pode ser observado, o
SIN-1 absorve luz em comprimento de onda préximo a 300 nm. Ainda é possivel verificar as
diferencas causadas na absorbancia da banda Soret e na banda Q, sendo que ambas
diminuiram de intensidade. A diminuicdo da banda Q reflete alteracdes no estado de oxidacdo
do ferro no grupamento heme, que neste caso deve ter sofrido oxidacdo, passando do estado

Fe(Il) para Fe (IIT) (MAUREN et alli, 2003). Este efeito pode ser visto nos dois espectros.
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Nota-se também que € possivel acompanhar a cinética de decomposi¢do do SIN-1 através do

aumento na absorbancia na banda de A = 300 nm.

Espectro UV/Vis de Cit ¢ 5 uM + SIN-1 50 uM (PC 1,5 Espectro UV/Vis de Cit ¢ 5 uM + SIN-1 50 uM
mM) (PCPG5% 1,5 mM)
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Figura 21 — Espectros UV-VIS em 0, 10, 20, 30 e 40 min do cit ¢ (5 uM) modificado por adi¢des
sequenciais de SIN-1 (50 uM) nos tempos t = 0 min e t = 20 min em suspensdes lipossomais de: (A)
PC 1,5 mM, em tampao fosfato 50 mM, pH 7.,4; (B) PC e PG (5% em mols), em tampao fosfato 50
mM, pH 7.4.

Da mesma forma, foram obtidos espectros do cit ¢ em suspensio lipossomal (Figura
22) mostrando alteracdo apenas na presenca de 0,5% em mol da xantofila na vesicula. Os
painéis A e B representam experimentos realizados nas mesmas condi¢cdes descritas para
obtencdo dos espectros anteriores.

A degradagdo do carotendide evidenciada pela diminui¢do na absorbancia do pico em
483 nm parece ser mais pronunciada que o descoramento do cit ¢. Nao é possivel verificar
diferencas atribuiveis a associag¢@o da proteina com as membranas de diferentes composicdes,
visto que a banda Q ndo € evidente, tal como mostrado nas Figuras 20 A e B.

O espectro do cit ¢ 150 uM foi obtido antes (linha preta) e apds (linha cinza)
incubacdo com SIN-1 mesma concentracdo, em cubeta de caminho 6ptico de 1 mm (Figura
23). Conforme ja citado, ndo foram visualizadas importantes alteracdes estruturais na
proteina, apenas pequena redugdo da banda 550 nm. Porém ao avaliar exclusivamente o pico
de 695 nm em cela de caminho 6ptico de 1 cm, uma diminui¢cdo na absorbancia é observada,
evidenciando que a coordenagdo com a Met 80 foi rompida (Figura 23, detalhe) (MUGNOL
et al, 2008).

Por fim, foi obtido espectro do SIN-1 em solugéo tamponada com fosfato 50 mM pH
7,4 e na presenca de lipossomos de PC 1,5 mM para verificar o aumento de absorbancia e o

desvio do pico causado pela presenca das vesiculas (Figura 24).
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Figura 22 — Espectros UV-VIS em 0, 10, 20, 30 e 40 min do cit.c (5 uM) modificado por adigdes
sequenciais de SIN-1 (50 uM) nos tempos t = 0 min e t = 20 min em suspensdes lipossomais de: (A)
PC 1,5 mM, contendo 0,5% (em mols) de AST, em tampao fosfato 50 mM, pH 7.4; (B) PC e PG (5%
em mols), contendo 0,5% (em mols) de AST, em tampdo fosfato 50 mM, pH 7,4.
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4.4 Espectros de Ressoniancia Paramagnética Eletronica do Sistema Cit ¢/SIN-1

em Baixa Temperatura (EPR)

Estes experimentos foram realizados com a finalidade de verificar possiveis alteracoes
no estado spin do ferro heminico do cit ¢ quando incubado com 150 uM de SIN-1 a 37°C. A
linha “a”, da Figura 25, mostra o espectro de EPR do cit c em tampao fosfato 50 mM, pH 7.4.
Este espectro corresponde a forma nativa do cit ¢ Fe®* e apresenta baixo spin com simetria
rombica (NANTES et alli, 2000). Na mesma Figura, a linha “b” caracteriza o espectro do cit ¢
ap6s 82 min de incubacdo com SIN-1 e a linha “c” a simulag@o feita para calcular os valores
de g referentes a linha “b”. Neste espectro € possivel observar duas populagdes da proteina.
Uma delas trata-se da forma nativa (g;= 3,04 e g,=2,23) de baixo spin com simetria rombica e
a outra também com baixo spin mas com rombicidade menor que a da primeira populacdo

(g1= 2,736, go= 2,465 e g3=2,058).
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Figura 25 — Espectros de EPR do cit ¢ 150 uM em tampao fosfato 50 mM, pH 7,4, na auséncia (linha
“a”) ou na presenca do gerador de perdxinitrito (linha “b””) SIN-1 150 uM, ap6s 60 min de incubacio a

z

37°C. A linha “c” é a simulagéo elaborada para cdlculo dos valores de g.

A Figura 26 (A) apresenta os espectros de EPR do ferro heminico do cit ¢ tratados
com SIN-1 na presenca e auséncia de lipossomos de PC ou PCPG10% ou de tert-butil-
hidroperéxido. Este sistema foi elaborado sob pressdo atmosférica (normdxia). Ainda na
Figura 26 (B) estdo apresentados os espectros de EPR de sistemas semelhantes ao descrito

anteriormente, diferindo apenas no fato de que este ensaio foi realizado sob atmosfera de
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nitrogénio. O gas nitrogénio foi também borbulhado previamente no tampdo para garantir
condicdo de hipdxia ao experimento.

As linhas “a” na Figura 26 (A) e (B) referem-se ao sinal do ferro heminico apds tratar
o cit ¢ (em solucdo) com SIN-1 durante 82 min na presenca ou auséncia de oxigénio,
respectivamente. Neste espectro € possivel verificar um sinal de maior intensidade do ferro
heminico no sistema sob hipdxia. As linhas “c” correspondem ao sinal do ferro heminico apds
o tratamento com SIN-1 na presengca de vesiculas de PC. De maneira semelhante, estes
ensaios também apresentaram sinal mais intenso na condi¢do de hipdxia. As linhas “e”
mostram os espectros de EPR do ferro heminico de cit ¢ em condi¢Ges idénticas a anterior,
porém na presenga de lipossomos de PCPG10%.

As linhas “b”, “d” e “f” correspondem as mesmas condicdes citadas nas linhas “a”, “c”
e “e”, respectivamente, mas imediatamente apds a adi¢do de fert-butil-hidroperdxido. Sob
situacdo de normoxia, os espectros “b”, “d” e “f” apresentam trés populacdes, uma nativa
(mais pronunciada no espectro “f”’), como ja descrita anteriormente, outra de alto spin (g =
6,0) e por ultimo uma forma oxidada (g = 4,3). Apds o tratamento com fert-butil-
hidroperéxido, a forma de baixo spin com simetria menos rdmbica desaparece. Em condicdo

de hipdxia, além da forma de baixo spin com simetria menos rdmbica a forma nativa nestes

espectros também desaparece apds o tratamento com fert-butil-hidroperdxido.
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Figura 26 — Espectros de EPR do cit ¢ 150 uM em tampao fosfato 50 mM, pH 7.4, ap6s 82 min de
incubag@o a 37°C na presenca do gerador de peroxinitrito, SIN-1 150 uM (linhas “a” e “b™), e de
vesiculas lipossomais de PC 1,5 mM (linhas “c” e “d”) ou PCPGL10% (linhas “e” e “f’) e de fert-
butOOH 15 mM (linhas “b”, “d” e “f’). (A) na presenca de O, (normdxia); (B) saturada com N,
(hipéxia).
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4.5 Espectros de dicroismo circular (CD)

O espectro de dicroismo circular do cit ¢ foi obtido na presenga de vesiculas de PC e
PCPG10%, com a finalidade de verificar se as diferentes composi¢des da vesicula afetam a
proteina. Neste procedimento foram avaliados as alteracdes dicréicas em comprimentos de
onda da faixa do UV distante (190 a 260 nm), do UV préoximo (250 a 350 nm) e da banda
Soret (390 a 450 nm), indicadas anteriormente na Figura 9, itens A, B e C respectivamente.

