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RESUMO

Flavonéides sdo compostos fendlicos de baixo peso molecular encontrados em
diversas plantas e alimentos de origem natural. Diversos sdo os estudos que
relataram as suas inumeras propriedades biolégicas, entre elas: antioxidante,
seqlestradora de radicais livres, inibidora da peroxidacdo lipidica, etc. A
eupafolina (5, 7, 3, 4’ tetrahidroxi 6-metoxiflavona), a flavona objeto de estudo
desse trabalho foi extraida das folhas secas do Eupatorium litoralle e seus efeitos
sobre parametros mitocondriais foram avaliados. Além disso, foi comparada sua
atividade sobre a viabilidade celular de células Hela pelo teste do MTT com a
hispidulina (5, 7, 4’ trihidroxi 6-metoxiflavona), uma flavona extraida da mesma
planta. A eupafolina nas doses testadas (25 — 200 umol.“") provocou uma intensa
inibicdo na velocidade respiratéria do estado lll, com o glutamato e o succinato de
sédio e provocou estimulo do estado IV com ambos os substratos (75 e 100
umol.%). Os complexos enzimaticos demonstraram que essa flavona tem como
seu principal sitio de acao a regidao compreendida entre os complexos | e lll. A
eupafolina ndo promoveu alteracdo nas atividades enziméaticas da citocromo C —
oxidase e ATPase em mitocdndrias rompidas Este flavonéide inibiu
significativamente o inchamento mitocondrial induzido por valinomicina e nitrato de
potassio sugerindo que a eupafolina provoca alteragdes em propriedades da
membrana mitocondrial. Tanto a eupafolina quanto a hispidulina causaram uma
diminuicdo (40%) na viabilidade de células HeLa na dose de 100 pmol.""
sugerindo que para este parametro o anel catecol presente na eupafolina parece
nao influenciar. Através da analise de voltametria ciclica pode-se observar que a
eupafolina sofre oxidacéao irreversivel sendo gerado um pico anddico na regiao de
0,28 V (Ag/AgCl). Também demonstramos que a eupafolina sofre reagdes de
autooxidacdo catalisadas por EDTA-Fe*?, com alguns componentes da cadeia
respiratoria, como o citocromo C, de forma ndo enzimatica, na presenga de NADH,
e durante essas reagbes sao gerados radicais superéxido e peroxido de
hidrogénio. Os resultados obtidos podem explicar em parte os efeitos citotdxicos
da eupafolina e da suporte a possibilidade desse flavondide poder ser utilizado em
terapias anticancer no futuro.



ABSTRACT

Flavonoids are phenolic compounds of low molecular weight widely distributed in
plants and natural foods. Several studies biological properties, namely antioxidant,
scavenger of free radicals, inhibition of lipid peroxidation, etc. Eupafolin (6-methoxy
5, 7, 3, 4’ tetrahydroxyflavone), a flavone used in this study has extracted from dry
leaves of Eupatorium litoralle and its effects on mitochondrial metabolism were
evaluated. Its action, were compared on cellular viability of the Hela cells by MTT
trial to these of hispidulin (6-metoxy - 5, 7, 4’ tryhydroxyflavone), a flavone
extracted from same plant. Eupafolin (25 — 200 uM) promoted inhibition of the
respiratory rate in state Ill, in the presence of sodium glutamate and succinate,
stimulated state IV with both of the oxidizables substrates (75 - 100 uM). The
enzymatic complexes showed that eupafolin caused a reduction of enzymatic
activities between complexes | and lll. With Cytochrome c oxidase, ATPase in
intact or disrupted mitochondria in the presence or absence of FCCP enzymes no
effect was observed. Eupafolin inhibited the swelling of mitochondria in the
presence of valinomycin and KNO3, what demonstrated indirectly that it interferes
with the properties of the mitochondrial membrane. Both eupafolin and hispidulin
caused a reduction (40%) in the cellular viability of Hela cells (100 uM), in culture
periods (24 h), indicated that the catechol ring did not influenced this parameter.
Through voltammetry cyclic analysis eupafolin demonstrated irreversible oxidation
with the anodic peak potencial in 0,28 V (Ag/AgCl). Auto-oxidation of eupafolin was
demonstrated, catalysed by EDTA-Fe, with some components of the respiratory
chain such as cytochrome c, in the presence of NADH, resulting in the production
of the superoxide radical and hydrogen peroxide. The results could explain the
citotoxic effects of eupafolina and give support to the hypothesis that flavone could
be useful in anticancer chemotherapy in the future.



1. INTRODUCAO

Os flavonoides tém sido utilizados no tratamento de diversas patologias,
pois s&o constituintes de muitas plantas medicinais e da maioria dos alimentos de
origem vegetal. Contudo, o interesse pelo estudo de suas propriedades biolégicas
cresceu somente nas ultimas duas décadas (KANDASWAMI & MIDDLETON,
1994).

Entre as propriedades demonstradas por flavondides podemos destacar:
citotoxica, antioxidantes, sequiestradores de radicais livres, antiinflamatérias, entre
outras. Hodnick e cols. (1988) sugeriram que algumas destas propriedades, por
exemplo, a citotdxica, poderiam resultar de alteracées na bioenergética celular e
inibicdo da respiracdo mitocondrial.

Torna-se importante considerar que espécies reativas de oxigénio (ERO)
podem causar danos oxidativos em diversas biomoléculas e organelas celulares,
como a mitocéndria, a qual é particularmente sensivel a esse dano devido ao fato
da cadeia respiratéria estar continuamente gerando essas espécies reativas
(KOWALTOWSKI & VERCESI, 1999). A lipoperoxidacdo de acidos graxos
insaturados presentes na membrana mitocondrial é outro fator importante para a
perda da funcdo mitocondrial. Esta lipoperoxidacdo pode ser desencadeada por
ERO e por complexos de ferro de baixo peso molecular.

Diversos trabalhos tém documentado a atividade protetora dos flavondides
sobre patologias desencadeadas pela superproducdo de radicais livres, porém o
mecanismo de acado dessas substancias sobre o metabolismo mitocondrial nao

esta esclarecido.



Entre os flavonoides de interesse farmacoldgico, alguns pertencem a classe
das flavonas. Para este trabalho foram extraidas do Eupattorium littorale duas
flavonas, a hispidulina (5, 7, 4’- trihidroxi — 6 — metoxiflavona) e eupafolina (5, 7,
3, 4’- tetrahidroxi — 6 — metoxiflavona), as quais possuem conhecidas
propriedades bioldgicas, sendo encontradas em diversas outras plantas de
interesse medicinal, entre elas a carqueja, artemisia, arnica, entre outras.

Os efeitos da hispidulina, cuja unica diferenca em relacao a eupafolina é a
presenca de mais uma hidroxila no anel B, formando um anel catecol, sobre
parametros relacionados com o transporte de elétrons na cadeia respiratéria ja
foram estudados em nosso laboratério (BARBOSA, 2003), entretanto, muito pouco
€ encontrado na literatura sobre a eupafolina.

A eupafolina, o flavondide objeto do presente estudo, foram descritas
principalmente habilidades inibitérias do crescimento de células cancerosas (ABE
et al., 2002), acdo protetora contra o estresse oxidativo (KIM et al.,, 2002) e
atividade antiinflamatéria (SALA, 2000), porém, seu mecanismo de acao
permanece desconhecido. O objetivo geral deste trabalho é contribuir para o
conhecimento do mecanismo de agao da eupafolina sobre o metabolismo
mitocondrial, verificar sua interferéncia sobre a viabilidade celular de células Hela
e comparar os resultados com aqueles anteriormente obtidos com a hispidulina,
verificando a importancia da presenca do anel catecol para a geracao dos efeitos

bioldgicos observados.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os flavonoides pertencem a uma ampla classe de compostos fendlicos de
baixo peso molecular, derivados de benzo-y-pironas (HEIN et al., 2002).
Amplamente distribuidos na natureza, sdo conhecidos cerca de 4000 destes
compostos (HEIN et al.,, 2002). Nas plantas, muitas vezes excedem a
concentracado de 1 mM (PUPPO, 1992). Sao responsaveis pela cor, odor,
possuem atividades antibacterianas e antifungicas, contribuindo para muitos
aspectos da fisiologia das plantas (GEE et al., 1998), oferecendo também
protegdo contra radiagdo ultravioleta (HEIN et al., 2002). Participam da fase
luminosa da fotossintese como catalisadores do transporte de elétrons e/ou como
reguladores dos canais de ions envolvidos na fotofosforilacao (HEIN et al., 2002).

Os compostos flavondides sdo encontrados na maioria dos vegetais
(MONTESINOS et al., 1995) frutas, plantas medicinais e produtos alimenticios
derivados de vegetais, como o azeite de oliva, chd e vinho tinto (ISHIGE et al.,
2001).

Estima-se que a ingestao diaria de flavondides seja de aproximadamente
16 mg, e 0os mais consumidos seriam a quercetina, miricetina e kaemferol da
classe dos flavondis, e luteolina e apigenina, da classe das flavonas (GEE et al.,
1998). Contudo, pouco se conhece sobre sua disponibilidade para absorcédo e
suas interagcdes com células e tecidos de mamiferos. Neste aspecto, Gee e
colaboradores (1998) demonstraram que glucosideos de quercetina poderiam ser
absorvidos no intestino delgado através do transportador de glucose dependente

de sédio.



Na medicina tradicional sdo utilizados para o tratamento de disordens
estomacais, bronquites (NAGAO et al., 2002), processos inflamatérios e doencas
neurologicas (KIM et al., 2002).

E amplamente reconhecido o importante papel que o estresse oxidativo
desempenha em diversas doencas (YUTING et al., 1990), entre elas: o cancer, a
esclerose multipla, a doenca de Parkinson, as doengas auto-imunes, a isquemia, a
anemia e a deméncia senil (ZHOU & ZENG, 1991). Da mesma forma é também do
conhecimento da ciéncia as propriedades antioxidantes de varios flavondides,
além de possuirem atividades antiinflamatoérias, citotdxicas entre outras. Sendo
assim, existe uma grande expectativa em torno da potencial utilizacao terapéutica
dos flavonoides no tratamento destas patologias (ZHOU & ZENG, 1991), tornando
relevante o conhecimento dos mecanismos bioquimicos envolvendo esta classe

de compostos.



2.1. BIOSSINTESE E CARACTERISTICAS QUIMICAS DOS FLAVONOIDES

Os flavondides sado compostos formados a partir de aminoacidos
aromaticos como, fenilalanina e tirosina, e de unidades acetato. A fenilalanina e
tirosina sdo convertidas a acido cindmico e acido p — cumarinico os quais se
condensam com unidades acetato para formar a estrutura cinamoil dos
flavondides (Figura 1) (KANDASWAMI & A MIDDLETON, 1994).

FIGURA 1: FORMAGAO DA ESTRUTURA CINAMOIL
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Acido cinamico

SC0A

I
5O

Lo

oo

Estrutura cinamoil

FONTE: HARBONE, 1967.



A via biossintética dos flavondides incorpora precursores das vias do acido
chiquimico e dos policetideos (figura 2). O primeiro flavondide formado é a
chalcona e todos os outros flavondides sao obtidos a partir de reacdes de
oxidacdo e de reducdo deste intermediario (MARKHAM, 1982; MARCANO &
MASAHISA, 1991).

