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RESUMO

PRUDENCIO, Edlene Ribeiro. Estudo do potencial antioxidante de diferentes classes de
moléculas isoladas de mel e prépolis em células de Saccharomyces cerevisiae. 2016. 86p.
Dissertacdo. (Mestrado em Quimica, Bioquimica). Instituto de Ciéncias Exatas. Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

O mel e a propolis sdo produzidos por abelhas, a partir da coleta de néctar e seiva das
plantas. No processo, os compostos fendlicos oriundos do metabolismo secundério dos
vegetais sdo incorporados aos produtos mencionados. Amostras de mel e propolis de
diferentes regibes foram caracterizadas e o conteddo de compostos fendlicos pode ser
dividido em: derivados do é&cido hidroxibenzoico, derivados do &cido hidroxicindmico,
flavonoides e flavonoides glicosilados. Na literatura, valores de atividade antioxidante in
vitro descritos divergem consideravelmente entre os autores. Além disso, 0s métodos in vitro
(DPPH, ABTS, FRAPP, dentre outros) ndo representam condicdes fisiologicas como
concentracdo de substratos e interagdo de metabdlitos. A levedura Saccharomyces cerevisie €
uma ferramenta para ensaio bioldgico, uma vez que apresenta elevada semelhanca com
células de mamiferos superiores no sistema de defesa antioxidante. O objetivo deste trabalho
foi comparar o potencial antioxidante de diferentes classes de compostos fendlicos, utilizando
0S representantes morina, rutina, acido siringico e clorogénico em cepas controle (BY4741) e
mutantes (Asodl e Agshl) de S. cerevisiae. Foram avaliados toxidez dose-dependente,
tolerancia ao estresse e peroxidacdo lipidica. Todos os compostos fendlicos testados foram
efetivos em reduzir danos oxidativos intracelulares, com destaque para o acido clorogénico na
cepa controle. Quando comparado as celulas estressadas, este promoveu aumentos de 75% de
sobrevivéncia, contra 57% em média dos demais tratamentos; e diminuicdo de 60% em niveis
de peroxidacdo lipidica, contra reducdo proxima a 47% dos demais tratamentos. Nas cepas
mutantes, todas as substancias tiveram resultados semelhantes entre si. Desta forma, outros
dois componentes da classe do acido hidroxicinamico, &cido cafeico e éster fenetilico do
acido cafeico (CAPE), foram testados comparativamente. Ambos atuaram como antioxidante
em S. cerevisiae, entretanto CAPE foi a substancia mais toxica e também a que promoveu
aumento mais significativo de glutationa reduzida dentre os derivados hidroxicindmicos. Esse
resultado corrobora com dados de estudos que apontam que a atividade protetora dos
compostos fendlicos esta relacionada a ativacdo do sistema antioxidante por acdo xenobidtica
dessas substancias.

Palavras-chaves: Saccharomyces cerevisiae, compostos fendlicos, estresse oxidativo.



ABSTRACT

PRUDENCIO, Edlene Ribeiro. Study of different molecules classes isolated from honey
and propolis antioxidant activity in Saccharomyces cerevisiae cells. 2016. 86p.
Dissertation. (Master of Science in Chemistry, Biochemistry). Instituto de Ciéncias Exatas.
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

Honey and propolis are produced by bees from the nectar and sap collected from
plants. In the process, the phenolic compounds derived from secondary metabolism of plants
are incorporated into the products mentioned. Honey and propolis samples from multiple
regions have been characterized and phenolic compounds can be divided into:
hydroxybenzoic acid derivatives, hydroxycinnamic acid derivatives, flavonoids and
glycosylated flavonoids. In the literature, there is no consensus among the authors about the
values for in vitro antioxidant activity. Moreover, these methods do not represent
physiological conditions such as concentration of substrates and metabolites interaction. The
yeast Saccharomyces cerevisiae is an alternative tool for a biological assays, since it is similar
to mammalian cells. The main goal of this study is to compare the antioxidant potential of
different phenolic compounds classes using representatives morin, rutin, chlorogenic acid and
syringic acid in control strains (BY4741) and mutant (Asodl and Agshl) of S. cerevisiae.
They were evaluated in dose-dependent toxicity, stress tolerance, and lipid peroxidation. All
tested phenolic compounds were effective in reducing intracellular oxidative damage,
especially the chlorogenic acid in the control strain. When compared to stressed cells, it
promoted 75% increase on cell survival rates, compared with 57% on average for the other
treatments; and 60% decrease in levels of lipid peroxidation, compared to reductions close to
47% with other treatments. In mutant strains, all compounds presented similar results. Thus,
two components of the class hydroxycinnamic acid, caffeic acid and caffeic acid phenethyl
ester (CAPE) were tested comparatively. Both acted as an antioxidant in S. cerevisiae,
however CAPE was the most toxic substance promoting the most significant increase on
reduced glutathione levels among hydroxycinnamic derivatives. This result supports some
related research that claims phenolic compounds protectection is related to activation of the
antioxidant system as xenobiotic action of these substances.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, phenolic compounds, oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

Os alimentos que possuem quantidades consideraveis de substancias com
propriedades benéficas para o organismo sdo conhecidos como alimentos funcionais, e se
caracterizam por oferecer varios beneficios a salde; além do valor nutritivo inerente a sua
composicao quimica, podem desempenhar um papel potencialmente benéfico na reducdo do
risco de doencas.

O “Paradoxo Francés” ¢ uma anomalia dietética encontrada na populacao da Franga
e em regides mediterraneas. Estudos epidemioldgicos revelaram que a dieta rica em
flavonoides, uma classe de compostos fendlicos, esta relacionada com o aumento da
longevidade e a diminuicdo da incidéncia de doengas cardiovasculares observadas nestas
populagdes; apesar do seu elevado consumo de lipidios e baixa taxa de atividade fisica
(PROCHAZKOVA; BOUSOVA; WILHELMOVA, 2011). O grupo de compostos fenélicos
tem recebido especial atencdo nas ultimas décadas e sdo encontrados em diversos outros tipos
de alimentos funcionais; como cha verde, vinho, frutas vermelhas, azeite de oliva, vegetais

escuros, cebola, macas, dentre outros (ROLEIRA et al., 2015).

Em consonédncia com esses dados, extratos brutos de mel e propolis, ricos em
polifendis, também podem vir a auxiliar as defesas enddgenas do organismo, como as
enzimas e 0s metabolitos relacionados ao sistema de defesa antioxidante intracelular,
relacionados a eliminacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) produzidas pelo
metabolismo celular e prejudiciais as estruturas e funcdes celulares. Além disso, é importante
ressaltar que uma gama de doencas neurodegenerativas, cardiovasculares e até o cancer estéo
associadas ao aumento dessas espécies reativas no ambiente intracelular; portanto, o aumento
das defesas antioxidantes significaria uma melhoria do quadro de pacientes acometidos por

essas enfermidades.

Ja estdo descritos na literatura mais de 300 componentes encontrados no mel e na
propolis, incluindo agUcares, proteinas, vitaminas, minerais e outros compostos, tais como
acidos organicos, alcodis, ésteres, cetonas e flavonoides, destacando-se 0s compostos
fendlicos. A grande variedade de componentes presentes nestas misturas se deve a diversidade
de flora e regido geografica de onde sdo produzidos, permitindo assim diversidade de
compostos e propriedades (CAN et al., 2015; ZHANG et al., 2015a).



Devido a grande variedade de componentes, torna-se interessante verificar qual
classe de compostos é preponderante nas propriedades terapéuticas observadas nesses
alimentos. Com este intuito, pretende-se identificar uma classe de compostos que possua alto
potencial antioxidante.

Os ensaios in vitro vém confirmando a ac¢do antioxidante de compostos organicos
isolados do mel e da prépolis. Dentre os métodos utilizados, destaca-se o DPPH, que por meio
de mudanca de coloracdo do reagente 2,2-difenil-1-picrilhidrazil mede-se o potencial
antioxidante de determinado composto. Este reagente apresenta coloracdo violeta quando esta
na sua forma radicalar e muda de cor quando estabilizado, permitindo verificar a capacidade e

a concentracao de substancias capazes de eliminar radicais livres.

Entretanto, os métodos in vitro ndo consideram interacfes metabolicas e condigcdes
fisiologicas, onde estdo presentes diversos componentes que podem influenciar na capacidade
antioxidante das substancias testadas. Uma alternativa é o uso de células de leveduras. Estes
fungos unicelulares apresentam organelas e 0 metabolismo de replicacdo celular e de defesa
antioxidante muito semelhantes as células de mamiferos. Devido a semelhanca com organelas
e sistema de defesa antioxidante de células de mamiferos superiores, estes microrganismos
sdo ferramentas Uteis na avaliacdo do potencial antioxidante de substancias que possam ser

captadas para a matriz intracelular das leveduras.

Muitos compostos presentes no mel e na prépolis ja foram estudados quanto as suas
propriedades antioxidantes, e ja tém diversos trabalhos publicados relatando aplicacGes
farmacéuticas; outros, entretanto, possuem poucos estudos realizados. Devido a isto foi
selecionado um representante de cada grande grupo dos compostos fenolicos para desenvolver
esta pesquisa: dos derivados do acido hidroxibenzoico (&cido siringico), dos derivados do
acido hidroxicinamico (acido clorogénico), dos flavonoides (morina) e dos flavonoides
glicosilados (rutina). Estes compostos apresentam potencial antioxidante in vitro; porém,
poucos estudos comparam suas atividades bioldégicas em um modelo de estudo eucarioto,

como as células da levedura Saccharomyces cerevisiae.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 O mel e a Prépolis

O mel é um alimento consumido pela humanidade ha milénios. Diversos registros
historicos de tratamentos de enfermidades de povos egipcios, tibetanos ou greco-romanos
incluem o uso de mel, prépolis, larvas de abelhas e até das préprias abelhas em preparados
medicinais (VANDAMME et al., 2013). Sdo atribuidas a ele propriedades antioxidantes,
antibacterianas, antifungicas e anti-inflamatorias (ETERAF-OSKOUEI; NAJAFI, 2013;
VANDAMME et al., 2013; VIUDA-MARTOS et al., 2008).

O uso do mel como alimento se deve principalmente ao seu elevado valor nutricional
e energético, bem como ao seu poder edulcorante (DA SILVA et al., 2016). O uso medicinal
do mel sofreu reducdo na medicina moderna (ETERAF-OSKOUEI; NAJAFI, 2013);
entretanto, ele continua sendo reconhecido como alimento de elevada qualidade nutricional, e
o reconhecimento de suas propriedades fisioldgicas e bioquimicas impulsiona novamente seu
consumo (VIUDA-MARTOS et al., 2008).

De acordo com o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do Mel do
Ministério da Agricultura e Abastecimento do Brasil (MAPA), o mel é definido como um
produto alimenticio produzido pelas abelhas meliferas a partir do néctar das flores ou de
secrecdes procedentes de partes vivas das plantas; ou ainda de secrecdes de insetos sugadores
de plantas. As abelhas recolhem, transformam e combinam esses materiais com substancias
especificas préprias, e armazenam este material nos favos da colmeia até a maturacdo
(BRASIL, 2000).

A composicdo quimica do mel consiste de glicidios (80%), agua (17%) e de uma
gama de outras moléculas (3%), tais como enzimas, aminoacidos, compostos organicos,
vitaminas e minerais. Recebe especial atencdo a por¢do dos compostos organicos que contém
os fendlicos, e estudos recentes vém comprovando que os efeitos benéficos do mel e seus
derivados advém destes compostos (DA SILVA et al., 2016; VANDAMME et al., 2013).

Ao retirar o néctar, as abelhas colhnem uma diversidade de substancias produzidas
pelo metabolismo secundario das plantas, que varia de acordo com algumas caracteristicas
especificas, como espécie vegetal, clima, localizacdo geogréfica e estado fisiologico em que a

planta se encontra. Numa situagdo de estresse, por exemplo, o metabolismo vegetal utiliza
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rotas biossintéticas para sua propria prote¢do. Desta forma, a composicdo quimica dos
vegetais é bastante diversa, e j& foram descritas centenas de substancias biologicamente
ativas. Neste contexto, quando a abelha retira seu alimento das plantas, pode absorver
compostos bioativos dos vegetais e incorpora-los ao mel, como, por exemplo, 0s compostos
fenodlicos (DA SILVA et al., 2013, 2016).

A propolis € um produto das abelhas conhecido pelo homem h& mais de 3.000 anos e
utilizada para diversos fins. Os sacerdotes do antigo Egito j& a utilizavam como substancia
medicinal e como parte integrante dos unguentos de embalsamar (GREGORIS;
STEVANATO, 2010). Registros histéricos apontam que persas, romanos e incas também
fizeram uso da propolis para fins medicinais, principalmente para melhor a imunidade no
tratamento de infeccbes. O nome da substéncia deriva do grego, onde pro significa “em
defesa de” e polis “cidade”. De fato, as abelhas produzem esta resina para proteger a colmeia
de infeccOes microbianas e defendé-la de insetos invasores. A propolis é encontrada em finas
camadas revestindo rachaduras, fortalecendo a estrutura dos favos e vedando orificios da
colmeia (MARCUCCI, 1996).

Na sua composicdo se encontram, em geral, 50% de resinas, 30% de ceras, 10% de
Oleos aromaticos, 5% de polens e outros 5% de diversas substancias orgéanicas (CARLOS et
al., 2012; VIUDA-MARTOS et al.,, 2008). Estdo relacionadas a prépolis atividades
antibacteriana, antiviral, antifungica, cicatrizante, antioxidante, anti-inflamatoria,
imunoestimulante, e até propriedades anticancerigenas. Assim como no mel, diversos
trabalhos relacionam as propriedades verificadas na propolis aos compostos fenolicos nela
presentes (DA SILVA et al., 2012; GREGORIS; STEVANATO, 2010; MARCUCCI, 1996).

Ja estdo descritos mais de 200 compostos isolados em diferentes tipos de prépolis
(GREGORIS; STEVANATO, 2010). A composi¢do varia conforme a época do ano,
variedade de abelha que a produz, flora coletada, dentre outros aspectos. Assim como o mel, é
um produto muito diversificado. Embora ndo seja considerada um alimento, o fato de a
propolis possuir diversas propriedades a torna ingrediente com propriedades terapéuticas em
bebidas, alimentos e cosméticos (CARLOS et al., 2012).

2.2 Identificacdo dos Compostos Presentes no Mel e na Propolis

Estdo descritos na literatura diversos trabalhos com elucidagdo dos compostos

presentes no mel e na propolis. A determinagdo se inicia com uma etapa de extracdo por meio
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de solventes, que sdo em sua maioria misturas agua-alcool em diferentes proporg¢des, tanto
para mel quanto para propolis. Solu¢des aquosas de etanol (25 a 70% v/v) sdo utilizadas em
alguns trabalhos durante 12-24 horas, sob agitacdo (FROZZA et al., 2013; VALENZUELA-
BARRA et al., 2015), enquanto as extragcfes metanélicas sdo utilizadas em diferentes
proporcdes com agua (BALTRUSAITYTE; VENSKUTONIS; CEKSTERYTE, 2007; CAN
et al., 2015). H& ainda trabalhos que utilizam técnicas combinadas de extracdo aquosa, com
aquecimento ou acidificacdes, e posterior extracéo etandlica (GASIC et al., 2014; SOUSA et
al., 2016). Poucos trabalhos realizam extragdo com outros solventes como acetato de etila
(KECKES et al., 2013).

