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RESUMO

Flavonoides sao compostos polifendlicos que possuem varias atividades bioldgicas,
incluindo: antiinflamatéria, anticarcinogénica, propriedade antioxidante entre outras. A
flavona (2-fenil-4H-1-benzopirano-4-ona) utilizada neste trabalho € encontrada
principalmente em gréos de cereais e possui varias atividades biologicas, incluindo:
aumento da atividade de enzimas responsaveis pela metabolizacdo de drogas em
figados de rato; indugéo da ativagao de caspases e inibigdo de propriedades oxidativas
em mitocéndria de planta. Entretanto, seu efeito sobre o metabolismo mitocondrial
hepatico ainda ndo é conhecido. Neste trabalho foi avaliado o efeito da flavona (25 —
200 pmol.L") sobre o metabolismo de mitocondrias isoladas de figado de rato. Os
experimentos polarogréaficos utilizando a flavona (200 pmol.L™") e mitocéndrias isoladas
de figado de rato oxidando glutamato ou succinato mostraram que para ambos os
substratos ocorreu: i) diminuicdo da velocidade respiratéria no estado 3; ii) estimulo da
velocidade respiratoria no estado 4; iii) diminuicdo do coeficiente de controle respiratério
e; iv) diminuicdo da razdo ADP/O. A andlise das atividades dos complexos enzimaticos
da cadeia respiratéria demonstrou que a flavona tem como seu principal sitio de agao a
regido entre os complexos | e Ill. A flavona nas doses de (75 — 200 pmol.L™") diminui o
inchamento mitocondrial induzido por valinomicina e nitrato de potassio sugerindo
indiretamente que a flavona pode provocar alteragées em propriedades da membrana
mitocondrial. A flavona reduziu o potencial elétrico transmembrana nas doses de 100,
150 e 200 pmol.L”". Os resultados acima sugerem que a inibicdo dos sistemas
enzimaticos mitocondriais aliados aos efeitos sobre membrana promovidos pelo
flavonoide podem ser responsaveis por efeitos citotdéxicos da flavona.



ABSTRACT

Flavonoids are a group of polyphenolic compounds which have multiple biological
activities including: antiinflammatory, anticarcinogenic, antioxidant and others. The
flavone (2-phenyl-4H-1-benzopyran-4one) used in this work is found in some cereal
grains and have several biological activities, including: increased activity of drug-
metabolizing enzymes in rat liver, induction of caspases activation and inhibition of
oxidative properties of plant mitochondria. However, the flavone effects on the
mitochondrial hepatic metabolism are yet unknown. In this work we evaluated the effect
of flavone (25 — 200 pmol.L™") on the metabolism of mitochondria isolated from rat liver.
Polarographic experiments using flavone (200 pmol.L™") and rat liver mitochondria
oxidizing glutamate or succinate showed that for both substrates occur: i) reduction of
respiratory rate in state 3; ii) stimulation of respiratory rate in state 4; iii) reduction of
respiratory control coefficient; and iv) reduction of the ADP/O ratio. The analysis of the
activity of enzymatic complexes in the respiratory chain showed that flavone acts
between complexes | and Ill. Flavone at doses of (75 - 200 pmol.L™") reduced the
swelling of mitochondria in the presence of valinomycin and KNOs, suggesting indirectly
that flavone could induce some changes in the properties of the mitochondrial
membrane. Flavone reduced the membrane electric potential at the doses of 100, 150
and 200 pmol.L™". The above mentioned results suggest that the inhibition of
mitochondrial enzyme systems together with the effects on membrane provoked by the
flavonoid may be responsible for its citotoxic effects.
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1. INTRODUGAO

O uso empirico de plantas medicinais para combater as mais diversas
patologias ja era utilizado nos primérdios da humanidade e hoje serve como guia para
apoiar a descoberta de novos farmacos. A cura de doencgas através do uso de farmacos
oriundos de plantas pode amenizar varios problemas atuais como: a disponibilidade e o
custo destes farmacos. Técnicas modernas estdo sendo empregadas para que se
tenha uma maior compreensao da eficacia e mecanismo de acéo destes farmacos, pois
sabe-se que as respostas benéficas propiciadas por essas plantas sdao devido aos
constituintes quimicos ativos, porém, como estes efeitos sdo gerados, ainda nao esta
bem elucidado (BUENZ et al., 2004).

Um dos principais grupos de compostos fendlicos encontrados em plantas sao
os flavonodides. Sabe-se ha muitos anos que flavondides tem potencial bioativo, mas
apenas recentemente surgiram informagdes a respeito de sua biodisponibilidade e
destino metabdlico. Muitos flavondides sdo encontrados em alimentos de origem
vegetal. O interesse a respeito destes compostos aumentou na década de 1990, devido
ao seu potencial antioxidante in vitro e também seu envolvimento na protecdo contra
doengas cardiovasculares (MARTENS; MITOFER, 2005).

Os flavonoides desempenham fungdes na prevengdo de patologias,
melhorando a fungédo e integridade celular, através da atenuagao de danos oxidativos,
efeitos antiproliferativos, promog¢ao de diferenciagdo e inducao de apoptose (DUTHIE et
al., 2000; MIDDLETON et al., 2000; Di CARLO et al., 1999). Além disso, varios
flavonoides tém demonstrado serem capazes de inibir a sintese de melanina, o que os
tornam importantes para a medicina e industria de cosméticos (KIM; UYAMA, 2005).

Estas fung¢des bioldgicas dos flavondides dependem das suas estruturas. Os
flavonoides sao divididos em classes de acordo com sua estrutura quimica e entre elas
encontramos a classe das flavonas. Existem varias flavonas que apresentam atividades
bioldgicas importantes, como: antioxidante, antiinflamatoria, antiviral, antiaterosclerotica
e antitumoral sobre varios tipos celulares (MIDDLETON et al., 2000).

As flavonas podem ser encontradas em todas as partes das plantas, sendo

abundantes em nossa dieta diaria, em frutas, sementes e bebidas como sucos e chas e
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também sao encontradas em plantas medicinais utilizadas comumente como Scutellaria
baicalensis, mais conhecida como Solidéu-de-baical (CHOI et al., 2002). Anteriormente,
em nosso laboratério, foram estudados dois flavondides representantes da classe das
flavonas, a hispidulina (6-metoxi-5,7,4’-trihidroxiflavona) e a eupafolina (6-metoxi-
5,7,3,4’-trinidroxiflavona). Estas flavonas provocaram inibicdes das atividades de
enzimas da cadeia respiratoria e diminuigdo da velocidade respiratéria do estado 3
(HERERRIAS et al., 2007; DABAGHI-BARBOSA et al., 2005).

Em nosso trabalho utilizamos a flavona (2-fenil-4H-1-benzopirano), que € um
flavonodide pertencente a classe das flavonas. A flavona que foi objeto deste estudo
apresenta efeitos sobre a metabolizacdo de xenobidticos, sendo capaz de afetar
atividades de algumas enzimas envolvidas com citocromos P450 (CANIVENC-LAVIER
et al., 1996). Como o figado € o principal 6rgéo envolvido na metabolizagdo de drogas
este fato torna importante o estudo também de possiveis efeitos da flavona sobre
outras atividades relacionadas com o metabolismo hepatico.

Contudo, apesar de existirem estudos que relatam efeitos de outras flavonas
substituidas (ex: hispidulina e eupafolina), os efeitos da flavona relacionados com o
metabolismo energético mitocondrial hepatico ainda ndo sédo conhecidos. Portanto,
nosso trabalho teve intuito de verificar os efeitos provocados por este flavondide sobre
0 metabolismo energético mitocondrial e de estudar seu mecanismo de agao. Além
disso, os efeitos observados foram comparados com os promovidos pela hispidulina e
eupafolina, com a finalidade de se verificar a influéncia dos substituintes no anel da
flavona sobre seus efeitos bioldgicos, o que pode colaborar nos estudos de

desenvolvimento de novos farmacos derivados dos flavondides.
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2.1 ESTRUTURA E BIOSSINTESE DOS FLAVONOIDES
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Varios compostos polifendlicos sdo encontrados em plantas medicinais, entre

eles podemos citar: flavonodides, acidos fendlicos, taninos, cumarinas, ligninas e

quinonas (CAl et al., 2005). Os flavonoides fazem parte do metabolismo secundario de

algumas plantas, entre elas encontramos algumas plantas medicinais (HARBORNE;

BAXTER 1999).

A FIGURA 1 mostra um esquema da formacdo dos flavondides que séao

derivados da estrutura da chalcona (MARTENS; MITHOFER, 2005).
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FIGURA 1 - BIOSSINTESE DOS FLAVONOIDES
FONTE: MARTENS e MITHOFER (2005)

Anto-
cianinas

NOTA: Esquema mostrando a sintese dos flavondides. As abreviagdes contidas no esquema sao das
seguintes enzimas: chs — chalcona sintase, chkr — chalcona policetide redutase, chi — chalcona
isomerase, tht — flavanona 3-B-hidroxilase, dfr — dihidroflavonol 4-redutase, ans — antocianidina sintetase,
fgt — flavondide glicosiltransferase, fns — flavona sintase, fls — flavonol sintase, lar — leucoantocianidina

redutase, anr — antocianidina redutase, ifs — isoflavona sintase, ifd — isoflavona desidratase.
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Segundo Harborne e Baxter (1999), cerca de 9000 estruturas de flavondides ja
foram identificadas.

Nas plantas, os flavondides estdo envolvidos na pigmentacdo e também sao
fatores de grande importancia no crescimento, desenvolvimento e imunidade (IELPO,

2000), podendo atuar também como antioxidantes e sinalizadores (TREUTTER, 2006).

2.2 CLASSIFICACAO

Os flavonoides sao divididos em classes de acordo com seus substituintes,
sendo que as propriedades quimicas e biolégicas destes subgrupos podem ser
completamente diferentes de acordo com suas estruturas. A estrutura dos flavondides é
baseada em dois anéis benzénicos (A e B), os quais estao conectados por um terceiro
anel (C), um anel pirano contendo oxigénio. Na FIGURA 2 é mostrado um exemplo de
flavonoide com anel C (ERLUND, 2004).

FIGURA 2 - ESTRUTURA DE UM FLAVONOIDE COM ANEL C.

A partir deste esqueleto basico, varias combinagdes estruturais aparecem
principalmente com hidroxilas e metoxilas em sua estrutura. As classes dos flavondides
incluem: flavonas, chalconas, flavondis, flavanonas, flavandis, antocianidinas e
isoflavonas. Na TABELA 1 podemos verificar alguns exemplos de flavonoides
pertencentes a estas classes, suas fontes e estruturas (MOON; WANG; MORRIS, 2006;
HODEK; TREFIL; STIBOROVA, 2002). Os flavonoides podem ainda ser encontrados de
duas formas, sem grupamentos agucar (agliconas) ou com residuos de agucares
ligados (glicosidicas) (PETERSON; DWYNER, 1998).
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TABELA 1 - EXEMPLOS DE ALGUNS FLAVONOIDES E SUAS FONTES

CLASSE ESTRUTURA EXEMPLOS FONTE
OH
HO OH O
Chalcona O \ Chalcona Lupulo, cerveja
OH O
Chalcona
OH Apigenina
HO o O Luteolina Salsa, tomilho,
O | Acacetina aipo, pimentao
Flavona Baicaleina vermelho, mel,
OH O Crisir_1e_1 propolis
Apigenina Tangeritina
OH Kaempferol
HO o O Galangina Cebola, brocolis,
O | Morina maga, cereja,
Flavonol OH Miricetina framboesa, cha,
OH ©O Quercetina vinho tinto
Kaempferol
OH
HO o O Naringenina
O Eriodictiol Citrus
Flavanone Hesperetina
OH O Homoeridictiol
Naringenina
OH
HO o O Epicatequina Cacau, cha
O OH Catequina verde, chocolate,
Flavanol OH Proantocianidinas vinho tinto e

Antocianidina

Isoflavona

m o
I

picatequina
OH

HO

OO
I
@)
o
I O

Cianidina
o)

OH O O
OH

Ginesteina

HO

Cianidina

Ginesteina
Daidzeina

algumas ervas

Cereja, uva,
framboesa

Alfafa, soja e
alguns legumes

FONTE: MOON, WANG e MORRIS (2006)
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O valor estimado de flavondides ingeridos em nossa dieta diaria varia de
aproximadamente 23 a 1000 mg/dia (IELPO et al., 2000; KUHNAU 1976). Alguns
estudos demonstram que dietas ricas em frutas e vegetais podem diminuir a incidéncia
de algumas doengas (BRAVO 1998; BESTWICK et al., 2003). Uma vez que o0s

flavonodides sdao abundantes em frutas, verduras e em bebidas como vinho e chas

(TABELA 2) torna-se importante destacar suas principais fontes e quantidades.

TABELA 2 - CONCENTRACAO DE FLAVONOIDES ENCONTRADOS EM ALGUNS

ALIMENTOS

FLAVONOIDES FONTE QUANTIDADE (mg/Kg)
Quercetina 3-4’ glucosideo Cebola 284 — 486
Rutina Cha preto 10-25
Luteolina —7- apiosilglucosideo Pimenta vermelha 7-14
Hesperidina Suco de laranja 116 — 201
Narirutina Suco de laranja 15-42
Genisteina -7- glucosideo Soja 480

FONTE: ERLUND (2004).
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2.4 RELACAO DA ESTRUTURA DOS FLAVONOIDES COM SUAS ATIVIDADES
BIOLOGICAS

Entre as varias atividades biologicas relatadas para os flavondides podemos
citar: antioxidante, antialergénica, antiflamatéria, antiviral, anticarcinogénica,
vasoprotetora, antimicrobiana e anti-hepatotoxica (DUTHIE et al., 2000; MIDDLETON et
al., 2000; Di CARLO et al., 1999; AFANAS'EV et al., 1989).