Cada painel da Figura 27 apresenta trés espectros, onde a linha preta representa o
espectro de CD do cit ¢ nativo em tampao fosfato 20 mM. A linha cinza representa o espectro
do cit ¢ na presenga de lipossomos de PC e a linha tracejada, PCPG10%.

Nos espectros de UV distante (190 nm a 260 nm), Figura 27 (A), sdo perceptiveis
alteracdes nos picos em 208 nm e 222 nm, na presenga do lipossomo PCPG10%. A banda em
208 nm do cit ¢ nativo, que apresentava menor intensidade que a banda 222 nm, quando em
vesicula anidnica, revela diferenga menor entre os citados picos. O espectro de UV distante do
cit ¢ na presenca de vesiculas de PC é quase idéntico ao do cit ¢ nativo.

Realizou-se uma deconvolucio do espectro UV distante, utilizando-se o software k2d,
disponivel no site da European Molecular Biology Laboratory (http://www.embl-
heidelberg.de/~andrade/k2d/). Nao foram observadas alteragdes nas porcentagens de
estruturas secunddrias da proteina (o - hélice = 31%; folhas - § = 10%; estrutura randémica =
59%) na presenca do lipossomo com fosfolipidio anidnico (ANDRADE et al, 1993).

Observando-se os espectros de UV préximo (250 nm a 350 nm) (Figura 27 (B)),
percebe-se mudancas sutis nos picos em 282 nm e 288 nm, e altera¢do das bandas préximas a
260 nm. Aqui, novamente, os espectros correspondentes ao cit ¢ nativo na presenca de
vesiculas de PC, sdo quase idénticos, com o minimo de 288 nm mais intenso que o pico de
282 nm. Com as vesiculas de PCPG10% a banda de 288 nm diminuiu de intensidade,
aproximando-se do valor do pico em 282 nm (SINIBALDI et alli, 2005).

Ao verificar o espectro da banda Soret (390 nm a 450 nm) (Figura 27 (C)), percebe-se
que o pico em 416 nm é 50% maior que o pico em 405 nm. Quando o espectro Soret de cit ¢
foi obtido em presenga de PC, houve uma diminui¢do sutil no maximo em 405 nm. A
presenga do fosfolipidio anidnico fez com que os dois picos, em 405 nm e 416 nm,

diminuissem de intensidade.
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Figura 27 — Espectro de dicroismo circular do cit c. (A) corresponde ao UV distante, (B) ao UV
préximo e (C) a regido Soret. Linha preta — cit ¢ nativo, linha cinza — cit ¢ + vesiculas de PC e
linha tracejada — cit ¢ + vesiculas de PCPG10%.

Para caracterizar melhor o efeito do SIN-1 (10 uM) sobre o cit ¢ (10 uM), espectros de
CD (em solugd@o de tampdo fosfato 20 mM, pH 7,4) foram obtidos antes (linha preta) e apds
(linha cinza) incubar a proteina com o gerador de NO® por 82 min (Figura 28 (A), (B) e (C)).
A Figura 28 A representa o espectro de UV distante do cit ¢ e revela uma pequena diminui¢ao
na proporcdo de a-hélice, indicada pela diminui¢do nos picos em 210 nm e 222 nm.
Novamente, a deconvolugdo destes espectros foi feita com o programa k2d. (ANDRADE et
al, 1993), confirmando a diminuicdo na propor¢io de a-hélice (de 39% para 34%). O
espectro de UV préximo correspondente ao mesmo tratamento (Figura 28 B), mostrou uma
pequena diminui¢do nas bandas de 260 nm e 305 nm, indicando pequena alteracdo da

estrutura terciaria da proteina.
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No espectro relativo a regido Soret (Figura 28 C), o Fe’* cit ¢ nativo (linha preta)
apresenta dois picos negativos (em 330 e 374 nm) (banda N) que aumentam de intensidade
quando o cit ¢ € tratado com SIN-1 (linha cinza). Na banda Soret, a proteina nativa apresenta
um efeito Cotton, definido por um pico positivo seguido de outro negativo, de intensidade
préxima. Apds o tratamento, o pico positivo da banda Soret diminui de intensidade, enquanto
a banda negativa se manteve proxima da intensidade original com apenas um pequeno desvio
para a regido do azul. A linha pontilhada representa a subtragdo de metade do valor de
espectro do cit ¢ nativo, pelo espectro da proteina tratada com SIN-1, feita para verificar o
espectro da proteina tratada, sem interferéncia do espectro do cit ¢ nativo, visto que, conforme

visualizado nos espectro de EPR, nem toda a proteina ¢ alterada pelo tratamento com SIN-1.
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Figura 28 — Espectro de dicroismo circular do cit ¢ (10 pM) tratado com SIN-1 (10 uM). (A)
corresponde ao UV distante, (B) ao UV préximo e (C) a regido Soret. Linha preta — cit ¢ nativo,
linha cinza — cit ¢ + tratado com SIN-1 e linha tracejada — subtracdo de cit c tratado pela metade
do valor de cit c nativo.

4.6 Espectroscopia UV-Vis do cit ¢ incubado com SIN-1

Os efeitos causados pelos produtos da termoélise do SIN-1 (Figura 29) sobre o cit ¢

foram acompanhados por espectrofotometria UV/VIS. Estes espectros foram tracados com a
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finalidade de complementar os experimentos de ERP. Por este motivo, foram adquiridos
espectros do cit ¢ (10 uM) incubado com SIN-1 (10 uM) em solugdo (Figura 29 (A) e (B)),
contendo vesiculas de PC (Figura 29 (C) e (D)) e de PCPG10% (Figura 10 (E) e (F)). Os
espectros foram obtidos em atmosfera de nitrogénio (Figura 29 (A), (C) e (E)) e pressdo
atmosférica (Figura 29 (B), (D) e (F)). Na Figura 29, as linhas pretas representam o espectro
do cit c um minuto apds a adicdo do SIN-1 e a linha cinza corresponde ao espectro ap6s 82
min de incubacio.

E possivel observar no espectro do cit ¢ em solugcdo (Figura 29 (A) e (B)) que, em
condicdo de hipdxia (banda em 550 nm — Figura 29 (A)), houve uma reducido do ferro
heminico, mais acentuada em comparacdo a condi¢do de normodxia (banda em 550 nm —
Figura 29 (B)). Além disso, o pico correspondente a banda Soret (409 nm), na primeira
condicdo citada (Figura 29 (A)), apresentou um desvio em dire¢do a comprimentos de onda
mais altos e também um aumento de intensidade, o que se pode atribuir a reducdo do ferro
heminico.

Na presenca de lipossomos de PC ou de PCPG10%, em hipéxia (Figura 29 (C) e (E)) a
reducdo do ferro heminico foi menor que aquele apresentado pelo cit ¢ em solug¢do. Tanto em
condicdes de hipdxia quanto norméxia (Figura 29 (D) e (F)), observa-se um desvio e queda na
banda Soret.

A Figura 30 descreve a cinética de absorbancia do pico de 550 nm que, como
anteriormente citado, indica a reducéo do cit c¢. Neste estudo é possivel observar maior indice
de redugdo do cit ¢, em solucdo e sob hipéxia. A condi¢do de menor indice de reducdo do
ferro heminico corresponde a cinética ocorrida na presenca de lipossomos de PCLPG10% em
condicdes de normodxia. Salienta-se que o cit ¢ em solucdo aerada também apresentou um dos

menores indices de redugio.
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Figura 29 — Espectro UV/VIS de cit ¢ em solucdo (A) e (B), na presenca de vesiculas de PCL
(C) e (D) e de PCLPG10% (E) e (F). A coluna da esquerda corresponde a condi¢do de hipdxia,
enquando a da direita, a condi¢do de normdxia.
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Figura 30 — Cinética de absorbancia do cit ¢ da banda em 550 nm. As cores das linhas
representam: Preta — cit ¢ em solugdo (hipdxia); Vermelha — cit ¢ em solug@o (normdxia); Verde
— cit ¢ com vesiculas de PCL (hip6xia); Azul — cit ¢ com vesiculas de PCL (norméxia); Ciano —
cit ¢ com vesiculas de PCLPG10% (hipdxia); Rosa — cit ¢ com vesiculas de PCLPG10%
(normoxia).