Os extratos obtidos sdo filtrados ou centrifugados e a identificacdo dos compostos é
realizada por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) utilizando detector UV -
Vis (CAN et al., 2015; CARLOS et al., 2012; SALGUEIRO et al., 2014; SOUSA et al., 2016)
e/ou espectrofotometria de massas (FROZZA et al., 2013; GASIC et al., 2014; KECKES et
al., 2013). A grande variedade de compostos isolados de mel e prépolis advém das diferencas
de flora, regido e clima de onde o néctar ou a seiva foram coletados (DA SILVA et al., 2016;
ETERAF-OSKOUEI; NAJAFI, 2013; HABIB et al., 2014). Dentre 0s compostos com
atividade antioxidante destacam-se os compostos fenolicos. Estes foram extraidos, isolados e

caracterizados, sendo classificados em dois grandes grupos: acidos fendlicos ou flavonoides.

O grupo dos acidos fendlicos divide-se em dois grandes grupos: os derivados do
acido hidroxibenzoico (Figura 1A) e os derivados do acido hidroxicindmico (Figura 1B). Os
derivados do é&cido benzoico incluem os acidos salicilico, gentistico, p-hidroxibenzoico,
protocatecuico, vanilico, galico, siringico e outros. Estes constituem os compostos fendlicos
mais simples encontrados em varios alimentos (GOCER; GULCIN, 2011; SOARES, 2002).
Os derivados do &cido hidroxicindmico compreendem os &cidos p-cumarico, cafeico, ferulico,
dentre outros. Eles podem também se apresentar de forma conjugada entre si ou com outros
compostos organicos. E o caso do acido clorogénico, que representa a combinacio do &cido
quinico com o &cido cafeico (GOCER; GULCIN, 2011; SOARES, 2002). Todos os &cidos
fendlicos citados ja foram descritos em amostras de mel e propolis, em diferentes
concentragBes, de acordo com a flora coletada pelas abelhas (KECKES et al., 2013; SOUSA
et al., 2016).
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Figura 1 - (A) Estrutura geral dos derivados de &cido benzoico (acido benzoico, R1 = R2 = H);
(B) Estrutura geral dos derivados do acido hidroxicinamico (acido hidroxicinamico R1 = H)
(DA SILVA et al., 2016).

Os flavonoides sdo um grupo de substancias que compreende as classes dos
flavonois, flavonas, flavononas, isoflavonas, catequinas e antocianinas (Figura 2).
Apresentam uma grande variedade de substancias e contém a estrutura basica de trés anéis
aromaticos. Nas plantas desempenha fungdes como a pigmentacdo de frutos e flores, a
regulacdo do crescimento vegetal e a protecdo da planta contra agentes oxidativos
(PROCHAZKOVA; BOUSOVA; WILHELMOVA, 2011; SILVA et al., 2015). Em amostras
de mel e propolis ja foram descritos naringenina, crisina, rutina, morina, canferol, miricetina,
hesperidina, apigenina, dentre outros (DA SILVA et al., 2013; GASIC et al., 2014; KECKES
et al., 2013; SOUSA et al., 2016).

Antocianidinas _~ Catequinas Flavondis
Q) oy
® Y S

Qe
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Figura 2 - Estrutura quimica dos principais tipos de flavonoides
(MARCO; POPPI; SCARMINIO, 2008).



2.3 Avaliacio da Capacidade Antioxidante in vitro

Diversos trabalhos, ap0s caracterizar os constituintes do mel e da propolis, testam o
potencial antioxidante in vitro dos acidos fendlicos e flavonoides isolados que, em sua
maioria, apresentam estruturas quimicas que lhes fornecem caracteristicas para participarem

de reagBes de Oxi-reducéo.

Varios métodos sdo utilizados para determinar a capacidade antioxidante em extratos
e substancias isoladas; um dos mais usados consiste em avaliar a atividade sequestradora do
radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPHe¢), de coloragdo purpura que absorve a
515nm. Por agdo de um antioxidante ou uma espécie radicalar, o DPPHe ¢ reduzido formando
2,2-difenil-picril-hidrazina, de coloracdo amarela, com consequente desaparecimento da
absorcdo, podendo a mesma ser monitorada pelo decréscimo por espectrofotometria. A partir
dos resultados obtidos determina-se a porcentagem de atividade antioxidante de uma
substancia. Este valor corresponde a quantidade de DDPH consumida pelo antioxidante,
sendo que a quantidade de antioxidante necessaria para decrescer a concentracdo inicial de
DPPH em 50% é denominada concentracdo eficiente (CEso), também chamada de
concentracdo inibitdria (Clsp). Quanto maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor

sera a sua CEso e maior a sua atividade antioxidante (SOUSA et al., 2007).

Outras metodologias recorrentes na literatura sdo 0 método 2,2’-azinobis(3-
etilbenzotiazolina-6-acido-sulfénico (ABTS), que tem o fundamento comum de avaliar a
capacidade de uma substancia sequestrar radicais do reagente, causando alteracdo de cor
mensuravel em espectrofotdmetro; o FRAP, que baseia-se na capacidade de uma substancia
reduzir o Fe** do reagente; e capacidade de absor¢do de radicais oxigenados (Oxygen Radical
Absorbance Capacity- ORAC), que avalia a atividade antioxidante através da inibicdo da
oxidacao, induzida pelo radical peroxil, por transferéncia de atomos de hidrogénio (CAN et
al., 2015; CARLOS et al., 2012; CRUZ, 2011).

Estes métodos, entretanto, avaliam apenas reacoes isoladas de sequestro de radicais e
ndo simulam condi¢bes encontradas no interior das células, como interacGes metabodlicas e
inducdo de enzimas. Além disso, existe na literatura uma grande divergéncia nos valores
encontrados para atividade antioxidante in vitro dos mesmos. Na Tabela 1 estdo listados os

valores obtidos pelo método DPPH em CEsp (ug/mL).



Tabela 1 - Atividade antioxidante de compostos fendlicos pelo método DPPH em pg.mL™

(CEso) e o solvente utilizado.

Derivados do acido hidroxicinamico

ACIDOS FENOLICOS

CEso solvente CEso solvente CEso solvente
Acido clorogénico 34,72 1,454 M 1,75+ 0,003 ® Et 112,37+23° M
Acido ferdlico 4,79+0,25° M 30,07 £0,54 ¢ Et 1,49 £0,017 ® Et
ESti;:;T;i(l)i((:gg\gé():ido 128°¢ M 427 £010°E Et 33F N.D.
Acido cafeico 1,24 +0,013 ® Et 6,46 +0,17 ET 12,1+02" MeEt
Derivados do &cido hidroxibenzoico
Acido galico 15,09 +0,98 A M 1,16 £0,04 ° M 51+0,1" M e Et
Acido siringico 1,33+0,012 8 Et 2,42 +£0,27° M 123+0,0" MeEt
Acido protocatecuico 1,29 + 0,007 & Et 2,30+0,84° M 11,1 +0,0"  MeEt
FLAVONOIDES
Flavondis
Quercetina 25,98+0,714 M 9,53+0,36 ¢ Et 55+0,0" M e Et
Morina 41,93+296 % M 2,75 +0,041 B Et 16,5 +0,4 " M e Et
Galangina 0705+0003  Et 9119405052 M gosxp003c H
Miricetina 36+0,1" M 1,38 + 0,008 B Et 9,05+0,10 © Et
Canferol 1,32+0,013® Et 2,63 +0,05°¢ Et 18,8+0,0" MeEt
Flavonoides glicosilados
Rutina 33,35+0,28 4 M 5,77 + 0,36 Et 53+0,1" M e Et

A - (SETHIYA; TRIVEDI; MISHRA, 2014), B - (CAl et al., 2006), C - (XIANG; NING, 2008), D - (SALGUEIRO etal.,
2014), E - (WU et al., 2007), F - (GOGER; GULCIN, 2011), G - (MASUOKA; MATSUDA; KUBO, 2012), H - (VILLANO
et al., 2007), M- Metanol, ET- Etanol, N.D.- N&o descrito

Esta grande variacdo nos resultados utilizando o método do DPPH, que também é
observada em outros métodos (CAl et al., 2006; ZHANG et al., 2015b), dificulta a distincdo

de qual substancia tem maior eficacia na protecdo contra os radicais livres. Soma-se a isto a

desvantagem de ndo haver semelhanca com ambientes intracelulares, o que pode trazer

grandes discussdes sobre que compostos ou classe de compostos serdo mais eficientes em

testes com células animais (SOVA, 2012).




24 Mecanismo de Acao dos Compostos Fendlicos

Diversos mecanismos ja& foram propostos para justificar a acdo antioxidante
observada nos compostos fendlicos. O primeiro seria a remocao direta de radicais por meio da
formacdo de compostos mais estaveis, a partir do fornecimento de hidrogénio para compostos
radicalares (Figura 3). Os diversos hibridos de ressonancia possiveis na estrutura de
flavonoides e acidos fendlicos os tornam menos reativos, diminuindo o poder deletério de
outras espécies reativas (GREGORIS; STEVANATO, 2010).

/

s

Figura 3 - Estruturas de ressonancia de estabilizacdo de radical por oxidacdo monoelétrica de grupo hidroxila
em galangina (GREGORIS; STEVANATO, 2010).

Outro mecanismo de seu potencial antioxidante é a sua atuacdo como quelante de
metais (Figura 4), que sdo catalisadores das reacdes de Fenton e Waber-Heiss e propagadores
na formacdo de EROs; diminuindo, portanto, o estresse oxidativo intracelular (L1 et al., 2014).

n+
Ho-—M

Figura 4 - Possiveis pontos de coordenagéo de flavonoides com metais (PROCHAZKOVA; BOUSOVA; WILHELMOVA,
2011).



As atividades in vitro de compostos fendlicos sdo dependentes da sua estrutura. Em
flavonoides (Figura 5A) ja foi observada que a presenca de hidroxilas na posi¢do orto (Figura
5B), principalmente no anel B; a presenca de ligacdo dupla com oxigénio no anel C (Figura
5C) e grupos hidroxilas nas posicdes 3 e 5 (Figura 5D) aumentam o potencial antioxidante,
uma vez que contribuem para a estabilizacdo de estruturas de ressonancia (CAI et al., 2006;
PROCHAZKOVA; BOUSOVA; WILHELMOVA, 2011). A presenca de glicosidios,
entretanto, reduz a capacidade antioxidante; como, por exemplo, o flavonoide quercetina, que
apresenta 50% mais atividade que a rutina, a qual possui mesma estrutura, porém com
glicosilagbes (PROCHAZKOVA; BOUSOVA; WILHELMOVA, 2011).

Figura 5 - (A) Estrutura quimica dos flavonoides; (B)Hidroxilas em posicdo orto; (C) Presenca de ligagdo dupla de oxigénio
na posi¢do 5 do anel C; (D) Presenca de hidroxilas na posicdo 3 e 5 (PROCHAZKOVA; BOUSOVA; WILHELMOVA,
2011; REGINATO; DA SILVA; BAUERMANN, 2015).

Os 4cidos fenolicos tém atividade aumentada com a presenca de hidroxilas na
posicdo orto (Figura 6) ou grupos carbonilicos em posicdo orto a hidroxilas, como acontece
com o &cido siringico (CAI et al., 2006). Além disso, de uma maneira geral os &cidos
hidroxicinamicos tem atividades in vitro mais elevadas que os &cidos hidroxibenzoicos
(SOVA, 2012).
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Figura 6 - Mecanismo de sequestro de radical por &cido hidroxicinamico, incluindo estabilizacdo por ressonancia de radical
por meio de ligagdo intramolecular de hidrogénio (SOVA, 2012).

No entanto, ensaios em modelos biologicos apontam que os flavonoides e outros
compostos fendlicos atuam modulando a expresséo e a atividade de enzimas relacionadas as
defesas antioxidantes (BELINHA et al., 2007; FENG et al., 2005). Os compostos fenolicos
teriam capacidade de induzir enzimas de fase I, como a NADPH quinona redutase e a GST,
além de inibir enzimas ligadas a carcinogénese, como a Proteina de Ativacdo 1 (AP1), NF-xkB
e MAPKinases (FENG et al., 2005; PROCHAZKOVA; BOUSOVA; WILHELMOVA, 2011).

E importante também ressaltar que compostos fenélicos tém também atividade pro-
oxidante dependente de sua concentracdo. A presenca das hidroxilas na posicdo orto pode
também pode produzir radicais ou peroxido de hidrogénio, quando na presenca de ions cobre
e moléculas de oxigénio (LAMBERT; ELIAS, 2010; MAURYA; DEVASAGAYAM, 2010).
Os flavonoides rutina e morina em concentragdes acima de 100 pg.mL* foram capazes de
produzir peroxido de hidrogénio e danificar o DNA, através de ensaio cometa em linfocitos
humanos. Entretanto, naringenina e hesperidina, que ndo possuem hidroxilas em posicdo orto
no anel B, ndo causaram este efeito nesta mesma concentracdo (YEN et al., 2003). O
mecanismo de geracdo de peroxido de hidrogénio ou radicais pode explicar a acgdo
antimicrobiana de flavonoides e seus efeitos toxicos em concentragdes mais elevadas
(PROCHAZKOVA; BOUSOVA; WILHELMOVA, 2011).

Neste trabalho foram selecionados os acidos fendlicos siringico e clorogénico e 0s
flavonoides morina e rutina para avaliagcdo de suas atividades antioxidantes in vivo. De acordo

com a Tabela 1, alguns trabalhos apontam esses compostos com valores de CEsg
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relativamente baixos e, além disso, possuem poucos trabalhos cientificos de atividade

antioxidante em modelos biolégicos eucariotos.

O é&cido 3,5-dimetdxi-4-hidroxibenzoico, mais conhecido como &cido siringico
(Figura 7A), pode ser encontrado em uvas e em seus produtos derivados, como o0 vinho. Sua
estrutura é derivada do &cido benzoico. Ja o &cido 5-cafeoil-quinico ou acido clorogénico
(Figura 7B) é um derivado do &cido cinamico, e é encontrado comumente em sementes de
café e oliva, cha preto, macé e batatas (ROLEIRA et al., 2015).

A COOH B

H,CO OCH;
OH

OH
OH

Figura 7 - (A) Estrutura quimica do acido siringico e (B) Estrutura quimica do acido clorogénico (FARAH; DUARTE, 2015;
SOARES, 2002).

A rutina (Figura 8A) é um flavonoide glicosilado encontrado em variedades de trigo,
aspargos e outros vegetais, e possui diversos estudos indicando suas propriedades
antioxidantes, anti-inflamatérias e antitumorais (YANG; GUO; YUAN, 2008). A morina
(Figura 8B) € um flavonoide da classe dos flavondis e apresenta-se distribuido em uma grande
gama de alimentos, como cebola, goiaba, algas, uva, dentre outros (MENDOZA-WILSON;
SANTACRUZ-ORTEGA; BALANDRAN-QUINTANA, 2011). Diversos estudos atribuem a
esta substancia propriedades antioxidante, anti-inflamatéria e anti-hepatotéxica (VENU
GOPAL, 2013).
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Figura 8 - (A) Estrutura quimica do flavonoide rutina e (B) Estrutura quimica do flavonoide morina (MASUOKA,
MATSUDA; KUBO, 2012; VENU GOPAL, 2013).

