FRANCISCO EDUARDO MONTEIRO COUSSEAU

ESTUDO DAS PROPRIEDADES ANTIOXIDANTES DOS COMPLEXOS
NITROSILADOS DE RUTENIO

Trabalho apresentado como requisito parcial
para obtencdo do titulo de Mestre, na
Universidade Federal de Santa Catarina,
Centro de Ciéncias da Saude, Departamento
de Pos-Graduacgao em Ciéncias
Farmacéuticas.

Orientadora: Prof®. Dr®. Tania Beatriz
Creczynski Pasa

Floriandpolis
2009



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.






Dedicatoria

Dedico esta obra a minha orientadora,
professora Tania Beatriz Creczynski Pasa.



Agradecimentos

Nao poderia deixar de louvar a Deus e agradecer por mais esta etapa
concluida, sempre na presenca das pessoas escolhidas pela forca divina que os faz
companheiros desta grande jornada que se chama vida, e que também se inicia a
cada reencontro, a cada nova idéia e a cada novo desafio. A existéncia destas
pessoas nunca sera em vao, quando, em algum momento, somos conduzidos pelas
maos, pelo conforto da palavra amiga e pela esperanga, ja ndao mais perdida. Um
gesto exemplar em nossas vidas sempre se fara permanente e necessario aqueles
homens que desejam a eternidade e perpetuagédo de seus conhecimentos, de seus
valores e de seus principios.

Obrigado a vocés colegas do Laboratério de Bioenergética e Bioquimica de

Macromoléculas da UFSC, professores, amigos e familiares.



Epigrafe

“Sao futeis e cheias de erros as ciéncias que nao nasceram da

experimentagao, mae de todo conhecimento.”

“Aprender € a unica coisa de que a mente nunca se cansa, nunca tem medo e

nunca se arrepende.”

Leonardo Da Vinci



ESTUDO DAS PROPRIEDADES ANTIOXIDANTES DOS COMPLEXOS
NITROSILADOS DE RUTENIO

Francisco Eduardo Monteiro Cousseau

Resumo

Este estudo demonstrou as propriedades antioxidantes e secundariamente a
citotoxicidade de cinco complexos nitrosilados de ruténio: trans-[Ru(NH3)4(L)(NO)]Cls
(A — D; sendo que (A) L = Cafeina, (B) L = Teofileno, (C) L = Metil-1-imidazol, (D) L =
Benzoimidazol), e (E) cis-[Ru(NH3)4(NO)]Cls. Somente o complexo (A) apresentou
significante reatividade identificada pelo método de reatividade antioxidante total
(TAR) e também atividade sequestradora de radical anion superéxido através da
reducao do nitro blue tetrazélio (NBT). Os complexos (A), (B), (C), (D) e (E) exibiram
capacidade sequestradora de radicais hidroxilas (*OH). O potencial decresceu na
respectiva ordem: D>A>B>C>E (a maioria dos valores foi menor que 15 uyM). O
sistema gerador de radicais hidroxilas foi o complexo Fe-acido nitriloacético (NTA) e
a oxidagao da deoxirribose. A inibicdo da mioglobina induzida por radical monéxido
de nitrogénio ('NO) foi observada para os complexos seguindo a ordem:
C>B>D>E>A. A protegao da peroxidagao lipidica em microssomas (MC) induzida por
sistema ascorbato/H,0./Fe*" foi potente para os complexos (D) e (E), demonstrando
valores de ICsy inferiores a 100 uM (de modo dependente da concentragao).
Adicionalmente, a lipoperoxidacado induzida por radical ascorbila em lipossomas de
fosfatidilcolina de soja foi inibida por todos os complexos, demonstrando valores de
ICso inferiores a 180 uM, no qual apresentou potencial decrescente, seguindo a
ordem: D>A>C>B>E. Quando avaliado em microssomas, alguns valores foram
similares. Além disto, o complexo (A) protegeu a lipoperoxidagao induzida por
radiacdo UV em MC, e somente o complexo (D) protegeu a lipoperoxidagao induzida
por peroxinitrito. Nenhum dos complexos demonstrou citotoxicidade em hepatécitos,
mas os complexos (A) e (C) causaram a morte de células tumorais linfoblasticas de
murinos (L1210).

Palavras-chave: antioxidante, nitrosilados, ruténio, citotoxicidade.

E-mail: monteirocousseau@gmail.com



STUDY OF ANTIOXIDANT PROPERTIES OF NITROSYL
RUTHENIUM COMPLEXES

Francisco Eduardo Monteiro Cousseau
Abstract

This study shows the antioxidant and secondary the cytotoxic activity of five different
ruthenium nitrosyl complexes: trans-[Ru(NHs)4(L)(NO)]CIls (A — D; being (A) L =
Caffeine, (B) L = Theophylline, (C) L = Methyl-1-imidazole, (D) L = Benzoimidazole),
and (E) cis-[Ru(NH3)4(NQO),JCls. Only the complex (A) (L = Caffeine) presented
significant reactivity identified by the total antioxidant reactivity (TAR) assay and also
potential scavenger activity of superoxide anion (Oy"") through the nitro blue
tetrazolium (NBT) reduction test. The complexes (A), (B), (C), (D) and (E) showed
capability to scavenge hydroxyl radicals ("OH). The respective potential decreased
following the order D>A>B>C>E (most of the values of ICsy were smaller than 15
uM). The system to generate the free radical used was Fe-acetonitrile acid (NTA)
and deoxyribose oxidation protection. The inhibition of myoglobin oxidation potential
induced by nitrogen monoxide ("NO) was observed for the complexes following the
order C>B>D>E>A. The protection of lipid peroxidation in microsomes (MC) induced
by H,0,/Fe* /ascorbate system was effective for complexes (D) and (E), with values
of ICsp below 100 uM (concentration-dependent manner). In addition, lipoperoxidation
promoted by ascorbyl radical in soybean phosphatidylcholine liposomes was inhibited
in all samples presenting values of ICsy lower than 180 uM, in which presented
potential decrease following the order D>A>C>B>E. When evaluated in microsomes,
some values of ICsyp were similar. Furthermore, complex (A) protected also the
lipoperoxidation induced by UV radiation in MC and only complex (D) protected
lipoperoxidation induced by peroxynitrite. None of the complexes showed cytotoxicity
tested in hepatocytes, but the complexes (A) and (C) caused significant death to a
leukemic lymphoblastic cell line (L1210).

Key-words: antioxidant, nitrosyl, ruthenium, cytotoxicity.
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1 INTRODUGAO

Os complexos de ruténio sdo de grande interesse para os quimicos, devido as
suas propriedades relacionadas ao ligante, uma vez que, este é capaz de formar
com facilidade substancias coordenadas de geometria simétrica octaédrica acerca
do ion metalico. Além disso, estes complexos apresentam baixa toxicidade,
garantindo multiplas aplicagdes na area biologica (BORGES et al., 1998; ORVIG;
ABRAMS, 1999; CLARKE et al., 1999; BEIRITH et al., 1999; CRECZYNSKI-PASA et
al., 2001; CLARKE 2002).

A quimica do oxido nitrico possui relevante importancia no ambiente e em
processos tecnoldgicos, tendo sido objeto de pesquisas ao longo de trés ultimas
décadas, principalmente, pela sua ampla participagédo em processos fisiopatoldgicos.
O completo entendimento do comportamento quimico da interacdo entre o 6xido
nitrico e os complexos metalicos nitrosilados sao de extrema necessidade para o
controle da reatividade destas moléculas (MONCADA, 1999; TFOUNI et al., 2003).

O 6xido nitrico € um gas instavel, inorganico e lipossoluvel presente em
diversos processos fisioldégicos, como: na neurotransmissao, no controle da pressao
arterial, na inibicdo da agregacao plaquetaria e nas respostas imunologicas. A
deficiéncia ou as altas concentragcdes desta molécula podem ocasionar diversos
processos patologicos relacionados a hipertensao vascular, neurodegeneragao e
processos inflamatorios e imunoldgicos, tais como a resposta as toxinas bacterianas
e o choque séptico (IGNARRO, 1989; KNOWLES; MONCADA, 1994; MONCADA,
1999; HERENCIA et. al., 2001).

Os complexos de ruténio que possuem ligantes amino em sua estrutura sédo
geralmente estaveis e fornecem um modelo favoravel para o estudo de diferentes
dissociagdes. A primeira esfera de coordenag¢ao dos complexos aminados de ruténio
se mantém intacta mesmo apds a oxidagdo do Ru(ll) a Ru(lll). Em complexos
hexacoordenado do tipo [Ru"(NH3)4(L)NO']** a molécula também apresenta as
quatro aminas ligantes posicionadas no plano equatorial, sendo inertes em reacdes
de substituicdo. Contudo, a reatividade do ligante axial, pode ser modulada pela
criteriosa escolha do outro ligante na posigao frans. Em geral, estes complexos
apresentam mecanismos de sintese e reatividade conhecidos, além de possuirem

alta solubilidade em meio aquoso. Neste ambiente sao fortemente ativos, pois,
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liberam facilmente o *NO através de uma redugdo quimica do ligante nitrosilo
(equacado 1) (CALLAHAN; MEYER, 1977; BORGES et al.,, 1998; CRECZYNSKI-
PASA et al., 2001; CLARKE, 2002; TFOUNI et al., 2003; BERTOLINI, 2004).

[Ru(Il)NO'] — NO° + Ru(lll) (1)

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo formadas através da reducao do
oxigénio molecular até a obtengcdo da molécula de agua envolvendo sucessivas
reagdes univalentes que se iniciam por gerar o radical anion superéxido (O,*). A
dismutagao deste radical origina o peroxido de hidrogénio (H2O2), que por sua vez,
formara o radical hidroxila ("OH). Além destas espécies reativas citadas, existem
também outras espécies reativas provenientes do nitrogénio (ERNs), entre as quais
as mais conhecidas sdo o oxido nitrico ou mondxido de nitrogénio (‘NO) e o
peroxinitrito (ONOQ"), formado a partir da reagéo do "NO com o O," (KOPPENOL,
1998a; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; RADI, 2000). Além do peroxinitrito,
substancias derivadas do *NO, como o nitrito, podem reagir com o acido hipocloroso,
formado no processo inflamatdrio através da reacdo da enzima mieloperoxidase com
o peroxido de hidrogénio, formando NO,Cl e "NO,. Estes produtos podem causar
diversas consequéncias para o organismo, como a nitragdo de aminoacidos, além
das reacdes de oxidagao em geral (EISERICH et al. 1996; RADI, 2003; SOUZA et
al., 2008).

O desequilibrio entre os mecanismos que causam as condi¢gdes oxidativas e
as defesas antioxidantes celulares provoca o estresse oxidativo. Os danos causados
por essas espeécies reativas sao dependentes da quantidade ou da natureza dos
mesmos, bem como do local onde s&o ocasionados e das defesas antioxidantes
celulares (SIES, 1993; SIES, 1997; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

A peroxidacao lipidica € um processo altamente destrutivo relacionado a
eventos deletérios como processos inflamatérios crénicos, aterosclerose,
carcinogénese, choque séptico, injuria pelo processo de isquemia e reperfuséo além
do processo de envelhecimento (ARUOMA et al. 1989; DE BONT; LAREBEKE,
2004; WISEMAN; HALLIWELL, 1996; CASTELLI et al., 1997; STANBRO 2000a3;
STANBRO, 2000b; STANBRO, 2000c). Varios modelos foram desenvolvidos para

estimular os efeitos das EROs em estruturas bioldgicas e quantificar os danos
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induzidos pelas mesmas, e avaliar a eficiéncia de substancias antioxidantes. Como
modelo in vitro, 0 uso de lipossomas € bastante difundido para estudos da estrutura
e propriedades da membrana celular, pois sua estrutura em bicamadas e seus
constituintes fosfolipidicos podem alcancar grande similaridade com a matriz lipidica
das membranas citoplasmaticas e de organelas celulares (SAMUNI et al., 2000;
BARCLAY et al., 1997; CASTELLI et al., 1997).

Como modelo ex-vivo, os microssomas de figado de rato costumam ser
empregados como fonte de lipidios devido a sua alta concentragdo de acidos graxos
poliinsaturados. Além disso, a atividade enzimatica oxidante de seu reticulo
endoplasmatico para com substancias xenobioticas € considerada util para estudos
toxicologicos (VLIETINCK, 2001; KEHRER, 1993).

Os fosfolipidios sdo importantes alvos das EROs e ERNSs, cujas alteracdes
quimicas provocam a perda das propriedades fisico-quimicas relacionadas a
permeabilidade, carga, fluidez, e conseqlientemente, seus sitios de ligagbes com as
proteinas intermembranas, levando a inativacdo das mesmas e perda na
homeostase celular (CASTELLI et al., 1997; CASALINO et al., 1996).

O objetivo central deste estudo € avaliar o potencial antioxidante de 5
diferentes complexos nitrosilados de ruténio: trans-[Ru(NH3)4L(NO)]Cl5, (A) L =
Cafeina, (B) L = Teofileno, (C) L = Metil-1-imidazol, (D) L = Benzoimidazol (figura 1),
(E) L = cis-[Ru(NH3)4(NO)]Cl3 (figura 1), uma vez que substancias nitrosiladas de
ruténio analogas as estruturas destes complexos apresentam importantes
propriedades bioldgicas, como a baixa toxicidade e a capacidade de atuarem como
doadores de 6xido nitrico, demonstrando uma resposta hipotensiva in vivo (CLARKE
et al., 1999; CLARKE, 2002; MARCONDES et al., 2002).

A pesquisa do potencial terapéutico destas substancias relacionada a via do
oxido nitrico tem despertado o interesse da tecnologia farmacéutica para o
desenvolvimento de formulagdes com sistema de liberagdo prolongada, em
emulsdes do tipo A/O (BERTOLINI, 2004). Segundo Almeida e Silva et al. (2004), foi
relatada a capacidade efetiva in vitro destes complexos nitrosilados de ruténio de
atuarem como doadores de 6xido nitrico, quando incorporados em formulagao
farmacéutica e submetidos a fotoindugdo. Holanda et al. (2004) também
demonstraram que em pH fisiolégico a molécula encontra-se na forma de nitrosilo
(NO") coordenado e que, apos a adigdo de acido ascorbico ao meio de reagdo, a

molécula é reduzida, gerando o *NO (radical monéxido de nitrogénio).



20

Estudos multidisciplinares revelam a utilizagdo de complexos de ruténio como
agente catalitico para diversas reag¢des de hidroxilagao (LIU et al., 2007a), e como
agente fixador de ultra-estruturas da parede celular fungica, visualizadas em
microscopia eletrénica (TORRES-FERNANDEZ; ORDONES, 2003). Ainda, o
emprego de complexos de ruténio como ferramenta molecular para reagdes
bioquimicas e biolégicas moleculares, ocorrem devido a sua interacdo com o DNA,
modulando a clivagem e alterando sua estrutura conformacional (OTERO et al.,
2007). Na clinica radioterapica, placas carregadas com ruténio 106 foram efetivas no
tratamento de melanoma adquirido apds exposicéao a radiagcdo UVA (TOTAH et al.,
2003).

Face as diversas atividades biolégicas e quimico-reacionais destes
complexos nitrosilados de ruténio, iniciou-se uma investigagdo de suas propriedades
antioxidantes, toxicoldgicas (avaliadas em cortes histologicos de figado de rato) e
citotoxicidade em linhagem de células tumorais (L1210). Historicamente, complexos
metalicos apresentam atividade antitumoral, como o caso da cis-platina
diaminotetracloro (HARTMANN; KEPPLER, 1995; BARNARD et al., 1989).

Particularmente, a literatura descreve a utilizacdo dos complexos de ruténio
contra diversas linhagens de células tumorais, utilizando métodos in vitro e in vivo
(GUICHARD et al., 2006; LIU et al., 2007b). Alguns resultados demonstram atividade
antitumoral frente ao tumor ascitico de Erlich (EAT), de carcinomas de murinos
(leucemia linféide - L1210 e P388), e de sarcoma transplantado mamario humano
(MX-1) (VILAPLANA et al., 1998). Também tem sido relatada a reducdo de
metastases em cancer de pulmao (SAVA et al., 1999; SAVA et al., 2002) e a inibigao
da proliferacao de células em cancer de colo retal (GALEANO et al., 1992).

Abaixo estdo mostradas as 5 estruturas quimicas que serao estudadas (figura
1 e tabela 1).

NH5
L., ‘ WNHg"
“Ru
d _
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(A-D) = trans-[Ru(NHs),L(NO)]Cl5
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Figura 1. Estrutura quimica dos complexos (A-D) e (E).

Tabela 1. Estrutura quimica dos ligantes (L). R = complexo de Ru.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A quimica inorganica: metais e os organismos vivos

Muitos elementos metalicos tém fungao elementar em organismos vivos. Uma
caracteristica dos metais € que podem perder elétrons a partir de um estado
metalico para formar cations que tendem a se solubilizar em fluidos biologicos. Estes
ions catibnicos sao atraidos por moléculas organicas ricas em elétrons,
especialmente proteinas, lipidios e o acido desoxirribonucléico (DNA). Este principio
é fundamental para a manutengao da vida. Entre os varios exemplos da participacao

dos metais em sistemas biologicos, cita-se:
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a) a interacdo do ion ferroso (Fe'") do grupo heme ou ferro-porfirina das
hemeproteinas (mioglobina e hemoglobina) com o oxigénio molecular (Oy);

b) a participagcdo do zinco na adequada estrutura do complexo que regula a
funcdo dos genes no nucleo celular e também compde o horménio chamado
insulina, imprescindivel para a regulacédo metabdlica de carboidratos;

c) o calcio como componente estrutural fundamental dos ossos; e

d) a incorporagao do cobre, zinco, ferro e manganés em proteinas cataliticas
denominadas de metaloproteinas, facilitando inumeras reagdes quimicas
necessarias para o adequado metabolismo dos organismos (LEHNINGER, 1986;
ORVIG; ABRAMS, 1999; GUTTERIDGE, 1994).

Portanto, a presenga da fungdo dos metais em sistemas biolégicos torna-se
crucial e bastante evidente a medida que o crescente interesse pela utilizagao
destes como matéria prima seja na produgao cientifica académica ou na industria
farmacéutica, pois proporciona algumas vantagens no desenvolvimento de
farmacos. Uma vez que assumidas as caracteristicas metalo-quimicas, em especial
as relacionadas a coordenacao estrutural, aos estados oxidativos, as alteragdes na
afinidade dos ligantes e da cinética de substituicdo, assim como, uma possivel
terapia fotodinamica, integram a capacidade adicional desses complexos na busca
por uma molécula com potencial quimico medicinal inorganico (CLARKE et al., 1999;
CLARKE, 2002; ALMEIDA E SILVA et al., 2004).

Tradicionalmente, a quimica medicinal inorganica tem sido praticada por mais
de 5000 anos. O povo egipcio ja utilizava o cobre para esterilizar a agua cerca de
3000 anos AC, e 1500 anos AC, o ferro e o zinco ja eram conhecidos por suas
propriedades terapéuticas (ORVIG; ABRAMS, 1999).

A disciplina de quimica medicinal inorganica nas instituigdes de ensino existe
ha pouco mais de 40 anos, surgindo com a descoberta da atividade antitumoral da
cisplatina. O desenvolvimento desta disciplina tem contribuido muito para elucidagao
do mecanismo de agao, otimizagdo, melhoramento da atividade bioldgica e a sintese
de analogos a partir de moléculas protétipos. O maior exemplo é a platina, com a
qual a quimioterapia ainda permanece, mesmo que combinada, para o tratamento
de tumores malignos em pacientes com cancer testicular, ovariano e de células
pulmonares.

A intencional introdug¢ao dos ions metalicos dentro de sistemas biolégicos tem

objetivo, geralmente, terapéutico ou de diagndstico (ex.: ruténio vermelho - do inglés:
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red - corante citolégico). Concernente ao radiodiagnéstico, os agentes metalicos séo
utilizados como corantes bioldgicos, na ressonancia magnética por contraste de
imagem, e também como agentes de contraste para raio-X (ORVIG; ABRAMS, 1999;
CLARKE, 2002; TOTAH et al., 2003; TORRES-FERNANDEZ; ORDONES, 2003;
OTERO et al., 2007.

Portanto, o ruténio, elemento quimico da tabela periédica de numero atémico
44, tem potencial uso no desenho de novos farmacos, fornecendo complexos
metalicos ativos, ions metalicos ativos e/ou mesmo ligantes ativos. Estes ligantes
podem ser alterados de modo a refinar as propriedades bioldgicas dos complexos
metalicos de ruténio, permitindo o desenvolvimento da disciplina como ciéncia e de
possibilidades terapéuticas (ORVIG; ABRAMS, 1999; CLARKE et al., 1999;
CLARKE, 2002; GUICHARD et al. 2006).

2.2 A complexacao

Entende-se por reagdo de complexacgao, quando o produto formado € um ion
complexo soluvel em solugdo aquosa. Define-se ion complexo como um agregado
formado quando um ion metalico liga-se a varios outros ions ou moléculas que se
aglomeram ao seu redor. Tais agregados ou unidades do agente complexante sao
chamadas de ligantes e podem ser removidos ou substituidos por outros ligantes,
em diversos tipos de reacgdes. A formagdo de um complexo obedece ao
comportamento acido-base de Lewis, em que os ligantes doam o par de elétrons
(base) e o ion central (acido) recebe o par de elétrons. Toda a reagao acido-base de

Lewis consiste na formagao de uma ligagcao covalente coordenada (RUSSEL, 1994).

2.2.1 Os complexos de Ruténio

Apesar do beneficio dos metais nos organismos vivos, a maioria dos

mecanismos de ag¢ao ainda permanece oculta, principalmente aqueles relacionados
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ao grupo dos metais de transicdo. Descreve-se que a atividade dos complexos
metalicos depende do metal, do ligante ou de ambos.