Os mecanismos geradores dos efeitos antioxidantes dos flavondides foram os
primeiros a serem estudados. Entre estes se encontra a atividade sequestradora de
radicais livres. Esta atividade é importante porque muitos estudos tem associado a
produgdo excessiva destes radicais com a geracdo de varias doencgas, entre elas o
cancer (BRAVO 1998).

Alguns flavonodides podem gerar seus efeitos protetores contra radicais livres
em sistemas bioldgicos através também de sua propriedade quelante de metais (HEIM
et al., 2002). Segundo Verstraeten (2003), flavan-3-ols e procianidinas podem prevenir
modificagbes oxidativas de membranas limitando a propagag¢ao da peroxidagao lipidica.

Segundo Van Acker et al. (1996), os flavonodides interferem tanto nas reagbes
de propagacao de radicais livres, quanto na formacado destes e geralmente esta
atividade depende do numero e posi¢des dos grupos hidroxila, de outros substituintes e
ainda da presenca de glicosilacdo. A glicosilacédo de flavondides geralmente diminuiu
sua atividade antioxidante quando comparado com moléculas agliconas (CAl et al.,
2005). Alguns flavondides que n&o possuem radicais hidroxilas ndo apresentam
atividade sequestradora de radicais, ao contrario de flavondides que apresentam em
sua estrutura o anel catecol (estrutura orto-dihidroxi), os quais possuem alta capacidade
antioxidante. Esta atividade aumenta nas seguintes classes: isoflavonas < flavanonas <
flavonas < chalconas < flavonols, porém, individualmente alguns compostos destas
classes ndo seguem esta ordem (CAl et al., 2005).

Certos flavonodides também podem apresentar atividades citotoxicas e
carcinogénicas (MICHELS et al., 2005).

Contudo, propriedades antioxidantes ou pré-oxidantes proporcionadas pelos

flavonoides dependem também da dose utilizada no sistema celular e ndo somente da



20

sua estrutura quimica. Os radicais hidroxila, gerados nos processos de auto-oxidagao e
ciclo redox dos flavondides, podem desencadear a peroxidacao lipidica em membranas
celulares, podendo assim induzir indiretamente o estresse oxidativo na célula
(MICHELS et al., 2005).

Quanto ao efeito da concentragdo, de acordo com Laughton (1989), alguns
flavonodides (ex: quercetina) apresentam atividade pro-oxidante quando em altas
concentracdes e na presenga de Fe®', aumentando a formagdo de radical hidroxila.
Bestwick (2003) também relata atividade pré-oxidante de alguns flavonoides e
argumenta que esta atividade contribui para citotoxidade e danos a integridade celular,
podendo também induzir a morte celular por apoptose.

Desta forma, estas informagdes devem ser levadas em consideracdo antes da
suplementacao alimentar com flavondides, pois estes compostos podem assumir tanto
um papel benéfico a saude quanto, em altas doses, podem provocar efeitos
indesejaveis (MICHELS et al., 2005).

Dados na literatura mostram também que os flavondides tém uma grande
capacidade de inibir enzimas como: fosfodiesterases, aldose redutase, ATPases,
succinato oxidase mitocondrial, NADH oxidase, entre outras (BROWN, 1980;
HAVSTEEN, 1983; HODNICK et al., 1986)

Alguns flavondides tém demonstrado interferir em sistema de enzimas do
citocromo P450, promovendo inducdo, ativagdo ou ainda inibicdo destas enzimas. As
enzimas do citocromo P450 s&o conhecidas por estarem envolvidas na metabolizagéo
de drogas e outros compostos, portanto ao alterar esse sistema enzimatico o
metabolismo de xenobidticos pode ser afetado, produzindo efeitos farmacoldgicos e
toxicos importantes (WOOD et al., 1986).

Certos flavondides tém demonstrado afetar a fosforilagdo oxidativa em
mitocondrias de plantas e animais. A atividade desaclopadora dos flavondides sobre a
cadeia respiratéria em mitocéndrias isoladas de plantas € dependente principalmente
da sua lipofilicidade (RAVANEL, 1985).

De acordo com Trumbeckaite et al. (2007), o extrato de folhas de Ginkgo biloba,
possui como principais substancias ativas os flavondides: rutina, quercetina e

quercetrina. Este extrato apresenta um efeito desacoplador da fosforilagdo oxidativa em
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mitocédndrias de coracdo de rato causando um estimulo da velocidade respiratoria do
estado 4, porém sem afetar a velocidade respiratéria do estado 3. Quando estudados
os efeitos destes flavondides separadamente, observou-se que a rutina possui um
efeito desacoplador mais pronunciado que os outros flavondides porém, ainda menor
que o visto com o extrato de Ginkgo biloba. Os autores sugerem que estes efeitos
estejam relacionados com a possivel capacidade dos flavondides aumentarem a
permeabilidade da membrana mitocondrial interna a prétons.

Segundo Dorta et al. (2005), alguns flavondides afetam a respiragao
mitocondrial, promovendo inibicdo da velocidade respiratoria no estado 3, como a
quercetina, ou promovendo estimulo na velocidade respiratéria do estado 4 como a
galangina, dissipando significantemente o potencial elétrico da membrana.

Alguns flavondides que possuem um grupo catecol no anel B sdo capazes de
inibir a atividade da succinato oxidase mitocondrial. Os flavondides que inibem com
maior poténcia esta enzima sao os que possuem trés hidroxilas adjacentes no anel B e
aqueles com grupo catecol, seguidos pelos que apresentam no anel B as seguintes
configuragdes: meta-hidroxil, monohidroxil e nao hidroxilados. A presenga do grupo
cetona no anel C mostrou ser também essencial para essa atividade de inibir a
succinato-oxidase (HODNICK et al., 1986).

De acordo com Abdalla et al. (1988), metilagdes multiplas na estrutura dos
flavondides podem reduzir o efeito destas moléculas em parametros relacionados a
respiracdo mitocondrial, consequentemente aumentando seu potencial farmacolégico
contra processos patologicos relacionados ao estresse oxidativo. Porém, de acordo
com Mora et al. (1990), metoxilas no anel A podem atuar revertendo o efeito positivo
provocado pela estrutura catecol no anel B dos flavondides.

Segundo Hodnick et al. (1986) o fato de certos flavondides serem capazes de
inibir enzimas mitocondriais pode contribuir para sua atividade antineoplasica e sua
citotoxicidade.

Flavonoides podem também interferir em vias metabdlicas por ligarem-se a um
grande numero de proteinas, incluindo proteinas quinase A e C e topoisomerases. Além

disso, podem afetar ATPase mitocondrial e interagir com a mitocéndria pela modulagéo
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do poro transicdo de permeabilidade mitocondrial, o qual controla a liberacdo de

citocromo ¢ durante a apoptose entre outras fungdes (WILLIAMS, 2004).

2.5 FLAVONAS

Kostanecki e Tambor foram alguns dos primeiros pesquisadores a estudarem
as estruturas dos flavondides, sendo o termo flavona usado pela primeira vez por eles
em 1895 (MARTENS; MITHOFER, 2005).

As flavonas sao classificadas em subgrupos, principalmente pela apresentagao
de uma ou mais destas caracteristicas estruturais: i) hidroxilagao, ii) O-metilagao, iii) C-
metilacdo ou iv) isoprenilagéo. Pela grande diversidade de combinagdes de estruturas
que as flavonas possuem, o numero de diferentes exemplares € enorme (MARTENS;
MITHOFER, 2005). Harborne e Baxter (1999), ja listaram mais de 300 flavonas sem
residuos de agucar e 500 flavonas glicosiladas.

Mais de 70 familias de plantas superiores produzem flavonas, podendo ser
encontradas em varias partes da planta, podendo estar nas folhas, sementes, raizes,
flores, frutos, caule e até em resinas (HARBONE; BAXTER, 1999).

As fontes de maior abundancia das flavonas sédo grdos e ervas. Uma erva
comumente usada na culinaria, a salsa, contém apigenina (5,7,4’-triidroxiflavona) e
crisoeriol (3’-O-metilluteolina). A apigenina € encontrada em varias frutas e verduras,
como cebola, salsa, laranja, chas, camomila e ainda em alguns temperos (DUTHIE;
CROZIER, 2000). Apigenina e seus glicosideos sao encontrados frequentemente em
graos de cereais, ervas e alguns vegetais. A luteolina (5,7,3,4’-tetraidroxoflavona) esta
presente em cereais e ervas e a luteolina glicosilada é encontrada em folhas de
vegetais (HERMAN, 1976). Ainda a luteolina estd presente em algumas verduras
utilizadas com frequéncia em nossa dieta como brocolis, cebola e cenoura (MIEAM;
MOHAMED, 2001).

Segundo Erlund (2004) as duas flavonas mais abundantes na dieta humana s&o
apigenina e luteolina, porém a ingestdo delas na dieta é baixa devido as pequenas
concentragdes destes compostos em plantas consumidas corriqueiramente, sendo a

pimenta vermelha e o aipo as mais importantes fontes destas flavonas.
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Algumas flavonas tém propriedades relacionadas com o sabor de alguns
alimentos, como por exemplo, a nobiletina (5,6,7,8,3’,4’-hexametoxiflavona), sinensetina
(5,6,7,3,4’-pentametoxiflavona) e tangeritina (5,6,7,8,4-pentametoxiflavona), as quais
sao nao glicosiladas e altamente metoxiladas, e contribuem para o sabor amargo das
frutas citricas (HOROWITZ, 1986).

Nas plantas superiores, a sintese da flavona € realizada por duas vias
enzimaticas completamente diferentes, mas usando o mesmo substrato. As duas
principais enzimas envolvidas na sintese sédo flavona sintase | (FNS I) e flavona sintase
Il (FNS II), (FIGURA 3).
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FIGURA 3 — ESQUEMA DA SINTESE DAS FLAVONAS
FONTE: MARTENS e MITHOFER (2005)

NOTA: Esquema modificado, onde mostra a sintese da flavona.
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2.5.1 Efeitos bioldgicos das flavonas

Esta classe de flavondides possui atividades bioquimicas e farmacoldgicas
incluindo, efeitos antioxidante, anticarcinogénico, antiinflamatorio, antiproliferativo,
antiangiogénico e antiestrogénico. Estudos em animais sugerem que uma dieta
contendo flavonas pode prevenir algumas doengas humanas e reduzir o risco de varios
tipos de canceres, doengas coronarias, inflamagao crénica e osteoporose (HAVSTEEN,
2002).

O extrato de Scutellaria baicalensis, popularmente chamado de solidéu-de-
baical, possui como principais constituintes quatro flavonas: wogonina (5,7-diidroxi-8-
metoxiflavona), baicaleina (5,6,7-triildroxiflavona), skullcapflavona | (5,2’-diidroxi-7,8-
dimetoxiflavona) e skullcapflavona Il (5,6'-diidroxi-6,7,8,2'-tetrametoxiflavona). Este
extrato provocou um aumento na sobrevivéncia de células neuronais quando expostas
a estresse oxidativo. A principio, os efeitos antioxidantes observados com estas células
poderiam ser devido a uma inibicado na formagao de espécies reativas de oxigénio ou
por um aumento de mecanismos antioxidantes celulares. Os autores sugeriram que as
flavonas poderiam sequestrar as espécies reativas de oxigénio diretamente. As
flavonas de Scutellaria baicalensis, promoveram também um efeito na prevencéo da
apoptose pelo aumento na razédo Bcl-2/Bax e fosforilagao de Bcl-2 (CHOI et al., 2002).

Segundo Zanden (2005), algumas flavonas inibem a atividade da proteina de
resisténcia a multidroga, como é o caso da 3,3 ,4’-trihidroxiflavona, apigenina e a
luteolina sendo as inibicdes desta atividade de 26, 47 e 53% respectivamente.

A luteolina possui algumas atividades biolégicas bem descritas, como: atividade
antioxidante (BROWN; RICE-EVANS, 1998), propriedades antialérgicas (KIMATA et al.,
2000) e inibidora da topoisomerase | (CHOWDHURY et al., 2002). A luteolina possui um
carater citotoxico em células de hepatoma de rato, onde a morte celular ocorre por
apoptose. Esta flavona entra rapidamente na célula causando danos ao DNA, sendo
que apoés esta etapa, ocorre a ativagdo da cascata das caspases que vai resultar na
morte por apoptose (MICHELS et al., 2005). Ja Horvathova et al. (2005) demonstraram

que a luteolina promove um efeito protetor contra danos ao DNA induzidos por H,0».
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A apigenina possui varias atividades biolégicas descritas, incluindo
antiinflamatéria, anticarcinogénica e a propriedade de sequestrar radicais livres em
sistemas in vitro (KIM; AHN; WOO, 1998). Estudos ainda mostram que a apigenina na
dose de 80 pmol.L™" possui a capacidade de inibir o crescimento de variados tipos de
células de cancer humano, como o cancer de colon (WANG et al., 2000), pele
(CALTAGIRONE et al., 2000), tiredide e células com leucemia (FOTSIS et al., 1998).