4.7 Geracao de NO*

A cinética de liberacio do NO™ por SIN-1 em pH 7,4 (Figura 31) é um evento termo-

N

dependente, uma vez que o aumento da concentracio do NO' aumenta 2 medida que

N

temperatura do sistema, constituido em gelo, se estabiliza a temperatua de 37° C no

fluorimetro.

A Figura 31 mostra diminuicdo na disponibilidade de NO" na presenga de cit c, fato
este que ndo foi visualizado na presenca de CuZnSOD.

Com a finalidade de verificar se o efeito causado pelo cit ¢ ndo correspondia a
uma supressdo na fluorescéncia, ao invés de interacdo com o NO’, outra cinética foi
realizada, desta vez sem membrana (Figura 32). O SIN-1 foi incubado a 37° C no
fluorimetro, com o DAF-FM e, apds 5000 s, o cit ¢ foi adicionado. Observa-se que
realmente houve uma pequena supressao na fluorescéncia, porém nio corresponde a
diminui¢do na intensidade visualizada quando cit ¢ e SIN-1 foram adicionados ao

mesmo tempo.
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Figura 31 — Cinética de liberagido de NO’ pela decomposi¢do térmica do SIN-1 em pH
7,4 na presenca de lipossomos formados por fosfatidilcolina apenas (curva azul), de
superdxido dismutase (SOD) (curva vermelha) e de citocromo ¢ (Cyt ¢) (curva rosa).
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Figura 32 — Cinética de liberagdo de NO' pela decomposi¢do térmica do SIN-1 em
tampao fosfato pH 7,4. Ap6s 5000 s foi adicionado cit ¢ (150 pM)

4.8 Avaliacao de peroxidacao na interface membrana/agua

A geracdo de perdxidos na interface entre a membrana e o solvente foi também
avaliada através da oxidag@o do fluor6foro C11—BODIPY5 817591 (Figura 33) (WAHL, 2004).

Todas as curvas cinéticas apresentam uma queda abrupta na fluorescéncia, quando cit ¢ é
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adicionado (Figura 33 (A), (B), (C) e (D), primeira seta). As cinéticas seguidas na presenca de
vesiculas de PC ou PCPG10%, sem (Figura 33 (A) e (C)) e com SIN-1 (Figura 33 (B) e (D)),
demonstram que, 2 medida que a termdlise do SIN-1 procede, ocorre aparentemente um
pequeno aumento na fluorescéncia.

Observa-se que, apds a primeira adicdo de fers-butil-hidroperéxido, a queda na
fluorescéncia foi mais abrupta nos experimentos em que o SIN-1 ndo foi incluido (Figura 33
(A) e (C)). Além disso, quando se comparam os resultados na presenca de vesiculas de PC
com vesiculas de PCPG10%, € possivel verificar que a queda na fluorescéncia é mais rdpida,
ap6s a adig¢@o de fert-butil-hidroperéxido, quando o fosfolipidio anidnico estd presente. Na
Figura 33 (B), inclusive, nota-se que a fluorescéncia ndo chega aos niveis basais,

diferentemente das outras trés curvas cinéticas apresentadas.
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Figura 33 — Cinética de fluorescéncia do C,;-BODIPY*"**!, durante incubacio com cit ¢ seguida
de adi¢des de -butOOH, na presenga de lipossomos de (A) PC — sem SIN-1; (B) PC — com SIN-1;
(C) PCPG10% - sem SIN-1 e (D) PCPG10% - com SIN-1.
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4.9 Efeito da AST no diametro das vesiculas

A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos através da técnica de espalhamento de luz
dindmico. Comparando-se o didmetro das vesiculas de PC, PCPG5% e PCPG10%, com e sem
AST ¢€ possivel afirmar que, na concentragdo utilizada do pigmento (0,5% em relacdo a

concentracdo de PC), ndo houve diferencga significativa no didmetro dos lipossomos.

Tabela 2 — Valores de diametro de vesiculas contendo AST, obtidos através da técnica
de espalhamento de luz dinamico.

tPi 50 mM (pH 7,4) | + AST (tPi pH 7,4)
(2 em nm) (& em nm)
196,7 184,2
PC (1 mM)

10,8 10,6

191,5 181,2
PC (1 mM) PG5%

10,3 10,3

189,1 190,4
PC (1 mM) PG10%

13 +04

A pequena diminuic¢do aparente no didmetro do lipossomo quando PG estd presente
pode ser explicado por um efeito de repulsdo causado pelas cargas negativas no lipossomo,
desde que o aparelho mede a mobilidade entre as particulas, correlacionando-a com o seu

didmetro.
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5. Discussao

Os ensaios de lipoperoxidacdo (Figura 11) demonstram que o cit ¢ sozinho é capaz de
aumentar os indices de TBARS de vesiculas de PC e PCPG5% em que foi incorporado,
provavelmente em virtude de sua atividade peroxidédsica. Quando incubado com SIN-1, nestas
vesiculas, os indices de peroxidagdo foram semelhantes aos obtidos com cit ¢. Em
concordancia com os trabalhos de Denicola e Radi (2005), o NO® e o ONOO", formados pela
termolise do SIN-1, aumentaram a atividade peroxiddsica do cit ¢, pois as alteracdes
estruturais na protefna (liberando o sexto ponto de coordenagdo) facilitariam a formacdo de
intermedidrios de alta valéncia do ferro (ferril ou perferril).

Nosso resultado pode ser explicado pela pequena interagio entre o cit ¢ € a membrana,
j& que esta é zwiteridnica (vesiculas de PC — Figura 11 (A)) e a proteina apresenta
aminodcidos basicos na sua superficie (MCMILLIN; DOWHAN, 2002; BATTHYANY et al,
2005). No caso das vesiculas de PCPG5% (Figura 11 (B)), aumento dos indices de
lipoperoxidagdo do sistema contendo SIN-1 + cit ¢ ndo foi observado pois a concentragdo de
fosfolipidio anidnico provavelmente nao foi suficiente para que o cit ¢ interagisse de forma
eficiente com a membrana. Pesquisas que usam cardiolipina para avaliar a atividade
peroxidésica do cit ¢ utilizam cerca de 25% desse fosfolipidio com relacdo ao total de
fosfolipidios da vesicula (NANTES et al, 2000).

Conforme previsto, na presenca de lipossomos formados por PCPG10% (Figura 11
(C)), houve aumento da lipoperoxidagdo quando cit ¢ e SIN-1 foram incubados juntos,
atribuivel a alteracdes no cit ¢ (aumentando a sua atividade peroxiddsica) e pela interacdo
entre a proteina e a membrana (DENICOLA; RADI, 2005; BAYIR et al, 2006). Esta
intera¢do ¢ importante devido a aproximagdo do peréxido produzido as duplas ligagdes dos
ésteres de acido graxo dos fosfolipidios e a regido onde se localiza o ferro heminico,
facilitando a formagao dos j citados intermedidrios de alta valéncia (NANTES et al, 2000).

Os experimentos representados pela Figura 11 demonstram que a AST atuou
eficientemente como antioxidante nos sistemas causadores dos maiores indices de
peroxidacdo lipidica (cit ¢ ou cit ¢ + SIN-1). Entretando, o pigmento ndo mostrou a mesma
eficiéncia no sistema de oxidag¢do mais moderado (SIN-1 somente).