Diferente da terapia convencional em que se empregam outros metais
(platina), os farmacos que apresentam o ruténio como atomo central do complexo
sao utilizados na clinica devido a baixa toxicidade se comparados aos farmacos que
contém cisplatina. Sob este aspecto, é importante salientar que o atomo de ruténio é
capaz de mimetizar muitas das caracteristicas fisico-quimicas do atomo de ferro.
Assim, o organismo adota mecanismos de detoxificag&do, similares aos relacionados
com o excesso do metal ferro, principalmente, através da sintese de proteinas
transportadoras e quelantes de ions metalicos, entre elas, a transferrina e a
albumina (CLARKE et al., 1999; CLARKE, 2002)

Ainda, a toxicidade do metal pode estar diretamente relacionada ao seu
estado de oxidagdo, uma vez que o atomo de ruténio é capaz de atingir varios
estados de oxidagdo em meio fisioldgico (Ru™; Ru™"; e Ru™""). Portanto, um dos
mecanismos de agdo envolvendo os complexos de ruténio seria a participagdo em
reacgdes de Oxido-redugao, tal qual o ferro (CLARKE, 2002; BERTOLINI, 2004).

O desenvolvimento da sintese quimica em relacdo as diferentes séries de
complexos de ruténio, particularmente aquelas com ligantes aminos, também tem
sido alvo de intensas pesquisas e apresenta algumas vantagens. As reagdes de
sintese sdo conhecidas e reprodutiveis, permitindo regular a afinidade do ligante, a
transferéncia de elétrons, a velocidade de substituicdo, o potencial de redugao e o
aumento do conhecimento relativo ao potencial biologico (CLARKE, 2002). Isto se
torna importante, acerca do ligante nitrosilo, no comportamento bioquimico e nas
patologias envolvendo a disfungdo da via do Ooxido nitrico, cuja elevagdo nas
concentragbes do gas provoca hipotensdo e choque. Desta forma, uma terapia
objetivando diminuir as concentragdes de ‘NO seria recomendada. Fricker et al.
(1997) e Storr et al. (2005) demonstraram a capacidade sequestradora dos
complexos de ruténio poliaminocarboxilatos: [Ru"(Edta)L], [Ru"(Dtpa)L],
[Ru"(Hedta)Cl] e [Ru"(Hedta)(H20)], produzindo complexos nitrosilados de ruténio
(Ru”-NO) estaveis em relagao as substituicdes e também resistentes as reacdes de
redox. Leperre et al. (1995) também demonstraram a capacidade dos complexos de
ruténio red e do tipo cis-[Ru(NH3)4Cl,], em atuar sobre o processo de isquemia e

reperfusdo em coracgao isolado de rato.
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De forma contraria, buscando o aumento das concentragcbes relativas a
molécula de ‘NO, alguns pesquisadores demonstraram a efetividade de outra série
de complexos de ruténio na liberacdo do ligante nitrosilo. O complexo de ruténio
ciclamo-nitrosilado (trans-[Ru"CI(NO*)(ciclamo)]**) tem a capacidade de ser reduzido
a forma trans-[Ru"Cl(ciclamo)(NO°)]* e, conseqiientemente, liberar a molécula de
*‘NO em meio aquoso (MARCONDES et al. 2002). Este estudo tem fundamental
relevancia a medida que as terapias tradicionais, empregando principalmente
nitroglicerina e nitroprussiato de sédio, desenvolvem a resisténcia e a tolerancia aos
nitratos, além de outros efeitos adversos associados a toxicidade (BUTLER;
GLIDEWELL, 1987).

TFOUNI et al. (2003) também demonstraram que amino complexos
nitrosilados de ruténio do tipo trans-[Ru(NO)(NHs)L]**, em que os ligantes sdo
principalmente moléculas N-heterociclicas, seriam reduzidos, produzindo o trans-
[Ru(NH3)4(H20)L]** e liberando o radical monéxido de nitrogénio (NO°) sob estimulo
fotoquimico. Este efeito, todavia, segue a influéncia dos distintos ligantes organicos.
Da mesma forma, técnicas eletroquimicas, utilizando os métodos de voltametria
ciclica (VC) e de voltametria de onda quadrada, o cis-[Ru"(NH3)4(NO),]** e trans-
[Ru"(NH3)4(L)(NO)I**, em que L representa os ligantes cafeina, teofileno, imidazol,
metil-1-imidazol e benzoimidazol, demonstraram a labilidade do *NO, quando os
complexos sdo submetidos as redugdes (LOPES et al.,, 2001; HOLANDA et al.
2004a; HOLANDA et al. 2004b).

Alguns autores relacionam a capacidade de outra série de complexos de
ruténio frans-[RuCly(acido nicotinico e derivados).] de interferir na via metabdlica do
oxido nitrico, inibindo a atividade enzimatica das Oxido nitrico sintases (NOS)
(BEIRITH et al.,, 1999; SEIFRIZ et al., 1999; CRECZYNSKI-PASA et al., 2001).
Neste sentido, uma possivel atividade antinociceptiva relacionada a inibicdo da
producdo de °‘NO, é sugerida. A mesma série de complexos, citada acima, foi
investigada quanto aos efeitos provocados na modulacdo da memaria e ansiedade
(VALVASSORI et al., 2006), na atividade antioxidante (PAULA et al., 2005) e na
atividade enzimatica mitocondrial em diferentes tecidos de ratos Wistar (VICTOR et
al., 2007).

Portanto, diferentes tipos de complexos de ruténio tém sido amplamente

sintetizados e investigados por diversos grupos de pesquisadores. O estudo pioneiro



dos complexos nitrosilados de ruténio teve origem na década de setenta e foi
implementado principalmente por Godwin; Meyer, (1971a); Godwin; Meyer (1971b) e
Callahan e Meyer (1977). Esta classe de complexos de ruténio, contendo
grupamentos nitrosilos (Ru-NO) coordenados em sua esfera, tem sido alvo de
interesse devido:

a) as propriedades fisico-quimicas, tais como: a labilidade, a acidez e o
comportamento redox;

b) a atividade biolodgica inerente ao ligante nitrosilo e a complexa atividade
bioquimica do radical mondxido de nitrogénio de modo dependente da
concentracao; e

C) as propriedades do atomo central da molécula organometalica: o metal
ruténio e o comportamento quimico e bioldgico influenciado por outros ligantes, que
nao os nitrosilos na estrutura do complexo (FRICKER et al., 1997; BORGES et al.,
1998; CLARKE et al.,, 1999; CRECZYNSKI-PASA, 2001; LOPES et al., 2001;
MARCONDES et al. 2002; CLARKE, 2002; TFOUNI et al. 2003; ALMEIDA E SILVA
et al., 2004; HOLANDA et al., 2004a; HOLANDA et al. 2004b).

2.3 A molécula: de mondéxido de nitrogénio ou de 6xido nitrico ou do radical

oxido nitrico ("NO)

Apos a descoberta em 1981 das propriedades fisico-quimicas do 6xido nitrico
("NO), esta molécula tornou-se objeto de estudo da comunidade cientifica, devido a
sua onipresenga nos seres vivos e também ao seu comportamento quimico em
ambientes bioldgicos, responsavel por uma complexidade de respostas fisiologicas e
patoldgicas.

O °NO, de natureza inorganica, foi considerado a menor molécula capaz de
atuar como segundo mensageiro em processos biolégicos, atuando de forma
independente de transportadores especificos e tampouco de canais de passagem
intracelulares. Esta molécula difunde-se livremente, seja em ambiente hidrofilico ou
lipofilico. Logo, o processo fisioldgico que executa torna-se muito mais dependente

de suas propriedades fisico-quimicas do que de seu tamanho estrutural. Em
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ambiente aquoso, o coeficiente de difusdo do *NO é aproximadamente 2,07 x 10°
cm?.s™, podendo difundir por até 26 cm do local de sua origem (IGNARRO, 1989;
KNOWLES; MONCADA, 1994; KOPPENOL, 1998a).

Em processos bioquimicos, o envolvimento do °NO esta diretamente
relacionado a homeostase vascular e a modulagdo neurolégica (ou seja:
influenciando a comunicagdo neuronal, a memoria e a aprendizagem). Como
segundo mensageiro, entre suas atividades fisiolégicas, produz o relaxamento da
musculatura lisa através da ativacdo da enzima guanilato ciclase (GC) por
mecanismo dependente do sitio ativo heme, catalisando a reagdo de conversao de
guanosina trifosfato (GTP) em guanosina monofosfato ciclica (GMPc). Deste modo,
0 6xido nitrico tem sido reconhecido como o principal modulador da doencga vascular,
sendo responsavel por eventos relacionados a vasodilatagdo, a regeneragao
endotelial, a inibicdo da adesao plaquetaria, da quimiotaxia e da adesao celular
endotelial.

Mamiferos sob condi¢gdes patologicas apresentam elevadas concentragdes de
Oxidos de nitrogénio produzido por macroégafos e demais células do sistema
imunoldgico. Embora, o radical mondxido de nitrogénio ndo seja um potente agente
citotéxico, o seu potencial citotoxico pode ser acentuado. Este potencial deve-se,
principalmente, a concentracdo da molécula e a capacidade em reagir com outras
espécies reativas, também produzidas como moléculas de defesa do hospedeiro em
processos infecciosos (GREEN et al., 1981; IGNARRO, 1989; WINK; MITCHEL,
1998; MONCADA, 1999; NAPOLI et al., 2006).

A produgédo endodgena de °NO (figura 2) é obtida a partir da reagdo de
oxidagdo do aminoacido L-arginina pelo oxigénio molecular catalisada por
isoenzimas denominadas oxido nitrico sintases (NOS) e com a participagdo do co-
substrato NADPH (IGNARRO, 1989; NAPOLI et al. 2006).
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Figura 2. Sintese de '"NO (Adaptado de KNOWLES; MONCADA, 1994).

As trés isoformas da enzima NOS s&o: a neuronal (nNOS), a endotelial
(eNOS) e a indutiva (iNOS). As duas primeiras isoformas de NOS sao constitutivas e
tornam-se ativadas de modo dependente da concentragcédo de calcio intracelular e da
proteina transportadora — calmodulina. A terceira isoforma da enzima é produzida
por diversas células relacionadas a resposta inflamatéria, tornando-se ativada na
presenca de citocinas e do produto bacteriano chamado de endotoxinas (constituido
por lipopolissacarideos — LPS — componente estrutural da parede celular de
bactérias gram-negativas), por um periodo de tempo de varias horas. A ativagao por
LPS é muito utilizada em ensaios in vitro com a iNOS. Altas concentragdes de ‘NO
implicam em hipotensdo e participam de varios processos patolégicos, como por
exemplo, a artrite, a aterosclerose e o choque séptico. No processo crénico
patolégico denominado de aterosclerose, ocorre uma disfungdo na via do °NO,
prejudicando a producgdo de “NO, através da diminuigdo da atividade enzimatica da
oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) (NAPOLI et al., 2006).

Entre as propriedades fisico-quimicas da molécula de *NO no estado gasoso
cita-se a elevada difusibilidade no ar e em liquidos, o paramagnetismo, e a alta
solubilidade em solventes organicos comparada ao meio aquoso, semelhante ao
oxigénio molecular (O;). A alta reatividade da molécula de *NO promove a reagéo
com grupamentos tidlicos (R-SH), produzindo nitrosotiois (R-SNO); e a coordenagéo

rapida com metais de transi¢cdo, entre eles o ferro e o cobre (KNOWLES;
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MONCADA, 1994; FRICKER et al., 1997; WINK; MITCHEL, 1998; NAPOLI et al.
2006).

Tabela 2. Complexidade biolégica do radical mondxido de nitrogénio (adaptado de
WINK; MITCHEL, 1998).

‘NO
Efeito protetor Efeito regulatério Efeito deletério

Antioxidante Tonus vascular Inibe a fungao enzimatica

Inibe adeséo leucocitaria Adeséo celular Induz o dano ao DNA

Inibe a toxicidade do fator de Permeabilidade vascular Lipoperoxidagao

necrose tumoral (FNT) Neurotransmisséo Aumento da susceptibilidade a
Bronquiodilatagao radiacdo, aos agentes de alquilagao
Inibe adesao plaquetaria e aos metais pesados.
Sistema imune Depleta as defesas antioxidantes
Funcéo renal

A descoberta em 1986 de que o fator relaxante derivado do endotélio (FRDE)
estava identificado como a molécula de Oxido nitrico fez com que inumeras
atividades biolégicas benéficas e deletérias atribuidas ao *NO fossem identificadas.
Para tanto, ficou registrada a complexidade das propriedades bioldgicas inerentes a
tal molécula, exercendo a fungcdo de neurotransmissor, de mediador constitutivo e
indutivel, e de agente citotoxico (IGNARRO, 1989).

Apesar de estar relacionada a neurotransmissdo, uma elevagdo nas
concentragdes neuronais desta molécula, pode causar a senilidade (NAPOLI et al.,
2006). Atualmente, a atuagdo do *NO como neurotransmissor tem sido alvo de
interesse de inumeros pesquisadores, pois a atividade bioldgica desta molécula esta
relacionada com processos de memorizacdo e a possibilidade de tratamento para
doencgas neurodegenerativas (VALVASSORI et al., 2006). Contudo, estudos sobre o
efeito vasodilatador de *NO sdo os mais desenvolvidos (BUTLER, GLIDEWELL,
1987; BRUNINI et al., 2006; THOMAS et al., 2008).

A concentragdo de °NO mantém-se finamente regulada pelo consumo
mitocondrial e também pela acdo de substancias sequestradoras, tal como a oxi-
hemoglobina (KOPPENOL, 1998b), uma vez que o °‘NO pode oxidar outras
moléculas e produzir espécies quimicas com alta reatividade, ocasionando

modificacdes em diferentes macromoléculas.
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Apesar de ser um radical livre, as reacoes envolvendo o ‘NO e as moléculas
organicas, nao sao favoraveis cineticamente, sendo, necessaria uma alta energia de
ativacdo, além de ser um processo lento em moléculas organicas cujos orbitais
apresentam um par de spins opostos. Todavia, com radicais organicos as reagdes
se processam rapidamente (BECKMAN, 1996). Neste contexto, vale lembrar que o
*NO, apesar de sua natureza radicalar, pode atuar nas etapas de terminacdo, ou
seja, como um bloqueador das reagbes em cadeia (KOPPENOL, 1998b; WINK;
MITCHEL, 1998; THOMAS et al., 2008)

As reacdes com metais de transicdo e o "NO sao favoraveis e rapidas, uma
vez que existe doagao de densidade eletrbnica da molécula para o metal e/ou vice-
versa, consistindo um processo chamado de retro-doagdo. A ligagdo de *NO ao
metal pode ocorrer tanto pelo atomo de nitrogénio (forma nitrosilada € a mais
comum), assim como pelo atomo de oxigénio (forma isonitrosilada).

As reagdes mais relevantes em sistemas biolégicos ocorrem com as
hemeproteinas: guanilato ciclase, citocromo P450 e o6xido nitrico sintase (WINK;
MITCHEL, 1998; CLARKE et al., 1999; CLARKE, 2002; TFOUNI et al., 2003).

Existem trés principais tipos de estado de oxidacdo para a molécula de
mondxido de nitrogénio: o cation nitrosénio (NO™); o radical mondxido de nitrogénio
(*NO); e o anion nitréxido (NO™). Consequentemente a oxidagao do radical monoxido
de nitrogénio ("NO) espera-se a formagdo do cation nitrosdnio (NO®), contudo,
podem ser produzidas diversas espécies derivadas do metabolismo do nitrogénio,
tais como nitrito (NO2") e nitrato (NO3"), entre outras (IGNARRO 1989; KOPPENOL;
1998a; STANBRO, 2000a; STANBRO, 2000b; STANBRO, 2000c).

Em ambiente fisioldgico, e em concentragdes nanomolares (nM) de ‘NO, a
difusdo do mesmo acarreta a diminuigdo gradativa da sua concentragao, permitindo
o0 °NO realizar suas fungdes. Como resultado, € minima a reagdo do "NO com o
oxigénio (velocidade constante de k = 10° M'.s™), mas, quando ocorre a
superprodugdo de ‘NO em concentragdes micromolares (uUM), a reagdo com o
oxigénio é acelerada exponencialmente, acarretando, a maior formagdo de ERNs
(KOPPENOL, 1998a; KOPPENOL, 1998b).

Uma vez formada, as ERNs promovem a inibicdo da atividade de inUmeras
metaloproteinas (exemplo: hemoglobina), a nitragdo de proteinas, a peroxidagao

lipidica, a lesdo do DNA e o esgotamento das defesas antioxidantes, induzindo a
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suscetibilidade dos tecidos a radiagdo, aos agentes alquilantes e aos metais
pesados (BECKMAN, 1996; WINK; MITCHEL, 1998; RADI, 2000; KOPPENOL,
1998a; KOPPENOL, 1998b; SOUZA et al., 2008)

2.4 Os complexos nitrosilados de Ruténio (L — Ru - NO)

Apresentados os aspectos relacionados a importancia do *“NO nos processos
fisiopatoldgicos, sendo finamente regulados pelas suas propriedades fisico-quimicas
e que a auséncia ou abundancia da molécula pode causar desequilibrios na
homeostase, busca-se como uma possivel alternativa farmacoterapéutica,
substancias que sejam capazes de liberar ou sequestrar a molécula de °NO
(BUTLER; GLIDEWELL, 1987; FRICKER et al, 1997; TFOUNI et al. 2003;
HOLANDA et al. 2004b).

Neste contexto, concentragdes relativamente altas de *NO podem reagir com
0 oxigénio molecular ou o radical anion superéxido presente no ambiente celular,
favorecendo a formacdo de ERNs altamente deletérias as macromoléculas,
desregulando suas fungdes bioldgicas e produzindo danos celulares e teciduais.

A liberacdo de *NO por fotoindugdo ou a reducdo eletroquimica do cation
nitrosénio (NO*) coordenado ao metal sdo algumas das propostas terapéuticas ja
descritas para os complexos nitrosilados de ruténio (LOPES et al., 2001; TFOUNI et
al. 2003; SAUAIA, et al.,, 2005; BORDINI et al., 2005; LUNARDI et al.; 2006;
LUNARDI, et al., 2007; HALPENNY et al., 2007). Todavia, a principal caracteristica
destas substancias estd suplementada pela capacidade do *“NO em reagir com
metais, gerando complexos estaveis com um intrinseco e amplo potencial bioldgico.

Uma série de complexos nitrosilados de ruténio do tipo trans-
[RUCI(NO)ciclamo]** e trans-[Ru(NH3)sL(NO)]**, contendo como ligante diversas
estruturas como: trietilfosfito, N-imidazol, C-imidazol, cafeina, teofileno, piridina,
pirazina, a nicotinamida, benzoimidazol, metil-1-imidazol, entre outros, tém recebido
atengdo da comunidade cientifica relativos aos estudos de sequestro de ‘NO e
labilidade do ligante nitrosilo. Concomitantemente, os complexos nitrosilados de

ruténio contendo um ligante macrociclico em sua estrutura tem demonstrado



estabilidade e uma potencial atividade biolégica in vivo e in vitro (LOPES et al.,
2001; WIERASZKO et al., 2001; MARCONDES et al.,, 2002; CLARKE, 2002;
TFOUNI et al., 2003; HOLANDA et al., 2004b; LOPES et al., 2005).

Assim, as investigacbes necessarias acerca do planejamento e
desenvolvimento de um novo farmaco relacionado a quimica medicinal inorganica,
fazem-se Uteis e imprescindiveis quanto ao seu aspecto estrutural e a potencial
atividade biologica. A figura 3 mostra a estrutura quimica dos complexos nitrosilados

de ruténio em suas distintas conformacgdes.
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Figura 3. Estruturas dos complexos (A-D) e (E).

Tabela 3. Peso molecular dos complexos (A-E).

Amostra Complexo PM
(A) trans-[Ru (NH3), cafeina (NO)] Cl; 498,5
(B) trans-[Ru (NH3), teofileno (NO)] Cl; 484.5
(C) trans-[Ru (NH3;), metil-1-imidazol (NO)] Cls 386,5
(D) trans-[Ru (NH3)4 benzoimidazol (NO)] Cl; 4225
(E) cis-[Ru (NH3)4 nitrosilo (NO)] Cl; 335,5



2.4.1 Nomenclatura

Tabela 4. Nomenclatura quimica dos complexos (A-E).
(A) cloreto de trans-tetraaminacafeinanitrosilruténio (II)

(B) cloreto de trans-tetraaminateofilenonitrosilruténio (I1)

(C) cloreto de trans-tetraamina(metil-1-imidazol)nitrosilruténio (I1)

(D) cloreto de trans-tetraaminabenzoimidazolnitrosilruténio (I1)

(E) cloreto de cis-tetraaminadinitrosilruténio (I1)

2.5 A origem quimico-bioldgica dos radicais livres (RL)

O elemento oxigénio (O) existe no ar como uma molécula conhecida como
dioxigénio ou oxigénio molecular (O;). Quantidades significantes de oxigénio
molecular surgiram na superficie terrestre, ha aproximadamente, 2,5 x 10° de anos
atras. Evidéncias geologicas sugerem que O oxigénio seria produto da atividade
fotossintética de microorganismos, especialmente algas cianoficeas. A lenta e
constante elevacdo da concentracdo de O, foi acompanhada por um acumulo na
estratosfera de 0z6nio (O3), denominado camada de ozénio. Ambos, dioxigénio e
ozbnio atuam como um filtro contra a radiacdo solar, principalmente da luz
ultravioleta (UV) (GUTTERIDGE, 1994).

Quando a atmosfera da Terra mudou de um alto estado redutor para um
estado rico em oxigénio, como o atual, formas de vida anaerdbicas foram extintas ou
retrairam-se a lugares onde o oxigénio fosse ausente. A lenta mudanca de forma de
vida anaerdbica para aerdbica necessitou da evolugcdo de especializados sistemas
antioxidantes, como forma de protecdo contra as propriedades toxicas do oxigénio
(GUTTERIDGE, 1994).

A vida aerobica utiliza o oxigénio para oxidar o carbono e o hidrogénio
proveniente da dieta e obter a energia quimica responsavel por manter a

temperatura corporal, essencial a vida. Portanto, todas as espécies aerdbicas estéo
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vulneraveis aos efeitos oxidantes do metabolismo do oxigénio, principalmente devido
ao seu alto potencial eletroquimico (GUTTERIDGE, 1994; RIBEIRO et al. 2005).

FProdutos
Qrgani

Figura 4. Formas de obtengédo de energia e reciclagem do O, e CO, (adaptado de
LEHNINGER, 1986).