2.5 Modelo Biologico Eucariotico: Saccharomyces cerevisiae

Os ensaios antioxidantes in vitro ndo mimetizam condi¢cdes fisiologicas, como a
concentracdo de metabolitos intracelulares; nem considera fatores metabdlicos como
biodisponibilidade e transformacgdes enzimaticas (SOVA, 2012). Uma alternativa sdo o0s
ensaios in vivo em células de levedura, mais precisamente da espécie Saccharomyces
cerevisiae. Eles sdo organismos eucarioticos unicelulares amplamente estudados e possuem
grande semelhanca com células de mamiferos superiores; principalmente no que se referem as
macromoléculas, estruturas, organelas e ortologia com proteinas humanas. Estas
caracteristicas tornam estas células ferramentas importantes nas pesquisas sobre mutagénese,

reparo do DNA e mecanismos de resposta ao estresse oxidativo (TREUSCH et al., 2011).

A S. cerevisiae pertence ao grupo das leveduras anaerdbias facultativas, ou seja,
obtém energia por meio de fermentacdo de hexoses ou por meio de respiracdo celular, desta
forma estdo também expostas continuamente as EROs oriundas do metabolismo aerobico.
Como possuem ortologia com os sistemas antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos de
mamiferos superiores, elas se tornam um interessante modelo bioldgico apara a avaliacdo da
atividade biologica relacionada a extratos e moléculas naturais (COSTA; MORADAS-
FERREIRA, 2001).

O uso de células de S. cerevisiae como modelo de estudo apresenta ainda outras

importantes vantagens, visto que seu genoma esta completamente elucidado, facilitando assim
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a obtencédo de cepas geneticamente modificadas para estudos mais direcionados; somando-se
a isso 0 seu baixo custo de manutencdo das células, facilidade de manipulacdo em laboratorio,
rapidez de crescimento e baixa taxa de mutacdes esponténeas (LUSHCHAK, 2006). Diversos
trabalhos da literatura utilizam estas células como modelo de estudo para atividade
antioxidante (SA et al., 2013; SADOWSKA-BARTOSZ et al., 2013; WU et al., 2011).

A determinacdo do metabolismo utilizado pela levedura, aerébico ou fermentativo, é
dependente da concentracdo de aglcares no meio extracelular. Na presenca de concentraces
superiores a 0,2% de agUcares fermentaveis ocorre 0 metabolismo anaer6bico; enquanto que
abaixo de 0,2%, ocorre ativacdo das enzimas que participam da biossintese de moléculas
responsaveis pelo funcionamento da mitocondria e ativacdo de genes necessarios ao
metabolismo respiratorio. Esta mudanca de fonte energética leva a uma alteragdo na sua
cinética de crescimento celular (Figura 9), com um crescimento mais lento (BRAUER et al.,
2005).

Transicio
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Figura 9 - Etapas da cinética de crescimento de leveduras, de acordo com a fonte energética (HERMAN, 2002).

Apos sua incubacdo em meio rico contendo hexoses, as células iniciam uma intensa
divisdo celular utilizando como fonte energética o processo de fermentacdo. Esta fase
caracteriza-se por um crescimento exponencial na quantidade de células; sendo, portanto,

chamada de fase exponencial ou fermentativa (Figura 9A). Este crescimento leva a um grande
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consumo da fonte de energia (hexoses) e formagdo de alcool como metabolito. Apés a
deplecdo da fonte energética, as células realizam a transicdo diduxica, na qual ocorre uma
parada transiente na divisdo celular, enquanto as células sdo preparadas para o metabolismo
respiratério (Figura 9B). A seguir as células reassumem a divisdo celular em um ritmo mais
lento, utilizando o etanol como fonte de carbono produzido durante a fermentacdo (fase pés-
diduxica ou metabolismo respiratorio). Quando boa parte das fontes de carbono estiver
exaurida, as células entram na fase estacionaria (Figura 9C), onde podem sobreviver por

algum tempo na auséncia de nutrientes (LAVOVA et al., 2014).

2.6 Estresse Oxidativo

Segundo a Organizacdo Mundial de Sadde (OMS), as doengas crbnicas nao
transmissiveis s@o as principais causas de 6bitos no mundo, além de gerar perda de qualidade
de vida da populacdo e grandes impactos econdmicos para as familias, comunidades e
governos (LI et al., 2014; LOZANO et al., 2012). Dentre estas doencas podem ser citadas o
diabetes, a obesidade, doencas neurodegenerativas como Alzheimer e Parkinson, a
aterosclerose e o cancer. Varios estudos concluem que a geracdo de estresse oxidativo, por
meio de radicais livres ou outras substancias oxidantes; desencadeia eventos patologicos que,
por sua vez, estdo relacionados a problemas cardiovasculares, carcinogénese e danos
neurodegenerativos (LI et al., 2014; VAN RAAMSDONK; HEKIMI, 2012; YE et al., 2014).

Os radicais livres sdo atomos ou moléculas que possuem pelo menos um elétron
desemparelhado em seus orbitais externos, permitindo a transferéncia de elétrons a moléculas
vizinhas. Alguns exemplos sdo os radicais superéxido (Oz¢), hidroperoxila (HO2e) e
hidroxila (*OH); sendo que este Gltimo é considerado um dos radicais mais reativos dentre as
espécies reativas de oxigénio, capaz de reagir com a maioria das biomoléculas com constantes
de velocidade que variam de 107a 10** M™.s. O radical hidroxila pode ser formado através da
reacdo entre o radical superoxido e a molécula de peréxido de hidrogénio, conhecida como
reacdo de Haber-Weiss (Equacdo 1)(DEMIDCHIK, 2014).

02"+ H0O2, - «OH+OH + O (Equacédo 1)
Embora outros metais divalentes possam participar desta catalise, como por exemplo
0 cobre; o ferro é o ion metélico mais abundante no organismo, sendo, portanto, um dos
principais agentes de catélise deste tipo de reacdo. A maior parte do ferro se encontra
complexada na glicoproteina transferrina produzida pelo figado, em situacGes atipicas estas
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podem estar insuficientes e permitir a circulagdo de ferro livre no organismo (ORINO et al.,
2001).

Os compostos néo radicalares, como H202 (peroxido de hidrogénio) e HOCI (&cido
hipocloroso), ndo possuem elétrons livres, sendo portanto menos instaveis que os radicais
livres, mas também podem reagir com moléculas proximas (JENSEN, 2003). O perdxido de
hidrogénio tem a capacidade de atravessar camadas lipidicas por meio de canais de agua,
permitindo a ocorréncia de reacdes de oxidacdo numa grande variedade de tecidos
(BIENERT; SCHJOERRING; JAHN, 2006; LUSHCHAK, 2010). Sua toxicidade é
aumentada na presenca de metais devido a ocorréncia da reacdo de Fenton (STEPNIAK;
LEWINSKI; KARBOWNIK-LEWINSKA, 2013) (Equagdes 2 e 3)

Fe* + H,0; — Fe3*+ HO» + OH™ (Equagdo 2)
Fe3* + H,0, — Fe?*+ HOO- + HY (Equagdo 3)

Em organismos aerobios, as EROs séo formadas naturalmente pelo metabolismo, e
possuem fungdes fisiologicas importantes; como sinalizacdo de processos inflamatorios,
sinalizacdo celular, através da ativacdo da guanilato ciclase com a formacdo do segundo
mensageiro da guanosina monosfato ciclica, e inducao de divisdo das células (VALKO et al.,
2007). Fontes externas, como a radiacdo UV, tabagismo, poluentes, drogas, dietas
excessivamente caldricas, excesso de exercicios fisicos, pesticidas e solventes industriais,

também podem induzir a formacéo de radicais livres.

A situacdo de estresse se configura quando ha um desbalango entre a concentragéo
das EROs e as defesas antioxidantes, podendo esta condi¢do de estresse ser resultado de: (a)
um aumento excessivo na producdo das EROs; (b) uma diminuicdo da capacidade de defesa
celular antioxidante; (c) ou ainda por ambos (BARBOSA et al., 2010). A principal fonte de
EROs dentro das células é a mitocéndria. Cerca de 90% do oxigénio absorvido é convertido
diretamente em &gua na mitocondria através da enzima citocromo oxidase, que catalisa a
transferéncia de 4 elétrons e 4 protons para a molécula de oxigénio molecular, originando
agua e possibilitando a geracdo de energia na forma de moléculas de ATP pela ATP sintase
(Figura 10).
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Figura 10 - Cadeia transportadora de elétrons e ATP sintase (NELSON; COX, 2014).

A acdo da citocromo oxidase controla a geracdo de radicais livres, impedindo sua
geracdo excessiva na mitocondria (Figura 11a). No entanto, cerca de 2% a 5% do oxigénio
metabolizado é desviado para outras vias metabolicas; e reduzidos de forma univalente, dando
origem aos radicais livres (BARBOSA et al., 2010). A primeira reducdo do oxigénio com
apenas um elétron origina o anion radicalar superdéxido (Oz*) (Figura 11b). Esta reacdo pode
ser seguida da aceitacdo de dois prdtons e formacdo de peréxido de hidrogénio (H20.) (Figura
11c). Este ultimo ndo é uma espécie radicalar, uma vez que nao apresenta elétrons
desemparelhados na ultima camada eletronica; entretanto ao aceitar mais um elétron, sofre
cisdo originando anion hidroxila (OH") e radical hidroxila (*OH") (Figura 11d). Estas espécies
ao receberem um proton e um elétron formam moléculas de dgua (Figura 11e) (LUSHCHAK,
2014).

(b) (c) (d)
e . - ¢ e _
0, > 0 — = Hy0,——>HO" +HO
@ deldH"
e EHGD) ©
2\ - T

Figura 11 - Etapas da reducéo da 4gua na cadeia transportadora de elétrons: (a) Reagdo acoplada a sintese de ATP pela ATP
sintase; (b) Reducdo do oxigénio com apenas um elétron; (c) Formagdo de perdxido de hidrogénio através da adi¢do de dois
prétons; (d) Formag&o de anion e radical hidroxila através da adi¢do de um elétron (LUSHCHAK, 2014).
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Além de vir da mitocondria, as EROs também podem ser formadas pela acdo de
enzimas oxidases, como a citocromo P450 e a NADPH oxidase. O poder deletério das
espécies reativas de oxigénio estd na sua baixa estabilidade e com isso elevada reatividade, o
que leva a facilidade de reacdo com diversas biomoléculas, como lipidios, proteinas e DNA,;
com a consequente perda de suas fungdes bioldgicas. Estes danos prejudicam o
funcionamento de tecidos e Orgdos, podendo originar ou acelerar o quadro bioquimico

relacionado as diversas patologias (LI et al., 2014).

Os mecanismos envolvidos na oxidacdo de proteinas por EROs foram melhor
esclarecidos por estudos em que aminoacidos pépticos e proteinas simples foram expostos a
radiacdo ionizante, sob condi¢cGes em que os radicais hidroxila e superoxido eram formados.
Evidenciou-se com este ensaio que as cadeias laterais de todos os aminoacidos dos residuos
de proteinas, em particular metionina e cisteina, sdo susceptiveis a oxidacdo pela acdo de
EROs. A oxidacao de residuos de cisteina leva a formacéo reversivel de ligagbes dissulfeto
(-SS) onde antes haviam sulfidrilas (-SH); comprometendo a estrutura, a estabilidade e a
funcdo das proteinas (COSTA; MORADAS-FERREIRA, 2001; IMLAY, 2013; VALKO et
al., 2007).

A molécula de DNA pode ser danificada tanto nas bases purinicas e pirimidinicas,
guanto nos acucares ou na ligagcdo fosfodiester; principalmente pelo radical hidroxila que é o
mais reativo. A modificacdo permanente do material genético e o seu nao reparo por sistemas
especificos representa o primeiro passo envolvido em mutagénese, carcinogénese e
envelhecimento (DEMIDCHIK, 2014; IMLAY, 2013).

Os lipidios poliinsaturados presentes em diversas membranas celulares sdo altamente
susceptiveis a oxidacdo por radicais livres. O processo envolve as etapas de iniciacdo,
propagacdo e terminacdo (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015). A reacdo se inicia com 0
sequestro do hidrogénio do acido graxo poliinsaturado por espécies radicalares com a
consequente formacéo do radical lipidico (L*) (Equacdo 4). Na etapa de propagacéo, o radical
lipidico formado reage rapidamente com o oxigénio molecular, formando um radical peroxila
(LOOe°) (Equacdo 5). Este por sua vez sequestra um novo hidrogénio do acido graxo
poliinsaturado, formando novamente o radical lipidico da fase de propagacao (Equacdo 6). O
término da lipoperoxidacdo ocorre quando os radicais produzidos nas etapas anteriores
reagem entre si, desfazendo as espécies radicares (Equacdo 7) (SHAHIDI,
AMBIGAIPALAN, 2015) .
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LH + «OH (ou LO") — Le* + H20 (ou LOH) (Equacéo 4)

Le+ O, — LOO- (Equacéo 5)
LH+ LOOe — L + LOOH (Equacéo 6)
LOOe + Le — LOOL (Equacéo 7)

Uma vez formados, os radicais peroxil (LOO¢®) podem sofrer reacdo de ciclizagéo a
endoperdxidos (Figura 12), precursores de malonaldeido (MDA). Diversos estudos
demonstram que o MDA é mutagénico em bactérias e células de mamiferos, e carcinogénico
em ratos (VALKO et al., 2007). Um segundo produto relevante da peroxidacao lipidica é o 4-
hidroxi-2-nonenal (HNE). Os ensaios com esta substancia mostram baixo potencial

mutagénico, entretanto elevada toxidez as células testadas (VALKO et al., 2007).
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O actmulo de produtos da peroxidacdo lipidica fornece um importante marcador
bioquimico de estresse oxidativo. Existe forte correlagdo entre as substéncias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBA) (Figura 13), como os marcadores de peroxidacdo lipidica; e os produtos
que refletem dano oxidativo no DNA das células (NELSON et al., 2006).

HS 'H._\_vj_ﬂ H Ii'l
i Q, 0 ; ud HO. N, _§
| W ey ol I o
N oy C—CHy— . - I
H H =CH-C=CH—ls, N + 1HiD
o= Malonaldeido
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Figura 13 - Reacdo entre o acido 2-tiobarbittrico (TBA) e o malonaldpido, formando composto colorido medido
espectrofotometricamente a 532nm (OSAWA, DE FELICIO; GONGALVES, 2005).

2.7 Sistema de Defesa Antioxidante Enzimatico

As defesas antioxidantes intracelulares podem ser divididas em sistemas enzimaticos
e ndo enzimaticos. O sistema enzimatico inclui enzimas como superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx); enquanto o sistema ndo enzimatico inclui cido
ascorbico (vitamina C), tocoferol (vitamina E), glutationa (GSH), carotenoides, flavonoides e
outras substancias com capacidade de diminuir a concentracdo de radicais livres (YE et al.,
2014).