E possivel também observar que, na presenca das vesiculas de PCPG10%, a AST foi
menos eficiente do que nos sistemas contendo PC e PCPG5%, fato este que também foi
observado em outros experimentos (Figuras 12, 13 e 14). Este efeito pode ser atribuido a

maior permeabilidade da regido hidrofébica da membrana as espécies reativas, pois, conforme
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ja reportado, a presenca de fosfolipidios anidnicos aumenta a fluidez da bicamada lipidica
(WATTS et al, 1978). Este efeito pode ser também atribuido ao fato de o cit ¢ interagir
melhor com a membrana de PCPG10%. Assim, o éster de 4cido graxo “entra” no bolsdo
hidrofébico formado no centro do cit ¢, posicdo chamada na literatura de “lipidio estendida”
(KAWALI et al, 2005), ficando os radicais ali produzidos inacessiveis a AST.

Os resultados da lipoperoxidacdo estudada em diferentes pHs indicam que os sistemas
oxidantes compostos pela mistura de cit ¢ [Fe*] e SIN-1 produziram os maiores indices de
oxidacdo lipidica das suspensdes lipossomais (Figuras 12, 13, 14, 15, 16 e 17). Como outras
proteinas, o cit ¢ representa um dos principais alvos moleculares de EROS/ERNS,
principalmente do *NO e ONOO™ (DENICOLA; RADI, 2005). Curiosamente, o cit ¢, como
uma hemeproteina, poderia receber elétrons do préprio SIN-1 inibindo a formagio de O," e se
tornando um gerador exclusivo de NO® (SINGH et al, 1999). Por isso, este complexo sistema
gerador de espécies reativas demanda aten¢@o especial para se explicar a lipoperoxidagdo aqui
relatada.

A atividade peroxidasica do cit ¢ foi relacionada com a nitrosilagdo dos residuos de
tirosina (Tyr) situados nas posicdoes Tyr 74 e Tyr 97, produzindo 3-nitrotirosina, porém a
oxidacdo de outros residuos também pode afetar a estrutura proteica, resultando em ruptura da
sexta coordenacdo com a Met80 (BATTHYANY er al, 2005). Além disso, reagoes
envolvendo residuos de aminodcidos em locais especificos podem acarretar a perda da funcao
de transporte de elétron do cit c. Neste caso, oxidagdes severas podem resultar na liberagcdo do
fon Fe'* presente no centro de seu grupamento heme (BATTHYANY et al, 2005). Tons de
Fe®, através da reacdo de Fenton, é capaz de gerar radical hidroxila (HO®). Este radical é
conhecido por ser uma das EROs mais lesivas as biomoléculas e, desta forma, causadora de
altos indices de lipoperoxidacao.

Para melhor compreensdo dos mecanismos de reagdo envolvendo cit ¢ e SIN-1,
diversos experimentos foram realizados. As andlises espectrofotométricas UV/Vis do cit ¢ em
presenca dos lipossomos (Figura 18), demonstraram que hd uma pequena alteracio
conformacional na proteina na presenca de lipossomos de PCLPG5% (Figura 18 (B)). Nos
espectros UV/VIS uma pequena alteracdo na banda Q (550 nm) € visualizada. Esta banda se
refere a alteragdes da valéncia do ferro heminico (MAUREN et al, 2004). Curiosamente a
banda Soret no espectro UV/VIS, que se refere ao ambiente do heme, ndo apresentou
alteracdes na presenga das vesiculas de PCLPG5%, indicando que ou nédo houve alteracio na
sexta coordenacdo, ou que esta foi substituida (do enxofre da Met80) por outro ligante de

campo forte (MUGNOL et al, 2008).
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Conforme relatado nos resultados, a presenca da AST na membrana, cuja absorbéncia
maxima ocorre em 483 nm (Figura 19), encobriu a banda em 550 nm do cit ¢ (Figura 20).
Entretando, pode-se sugerir que ndo houve altera¢des na proteina, ja que a banda Soret nio
sofreu variagdes significativas.

Espectros UV/Vis obtidos do tratamento do cit ¢ com SIN-1 (este, 10 vezes mais
concentrado que a proteina) (Figura 21) demonstraram a ocorréncia de um modesto
descoramento da banda Soret, sugerindo degrada¢do do heme. Além disso, a banda Q (550
nm) teve intensidade menor nos lipossomos de PC e PCPG5% sugerindo oxidagdo do ferro
heminico.

Quando este mesmo tratamento foi realizado em vesiculas contendo AST (Figura 22),
foi possivel perceber queda na absorbancia da banda Soret, e descoramento da banda de AST.
Tal resultado poderia ser atribuido a degradacdo da proteina e também interceptacdo do
radical pela AST, mas a diminuicdo na intensidade do pigmento, que € maior do que a
visualizada na proteina, pode interferir na absorbancia da banda Soret. Este experimento
sugere que o carotendide esta interceptando os radicais gerados (BARROS et alli, 2001;
PANASENKO et alli, 2000), mas nido € possivel afirmar a extensdo da lesdo ocorrida na
proteina. Nestes espectros também néo foi possivel acompanhar a oxidagédo da proteina, pelos
motivos ja expostos anteriormente.

O espectro do cit ¢ incubado com SIN-1 na mesma concentracdo de 150 uM (Figura
23) demonstrou que, nesta condicdo, o descoramento da banda Soret ndo € mais visualizado,
mas apenas uma pequena reducdo do ferro heminico. Porém, no detalhe desta Figura,
observa-se decaimento da curva de absorbancia acompanhada em 695 nm, indicando que a
proteina perde a coordenagdo com a Met80. Tal fato evidencia o aumento da atividade
peroxiddsica do cit ¢ causado pelas EROs/ERNs geradas na decomposi¢do do SIN-1
(KAPRALOV et al, 2007).

Tendo em vista que os experimentos de UV-Vis ndo foram suficientemente
reveladores da natureza das alteragdes no cit ¢, causadas pelas EROs/ERNs geradas pelo SIN-
1, realizou-se experimentos complementares por ERP em baixa temperatura (11 K), sensivel
para qualificar o ferro heminico.

Esperimentos de EPR visam comparar o cit ¢ (em solu¢do) no estado nativo com
aquele tratado com SIN-1 (Figura 25, linhas “a” e “b”). A populacdo de simetria menos
rombica (spin 1/2) (Figura 25 linha “b”) foi prevalente quando a proteina reagiu com espécies

reativas geradas durante a degradacdo térmica do SIN-1, causando alteracdes na sua
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conformacéo espacial (NANTES et al, 2000). Neste caso, o baixo grau de rombicidade pode
decorrer da troca da Met80 do sexto ponto de coordenag@o por outro aminodcido.

Uma espécie de menor rombicidade de cit ¢ foi recentemente descrita na literatura
(MUGNOL et al, 2008). Este cit ¢ foi obtido na presenca de membranas anidnicas e sua
obtencdo € dependente da razdo proteina/lipidio. O cit ¢ descrito neste trabalho tem baixo spin
(1/2) e apresenta g; = 2.902, g, = 2.225, and g3 = 1.510 (MUGNOL et al, 2008). Conforme
observado na simulacdo apresentada na Figura 25 linha “c”, o cit ¢ obtido apds tratamento
com SIN-1, exibe valores de g, = 2.736, g, = 2.465, and gz = 2.058. Estes dados atestam que o
ferro heminico apresenta uma simetria ainda maior do que aquele relatado na literatura. No
ultimo trabalho de Mugnol et al (2008), o aumento da simetria do heme foi atribuido a
substitui¢do da Met80, que coordena o ferro heminico através de um enxofre, por uma lisina
(provavelmente a lisina 79). Esta e a histidina presente na quinta posi¢do, coordenam o ferro
através de um atomo de nitrogé€nio do aminodcido e assim, seria justificado o aumento na
simetria. No nosso caso, a aproximagdo dos valores de g sugerem que outros aminodcidos,
diferentes de lisina, poderiam substituir a Met80. Outra histidina justificaria o aumento ainda
maior na simetria.

Considerando que todos os experimentos de lipoperoxidacdo foram realizados sob
pressdo atmosférica de O,, o qual estd envolvido na decomposicdo do SIN-1, ensaios de EPR
em baixa temperatura do cit ¢ foram conduzidos, em solucdo e na presenca das vesiculas de
PC e PCPG10%, sob condi¢des de normdxia e hipéxia.

