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DPPH 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo

Eoxi potenciais de oxidacdo-reducdo
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Sumario

As espécies reactivas de oxigénio (ROS), cuja formacdo ocorre maioritariamente na
mitocondria, sdo conhecidas mediadoras de cascatas de sinalizacdo intracelular. A
producdo excessiva de ROS pode levar ao stresse oxidativo, a perda de funcgdes
celulares e por fim a morte celular. Actualmente, o stresse oxidativo é considerado
como sendo um dos principais factores responsdveis por inumeras doengas neuronais e
ndo neuronais, incluindo aterosclerose, isquémia cerebral, esclerose lateral amiotrdfica,
doenca de Parkinson e doenga de Alzheimer. Sendo assim, as abordagens que envolvem
o desenvolvimento e utilizacdo de anti-oxidantes, que protejam as células para além das
suas defesas naturais, para a prevencdo e terapia destas doencas, adquiriu especial
interesse.

Este trabalho experimental teve como principal objectivo a determinacdo da
actividade bioldgica de novos compostos, de sintese organica, com potencial anti-
oxidante, com vista ao seu eventual desenvolvimento como moléculas de interesse
farmacoldgico. Além disso, pretendeu-se também elucidar o seu efeito na reversdo de
fendmenos apoptdticos decorrentes de processos de stresse oxidativo. A possibilidade
de modifica¢@o da estrutura quimica dos compostos, em fun¢do dos resultados obtidos,
constitui, por seu turno, uma mais valia para o eventual melhoramento do seu potencial
terapéutico.

Os compostos testados apresentaram uma elevada actividade anti-radicalar
intrinseca. A posterior avaliagdo da sua citotoxicidade (através dos testes de reducdo do
MTT e da libertacdo da LDH) demonstrou que nenhum dos compostos € toxico para as
células.

Os compostos (FMA4, FMAS, FMA7 e FMAS) evidenciaram um perfil protector da
peroxidacdo lipidica induzida pelo par oxidante ascorbato-ferro, o que se correlaciona
com a sua lipossolubilidade.

Os compostos FMA4 e FMA7 revelaram proteccdo da morte celular induzida na
presenga de um estimulo apoptético de staurosporina. No entanto, verificou-se ser
necessdrio um periodo de pré-incubagdo de 3 horas para penetrarem na membrana
plasmadtica e exercerem o seu efeito protector intracelularmente. Essa proteccdo, que

resultou num significativo decréscimo da actividade da caspase-3, parece derivar de
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uma protecgdo tanto da via mediada por receptores membranares (caspase-8) como da
via mitocondrial (caspase-9).

Por ultimo, a cicliza¢do das estruturas dos novos compostos fazia prever compostos
com uma actividade anti-oxidante superior. No entanto, os compostos ciclicos ndo
evidenciaram qualquer efeito anti-oxidante, como demonstrado pela incapacidade para
reduzir o radical DPPH até uma concentragdo de 500uM e pelos elevados potenciais de
oxidacdo-redugdo, pelo que o seu uso terapéutico potencial como agente pré-oxidantes

continua a ser investigado.
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Abstract

Reactive oxygen species (ROS), whose formation occurs mainly in mitochondria,
are known mediators of intracellular signalling cascades. The excessive production of
ROS may lead to oxidative stress, loss of cell function, and ultimately to cell death.
Nowadays, oxidative stress is considered as one of the main causes of several neuronal
and non-neuronal diseases, such as atherosclerosis, cerebral ischemia, amyotrophic
lateral sclerosis, Parkinson and Alzheimer’s. Therefore, there has been a great interest in
approaches involving the development and utilization of antioxidants that can act

beyond the cells natural defences, for prevention and therapy of these diseases.

The main goal of the present research was the evaluation of the biological activity of
new compounds, of organic synthesis, with antioxidant potential, outlooking to its
eventual development as molecules of pharmacological interest. Moreover, we also
intended to elucidate their effect on the reversal of apoptotic phenomena derived from
oxidative stress. The possibility of modifying the chemical structure of the compounds,
in function of the results obtained, is also of great worth to the improvement of its

therapeutical potential.

The compounds tested showed a very high intrinsic antiradicalar activity. The
subsequent cytotoxicity evaluation (as assessed by the MTT reduction and LDH release

methods) indicated that none of the compounds was toxic to the cells.

The compounds (FMA4, FMAS, FMA7 and FMAS) revealed a protective profile on
lipid peroxidation induced by the ascorbate-iron oxidative pair, which can be correlated
to their liposolubility.

The compounds FMA4 and FMAT7 presented a high cellular death protection in the
presence of a staurosporine apoptotic stimulus. However, a pre-incubation period of
three hours was needed for them to penetrate the plasmic membrane and yield their
protective effect intracellularly. That protection, which resulted in a significant
reduction of caspases-3 activity, seems to result from protection observed in the
membrane receptor pathway (caspase-8) and in the mitochondrial pathway (caspase-9).

Last of all, the cyclization of the new compounds structures was expected to obtain
compounds with higher antioxidant activities. Nevertheless, the cyclic compounds did

not show any antioxidant effect, as demonstrated by their inability to reduce the DPPH

vi



Mestrado em Genética Molecular

radical for concentrations up to S00uM and by their elevated redox potentials, so its

potential therapeutical use as prooxidant agents is currently under investigation.
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Enquadramento e objectivos

O presente trabalho enquadra-se no Mestrado em Genética Molecular da
Universidade do Minho e centra-se na determinag@o da actividade biolégica de novos
compostos com potencial anti-oxidante, no sentido do seu eventual desenvolvimento
como moléculas de interesse farmacoldgico em doencas envolvendo stresse oxidativo.

Os novos compostos a testar neste trabalho sdo compostos azotados, de sintese
organica, cuja estrutura quimica, através da presenca de grupos hidroxilo nas posi¢des
C-3 e C-4 do substituinte aromdtico, revelam uma capacidade de tamponizacido de
radicais livres, o que d4 indicacdes sobre o seu potencial como ‘“‘scavengers” de
oxigénio. Além disso, a introdugdo dessas estruturas numa base de dados criada para o
efeito por um grupo de investigadores russos revelou o seu potencial farmacolégico em
doencas que envolvam stresse oxidativo. O acesso directo aos novos compostos com
potencial farmacoldgico e a possibilidade, no ambito da investigagdo em curso, de
eventual modificacdo das estruturas no sentido de aumentar a actividade anti-oxidante
pretendida, constitui uma mais valia no sentido de conseguir os objectivos propostos e
que a seguir se descrevem.

Como principal objectivo deste trabalho, pretende-se avaliar a real eficicia dos
novos compostos, no que diz respeito a sua capacidade anti-oxidante. Numa fase inicial,
serdo efectuados estudos de avaliagdo da sua citotoxicidade, assim como da sua
lipofilicidade. Posteriormente, proceder-se-4 a avaliacdo da capacidade destes
compostos para exercer proteccio quer a nivel da oxidacdo primdria (através da
determinagdo da sua actividade anti-radicalar), quer a nivel da oxidag@o secunddria
(através da avaliacdo da capacidade dos compostos para reverter danos causados em
células expostas a agentes oxidantes, tais como o par ascorbato-ferro).

A producdo de ROS desencadeia processos de morte celular programada. Sendo
assim, outro objectivo do trabalho é o de elucidar outras vias bioquimicas em que os
compostos possam ser activos, nomeadamente na reversdo de fendmenos de apoptose,
em células expostas a um estimulo apoptético tradicional, como a staurosporina.

Com a ciclizagdo das estruturas dos novos compostos espera-se obter uma maior
actividade anti-oxidante. Por esse motivo, pretende-se igualmente, numa fase posterior
deste trabalho, comparar a actividade exercida por essas estruturas ciclicas com a

exercida pelos compostos de cadeia linear.
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1. Introducao

1.1.Biologia da cultura de células animais

As culturas de tecidos foram iniciadas no inicio do século XX, como um método
para estudar o comportamento das células animais sem a interferéncia de variacdes
sistémicas que possam surgir no animal, tanto durante a homeostasia normal como sob
o stresse de uma experiéncia. Tal como o nome indica, a técnica foi elaborada
inicialmente com fragmentos desagregados de tecidos, encontrando-se o crescimento
restrito a migracdo das células a partir desses fragmentos, com mitoses ocasionais
durante o posterior desenvolvimento. Actualmente, o termo “cultura de tecidos” pode
ser utilizado genericamente para incluir as culturas de 6rgdos e de células.

As culturas de tecidos apresentam algumas desvantagens, como a necessidade de as
culturas serem mantidas em condicdes de assepsia (uma vez que as células animais
crescem mais lentamente do que os contaminantes comuns), € os custos elevados em
material necessdrio para cultivar e manter as células. No entanto, essas desvantagens sdo
superadas pela possibilidade de controlar o ambiente fisico-quimico (pH, temperatura,
pressdo osmdtica e a tensdo de O, e CO;) e as condi¢des fisiolégicas, que podem ser
mantidas relativamente constantes, embora nem sempre possam ser definidas (Freshney,

1994).

1.1.1. Linhas celulares

As culturas de células tém sido utilizadas desde hd vdarias décadas com bons
resultados. Inicialmente, as culturas celulares poderiam ser definidas, de um modo
rudimentar, como um método para realizar experiéncias em populacdes celulares sem o
embaraco causado pelos organismos inteiros. Este sistema experimental ex vivo torna-se
relevante quando se pretende trabalhar com animais de grandes dimensdes, impossiveis
de serem sujeitos a qualquer tipo de manipulagdo experimental. No entanto, existe
alguma dificuldade em adquirir células para estes estudos ex vivo, que pode ser
ultrapassada através da “imortalizacdo” e multiplicagdo das células em estudo, o que
pode marcar a passagem de ex vivo para in vitro. O termo “linha celular” tem sido assim

utilizado para descrever as células que proliferam continuamente por indugdo quimica
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e/ou outra. O aparecimento da criopreservagdo foi outro dos grandes avangos
verificados na tecnologia das culturas celulares, que veio permitir a recuperacdo das
células armazenadas (Drexler et al., 2000).

A primeira subcultura representa uma transicdo importante na obtengdo deste tipo
de culturas. A necessidade de subcultivar implica que a cultura priméria atingiu um
crescimento que levou a ocupagdo de toda a superficie de adesdo disponivel. Com cada
subcultura sucessiva, a parte da populacdo com capacidade para proliferar mais depressa
ird predominar gradualmente, enquanto que as células com menor capacidade
proliferativa irdo desaparecendo (Freshney, 1994).

Quando uma cultura ja se duplicou mais de 150-200 vezes (nimero de Hayflick),
ou quando cresceu ininterruptamente durante mais de um ano, esta pode ser entdo
considerada como imortal. Este cardcter de imortalizacdo pode ser conseguido por
agentes quimicos, irradiag¢@o, entre outros factores. Por vezes, podem também ocorrer
alteracGes nas caracteristicas do crescimento das células (como independéncia da
adesdo, perda da inibicdo de crescimento devida ao contacto, e limitacdo da densidade
de crescimento) que levam frequentemente, mas ndo necessariamente, ao crescimento
ilimitado. Este processo de transformacdo pode resultar de um fenémeno de
instabilidade genética que as transforma em células em tudo semelhantes as células
neopldsicas (células geneticamente modificadas) (Drexler et al., 2000; Freshney, 1994).
No entanto, a manutencdo do fendtipo inicial é hoje em dia perfeitamente assegurada
pelos dois bancos mundiais, onde as linhas celulares podem ser adquiridas (ATCC, de
“American Type Culture Collection” e ECACC, de “European Collection of Animal
Cell Cultures™).

Os fibroblastos sdo as células dermais mais utilizadas para o estabelecimento de
linhas celulares “imortalizadas”, nomeadamente em estudos de citotoxicidade de
diversos compostos. O termo “fibroblastos” cobre uma populacdo celular muito
heterogénea, diferindo na sua morfologia, nas macromoléculas que sintetizam, na
capacidade de proliferacao, entre outras (Roguet e Schaefer, 1997).

De um modo geral, os fibroblastos sdo os principais constituintes do tecido
conjuntivo, sendo os mais relevantes produtores de colagénio neste tecido. Além disso,
possuem uma morfologia fusiforme, o seu crescimento é limitado pela densidade, tém

um tempo de vida limitado a cerca de 50 geragGes e sdo dipléides. Contudo, quando a
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cultura se prolonga por um longo periodo de tempo, estas células tém tendéncia para se
tornarem aneupldides, originando assim culturas continuas.

Devido a sua capacidade de diferenciagdo em multiplos tipos celulares, estas
células tém sido consideradas bons modelos para diversas abordagens, incluindo como
modelos neuronais, por terem a mesma origem na ectoderme embriondria (Freshney,
1994).

No entanto, para estudos envolvendo fendmenos de apoptose, as linhas celulares de
fibroblastos mostraram-se resistentes, pelo que foram substituidas por uma linha celular
neuronal, PC12. As células da linha celular PC12 derivam de um feocromocitoma
(tumor da glandula adrenal) de rato e expressam uma grande variedade de receptores e
canais idnicos, assim como continuam a libertar dopamina, norepinefrina e
catecolaminas (Westerink et al, 2002). Além disso, possuem as caracteristicas
dopaminérgicas intactas, razdo pela qual sdo bastante utilizadas em estudos de
neurobiologia e neuroquimica, ou como modelos neuronais para doengas

neurodegenerativas (Kim et al., 2003; Oliveira et al., 2002).

1.1.2. As condicoes de cultura

A influéncia do ambiente de cultura é expressa sob quatro formas: a natureza da
superficie de adesdo; a constituicdo da fase gasosa; a constitui¢do (fisico-quimica e
fisiologica) do meio; e a temperatura de incubacao.

Na maioria das células € necessdria a adesdo das mesmas a uma superficie para
ocorrer a divisdo celular, de tal modo que quanto mais firme for essa adesdo, maior serd
a proliferagdo celular (Paine e Ward, 1999). Quando essa adesdo é fraca, ou quando as
células crescem sobrepondo-se umas as outras, a proliferacio celular € inibida
(Freshney, 1994).

No caso das células em cultura, apesar de inicialmente o vidro ser o material mais
utilizado como superficie de adesdo, hoje em dia o poliestireno, apds sofrer um
tratamento que torna a sua superficie carregada negativamente, constitui uma superficie
de ades@o mais comum para favorecer a adesdo das células em cultura (Freshney, 1994).
Nos dltimos anos, vdrios estudos demonstraram que a adesdo de algumas culturas
celulares, como por exemplo as células da linha celular PC12, pode ser melhorada

através do tratamento da superficie de adesdo com polimeros carregados positivamente,
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tais como a poli-D-lisina ou a poli-L-lisina. Por ser uma molécula sintética, a poli-lisina
ndo estimula qualquer actividade bioldgica nas células a si aderidas. Além disso ndo
introduz impurezas muitas vezes presentes nos polimeros naturais. A poli-D-lisina é
geralmente preferida em relacdo a poli-L-lisina para certos tipos celulares, uma vez que

ndo € quebrada pelas proteases libertadas pelas células em cultura (McKeehan, 1984).

No que respeita a fase gasosa, os constituintes mais significativos sdo o oxigénio e
o diéxido de carbono.

As culturas variam na quantidade de oxigénio necessaria, sendo uma menor
quantidade preferivel para as culturas celulares em relagdo as culturas de 6rgios (que
podem chegar a necessitar de cerca de 95% de oxigénio na fase gasosa).

A tensdo atmosférica de CO, regula directamente a concentragio de CO,
dissolvido, em funcdo da temperatura, originando H,COs, que por sua vez se dissocia,
formando HCOs". No entanto, 0 HCO3™ possui uma constante de dissociacdo baixa e
tende a reassociar-se, provocando a acidificagdo do meio. Esta diminui¢do do pH é
neutralizada pelo aumento da concentragdo de bicarbonato no meio, atingindo-se um
equilibrio a um pH 7.4. Este valor, ao qual cresce a maioria das linhas celulares pode ser
controlado através do uso de um indicador, sendo o mais comum o vermelho de fenol.
O vermelho de fenol apresenta uma cor vermelha a pH 7.4 e torna-se laranja para um

pH écido, ou violeta para um pH alcalino (Freshney, 1994).

De um modo geral, os meios definidos contém diferentes aminoacidos (incluindo
aminoacidos ndo essenciais e vitaminas), e sdo frequentemente suplementados com
metabolitos extra (e.g. nucleosideos, intermedidrios do ciclo de Krebs e lipidos) e
minerais. Na maior parte dos meios inclui-se ainda glucose como fonte de energia.

Outro constituinte do meio de cultura é o soro, que constitui um suplemento
adicional de varios factores de crescimento e que pode ter diferentes origens, de acordo
com os requisitos especificos de cada tipo celular em cultura. O soro fetal bovino, ou o
soro bovino simplesmente, sdo os mais frequentemente utilizados, seguidos do soro de
cavalo, geralmente usado para linhas celulares mais exigentes, como € o caso das
células PC12. O soro humano é o adequado para culturas de células humanas

Os tampdes de CO,/bicarbonato sdo base da tamponizacdo continua do meio de
cultura. Se a actividade metabdlica das células em cultura for muito grande, como &

normalmente o caso das linhas celulares imortalizadas ha necessidade de tamponizacdo
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adicional. Neste caso, um dos tampdes mais utilizados ¢ o HEPES, que possui uma forte

capacidade de tamponizagdo para uma gama de pH entre 7.2 e 7.6 (Freshney, 1994).

A temperatura de incubacdo, além de influenciar directamente o crescimento
celular, influencia também o pH do meio, devido ao aumento da solubilidade do CO; a
baixas temperaturas e, possivelmente, devido a alteracdes na ionizagdo e no pK, do
tampdo. De um modo geral, as células sdo cultivadas a 37°C, correspondendo este valor
aproximadamente a temperatura corporal do animal do qual as células foram retiradas.
As células em cultura podem tolerar decréscimos considerdveis de temperatura,
sobrevivendo a 4°C e podendo ser congeladas a -196°C. No entanto, ndo conseguem
resistir a temperaturas mais do que 2°C acima do normal, morrendo rapidamente a uma

temperatura de 40°C (Freshney, 1994).