2.5.1 As espécies reativas (ER): Radicais livres e espécies oxidantes

Define-se o termo radical livre (RL) para atomos ou moléculas que contenham
um ou mais elétrons desemparelhados distribuidos no orbital mais externo. Esta
definigdo permite que os metais de transicdo (elementos que possuem elétrons n&o
pareados) e o hidrogénio sejam qualificados como radicais livres (com excegédo do
zinco). O fator de maior significado, em relagdo ao estado reativo destas espécies
quimicas, sao as valéncias variaveis, o que permite modificagcdes do potencial de
oxidagao, envolvendo um elétron (HALLIWELL, 1987; GUTTERIDGE, 1994;
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999)
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Além dos radicais livres, algumas espécies reativas sdo capazes de causar
danos as macromoléculas. Essas espécies radicalares ou ndo, se dividem em
grupos quimicos de espécies reativas ao oxigénio (EROs) e também espécies
reativas ao nitrogénio (ERNSs).

Dentre as EROs incluem-se todos os radicais do oxigénio, como: o anion
superoéxido (O2™), o hidroxila (*OH), o radical alquila (R*), o alcoxila (RO®), o peroxila
(ROO*) e as espécies reativas: hidroperéxido (ROOH), o peroxido de hidrogénio
(H205), o oxigénio singleto ('O,) e o 0zénio (O3) (CHANGE et al., 1979; HALLIWELL,
1987; GUTTERIDGE, 1994; FERREIRA; MATSUBARA, 1997; VANNUCCHI et. al.,
1998; HALLIWELL, 1999; LIMA; ABDALLA, 2001).

Dentre as ERNs incluem-se os radicais mondéxido de nitrogénio ("NO) e o
diéxido de nitrogénio ("NO;), além da espécie reativa peroxinitrito (ONOO™) e os
6xidos binarios derivados de nitrogénio, como cation nitrénio (NO™), nitrato, nitrito,
triéxido de dinitrogénio (N20O3), tetradxido de dinitrogénio (N2O4), entre outros
(WISEMAN, HALLIWELL, 1996; KOPPENOL, 1998a; VAN DER VLIET et al., 1999;
RADI, 2000).

O acido hipocloroso (HOCI) pode induzir rea¢des radicalares no organismo,
sendo por isso, considerado como espécie reativa de cloro (ERCI) (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 1999; RIBEIRO et al., 2005; VASCONCELOS et al., 2007).

2.5.1.1 A reatividade

A presenca de um ou mais elétrons ndo pareados determina uma atragao
para um campo magnético e, algumas vezes, torna a substancia altamente reativa.
Entretanto, ser um RL nao implica, obrigatoriamente, em ser uma molécula com alta
reatividade. Os radicais livres podem ser formados pela perda de um unico elétron
ou pelo ganho de um elétron de uma substancia n&do radical. Sendo assim, os
radicais livres, ou provocam ou resultam das reagdes de Oxido-redugao (FERREIRA,;
MATSUBARA, 1997).



2.6 As Reagoes de 6xido-redugao ou Redox

Além das espécies radicalares, outras moléculas denominadas de espécies
reativas podem promover reagdes de Oxido-redugcdo (ou simplesmente redox).
Define-se a reacado redox, como uma reagdao em que ocorre a transferéncia de
elétrons (LEHNINGER, 1986; RUSSEL, 1994).

2.6.1 O ciclo redox

O balango redox em liquidos biolégicos permite que ocorra frequentes
interconversdes entre o estado reduzido e oxidado de uma molécula ou atomo nas
organelas, células ou tecidos. A presenca de pares redox no sistema motiva o fluxo
de elétrons. Alguns sistemas podem ser independentes ou integrados, constituindo o
que chamamos de ciclo redox. Entre os pares mais comuns temos os estados de
oxidagao do Fe** e Fe**, GSH e GSSG e a NADPH e NADP".

Na célula o balango redox pode ser estimado pela soma dos produtos do
potencial de reducdo e da capacidade redutora de uma série de pares redox. A
capacidade redutora pode ser verificada pela concentracdo de espécies reduzidas
em um par redox. Ja o potencial de reducéo pode ser calculado através de métodos
eletroquimicos, em termos matematicos, pela equagdo de Nernst (LEHNINGER,
1986; VASCONCELOQOS et al., 2007).

Alteracbes no equilibrio redox em sistemas biolégicos desencadeiam uma
série de informacgdes celulares, que vao depender da intensidade do estimulo e do
tipo de informagao. Existe comunicagao entre os sistemas de sinalizagao celular e o
estado redox na célula, entretanto, ndo somente as vias de sinalizagdo estao
sujeitos a regulagao redox, mas os sistemas de sinalizagao regulam o estado redox.

Um dos sistemas afetados por tal mudanca é o sistema da tiorredoxina
(classe de enzimas antioxidantes inespecificas) sensivel as mudangas no estado
redox da célula, podendo regular a expressédo de genes e ativar diversos fatores de
transcricdo, entre eles o fator nuclear KB (do inglés: NF-KB) e a familia AP-1

relacionada aos produtos da oncogenes c-fos e c-jun. O c-fos e o c-jun sao vias de
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sinalizagcdo responsaveis pela proliferacdo e diferenciagcdo celular (KAMATA;
HIRATA, 1999; ADLER et al., 1999; HANCOCK et al., 2001; FORMAN; TORRES,
2002; HADDAD, 2002; RIBEIRO et al., 2005).

As ERs, portanto, executam a fungédo de mensageiros secundarios, visto que
regulam a expressao de genes sensiveis ao estado redox, promovendo alteragbes
na homeostase celular através da sintese de moléculas fisiologicamente ativas,
geradas como produtos de suas reagdes. Adicionalmente, as ERs podem ser
consideradas moléculas de sinalizacdo porque sao produzidas pelas células quando
estimuladas; tendo agao autdcrina e heterdcrina; e quando extintas do meio,
possuem a capacidade de reverter a sinalizagao celular; um exemplo caracteristico
deste processo € a interagdo entre o NF-KB e o IKB (RIBEIRO et al., 2005).

2.7 A producgao de EROs e ERNs

A natureza bioquimica de varios oxidantes bioldgicos tem sido relacionada a
manutencdo dos organismos vivos e aerobicos. Estudos demonstram que as células
vivas requerem defesas contra estes oxidantes ou pré-oxidantes, pois, sem as tais
defesas, em condicdes aerdbicas ndo sobreviveriam. Sob esta condi¢do, a evolugao
das espécies pela perpetuacao da vida, buscou desenvolver diferentes tipos de
mecanismos antioxidantes como forma de adaptagcao ao ambiente.

Mesmo em condigbes basais, organismos aerobicos produzem espécies
reativas, a partir da oxidagdo de substratos como o carbono e hidrogénio e da
reducado do oxigénio molecular a agua, através do transporte de elétrons realizado
na mitocdndria. As etapas intermediarias desta reducdo produzem duas espécies
radicalares de grande interesse bioquimico, sendo o radical &nion superoxido e o
radical hidroxila. Além destes, o processo de respiracdo celular, também produz
outras espécies com potencial oxidante, tal qual o peréxido de hidrogénio produzido,
seja pela dismutagcdo espontédnea do radical anion superoxido ou pela atividade
catalitica enzimatica da superoxido dismutase (SOD) (GUTTERIDGE, 1994;
BECKMAN, 1996; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).
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Figura 5. Transporte de elétrons, redugado do oxigénio molecular e a formagéo de
espécies intermediarias até a total redugdo a agua realizada na mitocondria
(adaptado de GUTTERIDGE, 1994).

Assim, o requerimento para inativagcdo destas moléculas pro-oxidantes é
necessariamente vital e continuo nos organismos aerobicos. Uma vez que através
do metabolismo, muitas espécies reativas podem ser deslocadas ou transportadas
dos locais de sua producgao. Esta condicdo € alcangada por algumas espécies, tal
qual a atividade de algumas enzimas (NADPH oxidase e as NOS), atacando
diversos alvos biologicos em um determinado ambiente, e em outros, serem
completamente in6cuas (GUTTERIDGE, 1994; BECKMAN, 1996; HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 1999).

Cerca de 2% de ERs produzidas em condicbes metabdlicas normais escapam
das defesas antioxidantes. Isto sugere que as espécies reativas ndo sdao somente
produtos das reacdes relacionadas a demanda energética, mas sim, em reacodes
responsaveis pela homeostase celular, tal qual o processo de detoxificacado, através
das reacbOes de biotransformacdao de fase 1 e fase 2; a neuromodulacdo, a
vasculomodulagéo e a sinalizagao celular (ADLER et al., 1999; FORMAN; TORRES,
2002; VASCONCELOS et al., 2007).

A producdo de RL ocorre em processos inflamatoérios através da atividade
enzimatica da ciclooxigenase-2 (COX-2) e da iNOS e na resposta imunolégica aos
patdgenos, através do processo de fagocitose e a explosdo respiratoria (do inglés:
burst respiration) em macrofagos ativados, do qual participam enzimas como
NADPH oxidase e da mieloperoxidase (ADLER et al.,, 1999; FORMAN; TORRES,
2002; VASCONCELOS et al., 2007).

Quando essa producado demasiada de EROs persiste e/ou supera as defesas
antioxidantes, provocando danos as muitas biomoléculas do organismo, temos uma
condicdo denominada de estresse oxidativo. As principais biomoléculas atacadas
por radicais livres e espécies reativas sdao o DNA, carboidratos, lipidios e proteinas.

A persisténcia do estresse oxidativo esta diretamente relacionada as diversas
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doencas, nao sabendo se sdo a causa ou a consequéncia das mesmas
(aterosclerose, Mal de Parkinson, esclerose amiotréfica lateral, Sindrome de Down e
cancer (SIES, 1993; GUTTERIDGE, 1994; RIBEIRO et al., 2005).

De Bont e Larebeke (2004) explicam que, apesar dos mecanismos de reparo
a oxidagdo do DNA, contribui principalmente para o desenvolvimento da
mutagénese e da carcinogénese. A exposi¢cao do DNA as EROs e ERNs provoca a
hidrolise do DNA entre outras reacdes. Essas ERs podem ser geradas a partir de
substancias exogenas (xenobidticos), ou entdo derivadas do metabolismo, através
da producgao endégena. Outras condigdes como a incidéncia de luz ultravioleta (UV),
0 emprego de ultra-som e microondas, além de uma simples homogeneizagao

também s&o responsaveis por produzir espécies reativas de oxigénio aos sistemas.

2.8 A atividade antioxidante

Alguns pesquisadores relacionados a area da nutricdo sugerem o termo
antioxidante para moléculas com propriedades de promover a etapa de terminagao
da reagdo em cadeia (em inglés — stop chain-breaking properties), principalmente
inserida na conservagao de alimentos. Esta reagdo em cadeia pode ser gerada pela
decomposicdo de azo-iniciadores e também pela peroxidagao lipidica. Entretanto,
uma ampla definigdo do termo antioxidante seria qualquer substancia que, quando
presente mesmo em baixa concentracdo comparada aquelas do substrato oxidado,
decresce ou previne a oxidacdo do substrato. O substrato oxidavel inclui todas as
moléculas conhecidas in vivo. Nesta condicdo, sdo relacionados estudos referentes
aos alvos bioldgicos, a extensdo dos danos causados; a origem das espeécies
reativas e radicalares de oxigénio e nitrogénio; e a atividade antioxidante in vitro e in
vivo (GUTTERIDGE, 1994; HALLIWELL, 1995; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999;
ROGINSKY; LISSI, 2005).



2.8.1 Defesas antioxidantes celulares: prevencao, interceptagcao e reparo

De modo geral, as defesas antioxidantes celulares atuam por diferentes
mecanismos e em locais distintos na célula. Entre elas, citam-se: (1) a prevengao da
formagao das EROs; (2) a interceptacédo das EROs; e (3) o reparo do dano oxidativo
em lipidios, proteinas e DNA (SIES, 1993; SIES, 1997).

2.8.1.1 A prevengao

A prépria arquitetura e especializagdo da célula, no caso do enovelamento de
enzimas e da cromatina do DNA s&o recursos primarios de defesa celular, assim
como produgao de pigmentos - melanina e carotendides — que também fornecem
protecdo contra uma espécie reativa excitada eletronicamente por radiacéo
ultravioleta denominada oxigénio singleto.

A propriedade quelante de algumas moléculas, especialmente proteinas
plasmaticas, € o maior fator protetor extracelular para a oxidacdo de lipidios e a
fragmentagcdo do DNA. Neste sentido, defesas ndo-enzimaticas estdo disponiveis
como algumas proteinas, as quais sao capazes de se ligarem aos metais, quelando-
os (exemplo: ferritina, transferrina, ceruloplasmina, metalotioneina, entre outras), de
modo a manter o ferro e o cobre em suas formas pouco ou nao reativas (SIES, 1993;
GUTTERIDGE, 1994).

2.8.1.2 A interceptacao: enzimatica e nao enzimatica

2.8.1.2.1 Enzimatica

Todos 0s organismos eucariontes possuem enzimas antioxidantes. Apds a

formacgao de espécies reativas, a primeira interceptacao celular contra a atuagao das
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especies reativas da-se pela atividade enzimatica das enzimas: superédxido
dismutase - SOD-Zn (em nivel mitocondrial) e SOD-Mn/Fe (em nivel citosdlico e no
liquido extracelular - LEC), catalase (CAT) e glutationa peroxidase-Se (GPx-Se). As
reacdes de defesas enddgenas promovidas pelas atividades das enzimas SOD, CAT
e peroxidases sdo demonstradas na figura 6. A dismutagdo € uma reagao na qual
duas moléculas idénticas reagem entre si, gerando produtos diferentes
(MORRISON; BOYD, 2004). Na equagao 2, apresenta-se a dismutacao catalisada
enzimaticamente pela SOD; e na equacgao 3, apresenta-se a dismutagao espontanea

com suas respectivas velocidades.

. , SOD

202 + 2H —_— H202 + 02 (2)
k=10"M s

20, + 2H — . H0, + O, (3)
k=10"M .s

CAT
2H,0, ———» 2H,0 + O, (4
SH, + H,0, peromdasesZH20 + S (5)

Figura 6. Representagao das reagdes de produgéo (equacgdes 2 e 3) e degradagao
do peroxido de hidrogénio (equagdes 4 e 5) (adaptado de SIES, 1993; BECKMAN,
1996; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

No entanto, algumas enzimas atuam como antioxidantes indiretos,
participando ativamente do ciclo redox celular, uma vez que possuem a funcao de
regenerar o substrato oxidado, de transportar e eliminar as substéncias reativas. Isto
se aplica ao processo de reciclagem da glutationa dissulfidica ou oxidada (GSSG) —
regenerando o tripeptideo — a glutationa reduzida (GSH) ou simplesmente glutationa
(figura 7), pela atividade enzimatica da flavoproteina glutationa redutase (GR) (figura
8). Ainda, em relacdo aos sistemas antioxidantes indiretos cita-se o sistema
transportador conjugado-S-glutationa e a glutationa-S-transferase (GST); e o sistema

das tiorredoxinas (Trx), enzimas inespecificas identificadas mais recentemente que
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catalisam a reducdo de muitos substratos, sistema de reparo, entre outros (SIES,

1993; HALLIWELL, 1995; RIBEIRO et al., 2005).

OH

. O
HoN 0 H3N -
1) acido glutamico O
HO™ ~O e}
o NH HN
2) cisteina 2 >
) o \ﬂ)\/SH OYVSH
NH, o NH
3) glicina i i
0~ ~OH o0
aminoacidos tripetideo - GSH

Figura 7. Estrutura quimica dos aminoacidos e do tripeptideo: GSH.

glutationa peroxidase (GPx)
2GSH + H,0, = > GSSG +2H,0
glutationa redutase (GR)

(.o

NADP  NADPH

Figura 8. Processo de ciclo redox na atuagdo indireta das enzimas como

antioxidantes.

Recentemente, vem sendo postulado que a hexoquinase mitocondrial pode

exercer um controle na geragcdo de espécies reativas na organela em condi¢des

fisioloégicas (GALINA et al., 2009).

2.8.1.2.2 Nao-enzimatica

Uma vez formadas as espécies reativas, a estratégia celular € diminuir o dano

biolégico de modo a produzir espécies com menor reatividade quimica. Isto ocorre
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devido a natureza quimica do radical livre, possuindo um elétron desemparelhado.
Na busca pela estabilizac&o eletrbnica de seus orbitais, tende a ganhar elétrons de
outra molécula, transformando-se em um néo radical, produzindo a partir da outra
molécula que reagiu, uma espécie de natureza radicalar, tal qual uma reagcdo em
cadeia.

Biologicamente, um eficiente interceptador tem a capacidade de transferir o
potencial deletério de uma espécie reativa, considerando o sistema de fases -
hidrofilica e lipofilica - para uma espécie de menor capacidade reativa dentro do
sistema. Portanto, um exemplo basico desta condicdo é a substancia fendlica (a-
tocoferol), sendo o mais eficiente antioxidante de fase lipofilica (protecédo as
membranas plasmaticas) e que apos reagir com a espécie reativa, forma o radical
tocoferila (de menor reatividade), que é regenerado em ambiente hidrofilico (citosol)
pelo acido ascérbico e substancias contendo grupamentos tidis (SIES, 1993).

E importante salientar que a eficacia dos antioxidantes fendlicos muito
presentes em nossa dieta esta diretamente relacionada ao tempo de meia-vida da
espéecie reativa, de forma que ele sera mais potente, por exemplo, para o radical
peroxila (tempo de meia-vida de 7 segundos) do que para o radical hidroxila (tempo

de meia vida de 10 segundos).

2.8.1.3 O reparo

Outra forma de protecdo em relagdo aos danos provocados por espécies
reativas, quando as defesas de interceptagdo néo sao efetivas, tornando os danos
cumulativos é o reparo. O dano a molécula de DNA pode acontecer em bases
puricas e pirimidicas, modificando-as, e gerando a quebra de um unico filamento ou
uma dupla quebra dos filamentos. O mecanismo de reparo contém sistemas
enzimaticos (proteolitico e lipolitico) capazes de regenerar proteinas (chaperonas) e
fosfolipidios de membranas oxidados (ARUOMA et al., 1989; SIES, 1993;
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).



2.8.2 Os mecanismos de agao antioxidante

Existem mecanismos principais pelos quais as espécies reativas e radicalares
podem ser extintas do meio reacional, ou as consequéncias destas amenizadas por:
remocgao do oxigénio molecular ou decréscimo das suas concentragdes; remogao de
ions cataliticos; sequestro de radicais livres e espécies reativas; terminacdao da
reacdo em cadeia; atividade enzimatica antioxidante: SOD, catalase, glutationa
peroxidase; inibicdo da atividade enzimatica pro-oxidante: oxido nitrico sintase
(NOS) xantina oxidase (XO), NADPH oxidase e mieloperoxidase (MPO) sao alguns
exemplos; extingdo ou sequestro do oxigénio singleto; reparo (SIES, 1993; SIES,
1997); e filtragdo da radiagéo ultravioleta (LAGUERRE et al., 2007).

Tabela 5. Resumo das principais defesas antioxidantes em sistemas biologicos.
Onde: GPx: glutationa peroxidase; PHGPx: glutationa peroxidase de hidroperoxido
fosfolipidico; UDP: Uridina difosfato (adaptado de SIES, 1993; GUTTERIDGE;
HALLIWELL, 1999).

Sistema

| Comentarios

Nao enzimatico

a-tocoferol (vitamina E)

Interrupgéo da reagao em cadeia

B-caroteno Quenching oxigénio singleto
Licopeno Quenching oxigénio singleto
Ubiquinol-10 Sequestrador

Glutationa (GSH) Substrato para oxidagéo - diversos
Ascorbato Agente redutor

Urato Sequstrador

Bilirrubina Antioxidante plasmatico
Flavonoides Agente redutor e quelante de metais

Proteinas plasmaticas (metalotioneinas)

Quelacao de metais: transferrina e ceruloplasmina

Substancias sintéticas

Organicas e inorganicas

Enzimatico direto

Superodxido dismutase (SOD)

SOD-CuZn (citosol e liquido extracelular - LEC),
SOD-Mn (mitocéndrial)

GSH - peroxidases

GPx (citosol e mitocéndria), PHGPx, ebselen

Catalase

Hemeproteina abundante no peroxissoma

Enzimatico indireto (ciclo redox)

Sistema de conjugacgao

Glutationa-S-transferase e
transferase

UDP-glicuronil

NADPH-quinona oxiredutase

Reducéo de dois elétrons

NADPH-GSSG redutase

Manutencgéo das concentragdes de GSH

Sistema de transporte

Eliminacdo do GSSG tioeter (S-conjugado)

Sistema de reparo

Reparo de DNA, regeneracdo de proteinas
oxidadas (chaperonas) e regeneragdo de
fosfolipidios
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Muitas substancias antioxidantes podem exercer mais de um mecanismo de
acao, como o propil-galato, substancia que atua como: sequestrador, interruptor da

reacao em cadeia e agente quelante de ions metalicos (HALLIWELL, 1995).

2.9 As espécies reativas de oxigénio (EROs)

2.9.1 A reatividade do oxigénio molecular

O oxigénio molecular ou oxigénio tripleto (*0,) € uma molécula diatémica, que
em seu estado fundamental, possui dois eletrons desemparelhados no orbital anti-
ligante 1 de spins paralelos, restringindo a reatividade molecular. Esta natureza
limitada ocorre porque, geralmente, as moléculas que doam elétrons ao oxigénio,
possuem uma ligacdo covalente e com os elétrons de spin opostos ocupando o
mesmo orbital molecular. A reatividade do oxigénio com biomoléculas é restringida
pelo spin. Apesar disto, esta situagado pode ser alterada pelo consumo de energia,
transformando o oxigénio, ndo em radical livre, mas, em uma forma excitada,
denominada de oxigénio singleto ('0,). O oxigénio singleto possui duas formas: a
primeira e mais instavel, seria a condicdo em que os dois elétrons de spins opostos
estdo em orbitais diferentes; e a segunda, em que os elétrons de spins opostos
ocupam o mesmo orbital.

A formagado do oxigénio no estado singleto pode ocorrer biologicamente no
processo de visdo e em cloroplastos, quando o sistema pigmentado absorve fétons,
transferindo energia ao O, (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1999; RIBEIRO et al., 2005).

2.9.1.1 O radical anion superéxido (02™)

O oxigénio molecular ao ser reduzido, pela adigdo de um elétron ao orbital 2p

gera como produto o radical anion superéxido. Em solugdo aquosa, esta espécie
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radicalar € um fraco oxidante e instavel, pois desaparece rapidamente devido a
dismutacdo quimica espontanea (k = 10° M™".s™), formando perdxido de hidrogénio e
oxigénio como produto. Entretanto, a enzima chamada superéxido dismutase (SOD)
descoberta em 1969, por McCord e Fridovich, catalisa fortemente esta reacao (k =
10° M".s™") (LIOCHEV; FRIDOVICH, 2007).