Nos ensaios elaborados na presenca e auséncia de oxigénio (Figura 26 A ¢ B
respectivamente), as linhas “a” representam o cit ¢ em solugdo, apds o tratamento com SIN-1
em condi¢des de norméxia (Figura 26 (A)) e hipéxia (Figura 26 (B)). E possivel perceber um
aumento do sinal do ferro heminico na auséncia de oxigénio. Isto pode ser explicado pela
presenga de oxigénio, pois o radical anion superéxido formado € capaz de reduzir o Fe (III) do
cit ¢ a Fe (II). Este é diamagnético e portanto ndo apresenta sinal de EPR. Além disso, um
sinal discreto de g ~ 5,0, que ndo pode ser simulado pois sua intensidade era muito baixa,
também deve estar presente. Considerando que, em condicdes de hipdxia, hd maior
disponibilidade de NO®, este sinal poderia ser resultante da interagio entre NO® e a protefna.

A adi¢do de 15 mM de t-butOOH apés o tratamento do cit ¢ com SIN-1 (Figura 26 (A)
e (B), linhas “b”) resultou no aparecimento de duas novas populagdes de cit ¢ Fe (III): uma
com alto spin (5/2) de simetria axial (g = 6,0) (FEHER, 1970) e outra de alto spin com
simetria rémbica (g = 4,3) (WICKMAN; KLEIN; SHIRLEY, 1965). Este ultimo sinal

demonstra que a proteina sofreu extensos danos oxidativos. Em condi¢des de hipdxia, ha
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também o sinal largo em g ~ 5,0 que afeta o pico referente ao cit ¢ Fe (II) de alto spin e
simetria axial (g = 6,0).

As linhas “c” da Figura 26 (A) e (B) correspondem ao sinal do ferro heminico ap6s o
tratamento com SIN-1, mas neste caso, no meio contendo lipossomos de PC. Nesta situacdo o
sinal do ferro heminico quase desaparece na presenca de oxigénio. Tal eficiéncia na reducdo
do ferro pode ser uma conseqiiéncia de uma menor velocidade de reagdo entre 0 O," e 0 NO®,
jéa que este dltimo € mais difusivel em membranas, visto que ndo possui cargas. O cit ¢ Fe (II)
¢ diamagnético quando coordena ligantes de campo forte. Nestes espectros, na auséncia do
oxigénio, verifica-se uma menor populacdo de cit ¢ com baixa rombicidade. Isto pode ser
explicado pelo fato de a membrana agir como seqiiestrador de NO®, pelos motivos expostos
anteriormente (MAUREN et al, 2004). Novamente, em condi¢des de hipdxia, o sinal de g ~
5,0 estava presente.

Novamente, apds a adi¢do de -butOOH (Figura 26 (A) e (B), linha “d”), apareceram
os sinais de g = 6,0 e g = 4,3. No experimento em normoéxia (Figura 26 (A), linha “d”), tais
sinais foram menos intensos que os visualizados no tratamento anterior. Além disso, a
populacdo de cit ¢ nativo voltou a aparecer, porém 0 mesmo ndo ocorreu com o sinais de cit ¢
de simetria menos rombica. A diminui¢do da populagdo de cit ¢ Fe (III) com g = 4,3 indica
que a proteina sofreu menor lesdo oxidativa promovida por peréxidos, resultando em menor
alteracdo no heme. Tal fato pode ser explicado pela anterior redu¢do do ferro heminico pelo
0,". Além disso, o desaparecimento da populagdo de cit ¢ Fe (III) com simetria menos
rombica pode ser um indicio de que esta forma de cit ¢ € uma peroxidase mais eficiente que a
forma nativa da proteina. Na literatura j4 foi reportado que cit c¢ tratado com ERNs se torna
uma peroxidase mais eficiente (JANG; HAN, 2005).

Em condicdes de hipdxia, os sinais g = 6,0 e g = 4,3 (Figura 26 (B), linha “d”), sdo
mais evidenciados, ainda que menor do que aquele apresentado com cit ¢ em solugdo, seguido
de desaparecimento das duas populacdes de cit ¢ baixo spin. Este resultado também é um
indicio de que, além da presenca da bicamada lipidica, a qual j4 foi descrita como protetora da
proteina (NANTES et al, 2000), o préprio O,”, capaz de reduzir o ferro heminico,
paradoxalmente também pode protegé-la. O cit ¢ Fe®* ndo ¢ capaz de clivar o perdxido
(BARR; MASON, 1995) e ainda pode reduzir radicais livres, finalizando a cadeia de reagées
e evitando que o proprio cit ¢ e outras biomoléculas sejam alvos de peroxidagdio (MAUREN,
2004).

Nas linhas “e” da Figura 26, encontram-se os espectros de EPR do ferro heminico na

presenga de lipossomos PCLPG10%. A presenca do lipidio ani6nico faz com que o cit ¢
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interaja com a bicamada, por meio de interagdo eletrostatica e lipidio estendida (KAWALI et
al, 2005). Na presenca de PCLPG10%, observa-se que o cit ¢ apresenta sinais de cit ¢ Fe (IIT)
baixo spin. Assim, na presenca de oxigénio molecular, o sinal do ferro heminico € alto. Tal
fato pode ter ocorrido devido a reoxidag¢do do ferro heminico pelos radicais formados pela
reacdo do cit ¢ Fe’* com tracos de perdxidos de lipidio. Este fato ndo ocorreu com vesiculas
de PC por ndo haver uma interacdo tdo intensa com a proteina (NANTES ez al, 2001). Sem o
oxigénio molecular, o sinal do Fe (III) da forma nativa e a de menor rombicidade decrescem
concomitantemente com o surgimento do mesmo sinal largo de g ~ 5,0. Novamente, na
presencga de oxigénio a redugdo do ferro por anion superéxido pode proteger o grupo heme do
ataque.

Ao observar os sinais do ferro heminico de cit ¢ tratado com SIN-1 na presenca de
PCPG10% e imeditatamente apds a adicdo de tfert-butil-hidroperéxido, verifica-se no espectro
tracado na presenca de oxigénio (Figura 26 (A), linha “f’) os mesmos resultados apresentados
na linha “d” da Figura 26 (A). Tal resultado foi também reproduzido em condi¢des de hipdxia
(Figura 26 (B), linha “f”’), em comparagdo com a linha “d” da Figura 26 (B).

Em todos os experimentos, a adi¢do de -butOOH fez desaparecer o sinal da forma de
simetria menos rombica. Isto pode ter ocorrido pois esta espécie de cit ¢ € mais reativa com o
perdxido e, assim, mais susceptivel ao ataque por radicais livres (NANTES et al, 2000).

De acordo com os trabalhos do grupo de pesquisa do Skulachev (SKULACHEYV,
1998; KORSHUNOV et al, 1999), além das fungdes ja relatadas do cit ¢, ele também age
como um antioxidante, pois, na sua forma reduzida, pode doar elétrons aos radicais, sem gerar
outras espécies reativas (PEREVERZEV et al, 2003). Recentemente foi demonstrado que a
presenga de SOD mitocondrial pode apresentar um efeito pré-oxidante, visto que ela pode
competir com o cit ¢ pelo 0,", além de gerar H,O,, o qual pode reagir com cit c Fe® A
acarretando em lesoes oxidativas (GOLDSTEINS ef al, 2008). Neste trabalho, demonstra-se
que, além de proteger a membrana contra as lesdes oxidativas, a presenga do O,"
surpreendentemente também protege a propria proteina das EROs/ERNs.

Espectros de CD também foram obtidos (Figura 27) com a finalidade de observar o
efeito dos lipossomos sobre as estruturas secunddrias e tercidrias do cit ¢ Fe®*. Conforme se
observa na regido do UV distante (Figura 27 (A)) e do UV préximo (Figura 27 (B)), o cit ¢
nativo e a proteina estudada na presenca de lipossomos de PC apresentam espectros quase
idénticos. De fato s6 € possivel perceber diferengas entre os espectros de cit ¢ nativo (linha

preta) ou cit ¢ + PC (linha cinza) na regido da banda Soret (Figura 27 (C)). Porém, tendo em
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vista que houve uma pequena diminui¢@o tanto no pico positivo quanto no negativo da banda
Soret, ndo se pode afirmar que houve alguma alteracdo no ambiente que envolve o heme.