1.2.Stresse Oxidativo

Com a acumulag¢io de oxigénio na atmosfera terrestre hd cerca de 2 bilides de anos
atrds, os organismos anaerobios existentes tiveram que se adaptar ao novo ambiente que
os envolvia. Ao passo que alguns organismos optaram por viver num micro-ambiente
livre de oxigénio, outros tornaram-se capazes de realizar tanto a respiragdo como a
fermentacdo (anaerdbios facultativos). Mais tarde, surgiram novas espécies, que
utilizavam somente a respiracdo como forma de obter energia: organismos aerdbios
(Behl, 1999). Todos estes organismos aerdbios produzem e degradam espécies reactivas
de oxigénio, originando tanto concentragdes fisioldgicas (resultantes da realizacdo de
funcdes celulares normais), como quantidades excessivas que, ao superarem as defesas
anti-oxidantes naturais ddo origem a um estado denominado de stresse oxidativo
(Nordberg e Arner, 2001). Resumidamente, o stresse oxidativo pode resultar de dois
factores: da diminui¢do dos anti-oxidantes, devida a mutacdes afectando enzimas anti-
oxidantes ou a deplecdo de anti-oxidantes e outros constituintes essenciais na dieta
humana; ou da producdo elevada de espécies reactivas de oxigénio e de azoto, por
exemplo através da exposicdo a niveis elevados de O,, da presenca de toxinas que sdo
metabolizadas para produzir ROS/RNS, entre outros (Halliwell e Gutteridge, 1999).

Devido aos seus potenciais efeitos indesejaveis, as espécies reactivas de oxigénio e

todos os eventos associados ao stresse oxidativo t€m sido relacionados com uma grande




Mestrado em Genética Molecular Introdugao

variedade de patologias neuronais € ndo neuronais, incluindo aterosclerose, isquémia
cerebral, esclerose lateral amiotréfica, doenca de Parkinson e doenca de Alzheimer

(Cardoso et al., 1998; Schroeter et al., 2000).

1.2.1. Formagdo de espécies reactivas de oxigénio

Entre as espécies reactivas de oxigénio incluem-se diferentes moléculas. Os radicais
livres intracelulares (moléculas livres de baixo peso molecular, com um electrdo
desemparelhado) sdo considerados como espécies reactivas de oxigénio, e vice-versa,
sendo os dois termos usados muitas vezes como equivalentes (Nordberg e Arner, 2001).

2

Estudos realizados anteriormente demonstraram que a mitocdndria é a principal
fonte de radicais livres intracelulares (Sharma e Morgan, 2001). Esse facto deve-se a
presenga de uma cadeia de transporte de electrdes, onde cerca de 95% do oxigénio é
reduzido pela citocromo oxidase, levando o restante a formagdo de radicais livres. Uma
diminuicio da actividade da citocromo oxidase pode assim levar a uma maior libertacdo
de radicais livres a partir da cadeia respiratéria mitocondrial (Curti et al., 1997).

Além da fosforilagdo oxidativa que ocorre na mitocOndria, existem outros
mecanismos moleculares que podem levar a formacgao de espécies reactivas de oxigénio,
tais como a conversdo enzimatica de catecolaminas e indolaminas pela monoamina
oxidase ou a auto-oxidagdo ndo enzimatica de catecolaminas (Behl, 1999). Podem
também ocorrer alteracdes no metabolismo da glucose, na oxidacdo da glutamina e na
homeostasia do calcio. A activagdo pelo cdlcio da fosfolipase A2 liberta acido
araquidoénico, cuja conversdo enzimatica a tromboxanos, prostaglandinas e leucotrienos
pelas ciclooxigenases e lipooxigenases leva a formagdo de espécies reactivas de
oxigénio (Curti et al., 1997; Markesbery, 1997).

O centro activo das lipooxigenases contém ides ferro (Percival, 1991). Na sua forma
inactiva, os ides encontram-se presentes como Fez+, transformando-se em Fe>" quando a
enzima é activada. Os ides Fe’* reagem com os lipidos da membrana, levando a sua
oxidacdo. Contudo, quando a quantidade de produtos das lipooxigenases aumenta, ou
quando se verifica uma diminui¢do de oxigénio, as lipooxigenases sdo desactivadas,
levando assim a libertagdo dos ides ferro, tendo como consequéncia também a iniciacdo

da peroxidacdo lipidica (Spiteller, 2001).
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O anido super6xido (O, ") é uma das mais deletérias espécies reactivas de oxigénio.
A formacgdo do anido superéxido ocorre na membrana mitocondrial interna pela adi¢do
de um electrdo ao oxigénio molecular induzida pela NADPH oxidase. Pode também ser
produzido endogenamente por flavoenzimas (e.g. xantina oxidase), por lipooxigenases e
ciclooxigenases. Apesar de ser um radical livre, ndo é muito reactivo, embora possa ser
transformado facilmente pela accdo de uma dismutase em espécies muito mais
reactivas, como o peréxido de hidrogénio e o oxigénio molecular. Além disso, este
radical ndo é capaz de atravessar as membranas lipidicas, limitando-se a sua acc¢do ao

local onde € produzido (Nordberg e Arner, 2001; Spiteller, 2001).

O peréxido de hidrogénio (H,0O,), embora ndo seja considerado um radical livre, é
considerado como sendo uma espécie reactiva de oxigénio, uma vez que pode funcionar
como um intermedidrio na producdo de espécies mais reactivas, como o d&cido
hipoclérico (formado pela ac¢do das mieloperoxidases) e o radical hidroxilo. A
producido deste tltimo da-se na presenca de ferro, através da reacc¢do de Fenton (reaccio
1) (Nordberg e Arner, 2001; Behl, 1999).

Embora o peréxido de hidrogénio possua uma reactividade limitada, tem a
capacidade de atravessar as membranas bioldgicas, o que lhe confere uma maior

perigosidade (Multhaup et al., 1997).

Devido a sua reactividade com as biomoléculas, o radical hidroxilo (OH) &
possivelmente o radical que mais danos causa nos sistemas bioldgicos. Este radical
forma-se a partir do perdxido de hidrogénio numa reacg¢éo catalizada por ides metélicos
(Fe** ou Cu"), frequentemente complexados com diferentes proteinas e outras

moléculas. Esta reac¢io é denominada de reaccdo de Fenton:

H,0, + Cu*/ Fe?* —> 'OH + OH + Cu**/Fe™* (reacgdo 1)

O superoxido desempenha igualmente um papel importante, em associacdo com a

reaccdo 1, levando a reciclagem dos ides metdlicos (reaccdo 2):

Cu®*/Fe** + 0,'" —> Cu'/Fe** + O, (reaccdo 2)
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Os metais de transicdo desempenham assim um papel importante na formagdo de
radicais hidroxilo. Estes metais podem ser libertados a partir de proteinas, como as
ferritinas e pelos centros [4Fe-4S] de algumas enzimas, através de reac¢cdes com o anido
superdxido (Levi et al., 1996; Nordberg e Arner, 2001). A este mecanismo, especifico
das células vivas, denomina-se reac¢do de Haber-Weiss (reaccdo 3) e corresponde a
soma das reaccoes 1 e 2 (Nordberg e Arner, 2001).

Fe/Cu

0, + H,0, —> 'OH+ OH + O, (reacgdo 3)

O ferro e o cobre sdo ides metalicos essenciais no corpo humano para a sintese de
diversas enzimas e outras proteinas envolvidas na respiracdo, transporte de Oy,
formagdo de NO" e outras reacgdes redox. Contudo, estes metais sdo potencialmente
perigosos devido a sua capacidade para participarem em transferéncias de electrdes, o
que os torna bons catalisadores em reac¢des de auto-oxidacdo, conversao de H,O, em
‘OH e decomposigio de perdxidos lipidicos em radicais peroxilo e alcoxilo (altamente
reactivos). Sendo assim, 0s organismos necessitam de manter estes ides metdlicos em
niveis baixos, diminuindo desse modo a probabilidade de causarem danos celulares

através de reac¢des com radicais livres (Halliwell e Gutteridge, 1999).

O ¢6xido nitrico (NO’) forma-se na mitocdndria e assemelha-se ao anido superoxido,
na medida em que ndo reage de uma forma eficaz com a maioria das biomoléculas,
apesar de possuir um electrdo desemparelhado. Por outro lado, reage facilmente com
outros radicais livres (e.g. radicais alquilo e peroxilo), originando moléculas menos
reactivas, o que leva assim a remocdo de radicais livres.

O ¢6xido nitrico pode reagir com o anido superéxido, levando a formagdo de
peroxinitrito, um composto altamente citotéxico, que pode, por sua vez, levar a
oxidacdo de lipidos e proteinas. Além disso, pode ser decomposto para originar catides
NO," ou radicais NO,", sendo que ambos sdo capazes de formar nitrotirosina a partir de
tirosina.

Este radical € sintetizado enzimaticamente pela accdo da NO sintetase, a partir da
L-arginina. Em concentragdes fisioldgicas, o 6xido nitrico funciona apenas como um
mensageiro intracelular, estimulando a ciclase do guanilato e algumas cinases, levando

por exemplo ao relaxamento do musculo liso dos vasos sanguineos (Nordberg e Arner,
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2001; Spiteller, 2001; Beal, 2002). Além disso, foi também ja confirmado o seu efeito
anti-oxidante (Kelley et al., 1999).

1.2.2. Funcoes fisiologicas das espécies reactivas de oxigénio

Todas as células produzem quantidades fisioldgicas de espécies reactivas de
oxigénio, necessdrias para levar a cabo diversas fungdes.

Uma das funcdes das espécies reactivas de oxigénio é participar na defesa contra a
infecgdo. Quando os fagdcitos sdo activados, eles produzem estas espécies em
quantidades suficientes para destruir os microrganismos intrusos.

Além disso, as espécies reactivas de oxigénio podem afectar directamente a
conformacdo e as actividades de todas as moléculas contendo grupos sulfidrilo, através
da oxidagdo do grupo tiol. Este tipo de regulacio redox afecta muitas proteinas
importantes na transducdo de sinal e na carcinogénese, tais como a proteina cinase C, a
Ca2+—ATPase, a colagenase, a tirosina cinase, entre outras enzimas e receptores
membranares. Para muitos factores de transcri¢do, as espécies reactivas de oxigénio
funcionam como mediadores fisioldgicos do controlo da transcri¢do, uma vez que esses
factores também sdo sensiveis a uma regulacdo redox (Nordberg e Arner, 2001; Dalton
et al., 1999).

Apesar disso, as espécies reactivas de oxigénio podem, devido a sua elevada
reactividade, causar danos em diversas macromoléculas, sendo por isso consideradas
como potencialmente téxicas, mutagénicas e carcinogénicas (Nordberg e Arner, 2001).
Esses danos podem ser também induzidos pelo ferro, embora ainda ndo se conheca
pormenorizadamente os mecanismos pelos quais este ido, em conjunto com o oxigénio,
amplifica os danos em alvos celulares oxidaveis, tais como: a) dcidos nucleicos; b)

proteinas; c) lipidos (Eaton e Qian, 2002), conforme a seguir se sumaria.

a) Acidos nucleicos

Tanto o DNA como o RNA sdo susceptiveis a modifica¢des por oxidagdo, dando
origem a produtos hidroxilados das suas bases. O RNA citoplasmatico e o DNA

mitocondrial sdo dois dos alvos mais sensiveis (Miranda et al., 2000).
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Diversas alteracdes (e.g. clivagem do DNA, ligagdes DNA-proteinas, oxidacdo das
purinas, etc.) podem ser causadas por espécies reactivas de oxigénio, em especial pelo
radical hidroxilo. Se o DNA danificado ndo for imediatamente reparado, pode ocorrer
uma mutacdo devido ao emparelhamento errado das bases durante a replicagdo. Este
mecanismo pode ser, em parte, responsavel pela elevada incidéncia de cancro em
individuos sujeitos a stresse oxidativo (Nordberg e Arner, 2001).

As mitocdndrias ndo sdo apenas uma fonte de radicais livres, mas sdo também o
alvo imediato dos danos mediados por esses radicais. O DNA mitocondrial é o primeiro
alvo de ataques oxidativos, devido a sua proximidade com a fonte de produgido de
radicais livres e devido a ni3o possuir mecanismos de reparagdo do DNA (Sharma e
Morgan, 2001). Por sua vez, estudos recentes demonstraram ainda que os danos
causados no DNA mitocondrial sdo amplificados pela presenga de ferro no interior da
célula, podendo este efeito ser evitado pela adicdo de agentes complexantes do ferro

(Eaton e Qian, 2002).

b) Proteinas

A oxidacdo de proteinas aumenta dramaticamente no ultimo terco de vida, de tal
modo que, em média, uma em cada trés proteinas é afectada (Beal, 2002).

Os danos oxidativos causados em proteinas resultam na fragmentacido das cadeias
polipeptidicas, formacdo de ligagGes proteina-proteina e modificagdes dos aminodcidos
das cadeias laterais em derivados de hidroxilos ou carbonilos (Fagan et al., 1999). Entre
estes aminodcidos encontram-se a prolina, a arginina, a histidina e a treonina (Dalle-
Donne et al., 2003).

Os grupos carbonilo podem formar-se igualmente através de reacc¢des dos residuos
de cisteina, histidina e lisina tanto com aldeidos produzidos durante a peroxidagdo
lipidica (4-hidroxi-2-nonenal, malonildialdeido) como com os derivados reactivos dos
carbonilos (cetoaminas, cetoaldeidos, desoxiosonas) formados como uma consequéncia
da reacc¢do dos acticares redutores, ou os seus produtos de oxidac¢do, com os residuos de
lisina das proteinas (Dalle-Donne et al., 2003; Berlett e Stadtman, 1997).

Como consequéncias destas reacgdes de oxidacdo, podem ocorrer alteracdes

funcionais nas proteinas (através da modificagdo directa de aminoécidos cataliticos,

10
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residuos criticos em locais de ligacio ou de regulacdo; e através da alteracdo da
susceptibilidade proteolitica, estados de agregacdo, etc.) (Choi et al., 2003).

Hoje em dia, a quantificacio de grupos carbonilo nas proteinas ¢ um dos
indicadores da oxidagdo proteica mais utilizados e a sua acumulag@o nas proteinas foi ja
relacionada com o envelhecimento, o stresse oxidativo e algumas doengas, tais como a
doenca de Alzheimer e a diabetes (Dalle-Donne et al., 2003; Berlett e Stadtman, 1997).

A acumulacdo de proteinas oxidadas ndo reflecte apenas a taxa de oxidagdo
proteica, mas também a velocidade com que ocorre a degradagcdo dessas proteinas
oxidadas, que por sua vez depende de diversas varidveis, incluindo a concentragdo de
proteases que degradam preferencialmente proteinas oxidadas e intimeros factores (ides
metalicos, inibidores, activadores e proteinas regulatérias) que afectam a sua actividade

proteolitica (Berlett e Stadtman, 1997).

¢) Lipidos

A peroxidagdo lipidica é provavelmente a drea de investigacdo mais explorada
quando se fala de espécies reactivas de oxigénio. Isto deve-se ao facto de os acidos
gordos poli-insaturados serem alvos excelentes para ataque por parte dos radicais livres,
devido a possuirem multiplas ligagdes duplas (Nordberg e Arner, 2001).

Podem distinguir-se trés passos na peroxidacdo lipidica: iniciagdo, propagagdo e
terminacdo. A peroxidacdo pode ser induzida por radicais suficientemente reactivos
para remover um atomo de hidrogénio aos dcidos gordos poli-insaturados. Este € o
ponto de partida para um ciclo de propagacido que leva ao aumento da producdo de
radicais livres e ao aumento de hidroperdxidos lipidicos formados pela oxidacdo de
inimeras moléculas lipidicas. Este ciclo de propagagdo é quebrado quando dois radicais
se juntam, formando ndo-radicais. Estas dltimas reac¢des designam-se de reacg¢des de
terminacdo (Lehuédé et al., 1999).

Os principais acidos gordos poli-insaturados presentes nas membranas celulares dos
mamiferos sdo os dcidos araquidénico e linoleico. Ambos sao vulnerdveis a peroxidacdo
lipidica, tanto enzimdtica como ndo enzimdtica. No entanto, uma vez que o acido
linoleico é muito mais abundante do que o 4cido araquidénico, a maioria dos produtos

da peroxidac@o lipidica derivam do acido linoleico (Spiteller, 2001).

11
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Os diversos produtos originados pela peroxidacdo lipidica permitem a sua
quantificagdo (Meagher e Fitzgerald, 2000). Os produtos obtidos pela reducdo dos
hidroperéxidos do 4cido linoleico (4cidos 9-hidroxi-10,12-octadecadiendico e 13-
hidroxi-9,11-octadecadiendico), por exemplo, sdo susceptiveis de ser detectados em
grandes quantidades (Spiteller e Spiteller, 1997). Os aldeidos s3o os produtos
produzidos em maior quantidade, especialmente o 4-hidroxinonenal (4-HNE), que
deriva do 4cido araquidénico e € altamente reactivo, sendo responsavel pela maioria dos
efeitos citotoxicos verificados em situagdo de stresse oxidativo (Markesbery, 1997;
Pereira et al., 1999). No entanto, a medicio do malonildialdeido € o método mais
utilizado para quantificar a peroxidagdo lipidica.

A acroleina, um produto da oxidagdo dos dcidos gordos poli-insaturados, leva a
inactivagdo da redutase responsavel pela reducdo dos radicais da vitamina E e, em
conjunto com a deplecdo de glutationa, leva ao aumento da peroxidacao lipidica. Sendo
assim, pode ser igualmente utilizada como marcador da peroxidacdo lipidica (Lovell et
al., 2000).

A peroxidacido lipidica pode ser ainda quantificada recorrendo a medi¢do de dienos
conjugados, gases de etano e pentano, isoprostanos, ou até recorrendo a inser¢do do
dcido cis-parindrico (dcido gordo fluorescente) em vesiculas e posterior integracdo na

estrutura da membrana (Meagher e Fitzgerald, 2000; Steenbergen et al., 1997).

1.2.3. As defesas anti-oxidantes

Com a hipdtese da associacdo do stresse oxidativo a diversas doencas
desenvolveram-se inimeras abordagens para uma protec¢do anti-oxidante eficaz (Behl,
1999). Apesar de bastante utilizado, existe alguma dificuldade em definir o termo “anti-
oxidante”. De um modo geral, o termo anti-oxidante pode ser utilizado para descrever
qualquer composto que seja capaz de complexar espécies reactivas de oxigénio, sem no
entanto se converter num radical destrutivo (Noctor e Foyer, 1998). Quando as espécies
reactivas de oxigénio ou de azoto se formam in vivo, muitos anti-oxidantes entram em
accdo. A sua importincia relativa depende de diferentes factores, tais como o tipo de
ROS/RNS que é formado, o modo como é formado, onde se forma e a que nivel
provoca danos. Os sistemas anti-oxidantes das préprias células podem ser divididos em

dois tipos: enzimaticos e ndo enzimaticos (Nordberg e Arner, 2001).