Ambos, O, e H,O,, podem lesar poucos alvos celulares, devido a reatividade
limitada, todavia, o radical anion superdxido reage rapidamente com heme-tiol
proteinas, superoxido dismutase (SOD), ‘NO e, em menor intensidade, com o
ascorbato. Neste sentido, ensaios in vitro tem demonstrado a redug¢ao do ferri-
citocromo C, sendo bloqueado pela atividade enzimatica da SOD. Portanto, a
espécie quimica O, é melhor redutor que oxidante, sendo capaz de reduzir
complexos férricos como o citocromo C e Fe-EDTA (COHEN, 1978; KEHRER, 1993;
HALLIWELL, 1995).

* *
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O, no estado fundamental 0. simpleto Radical Superdxido O, simpleto

(‘Eg'0,) (Ag0) oy ('Zg'0,)

Figura 9. Estados quimicos da molécula de dioxigénio (O;) (adaptado de
HALLIWEL; GUTTERIDGE, 1999; RIBEIRO et al. 2005).

A producgao de radical anion superéxido também pode ser mediada através da

atividade enzimatica da NADPH oxidase, ligada as membranas plasmaticas (SIES,
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1993; GUTTERIDGE, 1994) assim como, a partir da degradacédo de ATP e de GTP,
ambos relacionados ao metabolismo de bases puricas e pirimidinicas — em que a
enzima xantina oxidase atua sobre o substrato, oxidando a xantina e/ou a
hipoxantina e produzindo o acido urico. O ciclo redox da xantina oxidase, também
produz o O,"” (BRAUGHLER et al., 1986).

2.9.1.2 O peréxido de hidrogénio (H20,)

Alguns sistemas produtores do radical anion superdxido também produzem,
através da dismutagao, perdxido de hidrogénio (H2Oz). Muitas enzimas sao capazes
de produzir peroxido de hidrogénio pela transferéncia de dois elétrons para o
oxigénio, entre elas: urato oxidase, glicose oxidase, D-amino oxidase, entre outras. A
molécula de peroxido de hidrogénio é relativamente estavel na auséncia de metais
de transicdo, sendo um fraco agente oxidante e fraco agente redutor. Altamente
soluvel em agua, difunde-se rapidamente atravessando as membranas celulares.
Alguns trabalhos evidenciam a capacidade do perdéxido de hidrogénio em atuar
como segundo mensageiro, molécula de sinalizagdo ou “gatilho” (GUTTERIDGE,
1994; SIES, 1993 FINKEL, 1999;).

A propriedade redox do H;O, e a sua capacidade de gerar espécies
radicalares na presencga de ions metalicos de transicdo foram acompanhadas pelo
desenvolvimento de mecanismos de defesa e protegcado celular demonstrado pela
acao de diversas enzimas, como catalase, glutationa peroxidase e outras
peroxidases (HALLIWEL; GUTTERIDGE, 1999).

2.9.1.3 O radical hidroxila ("OH)

O radical livre hidroxila € o maior produto gerado através da radiolise da agua.
Ele também pode ser produzido pela homdlise do perdoxido de hidrogénio na
presenca de metais de transicdo. As reagdes de Fenton e Haber-Weiss séao

processos que ocorrem concomitantemente, e sdo responsaveis pela producado de
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radicais hidroxilas, dependente da presenca de metais de transicdo no meio
reacional (equacbes 9-13). Esta espécie radicalar € a mais deletéria de todas as
EROs, sendo capaz de oxidar inumeros alvos bioldgicos. Além disto, os organismos
vivos ndo possuem enzimas antioxidantes especificas capazes de extinguir este
radical devido a sua alta reatividade. Ensaios in vitro confirmam a capacidade do
radical em provocar danos ao DNA isolado, as proteinas e aos lipidios.

O ataque randdbmico do radical hidroxila pode ocorrer sobre componentes
celulares criticos ou n&o, lesando as moléculas biologicas in vivo com uma
velocidade constante maior que 10° M™'.s” (velocidade préxima ao limite da
velocidade de difusdo). Por esta condicéo, ele reage com a maioria das moléculas
organicas praticamente no local onde € produzida. Estudos demonstram que a
distancia de difusdao percorrida na célula pelo *OH é somente 3 nm (SIES, 1993;
HALLIWELL, 1995; BECKMAN, 1996).

Portanto, existem 4 tipos de mecanismos in vivo para produc¢ao de radical

hidroxila. Sao eles:

1. Proveniente da exposicao a radiagao:
H,O — *OH + H" + Eaq. + H,0, (6)
2. Através da reagao catalisada por metais de transicdo, em especial: o ferro e o

cobre (Reacgao de Fenton).

3. Através da reacao entre o O," e o 'NO, produzindo ONOO™:

0," +°NO — ONOO™ (7)

O peroxinitrito € uma molécula citotéxica e também pode decompor-se em pH
fisiolégico, produzindo varios tipos de espécies reativas nocivas, entre elas, o cation
nitrosénio (NO™), o radical dioxido de nitrogénio ("NO) e o *OH.

4. Através da reagao entre o acido hipocloroso (HOCI) e o O," com velocidade
constante, de aproximadamente, 10’ M"'s™' (GUTTERIDGE, 1994; HALLIWELL,
1995):

HOCI + 0™ — *OH + 0,+ CI" (8)



2.9.1.3.1 A Reacao de Fenton

Em meados de 1876, o quimico H. J. H. Fenton descreveu que a reagao entre
sais de ferro e peréxido de hidrogénio, era capaz de modificar algumas moléculas
organicas, entre elas, o acido tartarico.

Considerando a atuacéo do ferro como agente catalisador, lembramos que o
organismo humano contém aproximadamente quatro gramas de ferro fixados em
proteinas transportadoras de elétrons (proteinas ferro-enxofre e citocromos),
proteinas transportadoras (transferrina), hemoglobinas e mioglobinas (KOPPENOL,
1998b). Na Reacdo de Fenton o ion ferroso sofre oxidagdo pelo perdxido de
hidrogénio, quebrando (processo quimico chamado de fissdo homolitica) a ligagao
O-0 do peroéxido de hidrogénio e produzindo a liberagao de anions hidroxilas (OH")
e radicais hidroxilas ("OH). Descrevem-se as reagbdes de Fenton, Weiss e Haber-

Weiss e a produgao do radical hidroxila, nas equagdes a seguir (9-12):

Fe™ + 0, Fe™ + 0, (9)

(Processo de auto-oxidagdo, em que: k = 10° M s™)
202._ +2H & O, + H,0Oo (10)

Fe™ + H,0; o> Fe™" + OH + "OH (11)
(Reacao de Fenton, em que: k = 10°-10° M™'.s™)

Fe™ + 0" — Fe™ + 0y (12)
(Reacao de Weiss, em que: k = 10° M".s™)

0," + HyOp > Oy + OH™ + "OH (13)
(Reagao de Haber-Weiss)

O processo demonstra interdependéncia nas reagcdes do processo oxidativo
catalisado pelos ions metalicos e a importancia da interconversdo dos estados
oxidativos dos metais de transi¢cdo. Ou seja, a reacdo de Haber-Weiss é ciclica, pois
depende da reagao de Fenton, que por sua vez, também depende da reacédo de
Weiss (BRAUGHLER et al.,, 1986; BECKMAN, 1996; FERREIRA; MATSUBARA,
1997; LIOCHEV; FRIDOVICH, 2007). E importante relatar que a velocidade da

reacdo de Fenton se processa lentamente em solucdo aquosa, contudo, pode ser
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grandemente afetada, conforme o tipo de quelante. Este fato provocou uma
dicotomia no conceito sobre a quelagdo dos metais e a interrupgdo da produgao
radicalar. Indiscutivelmente, serviu de fundamento para os estudos relacionados aos
mecanismos de quelagdo e de aplicagdo na quimica farmacéutica (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 1999).

2.9.1.4. O radical peroxila (ROO°)

Radicais de oxigénio podem combinar com outros atomos ou macromoléculas
e produzir o radical alquila (R*) ou o alcoxila (RO®) e também o radical peroxila
(ROO®), ou ainda, radicais endoperéxidos. A formagdo de ROQO® é uma etapa
determinante da lipoperoxidagao e também produz dano ao DNA e as proteinas.

Os radicais peroxilas sao espécies tipicas de reacdes em cadeia, envolvendo
a peroxidagao lipidica, as iniciadas por azo-decomposig¢ao (relativo ao ensaio de
reatividade antioxidante total - do inglés: TAR) e quando reagem com proteinas e
seus grupamentos tidis, gerando radicais tiillas (RS®) que, por sua vez, combinam
com o oxigénio molecular presente no ambiente. Radicais peroxilas s&o
relativamente estaveis, pois, seu tempo de meia-vida € cerca de alguns segundos.
Tal caracteristica, ao contrario do radical hidroxila, pode fazer com que esta espécie
radical se difunda do local de sua origem e exer¢a a fungdo oxidante em outros
alvos bioldgicos (SIES, 1993; HALLIWELL, 1995).

2.9.1.5. As espécies reativas de nitrogénio (ERNs)

2.9.1.5.1. Os 6xidos de nitrogénio

Umas das caracteristicas mais interessantes do nitrogénio € a ampla

variedade de produtos de sua oxidacdo, sendo o Unico entre os elementos a formar
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diversos oOxidos binarios, entre eles, o monodxido de nitrogénio, o Oxido de
dinitrogénio, o trioxido de dinitrogénio, o didéxido de nitrogénio, o tetradxido de
dinitrogénio e o pentdxido de dinitrogénio (KOTZ; TREICHEL, 1998). Oxido nitrico
(‘NO) e o didxido de nitrogénio (*NO;) contém um elétron desemparelhado no seu
orbital molecular e, portanto, sdo considerados radicais livres.

Para tanto, a producdo enddgena de o6xido nitrico é dependente da via do
oxido nitrico, sistema complexo, em que a atividade enzimatica das isoformas de
oxido nitrico sintase é finamente regulada. Em relagdo a produgao do radical diéxido
de nitrogénio, além de ser uma espécie intermediaria formada a partir da auto-
oxidagao lenta do ‘NO, pode ser detectado na fumaga de cigarros e de veiculos
automotores. Tem a capacidade de promover a lipoperoxidagdo e alteracbes em
proteinas. Portanto, o radical diéxido de nitrogénio € um forte oxidante, enquanto o
radical mondéxido de nitrogénio € um fraco agente redutor (VAN DER VLIET et al.,
1995).

Tabela 6. Principais 6xidos de nitrogénio (adaptado de KOTZ; TREICHEL, 1998;
VAN DER VLIET et al. 1999).

Formula Nomenclatura Estrutura Estado de Paramagnetis-mo
oxidacao do
nitrogénio
N,O Oxido de dinitrogénio O——N=N +1 Nao
NO~ Anion nitréxido +1 Nao
NO* Mondxido de nitrogénio N=—0 +2 Sim
N,O Trioxido de dinitrogénio 0 o) +3 Nao
203 g \ /
N—N
\
O
NO" Cétion nitrosénio +3 Nao
NO,” Nitrito +3 Nao
‘NO, Dioxido de nitrogénio 0 0 +4 Sim
N,O4 Tetraoxido de dinitrogénio 0\ //0 +4 Nao
N—N
V4 \
6] (6]
NO," Cétion nitrénio +5 Nao
NO;~ Nitrato +5 Nao
N Pentoxi initrogéni 0 [} + N3
505 entoxido de dinitrogénio \ o/ 5 ao
N N
/ \
(0] ¢}
ONOO™ Peroxinitrito ou _N o +5 Néo
oxoperoxonitrato o” Yo~
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O 6xido nitroso ou 6xido de dinitrogénio (N2O), popularmente conhecido como
“‘gas hilariante”, ndo possui tal caracteristica paramagnética e ndo pode ser

considerada uma espécie radicalar.

Tabela 7. Tempo de meia-vida das principais ERs (adaptado de IGNARRO, 1989;
SIES, 1993; GALLEANO et al., 2002).

Férmula Nomenclatura Tempo de meia-vida (segundos)
molecular
0, Anion superéxido ou radical superéxido - (enzimatico)
HOO* Radical peroxido ou per-hidroxila Instavel
H,0, Peréxido de hidrogénio - (enzimatico)
*OH Radical hidroxila 10”
ROO* Radical peroxila 7
RO* Radical alcoxila 10°
ROOH Hidroperdxido orgéanico
'0, Oxigénio simpleto 107
‘NO Radical mondxido de nitrogénio 1-10
HCIO Acido hipocloroso Estavel
ONOO Peroxinitrito 0,05-1,0
Q* Radical semi-quinona Dias
Asc*” Radical anion ascorbila 50

O monodxido de nitrogénio € uma espécie quimica enddgena, em que sua
producdo é inteiramente dependente da via do *NO, sistema complexo finamente
regulado pela atividade enzimatica das isoformas da O&xido nitrico sintase. Este
radical possui um tempo de meia vida de 1-10 segundos, porém, na presenca do
radical anion superoxido seu tempo de meia-vida decresce significativamente.

Na presenca de substancias sequestradoras do radical anion superoxido seu
tempo de meia-vida volta a aumentar. Este mecanismo foi inicialmente descrito
como uma forma de inativar o radical *"NO. Mas, estudos posteriores demonstraram
que a reagao produzia uma molécula com potente carater oxidante denominada
anion peroxinitrito (ONOQO~) ou simplesmente peroxinitrito (KOPPENOL, 1998a;
RADI, 2000; RADI et al., 2001).

A velocidade de formacdo do peroxinitrito (k = 5 x 10° M™.s™) transcorre a
valores extremamente elevados, ou seja, a velocidade constante préxima ao limite
de difusdo (relembrando que a velocidade de difusdo préxima ao limite também
ocorre na reagao entre o radical hidroxila e algum alvo biologico, e tem o valor da

velocidade de k = 10%10" M1.s™). Portanto, a velocidade de formagdo do
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peroxinitrito € cerca de trés vezes maior que a velocidade de reagdo para o
catabolismo do radical anion superdxido através da superdxido dismutase (SOD)
(KOPPENOL, 1998a; NAPOLI et al., 2006).

O peroxinitrito € uma espécie reativa com tempo de meia-vida curto
(aproximadamente 0,05 - 1 segundo). Possui propriedades citotoxicas e esta
relacionado em muitas doengcas humanas. Além de seu potencial oxidante para
muitos alvos bioldgicos, esta espécie pode provocar danos a um numero muito maior
de moléculas biolégicas, uma vez que a decomposi¢cdo do acido peroxinitroso
(ONOOH) pode gerar o radical hidroxila independente da catélise mediada pela
presenca de metais de transicao no meio reacional (GUTTERIDGE, 1994; VAN DER
VLIET et al., 1995; RADI, 2000).

k1 k3 ' N02 + .OH
‘NO+ Oy ——> ONOO —» ONOO + H —» HONOO <
k2 l k4 NO3_ + H+

) ks, "COs5 +* NO,
ONOO + CO, —>» ONOOCO,

k7™ NO; + CO,

Figura 10. Equacbes de formacdao e decomposicdo do ONOO/ONOOH. Radical
anion carboxilato (*COs); anion peroxicarboxilato (ONOOCO,") nitrato (NO3);
peroxinitrito (ONOQ"); acido peroxinitroso (HONOO); radical diéxido de nitrogénio
(‘NOy); radical anion superoxido (O,*"); radical mondéxido de nitrogénio ("NO); e
diéxido de carbono (CO,) (adaptado de STANBRO, 2000a; STANBRO, 2000b;
STANBRO, 2000c).

Tabela 8. Velocidade das reagdes (adaptado de STANBRO, 2000a; STANBRO,
2000b; STANBRO, 2000c).

Reagao Equacao Constante de velocidade
1 *NO + 0, — ONOO~ ky=5X10°M"s™
2 ONOO™ — °NO + O, k, = 0,0017 s
3 ONOO™ — *NO, + *OH ks =0,207 s™
4 HONOO — NO;” + H' K,=0,483s"
5 ONOO™ + CO, —» ONOOCO,” Ks=5,8x10"M".s"
6 ONOOCO,” — *NO, + *CO;” Ks=3x10°s"
7 ONOOCOZ_ — NO3 + COQ K7 =7X 105 S--I
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Em pH neutro, o ONOO™ é parcialmente protonado, formando acido
peroxinitroso (HONOO) que se decompde rapidamente, produzindo o nitrato (NO3")
e intermediarios reativos como o radical hidroxila e o radical dioxido de nitrogénio.
Tanto a forma aniénica quanto a protonada podem atravessar as biomembranas por
diferentes mecanismos, difundindo em uma distancia de 10-20 um (KOPPENOL,
1998a; RADI, 2000; STANBRO, 2000a; STANBRO, 2000b). Ao atravessar as
biomembranas, provoca reacdes em cadeia, promovendo a lipoperoxidacdo e a
oxidagao de proteinas. Devido a capacidade de iniciar a peroxidagéao lipidica (LPO)
em lipoproteinas de baixa densidade (LDLs) o ONOO™ tem forte relacdo com o
desenvolvimento da placa aterosclerdtica ou ateroma. Pode ainda reagir diretamente
com metaloproteinas, grupamentos tidis e com algumas biomoléculas, tais como a
oxi-hemoglobina, CO,;, e albumina sérica com velocidade constante,
respectivamente, de 1 x 10% 4 x 10% e 9,7 x 10° M'.s" (KOPPENOL, 1998a;
KOPPENOL, 1998b; RADI, 2000; STANBRO, 2000a; STANBRO, 2000b).

O peroxinitrito pode hidroxilar e nitrar substancias que contenham em sua
estrutura quimica anéis aromaticos. Um aminoacido que sofre o processo de
nitracdo por ONOOH via formacgao do radical diéxido de nitrogénio é a tirosina (figura
11).

Q 9 1 1 ?
ki=3x10 M s
MOH + 'NO, 1 - OH
NH NH
"0 2 HO

NO,
radical tirosila 3-nitrotirosina
@)
/©/\V/U\OH
O 1 -
Q ky=4x10 "M"s" 5 NH,
OH ———> |
.O NH2 ‘O 2 O
HoN oH

ditirosina

Figura 11 Radical tirosina (Tir*) e a reagdo de formacao da nitrotirosina (3-NT) e de
ditirosina (adaptado de VAN DER VLIET et al., 1995).
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A reacao entre tirosina € ONOO™ produz a 3-nitrotirosina (3-NT) e a ditirosina,
indicando a intermediaria formacao de radicais tirosilas no processo dependente de
pH, e concomitantemente, a formagao do intermediario ONOOH (VAN DER VLIET et
al., 1995).

Estudos iniciais desenvolvidos por Radi e colaboradores (1994) relataram a
interferéncia do ONOO na funcdo mitocondrial, alterando a homeostase celular.
Porém, em baixas concentragdes o peroxinitrito tem a mesma atividade biolégica do
*‘NO. Contudo, em altas concentragbes exerce um efeito citotdxico, resultando na
modificacdo das proteinas e alteragdo da atividade enzimatica, pela nitracdo dos
residuos de aminoacidos de triptofano e tirosina, e a oxidagdo de cisteina e
metionina (figura 12) (VAN DER VLIET et al., 1995; RADI et al., 2000; RADI, 2003).

0 0 o) 0
HO NH, i NH2 NH, NH,

Tirosina Triptofano Cisteina Metionina

Figura 12. Estrutura dos principais aminoacidos reativos ao ONOO™

A formacéao de nitrotirosina (NT) é reconhecidamente um indicador de dano
aos sistemas biologicos. Alguns autores relacionam a participagdo do peroxinitrito
em muitas doengas, tais como neurodegeneragdo (Mal de Parkinson e Esclerose
Lateral Amiotréfica), inflamagéo (articular, intestinal e septicemias) e vascular
(hipertensao arterial e aterosclerose), entre outras (KOPPENOL, 1998b; RADI, 2000;
RADI et al., 2001; RADI, 2003).

2.9.1.5.2 A oxidacao de hemeproteinas

A molécula de oxido nitrico tem afinidade quimica para reagir com o0s
grupamentos heme e tidis de muitas proteinas e enzimas, formando um complexo

nitrosilo-hemeproteina ou NO-hemeproteina ou ainda, hemeproteina nitrosilada.
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Diversas hemeproteinas sao encontradas em nosso organismo, entre as quais
podemos citar a citocromo P450, a mieloperoxidase, a guanilato ciclase, a citocromo
C, a mioglobina e a hemoglobina. Tal caracteristica oxidante envolve sua
propriedade em atuar como segundo mensageiro, ativando a guanilato ciclase (que
possui ferro como cofator do sitio catalitico) e como agente redutor de hemoglobinas
e mioglobinas. Alias, esta propriedade foi utilizada para identificar o fator relaxante
derivado do endotélio como o °NO, pois, ambas as reagdes apresentaram
similaridades. Portanto, o relaxamento em células vasculares da musculatura lisa
obtido com °*NO pode ser antagonizado pela adicdo de hemoglobina ou meta-
hemoglobina. Logo, uma das propriedades fisiologicas da hemoglobina e/ou
mioglobina seria a regulacdo da concentracdo de °NO através da atividade
sequestradora do radical (IGNARRO, 1989; GROSS, 1996; WINK; MITCHEL, 1998).

O tempo de meia-vida para reagdo entre o ‘NO e a oxi-hemoglobina é
aproximadamente 5 segundos. Mesmo durante este tempo, a molécula consegue
difundir-se pelas células e atuar como um segundo mensageiro. Além disto, devido a
solubilidade de seis a sete vezes maiores em fase organica que em fase aquosa,
alguns autores, inicialmente, sugestionaram o papel das membranas como possiveis
reservatorios desta molécula.

Embora seja um radical livre, o 6xido nitrico ndo € uma molécula muito
reativa, portanto, apresenta certa estabilidade. Entretanto, em condigdes em que o
oxigénio esteja dissolvido, pode causar alguns efeitos danosos ligando-se ao ferro
(I) do citocromo ¢ oxidase e a outras hemeproteinas, transformando a oxi-
hemoglobina e oximioglobina em suas respectivas formas oxidadas “meta”, sendo
incapazes de transportarem o oxigénio, e produzindo NO; (IGNARRO, 1989;
KNOWLES; MONCADA, 1994; KOPPENOL, 1998b;).