Dados recentes mostram que a apigenina em baixas concentragoes
(10 pmoI.L'1) promove reducdo na proliferacdo de células de cancer de prostata
humano, porém quando utilizada em altas concentragdes (30 a 50 pmoI.L'1), promove a
apoptose, sugerindo que esta flavona pode ser utilizada na prevengao e terapia de
doenca proliferativa prostatica (BEKTIC et al., 2006).

Peterson e Dwyner (1998) verificaram que algumas flavonas, como apigenina,
luteolina, nobiletina e tangeritina, possuem atividades antimutagénica e de inibicdo do
crescimento celular de algumas células cancerosas, como no carcinoma de células
escamosas.

Os efeitos de seis flavonas sobre a atividade de enzimas mitocondriais foram
investigados por Hodnick, Duval e Pardini (1994). Estas flavonas foram capazes de
inibir a atividade das enzimas NADH-oxidase e succinato-oxidase, sendo que foram
mais potentes inibidores da atividade NADH-oxidase do que succinato-oxidase,
sugerindo que o sitio de ag&o primario das flavonas esteja localizado no complexo I. A
ordem de poténcia de inibicdo promovida pelas flavonas sobre a atividade da NADH-
oxidase foi: robinetina (3,3,4,5’,7-pentahidroxiflavona) > ramnetina (3,3’,4’,5-
tetrahidroxi-7-metoxiflavona) = eupatorina (3’,5-dihidroxi-4’,6,7-trimetoxiflavona) >
baicaleina (5,6,7-trihidroxiflavona) > 7,8-dihidroxiflavona = norwogonina ( 5, 7, 8-
trinidroxiflavona).

Coleman et al. (1984) estudaram os efeitos de duas flavonas hispidulina (6-
metoxi-5,7,4’-trihidroxiflavona) e  eupafolina  (6-metoxi-5,7,3’,4’-trihidroxiflavona)
extraidos do extrato de Geigeria burkei sobre os parametros mitocondriais somente na
dose de 40 pmol.L". Nesta dose, a hispidulina promoveu um desacoplamento da
fosforilagdo oxidativa sugerindo que a hidroxila na posigcdo 3 seria necessaria para

inibicdo do estado 3. Ainda de acordo com estes autores, a eupafolina possui a
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propriedade de diminuir a velocidade respiratéria estimulada por ADP quando utilizado
0s substratos glutamato e succinato. Estas flavonas também sdo encontradas em
outras plantas medicinais como Artemisia frigida a qual € conhecida como carqueja
(YONG-LONG et al., 1981) e Arnica montana L., (SANTOS et al., 1998).

Em trabalho realizado nos ultimos anos em nosso laboratério foram estudadas
a hispidulina e eupafolina extraidas de folhas de Eupatorium litoralle, que € uma planta
arbustiva da familia Asteraceae comum no litoral do Parana, sobre o metabolismo
oxidativo de mitocéndrias isoladas de figado de rato (DABAGHI-BARBOSA et al., 2005;
HERRERIAS et al., 2007).

2.5.2 Efeitos da hispidulina sobre o metabolismo energético mitocondrial e sobre células

tumorais

Em relacdo aos efeitos provocados pela hispidulina (6-metoxi-5,7,4’-
trinidroxiflavona) (FIGURA 4) sobre os parametros respiratérios em mitocondrias
isoladas de figado de ratos, foi observado que esta flavona € capaz de reduzir a
velocidade respiratéria no estado 3 nas doses de (50 — 200 umol.L™") com os
substratos glutamato ou succinato, estimular a velocidade respiratéria no estado 4 nas
doses de (150 — 200 umol.L™") quando o glutamato foi o substrato e nas doses de (75 —
200 umol.L™") quando o substrato foi o succinato. Esta flavona também promoveu uma
diminuicdo no coeficiente de controle respiratorio nas doses de (50 — 200 pmol.L™") com
ambos os substratos. Foi observada redu¢céo também na razdo ADP/O nas doses de
(150 — 200 pmol.L™"), quando glutamato foi utilizado como substrato e nas doses de
(100 — 200 pmol.L™") quando succinato foi utilizado como substrato (DABAGHI-
BARBOSA et al., 2005).

OH

OH O
FIGURA 4 - FORMULA ESTRUTURAL DA HISPIDULINA
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Ainda de acordo com os resultados obtidos por Dabaghi-Barbosa et al. (2005),
o provavel sitio de agdo da hispidulina fica entre os complexos | e lll da cadeia
respiratéria mitocondrial, podendo ser classificada como inibidora do transporte de
elétrons. Também foi observado efeito desacoplador da fosforilagdo oxidativa e de
inibicdo do inchamento mitocondrial induzido por acetato de Na® na presenga de
substrato. Porém, a hispidulina no afetou o inchamento induzido por valinomicina e K*
na auséncia de substrato. Os resultados sugerem que esses efeitos sobre o
metabolismo mitocondrial promovidos pela hispidulina podem ser os responsaveis pela

sua citotoxicidade e efeitos bioldgicos.

2.5.3 Efeitos da eupafolina sobre o metabolismo energético mitocondrial e sobre células

tumorais

Herrerias et al. (2007) observou os efeitos promovidos pela eupafolina (6-
metoxi-5,7,3’,4’-trihidroxiflavona) (FIGURA 5) sobre os parametros respiratorios,
utilizando mitocdndrias isoladas de figado de rato e constatou que esta flavona diminui
a velocidade respiratéria no estado 3 nas doses de (25 — 200 pmol.L™") com os
substratos glutamato e succinato. Provoca um estimulo na velocidade respiratoria no
estado 4 a partir da dose de 100 umol.L™!, quando o succinato foi utilizado como
substrato e na dose de 200 pymol.L™" quando o glutamato foi utilizado. Ainda promove
uma diminuigdo no coeficiente de controle respiratério nas doses de (25 — 200 umol.L™)
com os substratos glutamato e succinato. A razdo ADP/O é diminuida nas doses de (25
- 200 pmoI.L'1) quando o substrato utilizado foi o succinato, porém quando foi utilizado
o glutamato nao verificou-se efeito. Esta flavona também tem seu sitio de agao entre os
complexos | e lll da cadeia respiratéria e provocou uma reducdo na amplitude do
inchamento mitocondrial induzido por valinomicina e K* na auséncia de substrato,

sugerindo um possivel efeito da eupafolina sobre a fluidez da membrana mitocondrial.
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FIGURA 5 - FORMULA ESTRUTURAL DA EUPAFOLINA

Em estudo realizado em nosso laboratério, tanto a hispidulina quanto a
eupafolina na concentracdo de 100 pmol.L™" diminuem cerca de 40% da viabilidade de
células de carcinoma uterino humano (Hela). Em células de melanoma murino (B16-
F10) a hispidulina ndo teve efeito na viabilidade celular, porém a flavona e a eupafolina
na concentracdo de 200 pmol.L™" diminuiram 40 e 80% da viabilidade destas células,
respectivamente (HERRERIAS et al., 2008, néo publicado).

De acordo com Abe et al. (2002), a eupafolina inibe o crescimento de trés
linhagens tumorais: MK-1 (adenocarcinoma gastrico humano), HelLa (carcinoma uterino
humano) e B16-F10 (melanoma murino) com valores de Gls, (dose responsavel pela
inibicdo de 50% do crescimento) de 29, 6 e 16 umol.L™ respectivamente.

Cabe ressaltar que a presenca do anel catecol na estrutura da eupafolina faz
com que ela possa sofrer processo de autoxidagdo gerando espécies reativas de
oxigénio, o que pode contribuir para seus efeitos biologicos.

Os efeitos da eupafolina e da hispidulina sobre o metabolismo mitocondrial
foram comparados com os observados utilizando a flavona ndo substituida que é o

objeto de estudo deste trabalho.
2.5.4 Flavona
O flavonadide utilizado em nosso estudo € a flavona (2-fenil-4H-1-benzopirano-4-

ona) (FIGURA 6). Este flavondide é encontrado em plantas como em gréos de cereais e
endro (MARTENS; MITHOFER, 2005).
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O
FIGURA 6 - FORMULA ESTRUTURAL DA FLAVONA

Segundo Jeon et al. (2007) a flavona € capaz de inibir a contragdo vascular de
musculo liso, provocando um efeito inibitorio pela diminuigdo na fosforilagdo da miosina
fosfatase.

De acordo com Wenzen et al. (2000) a flavona pode promover uma elevada
inducédo da apoptose em células de cancer colon-retal e segundo Martens e Mithofer
(2005) induz a ativagao de varias caspases e diminui a expressdo de proteina anti-
apoptatica mitocondrial Bel-2.

Zanden (2005) verificou que a flavona (25 pmol.L™") inibe a atividade de
proteinas de resisténcia a multidroga 1 em 36%. Estas proteinas de membrana estéo
envolvidas com a defesa do organismo contra compostos toxicos e este flavonoide
poderia comprometer este sistema de defesa (BORST; ELFERINK, 2002).

A flavona é capaz de afetar também algumas enzimas responsaveis pela
metabolizacdo de xenobidticos, tendo sido relatados efeitos indutores sobre as enzimas
glutationa S-transferase, UDP-glucoronosiltransferase 1 e isoformas 1A e 2B do
citocromo P450 (CANIVENC-LAVIER et al.,1996).

Como descrito anteriormente, sdo conhecidas varias propriedades biolégicas de
flavonas e de alguns derivados com diferentes substituintes, contudo, ainda ndo sao
conhecidos os efeitos da flavona ndo substituida sobre o metabolismo mitocondrial.
Como a flavona possui varios efeitos sobre o metabolismo hepatico, metabolizagéo de
drogas e sobre o processo de ativagado da apoptose, torna-se importante o estudo dos
seus efeitos sobre parametros relacionados ao metabolismo energético mitocondrial

hepatico. Desta forma torna-se possivel a comparagdo dos seus efeitos com aqueles
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obtidos com outras flavonas substituidas ja estudadas em nosso laboratério (hispidulina

e eupafolina).
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3. OBJETIVOS

Como descrito anteriormente, sabe-se que a flavona interfere no metabolismo
hepatico, na biotransformagdo de drogas e no processo de ativacdo da apoptose,
porém, n&o sdo conhecidos seus efeitos sobre o metabolismo energético mitocondrial.
Desta forma, é importante a realizagdo deste estudo que tem como objetivo avaliar os
efeitos da flavona sobre o metabolismo energético mitocondrial hepatico, buscando
entender seu mecanismo de acao.

Para tanto tivemos como objetivos especificos:

¢ Avaliar os efeitos da flavona sobre os seguintes parametros mitocondriais:
1. Consumo de oxigénio;
2. Atividade das enzimas da cadeia respiratéria;
3. Inchamento mitocondrial na presenca de valinomicina e KNOg;
4. Potencial elétrico transmembrana (AW);
e Comparar os efeitos observados aos ja descritos para flavonas ja estudadas em

nosso laboratério (hispidulina e eupafolina).
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. REAGENTES

Glutamato de sodio, succinato de soédio, NADH, ATP, ADP, EGTA, EDTA,
FCCP, rotenona, D-manitol, sacarose, HEPES, BSA, fosfoenolpiruvato, valinomicina,
oligomicina, citocromo ¢, DCPIP, PMS, DMSO, cianeto de potassio, fosfoenolpiruvato,
piruvato quinase, antimicina, Tris e flavona foram adquiridos da Sigma-Aldrich.
Hidroxido de potassio, cloreto de potassio, fosfato monobasico de potassio, fosfato
dibasico de potassio, acido cloridrico, acido sulfurico, heptamolibdato de amdnio foram
adquiridos da Merck® do Brasil.
Os demais reagentes utilizados foram do melhor grau analitico comercialmente
disponivel. As solu¢des dos reagentes foram preparadas com agua deionizada através

de sistema purificador Millipore Milli Q°.
4.2. PREPARO DA SOLUCAO DE FLAVONA

Para o preparo da solugéo estoque a flavona foi solubilizada em dimetilsulféxido
(DMSO). Nos experimentos polarograficos as concentragdes de flavona utilizadas foram
aquelas determinadas em experimentos preliminares: 25, 50, 75, 100, 150
e 200 ymol.L™". Para o restante dos experimentos apenas a dose de 25 pmol.L™" nao foi
utilizada, porque os efeitos provocados nesta dose estavam muito proximos da dose de
50 pmol.L™'. Para a realizagdo de cada experimento, as mitocdndrias foram incubadas
por 2 minutos com as diferentes concentragdes da flavona. Foram realizados em todos

os experimentos controles usando o solvente (DMSO).
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43. ANALISES DOS EFEITOS DA FLAVONA SOBRE O METABOLISMO
MITOCONDRIAL

4.3.1. Animais

Para o isolamento de mitocdndrias, foram utilizados ratos albinos, da linhagem
Wistar, machos, pesando 200 a 300 g, mantidos pelo biotério do Setor de Ciéncias
Biologicas da UFPR. Os animais foram submetidos a jejum de 12 horas permitindo-se o
consumo de agua.

Este trabalho recebeu aprovagdo (Processo 23075026484/2007-23 de
21/06/2007 Certificado n°233) do Comité de Etica em Experimentagdo Animal, do Setor

de Ciéncias Bioldgicas, da Universidade Federal do Parana.