12



Mestrado em Genética Molecular Introdugao

No que diz respeito aos sistemas anti-oxidantes enzimdticos, a superdxido
dismutase (SOD) foi a primeira enzima a ser descoberta que era capaz de metabolizar as
espécies reactivas de oxigénio. Esta enzima metaboliza o anido super6xido em peréxido
de hidrogénio e oxigénio (Nordberg e Arner, 2001).

O perdxido de hidrogénio, por sua vez, é convertido pela catalase (que se encontra
presente nos peroxissomas) em dgua e oxigénio molecular. No entanto, a sua afinidade
pelo peréxido de hidrogénio é relativamente baixa e consequentemente algum H,0O,
pode permanecer na célula. Isto pode tornar-se problematico, uma vez que o H,O, pode
reagir com o anido superéxido formado no metabolismo oxidativo e originar o radical
hidroxilo que € altamente reactivo (Arrigoni e De Tullio, 2002).

A glutationa peroxidase (GPx) apresenta uma elevada afinidade para o perdxido de
hidrogénio, sendo capaz de remover quantidades muito pequenas desta molécula. Esta
enzima cataliza a reducdo do perdxido de hidrogénio utilizando a glutationa como
substrato.

Além destes sistemas enziméticos, existem ainda outros que participam na remog¢ao
do excesso de espécies reactivas de oxigénio, tais como as superdxido redutases, as
peroxirredoxinas e o sistema associado a tiorredoxina (composto por duas

oxidorredutases anti-oxidantes) (Nordberg e Arner, 2001).

Conjuntamente com 0s mecanismos enzimaticos, existem alguns compostos anti-
oxidantes celulares que, ao participarem em reacgdes redox, contribuem com um
electrdo para neutralizar os radicais livres. Estes sdo designados de anti-oxidantes
directos, uma vez que interagem quimicamente com os radicais livres formados. No
entanto, um anti-oxidante biolégico eficaz deve fazer mais do que simplesmente reagir
com os radicais livres: deve estar presente em concentracdes adequadas na célula, deve
poder reagir com uma grande variedade de radicais livres e a sua regeneragcdo deve ser
possivel. Esta combinacéo € tipica do dcido ascoérbico e do a-tocoferol, que sdo por isso
considerados bons anti-oxidantes (Arrigoni e De Tullio, 2002; Behl e Moosmann,
2002).

O 4cido ascérbico (também conhecido como vitamina C) € um anti-oxidante
hidrossolivel que participa em diversas reac¢des do metabolismo celular. Devido a
possuir um grande potencial de redugdo € capaz de reagir com as diferentes espécies
reactivas de oxigénio. Destas reac¢cdes forma-se o radical ascorbilo, que pode ser

posteriormente oxidado a desidroascorbato (Shapiro e Saliou, 2001; Chepda et al.,
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2001). Em estudos recentes, demonstrou-se que o ascorbato podia induzir a apoptose
das células. Esse efeito deve-se a ac¢do do principal produto da sua oxidagéo, o radical
ascorbilo, que actua maioritariamente como um oxidante. Desse modo, o ascorbato pode
actuar tanto como um anti-oxidante como um pré-oxidante (via radical ascorbilo)
(Lopez-Lluch et al., 1998; Sakagami et al., 1997).

A vitamina E engloba oito formas de anti-oxidantes lipossoldveis, de ocorréncia
natural, presentes no plasma, em membranas e nos tecidos. Dessas formas, o a-tocoferol
€ a forma mais abundante. Pode actuar como anti-oxidante, na medida em que é capaz
de complexar rapidamente os radicais lipido-peroxilo, antes que estes reajam com
outros lipidos e impedindo assim a propagacdo da peroxidacdo lipidica nas membranas
(Shapiro e Saliou, 2001). No entanto, através do seu mecanismo de auto-reciclagem, o
a-tocoferol pode provocar uma diminui¢do de outros anti-oxidantes, actuando assim
como um pré-oxidante (Fuchs, 1998).

Além destes anti-oxidantes directos, existem ainda outros dois tipos: anti-oxidantes
indirectos, que actuam impedindo a formacdo de radicais livres, e dos quais sdo
exemplo os antagonistas de cdlcio, os quelantes idnicos ou os inibidores da sintetase do
oxido nitrico); e os anti-oxidantes metabdlicos, que limitam os danos causados as
células através da reducdo dos niveis elevados de radicais livres resultantes do
metabolismo secundario (Behl e Moosmann, 2002).

A procura de novos anti-oxidantes que possam colmatar as defesas das células
quando sujeitas a situacdes de stresse oxidativo, impedindo desse modo o desencadear
de reaccdes conducentes a degeneragdes varias, continua a ser objecto de investigagao.

Os novos anti-oxidantes devem possuir propriedades melhoradas quando
comparados com as vitaminas E e C, tal como uma maior lipofilicidade e uma maior
capacidade de atravessar a barreira hemato-encefalica no caso de se pretender que
actuem a nivel do sistema nervoso central (Behl, 1999). Recentemente, t€ém-se testado
alguns anti-oxidantes naturais, tais como o estrogénio (Bonnefont et al., 1998), acidos
fendlicos e polifendis presentes no vinho tinto (German e Walzem, 2000), flavonéides
presentes em alguns frutos (du Toit er al., 2001; Schroeter et al., 2000) e extractos
naturais de Ginkgo biloba ou de outras plantas medicinais (Bastianetto e Quirion, 2002),
Alguns destes tém sido, devido as suas propriedades, incluidos como conservantes
alimentares. No entanto, e ainda no que diz respeito aos extractos naturais, o facto de

constituirem misturas de composi¢do indefinida dificulta o exacto conhecimento do
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modo como actuam, logo o seu desenvolvimento como compostos de interesse
farmacolégico.

As defesas anti-oxidantes procuram apenas controlar os niveis de espécies reactivas
de oxigénio, em vez de proceder a sua eliminagcdo por completo. Uma possibilidade para
a ocorréncia deste fenémeno relaciona-se com os gastos energéticos necessarios para
manter um excesso de defesas anti-oxidantes: pode tornar-se energeticamente menos
dispendioso reparar (no caso do DNA) ou destruir (no caso das proteinas e dos lipidos)
biomoléculas danificadas. Outra possibilidade € a das espécies reactivas de oxigénio se
tornarem fisiologicamente tteis, desde que em quantidades controladas, de modo a que
a sua ndo eliminag¢do tenha sido privilegiada a nivel evolutivo pelos sistemas vivos
(Halliwell e Gutteridge, 1999).

Na figura 1 apresenta-se de uma forma esquematica e resumida alguns dos sistemas
responsdveis pela ocorréncia de danos nas biomoléculas, assim como alguns dos

sistemas anti-oxidantes presentes a nivel celular com a fung¢ao de evitar esses danos.

Gr x H0+0;
Enzimas ey GSH
contendo flavines ~ CuZn-SOD Af{lfaﬂn_ .
04 > 0, —>* H,(, Paroxiredoxing

I' o' “OH '

lipidica

Danos no DNA e/ou nas protelnas

Figura 1 - Esquema simplificado dos sistemas oxidantes e anti-oxidantes que actuam
na célula. O superdxido € produzido intracelularmente, tanto no citosol como na
mitocondria. Duas moléculas de superéxido sdo rapidamente dismutadas, quer
espontaneamente quer por via de superéxido dismutases, sendo que estas permitem o
posterior fluxo de ROS entre compartimentos celulares. O peréxido de hidrogénio
resultante da dismutag@o do superéxido pode depois ser enzimaticamente metabolizado
em dioxigénio e &dgua, ou convertido no radical hidroxilo através de reacgdes

catalizadas por ides metdlicos. Segundo (Nordberg e Arner, 2001).

1.3. Morte celular

A desregulacdo das vias fisioldgicas para a inducdo da morte celular encontra-se

relacionada com o aparecimento de diversas patologias, incluindo doengas
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neurodegenerativas (tais como doenca de Alzheimer, doenga de Parkinson e doenga de
Huntington), doencas cardiovasculares, doengas imunolédgicas, SIDA e cancro em geral,
e € muitas vezes desencadeada por stresse oxidativo (Reed, 2001).

Os danos celulares podem resultar de um estimulo quimico ou fisico, quer pelo seu
excesso quer pela sua caréncia, que tempordria ou permanentemente provoca alteragdes
na homeostasia da célula. A resposta a estes danos pode ser reversivel: a célula entra
num estado de laténcia que pode ou nio ser prolongado, e que néo leva a morte celular.
As respostas reversiveis podem ser transitérias ou podem reflectir eventos precoces de
resposta a um insulto que eventualmente leva a danos irreversiveis. Por vezes, estas
respostas reversiveis sdo prolongadas, designando-se de adaptacdes celulares, que
incluem fenémenos como a indug¢do de defesas anti-oxidantes, proteinas de choque
térmico ou dos citocromos P450 (em resposta a xenobidticos) (Halliwell e Gutteridge,
1999).

A morte celular pode ocorrer por duas vias distintas, apoptose ou necrose, embora
possa ocorrer morte por mecanismos com caracteristicas de ambas as vias. Tanto a
necrose como a apoptose podem resultar da exposi¢do a stresse oxidativo. A necrose é o
processo resultante de uma disfung@o celular aguda em resposta a condicdes de stresse
ou apés exposicdo das células a agentes téxicos. E um processo passivo associado a
uma rapida deplecdo de ATP celular. Morfologicamente, a necrose caracteriza-se pelo
aumento do volume celular e ruptura da membrana plasmatica, seguida da consequente
libertagdo dos contetdos celulares para o meio intercelular. Esta libertacdo do contetddo
celular das células mortas pode provocar danos nas células vizinhas, assim como
resultar no desenvolvimento de uma resposta inflamatdria (Chandra et al., 2000).

A apoptose € um processo activo de morte celular programada que desempenha um
papel crucial no desenvolvimento e homeostasia dos organismos multicelulares. Este
processo permite a remogdo das células (danificadas ou indesejadas) que de outra forma
poderiam prejudicar o bom funcionamento das células circundantes através do contacto
com os seus contetidos citoplasmaticos (Leist e Jaattela, 2001). Durante a apoptose
ocorre a diminui¢do do tamanho celular, condensag¢do da cromatina e formacgido de
corpos apoptoéticos (vesiculas de pequenas dimensdes que contém no seu interior
componentes celulares que sdao posteriormente fagocitados por células adjacentes).
Além disso, verifica-se igualmente a clivagem do DNA em regides
internucleossémicas, resultando no aparecimento de fragmentos de DNA que formam

um padrdo caracteristico (“DNA ladder”) apés electroforese em gel de agarose. Na
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figura 2 pode observar-se um esquema comparativo das alteracdes morfoldgicas
ocorrentes durante os fendmenos de necrose e apoptose.

Outro processo caracteristico da apoptose € a activacdo de caspases (proteases
cisteinicas especificas para o dcido aspdrtico), que existem como zimogéneos nho
citoplasma, espaco intermembranar e matriz nuclear, e que sdo responsaveis pela
clivagem e activacio de diversas proteinas intracelulares. E possivel também observar a
externalizacdo de fosfatidilserina, que pode contribuir para o reconhecimento da célula
apoptdtica pelas células vizinhas ou por macréfagos, facilitando a sua fagocitose. Estas
células apoptdticas sdo rapidamente fagocitadas, anteriormente a libertacdo dos
conteidos celulares, minimizando a resposta inflamatéria e possibilitando assim a

sobrevivéncia das restantes células (Chandra et al., 2000; Hutchins e Barger, 1998;

Zimmermann et al., 2001).

Desidratagio celular (“shrinkage™) Corpos apoptéticos
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Figura 2 — Esquema ilustrativo das alteracdes morfolégicas e bioquimicas que

ocorrem durante os fenémenos de apoptose e necrose (segundo Darzynkiewicz et al.,

1997).

1.3.1. As principais vias apoptoticas

Todas as células dos organismos superiores expressam a maquinaria necessaria para
0 processo apoptético. Este pode ser dividido em quatro fases distintas: fase de

iniciacdo, durante a qual a célula recebe sinais que podem resultar na activacdo da
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apoptose; fase de compromisso, em que a apoptose se torna irreversivel (pode dever-se
a alteracdes mitocondriais); fase de amplificacdo, durante a qual ocorre a activagdo das
caspases; e fase de execucdo, onde as estruturas celulares sdo degradadas, quer por
accdo das caspases quer por activacio de outras enzimas (Slee ef al., 1999).

Existem duas vias pelas quais a apoptose pode ser induzida: a via apoptética
mitocondrial e a via apoptdtica mediada por receptores membranares, designados de
“death receptors” (Ferri e Kroemer, 2001).

A via apoptédtica mitocondrial pode ser desencadeada por virios estimulos, como
por exemplo algumas substéncias citotoxicas, radiagdo, choque térmico e pela privagio
de factores de crescimento indispensdveis a sobrevivéncia da célula (Slee et al., 1999).
Esta via apoptdtica pode ser iniciada pela translocagdo de alguns dos membros pré-
apoptdticos da familia da Bcl-2 (como por exemplo a Bax, a Bid ou a Bad) para a
mitocOndria, onde vao levar a libertagdo de determinadas proteinas presentes no espaco
intermembranar, incluindo uma proteina chave, o citocromo c. Além do citocromo c
podem ser igualmente libertados o Factor Indutor da Apoptose (AIF, do inglés
“Apoptosis Inducing Factor”), a Smac (do inglés “Second mitochondria-derived
activator of caspases), também designada por DIABLO (do inglés “Direct IAP Binding
Protein With Low pI”) e a Omi/HtrA2 (do inglés “High Temperature Requirement
A2”). Ap6s a sua libertagdo, o citocromo c liga-se ao factor Apaf-1 (do inglés
“Apoptotic Protease Activating Factor-1”), formando o apoptossoma. Ao mesmo
tempo, a Smac/DIABLO promove também a activagdo das caspases pela ligacdo ao
apoptossoma e pela inibi¢do dos inibidores das proteinas apoptoticas (IAPs, do inglés
“Inhibitors of Apoptosis Proteins”) (Cain et al., 2002; Cande et al., 2002; Zimmermann
etal., 2001).

No que diz respeito aos receptores apoptéticos membranares, aqueles cuja fungdo
se encontra mais bem estudada s@o os pertencentes a familia do TNF (do inglés “Tumor
Necrosis Factor”), como por exemplo o TNFR1 (do inglés “Tumor Necrosis Factor
Receptor-17), e o Fas (também conhecido como Apo-1 ou CD95, do inglés “Cell Death
95”) (Leist e Jaattela, 2001). Estes receptores possuem um motivo comum nas suas
porc¢des citoplasmaticas, designado de dominio apoptético (“death domain™). Apds a
activagdo destes receptores apoptodticos pelos respectivos ligandos, os seus dominios
vao recrutar moléculas adaptadoras, tais como a FADD (do inglés “Fas-associated
Death Domain”). Posteriormente, a interac¢do entre as moléculas adaptadoras e os pré-

dominios das caspases 2, 8 ou 10 leva a formacdo do complexo DISC (do inglés
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“Death-Inducing Signaling Complex”) e a subsequente activacdo das caspases. Uma vez
activadas, estas podem amplificar o sinal apoptético através da activacdo de outras
caspases (como por exemplo as caspases 3, 6 e 7) (Krammer, 2000; Wajant, 2002).

As duas vias apoptéticas (via mitocondrial e via mediada por receptores
membranares) encontram-se interligadas. Essa ligacdo € efectuada pela proteina pro-
apoptotica Bid (pertencente a familia da Bcl-2). Esta proteina, que geralmente se
encontra no citoplasma, pode ser clivada pela caspase-8. Apds essa clivagem, a por¢do
do terminal carboxilico da Bid € translocada para a mitocdndria onde promove, directa
ou indirectamente (através da interaccio com a proteina pré-apoptética Bax), a
libertac@o de citocromo ¢ (Tang et al., 2000).

Verifica-se assim que todos os processos apoptdticos conduzem a activagdo de
caspases, as quais amplificam o sinal apoptético, levando a activacdo de outras caspases
que sdo necessdrias para a fase de execucdo celular. Durante esta fase, sdo degradadas
ou clivadas diversas proteinas celulares por accdo das caspases. As duas vias

apoptoticas encontram-se esquematizadas na figura 3.
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Figura 3 — As duas principais vias apoptéticas nas células animais: no lado esquerdo, a
via mediada por receptores de membrana; no lado direito, a via mitocondria (adaptado de

Hengartner, 2000).

19



Mestrado em Genética Molecular Introdugao

Recentemente, foi demonstrado que o reticulo endoplasmatico (RE) pode também
participar na iniciacdo da apoptose. Por um lado, as suas membranas possuem alguns
membros pré e anti-apoptdticos da familia da bcl-2, e por outro lado, foi ja evidenciado
que o célcio (presente em concentragdes elevadas no RE) pode funcionar como um
segundo mensageiro pro-apoptético, encontrando-se envolvido na iniciacdo da apoptose
e na regulacdo de enzimas responsdveis pela morte celular. Uma dessas enzimas € a
caspase-12, que se encontra especificamente associada a fenémenos de apoptose

resultantes do stresse observado ao nivel do RE.

1.4. O estudo de novas moléculas com potencial
farmacologico

A descoberta, desenvolvimento e introducdo clinica de novos farmacos é um
processo que envolve uma cooperagdo proxima entre investigadores, a indistria
farmacéutica, classe médica e os organismos reguladores da entrada de novos farmacos
no mercado (e.g. “Food and Drug Administration”, nos E.U.A., ou o INFARMED em
Portugal). O processo de desenvolvimento de um novo farmaco inicia-se com a sintese,
ou isolamento, de um novo composto com actividade bioldgica e com potencial para
uso terapéutico. Posteriormente, este composto tem que ser sujeito a diversos testes,
antes de se tornar disponivel no mercado como um farmaco eficaz e terapeuticamente
seguro, nomeadamente estudos bioquimicos in vitro, testes de farmacocinética e
farmacodinamica, comummente designados por testes pré-clinicos, seguidos finalmente

dos ensaios clinicos em humanos (Brody et al., 1998).