Hb(l) + *"NO — Hb(lll) + NO5™ (14)

2.9.1.6 O radical anion ascorbila (Asc")

Durante a atividade antioxidante, o ascorbato (AscH"), proveniente do acido

ascorbico (AscH2) sofre duas consecutivas oxidagdes, cada uma, relacionada a
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perda de um elétron, gerando uma espécie radicalar intermediaria denominada de
radical ascorbila (Asc’), até a obtengdo do produto final da reagdo o acido
dehidroascérbico (ADH) (HUBEL et al., 1997).

O radical ascorbila (Asc®) possui um longo tempo de meia-vida comparado
aos outros radicais, tendo o valor de 50 segundos (GALLEANO et al., 2002)

Embora o processo de peroxidagao lipidica (LPO) seja conhecido ha anos, o
mecanismo pelo qual é iniciado ainda permanece incerto. Uma hipotese sustentada
por muitos pesquisadores, € que dentre as EROs, principalmente o radical hidroxila
produzido pela reagcdo de Fenton, seja a mais potente espécie oxidante de acidos
graxos poliinsaturados (AGPIs, no inglés: PUFAs). Contudo, a adi¢do de SOD,
catalase e outros sequestradores de promotores da geragdo de radical hidroxila
falham em inibir a LPO. Isto sugere que a iniciagdo da LPO pode ser gerada por
outras espécies reativas, que ndo as EROs. Outros autores chamam a atencao para
a proporcao entre os ions ferrosos e ions férricos no sistema, além de suas
interconversdes (Fe*"" < Fe™™ ) serem fatores determinantes para a iniciagdo da LPO
(BRAUGHLER et al., 1986). Para tanto, se estabelece que a catalise promovida por
ascorbato, gerando a LPO, pode estar relacionada a habilidade do ascorbato em

reduzir os ions férricos em ions ferrosos.

OH o, OH OH
HO 0 -e,-H HO e] e HO o]
0 —= =0 —= o)
< o L e
- e , O
O oH O %
AscH Asc’ ADH

Figura 13. Reacédo de oxidagao do ascorbato. Ascorbato: AscH™; radical ascorbila:
Asc”; Acido dehidroascérbico: ADH. Em pH fisiolégico a forma &cida é fortemente
ionizada porque o pKa do acido ascorbico é 4,25 (adaptado de HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 1999)

Ensaios utilizando microssomas evidenciam a formacdo de um complexo
entre o ferro microssomal (enddgeno) e ascorbato (figura 14). Esta hipotese é

suplementada pelos conhecimentos de que pequenas quantidades de ferro ligado a
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membrana podem formar um complexo entre o ion ferroso e o radical ascorbila
iniciando a lipoperoxidagcao (CASALINO et al., 1996).

/=I:

Figura 14. Mecanismo hipotético de iniciagcado da peroxidacao lipidica promovida
pela presenca de ascorbato e ferro microssomal (adaptado de CASALINO et al.,
1996).

2.10. Os lipidios de membrana

Todas as células possuem membrana lipidica, sendo, portanto um elemento
basico dos organismos vivos. Os lipidios de membrana sao macromoléculas que
apresentam estrutura quimica com uma extremidade polar (hidréfila) e a outra nao

polar (hidrofoba), conferindo uma propriedade anfipatica. Por serem estruturas
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grandes, em solugdo aquosa, se dispersam, formando micelas, conferindo um
comportamento préprio a cada molécula, quanto a sua solubilidade (MORRISON;
BOYD, 2005).

Existem varias classes de lipidios, entre eles, citam-se os fosfolipidios, os
esfingolipidios, os glicolipidios e os esterdis. Entre os principais lipidios estruturais
de membranas, os fosfolipidios e fosfoglicerideos sao os mais abundantes. Nas
células eucariontes, a presenca de fosfatidilcolina na constituicdo das membranas é
predominante (LIMA; ABDALLA, 2001).

A estrutura quimica dos fosfolipidios caracteriza-se por conter duas cadeias
longas (parte lipofilica) unidas por estericagdo ao carbono 1 (cadeia saturada) e ao
carbono 2 (cadeia insaturada) do triacilglicerol ou triglicerideos. O carbono 3
apresenta uma ligacéo éster com um grupo fosfato, conferindo a denominagéao de
glicerofosfolipidios. Este grupamento fosfato encontra-se unido pelo grupamento
alcool, resultando na quarta ligagao éster da molécula.

A porcao terminal tem caracteristica hidrofila e, geralmente, carga dipolar
ibnica (zwiteribnica), sendo uma negativa e a outra positiva. Contudo, outros tipos de
fosfolipidios podem apresentar estruturas carregadas negativamente ou
positivamente, dependendo do grupamento terminal. Estes fatores podem afetar
tanto as caracteristicas quimicas, quanto as propriedades fisicas relacionadas as
membranas, a sua organizagao e a interagdo no ambiente (DELATTRE et al., 1993;
DE LIMA, 2004; MORRISON; BOYD, 2005).

cadeia saturada

\ 0

H3C—(CH ,)m —C—0—C,

H3C_(CH 2)n —(l'J—O _C2

| ‘ O
/ 0 I o
cadeia insaturada C3—0 —P —0O —alcool

S

Figura 15. Estrutura do fosfoglicerideos (adaptado de DELATTRE et al., 1993).
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Figura 16. Diferentes estruturas dos fosfolipidios e suas cargas predominantes.
Fosfatidilcolina (PC) = carga neutra (zwiteriénico); fosfatidiletanolamina (PE) = carga
neutra (zwiteridnico); fosfatidilinositol (Pl) = carga negativa (adaptado de DELATTRE
et al., 1993; DE LIMA, 2005; MORRISON; BOYD, 2005).

Em certas condi¢cdes, os fosfolipidios formam as duplas camadas ou
bicamadas, arranjando-se de forma que as estruturas de suas caudas apolares
alinham-se numa interagéao apolar (cauda com cauda, ou seja: onde atuam forgas de
van der Waals); e as extremidades polares sdo projetadas as superficies da
estrutura, interagindo com a agua. O efeito da interacao lipofilica deste sistema gera
uma barreira efetiva a passagem de moléculas polares e ions, conferindo
permeabilidade seletiva as células. Logo, a integridade da membrana, também afeta
a viabilidade celular, uma vez que a compartimentalizacdo do ambiente interno da

célula é essencial para manter a homeostase celular.
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/ cabecas polares
/ caudas apolares

Figura 17. Estrutura em bicamada de fosfolipidios.

2.10.1 A peroxidacao lipidica (LPO)

A reacao de oxidacdo mediada por EROs e ERNs sobre os componentes
bioldgicos lipidicos, principalmente os acidos graxos poliinsaturados constituintes
das membranas biolégicas e de lipoproteinas pode ser definida como
lipoperoxidacado ou peroxidacao lipidica (LPO) (FERREIRA; MATSUBARA, 1997;
CASTELLI et al. 1997; LIMA; ABDALLA, 2001; TSERNG, GRIFFIN, 2003; RIBEIRO
et al., 2005; VASCONCELOS et al., 2007).

O processo de LPO envolve uma cascata de eventos bioquimicos, gerando a
produgcao de espécies reativas intermediarias como radical alquila ou radical lipidico
(L*); radical alcoxila (LO®) e radical peroxila ou também chamado de radical peroxila
lipidico, ou ainda, radical peroxilipidico (LOO®). Estes radicais lipidicos podem atacar
substratos intactos (lipideos ndo oxidados), em uma reagdo em cadeia. Ainda, outras
duas espécies sao descritas nas formas de endoperéxido e hidroperoxido (LOOH).
Consultar figura 19 no texto.

A acgao destes radicais livres sobre os alvos moleculares, principalmente os
acidos graxos poliinsaturados pode afetar a estrutura quimica do substrato,
alterando a conformacgéao estrutural da membrana, o equilibrio nos mecanismos de
trocas metabdlicas (permeabilidade), a fluidez da membrana e a atividade
enzimatica na membrana. Como resultado, ha a perda da homeostase celular e em

condicdes extremas provoca a morte celular. Entretanto, estes radicais livres podem
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atuar em processos fisioldgicos como na geracao de eicosandides, na fagocitose e
em diversas vias de transducao de sinais (CASTELLI et al. 1997; LIMA; ABDALLA,
2001).

A propriedade que as EROs e as ERNs tém de reagir com os acidos graxos
poliinsaturados, servindo como iniciadores do processo de peroxidagao lipidica ou
lipoperoxidagcdo (LPO) esta diretamente relacionada com uma variedade de
doencas, incluindo céancer, doencas hepaticas, aterosclerose e o processo de
envelhecimento. Além disto, a LPO também tem sido relacionada a degradacéo de
alimentos, a toxicidade de drogas e aos danos provocados pela poluigdo ambiental e
pela luz solar. De fato a exposigao da pele a radiagdo UV aumenta a producao de
espécies reativas, sendo responsavel pelos danos a pele, degradando
principalmente os lipidios (YAMAGUCHI et al. 2005).

O indice de LPO in vivo pode ser avaliado e relacionado aos eventos
celulares como a expressao de genes, a proliferacdo celular e a apoptose, sendo
também, utilizado como um indicador do estresse oxidativo (CASALINO et al., 1996;
CASTELLI et al. 1997; STANBRO, 2000a; LIMA; ABDALLA, 2001; TSERNG;
GRIFFIN, 2003; ROGINSKY; LISSI, 2005; LAGUERRE et al., 2007).

A LPO exerce seu potencial citotoxico a partir da perturbacdo da homeostase
celular. Este processo €& decorrente das alteragdes na permeabilidade, no fluxo
ibnico e de outras substancias, resultando, na perda de seletividade, seja no influxo
de nutrientes e/ou efluxo de substancias toxicas, em alteragcdbes ao DNA, na
oxidagao de lipoproteinas (LDL) e no comprometimento das moléculas pertencentes
a matriz extracelular (colageno, elastina e proteoglicanos) (LIMA; ABDALLA, 2001).

A producdo de hidroperéxidos — produto primario da lipoperoxidagdo em
sistemas biolégicos pode ocorrer através de duas vias:

(1) Via enzimatica pela atividade das lipoxigenases e cicloxigenases;

(2) Via ndo_enzimatica, envolvendo a participacdo de EROs e ERNs e

metais de transigao.

Ambas as vias estdo fundamentadas na incorporagdo do oxigénio molecular
ao AGPI. O oxigénio necessario para que ocorra a LPO deve estar na forma ativada,
sendo que no estado fundamental o oxigénio encontra-se no estado tripleto (*0,).
Portanto, a reagdo do oxigénio no estado ftripleto com os acidos graxos

poliinsaturados é limitada devido a restricdo de spins, o que n&o ocorre no caso do
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oxigénio singleto ('0,) ou parcialmente reduzido, exemplo: O,"", H,0,, *OH, ONOO~
ou parcialmente ativado como no complexo oxigénio-ferro.
A lipoperoxidacédo ocorre em trés etapas distintas, sendo elas: (1) Iniciagao;

(2) Propagagao; (3) Terminagéo (figura 18).
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Figura 18. Processo de LPO. Em que: 1: abstracdo do hidrogénio; 2: reagdo com
oxigénio molecular e formagao de radical peroxila; 3: formagao de uma espécie
radicalar centrada no carbono; e 4: formacédo de endoperdxido e produtos: MDA:
malonildialdeido e 4-HDA: 4-hidroxi-alcenais (adaptado de HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1999).

A etapa de iniciagdo é descrita como o inicio da peroxidagcdo, sendo que o
AGPI sofre agdo de uma ER o suficiente para abstrair um atomo de hidrogénio bis-
alilico a partir de um grupo metileno (-CHa-), formando um radical de carbono (figura
19) (VANNUCCHI, et al, 1998; LIMA; ABDALLA, 2001).
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Figura 19. Estrutura do AGPI. Em vermelho, os hidrogénios que sdo alvos da agao
de espécies reativas e radicalares. Entre parénteses, os valores da energia de
ligacao das ligagdes entre C e H (adaptado de DE LIMA, 2005).

Uma vez formado, o radical alquila sofre rearranjo molecular, produzindo um
dieno conjugado (molécula quimica que possui o intercalamento de ligagdes simples
e duplas) como forma de estabilizar-se. A etapa de propagacao ocorre em ambiente
aerobico e o radical alquila passa a incorporar o oxigénio molecular, produzindo o
radical peroxila. Consequentemente, este radical pode abstrair outro hidrogénio
alilico de outro acido graxo poliinsaturado, gerando um hidroperdxido. Alguns
peréxidos ciclicos sdo formados em decorréncia da reagao do radical peroxila e uma
dupla ligagdo da mesma cadeia de AGPI. Esses peroxidos ciclicos também séao
importantes na etapa de propagagao da LPO.

A participacéo de metais de transicéo, entre eles: ferro e cobre, no processo
de LPO diminuem a energia de ativacdo para a formagdo de radicais lipidicos
alcoxila, peroxila e hidroxila, a partir da degradacdao dos hidroperéxidos, atuando
desta forma, como catalisadores da reacdo (KEHRER, 1993; LIMA; ABDALLA,
2001).

Fe'" + LOOH — Fe™ + LO® + *OH (15)

(reagao rapida)

Fe"™™ + LOOH — Fe™ + LOO® + H” (16)
(reacéo lenta)

O passo seguinte a propagagdo é chamado de etapa de terminagéo e se
encerra com a formacao de produtos n&o radicalares. Muitos produtos secundarios a
LPO podem ser formados, entre eles, aldeidos e os derivados: hidroxi-, ceto-,
cetohidroxi- e epoxi-hidréxi-acido graxo (ESTERBAUER; CHEESEMAN, 1990;
FERREIRA; MATSUBARA, 1997; LIMA; ABDALLA, 2001; ROGINSKY; LISSI, 2005).



65

Em relagdo a oxidagao dos acidos graxos poliinsaturados promovida por
sistemas enzimaticos, podemos citar a participagcdo das peroxidases ou
monoxidases; as dioxigenases e o sistema mieloperoxidase/H,O,/haleto.

Neutréfilos e mondcitos, durante o processo de fagocitose, sdo capazes de,
por intermédio da enzima mieloperoxidase — uma hemeproteina — provocar a LPO. O
sistema mieloperoxidase/H,O,/haleto é responsavel pela producdo de espécies
reativas e radicalares como o O,"", *“NO, acido hipocloroso (HOCI) e ONOO™. Todas
estas espécies tém a capacidade de abstrair o hidrogénio alilico relacionado a
lipoperoxidacao.

As lipoxigenases sdo enzimas citosélicas e microssomais que catalisam a
producdo de hidroperoxidos a partir dos acidos graxos poliinsaturados. Estas
enzimas possuem grande afinidade em reagir com os acidos graxos dioxigenados,
tais como: o acido linoléico, o eicosapentaendico, o acido araquiddnico, entre outros.
Um exemplo de reacgéo é conversao do acido araquidénico em leucotrienos.

Existem outras enzimas, em tecidos animais, denominadas de cicloxigenases
(COX) que sao responsaveis por inserir 0 oxigénio ao acido araquiddnico,
produzindo as prostaglandinas, tromboxanos e prostaciclinas. Prostaglandinas e
leucotrienos mediam importantes processos fisiolégicos e imunolégicos.
Fisiologicamente, as COXs sdo as maiores produtoras de radicais peroxilipidicos,
participando ativamente da sinalizagdo celular (WINK; MITCHEL, 1998; LIMA;
ABDALLA, 2001)

Uma das técnicas mais populares para a determinacdo da oxidagdo de
lipidios € a determinacdo do produto final da reacdo: o malondialdeido ou
malonildialdeido (MDA). A introducdo deste método para determinacéo da LPO foi
em 1944 por Kohn e Liversedge, tornando-se um método simples e barato, porém,
de pouca especificidade. O MDA é um aldeido formado como produto secundario
durante a oxidacdo de AGPIs por cisdo beta dos acidos graxos poliinsaturados
peroxidados. Este produto tem caracteristicas fisico-quimicas como: volatilidade,
baixo peso molecular (C3H4O2; PM = 72,02) e pKa 4,46. Em condigbes favoraveis,
como pH acido e aquecimento (80-100 °C) o MDA reage com agentes nucleofilicos
para produzir cromégenos com alta absortividade molar no espectro visivel. A
condensagao com o acido tiobarbiturico (TBA) e formacédo do produto réseo MDA-
TBA na proporgao de 1:2 pode ser monitorada através da absor¢gdo no espectro

visivel com comprimento de onda de 532 nanémetros.
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Figura 20. Reagao de condensagao do MDA e TBA.

Esta reagao tornou-se muito conhecida pelo nome de: substancias reativas ao
acido tiobarbiturico (do inglés: TBARS), e representa a maioria dos métodos que
utilizam o TBA como agente cromogeno (LIMA, ABDALLA, 2001; ROGINSKY; LISSI,
2005), aplicando-se a determinagédo da extensdo da LPO em amostras biolégicas e

em ensaios in vitro como método util e satisfatorio.
2.10.2 Os modelos de membrana
2.10.2.1 Os lipossomas

Lipossomas sao estruturas interessantes e amplamente utilizadas como
modelo de membrana biologica devido a similaridade com as membranas celulares
(CASTELLI et al. 1997; FREZARD et al. 2005). Apresentam-se em forma de
vesiculas esféricas, possuindo uma ou varias membranas lipidicas dispostas em
bicamadas concéntricas (figura 21).

Estas bicamadas s&o responsaveis por criar um ou varios compartimentos
aquosos no meio interno, isolando-os do meio externo. A utilizagado de lipossomas
como modelo e membrana deve-se a vantagem em controlar os fatores inerentes as
suas propriedades fisico-quimicas relacionadas a composicgéo lipidica, ao tamanho,
a lamelaridade e a superficie (CASTELLI et al.; 1997; FREZARD et al., 2005).
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Figura 21. Caracteristica estrutural dos lipossomas, exemplo de vesicula
multilamelar (adaptado de FREZARD et al., 2005).

Entre os tipos mais comuns de lipossomas, podemos citar: as vesiculas
multilamelares (do inglés MLV) e as vesiculas grandes unilamelares (do inglés LUV)
e as vesiculas pequenas unilamelares (do inglés SUV) (CASTELLI, et al. 1997;
SAMUNI et al., 2005).

Tabela 9. Classificacdo dos principais tipos de lipossomas. MLV: vesiculas
multilamelares; LUV: vesiculas grandes unilamelares; SUV: vesiculas pequenas
unilamelares (LICHTENBERG; BARENHOLZ, 1988).

Tipo (abreviagao) Diametro da vesicula (nm)
MLV > 400
LUV entre 50 — 400
SuV <50

Os lipossomas sao obtidos a partir de uma substancia anfifilica formadora de

fase lamelar, geralmente fosfatidilcolina. Lipideos apresentando carga efetiva
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negativa ou positiva podem também ser incluidos na composicdo da membrana,
influenciando a taxa de incorporagcdo de substancias antioxidantes, impedindo a
agregacao/fusao das vesiculas lipidicas, modulando o seu destino no organismo,
assim como, alterando a velocidade de difusdo de muitas moléculas, entre elas os
radicais livres.

A producao de ambos requer diversos tipos de procedimentos, sendo que as
LUVs sao produzidas principalmente, por extrusao (figura 22) e dialise, sendo
comumentemente aceitos como modelo apropriado para os ensaios de
lipoperoxidagao in vitro. As MLVs sao facilmente produzidas por hidratagcdo e
agitacao (figura 23), sendo etapas que precedem a producgéo das LUVs (CASTELLI,
et al. 1997; SAMUNI et al., 2005).

(a)

=0
Figura 22. Imagem (a): sistema de extrusdo utilizado para a produgédo de LUVs a

partir das MLVs. Imagem (b): estrutura da vesicula grande unilamelar (LUV)
(adaptado de DE LIMA, 2005).
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Figura 23. Método de hidratagdo para obtengdo de lipossomas do tipo MLVs
(adaptado de FREZARD et al., 2005).



2.10.2.2 Os microssomas (MC)

Membranas microssomais sédo preparadas por centrifugacdo diferencial a
partir do homogenato de tecido animal, utilizando, principalmente 6rgaos como
figado e pulmao. Estas vesiculas contém uma mistura complexa de reticulo
endoplasmatico (RE), membrana plasmatica e membranas de organelas. Seu
conteudo apresenta uma quantidade variavel e complexa de acidos graxos,
proteinas, antioxidantes enddgenos e sistemas enzimaticos.

Entre os acidos graxos, descreve-se a fosfatidilcolina, a fosfatidiletanolamina,
o fosfatidilinositol, a fosfatidilserina, os esfingolipidios e o colesterol. Entre os
antioxidantes, cita-se o a-tocoferol e B-caroteno. E em relagdo aos sistemas
enzimaticos relata-se a atividade da NADPH-citocromo P-450 redutase, a xantina
oxidase e a NADPH oxidase (PUNTARULO; CEDERBAUM, 1988; HALLIWELL,
1995)..

A hemeproteina citocromo P-450 presente no RE é classificada como uma
enzima monoxigenase que promove reagdes de biotransformacdo, produzindo a
hidroxilagdo ou carbonilagdo de substancias xenobidticas, utilizando os co-
substratos: NADH + H* ou NADPH + H" (PUNTARULO; CEDERBAUM, 1988;
VASCONCELOS et al, 2007). A atividade de biotransformacdo por esta
hemeproteina ocorre somente para substancias organicas e relativamente insoluveis
(LEHNINGER, 1986).

Indubitavelmente, a riqueza de critérios para o estudo da lipoperoxidacao
requer a comparagao no emprego de diferentes modelos de membrana, da
composicao da matriz lipidica, da analise dos distintos mecanismos de agao
antioxidante e dos mecanismos iniciadores da reacdo em cadeia por diferentes
especies reativas (HALLIWELL, 1995).

2.11 A viabilidade e respiragao celular

A membrana plasmatica mantém a integridade da célula porque promove a

constancia do equilibrio dindmico intracelular, regulando o fluxo de ions e de
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moléculas através da permeabilidade seletiva e mantendo uma diferenga de
potencial elétrico através da membrana. Esta condicdo €& primordial para a
homeostase celular e influencia diretamente a viabilidade da célula.