A presenca de membranas de PCPG10% alterou, ainda que sutilmente, o espectro de
CD do cit ¢ em todas as regides estudadas (Figura 27, linha tracejada). Apesar de ndo resultar
em diferencas nas propor¢des de estrutura secunddria, o PG, na concentracdo utilizada, foi
capaz de alterar a relag@o entre os minimos em 208 nm e 222 nm (Figura 27 (A)), indicando
uma pequena exposicdo de aminodcidos aromdticos (SINIBALDI et al, 2005). Os picos em
282 nm e 288 nm (Figura 27 (B)) também diminuiram de intensidade, indicando, novamente,
uma pequena exposi¢io do tnico triptofano (Trp 59) presente na proteina, corroborando o que
foi visualizado no UV distante (SINIBALDI et al, 2005).

Os dois picos a 405 nm e 416 nm, também diminuiram de intensidade na presenca de
lipossomos de PCPG10% (Figura 27 (C), linha tracejada). Tal diferenga, ainda que pequena,
representa uma alteracdo na estrutura do heme, indicando maior exposicao do ferro. Este fato
corrobora a hipdtese de que, na presenca destas vesiculas, a proteina tem sua atividade
peroxidésica aumentada (KAGAN et al, 2004; BELICOVA et al, 2005). Porém, salienta-se
que as alteracdes observadas foram muito sutis para serem consideradas significativas,
demonstrando apenas indicios de interacdo entre a proteina e o lipidio anidnico.

Os espectros de CD obtidos antes (Figura 28, linhas pretas) e ap6s (Figura 28, linhas
cinzas) o tratamento do cit ¢ Fe (III) com SIN-1 indica, no espectro de UV préximo (Figura
28 (A)), que o tratamento propiciou uma pequena abertura na estrutura da proteina, sugerida
pela diminuicdo na estrutura de a-hélice (de 39% para 34%). Houve também alteracdo no
microambiente dos residuos de fenilalanina (260 nm) e triptofano 59 (305 nm) (FASMAN,
1996), indicando uma pequena alteracdo na estrutura terciaria da proteina ou
nitra¢do/nitrosilacdo destes amindcidos (ALVAREZ, 1996).

Alteracdes mais relevantes foram observadas no espectro de CD da regido Soret
(Figura 28 (C)). O aumento da intensidade dos picos negativos presentes em 330 e 374 nm ja
foi anteriormente descrito em alteracdes de cit ¢ Fe (III) nativo para aquele de baixo spin com
pouca rombicidade (MUGNOL et al, 2008), sugerindo também alteracdo no sexto ligante do
ferro heminico. Além disso, houve um decréscimo no pico positivo da banda Soret enquanto o
pico negativo foi pouco alterado. Este resultado € sugestivo novamente da presenca de duas
populacdes de cit c. Por esta razdo, a subtragdo apresentada na linha tracejada da Figura 28
(C) foi elaborada, com a finalidade de observar melhor as alteracdes causadas pelo tratamento

com SIN-1. Novamente, foram observadas diferencas entre a banda Soret relatada no trabalho
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de MUGNOL e colaboradores (2008) e a obtida na presente pesquisa, 0 que sugere que a
sexta coordenacdo do ferro heminico foi substituida por ligantes diferentes em cada caso.

Os ensaios de espectroscopia UV/Vis foram realizados para se estudar os efeitos do
SIN-1 sobre o cit ¢ (Figuras 29 e 30). Nestes experimentos, observam-se que, em condigdes
de hipdxia, o cit ¢ em solugdo, incubado com SIN-1, foi quase totalmente reduzido (Figura 29
(A) — banda em 550 nm). Quando se decompde, o SIN-1 doa um elétron antes de perder o
NO®. Como a concentragio de oxigénio molecular no sistema é baixa, o SIN-1 doa um elétron
ao proprio cit ¢ que assim € reduzido (SINGH et al, 1999). Neste espectro a reducdo é
acompanhada de um desvio e aumento na absorbancia da regido Soret (409 nm). Esta
mudanga associada a redugao foi anteriormente reportada por NANTES et al (2001).

Em condi¢des de normoéxia (Figura 29 (B)), o cit ¢ quase ndo apresenta reducdo apos
os 82 min de incubagdo. Porém, é preciso relatar que o cit ¢ compete com o O, pelo elétron
doado pelo SIN-1 e, uma vez reduzida, a proteina pode ser re-oxidada, tanto pelo oxigénio
presente no meio, quanto pelo ONOQO™ gerado pelo SIN-1 (CASTRO et al, 2004).

Na presenca das vesiculas de PC e de PCPG10% (Figura 29 (C), (D), (E) e (F)) ndo
foram verificadas diferencas significativas nas bandas Q (550 nm) e Soret (410 nm), em
condicdes de hipéxia e normodxia. Tal fato pode ser atribuido a dificuldade de deaeracdo das
membranas. Como a concentracio de cit ¢ Fe(Ill) era muito baixa (10 uM), a razao cit c/O;
pode ser diferente daquela observada nos espectros de EPR em que o cit ¢ era 150 uM. Além
disso, as andlises de espectroscopia UV-Vis se mostraram pouco sensiveis ao sistema de
oxidacdo utilizado.

A geracio de NO® foi acompanhada através do aumento da fluorescéncia do composto
DAF-FM (Figuras 31 e 32). Conforme verificado na Figura 31, o cit ¢ diminui a
disponibilidade do NO® para reagir com o DAF-FM. Para dirimir ddvidas de que o efeito
apresentado fosse em decorréncia de supressdo de fluorescéncia e ndo pela interagdo entre
NO® (ou ONOO) e a proteina, um novo estudo cinético foi realizado, desta vez somente com
SIN-1 e a sonda em soluc¢do. Apds apds a corrida, foi adicionado cit ¢ para verificar a possivel
supressdo de fluorescéncia do DAF-FM (Figura 32). De fato, assim que o cit ¢ foi adicionado
houve uma queda na fluorescéncia, sugerindo supressdo. Porém, observa-se que esta
supressdo nao equivale ao baixo nivel de fluorescéncia apresentado pela Figura 31 (curva
rosa). Segundo a empresa Molecular Probes, o DAF-FM é um fluoréforo que reage
especificamente com NO®, porém pesquisas demonstram que esta sonda pode também reagir
com outras ERNs, como o ONOO™ (BALCERCYK et al, 2005), o que explica o motivo pelo

qual, apesar de o SIN-1 gerar tanto NO® quanto O,", a fluorescéncia do DAF-FM aumentou.
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O ONOO' formado pela decomposi¢cdo térmica do SIN-1 pode reagir com o cit c,
causando nitragdes em residuos de aminodcidos e, como ji citado, aumenta a atividade
peroxidésica da proteina (BATTHYANY et al, 2005). Esta ERN também deveria reagir com a
enzima CuZnSOD (ALVAREZ et al, 2004), que foi utilizada com um controle de baixo
indice de fluorescéncia, porém surpreendentemente, este indice foi semelhante ao controle
com PC. Estudos elaborados por Nagami et al (2005), demonstraram que os lipossomos
protegem a enzima CuZnSOD de oxidag¢@o causada por EROs.

Algumas pesquisas utilizam o C;-BODIPY>®"**!

para monitorar o efeito de
EROs/ERNs em membranas bioldgicas e vesiculas, pois esta sonda fluorescente se mantém
proéxima a interface membrana/dgua e € sensivel a perdxidos organicos e ao ONOO
(DRUMMEN et alli, 2002). Comparando-se os resultados apresentados pela Figura 33, a
adicao do cit ¢ diminuiu imediatamente a intensidade da fluorescéncia do C 11—BODIPY5 8175 91,
o que pode ser explicado por uma supressao de fluorescéncia causada pela proteina e nio por
radicais RO’ e ROO'".