1.4.1. Avaliacdo da citotoxicidade

De entre os estudos bioquimicos necessarios ao desenvolvimento de novos
farmacos, os testes de citotoxicidade sdo de importancia primordial. Hoje em dia, a
utilizacdo de culturas celulares em placas multipogos € uma pritica corrente para a
avaliacdo de novos compostos com potencialidade farmacoldgica, uma vez que permite
a manipulacdo de vdrias amostras simultaneamente, além de ser um procedimento
econdmico e que permite uma certa automatizacio (Freshney, 1994). Recentemente, os

ensaios de citotoxicidade t€ém sido dominados pelo uso de técnicas colorimétricas, como
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a da reducdo do MTT ou a da quantificacdo da enzima lactato desidrogenase (LDH)
libertada, para determinar o nimero de células vidveis no final do ensaio, realizado com

linhas celulares adequadas crescidas em placas multipogos.

1.4.2. Relacdo concentracdo-resposta

Existe mais do que um modo de medir a resposta farmacolégica produzida por um
composto. De um modo geral, a citotoxicidade de um composto aumenta de acordo com
o aumento da sua concentracio até um determinado valor. E a resposta denominada
“gradual”. Uma vez obtidos os valores das respostas para cada concentracdo de
composto estes sdo representados num grifico semi-logaritmico, em funcido da
concentracdo de farmaco utilizada. Na maior parte das vezes, obtém-se uma curva
sigmoidal. A partir dessa curva € entdo possivel determinar o valor da concentracio de
composto necessdria para reduzir a resposta inicial em 50%, denominada Clso (Brody et

al., 1998).

1.4.3. Coeficientes de partilha

Outro dos pardmetros que normalmente se procura determinar quando se pretende
desenvolver uma determinada molécula com potencial farmacoldgico € o coeficiente de
partilha, uma vez que a interac¢do das nossas moléculas com as membranas bioldgicas
tem importantes implicagcdes no tipo, magnitude e duragdo dos efeitos biolégicos
induzidos, tornando-se assim importante para compreender melhor a sua acgdo e
toxicologia (Zeng et al., 1999). Além disso, o conhecimento da lipofilicidade relativa de
um composto permite formular estratégias que facilitem a absor¢do ou penetracdo nos
tecidos, que por sua vez levard a libertacio do composto no local de ac¢do (Scott e
Cleymer, 2002; Leonard et al., 1989). Ao longo dos ultimos anos tém-se realizado
diversas tentativas para correlacionar a eficdcia farmacolégica de compostos insoliiveis
em dgua com a sua solubilidade em solventes organicos, solventes estes que em muitos
casos podem ser considerados como bons mimetizadores das propriedades fisico-
quimicas do interior da membrana (Leonard et al., 1989). A medicao dos coeficientes de
partilha tem sido um método bastante utilizado para obter tanto a lipofilicidade como a

hidrofilicidade relativa de um determinado composto. No entanto, para espécies
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ionizdveis o coeficiente de distribuicdo é um pardmetro mais relevante, embora exista

uma maior dificuldade na sua obtencao (Scott e Cleymer, 2002).

1.4.4. Os novos compostos em estudo

Os novos compostos a utilizar neste trabalho sdo compostos azotados de sintese
organica, que diferem na sua estrutura quimica, nomeadamente na presenca de grupos
hidroxilo localizados nas posicdes C-3 e C-4 do substituinte aromatico (figura 4). A sua
estrutura quimica, especialmente através desses grupos hidroxilo, revela a sua
capacidade de tamponizagdo de radicais livres, sendo assim indicativa do seu potencial
como “scavengers”’ de oxigénio. A introducdo dessa estrutura numa base de dados
criada para o efeito por um grupo de investigadores russos (informacdo cedida pela
Prof. Fernanda Proenca), revelou o seu potencial farmacolégico em doencas que

envolvam stresse oxidativo.
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Figura 4 — Representagdo das estruturas quimicas dos novos compostos em estudo: a) estruturas de
cadeia linear (FMA4, FMAS, FMA7 e FMAS); b) estruturas de cadeia ciclica (FMA523, FMA676,
FMAG698, FMA699 e FMAT705).
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1.5. Objectivo do trabalho

z

O principal objectivo do presente trabalho é o de determinar a actividade
antioxidante destes novos compostos no sentido do seu eventual desenvolvimento como
moléculas de interesse farmacoldgico.

Um segundo objectivo é o de elucidar outras vias bioquimicas em que os
compostos possam ser activos, nomeadamente na reversao de fendmenos de apoptose.

Finalmente, a possibilidade de modificacio da estrutura quimica dos compostos, em
funcdo dos resultados obtidos, constituird uma mais valia para o eventual melhoramento

do seu potencial terapéutico.
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2. Material e Métodos

2.1. Material biologico

No presente trabalho foram utilizadas duas linhas celulares distintas: uma linha
celular de fibroblastos (.929), constituida por células ndo neuronais, indiferenciadas e
pluripotentes; e uma linha celular neuronal (PC12), bastante utilizada como modelo de
estudo de diferentes processos que podem ser correlacionados com o que ocorre em

determinadas doengas neurodegenerativas.

2.1.1. Fibroblastos (linha celular L929)

Os fibroblastos utilizados na realiza¢do deste trabalho pertenciam a linha celular
1.929, obtida a partir da “European Collection of Animal Cell Cultures” (ECACC). Esta
linha celular € um subclone da linha parental L, uma das primeiras a ser estabelecida em
culturas continuas, que deriva do tecido subcutaneo normal de ratos adultos (Freshney,
1994).

Esta linha celular foi mantida em meio DMEM (“Dulbecco’s Modified Eagle
Medium”) ao qual se adicionou 10% (v/v) de soro fetal bovino e 1% (v/v) de
antibidtico, numa estufa a 37°C com atmosfera humidificada e 5% de CO,. As células
em estado de confluéncia foram tripsinizadas, utilizando-se para tal 0.25%
tripsina/EDTA, e colocadas a crescer nos recipientes adequados, a densidade desejada.

Resumidamente, o processo de tripsinizagdo consistiu na remocdo do meio de
cultura e adi¢do de uma solug@o 0.25% tripsina/EDTA (1ml por cada frasco de cultura
de 25cm* e 2ml por cada frasco de 75cm?). Apés incubagdo numa estufa, a 37°C e 5%
CO,, durante cerca de 3 minutos, a tripsina foi removida (para evitar possiveis danos
celulares) e as células colocadas de novo na estufa, durante aproximadamente 5
minutos, nas mesmas condi¢des. As células foram de seguida ressuspensas em meio de
cultura, através de pipetagens sucessivas sobre a camada de células ainda aderidas ao
frasco (operagdo efectuada com cuidado para evitar a formagao de espuma, que pode ter
efeito de detergente e danificar irremediavelmente a cultura), levando a sua total

desagregacdo. Procedeu-se entdo a contagem celular num hemocitémetro, com azul
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tripano, efectuando-se de seguida o plaqueamento das células a densidade desejada ou a
transferéncia para novos frascos de cultura.

O azul tripano é um corante cuja reactividade se baseia no facto de o croméforo ser
carregado negativamente e ndo interagir com as células, a ndo ser que a membrana se
encontre danificada. Sendo assim, todas as células que incluirem o corante consideram-
se como ndo vidveis. Para a determinacdo da densidade celular, este corante foi
misturado com a suspensdo celular, numa proporcio 1:1, e de seguida relacionou-se o
ndmero de células ndo coradas com o nimero de células totais e as dilui¢des efectuadas,

expressando-se os resultados em termos de percentagem de viabilidade celular.

2.1.2. Linha celular PC12

A linha celular PC12 foi estabelecida pela primeira vez por Greene e Tischler
(Greene e Tischler, 1976) a partir de um feocromocitoma transplantiavel da glandula
adrenal de rato e consiste numa populacdo homogénea de células capazes de sintetizar,
armazenar e libertar dopamina dum modo semelhante a células neuronais. A
suplementacgdo destas células com NGF (do inglés “Nerve Growth Factor”) pode levar a
inducdo do fenétipo neuronal, sendo esta resposta reversivel.

Esta linha celular (gentilmente cedida pelo Centro de Neurociéncias e Biologia
Celular de Coimbra) foi cultivada em suspensdo em frascos de cultura de 750m2, em
meio RPMI-1640 suplementado com 10% (v/v) de soro de cavalo, 5% (v/v) de soro
fetal bovino e 1% (v/v) de antibiético.

As células foram mantidas numa estufa a 37°C, com atmosfera humidificada e 5%
de CO; e, devido a sua elevada tendéncia para formar aglomerados, passadas duas vezes
por semana. A primeira passagem consistiu apenas numa diluicdo das células, em que
primeiro se procedeu a desagregacdo mecénica dos aglomerados formados (altamente
desaconselhados por poderem resultar na morte celular) com uma pipeta seroldgica de
Sml, seguida da transferéncia de 10ml da suspensdo celular para um novo frasco de
cultura, perfazendo-se de seguida o volume de ambos os frascos até 20ml. A segunda
passagem consistiu na transferéncia do meio de cultura com as células (apds
desagregacdo dos aglomerados com uma pipeta seroldogica de Sml) para um Falcon, a
qual se seguiu uma centrifugacdo das células a 1000rpm e posterior nova desagregacdo

mecanica dos aglomerados, primeiro com a ajuda de uma pipeta seroldgica de Sml e
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depois por passagem das células por seringa e agulha estéreis. As células foram entéo
contadas num hemocitémetro, com azul tripano, procedendo-se de seguida ao seu
plaqueamento ou a transferéncia para novos frascos.

As células PC12 foram plaqueadas a densidade de 50.000 células/cm? para ensaios
de viabilidade celular e 2 densidade de 180.000 células/cm” para outros estudos. Devido
a sua fraca adesdo ao poliestireno, foi necessdrio proceder-se ao tratamento prévio das
placas de cultura com poli-D-lisina (preparada a concentracdo de 0.1mg/ml em tampao

borato 150mM, pH 8.4).

2.2. Compostos estudados

Os compostos em estudo foram sintetizados pelo grupo de Sintese Organica do
Departamento de Quimica da Universidade do Minho. As suas estruturas quimicas
encontram-se representadas na figura 4.

Estes compostos sdo, conforme evidenciado, compostos azotados com uma estrutura
semelhante a compostos naturais com anéis de imidazole. A sua férmula de estrutura
revela capacidade de tamponizagdo de radicais livres, essencialmente através dos grupos
hidroxilo situados no anel de imidazole, o que faz prever a sua actividade como anti-
oxidantes. Por outro lado, de acordo com os resultados da introdugao das suas estruturas
numa base de dados, criada para o efeito por um grupo de investigadores russos
(informacéo cedida pela Prof. Fernanda Proenga), apresentam potencial farmacoldgico
em doencas que envolvam stresse oxidativo.

Os compostos estudados foram separados de acordo com a sua estrutura,
nomeadamente os que apresentavam cadeia linear e os que apresentavam uma estrutura
ciclica (figura 4a e 4b, respectivamente). Com a ciclizacdo dos novos compostos

pretendia-se obter um aumento da actividade anti-oxidante.

2.3. Método de descoloracdao do radical DPPH

De entre os diversos métodos descritos que permitem determinar a remogdo de
radicais livres (Parejo et al., 2000; Arnao, 2002) foi utilizado no presente trabalho o

método de descoloragdo do 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), de acordo com o
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descrito por Mathiesen (Mathiesen ef al., 1997). Com esta abordagem pretendeu-se
determinar o Clsp para cada composto.

O DPPH ¢ um radical livre estdvel que contém um electrdo ndo emparelhado na sua
estrutura (Jin e Chen, 1998), o que permite a observacdo de um pico de absorcdo a
517nm (Lehuédé et al., 1999). A captacdo de um atomo de hidrogénio a partir de um
dador por parte do radical DPPH leva a formagdo do radical difenilpicrilhidrazina
(DPPH-H) e de um radical fenoxilo (reaccdo 4). Esta reac¢@o envolve a mudanga de cor

da solucdo de violeta para amarelo (Lebeau et al., 2000).

DPPH + AH — DPPH-H + A (reacgdo 4)

(cor violeta) (cor amarela)

Uma vez que a descoloragdo resultante possui uma relagdo estequiométrica com o
ndmero de electrdes captados, o decréscimo na absorvancia que resulta desta reacgdo é
assim representativo da capacidade de um determinado composto remover radicais
livres independentemente de qualquer actividade enzimdtica (Lehuédé et al., 1999).

Para proceder a execucdo deste teste, foram inicialmente preparadas solugdes em
etanol, dos compostos, a diferentes concentragdes, nomeadamente entre 1 e 200uM para
os compostos de cadeia linear e entre 1 e 500uM para os compostos ciclicos.
Colocaram-se entdo 20ul de cada uma destas solucdes numa placa de 96 pogos, aos
quais se adicionaram 180ul de uma solucdo etandlica de DPPH 0.002%.

Os valores de absorvancia foram registados num leitor de microplacas Spectra Max
340PC, a 517nm, imediatamente apés a adicio do DPPH e passados 5, 10, 20, 30, 40,
50 e 60 minutos da mesma. Simultaneamente, procedeu-se a leitura da absorvéncia de
um controlo positivo contendo apenas DPPH em etanol (com o intuito de se observar a
descoloracdo do DPPH ao longo do tempo), assim como de controlos negativos
contendo apenas os compostos na auséncia de DPPH, de modo a verificar se os
compostos sofreriam alguma descolorag@o ao longo do tempo.

Com os dados obtidos foi construido um grafico de modo a ser possivel determinar
o tempo de estabilizacdo da descoloragdo do DPPH para cada composto. Nestes ensaios,
foram adicionalmente utilizados o a-tocoferol (vitamina E) e o Trolox, um andlogo da

vitamina E solivel em dgua, como bases de comparacgio para 0s compostos.
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Obtido o tempo de estabilizagdo do DPPH, utilizaram-se os valores das absorvancias
para esse tempo para calcular as percentagens de descoloragdo para cada concentracido
de composto em relacdo ao controlo positivo e, a partir da curva gerada, determinou-se
a concentracdo de composto necessdria para diminuir a concentrag@o inicial de DPPH

em 50% (Clsp).

2.4. Determina¢do da viabilidade celular

Para a determinacdo da viabilidade celular foram utilizados dois métodos distintos
mas complementares. Este pardmetro foi assim determinado através da capacidade das
células para reduzir o MTT e através da libertagdo da enzima lactato desidrogenase para

0 meio extracelular.

2.4.1. Método de reducao do MTT

Um dos métodos mais utilizados na avaliagdo da citotoxicidade de diferentes
compostos ¢ o teste da reducdo do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio (MTT), devido a sua rapidez, versatilidade e alta reprodutibilidade
(Supino, 1995). Este teste colorimétrico baseia-se na capacidade das células vidveis
converterem um sal de tetrazélio solivel (MTT) num precipitado de formazan insoldvel,
de acordo com a reaccdo indicada na figura 5. Os sais de tetrazélio atravessam a
membrana celular e entram para a célula onde aceitam electrdes a partir de substratos
oxidados, ou de determinadas enzimas, sendo particularmente reduzidos como resultado
da actividade da enzima mitocondrial succinato desidrogenase (Supino, 1995). Esta
reaccdo converte os sais de MTT de cor amarela em cristais de formazan de cor violeta
que se acumulam em endossomas e sdo posteriormente transportados para a superficie
celular através de um processo de exocitose (Supino, 1995; Liu, 1999). Os referidos
cristais de formazan podem ser posteriormente dissolvidos num solvente organico, que
permita a sua quantificag¢@o por espectrofotometria (Supino, 1995; Freshney, 1994).

Estudos mais recentes demonstraram que a mitocondria nido tem um papel exclusivo
na redu¢do do MTT, uma vez que outras frac¢des subcelulares importantes (incluindo a

nuclear, a microssomal e a citosélica) podem igualmente reduzir o MTT, funcionando o
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NADH ou o NADPH citoplasméticos eventualmente como melhores substratos para a

reducdo do MTT do que o préprio succinato (Liu, 1999).

/@ NADH MNADY @_{m/@

=

R o

MTT MTT formazan

O3

Figura 5 - Estruturas quimicas do MTT e do MTT formazan.
Adaptado de Liu (1999).

Sendo assim, deve ter-se em consideracdo que a redu¢do do MTT poderd nao
exprimir necessariamente actividade metabdlica a nivel mitocondrial. Para além disso a
toxicidade intrinseca do MTT pode de algum modo contribuir para a morte celular
eventualmente verificada (Liu, 1999; Freshney, 1994). Nao obstante, a redugdo do MTT
continua a ser um método expedito de determinagdo da viabilidade celular, tendo em
consideragdo as limitagdes mencionadas.

O método utilizado neste trabalho foi adaptado a partir do descrito por Mosmann
(1983). Sendo assim, colocaram-se 500Ul de uma suspensdo de fibroblastos com uma
densidade de 5x10° células/ml em placas de 24 pocos, tendo as células sido deixadas a
incubar durante 5 horas, a 37°C, sob atmosfera humidificada com 5% CO,. Apds esse
periodo de incubagdo (necessario para a adesdo dos fibroblastos a superficie dos pocos)
adicionaram-se os compostos previamente diluidos em etanol. Foi utilizado um
controlo, contendo apenas células, as quais foi adicionado etanol, no volume maximo de
composto utilizado, o que equivale a uma percentagem de etanol que ndo excede 1% do
volume total.

As células com os compostos foram deixadas a incubar “overnight”. No dia
seguinte, aspirou-se o meio e lavaram-se os pocos com meio de Krebs, tendo-se
adicionado de seguida 500ul de uma solu¢do de MTT diluido em meio de Krebs, a
concentracdo de 0.5mg de MTT/ml. A placa foi entdo coberta com papel de aluminio e
deixada a incubar na estufa de CO,, a 37°C, durante 2 horas. Apds esse periodo,
adicionaram-se a cada poco 500ul de uma solugdo de isopropanol-dcido e as placas,

protegidas da luz, foram colocadas num agitador orbital durante 2 horas, de modo a
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permitir a melhor dissolucdo dos cristais. Finalizado esse periodo de tempo, raspou-se o
fundo dos pogos com a ajuda de pipetas de Pasteur de plastico, transferindo-se 100ul de
cada pogo, em duplicado, para uma placa de 96 pocos, destinada a posterior leitura da
absorvancia, a um comprimento de onda de 570nm, num leitor de microplacas Spectra
Max 340PC.