Os anéis aromaticos conjugados conferem a esses compostos a
propriedade de absor¢édo de luz na regiao do ultravioleta e visivel. Os flavonédides
sao soluveis em agua e etanol (KANDASWAMI & A MIDDLETON, 1994).

A posigao dos substituintes hidroxil e as propriedades eletrbnicas do
sistema de anéis sugerem que esses compostos podem ser bons ligantes para
elétrons d; dos metais de transicdo do quarto periodo da tabela periédica
(HAVSTEEN, 1983).

Nas plantas sdo geralmente encontrados na forma glicosilada
(KANDASWAMI & MIDDLETON, 1994), entretanto, podem estar também na forma
metilada ou agliconada. A forma glicosilada normalmente € encontrada nos
vacuolos enquanto que a forma agliconada pode estar presente em regides

lipofilicas como glandulas de 6leo (WOLLENWEBER & DIETZ, 1982).



FIGURA 2: VIA BIOSSINTETICA DOS FLAVONOIDES
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Os flavonéides sao compostos que se oxidam facilmente, devido a sua alta
propensao para transferir elétrons e, esse processo, é acompanhado pela abertura
do anel y - pirona (HAVSTEEN, 1983).

A estrutura fundamental dos flavondides nao glicosilados é formadapor
quinze atomos de carbono, dois anéis aromaticos ligados por trés atomos de
carbono que podem ou nao estar formando um anel (MARKHAM, 1982,
MARCANO & MASAHISA, 1991) (Figura 3). A numeracao dos anéis A e C é feita
com numeros ordinarios, enquanto que o anel B é numerado utilizando-se
apostrofo (BRAVO,1998). Na figura 3 pode-se observar como exemplo a
numeracao de uma flavona, classe a qual pertencem os compostos que serao

utilizados neste estudo.

FIGURA 3: NUMERAGCAO DE UM FLAVONOIDE COM ANEL C (FLAVONA)

Fonte: BRAVO, 1998.



2.2 CLASSIFICACAO DOS FLAVONOIDES

Sao conhecidas dez classes de flavonbides que possuem o0 mesmo nucleo
basico (MARKHAM, 1982; MARCANO & MASAHISA, 1991). Os flavondides sao
classificados de acordo com seus substituintes (HEIN et al., 2002). Na figura 4
estdo demonstrados os nucleos basicos das classes de flavondides. Durante a
sintese, grupamentos hidroxil sdo adicionados, podendo também ser metilados,

sulfatados e/ou glicosilados (HEIN et al., 2002).

FIGURA 4: ESTUTURA GERAL DE ALGUMAS CLASSES DE FLAVONOIDES
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O anel de seis membros (C) condensado com o anel benzénico (A) forma
uma vy - pirona (flavondis e flavononas), ou um dihidroderivado (flavanois e
flavanonas). A posicdo do anel B divide os flavondides em dois grupos:
intoflavondides (posigao 2) e os isoflavondides (posicao 3) (HAVSTEEN, 1983).

Dentre as classes de flavondides conhecidos, encontramos a das flavonas.
Entre os compostos pertencentes a esta classe varios possuem diversos efeitos

biolégicos conforme sera descrito a seguir.

2.3 ATIVIDADES BIOLOGICAS

Os flavonoides tém sido muito estudados por desencadearem importantes
efeitos biolégicos. Entre estes se pode citar: antiinflamatéria (MIDDLETON, 1984;
HAVSTEEN, 1983), antialérgica (MIDDLETON, 1984; HAVSTEEN, 1983), antiviral
(MIDDLETON, 1984; HAVSTEEN, 1983), cardioprotetora (BISNACK et al., 2001),
antihipertensiva (DUARTE et al.,, 2001), catecolaminica (KUHNAU, 1976),
antioxidante (KANDASWAMI & MIDDLETON, 1994), entre outras.

Flavonodides também atuam inibindo a lipoperoxidacao através de reacdes
envolvendo a doagao de atomos de hidrogénio para os radicais peroxil, inativando-
os e provocando a terminacao das reacdes de autooxidacdo dos acidos graxos
(TOREL et al., 1986), (ARORA et al., 1998).

Flavanois e procianidinas podem potencialmente diminuir modificacoes
oxidativas na membrana por restringirem o acesso de oxidantes e a propagacao

da peroxidacéo lipidica (VERSTRAETEN et al., 2003).
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Flavonas podem inibir a peroxidagao lipidica interferindo com a fase de
iniciagcdo ou de propagacao desse processo, doando um atomo de hidrogénio para
o intermediario peroxil ou alcoxil e formando um radical flavona estavel
(MONTESINOS et al., 1995). O radical formado pode ser eliminado por diversos
mecanismos, incluindo a autoreagdo de radicais ou ser novamente reduzido por
compostos como acido ascérbico e glutationa (COTELLE et al., 1992).

Ishige e colaboradores (2001) demonstraram o efeito protetor de diversos
flavondides, da classe das isoflavonas, flavononas, flavanois, flavonas e flavondis,
sobre a morte de neurbnios induzida pelo stress oxidativo. Sobre desordens
vasculares, os flavondides atuam diminuindo a permeabilidade e fragilidade
capilares (TOREL et al., 1986). Entretanto, sob algumas condicées reacionais,
alguns flavondides podem atuar como compostos pré-oxidantes, acelerando a
formacao de radicais de alta reatividade como o radical hidroxila (PUPPO, 1992).

Alguns flavondides tém propriedades de afetar a fosforilacdo oxidativa em
plantas e animais (RAVANEL, 1986). Este € um dado importante, considerando-se
que além do papel central no metabolismo energético, a mitocondria esta
envolvida na apoptose, e no processo de indugdo da transicao de permeabilidade
(KANTROW et al., 2000). Neste aspecto, a baicalina (5,6- dihidroxi-4-oxo-2-fenil
acido benzopirano-7-ilB-D-glucopiranosidurénico) um derivado da baicalcina, uma
flavona extraida da Sho-saiko-to, uma planta medicinal muito usada na medicina
tradicional japonesa e chinesa, induziu apoptose em células leucémicas derivadas
da linhagem T, acompanhada por um aumento de citocromo c¢ nas fragcoes

citosolicas, da queda do potencial de membrana mitocondrial e geracado de
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espécies reativas de oxigénio, sugerindo que este flavonoide atua como um pré-
oxidante e induzindo apoptose via mitocondrial (UEDA et al., 2001).

A quercetina (4’, 5, 5, 7- flavonol) € amplamente reconhecida por seus
efeitos inibitérios sobre a atividade da ATPase (CARPENEDO et al., 1969).
Takahashi e colaboradores (1998) também demonstraram um efeito inibitério da
quercetina sobre a respiragcdo mitocondrial de tecidos germinativos de Glicina
max. Esse efeito seria decorrente de trés fatores: uma inibicdo direta sobre a
oxidacdo do substrato, inibicido da entrada de fosfato na mitocdndria e um
desacoplamento da fosforilagdo oxidativa em concentracdes superiores a 0,5 mM.

Diversas flavonas testadas nado demonstraram efeitos citotéxicos em
neutrofilos humanos (MONTESINOS et al.,, 1995). Estudos de citotoxicidade in
vivo verificaram que a toxicidade desses flavondides é muito pequena em animais
(HAVSTEEN, 1983). Contudo, algumas flavonas, como exemplo a luteolina, (4’, 5,
5, 7- flavona) inibem o crescimento de células tumorais (MORIDANI et al.,2002).

Grande parte dos efeitos biolégicos protetores dos flavondides pode ser
atribuida as suas habilidades sequestradoras de radicais livres (COTELLE et al.,
1992) e sua capacidade de transferir elétrons para radicais livres (FERRALI et al.,
1997), (ZHOU & ZENG, 1991) através da formacgado de radicais fenoxil de baixa

reatividade (ARORA et al., 1998). (Equacdes 1 e 2)

ROO °“+ FI-OH — ROOH + FI-0 * (1)

OH® +FI-OH > H0+FI-0"° (2)
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Desta forma, os flavondides atuam por um mecanismo de agao similar ao
da vitamina E (a- tocoferol) no sequestro de radicais livres, como j& descrito
anteriormente (COTELLE et al., 1992).

Outra propriedade importante de alguns flavonoides é a de quelar metais de
transicdo como o ferro, suprimindo a geracao de radicais hidroxila através da

reacao de Fenton (ARORA et al., 1998). (Equacées 3 € 4)

0,° +Fe®* > 0,+Fe? (3

Fe ?* + H,0,— Fe ¥+ OH * + OH ~(4)

O radical hidroxil possui uma grande e indiscriminada reatividade e pode
causar serios danos em biomoléculas susceptiveis como o DNA, provocando

carcinogénese (ARORA et al., 1998). Alguns flavondides sao capazes de
sequiestrar radicais OH ° gerados através da fotélise do peréxido de hidrogénio

(HUSAIN, 1987).
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2.4. RELACAO ESTRUTURA — ATIVIDADE

Dependendo da estrutura, os flavonéides exibem diferentes propriedades
sequestradoras de radicais (HUSAIN, 1987). A presencga de grupamentos hidroxil,
O - metil, glicosil e de dupla ligacdo, no esqueleto basico dos flavondides tém
importancia fundamental para as atividades sequestradoras de radicais livres,
quelante de metais e antioxidante (HEIM, 2002).

As diferencas no potencial antioxidante, provocadas pela presenca de
diferentes grupamentos, é provavelmente conseqiéncia de uma alteracdo na
distribuicao e estabilizacao do spin no radical fenoxil do flavonéide (ARORA et al.,
1998).

A capacidade sequestradora de radicais livres é atribuida a presenca e
quantidade de grupamentos hidroxil, principalmente ligados ao anel B (HEIM et al.,
2002), especialmente em C-3’, ja que flavonas nao substituidas ndo apresentaram
efeito sequestrador significativo (HUSAIN, 1987). Entretanto, flavondides que
apresentam dois grupamentos hidroxil em orto, como a baicalina demonstraram
boa atividade sequestradora de radicais livres e tiveram efeito protetor sobre a
injuria induzida por peréxido de hidrogénio em células de neuroblastoma humano
SH-SY5Y (GAO et al.,, 1999) Esta atividade seqUestradora é independente da
presenca de dupla ligagéo entre C-2 e C-3 (HUSAIN, 1987), sendo sugerido por
ARORA et al. (1998) que a presenca em C-3 de um grupamento hidroxila, nos
flavondis, seja responsavel pela sua forte atividade antioxidante.

A glicosilacdo dos grupamentos hidroxil ndo altera sua poténcia
sequestradora de radicais (HUSAIN, 1987). Entretanto a presenca de

grupamentos metoxil parece diminuir a habilidade antioxidante em alguns
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flavondides testados, entre eles luteolina (4’, 5, 5, 7- flavona) e quercetina (4, 5’,
5, 7- flavonol) (ARORA et al., 1998).

A presenca de um anel catecol 3’ 4 demonstrou aumentar a capacidade de
inibicdo da lipoperoxidagdo (HEIM et al.,, 2002); (JOYEUX et al., 1995);
(MONTESINOS et al.,, 1995); (COTELLE et al.,, 1992); (ARORA et al., 1998).
Flavondéides com um grupamento catecol no anel B sdo seqlestradores de
radicais livres mais ativos, enquanto que o restante da molécula demonstrou
pouca importancia para esta atividade. Entretanto em compostos com somente um
grupamento hidroxil em B, a estrutura basica parece influenciar na atividade
sequestradora de radicais (VAN ACKER et al., 1996).