4.3.2. Isolamento de mitocéndrias de figado de rato para determinagdo do consumo de

oxigénio, atividades enzimaticas e potencial elétrico de membrana (AY)

Os animais foram mortos por decapitagao, e o figado rapidamente retirado e
colocado no meio de isolamento, sendo mantido em banho de gelo durante todo o
processo. Mitocondrias de figado de rato foram isoladas como descrito por Voss et al.
(1961), utilizando como meio de isolamento: Sacarose 250 mmol.L™!, Tris-HCI
10 mmol.L™" (pH 7,4), EDTA 0,5 mmol.L”" e soroalbumina bovina (BSA) 0,05 g%. O
figado foi picado com tesoura em pequenos pedagos, lavado pelo menos trés vezes
com o mesmo meio e homogeneizado utilizando-se o homogeneizador van Potter-
Elvehjem por trés vezes com o pistilo frouxo e duas vezes com o pistilo normal,
sucessivamente. O homogeneizado obtido foi entdo centrifugado em centrifuga Hitachi
Himac CR21E refrigerada entre 2°C — 4°C a 2500g por cinco minutos. Nesta primeira
etapa de centrifugacdo, desprezou-se o sedimento, que possui restos de células
intactas, membranas e nucleos e o sobrenadante que contém as mitocondrias foi
novamente centrifugado a 12500 g por 10 minutos. O sedimento obtido foi ressuspenso
com meio de isolamento e centrifugado a 10000 g por 10 minutos. Este procedimento

foi repetido por duas vezes. Por fim, foi obtida a suspensdo mitocondrial, com
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concentragao protéica final variando de 20 a 100 mg.mL'1. A suspensao mitocondrial

obtida foi conservada em banho de gelo e utilizada imediatamente.
4.3.3. Determinagao do consumo de oxigénio

Foram utilizadas mitocondrias de figado de rato (1mg) isoladas segundo
método de Voss et al. (1961) (descrito no item 4.3.2) e meio de incubagéo contendo:
tampao HEPES 10 mmol.L™ (pH 7,4), EGTA 0,1 mmol.L”", manitol 125 mmol.L™", KCI
65 mmol.L™' e suplementadas com glutamato de sédio 5 mmol.L™" ou succinato de sédio
3 mmol.L™", Pi 1,6 mmol.L”" e ADP 0,16 mmol.L™.

Os experimentos foram realizados em volume final de 1,3 mL, sob agitagao
constante em camara termostatizada a 28°C (VOSS et al., 1961). O consumo de O, por
mitocéndrias intactas nas diferentes situa¢des foi determinado polarograficamente em
oxigrafo Gilson, utilizando um eletrodo de oxigénio tipo Clark (Yellow Springs
Instruments Co.), acoplado a um registrador. Os resultados foram expressos em
nanomol de O, consumidos.min™’.mg™ de proteina considerando-se a solubilidade do O,
na agua, na temperatura 28°C a 1 atm de 235 pymol.L”" (ESTABROOK, 1967). A
velocidade de consumo de oxigénio relativa ao controle foi normalizada a 100%. O
coeficiente de controle respiratério (CCR) foi obtido da relagdo entre a velocidade
respiratoria na presenga de ADP (estado 3) e a velocidade apds o consumo de ADP
(estado 4). A razao ADP/O foi avaliada considerando a razao entre a concentragao
molar de ADP adicionado ao sistema e a quantidade de oxigénio consumido durante
todo o estado 3 (CHANCE; WILLIAMS, 1955; ESTABROOK, 1967).

4.3.4. Preparo de mitocondrias rompidas para determinagao das atividades enzimaticas

mitocondriais

Mitocéndrias foram isoladas de acordo com o método de Voss et al. (1961),
foram congeladas em nitrogénio liquido apds o isolamento e apenas retiradas antes do
seu uso, quando foram rompidas, por choque térmico (congelamento e

descongelamento de 3 a 5 vezes) e mantidas em banho de gelo durante os ensaios.
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Foram obtidos fragmentos de membrana com os componentes da cadeia respiratoria ,

sendo estes utilizados para a avaliagao das atividades enzimaticas mitocondriais.

4.3.5. Determinacdo da atividade das enzimas relacionadas com a cadeia respiratoria

mitocondrial

A atividade das enzimas ligadas a cadeia respiratéria foi determinada
espectrofotometricamente em um sistema de espectofotdbmetro modelo UV — 2450PC
ou polarograficamente em oxigrafo Gilson, utilizando um eletrodo de oxigénio tipo Clark

(Yellow Springs Instruments Co.), acoplado a um registrador.
4.3.5.1 NADH Oxidase (NADH: Oxigénio Oxido-Redutase)

A atividade da NADH oxidase foi determinada espectofotometricamente pelo
método de Singer (1974) através do monitoramento da velocidade de oxidagdo do
NADH (reagao 1) a 340 nm.

NADH + 1/20,+ H* — NAD"+ H,O (1)

O sistema de reagdo foi composto por tampao fosfato 80 mmol.L™" (pH 7,4),
EDTA 50 mmol.L™", NADH 0,17 mmol.L™" e 0,5 mg de proteina mitocondrial. A reagao
ocorreu em temperatura controlada de 28°C, em volume final de 1 mL, sendo iniciada
pela adicdo de NADH (Ty), sendo acompanhada por 2 minutos.

Para calcular a velocidade da reacao utilizou-se o coeficiente de extingdo molar
Es40nm= 6220 cm™ .M. Os resultados foram expressos em nmol de NADH oxidado.

min™".mg™" de proteina mitocondrial.
4.3.5.2. NADH-Desidrogenase (EC 1.6.5.3 - NADH: Ferricianeto Oxido-redutase)

A atividade da NADH-desidrogenase foi determinada pelo método
espectrofotométrico de Singer (1974), usando o ferricianeto como aceptor artificial de
elétrons na presenca da rotenona e a reagao foi monitorada a 420 nm (Reacgao 2).

NADH + H" + 2 ferricianeto & NAD" + 2 H™ + 2 ferrocianeto (2)
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O sistema de reagao foi constituido de: tampao fosfato 50 mmol.L™ (pH 7,4),
EDTA 2,0 mmol.L™, NADH 0,15 mmol.L™, ferricianeto 600 umol.L™, rotenona 1 pmol.L™",
NaCN 1 mmol.L™" e 40 Mg de proteina mitocondrial, as mitocéndrias foram incubadas
por 2 minutos com cada concentragao da flavona. A reagao ocorreu a 28°C, em volume
final de 1 mL, sendo acompanhada pelo tempo de 2 minutos. O calculo da velocidade

da reacdo foi realizado utilizando-se o0 coeficiente de extingdo molar

€420nm= 1040 cm™ .M. Os resultados foram expressos em nanomol de ferricianeto

reduzido.min™.mg™ de proteina mitocondrial (CREUTZ; SUTIN, 1973).
4.3.5.3. Succinato Oxidase (Succinato: Oxigénio Oxido-Redutase)

A atividade enzimatica da succinato oxidase foi determinada polarograficamente
pelo método de Singer (1974). O sistema de reagdo em volume final de 1,3 ml foi
constituido de: Tampao fosfato 80 mmol.L™" (pH 7,4), EDTA 50 umol.L”, rotenona
1 pmoI.L'1, succinato de sodio 10 mmol.L™" e 1 mg de proteina mitocondrial. A reagao
ocorreu em temperatura controlada de 28°C, em volume final de 1,3 mL, e foi iniciada
pela adicdo de succinato de sédio 10 mmol.L”" . Os resultados foram expressos em
nanomol de oxigénio consumido.min™’.mg™ de proteina, considerando a solubilidade do
O, em &gua, a 1 atm e a 28°C de 235 pmol.L”' (ESTABROOK, 1967).

4.3.5.4. Succinato Citocromo ¢ Redutase (EC 1.3.99.1 - Succinato: Ferrocitocromo ¢
Oxido - Redutase)

A atividade desta enzima foi determinada pelo método de Somlo et al. (1965),
medindo-se a reducdo do citocromo ¢, apds o bloqueio da cadeia respiratoria com
NaCN 1 mmol.L™" e rotenona 1 pmol.L™". A velocidade de redugéo do citocromo ¢ foi
acompanhada a 550 nm.

O sistema de reagao foi constituido de: tampao fosfato 50 mmol.L™" (pH 7,4),
EDTA 2 mmol.L”", NaCN 1 mmol.L™", succinato de sédio 5 mmol.L™, rotenona 1 pmol.L

e 20 ug de proteina mitocondrial. A reagao ocorreu a 28°C, por 2 min, em volume final
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de 1 mL. A reacdo foi iniciada pela adigdo de 40 pmol.L™" de citocromo ¢ (To). Para

calcular a velocidade da reagdo foi utilizado o coeficiente de extingdo molar
gss0nm= 19.000 cm™ .M. A atividade enzimatica resultante foi expressa em micromol de

citocromo ¢ reduzido.min ~".mg™” de proteina mitocondrial.

4.3.5.5. Succinato Desidrogenase (EC 1.3.5.1 - Succinato: Fenazina Metasulfato Oxido-

Redutase)

A atividade da succinato desidrogenase foi determinada pelo método de Singer
(1974), utilizando-se DCPIP e PMS como aceitadores artificiais de elétrons. A
velocidade de redugao do DCPIP foi monitorada em 600 nm.

O sistema de reacao em volume final de 1 mL foi constituido de: tampéao fosfato
de sodio 50 mmol.L™" (pH 7,4), succinato de sodio 20 mmol.L™", EDTA 2 mmol.L™", NaCN
1 mmol.L”, rotenona 1 mmol.L™", PMS 1 mmol.L™ e 30 pg de proteina mitocondrial. Os
reagentes presentes no sistema, exceto o PMS e o DCPIP, foram incubados por 10 min
a 28°C. A reacao ocorreu a 28°C, em volume final de 1 mL, e foi iniciada pela adi¢ao de
DCPIP 180 pM (Ty), sendo acompanhada pelo tempo de 2 minutos. Os resultados

foram expressos em micromol de DCPIP reduzido.min'1.mg'1 de proteina mitocondrial,
utilizando-se o coeficiente de extingdo molar €ssonm= 19.000 cm™.M™" para o DCPIP

reduzido (SINGER, 1974).
4.3.5.6. Citocromo ¢ Oxidase (EC 1.9.3.1 - Ferrocitocromo c¢: Oxigénio Oxido-Redutase)

A atividade da citocromo c¢ oxidase foi determinada segundo método
espectrofotométrico de Mason et al. (1973). A velocidade de oxidagéo do citocromo c foi
acompanhada a 550 nm.

O sistema de reacdo foi constituido de tampao fosfato 50 mmol.L™”" (pH 7,4),
EDTA 2 mmol.L™, citocromo ¢ reduzido 30 pmol.L™" e 20 Mg de proteina mitocondrial. A
reagao ocorreu a 28°C, em volume final de 1 mL, e foi iniciada pela adi¢ao do citocromo

c reduzido (Ty), sendo acompanhada pelo tempo de 2 minutos.
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Para calcular a velocidade da reacao foi utilizado o coeficiente de extingao
molar €ss0nm= 19.000 cm™.M™". Os resultados foram expressos em micromol citocromo ¢

oxidado.min".mg™" de proteina mitocondrial.

Obtencdo do Ferrocitocromo c¢ : Citocromo ¢ oxidado foi reduzido usando ditionito de
sodio (NaxS204) como agente redutor. O ferrocitocromo ¢ foi separado do excesso de
ditionito por cromatografia em coluna de Sephadex G-25° médio (YONETANI; RAY,
1965). A concentragdo do citocromo c¢ reduzido foi determinada utilizando-se o
coeficiente de extingdo molar essonm= 27.700 cm™.mol™ para a hemoproteina reduzida.
O ferrocitocromo ¢ preparado por este meétodo contém menos de 5% da proteina

oxidada.

4.3.6. Determinacdo da Atividade ATPasica em Mitocéndrias intactas na presenca e

auséncia do desacoplador FCCP

A atividade da FF, ATPase (ATP fosfohidrolase) em mitocéndrias intactas na
presengca e auséncia de FCCP foi determinada dosando — fosfato inorganico (Pi)
decorrente da hidrdlise de ATP, segundo o método descrito por Pullman et al. (1960). O
ensaio foi realizado a 28°C, em sistema de reacdo constituido por: sacarose
50 mmol.L™', tampao Tris-HCI 12 mmol.L”" (pH 7.4), KCl 50 mmol.L™" e proteina
mitocondrial na quantidade de 2 mg. Nos experimentos na presenga de FCCP, o
mesmo foi adicionado na concentracdo de 1 pmol.L™". O volume final da reac&o foi de
1 mL e a temperatura mantida em 28°C. A reacao foi iniciada pela adicdo de ATP
3 mmol.L™" (To) e mantida sob constante agitacdo, sendo interrompida ap6s 10 minutos
pela adigdo de TCA a 5%. O material foi centrifugado a 10000 x g por 1 minuto, sendo
entdo o fosfato inorganico do sobrenadante dosado pelo método de Sumner (1944). A

atividade da ATPase foi expressa em micromol de Pi Iiberado.min'1.mg'1 proteina.
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4.3.7. Determinacdo da Atividade ATPasica em Mitocondrias Rompidas

A atividade da F+F, ATPase (ATP fosfohidrolase) em mitocdndrias rompidas por
ciclos congelamento/descongelamento foi determinada dosando-se o fosfato inorganico
decorrente da hidrolise de ATP, segundo o método descrito por Pullman et al. (1960).
Neste método, usa-se um sistema regenerador de ATP.