A percentagem de viabilidade celular foi entdo determinada relacionando os valores
das absorvancias obtidos para cada amostra com o controlo contendo as células expostas

apenas a 1% etanol.

2.4.2. Libertacdo da lactato desidrogenase (LDH)

A viabilidade celular foi igualmente determinada através do teste da libertacdo da
enzima lactato desidrogenase (LDH, do inglés “Lactate dehydrogenase”). Esta enzima é
responsdvel pela redugdo de piruvato a lactato, na presenca de NADH (figura 6) (Stryer,
1998). Uma vez que esta enzima € de origem citoplasmadtica, a sua presenca no meio

extracelular fornece indicagdes sobre a integridade da membrana plasmatica.

o, 0 o. O
‘.‘;. Ve N e
C Lactato c
desidrogenase
(|3 O + NADH + H* HO (|: H + NAD*
CH, CH,
Piruvato L-lactato

Figura 6 — Reducdo do piruvato a lactato, catalisada pela lactato desidrogenase,

utilizando NADH como poder redutor. Adaptado de Stryer (1998).

As células foram incubadas em placas de 12 pogos a concentracio de 5x10°
células/ml, durante o tempo necessdrio para ocorrer a adesdo celular a placa. Apds esse
periodo de incubacdo, o meio de cultura foi removido e substituido por meio novo, com
0 objectivo de remover possiveis células mortas. Os compostos a testar foram entdo
adicionados e deixados a incubar na presenca das células durante o tempo pretendido.

Ap6s a incubagdo, recolheu-se um pequeno volume de meio para eppendorfs, com
vista a determinacdo da LDH extracelular. O restante volume foi entdo removido,
lavaram-se os pocos uma vez com PBS e recolheram-se as células com 1ml de Tris

15mM. Estas foram posteriormente sujeitas a pulsos de poucos segundos num
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sonicador, de modo a provocar a lise celular e a consequente libertacio da LDH
intracelular.

Tanto as amostras para quantificacio da LDH extracelular como da intracelular
foram sujeitas a uma centrifugacdo a 13000rpm, durante 1 minuto, numa centrifuga
(Eppendorf Centrifuge 5415C) para eliminar quaisquer fragmentos celulares que se
encontrassem em suspensao.

As amostras foram colocadas numa placa de 96 pocos e as reac¢des foram iniciadas
pela adicao de 10ul de piruvato (concentracdo final de 0.32mM), na presencga de 250pl
de NADH (concentracdo final de 0.28mM). Ambas as solu¢des foram preparadas em
tampdo fosfato 0.05M, a pH 7.4. A velocidade de conversdo da forma reduzida da
nicotinamida adenina dinucleétido (NADH) na forma oxidada (NAD') foi entdo
determinada espectrofotometricamente num leitor de microplacas Spectra Max 340PC,
a 340nm, ao longo de 3 minutos, a 30°C. A percentagem de LDH libertada foi
posteriormente expressa como percentagem da actividade total, de acordo com a

formula:

% LDH libertada = LDH extracelular / (LDH extracelular + LDH intracelular) x 100

2.5. Avaliacao da hidrofobicidade dos compostos

O grau de hidrofobicidade dos diferentes compostos foi determinado através da
medi¢do dos coeficientes de partilha (PC, do inglés “Partition Coefficients”) e dos
factores de retardacdo (Rf, do inglés “Retardation factors”).

Os coeficientes de partilha foram medidos num sistema n-octanol/HEPES. Os
compostos azotados foram dissolvidos em n-octanol a uma concentracdo de 20uM.
Misturou-se 1ml de cada solugdo com 20ml HEPES (20mM, pH 7.4), por inversdes
vdrias do contetido de cada tubo, durante 10 minutos, a temperatura ambiente. As duas
fases formadas foram de seguida separadas por centrifugacdo (Heraeus Sepatech
Megafuge 1.0) a temperatura ambiente e a 2000rpm. Os valores dos coeficientes de
partilha foram calculados através da férmula: CP = log (Co / Cy), onde Cp e Cy
correspondem as concentragdes dos compostos em n-octanol e HEPES,
respectivamente, determinados através dos valores de absorvancia lidos a 400nm (para

os compostos FMA4 e FMA7) e 410nm (para os compostos FMAS5 e FMAS) de acordo

31



Mestrado em Genética Molecular Material e Métodos

com os picos de absor¢do previamente determinados. Os valores de Cy foram
determinados indirectamente calculando a diferenga entre o valor da concentragio
inicial e o valor final de composto presente no n-octanol.

Uma segunda avaliacio da hidrofobicidade dos compostos foi feita pela
determinacdo dos factores de retardacfo, através de cromatografia em camada fina
(TLC, do inglés “Thin Layer Chromatography”), em placas de gel de silica G60
(Merck) (Areias et al., 2001). Para o efeito, utilizou-se um sistema de eluicdo
ascendente, constituido por cloroférmio:acetato de etilo:4cido acético numa proporcdo
de 16:8:1. As placas foram previamente sujeitas a uma corrida com o eluente e deixadas
a secar antes da aplicacdo da amostra. Colocaram-se 2ul de cada composto e, apds
eluicdo das amostras, observaram-se as bandas dos compostos com o auxilio de um

visor iluminado com radia¢do ultravioleta.

2.6. Determinacdo da proteccdo dos compostos na
peroxidacdo lipidica

Os peroxidos lipidicos sdo compostos instiveis que tendem a degradar-se
rapidamente, originando diversos produtos, tais como alcanos de cadeia curta e
aldeidos. Alguns exemplos de intermedidrios ou produtos da peroxidagdo lipidica que
podem ser aplicados em estudos clinicos incluem a medicdo de dienos conjugados, de
substéncias reactivas com o 4cido tiobarbitirico, da exalacdo dos gases pentano e etano,
e de aldeidos citotéxicos (Meagher e Fitzgerald, 2000).

No presente trabalho experimental procedeu-se a medi¢do do malonildialdeido
(MDA) pelo método do doseamento das espécies reactivas ao &cido tiobarbitdrico
(TBARS), um método desde ha muito utilizado (Ohkawa et al., 1979), ao qual foram
introduzidas algumas alteracoes.

Para a realizagc@o deste teste, indicativo da peroxidacdo lipidica, colocaram-se 4ml
de uma suspensdo celular por cada poco numa placa de 6 pogos, tendo-se deixado essa
placa a incubar durante 2 dias, a 37°C numa estufa de CO,, de modo a conseguir obter-
se uma densidade celular de cerca de 1.8x10° células/ml. Este periodo de incubagdo foi
necessario, uma vez que a densidade celular obtida por cada passagem/tripsinizacdo era
inferior 24 densidade final desejada (4.32x10" células para 24ml). Tendo em
consideracdo que o tempo de duplicacio das células é de cerca de 24 horas, com os dois

dias de incubagd@o conseguia-se obter a densidade celular desejada.
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Ap6s esse periodo de tempo, os pogos foram lavados uma vez com meio de Krebs,
adicionando-se de seguida 2ml do par oxidante, na presenca e na auséncia dos
compostos a testar, diluidos em meio de Krebs. Para cada condi¢do foram utilizadas
duas réplicas. A peroxidacio lipidica foi induzida através da adi¢do do par ascorbato-
ferro, ascorbato 2mM e ferro(Il) 400uM, no caso dos fibroblastos, ou ascorbato 2mM e
ferro(Il) 100uM no caso das PC12. O ferro utilizado encontrava-se sob a forma de
sulfato de ferro. O efeito protector de cada composto foi estudado pela adi¢do de cada
um deles na presenga do par oxidante ascorbato/ferro(II) na concentragio anteriormente
determinada. O ascorbato funciona neste caso como um pré-oxidante, reciclando o Fe’*
a partir de Fe™, que por sua vez leva a formacdo de radicais livres, como o radical
hidroxilo (Shapiro e Saliou, 2001), razdo pela qual a sua concentragdo podera ser critica
no sentido de assegurar a oxidag¢do continuada do ferro presente. Como controlo
negativo foi verificada a eventual peroxidacdo residual em células, na auséncia de
qualquer par oxidante. Mais uma vez foi utilizado o a-tocoferol e o seu andlogo Trolox,
como anti-oxidantes tradicionais, de modo a poder comparar o seu efeito com o dos
compostos em estudo.

A placa com os reagentes adicionados ficou entdo a incubar durante 60 minutos, a
37°C e 5% CO;. O meio foi posteriormente removido por aspiragcdo e a placa colocada
em gelo. Adicionaram-se 1560ul de Tris 15mM (pH 7.4) a cada poco, de modo a
induzir o rebentamento das células. O contetido dos pocos foi entdo removido, com o
auxilio de raspadores, para tubos cénicos de vidro (volume total de 3120ul), fazendo-se
um “pool” de dois pogos com células sujeitas as mesmas condi¢des. De cada tubo,
foram retirados 100ul para eppendorfs, para posterior quantificacdo da proteina total
pelo método de Sedmak. Esta quantificacdo visa a normaliza¢do dos resultados para a
mesma quantidade de proteina total.

Aos tubos coénicos de vidro adicionaram-se 6ml de uma solugcdo contendo 0.38%
TBA (p/v), 37.5% TCA (v/v) e 0.015% BHT (p/v). Os tubos, tapados com esferas de
vidro, foram colocados num banho de 4dgua a ferver durante cerca de 15 minutos. Este
tempo de fervura das células com a solucio TBA/TCA/BHT destina-se a detectar o
processo de peroxidacgéo lipidica induzido pelo par oxidante. As espécies reactivas ao
dcido tiobarbitirico originaram o aparecimento de um cromogéneo cor de rosa,

susceptivel de absorver a 530nm (Minotti e Aust, 1987; Tang et al., 2000b).
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Ap6s os 15 minutos de fervura, os tubos foram deixados arrefecer e centrifugados
durante 10 minutos a 3000rpm numa centrifuga preparativa de baixa velocidade
Heraeus-Christ Labofuge. De cada tubo foram retirados 3ml do sobrenadante obtido
para cuvetes e lida a absorvdncia a 530nm num espectrofotometro Perkin-Elmer
Lambda 2 UV/VIS. A concentracdo de TBARS foi calculada utilizando a seguinte

férmula:

C= V X D.O.s3,,
exmg de proteinax1’

em que V corresponde ao factor de dilui¢@o, 1 corresponde a espessura da cuvete (1cm).
O coeficiente de extingdo molar (€) utilizado foi de 1,56)(105 M'.em™. Os resultados
foram normalizados para a concentracdo de proteina em cada caso e por iSso expressos

em nmol de MDA/mg de proteina.

2.6.1. Quantificacdo da proteina: método de Sedmak

A determinacdo da proteina total foi realizada através do método de Sedmak
(Sedmak e Grossberg, 1977) que, devido ao facto de apresentar uma grande facilidade
de execucdo e uma alta sensibilidade, ¢ um método vulgarmente utilizado para
determinagdo de baixas gamas de proteina. Este método baseia-se na ligacdo do corante
(Coomassie Blue) a proteina, que resulta num complexo corante-proteina que absorve a
um comprimento de onda entre 595 e 620nm. Esta ligacdo do corante a proteina é
mediada pela interaccdo de grupos amina protonados presentes na proteina. Estes
grupos amina, nomeadamente os residuos de lisina e arginina, formam um par iénico
com os grupos de dcido sulfénico do corante, resultando na passagem do corante de

castanho para azul (Sapan et al., 1999).

A curva padrdo foi obtida a partir de seis solu¢des contendo quantidades crescentes
de albumina sérica bovina (BSA) 0.1%, 20ul de tampao Tris 15mM, 2ml de reagente de
Sedmak (Coomassie Brilliant Blue G250 0.06%, em 4&cido perclérico 3% (p/v),
previamente filtrado através de filtros de papel Whatman n°l) diluido em 4cido
perclérico 3% numa propor¢do de 3 para 7, completando o volume de 3ml com 4gua
ultra-pura. Para quantificacdo da proteina nas amostras, colocaram-se nos tubos 50ul de

cada uma delas, 2ml de reagente de Sedmak diluido e perfez-se o volume até 3ml com
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dgua ultra-pura. O contetido de cada tubo foi misturado num vortex, apds o que se
esperaram cerca de 10 minutos & temperatura ambiente. A absorvancia foi lida num

leitor de microplacas Spectra Max 340PC, a um comprimento de onda de 620nm.

2.7. Determina¢do da Actividade das Caspases

As caspases sdo uma componente fundamental da maquinaria apoptdtica,
participando numa cascata enzimdtica que resulta na morte celular. Estas proteases
clivam os seus substratos em ligacdes Asp-Xxx, ou seja, a seguir a um residuo de
aspartato. A especificidade de uma caspase por um substrato é determinada pelos trés a
quatro residuos anteriores a esse aspartato (Hengartner, 2000).

A actividade das caspases 3, 8 e 9 foi determinada através da utilizacdo de
substratos contendo o croméforo p-nitroanilida (pNA). Apds a indug@o de apoptose nas
células, a actividade proteolitica das caspases aumenta, proporcionando a clivagem dos
seus substratos e a libertacdo do croméforo, que por sua vez pode ser detectado
espectrofotometricamente. Desta forma, comparando as absorvancias obtidas para as
amostras controlo com as restantes amostras, € possivel determinar o nivel de actividade
proteolitica para cada uma delas, ap6s indugdo de apoptose.

O método utilizado foi adaptado do procedimento descrito por Cregan (Cregan et
al., 1999). As células foram incubadas em placas de 12 pocos tratadas com poli-lisina a
uma densidade de 1.8x10° células/cm?. Ap6s a adesdo das células, o meio de cultura foi
removido e substituido por meio contendo apenas 4% de soro. A auséncia de soro no
meio contribui para a inducdo de apoptose (Oliveira et al., 2002). Foi adicionada
staurosporina (STS), um alcaléide isolado a partir da bactéria Streptomyces
staurospores que, por parecer activar mecanismos de morte celular comuns a todas as
células, € utilizado de uma forma generalizada como indutor da apoptose (Kruman et
al., 1998). Os compostos a testar, na presenca de STS, foram entdo adicionados a este
novo meio.

Ap6s a incubagdo com os compostos na presenga de STS, o meio foi removido e as
células lavadas duas vezes com PBS (pH 7.4). De seguida, recolheram-se as células com
um tampao de lise (Na-EDTA 1mM, Na-EGTA 1mM, MgCl,.6H,O 2mM, HEPES
25mM, pH 7.5, contendo fluoreto de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 100uM e DTT 2mM).

As amostras foram sujeitas a uma sonicacdo de 10 segundos num sonicador “High
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Intensity Ultrasonic Processor” a fim de assegurar o processo de lise, seguida de uma
centrifugacdo a 14000rpm (centrifuga Sigma 2K15) durante 10 minutos, a 4°C, para
eliminar os fragmentos celulares. Os sobrenadantes foram transferidos para novos
eppendorfs e guardados a -80°C até serem utilizadas, quer para determinacdo da
actividade das caspases quer para determinacdo da proteina total pelo método de
Sedmak j4 descrito.

Para determinar a actividade das caspases 3, 8 e 9, aliquotas de extractos celulares
contendo 50ug de proteina foram adicionadas a um tampao de reacgdo (sacarose 10%,
hidroxido de N,N-dimetil-N-(3-sulfopropil)-3-[[3a,58,7a,120)-3,7,12-trihidroxi-24-
oxocolan-24-il]-amino]-1-propanaménio (CHAPS) 0.1%, HEPES 25mM, pH 7.4,
contendo DTT 10mM). As reac¢des (volume final de 500ul) foram iniciadas pela
adicdo, ao abrigo da luz, dos seguintes substratos colorimétricos: acetil-Asp-Glu-Val-
Asp-p-nitroanilida (Ac-DEVD-pNA) 100uM, para determinacdo da actividade das
enzimas semelhantes a caspase-3; acetil-lle-Glu-Thr-Asp-p-nitroanilida (Ac-IETD-
pNA) 100uM, para determinagdo da actividade das enzimas semelhantes a caspase-8;
ou acetil-Leu-Glu-His-Asp-p-nitroanilida (Ac-LEHD-pNA) 100uM, para determinacéo
da actividade das enzimas semelhantes & caspase-9. Ao fim de 2 horas de incubagio ao
abrigo da luz e a 37°C, foram transferidos 200ul de cada reacgdo para placas de 96
pogos, sendo a clivagem dos substratos colorimétricos medida a 405nm. A actividade
das diferentes caspases, expressa em nmol de substrato / mg de proteina, foi
posteriormente expressa como o aumento dos valores de absorvancia relativamente ao

controlo (células incubadas na auséncia do indutor apoptético).

2.8. Determinac¢do da Morte Celular - marcacdao com Hoechst
33342 e iodeto de propidio

O colapso nuclear caracteristico que ocorre durante a apoptose engloba a
fragmentacdo da cromatina, degradacido do envelope nuclear e o “blebbing” nuclear,
resultando na formagdo de microndcleos. Por conseguinte, os marcadores de dcidos
nucleicos tornam-se ferramentas tteis na identificacdo de células apoptdticas, no meio
de uma populagdo celular.

Neste trabalho, as células apoptéticas foram distinguidas das necrdticas através da
utilizacdo em simultaneo de dois marcadores fluorescentes: o Hoechst 33342 e o iodeto

de propidio (PI, do inglés “Propidium lodide”). O marcador Hoechst penetra livremente
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nas células, marcando dessa forma os niicleos (com uma cor azul fluorescente) tanto das
células vidveis como das células em apoptose ou necrose. As células apoptédticas podem
de seguida ser distinguidas das outras com base na condensacao e fragmentacdo nuclear.
O iodeto de propidio entra apenas em células cujas membranas se encontrem
danificadas, ou seja, a partir de fases mais avangadas da apoptose, em que ocorre um
aumento da permeabilidade da membrana. Logo, as células Pl-negativas sdo
consideradas vidveis, enquanto que as células Pl-positivas consideram-se como
necroticas (Liu et al., 2003).

Para a realizacdo deste procedimento, as células foram incubadas a densidade de
5x10° células/ml em lamelas de vidro previamente esterilizadas com etanol a 70% e
colocadas em placas de 6 pocos. Para a adesdo das células PC12, as lamelas foram
tratadas com poli-lisina, de acordo com o procedimento descrito anteriormente (sec¢io
2.1.2.).