Em uma série de flavonas testadas quanto a sua atividade antioxidante,
observou-se que compostos que nao possuiam substituintes no anel B, como a
crisina (5, 7, dihidroxi flavona), a presenca de determinados grupamentos, como o
grupamento hidroxila, no anel A poderiam ser capazes de aumentar a eficiéncia
antioxidante (ARORA et al., 1998).

Por outro lado, alguns flavondides, com diferentes nimeros e posicao de
grupos hidroxilas, sdo descritos como inibidores de atividades de enzimas da
cadeia respiratéria (HODNICK et al., 1987).

Quando seis flavonas — robinetina (3, 3, 4, 5°, 7 — pentahidroxiflavona),
ramnetina (3, 3, 4°, 5, - tetrahidroxi-7-metoxiflavona) e eupatorina ( 3’, 5 —
dihidroxi-4’, 6, 7, trimetoxiflavona), baicaleina (5, 6, 7, - trihidroxiflavona), 7,8-
dihidroxiflavona e norwogonina ( 5, 7, 8, trihidroxiflavona), possuindo variaveis
configuracbes dos grupamentos hidroxil foram testadas quanto a sua capacidade

de inibicdo das atividades das enzimas mitocondriais succinato-oxidase e NADH-
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oxidase, os autores observaram um sitio primario de atuacao destes flavonodides
sobre o complexo | ja que os valores de ICsp foram menores para todos os
compostos em relacdo ao complexo II (HODNICK, 1994). Em um estudo
relacionando estrutura do flavon6ide com a atividade da succinato-oxidase,
verificou-se que flavonéides que possuiam um anel catecol em B, demonstravam
maior efeito inibitério (HODNICK, 1986). Neste aspecto, Hodnick e colaboradores
(1988) mostrarm também que a eletroquimica dos flavondides também é
importante pois flavondides que se autooxidam (E1/2 variando de -30 a + 60 mV)
foram potentes inibidores da succinato oxidase comparando-se com aqueles que
nao se autooxidam (+ 130 a + 340 mV).

Diversos trabalhos documentaram a atividade desacopladora da
fosforilagao oxidativa, dos flavondides. Mathiesen e colaboradores (1996) testaram
a atividade desacopladora e inibidora da sintese de ATP de uma série de
dihidrochalconas C-metiladas e de uma chalcona, as denominadas mirigalonas.
Entre a série de mirigalonas pesquisadas, trés provocaram desacoplamento da
fosforilacdo oxidativa em mitocéndrias de figado de rato efeito semelhante aquele
provocado pelo 2,4-dinitrofenol (DNP) um desacoplador de referéncia
(MATHIESEN et al., 1996).

Segundo Van Dijk et al., (2000) a atividade desacopladora em vesiculas
contendo citocromo ¢ - oxidase seria decorrente de um ciclo envolvendo as
seguintes etapas: a) difusdo da forma n&o-carregada do flavondide através da
membrana; b) dissociacdo dos grupamentos hidroxila ionizaveis (deprotonacao

desses grupos é facilitada por um pH alcalino); c¢) repulsdo da forma ionizada em
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resposta ao Ay e d) protonagdo da molécula ionizada do lado de fora da
membrana.

A propriedade desacopladora dos flavonéides também foi demonstrada em
mitocdndria de plantas, onde uma relacdo entre a estrutura e a atividade
desacopladora de uma série de flavonas foi mostrada. Verificou-se que a presenca
de grupamentos hidroxila nas posicdes 4 e 7 e a caracteristica lipofilica da
molécula sao condicdes que favorecem o desacoplamento (RAVANEL, 1986). Foi
observado também que a glicosilacdo das flavonas ativas suprime a atividade
desacopladora. Além disso, Cotelle et al., (1992) demonstraram que entre as
flavonas testadas aquelas hidroxiladas em C-7, sdo eficientes inibidoras da
xantina — oxidase.

Montesinos e colaboradores (1995) demonstraram que entre uma série de
flavonas testadas, as orto - dihidroxiladas, como a eupafolina (flavona utilizada
nesse estudo), possuem uma grande atividade inibitéria da peroxidacao lipidica e
sao sequestradoras de radicais superoxido gerados pelo sistema xantina-oxidase
em neutrofilos humanos.

Portanto, substituicbes no anel B sdo as mais importantes para a atividade
antioxidante dos flavondides. Grupamentos hidroxil aumentam a atividade,
enquanto que, grupamentos metoxil diminuem. A presenga de substituicdo O —
dihidroxi favorece substancialmente a atividade antioxidante e a presenca de um
grupamento hidroxil em C-3 promove inibicdo da peroxidacgéo lipidica (ARORA et

al., 1998).
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Outra propriedade importante dos flavonodides é a sua capacidade de sofrer
reacoes de 6xido-reducdo. Hodnick et al. (1988) utilizando a técnica de voltametria
ciclica verificaram o potencial redox de varios flavondides (entre eles algumas
flavonas) e sua relacdo com a atividade biolégica conhecida. Estes autores
demonstraram que o flavon6ide mais potente inibidor da succinato — ubiquinona
coenzima Q redutase mitocondrial (complexo Il), a miricetina (3, 5, 7, 3, 4, 5'-
flavonol) possuia configuragcdo dos grupamentos hidroxil capaz de suportar
reagdes redox e um potencial de oxidagdao de 60 mV.

Estudos anteriores realizados em nosso laboratério demonstraram que a
hispidulina (5, 7, 4’- trihidroxi — 6 — metoxiflavona)(Figura 5), flavona também
extraida do E. litoralle, reduziu a velocidade respiratéria no estado Il e estimulou o
estado IV em mitocdndrias de figado de rato, nas doses de 50 — 200 uM (ROCHA,
2000). Alem disso, esse flavondide estimulou a atividade da enzima ATPase, e
provocou inibicdo das atividades enzimaticas entre os complexos | e lll da cadeia

respiratéria (BARBOSA, 2003).

FIGURA 5: FORMULA ESTRUTURAL DA HISPIDULINA

HO
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2.5 EUPAFOLINA

A eupafolina, 5, 7, 3, 4’- tetrahidroxi — 6 — metoxiflavona (Figura 5) também
conhecida como nepetina € um flavonéide do grupo das flavonas com férmula
estrutural CigH120 7 (COLEMAN et al., 1984). Foi primeiramente isolada a partir
de um extrato com propriedades citotoxicas de Eupatorium cuneifolium
(KUPCHAN et al., 1969). Posteriormente foi isolada de Artemisia Ludoviciana Var.
Ludoviczana (YONG-LONG & MABRY, 1982), Baccharis trimera less (SOICKE et
al., 1987) conhecida vulgarmente como carqueja, Artemisia Frigida (YONG-LONG
et al., 1981), Salvia lavandulifolia (CANIGUERAL et al., 1989) que € usada como
hipoglicemiante e cicatrizante na medicina popular, Brickellia Chlorolepis e B.
Dentata (ULUBELEN et al., 1980), Artemisia vulgaris L., planta utilizada na
medicina tradicional como emenagoga (LEE-SANG-JUN, 1998), Arnica Montana
L., usada pela populacdo como agente tépico (SANTOS, 1998), entre outras. O
flavondide na sua forma glicosilada foi extraido da Arnica Chamissonis

(MERFORT, 1988).
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FIGURA 6: FORMULA ESTRUTURAL DA EUPAFOLINA.
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A eupafolina utilizada neste trabalho foi isolada do Eupatorium littorale
Cabrera, uma planta arbustiva, com cerca de 1 metro de altura (Figura 6) , da
familia Asteraceae, nativa de Piraquara — PR, de crescimento espontaneo proximo
a Serra do Mar (OLIVEIRA et al., 2001).

Recentemente no Departamento de Farmacologia da UFPR (Universidade
Federal do Parand) demonstrou-se que a eupafolina testada isoladamente, no
musculo cutaneo-peitoral, promoveu uma despolarizagcdo da membrana deste
tecido, e em um segundo momento, induziu a liberacdo de célcio do reticulo

sarcoplasmatico (HANSAUL, 2002).
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FIGURA 7: FOTO DO EUPATORIUM LITORALLE

Trabalhos desenvolvidos por Abe e colaboradores (2002) demonstraram
que a eupafolina inibe o crescimento de trés linhagens tumorais testadas, MK-1
(adenocarcinoma gastrico humano), HelLa (carcinoma uterino humano), B16F10
(melanoma murino) com o0s seguintes valores de Glsg (dose responsavel pela
inibicdo de 50% do crescimento) : 29, 6 e 16 uM respectivamente. Segundo esses
autores a potente atividade inibitéria do crescimento € decorrente dos quatro
substituintes polares hidroxil.

A eupafolina demonstrou acao protetora contra stress oxidativo induzido por

L-glutamato em células corticais de cérebro de rato (KIM et al., 2002), atividade
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antiinflamatéria (SALA et al., 1999) e entre diversos flavondides testados verificou-
se sua potente atividade inibitéria sobre a atividade da enzima xantina oxidase e
uma potente inibigdo da lipoperoxidacao in vitro (SANZ et al., 1994). Barbosa
(2003) verificou a capacidade da eupafolina de reagir com o radical livre DPPH e
de promover a liberagéo de ferro da ferritina..

O extrato metandlico de Santolina Chamaecyparissus contendo quatro
sesquiterpenos e eupafolina, inibiu a atividade da enzima fosfolipase Az in vitro, e
demonstrou atividade antiinflamatéria em edema de pata de rato na concentracéao
de 1Tmg/mL (SALA, 2000).

Coleman e colaboradores (1984) demonstraram a propriedade da
eupafolina em inibir a velocidade respiratdria estimulada por ADP utilizando-se
como substrato oxidavel succinato (14% de inibicdo) e glutamato de sédio (45%
de inibicao) com uma Unica dose (40uM) testada. Outros dados na literatura, sobre
a influéncia da eupafolina em parémetros respiratérios mitocondriais nao foram
encontrados.

Em experimentos de inchamento mitocondrial com preparag¢des oxidando o
substrato, a hispidulina (BARBOSA, 2003) que possui uma hidroxila a menos que
a eupafolina na posigao 3’, reduziu a velocidade e amplitude do inchamento.
Porém, estes parametros ndo foram alterados na presenca de valinomicina e
potassio. Estes parametros e os relativos ao consumo de oxigénio e atividades
enzimaticas nao foram ainda avaliados para eupafolina e constituem objetivos do

presente estudo.
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3. OBJETIVOS

e Determinar os efeitos da eupafolina sobre os seguintes parametros
mitocondriais, utilizando glutamato e succinato como substratos oxidaveis:
Consumo de oxigénio na presencga de ADP (estado IlI);
Consumo de oxigénio apds a utilizagao de ADP (estado 1V);
Coeficiente de controle respiratério (CCR);
Relacao ADP/O.

e Determinar os efeitos da eupafolina sobre as atividades das enzimas da
cadeia respiratoria.

e Verificar os efeitos da eupafolina sobre propriedades da membrana
mitocondrial utilizando a técnica de inchamento mitocondrial.

e Comparar os efeitos da eupafolina sobre o metabolismo mitocondrial com
aqueles causados pela hispidulina.

e Determinar o potencial de oxidagdo da eupafolina através da técnica de
voltametria ciclica.

e Comparar os efeitos da eupafolina e hispidulina sobre a viabilidade celular

de linhagens de células Hela .
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. REAGENTES

Glutamato de sodio, succinato de sédio, NADH, ATP, ADP, EGTA, EDTA,
FCCP, rotenona, D-manitol, sacarose, HEPES, BSA, fosfoenolpiruvato,
valinomicina, oligomicina, citocromo ¢, DCPIP, PMS, DMSO, cianeto de potéassio,
fosfoenolpiruvato, piruvato quinase, antimicina, e Tris foram adquiridos da Sigma
Chemical Co®. (EUA). Hidroxido de potassio, cloreto de potassio, fosfato
monobasico de potassio, fosfato dibasico de potassio, acido cloridrico, acido
sulfarico, heptamolibdato de aménio foram adquiridos da Merck® do Brasil.