Quando se comparam as curvas cinéticas obtidas na auséncia de SIN-1 (Figura 33 (A)
e (C)) com aquelas em que SIN-1 foi adicionado (Figura 33 (B) e (D)), apds a inclusdo de
tert-butil-hidroperéxido, no primeiro caso, houve uma acentuada queda na fluorescéncia,
possivelmente relacionada a atividade peroxidasica do cit ¢ diante da presenca do perdxido
organico. Quando o SIN-1 estava presente no sistema, a oxidacdo do fluoréforo
aparentemente foi atrasada e, na presenca de vesiculas de PC, ela nem atingiu os niveis basais
observados nos outros experimentos. Este dado indica, novamente, que o O,", gerado pelo
SIN-1, pode proteger a membrana de peroxidagao lipidica (SKULACHEV, 1999).

Justifica-se a acentuada queda na fluorescéncia observada na Figura 33 (C) pela
interagdo entre o cit ¢ e a bicamada lipidica, visto que assim que o fluoréforo
(localizadopréximo interface membrana/dgua) é aproximado do cit ¢, que apresenta atividade
peroxiddsica ja aumentada por desestabilizacido da sexta coordenacdo da proteina
(KAPRALOV et al, 2007). Novamente, o mesmo fendmeno nédo € observado no experimento
descrito pela Figura 33 (D) devido ao efeito do O," sobre o ferro heminico, que protege a
sonda de oxidagdo. Ainda assim, a peroxidagdo lipidica é maior na presenca do fosfolipidio
anidnico (Figura 33 (D)) do que com vesiculas de PC. Ainda que parte do cit ¢ esteja
protegido pela reducédo, a populacdo formada por cit ¢ Fe (II) de baixa rombicidade é capaz
de contribuir com a lipoperoxidagdo, visto que, segundo os resultados de EPR, ela é uma
peroxidase mais eficiente que o cit ¢ Fe(Ill) nativo. Novamente, foi demonstrado o paradoxal

efeito protetor causado pela presenga do anion radical superéxido e do cit ¢ Fe(IIl).
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O efeito da AST no didmetro das vesiculas foi estudado através da técnica de
espalhamento de luz dindmico. Os resultados apresentados demonstram que, tanto a alteracio
da composicdo da membrana, quanto a presenca do carotendide ndo afetaram de forma
significativa o didmetro médio dos lipossomos. Portanto, a AST ndo afetaria a estrutura dos
lipossomos. A utilizagdo de outras técnicas demonstraram que xantofilas com grupos polares
nos dois anéis B causam menos perturbacdo na membrana e se distribui melhor pela bicamada
lipidica, sem formar agregados (MCNULTY et al, 2007).

Pesquisas demonstram que a eficiéncia da AST na capacidade antioxidante decorre
também por via indireta, pela diminui¢do da fluidez da membrana na fase liquido-cristalina
(GABRIELSKA; GRUSZECKI, 1996), além da sua disposi¢do na bicamada lipidica (que é
perpendicular com relagdo a superficie da membrana). Este efeito permitiria que as espécies
reativas fossem interceptadas tanto na interface membrana/dgua quanto no core da bicamada
(MCNULTY et al, 2007). Segundo WISNIEWSKA et al (2006) os carotendides somente
interferem na difusibilidade de espécies reativas se estiverem dissolvidos na membrana como
“mondmeros” e a presenga de agregados causa perturbagdes nas membranas que aumentariam
esta permeabilidade.

O resultado de espalhamento de luz dindmico também confirma que os lipossomos
preparados pelo processo de extrusdo apresentam volume homogéneo. Segundo PATTY e
FRISKEN (2003), o didmetro da vesicula é inversamente proporcional a pressdo aplicada na
seringa do extrusor. Assim, os resultados de espalhamento de luz demonstram a
homogeneidade no tamanho de vesiculas preparadas por extrusdo. Nao obstante o aumento na
lipoperoxidagdo causado pela presenca de cit ¢ [Fe*] e o fato de a AST ndo ter causado
alteracdes perceptiveis no didmetro das vesiculas, o pigmento apresentou a mais evidente
capacidade antioxidante em todos os ensaios de lipoperoxidacdo realizados. Tal fato é
evidente mesmo nos sistemas formado em tampao de pH 6,2 e 6,8 com lipossomos compostos
apenas por fosfatidilcolina (Figura 12 (A) e (B)). Nos sistemas em que a oxidagdo foi menos
intensas, a AST apresentou menor eficdcia na prote¢do oxidativa ou, até mesmo, demonstrou
uma possivel atividade pré-oxidante, em condi¢des mais dcidas (Figura 12 e 15 (A) e (B)).

Com a incorporagdo de 5% e 10% de PG (com relagdo a concentragcdo de PC) na
composicdo lipidica das vesiculas, a acdo pré-oxidante da AST foi mais ainda evidenciada em
ambiente dcido, conforme sugerem as Figuras 13, 14, 16 e 17. Nos ensaios contendo 10% de
PG, o aumento da lipoperoxidacao foi visualizado inclusive em pH semelhante ao fisioldgico
(pH 7,4 — Figuras 14 e 17). Em conjunto, a alteracdo na composicdo do lipossomo e do pH

foram capazes de interferir na atividade da AST. Estudos prévios realizados com f—caroteno
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demonstraram que este pigmento pode exibir atividade pré-oxidante quando submetido a
diferentes condi¢des experimentais (RIETJENS er al, 2002). Estes resultados foram
observados em pesquisas in vivo, especialmente relacionados ao consumo de altas doses de [3-
caroteno em fumantes inveterados (RIETJENS et al, 2002). Porém, com outros carotendides,
ndo h4 estudos demontrando este mesmo resultado.

Nos ensaios efetuados com lipossomos contendo apenas PC, a AST demonstrou
atividade antioxidante mais eficiente quando submetida a pH 7,4 e 8,0, em comparacdo com
microambientes dcidos. O aumento da acidez aparentemente tornou o carotendide menos
eficaz em sua atuacdo antioxidante.

O aumento na concentracdo hidrogenionica na solugdo pode causar altera¢des na
reatividade dos radicais livres. O peroxinitrito (ONOQO’) se protona formando o &cido
peroxinitroso (HONOO), cujo pKa é 6,8 (DENICOLA; RADI, 2005). O HOONO, por nio
apresentar carga, pode se difundir através da membrana com maior velocidade, e é capaz de
formar, por fissdo homolitica, diéxido de nitrogénio (*NO;) e HO* (ALVAREZ et al, 2004;
DENICOLA; RADI, 2005), radicais altamente reativos.

Nos experimento de oxidacdo elaborados na presenga da enzima CuZnSOD (sistemas
5 e 6), ataxa de TBARS deveria, supostamente, diminuir, uma vez que um dos precursores do
potente agente oxidante ONOO™ estaria sendo eliminado do sistema pela CuZnSOD (radical
0,*). Os resultados mostraram que, na presenca da enzima, os niveis de TBARS foram
semelhantes ao controle e, algumas vezes, até maior. A enzima CuZnSOD deve ter sido
inativada por oxidacdo promovida pelos proprios radicais ONOO™ e HO* (ALVAREZ et al,
2004; NAGAMLI, et al, 2005). Além disso, a oxidacdo da enzima é capaz de formar radicais
histidinil, também reativos e, portanto, capazes de elevar os niveis de TBARS (ALVAREZ et
al, 2004). De acordo com Alvarez et al (2004), a inativagdo da enzima CuZnSOD ocorre com
maior rapidez quando a reacdo se procede em meio alcalino. Apesar de os resultados obtidos
serem proximos ao controle (Figuras 12 (C) e (D), 13 (C) e (D), 14 (D), 15 (C) e 16 (C) e
(D)), os sistemas que possuem CuZnSOD apresentaram aumento no indice de peroxidacdo
lipidica, em pH 7,4 e 8,0, respectivamente. Esse aumento, na auséncia do carotendide, ndo foi
tdo pronunciado, pois segundo Nagami et al (2005), a prépria membrana do lipossomo
poderia ter efeito protetor contra inativagdo da enzima.