O sistema de reacdao em volume final de 1 mL foi constituido de tampao Tris-
HCl 50 mmol.L™" (pH 7,4), MgSO4 3 mmol.L™", fosfoenolpiruvato (PEP) 2,5 pmol.L™",
10 unidades de piruvato quinase (1 unidade de piruvato quinase converte 1umol de
PEP a piruvato por min) e proteina mitocondrial na quantidade de 100 ug. mL 1. Apds
adicdo do meio de reacdo e da piruvato quinase, os tubos foram incubados por
10 minutos, a 28°C. A reagdo foi iniciada pela adicido de ATP 4 mmol.L” To), €
interrompida ap6s 10 minutos pela adicdo de TCA a 5%. O material foi centrifugado a
10.000.g por 1 minuto, sendo entao o fosfato inorganico do sobrenadante dosado pelo
método de Sumner (1944). A atividade da ATPase foi expressa em pmol Pi

liberado.min™'.mg™" proteina.

4.3.8. Determinagao do inchamento (swelling) mitocondrial induzido por valinomicina em

meio contendo KNO3.

O inchamento mitocondrial devido & entrada de K" e NO'; na matriz, mediada
pela valinomicina, foi avaliado de acordo com o método descrito por Moreno e Madeira
(1990). As variagbes na absorbancia foram acompanhadas em espectrofotdmetro
modelo UV — 2450PC, no comprimento de onda de 546 nm.

O meio de reagado foi composto de nitrato de potassio 135 mmol.L™!, HEPES-
KOH 5 mmolLl' (pH 7,2, EDTA 0,1 mmolL", rotenona 2 umol.L™,
antimicina A 2 pg.mL ' e 0,2 mg de proteina mitocondrial, num volume final de 1 mL. O
meio contendo a suspensao mitocondrial foi incubado por 2 minutos com a droga antes
da adicdo de valinomicina 1,5 ug. Os resultados foram expressos como porcentagem

relativa ao controle (100%).
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4.3.9. Determinagao do Potencial Elétrico de Membrana Mitocondrial Interna (AW)

O potencial elétrico transmembrana (AW) foi determinado em
espectrofluorimetro modelo RF-5031PC (Shimadzu Scientific Instruments, Inc.)
analizando-se a variagcdo de fluorescéncia promovida pela captagado de safranina O
(AKERMAN; WIKSTROM, 1976). O comprimento de onda de excitagdo e de emiss&o
utilizado foi 495 e 585 nm, respectivamente, e as aberturas das fendas de excitacao e
emissao utilizadas foram de 3 nm (WEICKOWSKI; WOJTCZAK, 1998). A reacéao
ocorreu a 28°C num volume final de 2 mL. O meio foi constituido de: sacarose
250 mmol.L", tampao HEPES 20 mmol.L"', pH 7,2, mitocondrias (0,5 mg.mL™"),
safranina O 5 umol.L™", succinato de sédio 3 mmol.L™', NaH,PO4 2 mmol.L™, e rotenona

1 ymol.L™".

4.3.9.1 Curva de calibragao para potencial Elétrico de Membrana Mitocondrial Interna
(AW)

As curvas de calibragéo foram realizadas de acordo com a metodologia descrita
por Akerman e Wikstrdm (1976), na qual se mediu o potencial transmembrana
desenvolvido pela difusdo de K* na presencga de valinomicina (0,2 ug.mL™). O potencial
foi calculado utilizando a equagao de Nernst (equacéo 1), como descrito por Rossi e
Azzone (1969).

Equacéo 1: Equacao de Nernst
I - K* (in)
Ay = 60 . log K* (out) onde K* (in) = 120 mmol-L"

A adicdo de succinato de sodio ao meio da reagdo livre de K, contendo
mitocondrias de figado de rato e valinomicina, um ionoforo para o K*, induziu um
aumento na diferenga de fluorescéncia do corante no par de comprimentos de onda
495 nm (excitagao) e 586 nm (emissao) (FIGURA 7). Esta variagao na fluorescéncia

indica o empilhnamento das moléculas do corante na face interna da membrana
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mitocondrial interna (ZANOTTI; AZZONI, 1980) e corresponde ao estabelecimento de
um potencial de membrana (AKERMAN e WIKSTROM, 1976). Adigdes sucessivas de
ions K , na presenga de valinomicina, resultam na diminuigdo progressiva da
fluorescéncia da safranina O (FIGURA 7), pois a entrada do cation na matriz
mitocondrial neutraliza cargas internas negativas e consequentemente promove uma
diminuicdo no potencial elétrico de membrana. Desta forma menos moléculas de
safranina estardao empilhadas a membrana. Uma relagéo linear foi obtida entre o grau
de mudanca induzido na faixa de 80 a 175 mV (FIGURA 7) (AKERMAN; WIKSTROM,
1976).
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FIGURA 7 - CURVA DE CALIBRACAO PARA A DETERMINAGCAO DO POTENCIAL
ELETRICO DE MEMBRANA UTILIZANDO SAFRANINA O

NOTA: (A) refere-se as alteragbes na intensidade de fluorescéncia da safranina induzidas pelo potencial
de difuséo de potassio e (B) refere-se a curva de calibragdo em fungéo das variagdes de fluorescéncia da
safranina O. O sistema de reacao foi constituido de: sacarose 250 mmol.L™, tampéao HEPES 20 mmol.L™,
pH (7,2), mitocondrias (0,5 mg.mL™"), safranina O 5 pmol.L™”, rotenona 1 pmol.L”", NaH,PO, 2 mmol.L" e
succinato de sédio 3 mmol.L™'. As adicdes de valinomicina (0,2 mg.mL™"), de KCl e FCCP (1 umol.L™")
foram feitas como indicado na figura.

4.3.10. Determinacao da concentragao de proteinas mitocondriais

A concentragcdo de proteina foi determinada espectrofotometricamente pelo
método de Lowry et al. (1951), em 700 nm utilizando-se albumina de soro bovino como

padrao em espectrofotdbmetro modelo UV — 2450PC.

4.3.11. Analise estatistica dos dados experimentais

Os dados experimentais foram expressos como sendo a média + desvio padrao
(média = DP), submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey, para a
comparacao das médias de experimentos independentes. Valores de p < 0,05 seréo

considerados estatisticamente significativos. Foi realizada a regressédo linear para
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verificar a existéncia de uma relacao linear dos efeitos promovidos em relacdo a dose

de flavona utilizada.
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5. RESULTADOS

5.1. ANALISE DOS EFEITOS DA FLAVONA SOBRE O CONSUMO DE OXIGENIO

A oxidacao de substratos pela cadeia respiratoria gera um fluxo de elétrons,
reduzindo componentes da cadeia transportadora de elétrons. Esta cadeia € formada
por complexos enzimaticos que promovem a transferéncia de elétrons de acordo com
seu potencial redox até a reducdo do oxigénio a agua (NICHOLLS e FERGUSON,
2002). Segundo Hodnick et al. (1987), os flavondides sdao compostos que possuem a
capacidade de afetar este transporte de elétrons e o consumo de oxigénio na cadeia
respiratéria mitocondrial.

Para verificar a hipétese de a flavona (2-fenil-4H-1-benzopirano-4-ona) afetar a
respiracdo mitocondrial, inicialmente foram realizadas as analises polarograficas dos
efeitos da flavona sobre parémetros relacionados ao consumo de oxigénio, utilizando
glutamato ou succinato de sédio como substratos (FIGURA 9, 10, 11 e 12).

Os resultados mostraram que a flavona promove uma redug¢do na velocidade
respiratéria no estado 3 da respiracdo com ambos os substratos nas concentracdes
acima de 75 pmol.L™" (FIGURA 9). Quando o glutamato foi utilizado, a diminuigéo
ocorreu de maneira dose-dependente (r2=0,97) e foi mais acentuada que a diminuicao
observada quando o succinato foi utilizado como substrato. As redugdes foram de 52 e
26% na dose maxima de flavona (200 umol.L™") quando utilizou-se glutamato ou

succinato como substratos, respectivamente.
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FIGURA 9 - EFEITOS DA FLAVONA SOBRE A VELOCIDADE RESPIRATORIA NO
ESTADO 3 UTILIZANDO-SE GLUTAMATO OU SUCCINATO COMO SUBSTRATOS
OXIDAVEIS

FONTE: O autor (2008)

NOTA: O sistema de reagao foi composto por: D-manitol 125 mmol.L™ ,KCI 65 mmol.L”, tamp&o HEPES
10 mmol.L™" (pH 7,2), BSA 0,05%, EGTA 0,1 mmol.L"", Pi 1,6 mmol.L™", ADP 0,16 mmol.L"", 1mg de
proteina mitocondrial e glutamato de sdédio 5 mmol.L”". Quando foi utilizado succinato 3 mmol.L™,
acrescentou-se rotenona 2 pymol.L”, em um volume final de 1,3 mL, na temperatura de 28°C. Os
resultados representam a média + desvio padrao de 6 experimentos independentes realizados em
triplicatas e estéo expressos em porcentagem relativa ao controle (100%), para velocidade respiratéria do
estado 3. Controle (100%) corresponde a 54,9 + 11,5 nanomol de oxigénio consumido.min.'mg” de
proteina quando se utilizou o glutamato como substrato e 54,3 + 15,2 nanomol de oxigénio
consumido.min.'1mg'1 de proteina quando se utilizou o succinato. * Valores estatisticamente significativos
para p < 0,05.

Quando analisamos a velocidade respiratoria no estado 4, observamos que nas
doses de 25 - 75 pumolL" nao foram verificadas alteracdes estatisticamente
significativas (FIGURA 10). Nas doses de 150 e 200 umol.L™ verificou-se um estimulo
nesta velocidade respiratéria, quando o substrato utilizado foi o glutamato e nas doses

de 100, 150 e 200 pmol.L”', quando o substrato utilizado foi o succinato. Quando
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utilizou-se os substratos glutamato e succinato na presenca de flavona 200 umoI.L'1

observou-se os estimulos de 21 e 25%, respectivamente (FIGURA 10).
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FIGURA 10 - EFEITOS DA FLAVONA SOBRE A VELOCIDADE RESPIRATORIA NO
ESTADO 4 UTILIZANDO-SE O GLUTAMATO OU SUCCINATO COMO SUBSTRATOS
OXIDAVEIS

FONTE: O autor (2008)

NOTA: O sistema de reagao foi composto por: D-manitol 125 mmol.L™" ,KCI 65 mmol.L™, tampao Hepes
10 mmol.L™" (pH 7,2), BSA 0,05%, EGTA 0,1 mmol.L"", Pi 1,6 mmol.L™", ADP 0,16 mmol.L", 1mg de
proteina mitocondrial e glutamato de sdédio 5 mmol.L”". Quando foi utilizado succinato 3 mmol.L™,
acrescentou-se rotenona 2 pumol.L”, em um volume final de 1,3 mL, na temperatura de 28°C. Os
resultados representam a média + desvio padrdo de 6 experimentos independentes realizados em
duplicatas ou ftriplicatas e estdo expressos em porcentagem relativa ao controle de 100%, para
velocidade respiratéria do estado 4. Controle (100%) corresponde a 12,9 + 2,4 nanomol de oxigénio
consumido.min.'1mg'1 de proteina quando se utilizou o glutamato como substrato e 14,5 + 3,9 nanomol de
oxigénio consumido.min.'1mg'1 de proteina o succinato. *Valores estatisticamente significativos para
p <0,05.

Ao verificar os efeitos da flavona sobre a razdao ADP/O (FIGURA 11), quando
usado glutamato como substrato, observou-se que apenas nas doses de 150 e

200 umol.L™ ocorreram diferencas significativas, sendo que na dose de 200 umol.L™ foi

observada uma diminuicdo de aproximadamente 16% em relagdo ao controle. Quando
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o substrato utilizado foi o succinato, ocorreu uma diminuicdo deste parametro nas
doses de 75 - 200 umol.L™ chegando a 21% quando foi utilizada a maior dose (FIGURA
11).
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FIGURA 11 - EFEITO DA FLAVONA SOBRE A RAZAO ADP/O UTILIZANDO
GLUTAMATO OU SUCCINATO COMO SUBSTRATOS OXIDAVEIS
FONTE: O autor (2008)

NOTA: O sistema de reagao foi composto por: D-manitol 125 mmol.L™" ,KCI 65 mmol.L™, tampao Hepes
10 mmol.L™" (pH 7,2), BSA 0,05%, EGTA 0,1 mmol.L"", Pi 1,6 mmol.L™", ADP 0,16 mmol.L"", 1mg de
proteina mitocondrial e glutamato de sédio 5 mmol.L”". Quando foi utilizado succinato 3 mmol.L™,
acrescentou-se rotenona 2 pumol.L”, em um volume final de 1,3 mL, na temperatura de 28°C. Os
resultados representam a média + desvio padrao de 6 experimentos independentes realizados em
triplicatas e estdo expressos em porcentagem relativa ao controle de 100%, para a razdo ADP/O.
Controle (100%) corresponde a uma relagdo ADP/O de 2,1 + 0,3 quando se utilizou o glutamato como
substrato e de 1,7 £ 0,1 quando se utilizou o succinato. * Valores estatisticamente significativos para
p < 0,05.