Os demais reagentes utilizados foram do melhor grau analitico
comercialmente disponivel. As solugcées dos reagentes foram preparadas com

agua deionizada através de sistema purificador Millipore Milli Q°.

4.2 PREPARO DA SOLUCAO DE EUPAFOLINA

A eupafolina foi extraida da planta Eupatorium littorale e cedida gentilmente
pelo Dr. Bras Heleno de Oliveira, do Departamento de Quimica da Universidade
Federal do Parana. Para o preparo da solucéo estoque (13 mmol.L") a eupafolina
foi solubilizada em dimetilsulféxido (DMSO). As concentragdes utilizadas nos
experimentos mitocondriais foram: 25, 50, 75, 100 e 200 umol.L™". Nos
experimentos de viabilidade celular as concentragbes foram: 2,5, 5, 10, 50 e 100

wmol.L™,
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4.3. ANALISES DOS EFEITOS DA EUPAFOLINA SOBRE O METABOLISMO
MITOCONDRIAL
4.3.1 Animais

Para o isolamento de mitocéndrias, foram utilizados ratos albinos, da
linhagem Wistar, machos, pesando de 200-300 g, mantidos pelo biotério do Setor
de Ciéncias Biologicas da UFPR. Os animais foram alimentados com ragao
Nuvilab® e antes dos experimentos foram colocados em jejum por 12 horas com
agua ad libitum. Os animais foram sacrificados por decapitagdo, sem anestesia, e
o figado foi rapidamente retirado e colocado no meio de isolamento, sendo
mantido em banho de gelo durante todo o processamento.

Este trabalho recebeu aprovacéo (Processo n° 859510406 de 15/03/04) do
Comité de Etica em Experimentagdo Animal, do Setor de Ciéncias Bioldgicas, da

Universidade Federal do Parana.

4.3.2 Isolamento de mitocondrias de figado de rato para determinagdo do
consumo de oxigénio, atividades enzimaticas e inchamento mitocondrial.
Mitocéndrias de figado de rato foram isoladas como descrito por VOSS et al.
(1961), utilizando como meio de isolamento modificado: D-manitol 210 mmol.L™",
sacarose 70 mmol.L™", Tris-HCI 10 mmol.L™" (pH 7,4), EDTA 0,5 mmol.L" e
soroalbumina bovina (BSA) 0,05 g%. Os animais foram sacrificados como ja
descrito e o figado foi removido e lavado com o meio de isolamento e conservado
em banho de gelo. O material foi picado com tesoura em pequenos pedagos,

lavado pelo menos trés vezes com o mesmo meio e homogeneizado utilizando-se
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o0 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
320.g por cinco minutos. Nesta primeira etapa de centrifugagcéo, desprezou-se o
sedimento, que possuia restos de células intactas, membranas e nucleos, e o
sobrenadante que contém as mitocdndrias, foi novamente centrifugado a 12.600 g
por 10 minutos. O sedimento obtido foi ressuspenso com meio de isolamento e
centrifugado a 8100 g por 10 minutos. Este procedimento foi repetido por duas
vezes. Por fim, foi obtida a suspensao mitocondrial, com concentracao protéica
final variando de 20 a 100 mg/mL.

Para os experimentos de swelling mitocondrial, o procedimento bem como os
meios de extracdo utilizados foram idénticos, omitindo-se apenas da ultima
lavagem o EDTA.

A suspensao mitocondrial obtida foi conservada em banho de gelo e utilizada
imediatamente, ou entdo congelada em N liquido, quando destinada a

determinacao das atividades enzimaticas da cadeia respiratoria mitocondrial.

4.4 DETERMINACAO DO CONSUMO DE OXIGENIO

Foram utilizadas mitocdndrias de figado de rato (2 mg) isoladas segundo
método de VOSS et al. (1961) (descrito no item 4.4.2) e meio de incubacao
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™". A eupafolina
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foi adicionada em diferentes concentracdes (25 a 200 pumol.L") e permaneceu
incubada por 2 min em presenga da proteina mitocondrial.

Os experimentos foram realizados em volume final de 1,2 mL, sob agitacao
constante em camara termostatizada a 28°C (VOSS et al., 1961). O consumo de
O2 por mitocbndrias intactas nas diferentes situacdes 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, a temperatura utilizada e a 1 atm
(ESTABROOK, 1967). A velocidade de consumo de oxigénio relativa ao controle
foi normalizada a 100%. O coeficiente de controle respiratério (CCR), foi obtido da
relacdo entre a velocidade respiratéria na presenca de ADP (estado Ill) e a
velocidade apdés o consumo de ADP (estado IV). A razdao ADP/O foi avaliada
considerando a razdo entre a concentracdo molar de ADP adicionado ao sistema
e a quantidade de oxigénio consumido durante todo o estado Ill (CHANCE &

WILLIAMS, 1955) (ESTABROOK, 1967).

45 PREPARO DA SUSPENSAO DE MITOCONDRIAS ROMPIDAS PARA
DETERMINACAO DE ATIVIDADES ENZIMATICAS MITOCONDRIAIS
Mitocondrias isoladas de figado de rato, conforme descrito anteriormente (item
4.3.2) utilizando-se o método de VOSS et al. (1961), foram congeladas em
nitrogénio liquido até o momento do seu uso, quando entdo foram rompidas por

choque térmico (congelamento e descongelamento por 3 vezes) e mantidas em
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banho de gelo durante o tempo dos ensaios. Foram obtidos fragmentos de

membrana, os quais foram utilizados como fonte de enzimas.

4.6 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DAS ENZIMAS RELACIONADAS COM A
CADEIA RESPIRATORIA MITOCONDRIAL

A atividade das enzimas ligadas a cadeia respiratdria foi determinada
espectrofotometricamente em aparelho Hitashi, modelo U-2001 UV/VIS equipado
com impressora Epson LX 300 ou polarograficamente em oxigrafo Gilson,
utilizando um eletrodo de oxigénio tipo Clark (Yellow Springs Instruments Co.),

acoplado a um registrador.

4.6.1. NADH Oxidase (NADH: Oxigénio Oxido-Redutase)

A atividade da NADH oxidase foi determinada pelo método de SINGER (1974).
A velocidade de oxidacdo do NADH (reacado 1) que se traduz na velocidade de
consumo de oxigénio, foi acompanhada polarograficamente.
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 p mmol.L”", NADH 0,17 mmol.L™" e 1 mg de proteina mitocondrial. As
mitocOndrias foram incubadas por 2 minutos com cada concentragdo da droga. A
reagdao ocorreu em temperatura controlada de 28°C, em volume final de 1,3 mL,

sendo iniciada pela adicdo de NADH (Ty).
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Os resultados foram expressos em micromol de oxigénio consumido.min™’.mg™" de
proteina, considerando a solubilidade do O» em agua, a 1 atm e a 28°C de 235

ummol.L™ (ESTABROOK, 1967).

4.6.2. NADH Citocromo ¢ Redutase (EC 1.6.99.3 - NADH Citocromo ¢ Oxido-
Redutase)

A atividade da NADH citocromo c¢ redutase foi determinada
espectrofotometricamente pelo método descrito por SOMLO (1965) através do
monitoramento da velocidade de reducao do citocromo ¢ a 550nm.

O sistema de reacéo foi constituido de: tampao fosfato 50 mmol.L™" (pH
7,4), EDTA 2 mmol.L™", NADH 50 p mol.L™, citocromo ¢ (oxidado) 40 pmol.L",
NaCN 1 mmol.L™" e 80 ug de proteina mitocondrial. Os reagentes presentes no
sistema, exceto o citocromo ¢, foram incubados por 10 min a 28°C. Além disso, as
mitocdndrias foram incubadas por 2 minutos com cada concentracao da droga. A
reagdo ocorreu a 28°C, em volume final de 1 mL, e foi iniciada pela adicdo do
citocromo ¢ (To), sendo acompanhada pelo tempo de 2 minutos.

Para calcular a velocidade da reagéo utilizou-se o coeficiente de extingado molar
€550 nm (Cit ¢ red-ox)= 19.000cm™M”. Os resultados foram expressos em nanomol de

citocromo ¢ reduzido.min.mg™' de proteina mitocondrial.
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4.6.3. 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 reagéo foi monitorada a 420 nm
(Reacao 2).

NADH + H* + 2 ferricianeto ¢ NAD" + 2 H" + 2 ferrocianeto (2)

O sistema de reacdo 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 umol.L”", NaCN 1 mmol.L™" e 30 pg de proteina mitocondrial, as mitocondrias
foram incubadas por 2 minutos com cada concentragcdo da droga. A reacdo
ocorreu a 28°C, em volume final de 1 mL, sendo acompanhada pelo tempo de 2
minutos.

O célculo da velocidade da reacao foi realizado utilizando-se o coeficiente de
extingdo molar €40nm= 1040 cm™ M. Os resultados foram expressos em nanomol de
ferricianeto reduzido.min.mg™? de proteina mitocondrial (CREUTZ & SUTIN,

1973).

4.6.4. Succinato Citocromo c¢ 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
respiratéria com NaCN 1 mmol.L" e rotenona 1 umol.L™". A velocidade de redugéo

do citocromo c¢ foi acompanhada a 550 nm.
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O sistema de reagéo 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 umol.L™" e 20 pg de proteina mitocondrial. Os reagentes presentes no sistema,
exceto o citocromo ¢, foram incubados por 10 min a 28°C. A reacao ocorreu a
28°C, por 2 min, em volume final de 1 mL. A droga foi incubada por 2 min no meio
reacional nas suas diferentes concentragdes. A reacgao foi iniciada pela adicdo de
40p mmol.L™" de citocromo ¢ (To).
Para calcular a velocidade da reacgao utilizou-se o coeficiente de extincdo molar
essonm= 19.000 cm™.M™. A atividade enzimatica resultante foi expressa em

micromoles de citocromo c reduzido. min . mg" de proteina mitocondrial.

4.6.5. 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 reducao do DCPIP foi monitorada em 600 nm.

O sistema de reacdo em volume final de 1 mL foi constituido de: tampao
fosfato de sédio 50 mmol.L”" (pH 7,4), succinato de sédio 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 droga foi incubada por 2 min no

meio reacional nas suas diferentes concentragdes. A reagdo ocorreu a 28°C, em
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volume final de 1 mL, e foi iniciada pela adicdo de DCPIP 180 uM (T,), sendo
acompanhada pelo tempo de 2 minutos.