Ap6s adesdo celular, o meio de cultura foi removido e as células aderidas as lamelas
foram lavadas duas vezes com PBS. Foram adicionados 100ul/lamela de iodeto de
propidio 4ug/ml (em PBS) e aguardados 5 minutos. De seguida, as células foram
novamente lavadas com PBS (duas vezes), adicionaram-se 400ul/lamela de
paraformaldeido 4% e aguardaram-se mais 10 minutos, para promover a fixacdo. O
paraformaldeido foi entdo removido e as células novamente lavadas duas vezes com
PBS. Adicionaram-se 400ul/lamela de Hoechst 5ug/ml (em PBS). Apds 10 minutos
nessas condicdes, procedeu-se a novas lavagens das células com PBS.

Depois de deixar secar bem as lamelas, estas foram montadas em laminas com uma
gota de dgua, e observadas por microscopia de fluorescéncia (Leitz Laborlux S). Os
nudcleos foram identificados pela reaccdo fluorescente azul ou vermelha e distinguidos

pela respectiva morfologia.

2.9. Andlise estatistica

Todos os resultados foram expressos como a média + erro padrdo, para pelo menos
trés experiéncias independentes, executadas em duplicado. A significincia estatistica foi
determinada pelo teste de #-Student (“unpaired, two-tailed”). Valores de p < 0.05 foram

considerados como sendo estatisticamente significativos.
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2.10. Reagentes quimicos

O soro fetal bovino (FBS) foi adquirido a Biochrom KG (Berlim, Alemanha).

O soro de cavalo foi adquirido a Gibco (Paisley, UK).

O 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) e o 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-
dcido carboxilico 97% (Trolox) foram adquiridos a Sigma-Aldrich Chemie (Berlim,
Alemanha).

O Coomassie Blue foi adquirido a Fluka (Suica).

Todos os outros reagentes, incluindo o meio de cultura DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium), o meio de cultura RPMI-1640, o HEPES, o antibidtico, a
0.25% tripsina/EDTA, o azul de metileno, o azul tripano, o 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazélio (MTT), a forma reduzida da B-nicotinamida adenina dinucledtido
(B-NADH), o dimetilsulféxido (DMSO), o 4cido 2-tiobarbitirico (TBA), o acido
tricloroacético (TCA), o hidroxitolueno butilado (BHT), a albumina sérica bovina
(BSA), o acido L-ascorbico, o acido bérico, a poli-D-lisina, o Hoechst 33342, o iodeto
de propidio, o hidroxido de N,N-dimetil-N-(3-sulfopropil)-3-[[(30,58,70,120)-3,7,12-
trihidroxi-24-oxocolan-24-il]-amino]- 1 -propanaménio (CHAPS), a staurosporina, o
acetil-Asp-Glu-Val-Asp-p-nitroanilida (Ac-DEVD-pNA), o acetil-Ile-Glu-Thr-Asp-p-
nitroanilida (Ac-IETD-pNA), o acetil-Leu-Glu-His-Asp-p-nitroanilida (Ac-LEHD-
pNA), o fluoreto de fenilmetilsulfonilo (PMSF), o ditiotreitol (DTT), o acido Na-
etilenodiaminatetraacético (EDTA) e o 4cido Na-etilenoglicol-bi-(B-aminoetiléter)-N, N-

tetraacético (EGTA) foram adquiridos a Sigma Chemical Company (St Louis, EUA)
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3. Resultados e Discussdo

O stresse oxidativo € uma das principais causas de danos celulares, resultando em
diversas disfun¢des do metabolismo e por conseguinte em morte celular. A procura de
novos compostos que possam actuar para além das defesas celulares naturais, em
situagdes em que as células se encontrem danificadas, tem vindo a aumentar
drasticamente nos ultimos anos, uma vez que estes podem contribuir para uma melhoria
significativa de patologias envolvendo stresse oxidativo. Alguns compostos, de origem
natural, tais como alguns flavonéides, provaram ja ser bons anti-oxidantes (Areias et al.,
2001). No entanto, estes flavondides encontram-se maioritariamente em extractos de
plantas ou outros componentes naturais, fazendo parte de misturas que, devido a sua
complexidade, impossibilitam a sua utilizacdo directa como farmacos. Por outro lado, o
seu isolamento dessas misturas € um processo complexo, nem sempre reprodutivel, e

por isso pouco vidvel para a sua obtencdo em larga escala.

No presente estudo foram utilizados compostos sintetizados de novo, com uma
estrutura quimica bem definida, podendo o seu potencial anti-oxidante ser directamente

correlacionado com as suas caracteristicas estruturais.

3.1 Determinacdo do Clso para os compostos de cadeia
linear

De acordo com Beckman e Ames (1998), a actividade anti-oxidante de um
composto depende da sua capacidade como “scavenger” de radicais livres. Neste
trabalho, utilizou-se o método de descoloragdo do radical DPPH para verificar essa
capacidade nos novos compostos. Nesta primeira fase, foram testados apenas os
compostos de cadeia linear.

De acordo com estudos realizados anteriormente em flavondides, a presenca de dois
grupos hidroxilo nas posi¢des C-3 e C-4 da sua estrutura quimica € responsdvel por um
aumento da capacidade de redu¢do do DPPH (Okawa et al., 2001; Yokozawa et al.,
1998). Sendo assim, seria de prever uma maior actividade anti-radicalar por parte dos
compostos FMAS e FMAS. De facto, e tal como demonstram os resultados da tabela I,

esses compostos apresentam valores de Clsy bastante baixos (2.5 e 3.9uM), logo uma
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actividade anti-radicalar elevada, sendo inclusivamente superior as duas formas da
vitamina E testadas: a forma lipossolivel (a-tocoferol) e o andlogo hidrossolivel
(Trolox). Por sua vez, os compostos FMA4 e FMA7 apresentaram valores de Clsy mais
elevados, logo menor actividade anti-radicalar, o que também seria de prever pela

presenca de apenas um grupo hidroxilo na posi¢do C-3 da sua estrutura quimica.

Tabela I — Valores de Clsy obtidos através do método de descoloracio do DPPH, para os diferentes

compostos testados e sua comparacdo com dois anti-oxidantes tradicionais.

Composto Clso (UM)
FMA4 19,75
FMAS 2,5
FMA7 20,4
FMAS 3,9
Trolox 9

a-tocoferol 9,6

Adicionaram-se diferentes concentracdes de cada composto a uma solugdo etandlica de DPPH cuja
descoloracdo foi lida espectrofotometricamente a 517nm, apés 40 minutos. Os resultados foram expressos
como a percentagem de descolora¢do em relagdo a um controlo positivo contendo apenas uma solugdo
etandlica de DPPH. Todos os compostos apresentam valores de Cls, da ordem uM, indicativos de elevada

actividade anti-radicalar. Esta actividade é maior para os compostos FMAS e FMAS.

3.2 Avaliacdo da citotoxicidade dos compostos

Os valores de Clsp acima determinados foram tomados em consideracdo na
avaliacdo da citotoxicidade dos novos compostos. Tendo em consideracio a eventual
metabolizacdo dos compostos in vivo, escolheu-se testar os mesmos para uma
concentragdo por excesso (cinco vezes o Clsp). A viabilidade celular foi determinada em
fibroblastos pertencentes a linha 1.929. Foram utilizados dois métodos distintos: o teste
de reducdo do MTT, que reflecte a capacidade redutora das células, e o teste de
libertagdo da LDH, relacionado com a integridade da membrana plasmaética.

Os resultados representados na figura 7 permitem observar que nenhum dos

compostos provocou uma diminui¢do significativa da actividade redutora das células,
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indicando que a maquinaria enzimatica responsavel pelos processos metabdlicos de oxi-
reducdo nao foi afectada. De igual modo, nenhum dos compostos conduziu ao aumento
da enzima lactato desidrogenase no meio extracelular, revelando assim as boas

condi¢des da membrana plasmadtica a nivel da sua integridade (figura 8).
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Figura 7 — Viabilidade celular determinada pelo teste de redugdo do MTT. Os fibroblastos, a
densidade de 5x10° células/ml, foram incubados com os compostos (a uma concentragdo 5xCls)
“overnight”, ap6s o que se adicionou o MTT. A percentagem de viabilidade celular foi calculada
relacionando os valores de absorvancia obtidos a 570nm para cada amostra, com um controlo
contendo apenas as células expostas a 1% de etanol. Cada coluna representa a média * erro padrio,

considerando os resultados obtidos para pelo menos 3 experiéncias independentes.
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Figura 8 — Avaliacdo da integridade membranar através da medi¢ao da LDH libertada para
o meio extracelular. As condi¢cdes de incubacio, assim como as concentracdes dos
compostos testadas, foram as mesmas que foram utilizadas para a realiza¢do do teste de
reducdo do MTT. A percentagem de LDH libertada foi determinada apds leitura das
amostras a 340nm durante 3 minutos, a 30°C. Esses valores foram depois relacionados com
um controlo contendo apenas fibroblastos expostos a 1% de etanol. Para cada barra

representa-se a média * erro padrdo de pelo menos 3 experiéncias distintas.
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Conjuntamente, estes dados revelam que nenhum dos compostos € citotdxico,

mesmo para uma concentragdo cinco vezes superior ao Clsy previamente determinado.

3.3 Avaliacdao do grau de hidrofobicidade dos compostos

A actividade anti-oxidante de um composto encontra-se relacionada, entre outros
factores, com a sua capacidade para interagir e penetrar nas membranas lipidicas. Por
sua vez, a incorporacdo de um composto nas membranas celulares é afectada por
inimeros factores, nomeadamente pelas interac¢des electrostdticas, pela formagdo de
pontes de hidrogénio com os grupos polares dos fosfolipidos, pelas interacc¢des
hidrofébicas com as cadeias de dcidos gordos e igualmente pela geometria molecular
dos fosfolipidos e dos compostos (Saija et al., 1995). No sentido de poder vir a
relacionar os efeitos dos compostos com estas caracteristicas, foram utilizados dois
métodos complementares para avaliar o grau de hidrofobicidade dos novos compostos
em estudo: determinacdo dos coeficientes de partilha no sistema n-octanol/HEPES e

cromatografia de camada fina em placas de silica.

Previamente a determinagdo dos coeficientes de partilha dos compostos, foi
necessdrio determinar os comprimentos de onda aos quais a sua absorvancia é maxima.
Para isso, foi varrido o espectro entre 300 e 450nm (resultados ndo apresentados). Os
novos compostos evidenciaram dois picos de absorvancia, um situado entre os 300 e os
350nm e outro entre os 400 e os 420nm. Dado que a leitura da absorvéncia no primeiro
pico se torna incompativel com a utilizacdo do método, devido ao facto de o n-octanol
também possuir um pico de absorvancia nessa gama, levando a interferéncia com os
resultados, procurou-se utilizar o segundo pico. Os espectros obtidos indicaram assim a
presencga do segundo pico por volta dos 400nm para os compostos FMA4 e FMA7 e por
volta dos 410nm para os compostos FMAS e FMAS. As leituras de absorvancia
efectuadas posteriormente foram realizadas considerando os comprimentos de onda
determinados deste modo.

A razio de escolha do sistema n-octanol/dgua para determinacio dos coeficientes de
partilha relaciona-se com o facto de se encontrar publicada uma grande quantidade de
estudos sobre a relag@o entre o n-octanol e a particdo de compostos, costumando existir

uma boa correlacio de tais coeficientes de partilha com a resposta bioldgica (Bhat et al.,
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2002; Rogachev et al., 2003). Neste trabalho, utilizou-se HEPES, em vez de apenas
dgua, somente com o objectivo de estabilizar o pH, uma vez que as variacdoes de pH
podem afectar a hidrofobicidade (Areias et al., 2001). Para além da informacdo
fornecida pelos coeficientes de partilha, foi também utilizada a cromatografia em
camada fina como um processo de avaliar a interaccio dos compostos com as
membranas bioldgicas. De facto, no sistema n-octanol/HEPES, os factores
preponderantes sdo as interaccdes hidrofébicas, ou forgas de “van der Waals”, entre a
longa cadeia hidrofébica do n-octanol e os compostos, enquanto na cromatografia de
camada fina em placas de silica, os factores dominantes sdo as pontes de hidrogénio
formadas entre a silica e os compostos. Assim, comparando os dois diferentes sistemas
quimicos, provavelmente a avaliagdo da permeabilidade destes compostos nas
membranas celulares serd a mais realista. Os resultados obtidos para os dois sistemas

encontram-se representados na tabela II.

Tabela II — Valores dos coeficientes de partilha e dos factores de retardagdo para os novos compostos.

Composto Coeficientes de partilha  Factores de Retardacio
FMA4 1,65+0,13 0,67
FMAS 1,31 £0,13 0,40
FMA7 1,42 +£0,03 0,58
FMAS 0,68 £ 0,03 0,36

Os coeficientes de partilha foram determinados num sistema n-octanol/HEPES e os factores de
retardacdo foram determinados através de cromatografia de camada fina, em placas de silica, utilizando
um sistema de elui¢do composto por cloroférmio: acetato de etilo: dcido acético (16:8:1). Os compostos
foram testados a uma concentracdo de 20uM. Os compostos FMA4 e FMA7 apresentam maior
lipofilicidade que o FMAS e o FMAS. Os resultados dos coeficientes de partilha correspondem a média +

erro padrdo de duplicados de pelo menos 3 experiéncias distintas.

Como se pode observar, a capacidade dos compostos testados para penetrarem as
membranas bioldgicas varia de acordo com a mesma ordem, independentemente do
sistema usado para avaliacdo da sua lipofilicidade. Deste modo, o FMA4 é aquele que
possui uma maior afinidade para formar interac¢des hidrofébicas com o n-octanol

(maior coeficiente de partilha). Por outro lado, apresenta uma menor afinidade para
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formar pontes de hidrogénio com a silica (factor de retardacdo mais elevado). Estes
valores, em conjunto, indicam que este composto terd uma maior facilidade em
atravessar as membranas lipidicas. A lipossolubilidade dos compostos varia assim, por
ordem decrescente: FMA4 > FMA7 > FMAS > FMAS. Os compostos apresentam
valores de coeficientes de partilha e factores de retardacdo semelhantes a alguns
flavondides utilizados tradicionalmente como anti-oxidantes, tais como o eriodictiol ou
a quercetina (Areias et al., 2001) para os quais foram encontrados valores na ordem dos
1.65 £ 0.05 e 2.04 £ 0.04, respectivamente.

Observando as estruturas quimicas dos compostos (figura 4), a maior
lipossolubilidade de FMA4 e FMA7 parece estar associada a presenca de apenas um
grupo hidroxilo na posi¢do C-3, enquanto que os outros dois compostos (FMAS e
FMAS) possuem dois grupos hidroxilo, nas posicoes C-3 e C-4. Sendo assim, estes
resultados indicam que a presenca destes grupos hidroxilo, apesar de conferirem uma
maior actividade anti-radicalar aos compostos, tém a desvantagem de dificultar o seu
acesso ao interior da célula, levando desse modo a uma eventual diminuicdo da sua
eficidcia como anti-oxidantes a nivel intracelular. Esta aparente discrepancia pode vir a

ser elucidada nos estudos subsequentes.

3.4. Proteccdo dos compostos na peroxidacado lipidica

Os estudos do efeito protector dos compostos na peroxidagdo lipidica permitem
analisar a sua actividade anti-oxidante secunddria, uma vez que se vai observar a
capacidade do composto para complexar o ido metdlico utilizado para induzir
peroxidacdo (neste caso, o ferro), impedindo dessa forma que esse ido va peroxidar a
membrana.

De modo a induzir a oxidacdo dos lipidos membranares foi utilizado o par
ascorbato-ferro(Il), que é frequentemente utilizado para este tipo de estudos (Katayama
et al., 1989; Rego et al., 1998). O ascorbato comporta-se como um pré-oxidante, uma
vez que a sua funcdo € a de reduzir o ferro, numa reaccdo permitida pelos seus

potenciais de reducdo, de acordo com a reac¢io 5:

Fe** + ascorbato — Fe?* + ascorbato’ (reacgdo 5)
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O Fe’* resultante desta reaccdo € depois canalizado para a reaccdo de Fenton,
levando a formacdo de radicais hidroxilo (Shapiro e Saliou, 2001; Halliwell e
Gutteridge, 1999). A mistura ascorbato-ferro estimula os danos causados por radicais
livres no DNA, lipidos e proteinas in vitro. Por vezes surge a questdo sobre se o efeito
pré-oxidante do ascorbato serd fisiologicamente relevante in vivo, de modo a determinar
o conteddo adequado de ascorbato na dieta humana e a necessidade ou nao de existir
uma suplementacdo. Até ao momento ndo existem indicios que revelem toxicidade para
doses elevadas de ascorbato em pessoas sauddveis, mas essas doses ndo sdo
aconselhaveis (Halliwell e Gutteridge, 1999).

Os resultados da figura 9 mostram que o par ascorbato 2mM / Fe®* 400uM induz
niveis de peroxidagdo lipidica superiores aos obtidos para outros pares oxidantes
testados (parte A). Ao mesmo tempo, ndo compromete significativamente a viabilidade
celular avaliada pela redu¢do do MTT (parte B), sendo o decréscimo na viabilidade
celular de apenas 19.85%. Por estas razdes, esta combinacdo foi a escolhida para os

estudos subsequentes.
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Figura 9 — Escolha do melhor par oxidante para induzir peroxidagao lipidica. A: Os fibroblastos
foram incubados na presenca de diferentes concentracdes de ascorbato e ferro. A produgdo de
MDA foi determinada pelo método de TBARS com correc¢do para a quantidade de proteina
utilizada em cada caso; B: Alteracdes da viabilidade celular induzidas pelo par ascorbato 2mM /
Fe’* 400uM. Para cada coluna encontra-se representada a média * erro padrdo de pelo menos 3

experiéncias independentes.

Os resultados obtidos com os compostos na proteccio da peroxidagdo induzida pelo

par ascorbato-ferro estdo representados na figura 10 e demonstram que existe uma
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proteccao elevada exercida pelos novos compostos, sendo esta maior para o0 FMA4 e
FMA7. Em nenhum dos casos se verificou diferencas significativas entre as duas
concentracdes testadas, Clsy e 5xClsg, tal como evidenciado para o caso do Trolox e do
FMA4. O FMA4 foi no entanto o tnico composto a apresentar diferencas
estatisticamente significativas em relacdo ao Trolox. A razdo deste perfil de proteccdo
verificado pode ser explicado pelo relativamente baixo nivel de oxidacdo verificado
(2.19 vezes em relagdo ao controlo, figura 9A) com o par oxidante.