Em condicdes fisioldgicas esses mecanismos de defesa mantém a concentracdo de
radicais livres a niveis ndo deletérios dentro das células, e suas concentracdes sao
precisamente reguladas. Uma vez que a célula detecta condicdo de estresse, é ativada uma
sequéncia de genes para sintetizar enzimas e moléculas de protecdo (COSTA; MORADAS-
FERREIRA, 2001).

2.7.1  Superoxido dismutase (SOD)

O anion superoxido é um dos radicais oxidativos mais criticos devido a sua
capacidade de gerar outras espécies mais reativas, tais como o radical hidroxila (*OH). A
defesa fisiologica mais eficiente contra o radical O2* é a enzima superdxido dismutase, que
converte dois anions superdxidos em uma molécula de peroxido de hidrogénio e outra de

oxigénio molecular (Equacdo 8). O peroxido de hidrogénio formado é posteriormente
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convertido em agua e oxigénio pelas enzimas catalase ou glutationa peroxidase (CARILLON
et al., 2013).

20, + 2 H* — 02 + H20> (Equagéo 8)

A enzima Cu?*, Zn**-superéxido dismutase (Cu, Zn-Sod) é sintetizada a partir do
gene SOD1, e é encontrada no citoplasma celular (possui duas subunidades, cada uma
contendo um atomo de cobre e um atomo de zinco). A Mn**-superoxido dismutase (Mn-Sod)
é codificada pelo gene SOD2, tem localizacdo mitocondrial e trata-se de uma enzima
tetramérica, apresentando 1 &tomo de manganés por subunidade. Atualmente sabe-se que uma
série de alteraces metabolicas é observada em células deficientes nos genes SOD1, SOD2 ou
em ambos. Em leveduras, estas alteracdes atingem desde defeitos metabdlicos, como a
incapacidade de mutantes Asodl crescerem em meios de carbono ndo fermentaveis como
lactato; até mesmo uma hipersensibilidade a condi¢cdes de estresse térmico e alcoolico
(MANFREDINI et al., 2004). A alteracdo na atividade da enzima Sod1p em humanos parece
estar associada a doencas cardiovasculares, doengas neurodegenerativas, como a Esclerose
Lateral Amiotrofica e Alzheimer, e o cancer (AMARI et al., 2008; VALKO et al., 2007).

2.7.2  Catalase (CAT)

A catalase € uma enzima presente na maioria dos organismos vivos. Nas células
eucariotas € encontrada nos peroxissomos e no citoplasma das células. Esta enzima é
tetramérica e possui um grupo heme em cada subunidade com um atomo de ferro central no
sitio ativo, que é o responsavel por sua atividade catalitica. A reacdo catalisada por ela é a de

quebra da molécula de perédxido de hidrogénio em agua e oxigénio molecular (Equacédo 9).
H202, — H0 + O (Equacéo 9)

Em S. cerevisiae observa-se a presenca de duas catalases, com as mesmas
propriedades de mamiferos, no entanto em compartimentos distintos. A catalase A é uma
proteina localizada no peroxissomo e é codificada pelo gene CTA1L, enquanto a catalase T é
citossolica, sendo codificada pelo gene CTT1 (AMARI et al., 2008). A delecdo de uma ou das
duas catalases ndo altera o crescimento e a sensibilidade ao H.O. em fase exponencial
(LUSHCHAK, 2010; TOLEDANO et al., 2003). Porém, em fase estacionaria, a linhagem
contendo a dupla mutagdo (Actaldcttl) possui maior sensibilidade ao H.O» quando

comparada com o tipo selvagem e a linhagem com mutagdo simples. Isso indica que a
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catalase de levedura age de forma mais preponderante na fase estacionaria (TOLEDANO et
al., 2003). A delecdo do gene CTAL torna as células mais sensiveis ao estresse oxidativo do
que a delecdo em CTT1 (AMARI et al., 2008).

2.8 Sistema de defesa antioxidante ndo-enzimatico

Embora o sistema de defesa enzimatico seja eficiente, 0 organismo conta ainda com
um sistema de defesa antioxidante ndo enzimatico (ROLEIRA et al., 2015). Este sistema é
constituido por substancias de baixo peso molecular, como a glutationa; e maiores, como a

metalotioneina, que sdo metabdlitos produzidos pelas células (BARBOSA et al., 2010).

A glutationa é um tripeptideo constituido de &cido glutdmico, cisteina e glicina,
sendo o grupo tiol da cisteina o local ativo responsavel pelas suas propriedades bioguimicas
(GOSTIMSKAYA; GRANT, 2016). Os niveis de GSH celular s&o mantidos a partir da
enzimas glutationa peroxidase (GPx) catalisa a reducdo de perdxido de hidrogénio e
perdxidos organicos a seus correspondentes alcoolicos, as custas da conversao de glutationa
reduzida (GSH) a glutationa oxidada (GSSG) (Equacédo 10); e glutationa redutase (GRd), que
reduz a GSSG em GSH através da oxidacdo do NADPH proveniente do ciclo das
pentoses (Equacdo 11). Esta enzima permite entdo a continuidade da acdo da glutationa
peroxidase (GOSTIMSKAYA; GRANT, 2016; LUSHCHAK, 2014).

H,0, + 2GSH — GSSH + 2 H,0 (Equagéo 10)
GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NADP* (Equacéo 11)

O tripeptideo glutationa tem elevada importancia no sistema de defesa antioxidante,
visto que ele possui acdo em uma grande variedade de substratos, incluindo xenobiéticos,
radicais oriundos de radiacdo e substancias cancerigenas. Mudangas na homeostase da
glutationa estdo associadas a processos de envelhecimento e a Doenca de Parkinson
(BRIGELIUS-FLOHE; MAIORINO, 2013). Similarmente & glutationa, a metalotioneina
possui grupos sulfidrilas em sua estrutura, capazes de desintoxicar as células através de
reacdes redox (LUSHCHAK, 2014).

A levedura Agshl é deficiente na produgdo de glutationa por ndo possuir a enzima vy-
glutamilcisteina sintetase, responsavel pela sintese do dipeptideo Glu-Cis, que é um precursor
para a enzima glutationa sintetase gerar o tripeptideo Glu-Cis-Gli (Figura 14). Esta delecdo
produz uma cepa com maior sensibilidade a danos oxidativos que as outras citadas, uma vez

que a glutationa é uma defesa mais abrangente que as enzimas catalase e superdxido
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dismutase (BRIGELIUS-FLOHE; MAIORINO, 2013). Além disso, o balango GSH/GSSG
indica para a célula mudancas no estado redox intracelular e consequentemente a inducéo ou a

repressdo da transcricdo de uma série de genes de defesa celular (MORGAN et al., 2013).
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+ i £ + Gl Gis Gli
ATP Pi ATP Pl TH3+ 0 H O o
G|Utamat0¥4 Glu - Cis g \\C—C—CHz—CHz—(|:|—N—C|—l|:!—N—CH2—C/
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sintetase sintetase H H H, H 0
|
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Figura 14 - Sintese do tripeptideo glutationa.

A Figura 15 ilustra uma integracdo do sistema de defesa enziméatico com a
glutationa, contendo a formacgdo das espécies reativas e as enzimas que participam da sua
eliminacéo nas células.
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Figura 15 - Sistemas de defesa antioxidantes enzimaticos. CAT-Catalase, SOD-Superdxido dismutase, GPx-Glutationa
peroxidase, GRd-Glutationa redutase, GSH-Glutationa reduzida, GSSG-Glutationa oxidada (BARBOSA, 2010).
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Além das moléculas que sdo produzidas pelo organismo, outras substancias sao
adquiridas através da dieta e atuam combatendo radicais livres dentro das células. Como
exemplo destes antioxidantes exdgenos podem ser citadas as vitaminas, como o &cido
ascorbico e a-tocoferol; carotenoides, como licopeno; compostos fendlicos, como os
encontrado em mel e propolis; e minerais, como o selénio. (KRISHNAIAH; SARBATLY;
NITHYANANDAM, 2011).

O principal mecanismo destas espécies sdo 0s que ja foram descritos para 0s
compostos fendlicos neste trabalho. Ao doarem hidrogénio para espécies radicais instaveis, se
tornam estruturas deficientes em elétrons, mas com estabilizacdo por hibridos de ressonancia.
Esta propriedade os torna radicais estaveis e diminuem reacGes em cadeia que poderiam
causar danos as biomoléculas. Entretanto, estas substancias sdo capazes de estabilizar poucas
moléculas radicais por molécula de antioxidante, diferente das enzimas que apenas uma
unidade catalisa grande quantidade de reacGes por meio de regeneracdo do sitio ativo
(SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015).

A ingestdo regular de frutas, legumes, verduras e sementes, ricos em antioxidantes
ndo enzimaticos, esta associada a reducdo de incidéncia de doencas relacionadas a EROs;
como doencas neurodegenerativas e diversos tipos de cancer (RAO et al., 2016; SHAHIDI;
AMBIGAIPALAN, 2015).
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3. OBJETIVO

Avaliar o potencial antioxidante in vivo de quatro classes de compostos fendlicos
encontrados em variedades de mel e propolis brasileiros utilizando células de Saccharomyces

cerevisiae.

3.1 Objetivos Especificos

Avaliar o potencial antioxidante de quatro diferentes classes de compostos fendlicos

encontradas em mel e prépolis em um modelo biolégico eucarioto;

Verificar a relacdo entre a acdo antioxidante de classes de compostos fendlicos e

sistemas de defesa endogenos em células de S. cerevisiae;

Comparar a eficiéncia antioxidante in vivo desses compostos com resultados in vitro

e in vivo existentes em estudos da literatura especifica;

Avaliar outros compostos pertencentes a classe com maior potencial antioxidante.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material
4.1.1 Meios de cultura

Para 0 estudo foram utilizadas diferentes formulac6es de meios de cultivo: meio
YPD 2% liquido, composto de 1% de extrato de levedura (Difco, EUA) 2% de peptona
(Difco, EUA) e 2% de glicose (Vetec, Brasil); meio YPD 2% sdlido, constituido pelos
mesmos compostos do meio YPD 2% liquido, porém com a adicdo de 2% de agar (Difco,
EUA) para solidificar o meio; e meio YPGIly 4% solido, composto de 1% de extrato de

levedura, 2% de peptona, 4% de glicerol (Vetec, Brasil) e 2% de agar para solidificar o meio.

Os erlenmeyers contendo meio YPD 2% liquido foram preparados obedecendo a
razdo de 5/1 de volume do frasco/meio de cultura no frasco. Os meios foram esterilizados em
autoclave a 121°C por 15 minutos. Os meios sélidos eram vertidos em placas descartaveis

estéreis no ambiente de fluxo laminar (Cabine horizontal com filtro ULPA, Marca Esco®).

4.1.2  Microrganismos e condicGes de cultivo

Foram utilizadas trés cepas de Saccharomyces cerevisiae (Tabela 2) portadoras ou

nao de deficiéncias no sistema de defesa antioxidante.

Tabela 2 - Cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas no trabalho.

Cepas Genotipos Fenotipos

BY4741 MATa; his3A41; leu240; met1540; ura340 Controle

Cepa deficiente na enzima

Asod1 Isogénica da BY4741, exceto YJR104c::kanMX4 SOD citoplasmatica (Sod1p)

Cepa deficiente no tripeptideo

Agshl Isogénica da BY4741, exceto YJL101c::kanMX4 glutationa (Gship)

As cepas foram adquiridas da companhia Euroscarf (http://www.euroscarf.de/), em

Frankfurt, na Alemanha; e armazenadas em meio sélido YPD 2% a 4°C. No meio de
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armazenamento das cepas mutantes houve adicdo de geneticina (0,02%), uma vez que a

mutacao confere resisténcia a este antibiotico.

4.1.3 Repique

Os repiques foram preparados atraves da transferéncia de algada de cultura estoque
do microrganismo para superficie de agar contendo YPD 2% sdélido inclinado em um tubo
viale. Este tubo era incubado a 28°C por 24 horas em estufa Incubadora refrigerada (BOD,
Marca SOLAB®). Os meios de repiques das cepas mutantes foram acrescidos de 0,02% de

geneticina.

4.1.4 Ino6culo

Para o preparo do indculo, uma alcada com células do repique fresco foi transferida
para tubo de ensaio contendo 10 mL de agua destilada estéril. Um volume de solugédo
correspondente a 20 pg de células foi transferido para erlenmeyer contendo 100mL de meio
YPD liquido. O ino6culo foi incubado a 28°C por 22 horas sob agitacdo de 160rpm em
incubadora tipo shaker (Incubadora orbital refrigerada, Marca NOVATECNICA®). Apds o
crescimento das celulas, a concentracdo das mesmas foi determinada atraves da medida da
absorvancia em espectrofotémetro (UV/Vis, Marca Biospectro®) a 570nm de uma suspenséo

celular convertida em massa de célula (mg de peso seco de célula/mL de meio de cultura).

A fim de se trabalhar com as células no inicio do crescimento exponencial (primeira
fase de crescimento celular), onde ainda se encontravam mais sensiveis a acdo dos radicais
livres, os indculos eram retirados para as subsequentes analises quando a densidade ética do

meio de cultivo correspondia a concentracdes entre 0,5 e 0,8 mg/mL.

4.1.5 Preparo das substancias testadas

As substancias analisadas neste trabalho foram escolhidas dentre uma série de
compostos fenolicos e flavonoides identificados de amostras de mel e propolis brasileiros pela
professora Rosane Nora Castro no Laboratério de Quimica Medicinal e Laboratério de
Quimica do Mel da UFRRJ. Os méis foram adquiridos na regido de Seropédica-RJ,
Vassouras- SP, Paracambi-RJ e Teresopolis-RJ com origem floral “assa peixe”, “morrdo da

candeia” e “cambara”, todos produzidos pela espécie de abelha Apis mellifera.
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Os é&cidos siringico e cafeico e os flavonoides morina e rutina foram isolados de mel
e propolis, enquanto o éster fenetilico do acido cafeico (CAPE) e o &cido clorogénico foram
adquiridos pela Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, Alemanha).

Os é&cidos siringico, clorogénico, cafeico e 0 CAPE (éster fenilico do &cido cafeico)
foram solubilizados em mistura de DMSO e &gua destilada na propor¢do 1:1. Foi preparada

uma solucéo estoque na concentracdo de 2000 pg.mL™,

Os flavonoides morina e rutina foram solubilizados em mistura de DMSO e etanol na

proporgdo 1:1. Preparou-se solugdo estoque na concentragdo de 2000 pg.mL™.

A concentracdo dos solventes ndo-toxica as leveduras é de 3% de DMSO
(SADOWSKA-BARTOSZ et al., 2013) e 12% de etanol nas culturas celulares (SILVA et al.,
2008). A concentracdo atingida nas culturas celulares durante os ensaios foi de no maximo

2,5% para ambos os solventes.