Os resultados foram expressos em micromol de DCPIP reduzido.min.mg™ de
proteina mitocondrial, utilizando-se o coeficiente de extingdo molar essonm= 19.000

cm".M" para o DCPIP reduzido (SINGER, 1974).

4.6.6. 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 oxidacdo do
citocromo c¢ foi acompanhada a 550 nm.

O sistema de reacao foi constituido de tamp&o fosfato 50 mmol.L™" (pH 7,4),
EDTA 2 mmol.L", citocromo ¢ reduzido 30 pmol.L" e 20 pg de proteina
mitocondrial. A droga foi incubada por 2 min no meio reacional nas suas diferentes
concentragdes. A reagao ocorreu a 28°C, em volume final de 1 mL, e foi iniciada
pela adigdo do citocromo c reduzido (Ty), sendo acompanhada pelo tempo de 2
minutos.

Para calcular a velocidade da reacao foi utilizado o coeficiente de extingao
molar essonm= 19.000 cm™.M". Os resultados foram expressos em micromols
citocromo ¢ oxidado.min".mg' de proteina mitocondrial.

Obtencgao do Ferrocitocromo c¢ : Citocromo ¢ oxidado foi reduzido usando ditionito
de sodio (NaxS.0g) como agente redutor. O ferrocitocromo ¢ foi separado do

excesso de ditionito por cromatografia em coluna de Sephadex G-25°® médio
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(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

método contém menos de 5% da proteina oxidada.

4.6.7. Determinacao da Atividade ATPasica em Mitocéndrias Rompidas

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

O sistema de reacdo em volume final de 1 mL foi constituido de tampéao Tris-
HCI 50 mmol.L™" (pH 7,4), MgSO, 3 mmol.L™", fosfoenolpiruvato (PEP) 2,5 umol.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 pg. mL -
', Apés adicdo do meio de reacdo e da piruvato quinase, os tubos foram
incubados por 10 minutos, a 28°2C. A reacao foi iniciada pela adicdo de ATP 4
mmol.L" To), e interrompida apés 10 minutos pela adicdo de TCA a 5%. O material
foi centrifugado a 10000.g por 1 minuto, sendo entdo o fosfato inorganico do

sobrenadante dosado pelo método de SUMNER (1944).

A atividade da ATPase foi expressa em pmol Pi liberado.min™'.mg proteina™.
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4.6.8. Controles nao-enzimaticos
Foram realizados controles na presenca de DMSO e na auséncia de eupafolina
ou para avaliagao da presenca de reag¢des ndo-enzimaticas entre os constituintes

dos meios reacionais e a flavona em todas as determinagdes.

4.7. DETERMINACAO DO INCHAMENTO (SWELLING) MITOCONDRIAL
INDUZIDO POR VALINOMICINA EM MEIO CONTENDO KNOg4.

O inchamento mitocondrial devido a entrada de potassio na matriz, mediada
pela valinomicina, foi avaliado de acordo com o método descrito por MORENO &
MADEIRA (1990). As variagbes na absorbancia foram acompanhadas em
espectrofotdmetro Hitashi modelo U-2001 UV/VIS equipado com impressora
Epson LX 300, no comprimento de onda de 546 nm.

O meio de reacdo foi composto de nitrato de potassio 135 mmol.L™,
HEPES-KOH 5 mmol.L"" (pH 7,2), EDTA 0,1 mmol.L", rotenona 2 u mol.L",
antimicina A 2 ug.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 adi¢ao de valinomicina 1,5 ug.

Os resultados foram expressos como percentagem de inibi¢do relativa ao controle

(100%).
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4.8 DETERMINACAO DA CONCENTRAGCAO DE PROTEINAS MITOCONDRIAIS
A concentracdao de proteina foi determinada espectrofotometricamente pelo
método de LOWRY et al., (1951), em 700 nm utilizando-se albumina de soro

bovino como padrdo em espectrofotometro Hitachi modelo U-2001.

4.9 DETERMINAGAO DO POTENCIAL REDOX DA EUPAFOLINA ATRAVES DA

TECNICA DE VOLTAMETRIA CICLICA

As analises foram realizadas em potenciostato EG & G modelo 173 A da
PAR (Princeton Applies Research) em tampao Tris-HCI 10 mmol.L™" (pH 7,4) e
EDTA (0,5 mmol.L'") sendo submetidos a uma temperatura de 25° C, em um
volume final de 15 mL, usando-se os eletrodos de platina como auxiliar, eletrodo
de prata (Ag /AgCl) como eletrodo de referéncia e eletrodo de carbono vitreo como
eletrodo de trabalho.

As analises foram realizadas sob atmosfera de nitrogénio para prevenir a
oxidagado da eupafolina pelo oxigénio do ar (HODNICK, 1988). Estas analises
foram realizadas com a colaboracédo da Profa. Dra. Maria Aparecida B. Gomes do
Departamento de Quimica da Universidade Federal do Parana.

Para conversao para potencial de redugdo do eletrodo padrao de

hidrogénio, o valor obtido no eletrodo de Ag/AgCl foi subtraido do valor de 0,197.
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4.10. EFEITOS DA ADICAO DE NADH, CIANETO E EDTA SOBRE A REDUCAO
DE CITOCROMO C INDUZIDA PELA EUPAFOLINA EM REACAO NAO -
ENZIMATICA

4.10.1. Efeito da adicdo de NADH e/ou EDTA sobre a reducao do citocromo ¢ em

presencga de eupafolina.

O sistema de reacao foi constituido de: tamp&o fosfato 50 mmol.L™ (pH 7,4)
e citocromo ¢ (oxidado) 40 u mol.L™". A reagéo ocorreu a 28°C, em volume final de
1 mL, e foi iniciada pela adicdo do citocromo ¢ sendo acompanhada pelo tempo de
2 minutos. O meio de reacéo foi complementado com EDTA 2 mmol.L™", NADH 50
umol.L™”, desferroxamina 0,5 mmol.L™", catalase 25 U, superdxido dismutase 80
U/mL e eupafolina 200 pmol.L™". A reacdo foi acompanhada através de uma
variagdo de absorbancia relativa a velocidade de reducao do citocromo ¢ em 550

nm.

4.10.2. Efeito da adi¢ao de cianeto sobre a reducao do citocromo ¢ em presenca
de eupafolina.

O sistema de reacdo foi constituido de: tampao fosfato 50 mmol.L™" (pH
7,4), EDTA 2 mmol.L™", citocromo ¢ (oxidado) 40 umol.L™". A reacdo ocorreu a
28°C, em volume final de 1 mL, e foi iniciada pela adicdo do citocromo ¢ sendo
acompanhada pelo tempo de 2 minutos. Aléem desses componentes foram
adicionadas ao meio reacional desferroxamina 0,5 mmol.L"!, catalase 25 U,
superoxido dismutase 80 U/mL cianeto de sédio 1 mmol.L™" e eupafolina 200
umol.L™". A reacdo foi acompanhada através do monitoramento da variacdo da

absorbancia relativa a velocidade de reducéo do citocromo ¢ a 550nm.
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411. EFEITO DA EUPAFOLINA E HISPIDULINA SOBRE A VIABILIDADE
CELULAR DE CELULAS HELA
4.11.1 Células

A linhagem celular HelLa (carcinoma uterino humano) utilizada nestes

experimentos foi adquirida no Instituto Adolfo Lutz (Sao Paulo).

4.11.2 Procedimentos de Cultivo

As células foram cultivadas em garrafas estéreis com meio MEM acrescido
de soro fetal bovino 7,5%, bicarbonato de sédio 8 mmol.L™!, tampao HEPES 20
mmol.L™" e gentamicina. As culturas foram mantidas em estufa, em atmosfera
contendo 5% de CO,, com umidade controlada de 95% e temperatura constante
de 37°. Os repiques foram realizados utilizandose de solugdo de tripsina em

intervalos de 72 h na proporcéo de 1:3.

4.11.3 Ensaio de Viabilidade Celular

A viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT (REILLY et al., 1998).
A reducédo do MTT decorrente da atividade respiratoria de células viaveis produz
um sal de formazan insoluvel que € posteriormente solubilizado para quantificagao
em 550 nm. A leitura das absorbéancias foi realizada em leitor de microplacas
Benchmark, Biorad.

As células foram colhidas assepticamente, contadas e plagueadas em
placas de 96 pocos com aproximadamente 10° células por poco. Apés a aderéncia

(24 h), foram retirados 200 puL do sobrenadante e adicionada a eupafolina ou
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hispidulina nas suas diferentes concentra¢des, o volume final foi completado para
200 puL com meio MEM completo. Apds 24 horas o sobrenadante foi retirado e
adicionaram-se 180 uL de HBSS + 20 uL da solucdo de MTT (5 mg/mL),
seguindo-se de incubagdo por 37°C/ 3 h / 5% CO,. Apos 3h retirou-se o MTT que
nao reagiu, adicionarou-se 200uL de DMSO, para solubilizar o formazan formado.
Os resultados foram obtidos em leitor de microplacas utilizando-se filtro 550 nm

contra um branco de DMSO.

4.12. ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS EXPERIMENTAIS

Os dados experimentais foram expressos como sendo a média dos valores
+ desvio padrao (média £ DP), submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste
de Tukey, para a comparacdo das médias de experimentos independentes.

Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 ANALISES POLAROGRAFICAS DO CONSUMO DE OXIGENIO

A cadeia respiratéria mitocondrial € formada por uma série de
transportadores de elétrons que ficam inseridos na membrana mitocondrial
interna. Os elétrons sao transferidos enzimaticamente através desses
transportadores de acordo com um gradiente crescente de potenciais redox
culminando com a reducgao do oxigénio a agua (NICHOLLS & FERGUSON, 2003).
A medida que os elétrons sdo transportados, ocorre simultaneamente um
bombeamento de prétons para o espaco intermembranas gerando um gradiente
de prétons responsavel pela formacao de um potencial de membrana ou forca
préton motriz que sera responsavel pela sintese de ATP (NICHOLLS &
FERGUSON, 2003).

Alguns compostos podem atuar inibindo o fluxo de elétrons como o cianeto,
que inibe a enzima citocromo-oxidase, o amital, que impede a transferéncia de
elétrons do centro Fe-S para a ubiquinona ; e outros compostos que sao inibidores
da sintese de ATP como a oligomicina e venturicidina, existindo ainda aqueles que
provocam desacoplamento entre a fosforilagéo e a transferéncia de elétrons, como
o FCCP e o DNP (ERNSTER et al., 1963) (CHANCE & HOLLINGER, 1963).

Varios flavondides sdo descritos como capazes de afetar o transporte de
elétrons e o consumo de oxigénio na cadeia respiratéria mitocondrial (HODNICK,
1987), tornando importante o estudo da eupafolina sobres esses parametros.

A figura 7 e as tabelas 1-4 mostram os efeitos da eupafolina sobre os
parametros relacionados ao consumo de oxigénio da suspensdo mitocondrial

utilizando glutamato ou succinato de sédio como substratos oxidaveis. Na figura 7
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pode-se verificar que apds a adigao da eupafolina (200 p mol.L™") ocorre a inibicdo
da velocidade respiratéria do estado lll, quando se utiliza o glutamato como
substrato oxidavel, resultados semelhantes foram obtidos com o succinato como
substrato (dados ndo mostrados). Desta forma nao foi possivel fazer a medida da

velocidade respiratéria do estado |V nesta dose.