Na verdade, os fibroblastos sdo células que, pela sua natureza indiferenciada, sdao
dificeis de oxidar. As células PC12, por seu turno, t€m sido bons modelos para estudos
deste tipo (Kruman et al., 1998; Pereira et al., 1999). Os resultados na figura 11

mostram inequivocamente niveis superiores de peroxidacdo lipidica (aumento de 7.43

vezes em relacdo ao controlo), o que facilita a observacdo de uma possivel proteccio

por parte dos compostos em estudo.
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Figura 10 — Protec¢do dos novos compostos na peroxidacdo lipidica. Os compostos (as

Trolox

concentracdes do Clsy e 5xClsy, foram adicionados simultaneamente com o par oxidante
ascorbato 2mM/ Fe** 400uM, a fibroblastos incubados & densidade de 1.8x10° células/ml.
A produgdo de MDA foi determinada pelo método de TBARS e corrigida para a
quantidade de proteina em cada caso. Para cada coluna representa-se a média * erro
padrdo para pelo menos 3 experiéncias distintas. * p < 0.05 (comparativamente a

respectiva concentracio de Trolox).
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Figura 11 — Diferencas entre os niveis de peroxidagdo lipidica em células 1.929 e em células
PCI12. O par oxidante que apresentou melhores resultados na oxidacdo dos lipidos
membranares nas células 1.929 foi o ascorbato 2mM/ Fe** 400uM, enquanto que para as PC12
o par ascorbato 2mM/ Fe** 100uM revelou melhores resultados. Para cada coluna representa-
se a média * erro padrdo de pelo menos 6 experiéncias distintas. A andlise estatistica consistiu

na realizagdo do teste de ¢-student. *** p < 0.001.

Assim, a capacidade dos compostos para reverter a peroxidagdo lipidica induzida
pelo par oxidante ascorbato 2mM / Fe** 100uM, avaliada em células PC12 (figura 12),
mostra que a incuba¢do com os compostos FMA4 e FMA7 numa concentracgio igual ao
Clsp conduz a uma protec¢ao de 46.96 + 9.05%, no caso do FMA4, e 41.67 £ 4.72%
para o FMA7. Com a incubagdo dos compostos numa concentragdo duas vezes superior
ao Clsp ndo se verificaram diferencas estatisticamente significativas dos niveis de
proteccdo (50.05 £ 6.26% para o FMA4 e 53.31 £ 0.93% para o FMA7) em relagdo ao
Clso. Em qualquer dos casos, pode afirmar-se que 0s novos compostos possuem uma
capacidade bastante elevada para reverter os danos observados nos lipidos membranares
induzidos pelo par oxidante.

Como meio de comparagao com os compostos, foram utilizados o a-tocoferol e o
seu andlogo hidrossolivel Trolox. O a-tocoferol corresponde a forma da vitamina E
mais eficaz em animais. Sabe-se que os tocoferdis inibem a peroxidacdo lipidica em
grande parte por impedirem que os radicais peroxilo lipidicos (LO;") reajam com as
cadeias dos 4cidos gordos ou com as proteinas membranares (Halliwell e Gutteridge,

1999). Em termos comparativos, e analisando a figura 12, verifica-se que 0s novos
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compostos possuem um efeito protector superior ao do Trolox (39.99 £ 4.65% para o
Clsp e 42.76 + 5.80% para 2xCls), mas inferior ao observado para o a-tocoferol (57.86

1+ 3.39% para o Clsp e 68.30 = 4.73% para 2xClsy).
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Figura 12 — Protec¢do dos compostos na peroxidagdo lipidica em células PC12 expostas ao par
oxidante ascorbato 2mM/Fe”* 100uM. Os compostos foram adicionados a uma concentragio igual
ou duas vezes superior ao Clsy, 3 horas antes da incubag¢do com o par oxidante. A producdo de
MDA foi determinada pelo método de TBARS e normalizada para a quantidade de proteina em
cada caso. Para cada coluna estd representada a média = erro padrdo para pelo menos 3

experiéncias independentes, realizadas em duplicado.

Uma vez que a peroxidacdo lipidica ocorre maioritariamente devido aos radicais
livres formados intracelularmente (Spiteller, 2001b), quanto maior for a facilidade dos
compostos para penetrar a membrana lipidica, maior serd a sua capacidade para impedir
que esses radicais conduzam a peroxidacdo dos lipidos membranares. De facto, os
resultados obtidos através do método de TBARS parecem correlacionar-se com a
lipossolubilidade dos compostos testados.

Analisando os resultados das figuras 10 e 12 verifica-se que os compostos FMA4 e
FMA7 apresentaram uma protec¢do elevada na peroxidacdo lipidica, apesar de ndo
terem sido aqueles que demonstraram uma maior actividade anti-radicalar (tabela I).
Esta aparente discrepancia de resultados pode ser explicada pela maior lipofilicidade
dos compostos FMA4 e FMA7 em relacdo ao FMAS e ao FMAS, evidenciada pelos

seus coeficientes de partilha (tabela II), e que indica a sua maior capacidade para
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atravessar a membrana lipidica e desse modo impedir a formacdo de radicais
intracelulares.

Nenadis et al. (2003), utilizando um sistema octanol/dgua, indicaram os valores de
0.49 £ 0.02 e 6.76 £ 0.39 como coeficientes de partilha para o Trolox e o a-tocoferol,
respectivamente. Sendo assim, verifica-se que o composto com menor capacidade para
atravessar a membrana lipidica (Trolox) é aquele que apresenta menor proteccdo a nivel
da peroxidacdo lipidica. Por outro lado, o a-tocoferol, que possui uma maior facilidade
em penetrar a membrana lipidica, foi o0 composto com maior protec¢do na peroxidagcao
lipidica. Os compostos FMA4 e FMA7, que possuem uma lipossolubilidade intermédia
entre os dois anti-oxidantes naturais testados, apresentam de facto uma proteccio

intermédia.

3.5. Activacdo da caspase-3 induzida por staurosporina e
apoptose

Os resultados ja apresentados e outros previamente obtidos (Silva er al., 2003)
revelaram que os novos compostos nao sio toxicos e poderdo ser bons protectores de
fendmenos de peroxidacdo lipidica. Com este trabalho pretendeu-se também determinar
a sua capacidade para actuarem intracelularmente e desse modo exercerem proteccdo a
nivel dos fenémenos apoptédticos.

A caspase-3 € uma caspase que desempenha um papel fundamental na execucdo do
programa apoptético, uma vez que participa na clivagem ou degradacdo de intimeros
substratos importantes e eventualmente na activagdo de outras caspases, contribuindo
dessa forma para o aparecimento do fendtipo apoptdtico (Boulares er al., 1999;
Zimmermann et al., 2001). De acordo com estudos anteriores, a activacao desta caspase
possui implicagdes em diversas patologias, tais como doenga de Alzheimer (Jang et al.,
2004), doenga de Parkinson (Viswanath er al., 2001), isquémia cerebral (Chen et al.,
1998), entre outras. Por seu turno, a staurosporina (STS) € um alcaldide isolado a partir
da bactéria Streptomyces staurospores que, por parecer activar mecanismos de morte
celular comuns a todas as células, € utilizado de uma forma generalizada como indutor
da apoptose (Kruman et al., 1998). As vias através das quais realiza essa inducdo ndo
foram ainda completamente esclarecidas (Belmokhtar ef al., 2001). No entanto, foi ja
demonstrado que a staurosporina penetra facilmente a membrana celular e é um potente

inibidor da proteina cinase C e de outras cinases proteicas, quando usada em
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concentragdes mais elevadas (Ruegg e Burgess, 1989) além de levar, a libertacido de
citocromo c¢, activacdo de caspases e acumulacdo de ROS mitocondrial (Kruman et al.,
1998; Krohn et al., 1998).

A inducdo da caspase-3 foi primeiro testada com o modelo celular L929. Os
resultados obtidos (figura 13) mostram no entanto que mesmo reduzindo a concentracio
de soro de 10% para 4% (Stefanis et al., 1996) ndo ha inducdo significativa da

actividade da caspase-3 para as concentracdes de STS de 300 e 400nM.
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Figura 13 — Avaliagdo da actividade da caspase-3 em fibroblastos da linha celular 1.929 através
da clivagem do substrato colorimétrico Ac-DEVD-pNA, na presenca de meio de cultura
contendo apenas 4% soro. A incubac¢do com staurosporina decorreu durante 6 horas. Para cada
coluna representa-se a média * erro padrdo de pelo menos 3 experiéncias distintas. A andlise
estatistica revelou ndo haver diferencas significativas quando relacionadas as diferentes

concentracdes de staurosporina com a condi¢do controlo.

Na presenca de 1uM de STS, a actividade da enzima aumenta 1.89 £ 0.45 vezes. No
entanto, esta concentracdo de STS revelou-se deletéria para as células, como mostram
os resultados de viabilidade celular avaliada pela libertacio de LDH, manifestamente

afectada para concentragdes superiores a 300nM (figura 14).
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Figura 14 - Avaliacdo da integridade membranar dos fibroblastos na presenca do estimulo
apoptdtico. As células foram incubadas com staurosporina 200, 300 e 400nM e a viabilidade celular
determinada através da libertacio de LDH durante 24 horas. As células controlo ndo foram
submetidas ao estimulo apoptdtico. A % de LDH libertada para o meio extracelular encontra-se
representada como a média + erro padrao de pelo menos 3 experi€ncias independentes, realizadas em

duplicado. * p < 0.05, ** p < 0.01 e *** p < 0.001 em comparacdo com o respectivo controlo.

Os resultados obtidos com os marcadores fluorescentes Hoechst 33342 e iodeto de
propidio corroboram a falta de resposta a staurosporina (figura 15). O marcador Hoechst
penetra nas células indiscriminadamente e marca os seus nicleos com uma cor azul,
sendo as células classificadas de acordo com o grau de condensacdo da cromatina e
fragmentacdo nuclear. Por outro lado, as células sdo impermedveis ao iodeto de
propidio, que marca (com cor vermelha) apenas as células cuja membrana se encontre
danificada. As células que se encontrem marcadas com iodeto de propidio sdo
consideradas como necréticas (Liu et al., 2003).

Na verdade, a incubacdo na presenca de STS ndo induz alteragcdes significativas
relativamente ao controlo, observando-se apenas um pequeno nuimero de células
necrdticas (figura 15 (E-H) — setas brancas). Todas as restantes mantinham o aspecto de
células vidveis, de acordo com resultados semelhantes de outros autores (Humphreys e
Wilson, 1999) que concluem que a morte induzida por STS nesta linha celular podera
ocorrer por um processo tdo rapido que inviabilize o seguimento da cascata intracelular

de eventos, incluindo a actividade da caspase-3.
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A

Figura 15 — Andlise da condensacdo da cromatina em fibroblastos da linha celular 1.929. Apés adesdo
das células a lamelas, os fibroblastos foram sujeitos a um estimulo com staurosporina 300nM, durante 6
horas. De seguida, as células foram marcadas com os marcadores fluorescentes Hoechst 33342 e iodeto
de propidio, de modo a determinar a sua viabilidade. A-D: controlo; E-H: STS 300nM; A, C, E e G:
células marcadas com o marcador Hoechst; B, D, F e H: sobreposi¢cdo de ambos os marcadores
(Hoechst e iodeto de propidio). As setas indicam cé€lulas necréticas. Nao foram encontradas quaisquer

células em estado de apoptose.
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3.5.1. Efeito protector dos compostos nas vias apoptoticas

A inducdo da activacdo da caspase-3 foi realizada com sucesso, utilizando o modelo
celular PC12 nas condicdes optimizadas por Oliveira et al. (2003). Nesta fase, apenas
foram testados os compostos FMA4 e FMA7. Apesar de possuirem uma menor
actividade anti-radicalar que os compostos FMAS5 e FMAS, possuem uma maior
lipofilicidade, o que sugere que possam actuar de uma forma mais eficaz a nivel
intracelular.

Como se observa na figura 16A, a incubacdo com staurosporina 1uM conduz a um
aumento significativo da actividade da caspase-3 de 3.63 = 0.57 vezes, p < 0.001, sem
afectar significativamente a viabilidade neste modelo celular (resultados ndo
apresentados).

Na presenca dos compostos FMA4 e FMA7 verificou-se reducdo da actividade da
enzima induzida pela staurosporina. Para ambos os compostos, os niveis de protec¢ao
foram ligeiramente superiores aos evidenciados pelo a-tocoferol, o que revela uma
maior capacidade dos novos compostos para actuarem a nivel das vias intracelulares
relacionadas com a inducao da apoptose, impedindo a sua inducdo. No caso do FMA7,
o decréscimo € estatisticamente significativo tanto para o valor de Clsg (87.17%) como
para o valor de 2xClsg (86.87%). Em relacio ao FMA4, a proteccdo € de 89.62% e
74.61% para o Clsy e 2xClsy, respectivamente. Conclui-se assim que ambos os
compostos sdo igualmente efectivos em proteger a actividade da caspase, induzida por
STS, a concentragdes na ordem dos 20 e 40uM, sendo essa proteccdo superior a
conseguida com o a-tocoferol.

No entanto, e como se observa na figura 16B esse efeito protector exige pré-
incubacdo, deixando de se verificar se a incubacdo com os compostos e a STS for
simultanea. Este facto pode ser explicado através do seu perfil de lipofilicidade (ver
tabela II). O seu caricter lipofilico ndo € suficientemente elevado, sendo necessaria pré-
incubacdo de modo a que estes possam atravessar devidamente a membrana lipidica e
actuar a nivel intracelular, prevenindo assim os efeitos deletérios do estimulo

apoptético.
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Figura 16 — Avaliacdo da actividade da caspase-3 em células PC12. Os resultados estdo expressos
como o aumento da clivagem do substrato colorimétrico Ac-DEVD-pNA, em relagdo a um controlo
contendo apenas cé€lulas. As células foram incubadas com STS 1uM, durante 5 horas, em meio de
cultura com apenas 4% de soro. A: As células foram pré-incubadas na presenga dos compostos
durante um periodo de 3 horas antes da adi¢do da staurosporina. Nestas condi¢des, 0os compostos
levaram a diminui¢do da actividade da caspase-3, superior a verificada com o a-tocoferol. B: Os
compostos foram incubados simultaneamente com a staurosporina, nio revelando proteccdo. Para
cada coluna representa-se a média * erro padrdo de pelo menos 3 experiéncias independentes. A
andlise estatistica foi efectuada através do teste de #-student. * p < 0.05, em comparagdo com a

+++

condigdo staurosporina IuM. " p < 0.001, em compara¢do com o controlo contendo apenas células.

Foi analisada, através de microscopia de fluorescéncia, a capacidade para os novos
compostos em estudo protegerem as células dos efeitos deletérios induzidos pela

staurosporina. Para tal, as células foram incubadas durante o mesmo periodo de tempo e
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a mesma concentracdo de staurosporina utilizada para determinar a protec¢do na
actividade da caspase-3 (figura 17).

As células que apresentavam condensacdo da cromatina e fragmentacdo nuclear
foram consideradas como sendo apoptdticas. As percentagens de células vidveis, células
apoptdticas e células necréticas foram determinadas através da contagem de pelo menos
300 células por cada experiéncia.

Apo6s a exposicao das células a staurosporina 1uM (figura 17), foi possivel observar
em média 17.0 + 2.5% de células apoptéticas e 11.7 = 2.0% de células necrdticas. No
entanto, a pré-incubagdo das células com o composto FMA7, para uma concentracio
igual ao Cls, foi responsavel pela reducao de células apoptoticas para 14.3 + 1.2% e de
células necroéticas para 4.7 = 0.7%. Com o aumento da concentragdo de composto para o
dobro ndo se verificam grandes diferencas na proteccdo, sendo possivel contar 12.0 *
1.7% de células apoptéticas e 5.3 £ 0.9% de células necrdticas. Nas células utilizadas
como controlo, a percentagem de células apoptéticas e necrdticas foi inferior a 2%.
Estes resultados, que inequivocamente mostram proteccdo de morte celular, corroboram

a protec¢do anteriormente demonstrada para a actividade da caspase-3.

A caspase-3 é uma caspase efectora que pode ser proteoliticamente activada através
de duas vias: uma mediada por receptores de membrana e outra regulada a nivel da
mitocOndria. A caspase-8 desempenha um papel fundamental na iniciagdo da via
mediada por receptores de membrana. Apds ligacdo do ligando, os receptores
membranares agregam-se ¢ formam complexos que vdo recrutar varias moléculas de
pré-caspase-8, resultando na posterior activagdo de outras caspases. Por sua vez, a
caspase-9 desempenha um papel importante na via mitocondrial, onde necessita da
presencga de outras moléculas, tais como a Apaf-1 e o citocromo ¢ para a sua activacio
(Hengartner, 2000).

Demonstrada a capacidade dos novos compostos para reduzir a actividade da
caspase-3, torna-se importante saber de que forma essa reducdo € atingida, ou seja,
sobre qual das vias apoptéticas (a iniciada pela caspase-8 ou a mediada pela caspase-9)

€ que os compostos exercem o seu efeito protector de forma mais acentuada.
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Figura 17 — Andlise da condensacdo da cromatina em células da linha celular PC12. O composto

FMA4 foi pré-incubado durante 3 horas, antes da adi¢do de STS 1uM, cujo estimulo foi mantido
durante 5 horas. A, B: controlo; C, D: STS 1uM; E, F: FMA7 Cls¢; G, H: FMA7 2xCls; A, C, E e G:
células marcadas com o marcador Hoechst; B, D, F e H: sobreposi¢do dos marcadores Hoechst e iodeto
de propidio. As setas a cheio indicam células necréticas, enquanto que as células a tracejado indicam

células em apoptose
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A actividade das enzimas aumentou 1.92 * 0.32 vezes, p < 0.05 (caspase-8) e 1.98 £
0.30 vezes, p < 0.05 (caspase-9) (figuras 18 e 19). O efeito dos compostos (figura 18) é
indicativo da sua actuagdo também a nivel da via apoptdtica mediada por receptores de
membrana, uma vez que sdo capazes de levar a reducdo da actividade da caspase-8
induzida por staurosporina. Os dois compostos (FMA4 e FMA7) sdo perfeitamente
semelhantes no nivel de proteccio e as duas concentragdes testadas também ndo
revelam qualquer diferenca. No entanto, a redugdo observada na presenca dos
compostos ndo € tdo pronunciada como no caso do a-tocoferol, em que a clivagem do
substrato colorimétrico desce para o nivel do controlo contendo apenas células,

indicando que o a-tocoferol é eventualmente mais eficaz nessa via.
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Figura 18 — Avalia¢do do efeito protector dos compostos na via mediada por receptores de
membrana. A actividade da caspase-8 foi induzida através de staurosporina 2uM, durante 5
horas, e os resultados expressos como o aumento da clivagem do substrato colorimétrico Ac-
IETD-pNA, em relacdo a um controlo contendo apenas células. Tanto o FMA4 como o FMA7
(pré-incubados durante 3 horas antes da adicdo de STS) levam a uma redugdo da actividade da
caspase-8, embora menor que o o-tocoferol. Nenhum dos compostos apresenta diferencas
significativas em relacdo ao controlo contendo staurosporina. Para cada coluna encontra-se
representada a média * erro padrdo. A andlise estatistica foi efectuada através do teste de #-

student. © p < 0.05, em comparagdo com o controlo contendo apenas células.