4.2 Metodos
4.2.1  Fator de conversdo de absorvancia para concentracao

Preparou-se inéculo com concentracdo desconhecida através da inoculacéo de alcada
de repique fresco em 100 mL de meio YPD liquido estéril. Apds 24h de incubacdo sob
agitacdo a 160 rpm em shaker a 28°C, uma aliquota de 10 mL foi retirada e transferida para
tubo falcon previamente tarado e reservou-se. Foram efetuadas dilui¢bes 1:10, 1:25, 1:50,
1:100, 1:200 1:250 do inoculo crescido. A absorvancia foi lida em espectrofotdmetro a 570

nm.

A aliquota de 10 mL reservada foi centrifugada a 5000 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o pellet lavado duas vezes com agua destilada estéril. Por fim, o
sobrenadante foi descartado e o tubo de ensaio foi colocado em estufa a 60 °C por 72 h.
Através da massa de células contida nos 10 mL de meio foi calculada a concentracdo do
indculo inicial; e, com as absorvancias das diluicbes, foi estabelecido uma curva padrédo e o

fator de conversio de absorvancia em concentragdo (mg.mL™?).
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4.2.2 Toxidez

Um volume de meio correspondente a 20 mg de células foi adicionado a erlenmeyers
de 125 mL e adicionadas as substancias &cido siringico, acido clorogénico, morina e rutina
nas concentragdes de 1 pg.mL?, 10 pg.mL? e 100 pg.mL™. Apds o tempo de tratamento,
aliquotas das suspens@es celulares correspondentes a 40 pg de células foram diluidas em &gua
destilada estéril, e apds as diluicdes seriadas foram realizados os plaqueamentos destas células
no meio de cultura sélido YPD 2% (Figura 16).

40 pg de células

g,
4

Figura 16 - DiluicOes seriadas para posterior plagueamento.

As placas foram incubadas a 30 °C por 48h. As contagens de coldnia dos tratamentos
foram comparadas coma contagem de células do controle ndo estressado e foram expressos

em porcentagem de sobrevivéncia.

4.2.3 Pré-tratamento com as substancias

Foram preparados dois inoculos simultaneamente. A partir de um deles incubou-se
aliquotas das suspensoes celulares em erlenmeyers de 125 mL durante 2 h com concentracdes
diferentes das solucBes das substancias a serem testadas. O segundo indculo foi reservado.
Além disso, manteve-se um erlenmeyer apenas coma suspensdo celular (controle nao
estressado) e outro apenas com a suspensdo celular e solucdo de perdxido de hidrogénio na
concentracdo de 1,0 mM (células estressadas). Todos foram mantidos a 28 °C/ 160 rpm. Apos
esta pré-incubacdo, o volume da suspensdo celular de cada erlenmeyer foi recolhido e
centrifugado em tubo falcon estéril a 5000 rpm/4 °C por 5 minutos. A suspensdo celular foi

lavada duas vezes com agua destilada estéril gelada, centrifugando apds cada lavagem.

30



As células que foram pré-incubadas com as substancias foram ressuspensas em 20
mL de meio YPD 2% livre de células, isto é, o sobrenadante do segundo in6culo que foi
reservado. As células ressuspensas foram transferidas para os erlenmeyers de 125 mL
anteriores, sempre em ambiente estéril. Foi acrescentado peroxido de hidrogénio na
concentragdo de 1,0 mM, e deixados por 1 h sob agitagdo a 28 °C/160 rpm (Figura 17). Os
tubos contendo as células ndo estressadas e estressadas foram mantidos no gelo até o ensaio

propriamente dito.
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20ug de céhlas para 100 mL de meio

\

@ 28°C, 160 rpm, ~22h

Concentragio 0,5-0,8 mg/mL

|

Volume correspondente a massa de células

necessaria em de cada ensaio

Controle ndo estressado Controle estressado
Nenhum tratamento 1h de agdo de H20:
Plaqueamento Plaqueamento

M R
| 2h de tratamento
Centrifugacdo 4000rpm, 4min

|
Lavagem 2x com agua destilada estéril gelada

Ressuspengdo em meio Ivre de células e substancias

<= ,—| Sobrenadante

Agdo de peroxido de hidrogénio ImM porlh

I

Lavagem 2x com agua destilada estéril

0

Células tratadas

/

\
\
\

Concentracio 0,5-0,8 mg/mL
Inéculo reservado

Centrifugagdo

Figura 17 - Esquema do tratamento inicial das células: (S) células + peroxido de hidrogénio + Acido Siringico 10 ug.mL;
(C) células + peroxido de hidrogénio + Acido Clorogénico 10 pg. mL; (M) células + perdxido de hidrogénio + Morina 10
ug. mLL; (R) células + perdxido de hidrogénio + Rutina 10 pg. mL™.
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4.2.4  Viabilidade celular

Apo6s o tempo de incubacdo, aliquotas das suspensdes celulares correspondentes a 40
Kg de células foram diluidas em agua destilada estéril, e apds as dilui¢des seriadas (Figura 16)
foram realizados os plagueamentos destas células no meio de cultura solido YPD 2%.

As placas foram preparadas em duplicatas e as colénias foram contadas apds 48
horas de incubacdo a temperatura de 28 °C para posterior visualizagdo do crescimento celular.
A viabilidade celular foi determinada pela diferenca entre 0 nimero de col6nias nos meios
YPD 2% (controle) e o nimero de col6nias nos meios sob estresse com peroxido, na presenca

e na auséncia das substancias testadas.

4.2.5 Peroxidacao lipidica

ApoOs a etapa de pré-tratamento, um volume correspondente a 50 mg de células foi
centrifugado e lavado duas vezes com agua destilada estéril, ressuspensas em 500 puL de TCA
10% (&cido tricloroacético) e transferidas para tubo de parede grossa. Foram adicionadas 1,5 g
de pérolas de vidro e as células rompidas sob agitacdo vigorosa com 6 ciclos de 20 segundos
no vortex (agitador de tubos, Marca Gehaka®) e 20 segundos no gelo. O extrato foi recolhido
em eppendorf e as pérolas de vidro lavadas com 500 pL de TCA 10% (Vetec), sendo
recolhidos no mesmo eppendorf. Apos a lise 0s extratos passaram por uma centrifugacdo a
4000 rpm, sobrenadante coletado e utilizado para as analises de peroxidacdo lipidica através

do método TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbiturico).

O ensaio foi realizado com a mistura reacional contendo 150 pL de extrato, 150 pL
de H20, 100 pL de EDTA (Vetec) 0,1 M e 600 pL de acido tiobarbiturico (Merck) 1% em
NaOH 0,05 M. Também foi preparado um branco reacional contendo 0,3 mL de H20 sem o
extrato celular. A mistura reacional foi incubada a 100 °C por 15 minutos. Os tubos foram
resfriados e a absorvancia medida espectrofotometricamente a 532 nm. A dosagem foi feita
em duplicata e os resultados expressos em picomoles de malonaldeido (MDA - produto da
peroxidacdo lipidica) por miligrama de ceélula (pmoles MDA/mg cel) (STEELS;
LEARMONTH; WATSON, 1994). O produto gerado é o resultado da reacdo do &cido
tiobarbitarico e o produto gerado pela peroxidacao dos lipidios de membrana — malonaldeido
(MDA) (Figura 18).
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Figura 18 - Produto formado a partir da reagdo do acido 2-tiobarbitdrico e o malonaldeido.

4.2.6  Disfungdo mitocondrial

Para realizacdo deste teste, um volume correspondente a 40 pg das células tratadas
com as substancias e os controles foram diluidas em eppendorfs (Figura 16), contendo 1 mL
de &gua destilada estéril e posteriormente plaqueadas em meio solido YPGly 4%. As placas
foram incubadas a 30 °C por 96 h. O ensaio de viabilidade em YPD 2% foi realizado

simultaneamente em meio YPGIy para fins de comparagéo das contagens.

A determinacéo do efeito prejudicial do peroxido de hidrogénio nas mitocondrias foi
calculada pela taxa de formacdo de células petite (mutantes que sdo incapazes de crescer em
fontes de carbono ndo fermentaveis, como glicerol, devido a baixa fun¢do mitocondrial). A
percentagem de col6nias foi obtida com os resultados de viabilidade celular obtidos nos meios
YPD e YPGly.

n° de petites (%)= (n° de coldnias YPD) — (n° de colénias YPGly)

n° de colénias em meio YPD

4.2.7 Oxidacdo intracelular através dosagem de glutationa oxidada (GSSG) e
glutationa reduzida (GSH)

Para as dosagens, foram coletados 20 mg de células tratadas, que foram lavados duas
vezes com agua destilada gelada e ressuspensos em 2 mL de TCA 10% (acido tricloroacético)
gelado. Este foi transferido para um tubo de parede grossa, agitando-se vigorosamente em
vortex de 5 em 5 min durante 20 minutos. A suspensao foi transferida para tubo eppendorf

previamente resfriado e centrifugada a 14000 rpm por 3 min. O sobrenadante foi recolhido e
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neutralizado com NaOH 5 M. Os ensaios enzimaticos foram realizados nos extratos
neutralizados (BERNT; BERGMEYER, 1974).

Retirou-se um volume de 100 uL da amostra previamente neutralizada para um tubo
de ensaio e foram adicionados 2,9 mL de agua destilada e 150 pL de solucdo aquosa de
albumina bovina 1% (branco da reacdo a 240 nm). Foi adicionado 10 pL da enzima glioxalase
| (Sigma-Aldrich), e apds homogeneizagdo e leitura (E1), foi adicionado 20 pL do substrato
metilglioxal (0,1 M) (Sigma-Aldrich) na cubeta, e as absorvancias lidas por 16 minutos (E2).
Uma segunda adicdo de 20 pL de metilglioxal foi realizada, e novamente a absorvancia
acompanhada por mais 8 minutos (E3). Este primeiro ensaio enzimatico consiste na utilizacdo
da enzima glioxalase | e do substrato metilglioxal, sendo a concentracdo final de GSH
calculada pela leitura da absorvancia a 240 nm do produto Lactoil-GSH formado a partir da
reacdo do GSH presente na célula com o metilglioxal. Essas dosagens séo realizadas com as

reacdes ocorrendo desde o estado inicial de ndo-equilibrio, até o estado final de equilibrio.

Para a dosagem de GSSG, o espectrofotometo foi recalibrado a 340 nm, utilizando o
ar como branco. Foi adicionado 100 pL de NADPH 1% (Sigma-Aldrich) em NaHCOs 1%
(Vetec), a suspensdo homogeneizada e a absorvancia lida (E4). A seguir, adicionou-se 10 pL
de glutationa redutase (Sigma-Aldrich) e acompanhou-se a leitura da absorvancia por 16
minutos (E5). A enzima é necessaria para iniciar o consumo do GSSG. A concentracdo de
GSSG presente nas amostras foi obtida a partir da quantidade de NADPH consumido durante

0S ensaios.

Utilizando os calculos abaixo e os coeficientes de extincdo e fatores de diluicéo,

foram calculadas as concentracdes de glutationa oxidada (GSSG) e reduzida (GSH).
AEmetilglioxal = E3 — E2
AEGSH = E2 - E1 — AEmetilglioxal

AEGSSG = E4 -ES5

4.3 Anadlise estatistica

Os resultados sdo apresentados como uma média e desvio padrdo de trés
experimentos independentes, no minimo. Foram aplicados o teste de analise de variancia

ANOVA seguido de teste pdstumo de Tuckey para comparacdo das diversas médias. A
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diferenca foi considerada estatisticamente significativa quando p<0,05. A representagdo com

letras diferentes mostra resultados estatisticamente distintos.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

51 Avaliacio da Toxicidade Dose-Dependente

Compostos fendlicos sdo produzidos pelo metabolismo secundario das plantas e
entre seus objetivos estd o de proteger o organismo vegetal contra 0 estresse oxidativo
intracelular, causado por mudangas de temperatura, contetdo de agua, niveis de luz,
exposicdo a radiacdo ultravioleta e deficiéncia de nutrientes; além de defender a planta contra
a herbivoria e o ataque de patdgenos, e atrair organismos polinizadores, dispersores de
sementes e microrganismos simbiontes. Desta forma, existe uma série de atividades
biologicas identificadas que estdo relacionadas a estes compostos; como sua acéo
antibacteriana, antifungica, anti-inflamatoria, antiviral e até anticarcinogénica (DEMIDCHIK,
2014; ROLEIRA et al., 2015; SALGUEIRO et al., 2014; VENU GOPAL, 2013).

Com isso, € de crucial importancia verificar a toxicidade dos mesmos em diferentes
concentracdes antes de avalia-los quanto ao seu potencial antioxidante em um organismo
vivo. Os ensaios de toxidez visam verificar o potencial que uma substancia possui para causar
a morte das células, através de possiveis danos irreparaveis em suas estruturas e metabolismo

celulares.

Estes compostos também sdo reconhecidos pela sua atividade antifingica, e esta
poderia ser uma limitacdo nas andlises realizadas utilizando células de levedura como modelo
biolégico de investigacdo. Entretanto, esta atividade antifingica esta diretamente relacionada
a concentracdo das substancias analisadas; desta forma, estas substancias podem apresentar
acdo antioxidante até determinada concentracdo, a partir da qual se tornariam toxicas. Este
limite varia com a substancia fendlica e com os microrganismos empregados como modelo de
estudo (MANDALARI et al., 2007).

Primeiramente avaliou-se a toxicidade de um composto antioxidante constituinte de

cada classe dos compostos fendlicos encontrados em mel e prépolis. O acido clorogénico da
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classe dos derivados do acido hidroxicindmico, o acido siringico dos derivados do &cido

hidroxibenzoico, a morina do grupo dos flavonoides e a rutina dos flavonoides glicosilados.

A cepa controle (BY7471) da levedura Saccharomyces cerevisiae apresenta seu
genoma integro, com todos os genes relacionados as defesas antioxidantes destas células.
Desta forma, em teoria torna-se uma cepa mais resistente, uma vez que apresenta codificagcdo
para todas as enzimas e metabdlitos do sistema de defesa antioxidante celular. No ensaio de
toxicidade dos flavonoides rutina e morina, e dos &cidos siringico e clorogénico foram obtidas
porcentagens de 91 a 100% de sobrevivéncia nos tratamentos com concentracédo de 1 pug.mL?;
de 94 a 100% em tratamentos com as substancias a 10 pg.mL™; e de 92 a 100% de
sobrevivéncia com os tratamentos a 100 pg.mL™? das substancias. Todas as células foram
expostas as substancias em trés diferentes concentragdes por um periodo de 2 horas (Figura
19, A-D).
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Figura 19- Tolerancia celular da cepa BY4741 a diferentes concentragdes das substancias morina (A), rutina (B), &c.
clorogénico (C) e &c. siringico (D).
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O tratamento durante 2 h de incubagdo com as substancias ndo revelou qualquer
toxidez dose-dependente, verificada pelos valores estatisticamente semelhantes para as trés
concentragdes utilizadas. A concentragio de 10 pg.mL* foi selecionada como a concentracio
de cada uma das substancias a ser utilizada nos ensaios seguintes deste estudo.

As leveduras geneticamente modificadas sdo ferramentas importantes nos estudos
bioquimicos por permitirem verificar a importancia dos genes deletados em diferentes
situagdes de estresse. No caso particular do estudo da atividade antioxidante deste trabalho, a
auséncia de uma das ferramentas enddgenas de defesa antioxidante gera uma cepa
teoricamente mais sensivel a danos oxidativos que sua cepa controle (BY4741), permitindo
desta forma uma melhor observacdo da capacidade de protecdo das substancias analisadas
frente aos danos oxidativos gerados pelo peréxido de hidrogénio (AMARI et al., 2008;
PEREIRA et al., 2003; SA et al., 2013; ZYRACKA et al., 2005).