FIGURA 8: EFEITO DA EUPAFOLINA SOBRE O CONSUMO DE OXIGENIO
UTILIZANDO-SE GLUTAMATO DE SODIO COMO SUBSTRATO OXIDAVEL

A MR + Pi + Mito 5 Eupafolina
Substrato . .
MR + Pi + Mito Glutamato
x.  ADP
28 nmol I i <+—— ADP
(0} 38 I ;
nmol O,

i 4

Meio de reacdo: tampdo HEPES 10 mmol.L" (pH 7,4), EGTA 0,1 mmol.L", manitol 125
mmol.L", KCl 65 mmol.L'" e suplementado com glutamato de sédio 5 mmol.L", Pi 1,6
mmol.L”", ADP 0,16 mmol.L"", 2 mg de proteina mitocondrial e eupafolina 200 umol.L"
(incubada por 2 min) em volume final de 1,2 mL como indicado. Tragcado A: controle (100
%). Tracado B: consumo de oxigénio o glutamato como substrato + eupafolina. Perfis
representativos de quatro experimentos independentes. MR= meio de reagdo Mito =
suspensao mitocondrial
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Observou-se que a eupafolina provocou uma inibicado dose-dependente na
velocidade respiratéria do estado Ill, quando o glutamato foi utilizado como
substrato oxidavel, sendo de aproximadamente 80% quando se utilizou a dose
méaxima (200 umol.L™") da flavona (tabela 1), quando o succinato foi o substrato, o
efeito também foi dose-dependente e na dose de 200 umol.L™" de eupafolina
verificou-se uma inibicdo de aproximadamente 65% (tabela 1).

TABELA 1: EFEITOS DA EUPAFOLINA SOBRE A VELOCIDADE

RESP,IRATORIA NO ESTADO IlI, UTILIZANDO-SE GLUTAMATO E SUCCINATO
DE SODIO COMO SUBSTRATOS OXIDAVEIS

Consumo de oxigénio (%)
Eupafolina
(umol.L") Glutamato Succinato
0 100 100
25 85+ 12* 837"
50 66 £ 9* 55+ 6*
75 49 + 6* 51+ 7*
100 32 +5* 46 + 9*
200 23 £ 4* 36+ 3*

Todos os ensaios foram realizados, conforme procedimento descrito em Materiais e Métodos item
4.4. Controle (100%) corresponde a 37,9 + 5,4 nanoatomos de O consumido.min.’'mg™ de proteina
utilizando-se o glutamato como substrato, e 57 + 13,6 nanoatomos de O consumido.min."mg'1 de
proteina para o succinato. Os valores sdo expressos como percentagem em relacao ao controle £
0 desvio padrdao de 4 experimentos independentes em ftriplicata. * Valores com diferengas
estatisticamente significativas do controle (p< 0,05).
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Na tabela 2 podem-se observar os efeitos da eupafolina sobre a velocidade
respiratéria no estado IV utilizando glutamato ou succinato de sédio como
substratos oxidaveis.

Quando o glutamato foi utilizado como substrato ndo se verificou efeito
estatisticamente significativo sobre a velocidade respiratéria no estado IV nas
doses menores (25 e 50 umol.L™") , mas para a maior dose (200 umol.L™") nao foi
possivel mensurar devido a uma inibicado de 77% no valor da velocidade
respiratoria do estado lll (tabela 2) (figura 7) com o glutamato. Quando se utilizou
succinato de sédio como substrato, os efeitos observados sobre o estado IV nédo
foram significativos nas doses menores (25 e 50 pmol.L™), mas para as maiores
doses houve estimulo da velocidade de consumo de oxigénio no estado IV de
aproximadamente 20% e 60% para a dose de 75 e 100 umol.L™' respectivamente,
entretanto ndo foi possivel mensurar o valor da velocidade respiratéria no estado
IV para a dose de 200 umol.L”" também devido & intensa inibicdo da velocidade

respiratoria provocada pela eupafolina (tabela 2) bem como o CCR (tabela 4).
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TABELA 2: EFEITOS DA EUPAFOLINA SOBRE A VELOCIDADE
RESPIRATORIA NO ESTADO IV UTILIZANDO-SE O GLUTAMATO E
SUCCINATO COMO SUBSTRATOS OXIDAVEIS

Eupafolina Consumo de oxigénio (%)
-1
(umol.L™) Glutamato Succinato
0 100 100

25 104 £7 102+ 4
o0 106 + 10 107 + 14
5 113+ 10* 121 + 19*
100 113+ 7* 162 + 16*
200

Todos os ensaios foram realizados, conforme procedimento descrito em Materiais e Métodos item
4.4. Controle (100%) corresponde a 8,46 + 0,68 nanoatomos de O consumido.min.'1mg'1 de
proteina utilizando-se o glutamato como substrato, e 11,81 = 2.34 nanoatomos de O
consumido.min.'1mg'1 de proteina para o succinato. Os valores sdo expressos como percentagem
em relacdo ao controle + o desvio padrdo, de 4 experimentos independentes em triplicata.” Valores
com diferencgas estatisticamente significativas do controle (p< 0,05).

Considerando-se a razdo ADP/O, quando o glutamato foi utilizado como
substrato oxidavel percebe-se que a eupafolina provocou alteracao nesta relacéo
nas doses de 50 a 100 umol.L" em todas as doses testadas chegando a uma
inibicdo de 10 % na maior dose (tabela 3). Quando se utilizou o succinato como
substrato verificou-se uma reducao de 20% e 25% nesta relagao nas doses de 75
e 100 umol.L™" respectivamente (tabela 3). Quando se utilizou a eupafolina na

dose maxima nao foi possivel determinar a relagdo ADP/O.
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TABELA 3: EFEITO DA EUPAFOLINA SOBRE A RAZAO ADP/O UTILIZANDO O
GLUTAMATO OU SUCCINATO COMO SUBSTRATOS OXIDAVEIS

Razdo ADP/O (%)
Eupafolina
-1
(umol.L™) Glutamato Succinato
0 100 100
+
25 93 +6 86 + 8*
50 85+8 85+ 7*
75 91+ 7 82+9~*
200 -

Todos os ensaios foram realizados, conforme procedimento descrito em Materiais e Métodos item
4.4. Controle (100%) corresponde a uma relacdo ADP/O de 3,0 + 0,39 utilizando-se o glutamato
como substrato, e de 2,25 + 0,26 para o succinato. Os valores sdo expressos como percentagem
em relagdo ao controle + o desvio padrao, de 4 experimentos independentes em triplicata.” Valores
com diferengas estatisticamente significativas do controle (p< 0,05).

A eupafolina provocou uma significativa redugéo no coeficiente de controle
respiratorio quando se utilizou o glutamato como substrato em todas as doses
testadas, sendo que, a inibigdo variou de 25% para a dose de 25 umol.L™" a 75%
na maior dose mensuravel (100 umol. L) (tabela 4).

O CCR foi reduzido em aproximadamente 65% quando o succinato foi utilizado

como substrato, (tabela 4) na dose de 100 pmol.L™" de eupafolina.
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TABELA 4: EFEITOS DA EUPAFOLINA SOBRE O COEFICIENTE DE
CONTROLE RESPIRATORIO UTILIZANDO-SE O GLUTAMATO E SUCCINATO
COMO SUBSTRATOS OXIDAVEIS:

CCR (%)
Eupafolina
(umol.L™)
Glutamato Succinato
0 100 100
25 73 + 6* 76 £ 9%
50 67 +9* 56 + 6*
75 41+ 6* 53 + 6%
100 24 + 5* 37 £ 4,5%
200 0,00 0,00

Todos os ensaios foram realizados, conforme procedimento descrito em Materiais e Métodos item
4.4. Controle (100%) corresponde a um coeficiente de controle respiratério de 4,56 + 0,52
utilizando-se o glutamato como substrato, e de 4,26 + 0,36 para o succinato. Os valores sao
expressos como percentagem em relagdo ao controle £ o desvio padrao de 4 experimentos
independentes em triplicata.” Valores com diferengas estatisticamente significativas do controle (p<
0,05).

Estes resultados confirmam os dados observados por Coleman e
colaboradores (1984) que haviam anteriormente demonstrado, que a eupafolina
promove inibicdo na velocidade respiratéria no estado Ill e redu¢cdo na razéo
ADP/O. Contudo, esses autores utilizaram apenas a dose de 40 umol.L" e
verificaram que a eupafolina provocava uma inibicao de 45% e 14% no estado llI
quando o substrato oxidavel era o glutamato ou succinato respectivamente. As
diferencas observadas em relagdo a percentagem de inibicdo, poderiam em parte,
ser atribuidas ao fato de que as preparagdes mitocondriais utilizadas por Coleman

e cols. (1984) possuiam coeficiente de controle respiratorio entre 2 e 3,5
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portanto, abaixo dos valores considerados satisfatérios para esse tipo de
experimento e além disso, esses controles foram realizados em presenca de
etanol o que poderia afetar os resultados e explicar estas diferencas.

Como os resultados obtidos demonstram que a eupafolina possui um
acentuado efeito sobre o consumo de oxigénio mitocondrial, poderia estar
ocorrendo: interferéncia direta nos complexos enzimaticos da cadeia respiratéria,
interacdo da eupafolina com a membrana mitocondrial ou ainda, interferéncia
direta sobre o transporte de elétrons em reacbes de Oxido-reducdao com
componentes da cadeia respiratdria mitocondrial.

Hodnick e colaboradores (1994) demonstraram que flavondides alguns deles
com estruturas semelhantes a da eupafolina, como a luteolina (4’, 5, 5, 7- flavona)
uma flavona que possui hidroxilas em orto no anel B mas se distingue da
eupafolina por ndao apresentar grupamento metéxi (HODNICK et al., 1986), inibiam
tanto a NADH — oxidase quanto a succinato-oxidase, porém em intensidades
diferentes estando estas inibi¢cdes relacionadas com a sua estrutura quimica. Este
efeito inibidor foi dependente também das propriedades eletroquimicas dos
flavonoides (HODNICK, 1988).

Para avaliar melhor estas hipo6teses inicialmente foram verificados os efeitos

da eupafolina sobre atividades enzimaticas da cadeia respiratoria.
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5.2 EFEITO DA EUPAFOLINA SOBRE AS ATIVIDADES DAS ENZIMAS
RELACIONADAS COM A CADEIA RESPIRATORIA MITOCONDRIAL

As acentuadas intensas inibicbes causadas pela eupafolina sobre o
consumo de oxigénio e os relatos na literatura sobre inibicbes enziméticas
promovidas por outros flavondides (HODNICK et al., 1986) motivaram as
avaliacOes dos efeitos da eupafolina sobre os complexos enzimaticos da cadeia
respiratoria.