Nos organismos aerdbicos a glicolise € responsavel pelo fornecimento de
energia em animais, vegetais e microorganismos, sendo apenas o0 primeiro estagio
da degradacéao aerdbica da glicose até a formacgao dos produtos finais do processo:
o CO; e a H,O. Uma das etapas sequenciais deste processo de respiracao celular é
a ciclo do acido citrico. Nele o grupo acetil coenzima A é completamente oxidado,
gerando a CO; e H,0, de forma dependente do oxigénio molecular.

No ciclo do acido citrico, os grupos acetil sdo enzimaticamente degradados,
produzindo atomos de hidrogénio. Todas as desidrogenases que participam da
oxidacdo do piruvato e do ciclo do acido citrico nas células eucariontes estao
localizadas na mitocondria, embebidas na matriz mitocondrial.

Na etapa final, chamada de transporte de elétrons e fosforilagdo oxidativa, os
atomos de hidrogénio s&o separados em protons e elétrons ricos em energia. Estes
elétrons sdo transferidos por uma cadeia de moléculas transportadoras de elétrons —
cadeia respiratéria — até a obtengcdo da ATP e de H,O e a partir da redugdo do
oxigénio molecular (LEHNINGER, 1986). Qualquer interferéncia nas etapas

sucessivas da respiracao celular pode comprometer a fungao celular.

2.12 A metaloterapia antitumoral

O sucesso da cisplatina e dos complexos de platina em atuarem como
agentes antitumorais estimularam a pesquisa de outros complexos contendo
centros-ativos metdlicos como quimioterapicos (TRYNDA-LEMIESZ, 2004;
GUICHARD et al. 2006; LIU, et al. 2007). Entre todos os complexos antitumorais
desenvolvidos, baseado no ruténio, o ligante dimetilsulfoxido (DMSO) demonstrou
maior potencial devido a sua seletividade para a metastase do tumor sélido e menor
toxicidade ao individuo. Neste contexto, o complexo de ruténio denominado de
NAMI-A (HzIm[trans-RuCls(DMSO-S)(HIm) tem finalizado os estudos clinicos de fase
1 com resultados promissores (ALESSIO et al., 1989; SAVA et al., 1999; SAVA et
al., 2002; BACAC et al., 2004).
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Diferente do mecanismo de acao da cisplatina e de seus derivados, que se
ligam exclusivamente ao DNA, os complexos de ruténio fornecem uma capacidade
adicional demonstrando uma atividade antimetastatica. Ensaios in vitro com
linhagens celulares de carcinoma ovariano humano (A2780) e de células resistentes
a cisplatina (A2780rescis) apresentaram significante reducéo da proliferagéo celular
determinada em 24 horas pelo método de MTT, utilizando o NAMI-A como agente na
concentragdo de 1 mM. O NAMI-A também afetou o ciclo celular de células de
carcinoma de boca humano (KB) e células metastaticas de murinos (metGM)
interrompendo a fase G2/M. Entretanto, NAMI-A apresenta variacbes da sua
potencial atividade devido:

a) a presenca e concentragao das espécies no meio;

b) as caracteristicas intrinsecas do complexo e de seus ligantes, relacionando a
efetividade com o tipo de hidrélise e a formagao de aqua-complexos reativos;

c) a estabilidade dependente de pH;

d) a toxicidade renal demonstrada in vivo, utilizando camundongos Swiss CD1

(SAVA et al., 2002; BACAC et al. 2004).

2.13. Os complexos sintéticos

A pesquisa sobre substancias sintéticas, especialmente os complexos
nitrosilados de ruténio é apenas uma das estratégias para producdo e
desenvolvimento de metalofarmacos. Contudo, é preciso maior entendimento sobre
o balango pré-oxidante e antioxidante na célula e as relagbes existentes entre o
estado redox e a expressao génica. Considerando os aspectos descritos, um estudo
sobre a atividade antioxidante & aqui proposto, de modo a permitir o maior controle
das variaveis inerentes ao método in vitro. Neste sentido, seguem-se estudos

complementares in vitro relativos a atividade antitumoral e a viabilidade celular.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

O objetivo central deste estudo € avaliar a propriedade antioxidante de 5
diferentes complexos nitrosilados de ruténio com ligantes orgéanicos, trans-
[Ru(NH3)4sL(NO]CI3, sendo (A) L = cafeina, (B) L = teofileno, (C) L = metil-1-imidazol
, (D) L = benzoimidazol e (E) cis-[Ru(NH3)sL(NO]Cls, em que L = nitroso, e

secundariamente verificar a toxicidade em células ndo tumorais e tumorais.

3.1.1. Objetivos especificos

1. Determinar o potencial dos complexos nitrosilados de ruténio como
seqliestradores de radical anion superoxido (O,*).

2. Determinar o potencial dos complexos de ruténio como sequestradores de
radical hidroxila (*OH).

3. Determinar a reatividade antioxidante total (TAR) dos complexos nitrosilados
de ruténio frente o fluxo de radical peroxila (ROQO?®).

4. Avaliar a atividade inibitoria da lipoperoxidacdo dos complexos nitrosilados de
ruténio, utilizando diferentes modelos de membranas, tais como: microssoma
e lipossoma de fosfatidilcolina; induzida por diferentes espécies reativas,
entre elas: *OH, Asc’”, ONOO", além de radiagdo ultravioleta.

5. Avaliar a capacidade antioxidante dos complexos nitrosilados de ruténio
frente a oxidagado de proteinas induzida por uma fonte quimica (NaNPS)
geradora de radical monoxido de nitrogénio (*NO).

6. Quantificar a nitragao da tirosina.

7. Avaliar a toxicidade dos complexos na linhagem de células ndo tumorais e

tumorais leucémicas de murinos (L1210).



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes

ABAP (2,2-azo bis(2-amidinopropane)), Acido tiobarbitdrico, Azul de Tripan,
Albumina sérica bovina, D-2-deoxiribose, Ferrocianeto de potassio, Folin, Luminol, L-
a-fosfatidilcolina (céd. P-3556), L-a-lecitina (cod. P-5638), Mioglobina, MTT sal de
tetrazdlio ou brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio, Nitroprussiato
de sodio, NBT sal de tetrazélio ou Nitrobluetetrazdlio, Solugdo tampao de glicina,
Sephadex G-25, Tirosina, Trolox, Xantina, Xantina oxidase - Sigma-Aldrich; Acido L-
ascorbico, Acido tricloroacético — Synth; Acido cloridrico, Cloreto de calcio, Cloreto
de potassio, Cloreto férrico, Cloroférmio, Ditionito de sddio, Glicerol, Nitrito de sddio,
Tartarato de sédio — Nuclear; Acido nitriloacético, Bicarbonato de sédio, Hidréxido de
sédio — Vetec; KoHPO4, KH,PO4, Na;HPO,4, Perdxido de hidrogénio, Sacarose,
Sulfato de cobre, Tampéao Tris, — Merck; Sulfato ferroso — Dinamica; Membrana de
policarbonato - poros de tamanho relativo a 400 nm — COSTAR GmbH; Nitrogénio

gasoso, Nitrogénio liquido — IBG.

4.2 Equipamentos

Agitador tipo Vortex — PHOENIX/AP-56

Balanga analitica — SARTORIUS/Basic
Banho-Maria — TECNAL

Bomba de vacuo — TECNAL/TE-058

Centrifuga — EPPENDORF/5410

Centrifuga refrigerada — MPW/350 R

Cintilador — WALLAC

Congelador — CONSUL

Crondémetro — CITIZEN

Espectrofotdbmetro — PHARMACIA/LKB-Ultospec |l
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Fluxo laminar — VALICLEAN/CL-II A

Gabinete de Luz UV — DIST

Incubadora de CO, — ULTRASAFE HF-212 UV
Leitor de placa Elisa — BIOTEC/EL-800
Micro-Pipetas - LABMATE

Microscopio invertido — BIOVAL/XDS-1B
Refrigerador — BRASTEMP

4.3 Metodologia

4.3.1 Obtengao dos complexos nitrosilados de ruténio

Os complexos nitrosilados de ruténio foram sintetizados segundo Lopes et al.
(2001) e Holanda et al. (2004), sendo cedidos pelo grupo do professor Prof. Dr. Luis
Gonzaga de Franga Lopes, do Departamento de Quimica Organica e Inorganica, da
Universidade Federal do Ceara (UFC), o qual participa deste trabalho como

colaborador.

4.3.2 Formagao e monitoramento de radical superéxido (0,;")

O radical superéxido (O,™) foi gerado através do sistema de reagéo entre a
xantina e a enzima xantina oxidase (XO). A produgéo de superédxido foi monitorada
espectrofotometricamente (A = 560 nm) pela redugcdo do “Nitrobluetetrazolium”
(NBT). O meio reacional consistiu das seguintes concentracdes finais: 100 uM de
xantina, tampéao fosfato (0,1 M em pH 7,4), 600 uM de NBT e 0,07 U/mL de enzima
xantina oxidase. O sistema foi incubado a temperatura de 25 °C por um periodo de

10 minutos na auséncia (controle positivo) e presenca dos complexos.
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Um ensaio controle foi realizado em paralelo para quantificar a atividade
enzimatica da xantina oxidase, consistindo de um meio de reagao com as seguintes
concentragoes finais: 0,04 U/mL; 0,1 M de tampao fosfato em pH 7,8 e de 100 uM de
xantina na auséncia e presenca dos complexos testados. O tempo de incubacao
para este ensaio foi de 10 minutos em temperatura controlada de 25 °C na auséncia
(controle positivo) e presenca dos complexos nitrosilados de ruténio. A quantificagao
foi realizada espectrofotometricamente em A = 295 nm através da formagao de acido
urico derivado da xantina.

Os resultados foram expressos em percentagem, comparando os valores
médios das absorbancias dos ensaios, em triplicata, relativos ao controle com 100%
do NBT reduzido; ou entéo, para o ensaio controle: no qual a densidade ética (DO)
correspondente a maxima producdo de acido urico relativo ao controle positivo
(ROBAK; GRYGLEWSKI, 1988).

4.3.3 Formagao e monitoramento de radical hidroxila ("OH)

A producédo de radical hidroxila foi obtida por uma variagdo da reacéo de
Fenton, através da mistura de perdxido de hidrogénio com o sistema Fe(lll)-NTA,
baseando-se na degradagdo oxidativa da deoxirribose, conforme adaptagdo do
método descrito por Halliwell et al. (1987) e Aruoma et al. (1989). O meio de reagao
consistiu das seguintes concentragdes finais: 10 mM de solugdo tampao fosfato
monobasico em pH 7,4 (ajustado com KOH); 2,8 mM de D-2-deoxirribose; 25 uM de
FeCls; 100 uM de NTA e 1,4 mM de H,0,. Imediatamente, incubou-se o meio
reacional a temperatura controlada de 37 °C por um periodo de tempo de 20 minutos
na auséncia (controle positivo) e presenca das amostras. Acido nitriloacético (NTA) e
cloreto férrico sdo misturados e incubados por 5 minutos antes da adigdo ao meio de
reacao.

A quantificagdo do radical hidroxila foi realizada através da formagédo do
produto da degradacdo da deoxirribose, o malondialdeido ou malonildialdeido
(MDA). Este reage em meio acido (solugao de acido tricloroacético 2,8% - TCA) com
0 acido tiobarbitarico (TBA) 1% em solugdo alcalina (NaOH 0,05 M) formando um
produto corado roseo (MDA-TBA). A formagdo do grupo cromdgeno pode ser

monitorada espectrofotometricamente em A = 532 nm. Os resultados foram
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expressos em percentagem de deoxirribose oxidada, comparando os valores médios
das absorbancias dos ensaios, em ftriplicata, relativo a média do controle positivo

com 100% de oxidagao.

4.3.4 Producgao e monitoramento do radical peroxila (ROO®)

A producéo in vitro dos radicais peroxilas pode ser monitorada através do
ensaio de reatividade antioxidante total (TAR) adaptado da metodologia descrita por
Wayner et al. (1985) e Lissi et al. (1995). O meio reacional, contendo 0,1 M de
solugao tampéao glicina em pH 8,2, 2 mM de ABAP e 6 mM de luminol, foi incubado
em temperatura ambiente controlada em 20 °C. Sob estas condi¢cbes, a
decomposicdo térmica do agente hidrofilico azo-iniciador da reagdo em cadeia
(ABAP) produz radicais peroxilas, provocando uma intensidade de luminosidade
emitida pelo luminol quando atacado pelas EROs. A quimioluminescéncia observada
foi quantificada em cintilador (WALLAC 1409).

Os valores de TAR foram determinados pela capacidade das amostras de
complexos de ruténio em decrescer a velocidade constante de produgao de radicais
livres, especialmente, radicais peroxilas (ROO®). A velocidade de produgédo de
radicais livres €& proporcional a concentragdao do iniciador e dependente da
temperatura. Os resultados foram expressos de acordo com a razdo entre
intensidade de luz inicial (lp) na auséncia da amostra e a intensidade de luz apés a
adicdo da amostra (I) em relacéo a concentragdo da amostra, fornecendo os valores,

em triplicata, relativos a reatividade antioxidante total (TAR).

4.3.5 Produgao e monitoramento do radical monéxido de nitrogénio ("NO)

O radical monoxido de nitrogénio foi produzido in situ pela decomposicao
esponténea de nitroprussiato de sddio (NaNPS). O meio reacional consistiu das

seguintes concentragdes finais: 20 mM de tampé&o fosfato dissédico (Na;HPO4) em
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pH 7,2; 160 mM de NaNPS e 10 mM de mioglobina reduzida. Em seguida, incubou-
se a reacao por um periodo de 60 minutos e a temperatura controlada de 37 °C.
Durante este tempo, a reacado de oxidagao transforma a oximioglobina (MbO;) em
metamioglobina (metaMb), produzindo o nitrato (NO3"). Esta reacéo foi verificada na
auséncia (controle positivo) e na presenga dos complexos adicionados ao meio
reacional.

Portanto, a propriedade sequestrante dos complexos nitrosilados de ruténio
para com o ‘NO pode ser determinada pela inibigdo da formagao de metamioglobina,
sendo esta, monitorada espectrofotometricamente em A = 405 nm (GROSS, 1996).

Os resultados foram expressos em percentagem, comparando os valores
meédios das absorbancias dos ensaios em ftriplicata, relativo a média do controle
positivo com 100% de oxidagado da mioglobina.

Um ensaio controle foi realizado para avaliar a liberagdo do ligante nitrosilo a
partir dos complexos nitrosilados de ruténio na auséncia de NaNPS (gerador de
*NO). Estes resultados também foram expressos em percentagem, tomando-se os
valores médios das absorbancias dos ensaios, em ftriplicata, relativo a média do

controle positivo com 100% de mioglobina oxidada.

4.3.5.1 Preparacao e concentragiao da hemeproteina: mioglobina

A mioglobina foi dissolvida em 12,5 mM de solugéo tampéo tris em pH 7,6 e
centrifugada a 2500 g por 5 minutos para remogdo de matéria insoluvel. A
mioglobina foi reduzida com a pulverizacdo de 0,5-1,0 mg de ditionito de sdédio
(N2S204), em excesso. Para evitar reagdes secundarias que podem culminar na
deterioragdo da hemeproteina, a mioglobina deve ser logo separada do ditionito.

Para tanto, a mioglobina reoxigenada foi purificada através da eluigdo em
coluna cromatografica (60 x 8 mm), utilizando o Sephadex G-25 como fase
estacionaria e solugdo tampao como fase movel. A concentragdo de mioglobina
ferrosa foi determinada espectrofotometricamente utilizando o coeficiente de

extingdo molar de 434 nm 1,14 x 10° M".cm .



78

Para determinagao da curva-padrao foram realizadas duas curvas em solugao
tampao tris 12,5 mM e pH 7,6 com diferentes concentragcées de mioglobina reduzida
(0,25-1,0 nmol), sendo que, em uma delas a mioglobina foi completamente oxidada
pela acdo de 120 uM de ferrocianeto de potassio. O segmento linear da curva
forneceu a concentragdo de mioglobina correspondente a linearidade do método.
Sendo obtido através da variacdo da densidade ética (DO) (A = 405 nm) entre a
mioglobina reduzida e a mioglobina oxidada representada em um grafico, em que o
eixo Y: corresponde a variacdo da densidade oOtica; e o eixo X: consiste na
concentragcdo de mioglobina reduzida utilizada. (GROSS, 1996). A figura 24

apresenta o esquema da transformacao da mioglobina em diferentes pigmentos.
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Figura 24. A densidade otica (DO) de 434 nm quantifica o ion ferroso do
grupamento heme e 405 nm quantifica o ion férrico do grupamento heme (adaptado
de GROSS, 1996).



4.3.6 Preparagao de microssomas de figado de rato

Os microssomas foram obtidos por centrifugagéo diferencial com agregagéao
de calcio. Os figados foram homogeneizados numa concentracdo de 16,7% em
solugcdo tampao tris-sacarose 10/250 mM em pH 7,4 e centrifugados a 600 g por 5
minutos em centrifuga refrigerada a temperatura de 0-4 °C. Desprezando-se o
precipitado. A fracdo mitocondrial foi obtida centrifugando o sobrenadante a 12000 g
por 10 minutos. Desprezando-se o precipitado.

A fragdo microssomal resultou da obtencdo do sobrenadante da precipitacao
obtida anteriormente, mais a adicao de CaCl, 80 mM, seguido de adigdo de solugao
tampéao tris-sacarose 10/250 mM (pH 7,4), agitagdo vigorosa e centrifugacdo a
25000 g. Apds, desprezar o sobrenadante e lavar o precipitado com a solugéo
tampao tris-KCl 10/150 mM em pH 7,4 re-suspendendo a fragdo microssomal e
centrifugando a 25000 g por mais 15 minutos. Os microssomas lavados foram
ressuspensos em solucdo tampao de conservacdo contendo 25 mM de fosfato
monobasico em pH 7,4 e 20% de glicerol (SCHENKMAN; CINTI, 1978). Uma
aliquota foi retirada para a determinacao da concentracéo de proteina. O restante da
amostra foi imediatamente colocado em nitrogénio liquido para posterior
determinacdo da atividade antioxidante dos complexos de ruténio nos ensaios de

lipoperoxidagao.

4.3.6.1 Determinagao da concentragao de proteina

A determinagdo da concentracdo de proteina foi realizada pelo método de
Lowry (LOWRY et al.,1951). A amostra de microssomas foi diluida na proporcao de
1:4 e uma aliquota de 5 uL foi adicionada a 750 pyL de uma solugdo extemporanea
alcalina (Na;CO3; 2%; NaOH 0,4%; tartarato de sédio 0,02% e CuSO4 0,01%),
completando com H,O destilada até a obtencao do volume final de 1000 uL. Apds o
periodo de incubagdo de 10 minutos em temperatura ambiente, foram adicionados
75 uL do reagente de Folin diluido na proporgéao de 1:2, e o sistema foi incubado por

mais 30 minutos em temperatura ambiente.
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A leitura foi realizada em A = 750 nm e as concentragdes foram obtidas

através de uma curva padrao utilizando a albumina sérica bovina (do inglés: BSA).

4.3.7 Ensaio de lipoperoxidagao e o método das substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS)

A concentragdo de substancias que reagiram com o acido tiobarbiturico
(TBARS) foi realizada espectrofotometricamente considerando-se o A = 532 nm e o
coeficiente de extingdo molar (¢) de 1,56 x 10° M".cm™, em relacdo & média dos
valores de absorbancia em triplicata de trés experimentos.

Os resultados das amostras foram expressos em porcentagem de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico, comparando os valores médios das
absorbancias dos ensaios realizados em triplicata, ao valor da média do controle
positivo, considerando-o como 100 % de lipoperoxidagao (BUEGE; AUST, 1978;
OHKAWA et al., 1979).

4.3.7.1 Peroxidagao lipidica em microssomas de figado de rato induzida pelo

radical ascorbila (Asc™)

A peroxidacgao lipidica em microssomas isolados de figado de rato foi induzida
pelo sistema ascorbato/Fe**, produtor de radical ascorbila. O meio reacional
consistiu das seguintes concentragdes finais: 2 mg/mL de proteina microssomal; 0,1
M de tampao tris-HCl em pH 7,4; 25 yM de FeSO4 e 500 uM de ascorbato (SANZ et
al., 1994). As amostras foram incubadas a 37 °C por um periodo de 20 minutos na
presenca e auséncia (controle positivo) das amostras.

A lipoperoxidacao foi determinada pelo método de TBARS (BUEGE; AUST,
1978; OHKAWA et al., 1979; BIRD; DRAPER, 1984). Os resultados foram

normalizados para o conteudo de proteina presente nos microssomas.



4.3.7.2 Peroxidagao lipidica em microssomas de figado de rato induzida pelo
radical hidroxila ("OH)

A peroxidacgao lipidica em MC isolados de figado de rato foi induzida pela
reacdo de Fenton, produtor de radical ascorbila, através do sistema
ascorbato/H,0,/Fe*" adaptado de Halliwell et al. (1987). O meio reacional consistiu
das seguintes concentragdes finais: 2 mg/mL de proteina microssomal; 10 mM de
tampéao KH,PO4 em pH 7,4; 0,02 uM de cloreto férrico (FeCls); 2,8 mM de perdxido
de hidrogénio e 100 uyM de ascorbato (SANZ et al., 1994). As amostras foram
incubadas a 37 °C por um periodo de 30 minutos na presenca e auséncia (controle
positivo) de amostras.

A peroxidacdo lipidica foi determinada pelo método de TBARS (BUEGE;
AUST, 1978; OHKAWA et al., 1979; BIRD; DRAPER, 1984). Os resultados foram

normalizados para o conteudo de proteina presente nos microssomas.

4.3.7.3 Peroxidagao lipidica em microssomas (MC) induzida por radiagcao UV

(ultravioleta)

A protecdo contra a peroxidagao lipidica em microssomas de figado de rato
foi induzida por radiagdo UV. O meio reacional consistiu das seguintes
concentracgodes finais: 2 mg/mL de proteina microssomal e 100 mM de tampao tris-
HCl em pH 7,4. Em seguida, na presenga e auséncia (controle positivo) de amostras,
as suspensodes foram mantidas em temperatura ambiente e expostas por um periodo
de 60 minutos a radiagado UV, a partir de uma lampada (254 nm) colocada a uma
distancia de 10 cm das amostras.

Um controle para a determinacado da oxidacao basal foi mantido nas mesmas
condicbes dos demais ensaios, exceto pela nado exposicdo a irradiacao,
permanecendo, sob temperatura e luminosidade ambiente.