A cepa 4sodl ndo apresenta 0 gene que codifica a enzima Cu,Zn-superoxido
dismutase, presente no citoplasma das células. Como citado anteriormente, esta enzima atua
sobre o radical superdxido, de elevada reatividade, convertendo-o a peréxido de hidrogénio.
Ja a cepa Agsh1l é deficiente na producédo do tripeptideo glutationa, pela auséncia de uma das
enzimas responsavel pela sua sintese. Esta cepa apresenta uma maior sensibilidade a danos
oxidativos, uma vez que a glutationa é uma defesa mais abrangente que as enzimas catalase e
superdxido dismutase (BRIGELIUS-FLOHE; MAIORINO, 2013).

Para o estudo da toxidez nas cepas geneticamente modificadas (chamadas de
mutantes ou simplesmente deletadas), avaliou-se a toxidez das substancias apenas nas

concentragdes de 1 e 10 pg.mL™.
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Figura 20 - Tolerancia celular das cepas 4sod1 (A) e Agshl (B) apds exposicéo as concentragdes de 1 e 10 pg.mL* das
substancias morina, rutina, &c. siringico e &c. clorogénico.

Obteve-se como resultados de toxidez nas cepas Asodl e Agshl (Figura 20A e Figura
20B) o mesmo perfil anteriormente apresentado para a cepa BY4741. O tratamento estatistico
ndo mostrou diferenca significativa entre as concentracdes testadas e o ensaio controle. Além

disso, também ndo houve diferenca de toxicidade nos testes com a cepa controle e nas cepas

mutantes.

As concentracdes das substéncias utilizadas neste trabalho sdo semelhantes as
encontradas em estudos que avaliaram a acdo antioxidante de compostos fendlicos utilizando
células de Saccharomyces cerevisiae. Em analises utilizando o flavonoéide hesperidina (SUN
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et al,, 2012), ou o polifenol floridizina extraido de macds (XIANG et al, 2011), em
concentragdes aproximadas de 30 pg.mL? e 13 pg.mL?, respectivamente; verificou-se
aumento na sobrevivéncia das células de levedura. Outros trabalhos envolvendo testes
antioxidantes in vivo de varias substancias isoladas em células de S. cerevisiae também
utilizaram concentragdes proximas a 10 pg.mL? (DANI et al., 2008; WILMSEN; SPADA;
SALVADOR, 2005).

5.2 Viabilidade Celular

Uma vez que foram determinadas concentraces inGcuas das substancias as
leveduras no ensaio de toxidez, o préximo passo é verificar a acdo protetora das substancias
em células sob estresse oxidativo com peréxido de hidrogénio. Usando o ensaio de
viabilidade celular atraves da contagem do nimero de coldnias, é possivel verificar o aumento
de tolerancia ao estresse causado pelo peroxido de hidrogénio ap0s pré-tratamento com as
substancias rutina, morina, acido siringico e acido clorogénico (todos na concentracdo de 10
pg.mL™?). O peroxido de hidrogénio é um agente oxidante produzido dentro das células em
condicdes fisiologicas normais e tem importancia em processos de sinalizacdo celular.
Entretanto, o desbalangco em sua concentracdo pode originar radicais hidroxila de elevado
potencial deletério para as estruturas e organelas celulares. Os ensaios de Dani et al. (2008)
apontaram que peroxido de hidrogénio na concentracdo de 2,5 mM apresentou maior inibicao
de viabilidade em células de S. cerevisiae do que os agentes oxidantes tetracloreto de carbono
(10 mM) e o metal cadmio (2,5 mM). Porém, como um dos objetivos deste estudo é verificar
0 potencial antioxidante destes compostos, ndo seria logico utilizar concentracGes de perdxido
de hidrogénio capazes de causar alta letalidade nas células, visto que nem as defesas
enddgenas sdo suficientes para a protecdo celular contra altas concentragdes de H20:
(FERNANDES et al., 2007; PEREIRA; ELEUTHERIO; PANEK, 2001)

Apos a pré-incubacdo das células de levedura com as substancias avaliadas por 2h,
lavou-se as células sucessivas vezes. E interessante ressaltar que a lavagem retira o0s
compostos fendlicos do meio sobrenadante, permitindo assim avaliar apenas a acdo dos
compostos que provavelmente foram absorvidos pela levedura. As concentracdes captadas

nao foram avaliadas neste trabalho.

O precipitado de células proveniente das lavagens foi ressuspenso em meio de

cultura reservado retirado de células também em 12 fase exponencial de crescimento, onde
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houve crescimento celular sem adi¢do de qualquer substancia. O objetivo desta estratégia é
manter as leveduras numa condi¢do similar de crescimento aquela que havia antes da
incubagdo com as substdncias, mantendo concentragcbes semelhantes de metabdlitos e
substratos essenciais para a homeostase celular; diminuindo desta forma interferéncias

bruscas no ambiente extracelular. O perdxido de hidrogénio foi adicionado ap0s esta etapa.

Este ensaio avalia de forma geral o aumento da sobrevivéncia, mas ndo identifica
como as substdncias atuam neste processo; isto €, ndo se tem informacdo se o efeito
antioxidante se da por meio da regulacdo do sistema antioxidante enddgeno ou por acao direta
sobre as espécies radicalares geradas durante o metabolismo celular e pelo H20. Os
parametros de comparacdo sdo as células ndo submetidas aos compostos fendlicos. O
“controle ndo estressado” representa a viabilidade celular sem adicdo de nenhuma substéancia
proé ou antioxidante enquanto o “controle de células estressadas™ representa a viabilidade com

adicao apenas da substancia oxidante perdxido de hidrogénio.

Na avaliacdo somente na cepa controle, o pré-tratamento com acido clorogénico
proporcionou maior aumento de viabilidade celular (75%) quando comparado as células
estressadas. O acido siringico, morina e rutina também propiciaram resultados positivos de
acdo antioxidante, 59%, 54% e 54% de aumento de sobrevivéncia respectivamente (Figura
21); entretanto, menores que o &cido clorogénico. Embora ndo tenham sido encontrados
estudos anteriores utilizando esta levedura em contato com o &cido clorogénico, Sato et al.
(2011) verificaram que em ratos o acido clorogénico foi capaz de reduzir o dano oxidativo
causado por isquemia/reperfusdo de alca intestinal. No caso do tratamento com rutina, Soares;
Andreazza; Salvador (2005) a testaram juntamente com outros flavondides numa
concentracdo de 0,02 mM em S. cerevisiae frente ao estresse causado por apomorfina na
mesma concentracdao (0,02 mM), um indutor de estresse oxidativo; e obtiveram aumento de
sobrevivéncia de 52,20% comparado com as células estressadas; ou seja, proximo ao que foi

encontrado neste ensaio.
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Figura 21 - Viabilidade celular da cepa controle. Avaliagdo da tolerdncia ao estresse causado pela exposi¢éo a H202 (1,0
mM) por 1 h ap6s o pré-tratamento com acido siringico, &cido clorogénico, morina e rutina (10 pg.mL™) por 2 h.

Também nédo foram encontrados estudos de ensaios em levedura utilizando morina e
acido siringico; entretanto, foram encontrados ensaios in vivo em ratos que revelam a
atividade antioxidante destes compostos. Animais que receberam 50 mg.Kg?! de morina
durante 30 dias e foram submetidos a um estresse por 1,2-dimetilhidrazona apresentaram
reducdo nos danos oxidativos celulares, por meio da diminuicdo da peroxidacdo lipidica nas
membranas plasmaticas e do aumento da atividade de enzimas antioxidantes, tais como
catalase, superoxido dismutase e glutationa  S-transferase = (SREEDHARAN;
VENKATACHALAM; NAMASIVAY AM, 2009). O &cido siringico mostrou acdo protetora
sobre o tecido hepatico em ratos tratados com tetracloreto de carbono, onde cortes
histolégicos mostraram protecdo aos tecidos por meio de reducdo de necrose, de inflamacéo e
de formacao de fribromas (ITOH et al., 2010).

O tratamento com as substancias morina, rutina e acidos siringico e clorogénico na
cepa Asodl possibilitou um aumento da viabilidade ao nivel das células ndo estressadas
(Figura 22). O é&cido siringico, embora tenha protegido em menor intensidade, proporcionou
um aumento de sobrevivéncia de 2,7 vezes comparado com as células estressadas. A morina e
0 acido clorogénico promoveram aumentos de aproximadamente 3,3 vezes, enquanto a rutina
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elevou a sobrevivéncia em 3,1 vezes. Embora numericamente tenha havido pequenas
diferencas, todos os tratamentos foram estatisticamente semelhantes ao controle ndo

estressado.

Embora n&o tenham sido apontadas diferencas entre os tratamentos na cepa Asod1;
curiosamente esta cepa apresentou maior resisténcia ao peréxido de hidrogénio do que a cepa
controle (Figura 22), representada pelo numero de coldnias contabilizadas (UFC). Esta
contrariedade foi verificada também no controle ndo estressado (Cepa controle 140+29 UFC e
cepa Asodl 231+37 UFC), mas ndo no controle estressado (Cepa controle 537 UFC e cepa
Asodl 51+8 UFC). Este resultado contraria a expectativa de se verificar uma cepa mais
sensivel devido a auséncia do sistema antioxidante. Entretanto, esta contrariedade ja foi
verificada em trabalho com o flavonoide hesperidina, realizado por Wilsemen et al. (2005) e
Dani et al. (2008) com o resveratrol. Fernandes et al. (2007) apontam que na auséncia de um
sistema de defesa, a célula aumenta a expressdo das enzimas antioxidantes remanescentes de
forma a suprir a demanda de protecdo. E possivel que este mecanismo, juntamente com a
protecdo exercida pelos compostos fendlicos absorvidos pela célula, foi capaz de suplantar a
auséncia de uma enzima antioxidante e permitiram viabilidades semelhantes as células ndo

estressadas.

Este resultado sugere que as substancias, nas concentracfes testadas, foram capazes
de suplantar, de alguma forma, a falta do sistema de defesa da enzima superéxido dismutase

citoplasmatica na primeira fase exponencial de crescimento.
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Figura 22- Viabilidade celular das cepas 4sodl e Agshl. Avaliagdo da tolerdncia ao estresse causado pela exposi¢éo a H20:
(1,0 mM) por 1 h apds o pré-tratamento com acido siringico, acido clorogénico, morina e rutina (10 pg.mL%) por 2 h.

A cepa Agshl apresentou perfil diferente da cepa controle (Figura 22). Nela os
tratamentos com rutina e acido siringico foram os mais efetivos na protecdo das células, com
um aumento de aproximadamente 5,4 vezes de sobrevivéncia. A morina proporcionou
aumento de 5 vezes de sobrevivéncia enquanto o acido clorogénico obteve 4,6 vezes. A
agressdo com peroxido nesse caso teve um efeito muito mais pronunciado na cepa Agshl
comparado a cepa controle (BY4741). A auséncia do tripeptideo glutationa mostrou causar
grande sensibilidade nas células; fato este observado pela diminuicdo em aproximadamente
90% da sobrevivéncia das células tratadas apenas com peroxido de hidrogénio (células

estressadas) comparadas as nao tratadas (células ndo estressadas) (Figura 22).

Nas células Agshl ndo foi verificado grande aumento de viabilidade como observado
na célula deficiente na enzima superéxido dismutase. E possivel que o aumento de expressdo
de outros sistemas de defesa, na auséncia de glutationa, ndo seja suficiente para combater os
radicais livres que ocasionam o estresse oxidativo. Diversos trabalhos apontam que a
glutationa é uma defesa mais abrangente que as enzimas catalase e superdxido dismutase, pois
a manutencdo dos niveis de glutationa (GSH) reverte varios processos de oxidacao

intracelular, independente do seu ponto inicial (BRIGELIUS-FLOHE; MAIORINO, 2013;
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MORGAN et al., 2013); enquanto que a falta destas enzimas inibe diretamente apenas uma
Unica reacdo intracelular. Sua deficiéncia aparenta ser mais deletéria as cepas de levedura do

que a deficiéncia na enzima superéxido dismutase.

5.3 Peroxidacgdo Lipidica

A avaliagdo dos resultados de peroxidacao lipidica permite uma leitura mais apurada
da situacédo redox intracelular, uma vez que quantifica produtos oriundos de degradacdo dos
lipidios de membrana gerados pelo aumento do estresse oxidativo intracelular. A peroxidacdo
lipidica ou lipoperoxidacdo (LPO) pode ser definida como uma cascata de eventos
bioguimicos resultante da acdo dos radicais livres sobre os lipidios insaturados das
membranas celulares, gerando principalmente radicais lipidicos (L, LO* ¢ LOO¢); levando a
destruicdo de sua estrutura, faléncia dos mecanismos de troca de metabdlitos e, numa

condigéo extrema, a morte celular (AYALA et al., 2014).

A LPO se constitui num evento citotoxico primario que desencadeia uma sequéncia
de lesbes na célula. As alteracbes nas membranas levam a transtornos relacionados a
permeabilidade na membrana, alterando o fluxo i6nico e o fluxo de outras substancias; o que
resulta na perda da seletividade para entrada e/ou saida de nutrientes e substancias toxicas a
célula, danos no DNA e alteracGes no ciclo celular, oxidacdo da LDL e comprometimento dos
componentes da matriz extracelular (AYALA et al., 2014; LIMA; SAES; ABDALLA, 2001).

Apos o tratamento com as substancias acido siringico, &cido clorogénico, morina e

rutina na cepa controle obteve-se o perfil de peroxidacéo apresentado abaixo (Figura 23).
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Figura 23 - Avaliacao da peroxidagao lipidica na cepa BY4741. Células foram submetidas aos tratamentos por 2 h com as
substancias a 10 pg.mL%, seguido de incubagdo com peréxido de hidrogénio (1,0 mM) por 1 h.

Este ensaio mostrou que as células tratadas com o acido clorogénico apresentaram
reducdo significativa nos niveis de peroxidacdo lipidica, com reducdo de 60% em relacdo as
células estressadas, inclusive sendo estatisticamente semelhantes as células que ndo sofreram
estresse oxidativo. Este resultado estd de acordo com a viabilidade celular observada
anteriormente para a cepa controle (Figura 21) onde o &cido clorogénico também se destacou
como a substancia que melhor aumentou a sobrevivéncia das células. A morina e a rutina
obtiveram reducbes semelhantes, em torno de 50%; enquanto o acido siringico reduziu os
niveis de peroxidacdo para 43%. Estes resultados também mostram que todos 0s compostos
fendlicos testados foram potencialmente antioxidantes, protegendo direta ou indiretamente os

lipidios de membrana das células de levedura contra a formacéo de lipidios peroxidados.