A eupafolina provocou uma inibicdo dose dependente da NADH oxidase,
que foi estatisticamente significativa em todas as doses testadas. A inibicdo
méaxima foi de aproximadamente 75% com a dose de 200 pmol.L™' de eupafolina
(tabela 5), sendo esses resultados condizentes com os observados para a inibi¢cao
da velocidade respiratéria do estado Il obtidos polarograficamente (= 70%) (tabela
1), quando se utilizou o glutamato como substrato oxidavel . Hodnick e cols (1986)
destacam a importancia de dois fatores estruturais dos flavondéides para a inibicéo
da NADH - oxidase, sendo eles: a dupla ligacdo C,3 e grupo ceto em C4 sendo
estas caracteristicas estruturais encontradas na eupafolina.

A inibicdo da atividade da NADH desidrogenase de aproximadamente 50-
60% foi observada para todas as doses de eupafolina (tabela 5). Segundo Hodnick
et al. (1987) a rotenona um potente inibidor, especifico do complexo I, € um
derivado de flavondide, e assim seria esperado que outros flavonoides possam
afetar também esta atividade. A NADH citocromo c¢ redutase foi inibida de forma

semelhante pelo flavonéide de 25 — 100 pmol.L™" de forma estatisticamente
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significativa (= 50%), entretanto na dose maxima (200 umol.L™") observou-se um
efeito mais intenso (280%) de inibicao (tabela 5).

Uma analise mais detalhada dos resultados obtidos para as atividades
enzimaticas, demonstra que as inibicoes estao principalmente localizadas sobre a
NADH desidrogenase sendo que este efeito ndo foi dose - dependente. Este fato
chama a atencéo porque estudos anteriores in vitro realizados com Escherichia
coli utilizando naftoquinonas como a plumbagina, mostraram que estas quinonas,
eram capazes de interceptar elétrons da NADH — desidrogenase, e que 0 excesso
de substrato oxidativo inativaria esta enzima que parece ser regulada por estado
redox (IMLAY & FRIDOVICH, 1992). De acordo com Halliwell & Gutteridge,
(1999), compostos fendlicos como os flavonéides poderiam sofrer oxidacdo a
quinonas e semiquinonas gerando ERO. Assim, a eupafolina através de sua
quinona ou semiquinona, poderia estar interferindo de forma semelhante nesse
processo. Esta hipdtese sera averiguada posteriormente através da analise de
voltametria ciclica onde se obtém o potencial de oxidacado deste flavondide e
também através da verificagao da hipétese da eupafolina reagir com componentes
da cadeia respiratéria mitocondrial de forma n&o-enzimatica.

De forma global, os resultados obtidos mostram que para as menores
doses (25 e 50 pmol.L™") os valores de inibicdo obtidos para atividade da NADH
oxidase, que considera desde a entrada do substrato NADH no complexo | até a
reducdo completa do oxigénio, sdo menores que as inibicdes observadas nos
trechos da NADH desidrogenase e NADH citocromo ¢ redutase. Isto poderia ser

decorrente de uma menor relacdo droga/quantidade de proteina utilizada nos
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experimentos polarograficos (NADH — oxidase) do que a relagdo usada nos
experimentos espectrofotométricos (NADH desidrogenase e NADH citocromo ¢
redutase). Entretanto para as doses maiores (75 —200 umol.L™') observamos que
as inibicdes das regides citadas sdo condizentes com as obtidas para NADH
oxidase, possivelmente porque com o aumento da concentragdo da flavona a
relacdo droga/proteina aumenta e o efeito observado tornar-se-ia mais préximo
dos verificados nas andlises espectrofotométricas.

Quando se considerou a utilizagdo do substrato através do complexo Il da
cadeia respiratéria, as inibicdes na atividade da succinato desidrogenase foram de
aproximadamente 30% para as doses entre 25 e 75 umol.L™" e de 50% para as
doses de 100 e 200 pumol.L™" (tabela 5). A succinato citocromo ¢ redutase foi
inibida cerca de 60% pela eupafolina (25 pumol.L") e 80% nas concentracdes
superiores a 50 umol.L" (tabela 5). A succinato oxidase apresentou uma inibicdo
de aproximadamente 25% somente quando utilizamos a dose maxima (200
umol.L™") (tabela 5).

Assim como o observado para o complexo |, os resultados de inibigcdo da
succinato oxidase ndo sdo condizentes com os valores encontrados nos trechos
da succinato desidrogenase e succinato citocromo c redutase (tabela 5) e nem
com os valores de inibicdo da velocidade respiratéria no estado Ill para o
succinato obtidos polarograficamente (tabela 1). Esta discordancia entre a inibicao
da succinato —oxidase e a inibicado dos segmentos também poderia ser decorrente

da menor relagdo droga/quantidade de proteina o que provocaria um efeito menos
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acentuado do que o observado nos experimentos com espectrofotometria onde
essa relagéo € bem superior.

A atividade da citocromo ¢ oxidase n&o foi alterada significativamente pela
eupafolina em nenhuma das doses usadas (tabela 5).

Devido as reagdes nao-enzimaticas observadas durante a realizacdo das
medidas das atividades enzimaticas os valores das enzimas NADH citocromo ¢
redutase e succinato citocromo c¢ redutase foram corrigidos, subtraindo-se os
valores da reacdo nao - enzimatica daqueles obtidos na presenca de proteina
mitocondrial. As reagbes ndo - enzimaticas verificadas entre a eupafolina e o
citocromo ¢ serédo analisadas em mais detalhes na sequéncia.

Como um dos objetivos desse trabalho foi comparar os efeitos da
eupafolina com os obtidos com a hispidulina (BARBOSA, 2003), optou-se por
utilizar a concentracao molar em detrimento da relacao droga/proteina ja que com
a hispidulina os parametros analisados ndo foram afetados significativamente por
esta relacao.

A hispidulina, assim como a eupafolina, ndo afeta a atividade da citocromo
¢ oxidase sendo seu sitio de agao também localizado entre os complexos | e Ill,
porém, os efeitos sobre as demais enzimas demonstraram perfis distintos de
inibicdo. As atividades da succinato citocromo ¢ redutase e NADH desidrogenase
foram cerca de quatro vezes mais inibidas pela eupafolina. A eupafolina também
foi capaz de inibir a succinato desidrogenase o que nao foi verificado com a
hispidulina. A inibicdo de cerca de 20% nas maiores doses sobre a atividade da
succinato oxidase foi semelhante para os dois flavondides. Estes resultados

sugerem que estas drogas podem estar atuando por mecanismos de acao
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distintos. Essas diferencas poderiam ser decorrentes da presenca do anel catecol
na estrutura da eupafolina, que poderia sofrer reagdes de auto-oxidagdo gerando
espécies reativas de oxigénio capazes de interferir com componentes da cadeia
respiratéria mitocondrial. Outra possibilidade seria a da prépria droga ligar-se a
proteina ou um radical intermediario formado durante processos de oxidagao
reagir com componentes protéicos da suspensao mitocondrial.

Esses resultados sdo condizentes com outros trabalhos que ja haviam
demonstrado as intensas inibicbes de alguns flavondides sobre as atividades
enzimaticas da cadeia respiratdéria mitocondrial (HODNICK et al.,, 1987);
(HODNICK, 1994).

Com base nos resultados obtidos podemos inferir que o sitio de atuacao da
eupafolina na cadeia respiratoria mitocondrial esta localizado entre os Complexos |
e Ill. A partir desses resultados o préximo passo foi verificar se a eupafolina

promove alteragbes sobre a atividade da ATPase.
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5.3 DETERMINAGCAO DOS EFEITOS DA EUPAFOLINA SOBRE A ATIVIDADE
DA ATPASE

A ATPsintase mitocondrial € uma ATPase do tipo F, que catalisa a
formacao de ATP a partir de ADP e Pi, impulsionada pelo fluxo de protdns do
lado P para o lado N da membrana, a denominada forca préton motriz. E
formada por dois componentes distintos: Fi, uma proteina periférica de
membrana, e Fy, uma proteina integral de membrana (ERNSTER et al., 1963)
(CHANCE & HOLLINGER, 1963).

A atividade ATPasica foi avaliada utilizando-se mitocdndrias rompidas.
Os resultados obtidos estao descritos na tabela 6.

A determinacao da atividade ATPasica em mitocéndrias rompidas tem
por objetivo verificar a atuacado da droga diretamente sobre a enzima. Contudo
nas doses testadas nao foi encontrado efeito significativo da eupafolina sobre a
atividade da enzima ATPase em mitocdndrias rompidas (tabela 6), indicando
que essa droga nao afeta diretamente a sintese de ATP. Contudo, quando a
hispidulina foi utilizada foi verificou-se inibicado da ATPase rompida (BARBOSA,

2003).
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TABELA 6. EFEITOS DA EUPAFOLINA SOBRE AS ATIVIDADES
ENZIMATICAS DA ATPase DA CADEIA RESPIRATORIA MITOCONDRIAL

Eupafoll_r:a ATPase
(umol.L™)
0 100
25 103 + 14
50 102 + 11
5 105 + 12
100 94+8
200 90 + 15

Todos os ensaios foram realizados conforme procedimento descrito em Materiais e Métodos,
no item 4.6. Os resultados estdo expressos em Atividade Enzimética em % relativa ao controle.
Controle 100% corresponde a atividade da enzima ATPase de mitocdndrias rompidas: 1343 *
34 umols de Pi Iiberado.min'1.mg'1 proteina. Os valores sdo expressos como percentagem em
relacdo ao controle + o desvio padréo de quatro experimentos independentes.
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5.4 DETERMINACAO DO INCHAMENTO (SWELLING)
MITOCONDRIAL INDUZIDO POR VALINOMICINA EM MEIO CONTENDO
KNO;

A presenga de um nucleo hidrofébico nas bicamadas lipidicas das
membranas bioldgicas cria uma barreira efetiva para a passagem de espécies
carregadas através dessas membranas. Entretanto espécies nao carregadas
como agua, oxigénio e didéxido de carbono sdo permeaveis a membrana
(NICHOLLS & FERGUSON, 2003).

A membrana mitocondrial também possui essas caracteristicas,
entretanto sobre algumas condicbes como na utilizacdo de iondforos,
compostos que possuem uma regiao externa hidrofébica e uma regiao interna
hidrofilica, determinadas espécies carregadas podem ser transportadas através
das membranas (NICHOLLS & FERGUSON, 2003).

O inchamento osmético causado pelo fluxo de ions através da
membrana é um valioso meio de estudo do transporte de ions. A valinomicina,
um ionéforo catalisador do transporte “uniport” de Cs*, Rb*, K* (NICHOLLS &
FERGUSON, 1992) ou NH4", pode ser utilizada para criar um potencial de
difusdo de potassio em uma membrana mitocondrial desenergizada. Neste
trabalho o experimento de inchamento mitocondrial induzido por valinomicina
em meio contendo KNOj; foi utilizado para avaliar indiretamente o efeito da
eupafolina sobre propriedades da membrana mitocondrial, como a fluidez pois
este parametro pode afetar o fluxo de elétrons na cadeia respiratoria e também
atividades das enzimas da cadeia respiratoria ligadas a membrana.

A eupafolina provocou uma inibigdo na amplitude do inchamento

mitocondrial induzido por valinomicina de aproximadamente 30% somente nas
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doses acima de 50 pumol.L™" (Figura 9). Importante ressaltar que somente o
solvente utilizado, DMSO, apresentou um efeito de inibicdo da amplitude do
inchamento de aproximadamente 56% e esse valor foi subtraido do efeito
provocado pela droga mais o solvente.