A peroxidacao lipidica foi determinada pelo método de TBARS (BUEGE;
AUST, 1978; OHKAWA et al., 1979; BIRD; DRAPER, 1984). Os resultados foram

normalizados para o conteudo de proteina presente nos microssomas.



4.3.7.4 Sintese de peroxinitrito (ONOO")

O peroxinitrito foi sintetizado a partir da mistura de nitrito e peréxido de
hidrogénio acidificado pelo método de Quenched-Flow descrito por KOPPENOL et
al. (1996). Uma bomba de vacuo foi utilizada para gerar o fluxo dos reagentes no
sistema, através de uma jungdo em “T”, na qual mistura uma solug&o 0,6 M de nitrito
de sodio (NaNOz) com igual volume de uma solugéo acida de 0,6 M de H,O, em 0,7
M de HCI. Utilizando outra juncdo em “T” no sistema, adicionou-se uma solugao de
NaOH 1,0 M, conferindo estabilidade ao produto formado: ONOO™.

As solugbes devem ser preparadas pouco antes do ensaio, em agua
deionizada refrigerada em temperatura de 4 °C. Todo o sistema deve ser submetido
em banho de gelo durante todo o experimento, inclusive o peroxinitrito. O produto
adquire tonalidade amarelada.

A concentragao final do peroxinitrito variou entre 160-185 mM, sendo
determinada pela absorbancia A = 302 nm em NaOH 0,33 N, utilizando o coeficiente
de extingdo molar de 1670 M".cm™. O produto foi congelado em -80 °C por um

periodo de 2 semanas.

. -__'!\} Frasco de colein

S j& g

)“M -
\L—B.fh/ NN

0.6 M HaO02'+ psM NaNO; 1,0 M NaOH
0761 HO)

Voo

Frazco de descarie

Figura 25. Sintese de peroxinitrito: método de Quenched-Flow (adaptado de
KOPPENOL et al., 1996; DE LIMA, 2005).



4.3.7.4.1 Peroxidacao lipidica em microssomas de figado de rato induzida pelo
ONOO™

A peroxidacgao lipidica em microssomas isolados de figado de rato foi induzida
pelo ONOO™. O meio reacional consistiu das seguintes concentracdes finais: 2
mg/mL de proteina microssomal; 0,1 M de tampao tris-HCl em pH 7,4 e 2,68 mM de
ONOO™ (DE LIMA et al., 2004). As amostras foram incubadas a 37 °C por um
periodo de 30 minutos na presencga e auséncia (controle positivo) das amostras.

A lipoperoxidacao foi determinada pelo método de TBARS (BUEGE; AUST,
1978; OHKAWA et al.,, 1979; BIRD; DRAPER, 1984). Os resultados foram

normalizados para o conteudo de proteina presente nos microssomas.

4.3.7.5 Preparagao de lipossomas (vesiculas multilamelares — MLVs)

Vesiculas multilamelares foram obtidas por solubilizagdo de lipidio em
solvente organico apolar — cloroférmio — seguido de evaporagéo do solvente sob
fluxo de nitrogénio gasoso, até obtencéo de filme lipidico. Para completa evaporagéo
dos residuos de solvente o filme foi mantido em vacuo por 1 hora. Apds este
periodo, seguiu-se a hidratacdo dos lipidios com solugcdo tampao em pH 7,4 em
concentracdo e tipo apropriados ao ensaio de lipoperoxidagdo e suas especies
indutoras de oxidacgao.

A suspensao foi misturada em agitador do tipo Vortex até completa
homogeneidade para a obtencdo das MLVs (LICHTENBERG; BARENHOLZ, 1988;
CASTELLI et al., 1997).

4.3.7.5.1 Preparagao de lipossomas (vesiculas grandes unilamelares — LUVS)

As vesiculas grandes unilamelares (LUVs) foram preparadas a partir da

suspensao lipossomal de MLVs e dispersas em sistema de extrusao através da
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membrana de policarbonato contendo poros de tamanho relativo de 400 nm
(LICHTENBERG; BARENHOLZ, 1988; CASTELLI et al., 1997)

4.3.7.5.2 Peroxidacdo lipidica em lipossomas de fosfatidilcolina de soja

induzida por radical ascorbila (Asc™)

A peroxidacédo lipidica em lipossomas de fosfatidilcolina de soja (FCSj) foi
induzida pelo sistema ascorbato/Fe®*, produtor de radical ascorbila (Asc™). O meio
de reagao consistiu das seguintes concentragdes finais: 12,5 mg/mL de lipossomas;
0,1 M de tampéo tris-HCI em pH 7,4; 25 yM de FeSO, e 500 uM de ascorbato
(SANZ et al., 1994).

As amostras foram incubadas a 37 °C por um periodo de 20 minutos na
presenga e auséncia (controle positivo) dos complexos. A peroxidagao lipidica foi
determinada pelo método de TBARS (OHKAWA et al., 1979; BIRD; DRAPER, 1984).

4.3.7.5.3 Peroxidacdo lipidica em lipossomas de fosfatidilcolina de soja

induzida por radiagao UV (ultravioleta)

A protegao contra a peroxidagao lipidica em lipossomas de fosfatidilcolina de
soja foi induzida por radiacdo UV. O meio reacional consistiu das seguintes
concentracoes finais: 12,5 mg/mL de lipossoma e 100 mM de tampéao tris-HCIl em pH
7,4. Em seguida, na presenga e auséncia do complexos (controle positivo), as
suspensdes foram mantidas em temperatura ambiente e expostas por um periodo de
60 minutos a radiagdo UV. A fonte de radiagéo consistiu de uma lampada (A = 254
nm) colocada a 10 cm de altura das amostras.

Um controle para a determinacado da oxidacao basal foi mantido nas mesmas
condicbes dos demais ensaios, exceto pela ndo exposicdo a irradiacdo. A
peroxidacgao lipidica foi determinada pelo método de TBARS (OHKAWA et al., 1979;
BIRD; DRAPER, 1984).



4.3.8 Nitracao da tirosina por espécies reativas de nitrogénio (ERNs)

O método baseou-se na reacao entre a solucdo de 2,5 mM de peroxinitrito e
uma solugdo de 0,5 mM do aminoacido tirosina (solubilizado em gotas de acido
fosférico 5% em pH 3) em solugéo 0,1 M de tampéo fosfato em pH 7,4.

O produto estavel da reacdo: a 3-nitrotirosina (3-NT) foi quantificada utilizando
0 pico caracteristico no espectro de absor¢ao de solugdes alcalinas. O pKa do grupo
fendlico presente na 3-NT é de 7,5, considerado relativamente mais baixo que o da
tirosina (pKa em torno de 10,0). Estas duas substdncias possuem pico de
absorbancia em A = 280 nm. Porém, em pH 3,5 a 3-NT tem um segundo pico situado
em A = 365 nm. A 3-NT também apresenta este segundo pico em solugdes alcalinas
(pH em torno de 9,5) e A = 430 nm. Desta forma, a concentragao de 3-nitrotirosina foi
calculada monitorando-se a formacao desta, espectrofotometricamente em A = 430
nm, na presenga ou auséncia dos complexos de ruténio, em meio basico tamponado
pela solugéo de glicina 20 mM em pH 10 (HERCE-PAGLIAI et al., 1998; DEIANA et
al., 1999).

4.3.9 Avaliagao da viabilidade celular

A viabilidade celular dos complexos foi avaliada espectrofotometricamente em
fatias de figado de rato, utilizando uma placa de 96 pogos. O método baseia-se na
incubacéo das fatias por 50 minutos em 37 °C utilizando 0,5 mg/mL de um agente
cromoégeno, o MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio).

O MTT é um sal de tetrazdlio soluvel em agua, o qual é convertido em
formazam purpura insoluvel, apos a clivagem do anel de tetrazolio, por
desidrogenases mitocondriais, permitindo a determinagdo da viabilidade celular
atraveés da atividade mitocondrial.

O formazam purpura foi dissolvido em dimetilsulféxido (DMSO) e determinado
espectrofotometricamente em A = 550 nm, sendo proporcional a maxima viabilidade
celular relativa a média dos valores de absorbancia em triplicata do controle
comparado aos complexos (MOSMANN, 1983; SZABO et al., 1994).



4.3.10 Atividade citotoxica para linhagens celulares tumorais

A atividade citotoxica dos complexos foi avaliada em cultura da linhagem de
células tumorais leucémicas de murinos (L1210). Ao meio reacional foram
adicionados DMEM (10% de soro fetal bovino, 100 U/mL penicillina, 100 pg/mL
estreptomicina e 10 mM HEPES em pH 7,4) os complexos nitrosilados de ruténio,
permanecendo incubado por 24 horas a temperatura de 37 °C em atmosfera
umidificada de 5% de diéxido de carbono.

O corante Azul de Tripan 0,5% foi utilizado como método de exclusdo. A
avaliagdo da toxicidade celular deu-se pelo método de MTT (brometo de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio). O MTT € um sal de tetrazodlio soluvel em agua,
o qual é convertido em um formazam purpura insoluvel, apds a clivagem do anel de
tetrazolio, por desidrogenases mitocondriais.

O formazam purpura foi dissolvido em dimetilsulféxido (DMSO) e determinado
espectrofotometricamente em A = 550 nm, sendo proporcional a auséncia de
citotoxicidade relativa a média dos valores de absorbancia em triplicata do controle
comparado aos complexos. O controle consistiu de células incubadas nas mesmas
condicdes, porém na auséncia dos complexos (MOSMANN, 1983; SZABO et al.,
1994).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Atividade sequestradora de O,"

Os ensaios relativos a geracao e produgao do radical anion superoxido foram
representativos para um dos trans-complexos nitrosilados. O valor da concentragao
inibitoria de 50% (ICsp) relativo a redugao de NBT obtido para o complexo (A) foi de
237 + 4,8 uyM (grafico 1). Ensaios controles para a verificagdo da atividade
enzimatica e consequente producao de radical foram avaliados mediante a formacéao

de acido urico.
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Grafico 1. Efeito do complexo (A) como sequestrador do O,"". Os resultados foram
expressos em porcentagem, considerando a maxima formagao de O,", através da
reducdo de NBT, comparados ao controle (100% de redugcdo do NBT). Grafico
interno: controle enzimatico da produgdo de acido urico em relagdo as
concentragdes do complexo (A). Os resultados foram obtidos através dos valores da
meédia * desvio padrao, em ftriplicata, de trés experimentos.
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Os demais complexos demonstraram inibir o sistema xantina/xantina oxidase,
apresentando uma acao antioxidante indireta, ou nao apresentaram atividade
sequestradora para radical anion superoxido nas concentragdes testadas (faixa de
50-400 uM). O complexo nitrosilado de ruténio (A) ndo apresentou qualquer inibicao
enzimatica da XO nas concentracdes testadas de 50-400 uM (grafico 1). Apesar de
ser um fraco oxidante, o O," pode ocasionar sérios danos em biomoléculas, quando
associado com outras espécies radicalares, atuando como redutor em reacdes
contendo metais de transi¢cao, geralmente ferro e cobre, e também na produgéo de

um forte oxidante denominado de peroxinitrito, a partir da reagdo com o *NO.

5.2 Atividade sequestradora de ‘OH

Os trans-Ru-NO demonstraram uma habilidade em atuar como
sequestradores de radical hidroxila e/ou na protecdo da oxidacdo da deoxirribose
(grafico 2). A velocidade com que o radical hidroxila reage é muito elevada (k = 10°
M".s™"), portanto, qualquer biomolécula pode vir a ser alterada (HALLIWELL, 1995).
Deste modo, as velocidades das reac¢des do radical hidroxila para com os complexos
nitrosilados de ruténio ser iam de mesma grandeza, sendo maiores. De fato, esses
complexos fornecem a capacidade protetora para os trans-complexos (D); (C); (A); e
(B), alcangando os respectivos valores de 1Cs0: 3,8 £ 1,4; 10,3 £ 4,0; 12,8 £ 2,0; e
14,2 £+ 2,9 uyM. O cis-complexo (E) ndo apresentou valores de ICsy nas

concentragdes testadas de 7,5 - 75 uM.
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Grafico 2. Efeito sequestrador dos complexos nitrosilados de ruténio sob o fluxo de
*OH produzidos através da reagédo de Fenton. Os resultados foram expressos em
porcentagem, através da maxima formagao de ‘OH (100% de deoxirribose oxidada)
em relagdo ao controle, considerando os valores da média + desvio padrdo, em
triplicata, de trés experimentos.

Tabela 10. Valores de E° (versus NHE) e valores de ICso dos complexos para o
sequestro do radical hidroxila (*OH).

Complexo | E°’(RuNO*/RuNQ’)(V) ICs0 (M) Referéncia
(B) -0,1 14,18 LOPES et al., 2001.
(A) -0,12 12,75 LOPES et al., 2001.
(D) -0,24 3,81 HOLANDA et al. 2004.

De acordo com Lopes et al. (2001) e Holanda et al. (2004), uma interessante
correlacdo ocorre entre os valores de ICso e 0 potencial padrao redox (E°) para o
RuNO*/RuNQ°. Observou-se que o complexo (D) apresenta o menor valor de ICsg
para o sequestro do "OH e também o menor valor do potencial de redugéo. Isto pode

ser explicado pelo alto poder redutor do complexo (D).



5.3 Atividade sequestradora de ROO®

O ensaio de reatividade antioxidante total (TAR) foi utilizado para medir a
qualidade da amostra testada em reagir rapidamente com radicais peroxilas gerados
pelo azo-iniciador, ABAP, pois os ROO® sdo importantes agentes que mediam a
lipoperoxidagdo de membranas biolégicas (DESMARCHELIER et al., 1998).

Um unico trans-complexo apresentou melhor atividade em relacdo as demais
amostras testadas. Os indices de TAR foram obtidos através do inicial decréscimo
da intensidade de luminescéncia. Para tanto, a adicdo de baixas concentracdes
(12,5-100 pM) do complexo (A) resultou no instantdneo decréscimo da
luminescéncia, produzindo o melhor resultado quando comparado ao perfil

antioxidante dos demais complexos (grafico 3).
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Grafico 3. Efeitos dos complexos nitrosilados de ruténio no ensaio de TAR. A
instantanea reducao de intensidade de quimioluminescéncia inicial (lp) em relagao a
intensidade da quimioluminescéncia (I) medida ap6s da adigdo de amostra nas
concentragdes de 12,5; 25; 50 e 100 yM. Os resultados sdo obtidos através dos
valores da média £ desvio padrao, em triplicata, de dois experimentos.



5.4 Atividade sequestradora de ‘NO

Em relagdo a producédo e o monitoramento do radical monéxido de nitrogénio,
utilizou-se o nitroprussiato de sédio como fonte geradora de ‘NO, e o monitoramento
feito através da capacidade deste radical em reagir com as hemeproteinas. Apesar
de ser um fraco agente redutor, possui uma ampla atividade bioldgica, participando
de complexos processos fisiopatolégicos, principalmente acerca do sistema
vascular, na neuromodulagao e resposta imunolégica (GROSS, 1996; HERENCIA et
al., 2001).

Alguns autores ja evidenciaram a atividade sequestradora do *NO e a inibi¢cdo
enzimatica da NOS em cultura de macréfagos de outra série de complexos de
ruténio contendo ligantes organicos derivados do &cido nicotinico. No mesmo
sentido, a atividade antinociceptiva foi demonstrada, provavelmente pela inibigéo
enzimatica da NOS (FRICKER et al., 1997; SEIFRIZ et al., 1999; BEIRITH et al.,
1999; CRECZYNSKI-PASA et al. 2001).

Os complexos aqui testados, especialmente aqueles apresentando a
conformacao frans e os ligantes (B) L = teofilina (C) L = metil-1-imidazol e o (D) L =
benzoimidazol demonstraram atividade sequestradora de ‘NO liberado a partir de
uma solucao de NaNPS.

Geralmente, os ensaios relacionam a liberagdo do ligante nitrosilo dos
complexos de ruténio a partir da ativagdo da guanilato ciclase em cultura de células
musculares lisas e em 6rgao isolados (LUNARDI et al. 2006; MADHANI et al., 2006;
BONAVENTURA et al., 2007; DA SILVA et al, 2007; LUNARDI et al., 2007;
ZANICHELLI et al., 2007; LUNARDI et al., 2009). Contudo, pelo método da oxidagao
de mioglobina pelo radical monéxido de nitrogénio torna-se um tanto vantajoso em
razao do baixo custo, da reprodutibilidade dos resultados e da nao utilizagdo de
cobaias (GROSS, 1996; HALPENNY et al., 2007).

A avaliagdo da acédo dos complexos sobre a mioglobina na auséncia do
gerador do radical mostra que n&do ha diferenca significativa entre os complexos
testados e o controle basal (CB). Ou seja, os complexos ndo sdo doadores de 6xido
nitrico para o meio reacional nas condi¢gdes deste método. Entretanto, os complexos

tém a capacidade de liberar o ligante nitrosilo sob redug&o. Esta redugao pode ser
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através de estimulo fotoquimico, quimico e eletroquimico. De fato, a dissociacédo de
*NO é facilitada em complexos que apresentam ligantes trans-imidazélicos (CLARKE
et al., 1999; LOPES et al., 2001; CLARKE, 2002; TFOUNI et al. (2003). Em muitos
casos, a liberagdo do NO° ocorre apds a reducdo de um elétron do nitrosénio em
diferentes velocidades, de modo dependente ao potencial padrao de éxido-reducéo.
Portanto, alguns complexos apresentam valores eletroquimicos acessiveis e viaveis
ao meio biolégico. Para os complexos (A), (B), (C) e (D), a irradiacao fotoinduzida na
faixa de A=330-440 tem a capacidade de produzir o monoéxido de nitrogénio derivado
do complexo nitrosilado (LOPES et al., 2001; HOLANDA et al., 2004; HOLANDA et
al. 2008).

Em relagdo ao controle positivo (CP), as demais amostras testadas
demonstraram diferenga significativa (grafico 4). A reagao do controle positivo (CP)
foi conduzida somente na presenga de Mb e de uma substancia geradora de ‘NO
(NaNPS).
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Grafico 4. Efeito dos complexos de ruténio na inibicdo da oxidagdo de Mb induzida
pelo *NO. (*) p < 0,05 corresponde a uma diferenca significativa em relagdo ao
controle positivo (100 % de mioglobina oxidada ou de metamioglobina) e (#) p < 0,05
uma diferenga significativa em relagdo ao controle basal. Controle positivo (CP) =
100% de oxidacdo da mioglobina. Controle basal (CB) = oxidagdo basal da Mb.
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Concentragdao de NaNPS: 160 mM. Analise estatistica: ANOVA, seguida pelo teste
“t” de Bonferroni.

5.5 Atividade dos complexos nitrosilados de ruténio na liberagao de ‘NO

Além do ensaio relacionado a produgdo de °*NO a partir de uma fonte
geradora de ERNs e do potencial de sequestrador, os complexos nitrosilados de
ruténio também foram submetidos a um ensaio controle, relacionando a capacidade
de liberacdo dos ligantes nitrosilos da estrutura organometalica. Para isto, procedeu-
se 0s ensaios nas mesmas condi¢gdes do ensaio anterior, exceto pela ndo adigao ao
meio reacional do agente NaNPS. Este foi adicionado somente no controle positivo
na concentragdao de 160 mM, suficiente para que ocorra a perda do estado reduzido

da mioglobina.
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Grafico 5. Efeito dos complexos nitrosilados de ruténio na doagédo de *NO. (*) p <
0,05 corresponde a diferenga significativa em relagdo ao controle positivo (presenca
de NaNPS) e (#) p < 0,05 uma diferenga significativa em relagédo ao controle basal.
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Controle basal (CB). Concentragcao de NaNPS: 160 mM. Analise estatistica: ANOVA,
seguida pelo teste “t” de Bonferroni.

Os resultados mostraram que nenhum dos cinco complexos testados na
concentragdo de 200 pM foram capazes de oxidar a mioglobina em mais de 62%
(oxidagdo basal da Mb), permanecendo esta no estado reduzido, em
aproximadamente 38%. Nenhuma diferenga significativa ocorreu entre o controle
basal e os complexos testados. Mas, ocorreu diferenca significativa entre o controle

positivo (presenca de NaNPS) e os complexos testados.

5.6 A lipoperoxidagao induzida por ‘OH

Como ja mencionado anteriormente, o *OH é entre as espécies radicalares, a
mais deletéria e capaz de oxidar muitas biomoléculas de maneira randémica e com
alta velocidade de reacdo. Entre as biomoléculas, os AGPls das membranas
plasmaticas de células e de organelas sao o principal alvo para estas espécies,
portanto, o processo de lipoperoxidagao pode iniciar-se e depender do estimulo. A
LPO também tem implicagcdo fisiologica no que diz respeito a produgdo de
prostaglandinas através da atividade enzimatica das COXs e na detoxificagdo de
organismos submetidos a poluigdo ambiental e ao uso de drogas (reac¢des de fase 1
— hidroxilagdo/monoxigenase; e fase 2 — reagdes de conjugacgédo) (CASALINO et al.,
1996; CASTELLI et al., 1997; STANBRO, 2005a; STANBRO, 2005b; STANBRO,
2005¢; DE LIMA et al., 2004; MCKAY et al., 1993).

A producdo de °OH através da reagdo de Fenton tem sido freqlentemente
relacionada, contudo, o envolvimento de distintas espécies reativas e radicalares
envolvidas no processo de LPO tém sido discutidos. SOD e catalase sdo capazes de
inibir a LPO significantemente (ARUOMA et al., 1989). Da mesma forma, os ions de
ferro sdo responsaveis pela etapa de iniciagdo na LPO enzimatica e ndo enzimatica
(CASALINO et al., 1996; CASTELLI et al., 1997; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999;
DE LIMA et al., 2004).
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Neste sentido, avaliamos a capacidade dos complexos nitrosilados de ruténio
de proteger a peroxidacgao lipidica em diferentes modelos de membrana induzida por

diferentes espécies radicalares.
5.6.1 Protecao da lipoperoxidagao em microssomas induzida por "OH

Efeitos protetores de membranas fosfolipidicas contra a oxidagdo induzida
pelo sistema ascorbato/H,O,/Fe*® (gerador de °OH), utilizando o modelo de
membrana microssomal foram observados para os complexos (D) e (E),
apresentando valores de ICso de 50,8 + 4,5 e 88,1 + 3,4 uM, respectivamente. Os
demais complexos nao alcangaram os valores de ICsy nas concentracdes testadas
de 50-100 pM.
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Grafico 6. Efeito dos complexos como inibidores da lipoperoxidacao induzida pelo
‘OH (Reagao de Fenton) em MC de figado de rato. Resultados expressos em
porcentagem de acordo com os valores da média + desvio padrdo, em triplicata, de
trés experimentos comparados, através da maxima formacao de TBARS obtida em
relagdo ao controle positivo.