Na mutante SOD1 as substancias avaliadas também foram efetivas para a reducéo da
peroxidacdo lipidica (Figura 24), onde todos os tratamentos mostraram niveis de peroxidacéao
semelhantes ao controle ndo estressado. Nesse caso, esta andlise corroborou os resultados
obtidos no ensaio de viabilidade celular na cepa Asodl, revelando mais uma vez que 0s
compostos fendlicos sdo suficientes para a protegdo celular na falta da enzima superoxido

dismutase.
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Figura 24 - Avaliacao da peroxidagéo lipidica nas cepas 4sod1 e Agshl. Células foram submetidas aos tratamentos por 2 h
com as substancias a 10 pg.mL™, seguido de incubagdo com peréxido de hidrogénio (1,0 mM) por 1 h.

A maior sensibilidade ao estresse provocado pelo peréxido na cepa deficiente em
glutationa no ensaio de viabilidade celular (Figura 22) foi confirmada no ensaio de
peroxidacdo lipidica. Enquanto as cepas BY4741 e Asodl tratadas apenas com peroxido
apresentaram em meédia 110,77 = 4,28 pmol de MDA/mg de células (Figura 23) e 75,25 +
15,89 pmol de MDA/mg (Figura 24), respectivamente; a cepa Agshl teve formacdo de
perdxidos lipidicos de 131,95 + 12,23 pmol de MDA/mg de células (Figura 24). Porém,
independente da cepa, todos os tratamentos foram efetivos na reducdo da peroxidacao

lipidica, apresentando-se estatisticamente semelhantes ao controle ndo estressado.

Os resultados obtidos na peroxidacdo convergem com o resultado de viabilidade e
reforca a teoria citada anteriormente de que a deficiéncia das enzimas de protecdo cause
aumento na atividade do sistema de defesa remanescente, justificando os resultados
estatisticamente idénticos entre os tratamentos e as células ndo estressadas na Asod1l (DANI et
al., 2008). Ja na cepa Agshl, no entanto, ndo foi observado o efeito de maior resisténcia ao
peréxido de hidrogénio do que na cepa controle. As células deletadas em glutationa se
mostraram mais sensiveis a agressdo com peroxido de hidrogénio do que as deficientes no

gene SODL1 e as células controle. Outro trabalho aponta este perfil (DANI et al., 2008;
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WILMSEN; SPADA; SALVADOR, 2005), e estes resultados sugerem que a glutationa é uma

molécula fundamental no combate aos danos oxidativos causados por H20.

54 Disfungdo Mitocondrial

A mitocdndria é a organela na qual ocorre efetivamente a respiracdo celular, sendo
esta responsavel pela acepcdo final de elétrons pelo oxigénio uma vez que possui 0S
complexos enzimaticos responsaveis pelo transporte de elétrons da cadeia respiratoria. Desta
forma, um desbalanco oxidativo afeta a sua fungdo de producdo de energia, comprometendo
diretamente a sobrevivéncia celular, tornando-se um ponto critico da formacéo de EROs.

Como forma de levar a célula a realizar o metabolismo respiratério, ou seja,
aerobico, o meio de cultura contém baixa concentragdo de glicose ou outra fonte de carbono
para fermentacdo. No meio de cultura YPGIy, o glicerol € a fonte de carbono disponivel para
a levedura, porém ndo fermentavel. A célula é forgada, portanto, a utilizar do metabolismo
aerobico para o seu crescimento e desenvolvimento celular. Nele a mitocondria é uma
organela fundamental, e sua funcdo € prejudicada em condicdo de estresse oxidativo
(GRANT; MACIVER; DAWES, 1997).

As células crescidas neste meio apresentam coldnias pequenas, chamadas de petites.
Uma baixa viabilidade celular no meio que permite metabolismo aerdbico (YPGIly)
comparado ao anaerobico (YPD) aponta possiveis danos a mitocondria, uma vez que sugerem

que a célula teria encontrado maior dificuldade de obter energia utilizando a respiracao.

A avaliacdo da disfuncdo mitocondrial na cepa controle (BY4741) ndo mostrou
diferencas significativas entre as células estressadas e 0s outros tratamentos com as
substancias, ou seja, ndo houve aumento de viabilidade significativo com nenhum dos pré-

tratamentos realizados (Figura 25).
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Figura 25 - Avaliacéo da fungdo mitocondrial no meio YPGly. Avaliacdo da tolerancia ao estresse causado pela exposicéo a
H202 (1,0 mM) por 1 h ap6s o pré-tratamento com &cido siringico, acido clorogénico, morina e rutina (10 pug.mL™) por 2 h.

Este resultado sugere que no metabolismo aerdbico as substancias utilizadas néo
realizaram uma protecdo antioxidante capaz de evitar que as mitocondrias das células da cepa
controle (BY4741) ndo sofressem os provaveis danos causados pela exposicdo ao peroxido de
hidrogénio, e pudessem entdo realizar corretamente suas funcGes celulares. Os pré-

tratamentos foram realmente eficazes somente no metabolismo fermentativo.

55 Comparativo com Ensaios in vitro

Apos os ensaios de toxidez, viabilidade celular e peroxidacdo lipidica, constatou-se
que os compostos fendlicos, na concentragdo de 10 pg.mL™, tiveram forte agdo antioxidante
frente ao estresse oxidativo gerado por peroxido de hidrogénio na concentracdo de 1,0 mM.
Considerando-se os resultados de uma maneira global, e principalmente os resultados na cepa

controle, a classe dos derivados do acido hidroxicinamico se destacou nos ensaios realizados.

Os valores de CEsp descritos na literatura variam muito entre os autores. Para o acido

clorogénico, por exemplo, sdo encontrados valores de CEso que variam de 1,75 + 0,003
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pug.mL? (CAI et al.,, 2006) a 112,37 + 2,3 pug.mL? (XIANG; NING, 2008) no ensaio de

DPPH. Esta discrepancia dificulta a comparacao entre as atividades dos compostos fenolicos.

Apesar disso, estdo descritos arranjos quimicos que favorecem o sequestro de
radicais, um deles seria que atividade antioxidante in vitro € aumentada na presenca de
hidroxilas na posicdo orto. Desta forma, derivados do acido hidroxicindmico teriam maior
atividade que derivados do &cido hidroxibenzoico (CAl et al., 2006). Para os flavonoides,
além da caracteristica citada, a atividade antioxidante € aumentada também com a presenca de
ligacGes duplas com oxigénio na posicdo 5 do anel C e auséncia de glicosilagdes. A presenca
destas, inclusive, eleva em aproximadamente 50% a concentragdo de CEso em ensaio
utilizando DPPH (CAl et al., 2006; PROCHAZKOVA; BOUSOVA; WILHELMOVA, 2011).
Desta forma, seria esperada uma acdo antioxidante mais efetiva do acido clorogénico,

comparado ao &cido siringico; e da morina maior que a da rutina.

Neste estudo corroborou-se que a classe dos derivados hidroxicinamicos foi de fato
mais efetiva que a dos hidroxibenzoicos, embora nas cepas mutantes os resultados tenham
sido semelhantes entre si. Ja na classe dos flavonoides, o glicosilado e o ndo glicosilado

tiveram resultados proximos, contrariando a previsao dos ensaios in vitro.

O principal motivo da divergéncia dos ensaios in vitro é que além dos mecanismos
de estabilizacdo de espécies radicais e complexacdo de ions metalicos catalisadores de
formacdo de espécies radicais, compostos fenolicos sdo capazes de modular a expressao das
enzimas antioxidantes, tendo o efeito global de aumento de sobrevivéncia celular diante de
condicdes de estresse (KIM; LEE, 2015; LI et al., 2014; PROCHAZKOVA; BOUSOVA;
WILHELMOVA, 2011; TREUSCH et al., 2011; XIANG et al., 2011).

As diferencas de resultado in vivo e in vitro reforcam a importancia de modelos
biologicos para a analise da atividade de substancias, principalmente fazendo-se uso de um
modelo celular semelhante as células de mamiferos superiores, como € o caso das células da

levedura Sacchromyces cerevisiae.

5.6 Comparativo entre acidos hidroxicinamicos e seus derivados

E importante lembrar que varios estudos mostram diferentes extratos brutos contendo
substancias fendlicas apresentando atividade antioxidante, tanto em ensaios in vitro
(KRISHNAIAH; SARBATLY; NITHYANANDAM, 2011; TOHAMY et al., 2014; ZHANG

et al., 2015a) quanto em diferentes tipos celulares (BUFALO; SFORCIN, 2015; LAMBERT;
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ELIAS, 2010; LEON-GONZALEZ; AUGER; SCHINI-KERTH, 2015; TOHAMY et al.,
2014). Ensaios realizados em ratos corroboram com resultados obtidos em levedura,
revelando diminuicdo de estresse oxidativo por polifendis presentes no cacau (GIACOMETTI
MUHVI, D., PAVLETI, A., DUDARI, L., 2016), e diminuicdo de estresse oxidativo induzido
pela cisplatina utilizando extrato de prépolis (TOHAMY et al., 2014); ambos diminuindo
danos oxidativos no figado de ratos. Isto sugere que tanto a classe dos compostos fendlicos
quanto o extrato bruto podem atuar inibindo o estresse oxidativo intracelular, colaborando
para 0 avango das pesquisas voltadas ao tratamento de doencas como aterosclerose e 0s

efeitos causados pelo uso da cisplatina em pacientes com cancer.

Portanto, é de crucial importancia caracterizar que tipos de compostos ou classe de
compostos estariam contribuindo em maior escala para a atividade antioxidante verificada em
extratos e fragGes de substancias provenientes do meio ambiente. Com esse intuito, e levando-
se em consideracdo que o &cido clorogénico teve uma acdo antioxidante mais pronunciada do
que os outros compostos avaliados neste estudo, concentrou-se as analises posteriores na

classe dos derivados dos acidos hidroxicinamicos.

Embora todos os tratamentos tenham promovido melhora nos parametros de
avaliacdo de estresse oxidativo intracelular, o &cido clorogénico se destacou com taxas
superiores aos demais na melhora do quadro oxidativo na cepa controle. Desta forma, como
continuidade do trabalho, buscou-se verificar a acdo antioxidante de outros compostos
pertencentes a classe dos acidos hidroxicindmicos, a fim de determinar se esta classe de
compostos manteria uma agdo antioxidante mais efetiva, observada atraves dos resultados

obtidos para o acido clorogénico.

O é&cido clorogénico é um éster do &cido cafeico com o &cido quinico (Figura 26) O
acido quinico ndo apresenta insaturacdes conjugadas na sua molécula, fundamental para a
estabilizacdo de radicais; devido a isto ndo lhe é atribuido atividade antioxidante. O acido
cafeico, por outro lado, é um conhecido antioxidante (CELLI et al., 2007; MAURYA,;
DEVASAGAYAM, 2010; SATO et al., 2011). Em trabalho anterior utilizando como modelo
biologico de estudo intestino de ratos (SATO et al., 2011), o &cido clorogénico foi capaz de
reduzir o estresse oxidativo causado por mecanismo de isquemia/reperfusdo realizado no
intestino das cobaias. O estresse deste modelo € causado devido ao estrangulamento de alca
intestinal de ratos por determinado tempo, seguido de reperfusdo sanguinea. A formacgéo de
EROs é devido ao mecanismo de xantina oxidases. Verificou-se que a microbiota intestinal

dos ratos realizava hidrélise do acido clorogénico em acido quinico e acido cafeico. Quando o
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acido cafeico foi utilizado no mesmo mecanismo de isquemia/reperfusdo, obteve-se melhora
semelhante ao &cido clorogénico. O resultado deste trabalho pode suscitar a hipotese da
possibilidade de que esterases produzidas pelo metabolismo dos microrganismos possam
hidrolisar o acido clorogénico em acido quinico e &cido cafeico, sendo este o responsavel pela
atividade antioxidante. Outros trabalhos confirmam esta prévia hidrélise e posterior absor¢éo
em modelos animais (EL-SEEDI et al., 2012; KONISHI; KOBAY ASHI, 2004).

Com isso, um ensaio comparativo das atividades do &cido clorogénico e do &cido
cafeico frente as células da levedura S. cerevisiae pode verificar qual espécie poderia
apresentar melhor atividade protetora. Além disso, a utilizacdo de um outro éster proveniente
do é&cido cafeico também foi avaliado, j& que a atividade antioxidante vista anteriormente
poderia ser devido ao acido cafeico somente, ou especificamente ao &cido cafeico

esterificado, como € o caso do &cido clorogénico.
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Figura 26 - Acidos cafeico, quinico e clorogénico (5-cafeoilquinico).

O éster fenetil do acido cafeico (CAPE, sigla em inglés para ‘Caffeic Acid Phenethyl
Ester’) (Figura 27) é oriundo do processo de esterificacdo do acido cafeico. Este tem sido
divulgado em trabalhos revelando sua alta atividade antioxidante, anti-inflamatoria,
anticancerigena e antifangica (VIUDA-MARTOS et al., 2008). Devido as evidéncias de
estudos que relacionam o &cido clorogénico e o acido cafeico e o potencial antioxidante

reportado ao CAPE (AZUMA et al., 2000; GONTHIER et al., 2006; MURTAZA; KARIM;
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AKRAM, 2014; WU et al, 2007), buscou-se avaliar comparativamente essas trés
substanciasnos ensaios antioxidantes de peroxidacdo lipidica e viabilidade celular dos
compostos &cido cafeico e CAPE, comparando-se com os resultados anteriormente obtidos
para o acido clorogénico.
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Figura 27 - Estrutura do éster fenetil do acido cafeico (GOCER; GULCIN, 2011).

5.6.1 Toxicidade do acido cafeico e do CAPE

Tanto o &cido cafeico quanto o CAPE nédo foram tdxicos as células de levedura nas
concentraces de 1 pg.mL™ e 10 pug.mL* (Figura 28B); porém, o CAPE na concentracdo de
100 pg.mL™* (Figura 28B) foi a Gnica substancia que se mostrou toxica as leveduras nesta
concentracdo. As demais substancias nas concentracdes testadas ndo causaram redugdo no

potencial de sobrevivéncia de forma estatisticamente significativa.

A toxidez verificada com o CAPE corrobora os resultados de toxicidade encontrados
utilizando Candida albicans, onde o CAPE revelou alto efeito fungicida na concentracdo de
100 pg.mL* (BREGER et al., 2007). Mandalari et al. (2007) determinaram que os flavonoides
naringenina, naringina, hesperidina, neohesperidina, eriodictiol e neoeriocitrina tiveram acéo
toxica em Sacharommyces cerevisie em concentragbes a partir de 800 pg.mL?*. O CAPE,
portanto, apresenta elevada toxicidade comparada as demais substancias uma vez que

concentragc")es 8 vezes menores causaram morte celular na cepa controle.

53



Ac. cafeico CAPE

150+ 150 7
8 a a a s a a
(&] o
& 100+ — & 100+ |
= >
: :
) S
S 50 S 504
N < )

0- n T T T 0 . —r—
1pg.mL’ 10 pg-mL™ 100 pg.mL” 1ugmL™t 10 yg.mL™ 100 yg.mL™"

Figura 28 - Tolerancia celular da cepa BY4741 a diferentes concentragdes das substancias acido cafeico (A) e CAPE (B),
incubada por 2h a 28°C/160rpm.