A flavona promoveu uma diminuigédo significativa nos valores de coeficiente de
controle respiratéorio de maneira dose-dependente nas doses acima de

50 umol.L™" (FIGURA 12). Quando glutamato foi utilizado como substrato a flavona

(200 pmol.L™") promoveu uma diminuigdo de 59% no valor do coeficiente de controle
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respiratério, sendo esta redugcdo mais pronunciada que a observada quando succinato
foi utilizado como substrato, que foi de 37% (FIGURA 12).
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FIGURA 12 - EFEITOS DA FLAVONA SOBRE O COEFICIENTE DE CONTROLE
RESPIRATORIO (CCR) UTILIZANDO GLUTAMATO E SUCCINATO COMO
SUBSTRATOS OXIDAVEIS

FONTE: O autor (2008)

NOTA: O sistema de reacdo foi composto por: D-manitol 125 mmol.L™" KCI 65 mmol.L™, tam1péo Hepes
10 mmol.L” (pH 7,2), BSA 0,05%, EGTA 0,1 mmol.L"", Pi 1,6 mmol.L"", ADP 0,16 mmol.L"", 1 mg de
proteina mitocondrial e glutamato de sdédio 5 mmol.L”". Quando foi utilizado succinato 3 mmol.L™",
acrescentou-se rotenona 2 pumol.L”, em um volume final de 1,3 mL, na temperatura de 28°C. Os
resultados representam a média + desvio padrao de 6 experimentos independentes realizados em
triplicatas e estdo expressos em porcentagem relativa ao controle de 100%, para o coeficiente de
controle respiratério. Controle (100%) corresponde a um coeficiente de controle respiratério de 4,3 £ 0,7
quando se utilizou o glutamato como substrato e de 3,9 + 0,4 quando se utilizou o succinato. * Valores
estatisticamente significativos para p < 0,05.

Os resultados das andlises polarograficas mostrando os efeitos da flavona
sobre parametros relacionados ao consumo de oxigénio, utilizando glutamato ou

succinato estio resumidos nas TABELAS 3 e 4.
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TABELA 3 - EFEITOS DA FLAVONA SOBRE OS PARAMETROS RELACIONADOS AO
CONSUMO DE OXIGENIO QUANDO UTILIZADO O GLUTAMATO COMO
SUBSTRATO OXIDAVEL

Flavona Estado 3 Estado 4 ADP/O CCR
(umol.L™) (%) (%) (%) (%)
0 100,0 100,0 100,0 100,0
25 96,7 £4,7 104,9£8,7 103,5+£5,5 90,8 £ 8,7
50 90,56 +9,7 104,3 £ 14,9 98,6 £ 6,7 84,4 +12,8*
75 77,9 £ 8,5* 106,1 £ 12,5 97,2+11,7 73,1 +£8,7*
100 75,7 +£10,1* 112,1 £ 10,9 97,2+8,7 62,3+ 7,8
150 53,7 £ 5,7* 116,1 £ 10,5* 84,8 £ 9,9 50,6 + 3,8*
200 475+ 7,8 121,4 + 11,0* 84,3 +54* 40,9 + 4,0*

FONTE: O autor (2008)

NOTA: O sistema de reagao foi composto por: D-manitol 125 mmol.L”" ,KCI 65 mmol.L™, tampéo Hepes
10 mmol.L”" (pH 7,2), BSA 0,05%, EGTA 0,1 mmol.L"", Pi 1,6 mmol.L"", ADP 0,16 mmol.L"", 1 mg de
proteina mitocondrial e glutamato de sédio 5 mmol.L™" em um volume final de 1,3 mL, na temperatura de
28°C. Os resultados representam a média + desvio padrao de 6 experimentos independentes realizados
em ftriplicatas e estdo expressos em porcentagem relativa ao controle de 100%, para a velocidade
respiratéria do estado 3 e 4, razdo ADP/O e coeficiente de controle respiratério. * Valores
estatisticamente significativos para p < 0,05.
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TABELA 4 - EFEITOS DA FLAVONA SOBRE OS PARAMETROS RELACIONADOS AO
CONSUMO DE OXIGENIO QUANDO UTILIZADO O SUCCINATO COMO

SUBSTRATO OXIDAVEL

Flavona

Estado 3 Estado 4 ADP/O CCR
(umol.L™) (%) (%) (%) (%)

0 100,0 100,0 100,0 100,0
o5 98,5+ 12,3 104,1 £ 13,0 974 +43 94,7 +5,2
50 954 +12,9 1094 + 14,2 93,7+8,5 87,1 +4,0*
75 83,7 +11,1* 118,11+ 15,4 87 + 8,3* 75,2 + 8,4*
100 82,2 +16,9* 120,1 + 16,6* 88,9 + 3,9* 751 +7,3*
150 82,4 +11,2* 126,4+ 13,1* 84,6 +7,6* 65,3 + 5,9*
200 74,2 £10,71* 1245 + 6,8* 79 +7,0* 62,7 +6,1*

FONTE: O autor (2008)

NOTA: O sistema de reagao foi composto por: D-manitol 125 mmol.L™" ,KCI 65 mmol.L", tamp&o Hepes
10 mmol.L™ (pH 7,2), BSA 0,05%, EGTA 0,1 mmol.L"", Pi 1,6 mmol.L™", ADP 0,16 mmol.L", 1mg de
proteina mitocondrial, succinato 3 mmol.L”" e rotenona 2 pmol.L™!, em um volume final de 1,3 mL, na
temperatura de 28°C. Os resultados representam a média + desvio padrdo de 6 experimentos
independentes realizados em triplicatas e estdo expressos em porcentagem relativa ao controle de 100%,
para a velocidade respiratéria do estado 3 e 4, razdo ADP/O e controle respiratério. * Valores
estatisticamente significativos para p < 0,05.

Portanto, podemos sugerir a principio que os efeitos provocados pela flavona
sobre os parametros da respiracao mitocondrial, poderiam ser consequéncia de alguns
aspectos como:

a) Uma restricdo parcial no fluxo de elétrons através da cadeia respiratéria gerado
por inibicdo das atividades de enzimas da cadeia respiratéria;
b) Inibicao da sintese de ATP;
c) Redugdo da metabolizagdo de substratos, restringindo o fornecimento de
elétrons na cadeia respiratoria;
d) Alteracao da fluidez da membrana mitocondrial.
Considerando as hipéteses citadas a cima, passamos a avaliar inicialmente os

possiveis efeitos da flavona sobre a atividade das enzimas da cadeia respiratéria.
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5.2. EFEITO DA FLAVONA SOBRE ATIVIDADES ENZIMATICAS DOS COMPLEXOS
DA CADEIA RESPIRATORIA

Na TABELA 5 verificamos os efeitos da flavona sobre as atividades das
enzimas da cadeia respiratéria mitocondrial.

A flavona provocou uma inibicdo na atividade da NADH oxidase em todas as
doses utilizadas. Na dose maxima a inibicdo desta atividade enzimatica foi de 61%,
resultado este que esta de acordo com a diminuicdo da velocidade respiratéria do
estado 3 obtido quando o substrato utilizado foi o glutamato (52%) (FIGURA 3).

Quando analisamos os efeitos da flavona sobre a atividade da succinato
oxidase, observamos que ela afetou significativamente esta atividade nas doses de 75 -
200 pmoI.L'1. A inibicdo desta atividade enzimatica ocorreu de forma dependente da
dose, sendo que a flavona na dose de 200 pumol.L™ inibiu 32% da atividade. Este
resultado também esta de acordo com a diminuicdo da velocidade respiratoria do
estado 3 obtido quando foi utilizado o succinato como substrato oxidavel (26%).

A atividade da succinato citocromo ¢ redutase foi inibida pela flavona em todas
as doses Uutilizadas, sendo que esta inibicdo ocorreu de forma dose-dependente
chegando a 53% na maior dose utilizada.

A flavona nao provocou efeito significativo em nenhuma das doses utilizadas
para a atividade das enzimas NADH desidrogenase, succinato desidrogenase e
citocromo ¢ oxidase. Desta forma, os resultados sugerem que o sitio de agéo da flavona
esta localizado também entre os complexos | e lll da cadeia respiratéria. Estes efeitos
provocados pela flavona sobre a atividade das enzimas da cadeia respiratoria
concordam com os resultados vistos no consumo de oxigénio e ainda com os efeitos
provocados por outras flavonas (hispidulina e eupafolina) estudas em nosso laboratério
(DABAGHI-BARBOSA et al., 2005; HERRERIAS et al., 2007).
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TABELA 5 - EFEITOS DA FLAVONA SOBRE AS ATIVIDADES ENZIMATICAS DA
CADEIA RESPIRATORIA

Atividade Enzimatica (%)
Flavona NADH _ Succinato Succinato _
(umol.L™") NADH _ Succinato _ _ Citocromo ¢
' Desidroge- Desidroge- Citocromo ¢
Oxidase Oxidase Oxidase
nase nase Redutase
0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

50 64,7+11,8* 100,1+44 90,3+9,.2 95,7+86 783+%6,1* 101,7+13,1
75 50,7+8,9* 103+3,1 869+10,3* 965+84 723+10,9* 101,2+16,3
100 458+6,8* 994+20 80698 895+10,8 68,3+38,5" 98,9+12,9
150 38,2+10,4* 102,2+91 73,1+6,7* 893+119 564+79" 108,1 + 8,3

200 388+64* 1035+36 67,7+63" 916+123 474+93" 106,1 £ 6,6

FONTE: O autor (2008)

NOTA: As condi¢gdes experimentais estdo descritas no item 6.2.5 da secdo de Materiais e Métodos. Os
resultados estdo expressos em Atividade Enzimatica em % relativa ao controle. Controle 100%
corresponde a atividade das enzimas: NADH oxidase = 40,66 nmol de NADH oxidado.min™ mg de
proteina; NADH desidrogenase = 1,68 umol de ferricianeto redu2|do min™ mg de proteina; Succinato
oxidase = 10,5 + 4,6 nanoatomos de oxigénio consumldo min.” mg ! de proteina mitocondrial; Succinato
Desidrogenase = 85 nmol de DCPIP reduzido. min™ .mg T de protelna mitocondrial; Succinato citocromo ¢
Redutase = 71,05 nmol de C|tocromo c redu2|do por min”' mg de proteina; Citocromo ¢ Oxidase =
5,06 nmol de citocromo ¢ oxidado.min™ .mg’ ' de proteina. Os valores sdo expressos como percentagem
em relagao ao controle + desvio padrao, de no minimo quatro experimentos independentes realizados em
triplicata. * Valores com diferengas estatisticamente significativas do controle (p< 0,05).

5.3. EFEITO DA FLAVONA SOBRE ATIVIDADE DA ATPase

O gradiente eletroquimico de prétons formado pelo fluxo de elétrons através da
cadeia respiratoria € utilizado pela ATP sintase para sintese de ATP a partir de ADP e
Pi. Substancias que desfazem esse gradiente eletroquimico como desacopladores, que
atuam dissipando a forga proton motriz afetam a sintese de ATP (NICHOLLS;
FERGUSON, 1982).

A velocidade de hidrélise do ATP é baixa em mitocéndrias acopladas e alta em

mitocOndrias tratadas com agente desacoplador, neste trabalho avaliamos os efeitos da
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flavona sobre a atividade ATPasica em mitocéndrias intactas na presenga e auséncia
do desacoplador FCCP e em mitocéndrias rompidas, para verificar a influéncia deste
flavondide diretamente sobre esta enzima.

Quando utilizamos mitocondrias acopladas, podemos verificar indiretamente
possiveis efeitos da flavona sobre a permeabilidade da membrana a prétons, bem como
um possivel efeito desacoplador que pudesse afetar a sintese de ATP. Quando
adicionamos o desacoplador FCCP, a flavona possui a barreira da membrana, porém
neste caso a membrana interna encontra-se permeavel a protons.

Os resultados dos efeitos da flavona sobre a atividade da ATPase estdo
mostrados na (TABELA 6), onde se observou que a flavona nas doses utilizadas nao
afeta a capacidade hidrolitica da ATPsintase em nenhuma das condigdes experimentais

citadas acima.

TABELA 6 - EFEITOS DA FLAVONA SOBRE ATIVIDADE ENZIMATICA DA ATPase
EM MITOCONDRIAS ROMPIDAS E INTACTAS (NA AUSENCIA E NA PRESENCA DE
FCCP)

Atividade enziméatica (%)
Flavona
1 ATPase ATPase ATPase
(Mmol.L™)
Rompida Intacta sem FCCP Intacta com FCCP
0 100 100 100
50 104 + 8 94 +9 1003
75 108 +5 96+ 9 99+5
100 103+ 10 97 +£10 101 £10
150 107 £ 4 98 + 12 99 + 11
200 107+ 6 102 + 11 97 +6

FONTE: O autor (2008)

NOTA: Todos os ensaios foram realizados conforme procedimento descrito em Materiais e Métodos, no
item 4.3.6 e 4.3.7. Os resultados estdo expressos em Atividade Enzimatica em % relativa ao controle.
Controle 100% corresponde a atividade dos controles: ATPase de mitocdndrias rompidas = 1,93 + 0,2
pmol de Pi liberado.min™.mg™" proteina; ATPase de mitocondrias intactas = 56 + 0,1 nmol de Pi
Iiberado.min'1.mg'1 proteina; ATPase de mitocondrias desacopladas com FCCP = 90 + 0,23 nmol de Pi
Iiberado.min'1.mg'1 proteina. Os valores sdo expressos como percentagem em relagdo ao controle + o
desvio padrao de quatro experimentos independentes.
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Ainda de acordo com as consideragdes sobre os possiveis efeitos da flavona
sobre a respiragao mitocondrial, na sequéncia foram avaliados os possiveis efeitos da

flavona sobre parametros relacionados a fluidez da membrana mitocondrial.