5.6.2 Protecao da lipoperoxidagcao em microssomas e lipossomas induzida por

Asc

Segundo Hubel et al. (1997), o Asc™ é uma espécie quimica capaz de iniciar
0 processo de peroxidacao lipidica. Durante a atividade antioxidante do ascorbato,
uma espécie radicalar intermediaria é formada através de duas consecutivas
reacdes, cada uma envolvendo a oxidacdo de um elétron, até a obtencdo de acido
dehidroascérbico (ADH).
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Grafico 7. Efeito protetor dos complexos nitrosilados de ruténio na LPO em
lipossomas de fosfatidilcolina de soja, induzida por Asc™. Resultados expressos em
percentagem de acordo com os valores da média + desvio padrao, em triplicata, de
trés experimentos comparados, através da maxima formagdo de TBARS obtida em
relagdo ao controle positivo.

Todos os complexos nitrosilados de ruténio testados apresentaram inibigdo da
lipoperoxidagdo de modo dependente da concentragdo, quando induzida por Asc™,

em lipossomas de fosfatidilcolina de soja. Os complexos de conformacao trans (D),



97

(A) e (C) apresentaram os respectivos valores de ICsp: 58,8 + 1,9; 75,3 £ 2,9; 84,1
2,4 uM; em relagao aos demais complexos testados os valores de ICsp alcancaram a
concentracao proxima de 180 uM.

Uma similaridade na atividade antioxidante transcorre no ensaio utilizando
outro modelo de membrana que ndo os lipossomas, e sim, os microssomas. Os
microssomas caracterizam-se por apresentarem membranas mais heterogéneas em
relacdo a sua constituicdo. Neste aspecto, o perfil antioxidante do ensaio relativo a
oxidacao por Asc’’, ndo diferiu daquele relatado para os lipossomas, exceto pela
fraca atividade do complexo (C), cujo valor de ICsy ndo foi alcangado para uma
concentragcao de até 400 uM. Para os trans-complexos nitrosilados de ruténio (D) e
(A) os valores de ICs, foram 61,93 + 5,21 e 69,98 + 4,83 uM, respectivamente. O
analogo hidrossoluvel da vitamina E denominado de Trolox, foi utilizado neste ensaio
como substancia de referéncia para a atividade antioxidante, demonstrando um valor
de ICs0 = 19,28 £ 7,01 pM.
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Grafico 8. Efeito das diferentes amostras como inibidores da lipoperoxidacao
induzida pelos Asc®™ em microssomas (MC) de figado de rato. Resultados expressos
em percentagem de acordo com os valores da média £ desvio padréo, em triplicata,
de trés experimentos comparados, através da maxima formacao de TBARS obtida
em relagao ao controle positivo.



5.6.3 Protecao da lipoperoxidagao em microssomas e em lipossomas induzida
por radiagao UV

De fato, a progressiva exposi¢ao a irradiagao UV promove a degradagao dos
AGPIs das membranas. Além disto, as espécies reativas envolvidas neste processo
sdo capazes de provocar efeitos cumulativos em relagdo ao dano do DNA e
contribuir etiologicamente para diversas doengas (YAMAGUCHI et al., 2005).

Modelos de membrana como lipossomas de fosfatidilcolina de soja (MLVSs)
foram utilizados para induzir a LPO através da radiacao ultravioleta. Os complexos
nitrosilados de ruténio nao foram capazes de inibir a LPO de forma satisfatéria, nao
alcancando valores de ICsy nas concentragdes testadas de 100-400 pyM. A utilizagao
de Trolox na concentragdo de 20 uM foi capaz de inibir somente 17% da formacao
de TBARS, de modo que seriam necessarias concentragcdes mais elevadas para que

se pudesse alcancar o valor de [Csp.
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Grafico 9. Efeito dos diferentes amostras como inibidores da lipoperoxidacao
induzida por radiagcdo UV em lipossomas de fosfatidilcolina de soja. Resultados
expressos em porcentagem de acordo com os valores da meédia + desvio padréo, em
triplicata, de trés experimentos comparados através da maxima formagéo de TBARS
obtida em relagdo ao controle positivo.
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Apesar da fraca atividade antioxidante contra a radiacdo UV em lipossomas, a
substituicdo do modelo de membrana para microssomas possibilitou o aumento da
poténcia dos complexos frente a este tipo de oxidagdo. Entre as amostras testadas
que apresentaram melhor atividade antioxidante destaca-se o trans-complexo
nitrosilado de ruténio (A), cujo valor de ICsp € igual a 92,61 + 7,37 uM. As demais
amostras dos complexos nao apresentaram valores de ICsyp nas concentragdes
testadas de 25-400 yM. Como substancia de referéncia para os ensaios de LPO,
utilizou-se o Trolox nas concentragdes de 50 pM, inibindo no maximo 40% da
formagao de TBARS (grafico 10).
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Grafico 10. Efeito protetor dos complexos nitrosilados de ruténio na LPO em MC,
induzida por radiagao UV. Resultados expressos em porcentagem de acordo com os
valores da média + desvio padrdo, em triplicata, de trés experimentos comparados
através da maxima formacgéo de TBARS (%) obtida em relagdo ao controle positivo.

5.6.4 Protecao da lipoperoxidacao em microssomas induzida por peroxinitrito

Nos ensaios referentes a lipoperoxidagdo em MC induzida por ONOOQO",

somente um dos complexos nitrosilados de ruténio demonstrou alcangar o valor de
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ICs0 nas concentragdes testadas de 50-400 uyM. O valor de ICsp exibido para o
complexo (D) foi de 333,4 + 6,9 uM. O antioxidante Trolox foi utilizado como
substancia de referéncia ao ensaio devido a sua conhecida capacidade de protecao
as membranas, relacionada a interrupcao das oxidacdes em cadeia, localizando-se
especialmente na interface externa da membrana. O valor de ICsy encontrado para o
Trolox foi de 31,25 £ 5,01 pM (grafico 11). O cis-complexo (E) ndo apresentou
atividade para este ensaio, exibindo um perfil pré-oxidante em relacao aos demais

trans-complexos. Por este motivo, ndo esta representado no grafico abaixo.
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Grafico 11. Efeito das diferentes amostras como inibidores da LPO em MC induzida
pelo ONOQO™. Resultados expressos em percentagem de acordo com os valores da
média + desvio padréao, em ftriplicata, de trés experimentos comparados através da
maxima formacao de TBARS obtida em relagdo ao controle positivo.

A solubilidade dos complexos favorece a atividade antioxidante em ambiente
hidrofilico, através do mecanismo de sequestro, especialmente, para o radical
hidroxila. Em ambiente lipofilico, os complexos apresentam maior potencia em
relacdo aos radicais com tempo de meia-vida maior (radical ascorbila). Contudo,
devido a baixa solubilidade dos complexos em fase organica eles ndo apresentam

um potencial antioxidante elevado em relacdo a lipoperoxidagdo de membranas,
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encontrando provavelmente, dificuldades na permeacdo lamelar. Todavia, as
espécies radicalares possuem maior difusibilidade sobre a estrutura de bicamada,
provocando maiores indices de LPO.

Além disto, cabe citar que o0 modelo de membrana microssomal apresenta
mais heterogeneidade em relagéo a sua constituigéo lipidica e protéica, provocando
alteragdes no comportamento fisico da membrana e na propriedade eletrostatica do
sistema. Outro fator determinante no sistema sao as constantes de velocidade de
reagdo com as moléculas-alvos (VASCONCELOS et al., 2007). De fato, Ledbetter e
Schaertel (1998) relataram que a influéncia de cargas nas membranas pode interferir
na constante de velocidade entre lipidios, radicais e antioxidantes devido a coliséo

entre elas.

5.7 Atividade inibitéria da nitragao da tirosina

A nitragdo de proteinas pode modificar a estrutura e alterar a fungao
enzimatica, no qual tem sido relacionada as inumeras doengas do sistema
respiratério (exemplo: tabagismo) e vascular, sendo um marcador de processo
inflamatorio e dano oxidativo in vivo secundario a via do oxido nitrico e a geracéo de
ERNs (VAN DER VLIET et al. 1995; BECKMAN, 1996; VAN DER VLIET et al., 1999;
HERENCIA et al., 2002; RADI, 2003).

Por causa de sua velocidade de sua formagao, proxima ao limite de difusao (k
= 5x10° M™.s™") e da onipresenca de seus precursores (O;"" e "NO) podem ocorrer
reacoes diretas e secundarias ao conteudo de ONOO™. Muitos sédo os fatores que
controlam as reacdes, entre eles a concentracdo de precursores, localizagdo nos
tecidos e tipo celular, concentracdo de componentes criticos da célula, incluindo
prétons (pH), tidis, CO, e a concentracdo das defesas enzimaticas antioxidantes. A
caracteristica do ambiente define a constante do estado e de concentragcao do
ONOO", produzindo o acido peroxinitroso, o “NO,, *OH e *CO3” (STANBRO, 2000a;
HEROLD, 2004; WOODCOCK; FREEMAN, 2009).
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Grafico 12. Curva padrao para a formacao de NT a partir da reacéo entre 2,0 mM de
ONOO" e a tirosina. Resultados expressos em densidade ética (DO) de acordo com

os valores da média.

140-
120-
100-

N
o
1 n

N
o O
L 1 L

Formacao de nitrotirosina (%)
o O
S 9

ok —m—A
é/ﬁ = —O—B
_ - g
S — —A4-C
% E
0 100 200 300 400

Concentragdes dos complexos (uM)

Grafico 13. Efeito dos complexos como inibidores da nitragdo do aminoacido tirosina
induzida pelo ONOO™. Resultados expressos em percentagem de acordo com 0s
valores da média * desvio padrdo, em triplicata, de trés experimentos diferentes
comparados através da maxima formacdo de NT obtida em relacdo ao controle

positivo.
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Estudos adicionais consideram a nitragao da tirosina como um produto tipico
do ciclo redox da célula. Ou seja, fisiologicamente, a nitrotirosina (NT) possui
fundamental importancia no processo de sinalizagcdo celular, capaz de alterar a
transducdo de sinais relacionados ao receptor da tirosina quinase, afetando a
sequéncia de informagdes inerentes a familia das proteinas quinases ativadoras da
mitose - MAPKs e a fosfatidilinositol — PI-3/Akt, assim como as respostas celulares
ao estimulo do estresse (ISCHIROPOULOS, 2002; KLOTZ et al., 2002).

De fato, as proteinas produzidas pods-traducdo sofrem modificagdes, sendo
reconhecidas, degradadas proteoliticamente e removidas (ISCHIROPOULQOS, 2003;
SOUZA et al., 2008). Portanto, o aumento das concentragcbées de nitrotirosina nos
organismos Vivos, pode ocorrer ndo somente pelo aumento da exposicdo as ERNSs,
mas também pela perturbacdo dos mecanismos proteoliticos e de reparagdo. A
existéncia do mecanismo de reparo para as proteinas nitradas fornece um
importante fator na possibilidade de incluir o papel da nitracdo da tirosina na
transdugdo do sinal, reciclagem de proteinas e no aspecto funcional
(ISCHIROPOULOS, 2003; SOUZA et al., 2008).

Embora os complexos nitrosilados de ruténio ndo tenham alcangado os
valores de ICsp nas concentragdes testadas de 50-400 uM, o método implementado
torna-se uma alternativa viavel na sele¢cao de substancias com potencial atividade

inibitoria da formagao de nitrotirosina para trabalhos futuros.

5.8 Viabilidade celular

Efeitos tdxicos dos xenobidticos podem ser ocasionados por diferentes
mecanismos, culminando no dano celular (MCKAY et al., 1993). Os principais alvos
sao o0 DNA, RNA e proteinas. Caso o xenobidtico atue sobre uma enzima de fungao
celular critica, como as relacionadas ao processo de respiragao celular ou a
regulacdo da permeabilidade da membrana lipidica, a homeostase celular pode ser
afetada gravemente, tornando, o dano rapidamente evidente (MCKAY et al., 1993;
KEHRER, 1993).

Os ensaios demonstraram a auséncia de toxicidade dos complexos

nitrosilados de ruténio testados na concentragdo de 150 uM, quando incubados por
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1 hora em 37 °C, na presenca de fatias de figado de rato de tamanho aproximado a
400 pm (grafico 14) trabalhos anteriores ja reportaram a menor toxicidade dos
complexos contendo ruténio como atomo central, uma vez que suas caracteristicas
se assemelham ao ferro (CLARKE, 2002).
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Grafico 14. Ensaio da viabilidade celular em fatias de figado de rato, monitorada
através do método de MTT. A densidade otica do controle positivo (CP) foi
considerada como 100% de viabilidade. Cada coluna representa a média + desvio
padrao de trés experimentos independentes conduzidos em ftriplicata.
Concentragdes das amostras: 150 uM.

Marcondes et al. (2002) demonstraram que complexos do tipo ciclamo-Ru-NO
(avaliado pelo método de MTT) ndo alcangcam os valores de ICsy, quando
administrados na concentracdo de até 3 mM, demonstrando a baixa citotoxicidade

para células de fibroblasto pulmonar de Hamster chinés (V-79).



5.9 Atividade antitumoral

No estudo de antitumorais os complexos de ruténio tem potencial atividade
contra diversos tipos de linhagem celular, apresentando valores de [Cs
relativamente baixos. E o caso de uma série de complexos polipiridil de ruténio Il
investigada perante sua atividade antitumoral em células leucémicas de
camundongo (L1210), carcinoma epidermdide oral humano (KB), cancer hepatico
(Bel-7002) e células leucémicas de promieldcito humano (HL-60), encontrando o
valor de ICso abaixo de 5 yM relativo a cultura celular de células KB (LIU et al.,
2007).
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Grafico 15. Atividade antitumoral em linhagem de célula L1210, utilizando o método
de MTT. CB = controle basal; CP = controle positivo (concentragdo de SNAP = 1
mM). Cada coluna representa os resultados expressos em percentagem de acordo
com os valores da média + desvio padrao, em triplicata, de trés experimentos
comparados através da maxima DO obtida em relagdo ao controle basal. (*) p < 0,05
comparado ao controle basal e # p < 0,05 comparado ao SNAP. Analise estatistica:
ANOVA, seguido pelo teste “t” de Bonferroni.

A citoxicidade do SNAP (fonte geradora de ‘NO) e dos complexos nitrosilados
de ruténio foi testada sobre a cultura de células tumorais de leucémia linfoblastica de

murinos (L1210). Pelo método de exclusdo utilizando a coloragdo Azul de Tripan,
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confirmou-se a viabilidade celular, através da integridade da membrana. No ensaio
empregando o método do MTT, a DO do controle basal serviu como parametro da
viabilidade celular em relacdo as demais amostras. O controle positivo demonstrou
inviabilizacdo das células em aproximadamente 40%, quando testado na
concentracido de 1 mM.

Uma série de complexos areno de ruténio Il demonstrou valores de ICsg
inferiores a 3,0 uM para células A549 e H520 de pulméao, todavia apresentaram uma
potencial atividade citotoxica para a cultura de hepatocitos humanos (GUICHARD et
al., 2006).

Bacac et al. (2004) demonstraram citotoxicidade do complexo de ruténio de
férmula [Hzim][trans-RuCl4(DMSO-S)(Him)] denominado de NAMI-A através do
ensaio de MTT em linhagens celulares de carcinoma ovariano humano (A2780 e
A2780rescis) utilizando concentragdes de 1 mM, e obtendo valores acerca de 30%
na morte celular de ambas.

Amino complexos de ruténio Il e Ru Ill ligam-se seletivamente a sitios imino
em biomoléculas. Um numero de complexos de ruténio com atividade antitumoral
parece penetrar na célula através de um processo mediado pela transferrina e,

consequentemente, ligar-se ao DNA pela ativacao por reducédo (CLARKE, 2002).



6 CONCLUSOES

A prospecgado estrutural destes complexos faz-se necessaria devido as
caracteristicas intrinsecas de cada ligante, em especial o nitrosilo e sua complexa
atividade biolégica. Contudo, o amplo espectro relacionado as propriedades
antioxidantes dos complexos (A) e (D) satisfazem, inicialmente, os estudos
relacionados a “estrutura x atividade biologica” (visualizar tabela 11).

Observou a auséncia de citotoxicidade dos complexos ao tecido hepatico de
ratos na concentracdo de 150 yM. Segundo Tfouni et al. (2003) os complexos da
série trans-[RU(NO)(NHs)sY](PFs)s, em que Y=nic, isn, L-hist, SOs?, imN e P(OEt)s
demonstraram baixa citotoxicidade em hepatocitos de rato (ICso > 3 mM) e células
V79 (ICs0 ~ 2 mM).

Os trans-complexos nitrosilados de ruténio possuem alta capacidade
sequestradora para o radical hidroxila (ICso inferiores a 15 yM). Sendo que em
estudos anteriores, Creczynski-Pasa et al. (2001) e Seifriz et al. (1999) ja haviam
demonstrado o potencial sequestrador dos trans-complexos de ruténio com valores
de 1Csp= 0,3-10 uM, respectivamente. Contudo, ndo se tratavam de complexos de
Ru-NO, mas sim, trans-complexos, tendo ligantes clorados e derivados do acido
nicotinico.

Obtivemos uma correlagdo entre os valores eletroquimicos de E° (versus
NHE) e valores de ICsy dos complexos para o sequestro do radical hidroxila (*OH),
ou seja, quanto menor o potencial de redu¢ao, menor o valor de I1Cxp.

Todos os cinco complexos nitrosilados de ruténio testados apresentaram
atividade sequestradora do "NO (NaNPS). Fricker et al. (1997) ja haviam descrito a
atividade sequestradora de ‘NO para os complexos poliaminocarboxilatos de ruténio
(), utilizando ensaios in vitro e in vivo. Assim como, Creczynski-Pasa et al. (2001)
também o fez, empregando complexos de ruténio clorados e derivados do acido
nicotinico. Logo, apesar da atividade sequestradora do *NO, Lopes et al. (2001) e
Holanda et al. (2004a; 2004b) relataram a liberagdo do ligante nitrosilo destes
complexos (cis/trans) através de estimulos eletroquimicos e quimicos. Holanda et al.
(2008) também demonstrou a liberacdo do ligante nitrosilo nos trans-complexos a

partir da fotoindugcao em A=340-440 nm.
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Lopes et al. (2001); Bertolini (2004); Holanda et al. (2008) propuseram que a
reatividade do ligante nitrosilo depende das caracteristicas dos ligantes organicos na
molécula, assim como de suas conformacgdes cis/trans, sugerindo a utilizagao destes
complexos como pré-farmaco em uma possivel terapia fotodinamica.

O complexo (A) apresentou um valor de ICso= 237 uM para a atividade
sequestradora de O,". Creczynski-Pasa et al. (2001), obtiveram valores de ICsg
entre 6-450 uM, utilizando trans-complexos de ruténio n&o nitrosilados.

Os resultados demonstram um perfil variado em relacdo a protecdo da
lipoperoxidagdo, sendo dependente: da espécie reativa, do conteudo de acidos
graxos das membranas e sua heterogeneidade constitutiva. Sendo que os valores
de ICsy sdo influenciados pelo numero de insaturagbes dos fosfolipidios, a
velocidade de difusdo do radical e do antioxidante e a interagdo entre as cargas do
substrato, do antioxidante e da espécie reativa. Deste modo, os complexos possuem
uma moderada atividade antioxidante relativa a protecdo de membranas,
especialmente quando induzida por: *OH e radiacdo UV utilizando microssomas e
Asc’ em ambos os modelos de membrana testados. Os valores de ICsy variam de
50-93 uM nesses ensaios.

Os complexos nitrosilados de ruténio apresentaram fraca atividade
antitumoral, sendo relatada uma potencial atividade antitumoral para aqueles
complexos de ruténio tendo o ligante DMSO (ALESSIO et al. 1989; SAVA et al.,
2002; BACAC et al., 2004)

Assim, o planejamento acerca do desenho molecular capaz de aumentar a
eficiéncia de tal complexo em relacdo aos ensaios é fundamental, uma vez que a
variedade de resultados relativos aos complexos, as caracteristicas das espécies

reativas e do ambiente celular sdo bastante complexas.



109

Tabela 11. Resumo das principais atividades antioxidantes. T: Trolox; MC:
microssomas; LUV: vesicula unilamelar grande.

LOP Substancia/Complexo Mod.
membrana
EROs/ERNs T A B C D E
‘OH I 50 - - - 88
C MC
Asc*” 19 69 - - 63 -
50
ONOO™ T 32 - - - 333 -
uv M | 450 91 - - -
Asc™” 75 178 84 58 183
uv +400 +400 +400 +400 +400 LUV
Conformagéo trans trans trans trans trans cis
Sequestrador de ERO/ERN Substancia/Complexo
0 237
"OH 127 | 141 | 103 3,8 >75
Conformagéo .
trans trans trans trans cis
TAR/ROO’ Concentragao de 100 yM
Complexo A B C D E
I/l 869 9 38 34 7
Conformagéo trans trans trans trans cis
Sequestrador de "NO Controles | Concentragio de 700 uM
Complexo CB CP A B C D E
% oxidacao de Mb 61 100 71 58 57 63 70,5
Conformagéo trans | trans | trans | trans cis




7 PERSPECTIVAS

Considerando os ensaios em ambiente lipofilico, no qual se utilizam modelos
de membrana para a lipoperoxidagdo, a hidrofilicidade de todas tetraaminas
nitrosiladas testadas foi limitante para a protecdo da membrana. Alteragées em torno
dos ligantes poderiam favorecer a anfilicidade molecular. Desta forma, os complexos
seriam capazes de difundir melhor sobre as interfaces da membrana aumentando
sua poténcia. Contudo, a solubilidade dos complexos em solugdo aquosa é fator
relevante para os métodos utilizados. Ressalta-se ainda, a importancia da
incorporagao dos complexos hidrofilicos em nanoparticulas como uma estratégia de
aumentar a concentracdo intracelular do complexo, no intuito de potencializar a

atividade antitumoral.
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