O ensaio de toxicidade com acido cafeico e CAPE nas cepas mutantes foi semelhante
a cepa controle, foram obtidas porcentagens de 98 a 100% de sobrevivéncia nos tratamentos

com concentracdo de 1 pg.mL™? (Figura 29A) e de 96 a 100% em tratamentos com as

substancias a 10 pg.mL™ (Figura 29B).
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Figura 29 - Toleréncia celular das cepas 4sodl e Agshl frente a diferentes concentragdes das substancias &cido cafeico (A),
CAPE (B) incubada por 2h a 28°C/160rpm.

Novamente a concentragdo de 10 pug.mL? foi escolhida como a concentracio a ser
utilizada nos ensaios subsequentes de viabilidade celular, peroxidacéo lipidica e dosagens de

glutationa oxidada e reduzida.
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5.6.2 Viabilidade celular e peroxidacgao lipidica

Neste ensaio foi avaliada a capacidade das substancias de proteger a célula da
agressao causada pelo peroxido de hidrogénio, por meio da manutencao da viabilidade celular
em meio YPD 2%, como feito anteriormente para as outras substancias.

Na cepa controle BY4741 (Figura 30) observou-se um aumento da viabilidade com
todos os tratamentos com os derivados do acido hidroxicinamico, sendo o &cido cafeico se
destacado com um aumento de mais de 100% de sobrevivéncia com relagdo as células
estressadas, enquanto que o &cido clorogénico e o CAPE obtiveram um aumento médio de
76% e 91%, respectivamente; ou seja, também se mostrando efetivos na protecdo contra o

estresse oxidativo intracelular.
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Figura 30 - Viabilidade celular na cepa BY4741. Avaliacdo da tolerancia ao estresse causado pela exposi¢do a H202 (1,0
mM) por 1 h apds o pré-tratamento com acido clorogénico, acido cafeico e CAPE (10 pg.mL™) por 2 h.

O perfil do resultado observado na cepa controle ndo foi confirmado nas cepas
mutantes (Figura 31). Na cepa 4sodl, o acido clorogénico se mostrou mais efetivo, com
aumento de viabilidade celular atingindo os niveis do ensaio controle (sem estresse), enquanto
que o CAPE e o &cido cafeico apresentaram aumentos de 2,6 e 2,2 vezes, respectivamente;

mas estatisticamente iguais entre si. Ja na cepa Agshl (Figura 31), o CAPE teve um resultado
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melhor sobre a viabilidade celular (cerca de 5 vezes no aumento da sobrevivéncia),
comparado com os tratamentos com os &cidos clorogénico e cafeico (estatisticamente

semelhantes).

E interessante ressaltar que no tratamento apenas com peréxido de hidrogénio as
cepas mutantes foram mais sensiveis que a cepa controle. Isto confirma o fato de que a
caréncia de um dos genes de defesa provavelmente deixaria estas cepas mais sensiveis ao
estresse oxidativo celular; e ainda que os pré-tratamentos com os derivados dos acidos
hidroxicinamicos foram eficazes em proteger as células, substituindo com certa eficicia a
delecdo do sistema de defesa antioxidante que foi excluido. Entretanto ndo foi possivel

determinar qual das substancias testadas foi mais eficiente, uma vez que cada uma se destacou

numa cepa.
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Figura 31 - Viabilidade celular das cepas 4sod1 e Agshl. Avaliagéo da tolerancia ao estresse causado pela exposi¢éo a H202
(1,0 mM) por 1 h ap6s o pré-tratamento com acido clorogénico, acido cafeico e CAPE (10 pg.mL™) por 2 h.

Na avaliacdo da peroxidacdo lipidica dos derivados do acido hidroxicindmico
observou-se na cepa controle que todos os tratamentos propiciaram redugcdo nos niveis de

peroxidacdo comparados com as células apenas estressadas, sem o pré-tratamento com as
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substancias &cido clorogénico, acido cafeico e CAPE. Além disso, a reducdo da peroxidacéo

atingiu niveis estatisticamente semelhantes ao experimento controle (sem estresse) (Figura 32).
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Figura 32 - Avaliacao da peroxidagao lipidica na cepa BY4741. Células foram submetidas aos tratamentos por 2 h com éacido
clorogénico, acido cafeico e CAPE (10 ug.mL™), seguido de incubagdo com peréxido de hidrogénio (1,0 mM) por 1h.

Nas duas cepas mutantes, Asodl e Agshl (Figura 33), os tratamentos com é&cido
clorogénico, acido cafeico e CAPE também propiciaram niveis de peroxidacdo lipidica
semelhantes ao controle, embora CAPE tenha atingido peroxidacdo 48% acima das células
ndo estressadas na cepa Asodl e 59% na cepa Aghsl. Os resultados de peroxidacdo lipidica
divergiram com resultados de viabilidade, uma vez que nela os tratamentos tiveram resultados

distintos entre as cepas.
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Figura 33 - Avaliacdo da peroxidagéo lipidica nas cepas 4sod1 e Agshl. Células foram submetidas aos tratamentos por 2 h
com &cido clorogénico, &cido cafeico e CAPE (10 pg.mL?), seguido de incubagéo com perdxido de hidrogénio (1,0 mM) por
1h.

Cigut et al. (2011) testou acido cafeico, CAPE e extratos de propolis na concentracao
de 50 pg.mL? em células de S. cerevisiae. Eles obtiveram que apenas o tratamento com o
extrato bruto de prdpolis foi capaz de reduzir a oxidacdo intracelular (42% de diminuicéo),
enquanto os tratamentos com as substancias isoladas ndo mostraram diferenca significativa no
teste com o biomarcador do ambiente redox intracelular 2,7-diclorofluoresceina. O resultado
obtido por Cigut et al. (2011) diverge dos resultados obtidos neste trabalho. E importante
ressaltar que a concentracdo utilizada por ele foi préxima de 50 pg/mL, podendo justificar a
auséncia de efeito antioxidante da substancia isolada. A analise de toxidez dose-respondente
apontou que o CAPE em concentragdes proximas a 100 pg.mL™? tem efeito toxico. Além

disso, ensaios diferentes foram realizados para avaliar atividade antioxidante

O efeito do acido cafeico e do CAPE foi testado por diversos autores em outros
modelos bioldgicos (ratos) e relatam acdo antioxidante destas moléculas que corroboram os

resultados obtidos em levedura deste trabalho.

Celik e Erdogan (2008) verificaram que o CAPE reduziu os niveis de alguns
marcadores de estresse oxidativo em cérebro de ratos, induzido por medicamentos que

causam diabetes. Os ratos tratados por 60 dias com 10 pg.Kg™.dia™ tiveram reducio de niveis
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de peroxidacdo lipidica, carbonilacdo de proteinas e diminuicdo de atividade das enzimas
glutationa S-transferase e xantina oxidase no tecido cerebral, entretanto a concentragéo de
glutationa reduzida foi aumentada, justamente como observada neste trabalho.

Chen e Gong (2011) verificaram que o tratamento com CAPE 10uM.Kg™* foi capaz
de reduzir o estresse oxidativo causado por cadmio (1 mg.Kg?) em figado de ratos. Foi
constatada reducdo de peroxidacdo lipidica e carbonilacdo de proteinas, além da diminuicdo
da atividade das enzimas antioxidantes catalase e SOD. O tratamento com cadmio reduziu as
concentracdes de glutationa reduzida e estas foram reestabelecidas com o tratamento com
CAPE.

O acido cafeico (1, 4 e 8 mg.Kg?) testado em ratos tratados com as drogas
antiepiléticas Diazepan® e Vigabatrin® promoveu reducédo de peroxidacéo lipidica provocada
pelos farmacos. Coelho et al. (2015) verificaram que o tratamento com acido cafeico foi capaz
de reduzir a dosagem de radicais livres no tecido cerebral das cobaias, mas nao foi eficaz em

normalizar a atividade da enzima SOD.

5.6.3 Dosagem de glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG)

Os resultados obtidos para a cepa Agshl demonstraram que esta cepa é mais sensivel
ao estresse oxidativo causado pelo perdxido de hidrogénio do que a cepa 4sod1. Devido a este
fato, procurou-se realizar uma analise que verificasse como variavam as concentracdes das
espécies GSH (glutationa reduzida) e GSSG (glutationa oxidada) numa cepa que possuia este
sistema antioxidante enddgeno; ou seja, a cepa controle (BY4741). A dosagem da razédo de
glutationa oxidada e reduzida visa avaliar como se encontra o ambiente redox intracelular,
verificando se a acdo antioxidante das substancias reflete-se na homeostase celular dos niveis
de GSH e GSSG. Em estudos anteriores ja foi observado que o GSH tem papel essencial na
resposta antioxidante ao estresse causado pelo peroxido de hidrogénio (MARIANI et al.,
2008; MORGAN et al., 2013).

Os tratamentos com os 4acidos clorogénico e cafeico propiciaram aumento na
concentracdo de glutationa reduzida respectivamente em 2,0 e 1,3 vezes comparado as células
estressadas. Porém, o tratamento com o CAPE mostrou-se mais eficaz, uma vez que este
obteve concentracdo de glutationa reduzida estatisticamente semelhante as células ndo
estressadas (Figura 34). Apesar do aumento de GSH, o mesmo nivel ndo foi atingido na pré-

incubacdo com os &cidos cafeico e clorogénico.
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Figura 34 - Avaliagdo da concentragdo de GSH e GSSG na cepa BY4741. Células foram submetidas aos tratamentos por 2 h
com &cido clorogénico, &cido cafeico e CAPE (10 pug.mL?), seguido de incubagéo com perdxido de hidrogénio (1,0 mM) por
h.

N&o foi obtida diferenca significativa nas concentracdes de glutationa oxidada em
nenhum dos tratamentos. Morgan et al. (2013) em seu trabalho apontam que a glutationa
oxidada ndo € rapidamente reduzida no citoplasma, mas sim rapidamente
compartimentalizada nos vacuolos por meio de transportador Ycfl. Isto pode explicar a pouca

diferenciacdo na glutationa oxidada nos diferentes tratamentos.

As dosagens de glutationa reduzida e oxidada trazem a leitura da homeostase redox
da célula. Os resultados obtidos apontaram que o CAPE proporcionou um aumento de
glutationa reduzida a niveis semelhantes ao encontrado nas células ndo estressadas. Os
tratamentos com &cido clorogénico e cafeico aumentaram os niveis de glutationa a niveis
proximos entre si. Estes resultados reforcam a teoria que o acido clorogénico tem acdo muito
semelhante ao acido cafeico, muito provavelmente devido a sua previa hidrolise por esterases
produzidas pela levedura. Em estudos com bebidas fermentadas, ja foi verificado que as
leveduras secretam enzimas no meio extracelular e metabolizam compostos fendlicos
(CALLEMIEN; COLLIN, 2009). Ou seja, é provavel que nas leveduras ocorra absor¢do de
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acido clorogénico de forma semelhante a observada no intestino de ratos, devido aos

microrganismos que realizam uma hidrolise prévia (SATO et al., 2011).

Avaliando os resultados de todos o0s ensaios, observou-se que justamente 0 composto
que apresentou maior potencial tdxico, CAPE em concentragdes proximas a 100 pg.mL?, foi
0 que proporcionou maior elevacdo de glutationa reduzida dentre os derivados do &cido
hidroxicindmico. Embora a concentracio de CAPE de 10 pg.mL? ndo tenha causado
diminuicdo da viabilidade no ensaio de toxidez, a substancia pode ter funcionado como um
agente indutor de estresse oxidativo nesta concentracdo, mobilizando defesas antioxidantes
endogenas.

Como previsto na literatura, compostos fendlicos podem ter acdo pr6-oxidante
dependentes de concentragéo, e sua acdo modulatdria de enzimas que compreendem o sistema
de defesa antioxidante pode estar relacionada a esta pequena toxidez. Amari et al., (2008)
avaliando o mecanismo antioxidante da quercetina e outros composto fenolicos de baixo peso
molecular em células de levedura, propds que eles funcionam como um Xxenobiotico e
estimulam a maquinaria de resposta ao estresse das células, tornando-as mais resistentes a
agressdo posterior com peroxido de hidrogénio. Uma vez que o CAPE foi o composto com
maior potencial toxico dentre os testados e foi também o que gerou maiores elevagdes de
glutationa reduzida, além de atividade antioxidante em todos os tratamentos, estima-se que ele
atue de forma semelhante a quercetina, induzindo o sistema de defesa antioxidante e desta

forma aumentando a tolerancia ao estresse posterior causado pelo peréxido de hidrogénio.

Fernandes et al. (2007) verificaram que o pré-tratamento com concentragdes sub-
letais de perdéxido de hidrogénio (0,2 mM) por 1h é capaz de aumentar sobrevivéncia de S.

cerevisie frente tratamento com concentracéo letal de H2O; (2,5 mM).

Maeta et al. (2007) avaliando o efeito antioxidante de extrato de cha verde e de
galato epilocatequina, seu polifenol mais abundante, nas concentracdes de 0,01 e 0,005%,
respectivamente; observou que eles foram capazes de induzir formacdo de H2O2 por meio da
reducdo de O,, em meio ligeiramente alcalino (pH 7,6) e na presenca de ions dos metais Fe*
e Cu?* em células de S. cerevisiae. Foi atribuido a este mecanismo a atividade antimicrobiana
em E.coli, tanto do polifenol quanto dos extratos de cha verde. Além disso, houve regulacéo
dos genes Yapl e Snk7, ambos relacionados a transcri¢do de fatores criticos para a resposta

antioxidante intracelular em S. cerevisiae.
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O mecanismo de atuacdo de flavonoides e &cidos fendlicos no geral pode estar de
fato relacionado a ativagdo do sistema de defesa antioxidante como agentes toxicos ndo letais
as células de levedura. Os ensaios de (AMARI et al., 2008) corroboram esta teoria, uma vez
que apontam que tratamentos prévios com estes compostos sdo eficazes para a protecdo
antioxidante, entretanto a atividade recuperativa de células, isto é, a adicdo de flavonoides

apos o estresse, tenha menor eficacia.
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6. CONCLUSOES

Os representantes das classes de compostos fendlicos avaliados apresentaram acéo
antioxidante em levedura, reduzindo efeitos de estresse oxidativo causado por peroxido de
hidrogénio.

A classe dos derivados hidroxicindmicos, representada pelo acido clorogénico, se

destacou com maior protecdo nos parametros oxidativos avaliados na cepa controle.

Os compostos fendlicos &cidos siringico e clorogénico, rutina € morina foram
suficientes para mimetizar indiretamente o efeito protetor da enzima superoxido dismutase

(Sod1p) em células de S. cerevisiae.

O CAPE foi o derivado do &cido hidroxicinamico mais efetivo quanto ao potencial
antioxidante, revelando que a atividade ndo esta somente relacionada ao seu derivado mais

simples (acido cafeico), mas estende-se ao seu ester fenetilico.

A acdo antioxidante dos compostos fendlicos pode estar associada a um estimulo do
sistema de defesa enddgeno; ou seja, 0 mecanismo de acado desses compostos pode funcionar

como um indutor na ativacdo das defesas antioxidantes celulares em levedura.

A comprovacdo da atividade antioxidante de compostos isolados de mel e propolis
reafirma que esses produtos sdo benéficos para a salde humana e que podem ser poderosos

ingredientes em formulacGes alimenticias e medicinais.
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