Mesmo nos sistemas contendo CuZnSOD, quando na presenga da AST, o carotendide
se comportou de maneira semelhante ao sistema formado pelo cit ¢ e SIN-1. Em meio

moderadamente 4acido, a protecdo antioxidante do carotendide foi menos eficiente,
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apresentando até mesmo aumento nos indices de lipoperoxidacdo, em comparagdo aos
resultados obtidos em pH alcalino.

O pH, além de afetar a permeabilidade e a reatividade dos radicais, também deve
causar modificacdes nas propriedades fisico-quimicas determinadas pela membrana do
lipossomo. Conforme os trabalhos realizados por Sulkowski et al (2005), em pH d4cido, as
membranas apresentam maior rigidez a uma temperatura inferior a de transi¢do de fase,
comparadas com lipossomos produzidos em pH alcalino. Por outro lado, acima desta
temperatura, as primeiras membranas sdo mais fluidas que as segundas e, assim, sdo também
mais permedveis. Para a PC de gema de ovo, utilizada no presente trabalho, a temperatura de
transicdo € proxima de -5° C. Na temperatura em que os ensaios foram realizados, portanto, a
membrana se apresenta na fase cristal-liquido. O acréscimo de PG durante a formacgdo do
lipossomo causa diminui¢do no pH da superficie da membrana (GARBUZENKO et al, 2005).
Assim, lipossomos formados em tampao de pH 7,4 apresentam decréscimo no pH superficial,
no microambiente onde as interacdes entre fosfolipidios e a AST e/ou o cit ¢ sdo mais
pronunciadas (GARBUZENKO et al, 2005).

Gabrielska e Gruszecki (1996) relataram que a AST seria capaz de diminuir a fluidez
da membrana e, portanto, deveria diminuir também a difusdo de radicais através da
membrana. Outros experimentos demonstraram a importancia de relacionar alteragdes fisico-
quimicas e a atividade antioxidante destes pigmentos (WISNIEWSKA; WIDOMSKA;
SUBCZYNSKI, 2006; MCNULTY et al, 2007; SUJAK; STRZALKA; GRUSZECKI, 2007).

Inesperadamente a alteragdo no pH fez com que a AST aumentasse os niveis de
lipoperoxidacgdo. Segundo Sulkowski et al (2005), o pH altera a conformacao na regido polar
dos fosfolipidios. Em pH préximo de 5,0 a “cabeca” polar apresenta uma conformacio
paralela com a superficie da membrana. Em pH 7,4, a regido polar se mantém perpendicular
em relacdo a superficie da membrana e, em pH préximo de 8,0 a regido polar forma angulos
diferentes (porém préximos) de 90° com relacdo a superficie (Figura 34). Essa alteracdo
conformacional poderia, hipoteticamente, interferir na interacdo entre o carotendide e a
membrana, tornando-a menos eficiente em sua ac@o antioxidante. Sulkowski et al (2005)
ainda sugerem que as interacdOes mais distintas entre os fosfolipidios ocorrem quando a

“cabeca” estd na posi¢do perpendicular com relagdo a superficie (pH 7,4).



pH 2 pH7
H
H\c::,,H . H|_H )
H—:C-—I'-ll"— —H H—:,‘C—N‘—C(—H
H H H
HoC
H wHo Hp ' =
H.I | H b llcf__H H2£|:: f‘b"\l';
NI N 7 7
= CHa C/ CHb Oo—=pP—0 O=P—0
ne e s HC._ | |
H H e H H Q\ [w] [e]
P OH SR | '|
[s] (= r
CHaCH—CH2 fT'in—ﬁl.‘»H—CHz CI:DHE e EHE_EH_CHE
Q
0 00 0 o Q. 9 Q]
Di\c AL Q%CI: 3 i C C
s § 3 il 33
pH 8 ou pH 8
H HH 4 H H H ny H H
HO oy ML dow T TRy
H—C., 4 H=C S Ch b O
JAS— ¢ oot Heo N\ HM,
e Gy HC TH HT HG HT HeG
Ho H R 5 H H:C\ Ho ik
d M
%Pfd Q\\*p‘:\ Q‘P/D \P_/C}'
!
?HZ—CH—CHQ ?HE'CH_CHz L'I:H;—(I:H—QéHp ?Hg—'.le—CHz
o Q0 O o0 O QO o0 Qo
Ty ] AL ‘:R{I: AL o S Q1 S
? ; v S C c C
i3 i

Figura 34 — Possiveis interacdes entre as regides polares dos fosfolipidios em

diferentes pHs.

55



56

6. Conclusoes

Esta dissertacdo atesta que a capacidade antioxidante de carotendides ndo pode ser
definida exclusivamente pela sua estrutura molecular, pois sofre interferéncia da composicao
quimica da biomolécula alvo e das EROs/ERNs envolvidas. As condi¢cdes do meio onde a
AST se localiza também pode ser um fator determinante da acdo do carotendide. Nossos
resultados sugerem que o pH € capaz de modular diferentes atividades, produzindo respostas
anti ou pré-oxidantes.

Além de afetar o comportamento redox da AST, o pH também afeta a reatividade e a
permeabilidade de diferentes ERO/ERNs através da membrana, bem como sua fluidez.
Assim, dependendo da concentra¢do de fons H" no meio, membranas podem sofrer maior ou
menor degradagdo, bem como os compostos nela internalizados. A AST, dependendo das
condil¢cdes do meio € capaz de diminuir a fluidez da membrana, protegendo-a de agentes
oxidantes. E capaz de prevenir altos niveis de oxidacio, mas quando sujeita 4 agente oxidante
moderado sua atividade é menos eficiente. A composi¢do dos fosfolipidios da membrana
também € importante para definir a atuacdo do carotendide.

A AST, ingerida juntamente com outros antioxidantes que agem em condicdes
moderadas de oxida¢do, pode contribuir na profilaxia e retardamento de processos
degenerativos. Além disso, o efeito preventivo da AST sobre a lipoperoxidagdo promovida
por cit ¢ sugere que esta xantofila pode retardar o inicio da apoptose, apesar de que, em
ambientes moderadamente dcidos, a AST pode contribuir com o aumento da lipoperoxidagao.

Os resultados aqui apresentados demonstram que o cit ¢ também interage com
membranas de PG, fosfolipidio pouco descrito na literatura, o qual pode causar alteracdes na
proteina de modo a exacerbar a atividade peroxidasica dela.

Nossos resultados ainda sugerem que o O,", apresentou um efeito paradoxal, expondo
o cit ¢ a oxidagdo, especialmente quando NO' estava dissolvido no meio aquoso, devido 2
formagdo de ONOO' e, por outro lado, na presenga de membranas, para onde o NO' se
difunde, o O, protegeu a proteina de oxidagdo promovida pelo -butOOH devido a redugio
do ferro heminico.

Sabe-se que nos primeiros estdgios da apoptose ocorre a peroxidacdo de cardiolipina
pelo cit ¢, o que resulta na separacdo entre membrana e proteina. Esta posteriormente seria
liberada para o citosol (BAYIR et al, 2006), mas a presenca de AST na membrana interna da
mitocOndria poderia inibir esta lipoperoxidag@o ou, devido a alteragcdes no pH, os indices de

lipoperoxidagcdo poderiam ser exacerbados. Em ambos os casos a sinalizacdo da apoptose
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poderia ser afetada. Por outro lado, ndo ha dados na literatura se a AST consumida, por
animais ou seres humanos, chega a esta regido da célula. Portanto, sdo necessarios mais
estudos para verificar a presenca deste carotendide na membrana mitocondrial nos animais
que consomem alimentos e/ou medicamentos em que a AST estd presente. Assim, o presente
estudo contribui com o entendimento dos mecanismos de protecio antioxidante deste
carotendide em diferentes microambientes celulares, importante para se predizer a eficicia de

tais compostos e terapia antioxidante.
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