O aumento da clivagem do substrato colorimétrico Ac-LEHD-pNA, indicativo da
actividade da caspase-9, estd representado na figura 19, onde é possivel observar uma
ligeira proteccdo. Neste caso, a redugdo da actividade da enzima foi idéntica ao a-

tocoferol, responsavel por um aumento de cerca de apenas 1.31 vezes para ambas as
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concentracdes testadas. Estes resultados revelam que tanto os compostos em estudo

como o a-tocoferol parecem actuar a nivel da via mitocondrial.
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Figura 19 — Avaliacdo do efeito protector dos compostos na actividade da caspase-9. A actividade da
enzima foi induzida por staurosporina 2uM durante 5 horas e os resultados expressos como o
aumento da clivagem do substrato colorimétrico Ac-LEHD-pNA, em relacdo a um controlo contendo
apenas células. Os compostos FMA4 e FMA7, pré-incubados durante 3 horas, levaram a uma redugio
da actividade da caspase-9, semelhante ao a-tocoferol. Nenhum dos compostos apresenta diferencas
significativas em relacdo ao controlo contendo staurosporina. Para cada coluna encontra-se
representada a média * erro padrio. A andlise estatistica foi efectuada através do teste de r-student. *

p < 0.05, em comparagdo com o controlo contendo apenas células.

Utilizando o composto FMA7 como exemplo (figura 20), é possivel concluir que
estes compostos possuem um efeito protector a nivel da apoptose, verificado pelo
evidente decréscimo da actividade da caspase-3 induzida por staurosporina. Além disso,
€ também possivel acrescentar que essa protec¢do é exercida nas duas vias apoptoticas,
tanto na via mitocondrial como na via mediada por receptores de membrana, como
demonstrado pela diminuicdo da clivagem dos substratos colorimétricos especificos
para as caspases 8 e 9. A proteccdo exercida pelos compostos nestas duas vias é
semelhante, indicando que ndo existe uma via preferencial para levar a redugdo final da

actividade da caspase-3.
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Figura 20 — Protec¢do nas diferentes vias apoptdticas do composto FMA7. Este composto a
uma concentragdo de 20.4uM protege as células dos efeitos deletérios induzidos pela
staurosporina 1uM, quando incubada durante 5 horas. Para cada coluna representa-se a
média * erro padrdo. A andlise estatistica foi efectuada através do teste de r-student. * p <
0.05, em comparagdo com a condi¢do staurosporina IuM. * p < 0.05, *™* p < 0.001, em

comparacio com o controlo contendo apenas células.

O facto de os niveis de proteccdo verificados serem maiores para a actividade da
caspase-3 do que para as caspases 8 e 9 podera indicar que a reducdo final obtida para a
caspase-3 pode ser atingida através de outros mecanismos. Um desses mecanismos pode
ser a regulacdo do célcio intracelular, cuja libertacdo é também induzida pela propria
staurosporina (Kruman et al., 1998). Sendo assim, para a elucidacdo dos efeitos
exercidos pelos compostos nas vias apoptdticas, impdem-se outro tipo de estudos, tais

como da regulagdo da libertacdo intracelular de célcio.

3.6. Compostos ciclicos

Um dos objectivos do trabalho prende-se com a eventual alteracdo da estrutura
quimica dos compostos, no sentido de optimizar o seu potencial, nomeadamente como
protectores de stresse oxidativo. A ciclizag@o das suas estruturas fazia prever a obtencgio

de compostos mais estdveis e com maior actividade anti-oxidante. Numa fase inicial
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foram testados os compostos FMA698 e FMA699 (estruturas ciclicas correspondentes

aos compostos FMA4 e FMA7, respectivamente).

Os resultados na figura 21 A mostram que a incubag@o com os compostos ciclicos na
presenga do par oxidante provoca um aumento dos niveis de TBARS, em vez de levar a

sua diminuicdo, o que significa um efeito pré-oxidante em vez de anti-oxidante.

B
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5 4 T I )M Asc/100uM Fe?*
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Figura 21 — Niveis de peroxidacdo lipidica obtidos para os compostos ciclicos, na presenga e na
auséncia do par oxidante 2mM ascorbato/ 100uM Fe**. As células PC12 foram incubadas com os
compostos nas condi¢des descritas anteriormente. A: Na presenca do par oxidante; B: na auséncia
do par oxidante. A produ¢do de MDA foi determinada pelo método de TBARS com correc¢do para
a quantidade de proteina utilizada em cada caso. Para cada coluna, expressa em nmol de
TBARS/mg de proteina, encontra-se representado a média = erro padrdo de pelo menos 2

experiéncias distintas.

Além disso, verificou-se que os niveis de peroxidagao lipidica aumentaram, mesmo
quando as células foram incubadas apenas na presenca de um desses novos compostos
(figura 21B). Estes resultados indicam que os compostos, por si s6, sdo capazes de
remover ides hidrogénio directamente aos radicais livres, sendo que para uma
concentracdo relativamente baixa de composto (200uM) os niveis de peroxidacdo
lipidica foram aumentados para aproximadamente metade dos niveis induzidos pelo par
oxidante ascorbato-ferro, que actua de uma forma indirecta, uma vez que primeiro o

ascorbato reduz o ferro, e s6 depois este € que leva a formacdo de radicais livres. Sendo
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assim, pode-se afirmar que os compostos de cadeia ciclica possuem um ligeiro efeito

pré-oxidante.

A auséncia de actividade anti-oxidante por parte dos compostos de estrutura ciclica
foi confirmada através do teste de descoloracdo do DPPH, que por sua vez corrobora os
dados paralelamente obtidos por estudos de voltametria ciclica (Areias et al., 2004).

Tal como se pode verificar na tabela III, os compostos ciclicos revelaram uma
auséncia de actividade anti-radicalar, visto que mesmo quando incubados a uma
concentracdo de 500uM, ndo foram capazes de levar a redugdo de 50% do radical
DPPH. De facto, a descoloracdo do radical DPPH foi praticamente nula para todos os

compostos, a excep¢do do FMA676 que levou a uma diminui¢do de aproximadamente

29% para a concentracio de SOOUM.

Tabela III — Valores de CIs, obtidos através do método de descoloracdo do DPPH, para os compostos

ciclicos testados.

Composto ClIso (UM)
FMAS523 > 500
FMAG676 > 500
FMA698 > 500
FMAG699 > 500
FMA705 > 500

Foram adicionadas diferentes concentragdes de cada composto a uma solugdo etanélica de DPPH e a
descolora¢do do DPPH foi lida espectrofotometricamente a 517nm, apés 40 minutos. Os resultados foram
expressos como a percentagem de descoloragdo de DPPH, em relagdo a um controlo positivo contendo

apenas uma solugdo etandlica de DPPH.

Os altos potenciais de oxidagdo-reducdo determinados posteriormente para estes
compostos através de testes de voltametria ciclica (dados gentilmente cedidos pelo
Departamento de Quimica da Universidade do Minho) (Areias et al., 2004) e
apresentados na tabela IV, estdo de acordo com os resultados pelo teste de DPPH: os
compostos que ndo apresentaram actividade anti-radicalar, apresentaram potenciais

redox elevados.
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Um composto anti-oxidante deve possuir um grupo com capacidade remotora de
electrdes, de modo a que quando o composto perde um ido hidrogénio para um radical
livre, o electrdo que fica desemparelhado na sua estrutura seja logo removido e a
molécula estabilizada. Caso contrério, os radicais livres poderiam comegar a remover
outros ides hidrogénio da molécula, tornando-a bastante instivel. O que acontece no
caso destes novos compostos € que com a cicliza¢do da sua estrutura, o efeito do grupo
dicianoimidazole (grupo remotor que deveria levar a estabilizacdo do grupo hidroxilo na
posicdo C-3), € bastante forte, estabilizando a estrutura e dificultando a doacgdo do ido
hidrogénio a partir do grupo hidroxilo. Esta explicagdo é evidenciada pela andlise dos
resultados obtidos para o composto FMA676 e a sua forma ciclica FMA705 (tabelas III
e IV), onde se verifica a auséncia de actividade anti-radicalar até uma concentracdo de
500uM e potenciais de oxidacdo-reducdo elevados (0.476V para o FMA676 e 0.760V
para o FMA705) (Areias et al., 2004). E importante referir que um composto anti-
oxidante deverd ter um potencial redox situado entre os 0.3 e os 0.4V (van Acker et al.,

1996).

Tabela IV — Potenciais redox (Eoxi) para os novos compostos em estudo.

Composto Eoxi (V) Composto Eoxi (V)
Trolox 0.170 FMAG676 0.476
FMA4 0.381 FMA698 0.732
FMA7 0.399 FMA699 0.800

FMAS523 0.698 FMA705 0.760

Os compostos ciclicos (FMA523, FMA676, FMA698, FMA699 e FMA705) apresentam um
potencial redox elevado, o que faz prever a sua dificuldade em ceder um ido hidrogénio. Por outro lado, o
potencial redox baixo obtido para os compostos de cadeia linear (FMA4 e FMA7) e para o Trolox sdo

indicativos da sua capacidade para actuarem como anti-oxidantes (Areias et al., 2004).

No caso dos compostos FMA698 e FMA699 (estruturas ciclicas dos compostos
FMA4 e FMA7, respectivamente), a presenca dos grupos metoxiamidina (FMA698) e
benzoxiamidina (FMA699) deveriam levar a uma redugdo dos potenciais redox, uma
vez que s@o grupos dadores, como se verifica no caso dos compostos de cadeia linear.
No entanto, com a ciclizagdo das estruturas, o efeito dador desses grupos torna-se
irrelevante (os potenciais redox foram de 0.732V para o FMA698 e de 0.800V para o

FMA699), continuando o efeito remotor do grupo di-ciano a fazer-se sentir fortemente
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(Areias et al., 2004). Essa auséncia de efeito dos grupos dadores nos compostos ciclicos
¢ demonstrada pelos dados obtidos para o composto FMAS523, que ndo possui nenhum
desses grupos e apresenta igualmente actividade anti-radicalar praticamente nula até
uma concentragdo de 500uM e um potencial redox bastante elevado (Eoxi = 0.698V).
Tendo como base os dados apresentados por van Acker et al. (1996), podemos
considerar estes compostos como neutros, ou seja, ndo funcionam como anti-oxidantes
nem como pré-oxidantes. De acordo com a mesma referéncia, para se considerar um

composto como pré-oxidante, o seu potencial redox devera situar-se acima dos 0.9V.

3.7. Perspectivas futuras

No que diz respeito aos compostos de cadeia linear, os estudos efectuados neste
trabalho deixaram algumas perspectivas para a sua utilizacdo com fins terap€uticos,
nomeadamente como anti-oxidantes e protectores de vias apoptéticas. No entanto,
podem realizar-se alguns melhoramentos nas suas estruturas quimicas que poderdo
aumentar este potencial. Dados obtidos recentemente indicam que o potencial redox dos
compostos contendo dois grupos hidroxilo, um na posicdo C-3 e outro na posi¢ao C-4
(caso do FMAS e do FMAS), ¢ reduzido para metade, quando comparado com os
compostos que possuem apenas um grupo hidroxilo. A inclusdo de um terceiro grupo
hidroxilo na posi¢do C-5 parece igualmente promissora no aumento do potencial anti-
oxidante destes compostos. Além disso, € na continuacio destes estudos, pretende-se
estudar o efeito protector destes novos compostos e seus derivados a nivel dos danos
celulares causados no DNA (através da técnica de TUNEL) e nas proteinas (através da
quantificacdo dos grupos carbonilo). A avaliagdo do efeito protector dos novos
compostos na alteracdo da actividade de enzimas caracteristicamente associadas a
alteracdo das defesas anti-oxidantes naturais, como a superdxido dismutase (SOD), a
catalase, a glutationa redutase e a glutationa peroxidase podera contribuir para a melhor
elucidacdo do potencial anti-oxidante dos novos compostos.

Os efeitos pro-oxidantes das formas ciclicas poderdo vir a ser igualmente explorados
futuramente. E sabido que alguns fungos e a maioria das células tumorais possuem
niveis mais baixos de enzimas anti-oxidantes do que as células normais (Weydert et al.,
2003; Oberley e Oberley, 1997; Jamieson et al., 1996), sendo por isso mais susceptiveis

de sofrerem morte celular pelos efeitos de um composto com potencial pré-oxidante.
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Por outro lado, moléculas como os imidazdis e os fendis possuem efeitos anti-fingicos,
anti-cancerigenos € mesmo anti-bacterianos bastante conhecidos, estando inclusive
algumas dessas moléculas ja em uso clinico. Alguns exemplos conhecidos de imidazdis
sdo: o bifonazole, que possui actividade anti-micética (Menozzi et al., 2004), o
cetoconozole, que € um anti-flingico aprovado pela FDA para utilizacdo como composto
activo de um conhecido champd anti-caspa (Parker et al., 2000), e o dacarbazine, que é
utilizado na terapia do melanoma maligno (Gogas et al., 2004). Como exemplos de
fendis com uso terapéutico reconhecido temos o timol (Sanchez et al., 2004) e o
carvacrol (Nafisi er al., 2004). Uma vez que os imidazdis e os fendis em separado
possuem elevadas actividades anti-fingicas, anti-cancerigenas e anti-bacterianas, prevé-
se que a associacdo desses dois tipos de moléculas, presente nos compostos estudados,
resulte em compostos ainda mais potentes e com maior capacidade para poderem ser

utilizados como anti-fiingicos e anti-cancerigenos.
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4. Conclusoées

A andlise dos resultados obtidos ao longo do trabalho desenvolvido permitem

concluir que:

e (s compostos de cadeia linear possuem uma actividade anti-radicalar
elevada, determinada pelo método de descoloragdo do radical DPPH. No
caso do FMAS e do FMAS esta é mais elevada do que para os anti-oxidantes

tradicionais o-tocoferol e a sua forma hidrossolavel Trolox.

e Os compostos de cadeia linear ndo apresentam toxicidade para as células:
nenhum deles causa alteracdes a nivel da actividade redutora das células

(MTT) nem levam a perda da integridade membranar (LDH).

e O par oxidante ascorbato /Fe** foi o escolhido para a indu¢do da peroxidacdo
lipidica nos dois modelos celulares usados: linha celular 1.929 e células
PC12. Além de induzir niveis superiores de produgcdo de TBARS, ndo

compromete irreversivelmente a viabilidade celular.

e (s compostos testados evidenciaram um perfil protector da peroxidagdo
lipidica induzida por este par oxidante para concentragdes da ordem do Clsy.
O efeito protector verificado, nomeadamente para os compostos FMA4 e
FMA7, correlaciona-se com a respectiva solubilidade em lipidos. Em células
PC12 a capacidade anti-oxidante destes compostos € claramente superior ao
Trolox, mas inferior ao a-tocoferol (protec¢do na peroxidagdo lipidica
induzida pelo par ascorbato/Fe™*, de cerca de 50%), confirmando a sua

capacidade para reverter os danos a nivel da membrana plasmaética.

e Jgualmente relacionado com o seu perfil de lipofilicidade sdo os resultados
de proteccdo das vias apoptéticas induzidas pela staurosporina. Na verdade o
efeito protector dos compostos apenas se verificou quando estes foram pré-

incubados durante um periodo de 3 horas antes da adicdo de staurosporina. O
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periodo de pré-incubagdo € necessdrio para os compostos penetrarem na

membrana plasmética e poderem actuar intracelularmente.

e O envolvimento das diferentes vias apoptéticas na morte celular induzida
por staurosporina foi avaliada por activagdo das caspases 3, 8§ e 9. Os
compostos mais activos, FMA4 e FMA7, revelaram-se especialmente
efectivos na reversdo da actividade da caspase-3. No entanto para a
proteccdo verificada nesta caspase efectora parece contribuir, ainda que
moderadamente, a proteccdo verificada tanto a nivel da via mitocondrial,
mediada pela caspase-9, como da via mediada por receptores membranares,

iniciada pela caspase-8.

e A protecgdo a nivel da apoptose foi confirmada através de microscopia de
fluorescéncia, utilizando os marcadores Hoechst e iodeto de propidio. Os
resultados mostram que, na presenca de staurosporina 1pM, e apds pré-
incubagdo com o composto (FMA7), a uma concentragdo de 20.4 UM (Clso),
se verifica uma reducdo de células apoptéticas para 14.3 + 1.2% e de células

necrdticas para 4.7 + 0.7%.

e A ciclizacdo das estruturas dos novos compostos fazia prever compostos
com uma actividade anti-oxidante superior. No entanto, os compostos
ciclicos, FMA698 (forma ciclica de FMA4) e FMA699 (forma ciclica de
FMAY7) levam a um ligeiro aumento dos niveis de peroxidacdo lipidica. A
auséncia de efeito anti-oxidante por parte dos compostos ciclicos ficou
adicionalmente demonstrada através da incapacidade para reduzir o radical
DPPH até uma concentracio de 500uM e pelos elevados potenciais de
oxidagdo-reducgdo, determinados por voltametria ciclica.

O potencial terapéutico destes compostos, como agentes pré-oxidantes,

continua a ser investigado.
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