5.4 EFEITOS DA FLAVONA SOBRE O INCHAMENTO (SWELLING) MITOCONDRIAL
INDUZIDO POR VALINOMICINA EM MEIO CONTENDO KNO3

As membranas bioldgicas sdo compostas basicamente por bicamadas lipidicas,
que se tornam barreiras naturais impedindo a passagem de algumas espécies
carregadas. Porém, sob certas condigcbes as membranas podem se tornar permeaveis.
E o caso quando se utiliza ionéforos que agem como indutores da permeabilidade da
membrana a certos ions, como: K*,Cs*, Rb" e NH4". Esse transporte de ions através da
membrana mitocondrial interna provoca um aumento no volume da matriz, fenédmeno
chamado de “swelling” ou inchamento mitocondrial (NICHOLLS; FERGUSON, 1982).

Um método simples para verificar o fluxo de solutos através da membrana
mitocondrial interna é monitorando o aumento da luz transmitida durante o processo de
inchamento mitocondrial. O iond6foro utilizado nesta analise foi a valinomicina, que
facilita a transferéncia do K" através da membrana mitocondrial interna. Este K™ que é
liberado na matriz mitocondrial € o responsavel pelo inchamento mitocondrial,
caracterizando entdo o inchamento mitocondrial desenergizado (NICHOLLS;
FERGUSON, 2002).

Neste trabalho o inchamento mitocondrial foi induzido por valinomicina na
presenca de KNO3;, método que pode avaliar indiretamente os possiveis efeitos da
flavona sobre pardmetros relacionados a elasticidade, permeabilidade e fluidez de
membrana.

Na FIGURA 12 e TABELA 7 pode-se verificar que a flavona provocou uma
discreta diminuicdo na amplitude e velocidade do inchamento mitocondrial nas doses
de 75 - 200 ymol.L™", chegando nesta ultima a uma redugao de aproximadamente 27%.
Na dose de 200 pmol.L™" de flavona observou-se uma redugdo de aproximadamente

cerca de 27% e 35% na amplitude e velocidade, respectivamente. As diminuigdes
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provocadas pela flavona na amplitude e velocidade apresentam-se muito semelhantes
em todas as doses utilizadas.

Esses resultados sugerem que a flavona possui um provavel efeito sobre
membrana, sugerindo que a droga pode estar interferindo no transporte de K' na
presencga de valinomicina e, portanto na fluidez da membrana mitocondrial interna. Este
efeito sobre membrana, aliado as inibigdes enzimaticas (TABELA 5) observadas na
cadeia respiratéria, esta de acordo com os efeitos observados sobre o consumo de

oxigénio nas analises polarograficas (TABELA 3 e 4).

TABELA 7 - EFEITOS DA FLAVONA SOBRE O INCHAMENTO MITOCONDRIAL
INDUZIDO POR VALINOMICINA EM MEIO CONTENDO KNO3

(E'ri‘éfﬂﬂ) Amplitude (%) Velocidade (%)
0 100,0 100,0
50 93,0 + 8,2 90,7 4.3
75 86,4 + 8,6* 83,3 + 6,4*
100 80,5 + 13,9* 74,9 + 10,5*
150 81,4 + 10,2* 75,2 + 115"
200 72,9 +7,0° 64,9 + 6,2*

FONTE: O autor (2008)

NOTA: Todos os ensaios foram realizados conforme procedimento descrito em Materiais e Métodos, no
item 4.3.8. Os resultados estdo expressos em % relativa ao controle. Controle 100% corresponde a
atividade dos controles. Os valores sdo expressos como percentagem em relagéo ao controle + o desvio
padrao de quatro experimentos independentes realizados em triplicata.
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—— Controle

—— flavona 50 ymol.L-1
flavona 75 pmol.L-1
flavona 100 pmol.L-1

—— flavona 150 pmol.L-1

—— flavona 200 ymol.L-1
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FIGURA 12 - EFEITOS DA FLAVONA SOBRE O INCHAMENTO MITOCONDRIAL
INDUZIDO POR VALINOMICINA EM MEIO CONTENDO KNO3

FONTE: o autor (2008)

NOTA: O sistema de reac&o foi constituido de nitrato de potassio 135 mmol.L”", HEPES 5 mmol.L”" (pH 7,2),
EDTA 0,1 mmol.L”, rotenona 2 p mol.L”", antimicina A 2 ug.mI" e 0,2 mg de proteina mitocondrial em um
volume final de 1 mL, suplementado com flavona conforme o indicado, conforme procedimento descrito em
materiais e métodos, item 4.3.8. O controle (100%) constituiu-se somente de sistema de reagcdo. Os
tragados sao representativos de quatro experimentos independentes realizados em ftriplicata.

Considerando os efeitos promovidos pela flavona sobre a atividade das
enzimas da cadeia respiratoria, pode-se sugerir que o potencial elétrico de
transmembrana (AW) pode também estar sendo afetado. No intuito de analisar esta
hipétese os possiveis efeitos da flavona sobre este parametro foram analisados a

seguir utilizando succinato como substrato oxidavel.

5.5 EFEITOS DA FLAVONA SOBRE O POTENCIAL ELETRICO TRANSMEMBRANA
(AW), UTILIZANDO SUCCINATO COMO SUBSTRATO

O potencial elétrico transmembrana (AW) é gerado pela diferenca de cargas

entre dois compartimentos aquosos separados pela membrana mitocondrial interna.
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Sendo que a manutencao deste gradiente eletroquimico € essencial para o equilibrio
das fungdes mitocondriais (NICHOLLS; FERGUSON, 2002).

O monitoramento do potencial transmembrana (AW) pode ser feito pelo uso de
sondas fluorescentes. Neste trabalho utilizou-se a Safranina O para analise do potencial
transmembrana. A Safranina O é uma sonda catibnica permeavel a membrana, que
provoca mudancas espectrais dependentes de sua concentragcdo. Estas mudangas
causam um fenébmeno chamado quenching, que ocorre na matriz mitocondrial, devido a
molécula possuir cargas positivas que se associam aos sitios anidnicos na porgao
hidrofébica da membrana mitocondrial interna (AKERMAN; WIKSTROM, 1976).

Para medir estas variagdes na fluorescéncia e estimar o valor do potencial foi
realizada uma curva de calibracdo utilizando succinato como substrato (FIGURA 7).
Valinomicina, que funciona como um iondforo foi adicionada ao meio, permitindo a
entrada de K™ através da membrana interna. A diferenca no AW foi induzida por adigbes
subseqiientes e sequenciais de K*, as quais provocam em cada adicdo uma pequena
despolarizagcao devido ao movimento eletroforético dos ions. Esta mudanca espectral
devido a entrada de K* promovida pela valinomicina induz uma variacdo no potencial
elétrico de membrana de forma linear, calculado usando-se a equacdo de Nernst
(AKERMAN; WIKSTROM, 1976).

Os resultados na FIGURA 13 e TABELA 8 mostram os efeitos promovidos pela
flavona sobre os valores de AY em mitocéndrias quando utilizando o succinato como
substrato. Na FIGURA 13 o experimento controle (tragado a) possui um potencial de
aproximadamente 175 mV. Os efeitos provocados pela flavona quando incubada por 2
minutos e que foram estatisticamente significativos foram nas doses de 100, 150 e
200 pmol.L™", onde o potencial diminuiu para aproximadamente 164, 158 e 154 mV nas

respectivas doses.
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TABELA 8 - EFEITOS DA FLAVONA SOBRE O POTENCIAL ELETRICO

TRANSMEMBRANA (AY)

Flavona Potencial (AW)
(umol.L™" (%)
0 100,0
50 96,7 + 3,1
75 95,4 + 3,1
100 93,6 £ 5,0*
150 90,5 + 6,0*
200 88,5 + 5,4*

FONTE: O autor (2008)

NOTA: Todos os ensaios foram realizados conforme procedimento descrito em Materiais e Métodos, no
item 4.3.9. Os resultados estdo expressos em % relativa ao controle. Controle 100% corresponde a

atividade dos controles. Os valores séo expressos como percentagem em relagéo ao controle + o desvio
padrao de quatro experimentos independentes realizados em triplicata.

b
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T T T
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FIGURA 13: EFEITOS DA FLAVONA SOBRE O POTENCIAL ELETRICO

TRANSMEMBRANA (AW)

FONTE: O autor (2008)

NOTA: O sistema de reacdo foi constituido de sacarose 250 mmol.L”", HEPES 20 mmol.L", pH 7,2,
NaH,PO, 2 mmoI.L'1, rotenona 1 pmmoI.L'1, safranina 5 pmmoI.L'1 e0,5 mg.mL'1 de proteina mitocondrial.
(a) controle sem flavona. Apds 2 min de incubagé@o com flavona (b) 50; (c) 75; (d) 100; (e) 150; (f) 200
mmol.L™ foi adicionado succinato de sédio 3 mmol.L™ como indicado. A figura representa os tragados de

quatro experimentos independentes realizados em triplicata.
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6. DISCUSSAO

Quando comparamos os resultados promovidos pela flavona sobre o
metabolismo energético mitocondrial, com aquelas duas flavonas estudadas
anteriormente em nosso laboratério (hispidulina e eupafolina), observamos que para a
velocidade respiratoria do estado 3, os efeitos provocados pela flavona estdo de acordo
com os obtidos por Dabaghi-Barbosa et al. (2005), que observou que a hispidulina na
dose de 200 pymol.L™" provocou uma diminuicdo da velocidade respiratdria no estado 3
de 42% e 27% quando foram utilizados os substratos glutamato e succinato,
respectivamente. Entretando, Herrerias et al. (2007) verificaram que a eupafolina na
concentracdo de 200 pmol.L™ possuiu capacidade de reduzir a velocidade respiratéria
no estado 3 em 80% e 65% respectivamente quando os substratos glutamato e
succinato foram utilizados. Desta forma, podemos constatar que as redugdes
promovidas pelas trés flavonas foram maiores quando o glutamato era o substrato
oxidavel, porém, com a eupafolina eles foram mais intensas.

Sobre a velocidade respiratéria do estado 4, os resultados observados por
Dabaghi-Barbosa et al. (2005) mostraram que a hispidulina na concentracao de
200 pmol.L™" provocava um maior estimulo sobre esse parametro do que o observado
para a flavona, sendo de 65% para ambos os substratos glutamato e succinato. Os
resultados observados por Herrerias et al. (2007) mostraram que a eupafolina n&o
apresentou efeito significativo nas doses inferiores a 100 umol.L™" com ambos os
substratos, glutamato e succinato, porém quando o substrato utilizado foi o succinato, a
eupafolina na dose de 100 pmol.L”" provocou um estimulo de 30% na velocidade
respiratéria do estado 4, valor este que é semelhante ao verificado para a flavona. Na
concentracdo de 200 umol.L™" a eupafolina provocou desacoplamento e redugdo da
velocidade respiratéria com ambos os substratos.

Quando comparamos os efeitos sobre a razdo ADP/O, de acordo com Dabaghi-
Barbosa et al. (2005), a hispidulina apresentou uma reducdo de 30% e 40% de
diminuicdo da razdo ADP/O na dose de 200 pmol.L™" com os substratos glutamato e
succinato respectivamente. Contudo, Herrerias et al. (2007) observaram que a

eupafolina ndo afetou significativamente a razdo ADP/O quando utilizado glutamato
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como substrato. Porém, quando o substrato utilizado foi o succinato a eupafolina
reduziu a razdo ADP/O em todas as doses utilizadas, sendo que na dose de
100 pmol.L™" a reducdo foi de 25%, ndo sendo possivel obter valor para dose de
200 pmol.L™".

Segundo Dabaghi-Barbosa et al. (2005), a hispidulina na dose de 200 ymol.L™
foi capaz de diminuir o coeficiente de controle respiratério em aproximadamente 60%
com ambos os substratos (glutamato e succinato), resultado semelhante ao observado
com a flavona quando o glutamato foi utilizado como substrato. Contudo, Herrerias et
al. (2007) observaram que a eupafolina na dose de 100 pmol.L™ é capaz de diminuir o
coeficiente de controle respiratorio em 75% e 65% com os substratos glutamato e
succinato, respectivamente, ja na dose de 200 umol.L™ ndo foi possivel determinar o
valor real devido ao desacoplamento.

Estas redugdes mais elevadas provocadas pela eupafolina provavelmente
ocorreram devido as diferengas estruturais, principalmente a presenca do anel catecol
nesta molécula, que nao é observado nas estruturas da flavona e hispidulina.

Para a atividade da NADH oxidase, de acordo com Dabaghi-Barbosa et al.
(2005) e Herrerias et al. (2007), tanto a hispidulina quanto a eupafolina foram capazes
de inibir esta atividade em todas as doses utilizadas, resultado também observado pela
flavona. A hispidulina na dose de 200 umol.L™, inibiu cerca de 43% esta atividade. A
eupafolina nesta dose mostrou um efeito mais pronunciado, sendo a inibicdo da
atividade de 76%. A flavona inibiu essa atividade em 61%.

Quando comparamos os efeitos promovidos por estes flavondides sobre a
atividade da succinato oxidase, de acordo com Dabaghi-Barbosa et al. (2005) a
hispidulina promove uma inibicdo da atividade da succinato oxidase nas concentracoes
de 75 - 200 umol.L”", porém um pouco menos acentuadas que as obtidas com a
flavona, chegando a aproximadamente 18% na maior dose 200 umol.L™". A inibigao
provocada pela eupafolina na atividade desta enzima foi semelhante a da hispidulina,
sendo que na dose de 200 pmol.L™" esta atividade foi inibida aproximadamente em 23%
(HERRERIAS et al., 2007).

Comparando os efeitos provocados pela flavona sobre a atividade da succinato

citocromo c redutase, verificamos que ele é intermediario aos efeitos observados com a
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hispidulina e eupafolina, pois a hispidulina na dose de 200 pmol.L™ provocou uma
inibicdo de aproximadamente 22% (DABAGHI-BARBOSA et al., 2005), ja a eupafolina
afetou de forma significativa todas as doses testadas sendo que na de 200 ymol.L™ a
atividade foi inibida 82% (HERRERIAS et al., 2007). Este efeito mais acentuado
provocado pela eupafolina, provavelmente esta relacionado a presencga do anel catecol
em sua estrutura e a geracao de espécies reativas de oxigénio a partir da sua oxidagao
(HERRERIAS et al., 2007).

Segundo Dabaghi-Barbosa et al. (2005) e Herrerias et al. (2007) tanto a
hispidulina quanto a eupafolina inibiram a atividade da NADH desidrogenase em todas
as doses utilizadas, porém os efeitos inibitérios observados pela eupafolina (60%)
foram mais acentuados que os vistos com a hispidulina (15%) na maior dose utilizada.
A hispidulina ndo apresentou efeito sobre a atividade da enzima succinato
desidrogenase, resultado que esta de acordo com os observados quando a flavona foi
utilizada. Entretanto a eupafolina inibiu essa atividade em todas as doses utilizadas,
chegando esta inibigdo a 49% na maior dose testada. Tanto a hispidulina quanto a
eupafolina ndo afetaram a atividade da enzima citocromo ¢ oxidase, resultado que esta
em concordancia com o observado com a flavona.

Algumas flavonas como a robinetina, ramnetina, baicaleina entre outras,
possuem a capacidade de inibir as enzimas NADH-oxidase e succinato-oxidase da
cadeia respiratéria (HODNICK; DUVAL; PARDINI, 1994).

Para a atividade da ATPase, os resultados promovidos pela flavona estdo de
acordo com os encontrados por Herrerias et al. (2007), que observaram que a
eupafolina também ndo afeta a atividade da ATPase nas mesmas condigdes
experimentais. Contudo, Dabaghi-Barbosa et al. (2005), observaram inibicbes da
atividade ATPasica em mitocéndria rompida e intacta na auséncia de desacoplador,
porém, na presenca de FCCP a hispidulina também foi incapaz de provocar efeitos.

Os resultados provocados pela flavona no inchamento mitocondrial induzido por
valinomicina na presengca de KNOj, estdo de acordo com os 30% de redugdo na
amplitude provocados pela eupafolina (200 pmol.L™") (HERRERIAS, 2005). Porém ainda
de acordo com Herrerias (2005) a eupafolina ndo possui efeito sobre a velocidade do

inchamento mitocondrial nas mesmas condi¢cdes experimentais. Ja a hispidulina nao
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provocou efeito sobre a amplitude nem velocidade do inchamento mitocondrial induzido
por valinomicina e potassio nas concentragdes utilizadas (DABAGHI-BARBOSA et al.,
2005).

Desta forma, pode-se sugerir que os efeitos da flavona observados sobre o
consumo de oxigénio, podem ser reflexos tanto das inibicbes das atividades
enzimaticas da cadeia respiratoria quanto de seus efeitos sobre membrana. Pode-se
sugerir também que parte dos efeitos observados com a hispidulina e eupafolina podem
estar relacionados com o anel da flavona, visto que varios pardmetros foram afetados
de forma semelhante para as trés flavonas (flavona, hispidulina e eupafolina). Os
efeitos da flavona foram em geral mais proximos daqueles observados com a
hispidulina (ex: diminui¢do da velocidade respiratoria no estado 3 e redugdo na razao
ADP/O nas maiores doses utilizadas). Contudo, os efeitos observados com a eupafolina
foram em geral maiores que os promovidos pelas outras flavonas, o que pode estar
relacionado com a presenga do anel catecol, ja que a eupafolina diminuiu a velocidade
respiratéria do estado 3 e inibiu a atividade de algumas enzimas como a NADH-oxidase
de maneira mais acentuada quando comparado com a flavona e hispidulina.

As diferencas observadas com a eupafolina que possui o anel catecol na sua
estrutura sdo importantes, porque se sabe que algumas atividades promovidas pelos
flavondides, como a capacidade de sequestrar radicais livres, € atribuida primariamente
a alta reatividade dos substituintes hidroxila dispostos na molécula, sendo que os
grupos hidroxilas presentes no anel-B dos flavondides sdo os mais significativos para o
sequestro de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (PANNALA et al., 2001;
HAENEN, et al., 1997; BURDA; OLESZEK, 2001; KERRY; RICE-EVANS, 1999).

Além disso, os grupos hidroxila presentes no anel-B dos flavondides sao
capazes de doar um hidrogénio e um elétron para os radicais hidroxil, peroxil e
peroxinitrito, assim estabilizando estes e originando um radical flavonéide relativamente
estavel. Entre os representantes da classe das flavonas, o sequestro de radicais hidroxil
e peroxil aumenta linearmente de acordo com o numero total de grupos hidroxila
presentes na molécula (CAO; SOFIC; PRIOR, 1997). Grupos hidroxilas no anel-B sao
os primeiros a estarem envolvidos em alguns efeitos promovidos pelos flavondides

como, por exemplo, o anel catecol proporciona um forte aumento da inibicdo da
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peroxidacgao lipidica provocada por flavondides (MORA et al., 1990; RATTY; DAS, 1988;
DUGAS et al., 2000). Contudo, a oxidagao do grupo catecol no anel-B pode produzir um
radical orto-semiquinona razoavelmente estavel e espécies reativas de oxigénio que
podem oxidar outras moléculas promovendo danos (MORA et al., 1990). Flavonas que
nao possuem o grupo catecol em sua estrutura formam radicais relativamente instaveis
e sao fracos sequestradores de radicais (PANNALA et al., 2001; BURDA; OLESZEK,
2001; GAO et al., 1999).

Segundo Cao; Sofic e Prior (1997) a atividade pré-oxidante promovida pelos
flavondides €& também diretamente proporcional ao numero de grupos hidroxila
presentes nestes compostos. Estes efeitos pro-oxidantes sdo responsaveis por efeitos
citotoxicos e pré-apoptéticos promovidos por varios flavondides presentes em ervas
medicinais (UEDA et al., 2002; ISMAIL; ALAM, 2001). Em nosso laboratorio tém sido
observados efeitos citotoxicos promovidos pela eupafolina (HERRERIAS, 2005).

Além disso, a significancia de outras configuragdes de grupos hidroxila nos
anéis A e C ainda nao é muito clara, mas sabe-se que interferem acentuando algumas
atividades biolégicas como na atividade antioxidante, porém néo de forma tao intensa
(CHOLBI, PAYA, ALCARAZ, 1990).

Apesar dos efeitos da flavona sobre o metabolismo energético mitocondrial
serem em muitos casos semelhantes aos da hispidulina (ex: diminui¢do da velocidade
respiratoria no estado 3), em outros foi possivel ver diferengas (ex: estimulo da
velocidade respiratoria no estado 4) que podem ser atribuidas a presenca de seus
substituintes, entre eles ao grupo metoxi.

Os flavondides que possuem grupos metoxi em sua estrutura ao invés de
grupos hidroxila, apresentam principalmente diferengcas de hidrofobicidade e
planaridade (MATTHIESEN; MALTERUD; SUND, 1997), o que pode afetar
significativamente sua passagem por membranas e consequentemente seus efeitos.
Também varios grupos metoxi presentes no anel-A podem reverter efeitos positivos,
como a atividade antioxidante promovida pelos flavondides que possuem o grupo
catecol no anel-B (MORA et al., 1990).

Outras caracteristicas quimicas encontradas nas flavonas podem também ser

importantes para seus efeitos. A dupla ligagédo existente entre C-2 e C-3 aliado ao grupo
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carbonila em C-4 aumentam a atividade antioxidante dos flavondides. Embora outros
elementos estruturais possam ser considerados, a capacidade de sequestrar radicais
livres promovidas pelos flavondides que possuem essas duas caracteristicas €
importante, devido ao aumento significativo desta atividade (CHOLBI; PAYA;
ALCARAZ, 1990; HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002). Todavia, de acordo com
Cao; Sofic e Prior (1997) a insaturacao entre C-2 e C-3 aliado ao grupo carbonila em C-
4, presente nas flavonas pode promover a formacgédo de espécies reativas de oxigénio
induzida por cobre divalente na presenca de oxigénio. Estas informagdes sugerem que
alguns dos mesmos atributos estruturais citados acima que s&o capazes de otimizar a
capacidade antioxidante, por exemplo, podem também exacerbar o estresse oxidativo e
promover danos a estrutura e fungdes celulares (HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA,
2002).

Segundo Hodnick et al. (1987) duas caracteristicas estruturais dos flavonodides
sao de extrema importancia para inibicdo da atividade da NADH-oxidase, primeiro a
dupla ligagao entre C-2 e C-3, e em segundo, o grupo carbonila em C-4. Estas
caracteristicas estruturais sdo observadas nas flavonas estudadas e poderiam estar
colaborarando com as inibi¢coes verificadas da NADH-oxidase.

De acordo com Hodnick et al. (1986) o numero e a localizagdo dos grupos
hidroxila presentes nos flavondides sao também muito importantes para a inibicado da
atividade da succinato oxidase e ainda a carbonila em C-4 é essencial para essa
atividade, também o numero e a configuragdo de grupos hidroxila no anel-B sao
importantes para esta atividade. Esses dados encontrados na literatura estdo em
concordancia com os resultados encontrados em nosso laboratério, pois explicam as
maiores inibicbes das enzimas da cadeia respiratéria e também a maior reducdo na
velocidade respiratéria no estado 3 promovida pela eupafolina, que possui o0 grupo
catecol no anel-B, quando comparadas com as demais flavonas em estudo.

Desta forma podemos verificar que as flavonas anteriormente estudadas no
laboratério, hispidulina e eupafolina e agora a flavona, mostraram varios efeitos
semelhantes como, por exemplo, o sitio de acdo destas flavonas sobre a cadeia

respiratoria, bem como possiveis efeitos sobre a fluidez de membrana, que podem estar
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relacionados com caracteristicas estruturais comuns nas trés estruturas como a dupla

ligacdo em C-2 e C-3, juntamente com o grupo carbonila em C-4.
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7. CONCLUSOES

¢ A flavona promove uma diminui¢cdo na velocidade respiratéria no estado 3 com
ambos os substratos nas doses de 75 - 200 pmol.L™.

e A flavona promove um discreto estimulo sobre a velocidade respiratoria do
estado 4 com ambos os substratos, sendo significativo nas doses de 150 e
200 pmol.L™" quando o glutamato foi utilizado como substrato e nas doses de 100
- 200 umol.L™" quando foi utilizado succinato.

e A relagdo ADP/O foi reduzida pela flavona nas doses de 150 e 200 pmol.L”
quando foi utilizado o glutamato como substrato e nas doses de 75 - 200 pmol.L™
quando o succinato foi utilizado como substrato.

e O coeficiente de controle respiratorio foi diminuido nas doses de 50 -
200 pmoI.L'1 com ambos os substratos, porém esta diminuicdo ocorreu de forma
um pouco mais acentuada quando o glutamato foi utilizado como substrato.

e O sitio de acéo da flavona sobre as enzimas da cadeia respiratoria mitocondrial
provavelmente esta localizado entre o complexo | e Ill.

e A flavona nado afetou significativamente a atividade da ATPase em nenhuma das
doses utilizadas.

e A flavona reduziu a amplitude e velocidade do inchamento mitocondrial induzido
por valinomicina e potassio nas doses de 75 - 200 umol.L™!, sugerindo que a
flavona possui um provavel efeito sobre fluidez de membrana.

¢ A flavona reduziu discretamente o potencial elétrico transmembrana nas doses
de 100, 150 e 200 umol.L™.

e Os resultados observados sugerem que parte dos efeitos provocados por
flavonas sobre o metabolismo mitocondrial estejam relacionados a sua estrutura
basica, os dois anéis benzénicos ligados ao anel pirano, pois as trés flavonas
mostraram efeitos semelhantes sobre varios parametros do metabolismo
mitocondrial. Sendo que os efeitos provocados pela flavona e hispidulina

assemelham-se muito, ja a eupafolina promove efeitos mais acentuados na
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maioria dos parametros estudados, provavelmente por apresentar as hidroxilas

na posicao C-3’ e C-4’ (anel catecol).
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