A velocidade inicial do inchamento ndo foi alterada pela presenca da
flavona em nenhuma das doses utilizadas.

Esses resultados sugerem que a eupafolina possui um efeito sobre o
transito da valinomicina que por sua vez, € dependente da fluidez da
membrana mitocondrial.

Este efeito, aliado as inibicbes enzimaticas observadas na cadeia
respiratoria, poderia explicar os efeitos verificados sobre o consumo de
oxigénio nas andlises polarogréficas.

Os resultados obtidos para eupafolina diferem daqueles descritos por
Barbosa (2003) para a hispidulina visto que esta ndo afeta o inchamento
mitocondrial induzido por valinomicina e potassio, nas doses utilizadas.

A interferéncia da eupafolina no transito da valinomicina, inferida pela
diminui¢cdo do inchamento mitocondrial leva a proposicédo de que esta flavona

poderia se inserir na membrana diminuindo sua fluidez.
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FIGURA 9:
MITOCONDRIAL INDUZIDO POR
NITRATO DE POTASSIO

EFEITOS DA EUPAFOLINA SOBRE O
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O sistema de reagao foi constituido de nitrato de potassio135 mmol.L" M, HEPES 5 mmol.L" (pH 7,2),
EDTA 0,1 mmol.L", rotenona 2 u mol.L", antimicina A 2 pg.ml” e 0,2 mg de proteina mitocondrial em um
volume final de 1 mL, conforme procedimento descrito em materiais e métodos, item 4.7. O controle (100%)

constituiu-se somente de sistema de reacéao.
independentes.

Os tracados sdo representativos de trés experimentos
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5.5 DETERMINACAO DO POTENCIAL REDOX DA EUPAFOLINA ATRAVES
DA TECNICA DE VOLTAMETRIA CICLICA

A cadeia respiratéria mitocondrial consiste de uma série de
transportadores de elétrons, a maioria sendo proteinas integrais de membrana,
cujos grupos prostéticos sdo capazes de aceitar ou doar um ou dois elétrons.
Cada componente da cadeia aceita elétrons de um transportador precedente e
transfere para o seguinte em uma seqiéncia especifica, determinada pelos
valores crescentes de potencial de reducao (- 0,32 V até + 0,816 V).

A afinidade que uma espécie quimica possui em doar ou receber
elétrons € expressa quantitativamente através do seu potencial redox. Quanto
maior € a afinidade em receber elétrons, caracterizada por um potencial
positivo, mais oxidante € a substancia, ao contrario, quanto mais facilmente um
composto doa seu elétron maior é o seu potencial redutor e de carga negativa.
Nas reacdes do tipo redox, ha uma espécie se oxidando em detrimento da
reducao de outra, esses sao os conhecidos pares redox.

Hodnick e colaboradores (1988) ja demonstraram que alguns
flavonoides, devido a presenca de grupamentos hidroxila em sua estrutura,
possuem a propriedade de interferir em sistemas enzimaticos e sofrer reacdes
redox.

Considerando a possibilidade de que este flavonoide poderia desviar
elétrons da cadeia respiratéria e assim interferir no consumo de oxigénio foi
realizada a analise de voltametria ciclica, para verificar se a eupafolina poderia
sofrer éxido —reducao em valores de potencial na faixa da cadeia respiratoria.

O resultado deste experimento estd demonstrado na figura 10 onde
observa-se um pico anédico em + 0,28 V (Ag/AgCl) em uma reacgao irreversivel

no voltamograma obtido para eupafolina. A conversédo para o eletrodo padrao
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de hidrogénio origina o valor de potencial de reducédo de - 0,08 V sugerindo
fortemente que esta flavona pode sofrer oxidacdo em uma faixa de potencial
dentro dos valores encontrados nos componentes da cadeia respiratéria

mitoocondrial especialmente na faixa onde se situam os citocromos.

FIGURA 10: VOLTAMOGRAMA CICLICO DA EUPAFOLINA UTILIZANDO
ELETRODO DE CARBONO VITREO

3.0x10 °
2.5x10°
2.0x10"

1.5x10 "

i(uA)

1.0x10°

7

5.0x10 "

-5.0x10 "

-1.0x10°° T T T T T T T T T T T

Sistema: Tampao HEPES 10 mmol.L", (pH 7,2), EGTA 0,1 mmol.L"" suplementado com
eupafolina 1 mmol.L" M em DMSO a 25°C. O eletrodo de referéncia utilizado foi o de Ag/AgCl,
como auxiliar o eletrodo de Platina e o de trabalho o eletrodo de carbono vitreo. A velocidade
de varredura foi de 50 mV.s .
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5.6 DETERMINACAO DOS EFEITOS DA ADICAO DE NADH, CIANETO E
EDTA SOBRE A REDUCAO DE CITOCROMO C INDUZIDA PELA
EUPAFOLINA EM REACAO NAO - ENZIMATICA

Hodnick e colaboradores demonstraram que flavondides contendo
substituicoes hidroxil (como hidroquinonas e catecol) seriam capazes de
participar de reacdes de Oxido-reducao e isto estaria correlacionado com suas
propriedades inibitérias da succinato-oxidase mitocondrial (HODNICK et al.,
1986).

Posteriormente este mesmo grupo demonstrou que flavondides que
apresentavam um anel catecol, como é o caso da eupafolina, possuiam uma
baixa velocidade de auto-oxidacdo e que esse processo era estimulado pela
adicao de cianeto (HODNICK et al., 1994).

Ao se investigar o processo de autooxidacdo em moléculas com anel
catecol, é importante considerar a participacao de metais como o ferro e cobre,
pois esses podem atuar como catalisadores desse processo, gerando espécies
reativas de oxigénio, quinonas (Q) e semiquinonas (SQ) como produtos
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

Considerando que a eupafolina sofre oxidagdo na faixa do potencial
encontrado na cadeia respiratéria, foram realizadas analises para avaliar se no

meio reacional a droga iria interferir no processo de reduc¢ao do citocromo c.

5.6.1. Avaliacédo do efeito da adicdo de NADH e/ou EDTA sobre a reducao do
citocromo ¢ em presenca de eupafolina

Quando a eupafolina foi colocada em um meio reacional contendo
tampao fosfato 50 mmol.L™" (pH 7,4) na presenca de EDTA, NADH e citocromo

C, porém na auséncia da preparacao mitocondrial, verificou-se que ocorria uma
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reacdo onde o produto final era o citocromo c¢ reduzido ja que esse era a
molécula detectada no comprimento de onda utilizado (550 nm). As figura 12 e
13 mostram a dependéncia da presenca do NADH para esta reag¢ao ocorrer,
tendo em vista que a variagdo de absorbancia era extremamente pequena na
auséncia deste fator.

A adicao da enzima superdxido-dismutase (enzima responsavel pela
dismutagao do radical superéxido) neste meio reacional provocou uma queda
substancial (=50%) na variacdo de absorbancia demonstrando a presenca e a
participacdo do ion superéxido nesse processo (Figura 12). Pode-se, portanto
sugerir a hipétese de que esse radical poderia estar reduzindo o citocromo c.
Quando se adicionou a reagdo, catalase, enzima responsavel pela
transformacao do peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio, uma redugao do
AA também foi observada (=220%) demonstrando a geracdao dessa espécie
reativa na reacao entre eupafolina, NADH e citocromo c (Fig.12).

Reducédo importante (=50%) relativa ao experimento utilizando-se
somente eupafolina, NADH e citocromo c foi observada ao adicionar-se
desferroxamina, indicando a importancia desse metal para a catalise da reacao
(Figura 12). A desferroxamina € um quelante de alta afinidade, forma um
complexo estavel de coordenacdo octaédrica com o ion férrico e impede a
reducao deste ion (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). Importante ressaltar
que o tampé&o utilizado continha tracos de contaminagéao por ferro em torno de
0,001 %. O ferro poderia estar envolvido na formacao do ion super6xido no
meio, que por sua vez induziria a oxidagao da eupafolina, de forma semelhante
ao que acontece com a 6-hidroxidopamina (BANDY & DAVISON, 1987). Estes

resultados estdo condizentes com os descritos por Bandy & Davison (1987)
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que propuseram que a 6-hidroxidopamina, uma molécula que também possui
anel catecol, poderia sofrer autooxidagao catalisada por metal gerando radical
superoxido, peroxido de hidrogénio e semiquinona da catecolamina através das
reacoes descritas abaixo.

Iniciacao:

. . . .- -1
Me "* + catecolamina — semiquinona = + Me (n-1)+

Propagacao:

Me ™"+ 0, 5> Me™ + 0,
radical semiquinona =~ + Oz — paraquinona + Oz

Oz + catecolamina — semiquinona ~ + H20»

FONTE: BANDY & DAVISON, 1987.

Como se verificou a interferéncia da desferroxamina, um quelante de
metais, na sequéncia foi avaliada a possibilidade de outro quelante como o
EDTA interferir na reacdo. O EDTA pode formar complexos tanto com o Fe?*
(ferroso) quanto com o Fe** (férrico). O complexo com Fe?* tem uma estrutura
hexadentada e um sétimo sitio de coordenacdo ocupado pela agua, que é
deslocado por ligantes como azida, peroxido de hidrogénio ou oxigénio.
Quando isso ocorre, o ion quelado pode participar de reacdes redox. O EDTA
também diminui o potencial de reducéo do ferro, de 0,77 a 0,12 V, explicando o
porque acelera autooxidacdo de fortes doadores de elétrons (BANDY &
DAVISON, 1987).

Quando se utilizou um tampao na auséncia de EDTA como meio

reacional (Figura 14) ndo foi observada nenhuma reacéo entre a eupafolina,
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NADH e citocromo C comparando-se essa variagdo de absorbancia com a
obtida no meio com EDTA (Figura 14) indicando que a presenga do complexo
EDTA-Fe é fator importante para a reacdao, semelhante ao observado por
Bandy & Davison (1987) com a 6 -hidroxidopamina. Desta forma podemos
sugerir que neste meio reacional contendo tampao fosfato 50 mmol.L™" (pH 7,4)
com EDTA, eupafolina, NADH e citocromo c¢ estariam ocorrendo as seguintes

reagoes:

(a) Eupafolina + O- - SQ (Eupafolina)* + O,=-

(b) SQ (Eupafolina) + O, = Q (Eupafolina) + O, =~

(c) SQ (Eupafolina)* + O~ =  Q (Eupafolina) + H20:

(d) Eupafolina + O~ =  SQ (Eupafolina)- + H.O-

(e) NADH + SQ (Eupafolina) — NAD- + H* + Eupafolina

(f) Citocromo c oxidado + O~ = Citocromo c reduzido + O-

(9) NAD + Citocromo ¢ oxidado —» Citocromo c reduzido + NAD+

hFe® + 0, — Fe'++0,--

A eupafolina através de uma reacdo de autooxidagdo poderia estar
gerando uma semiquinona e o radical superéxido (reagdo a) (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1999). A semiquinona formada poderia se oxidar novamente a
quinona dando como produto radical superéxido (reacao b) ou reagir com este

radical oriundo da reacdo de autooxidacdo formando perdxido de hidrogénio
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(reacado c). Além disso, a eupafolina nao-oxidada poderia estar reagindo
diretamente com o radical superoxido gerando também sua semiquinona e
peroxido de hidrogénio (reagado d). Como na presenca de NADH verifica-se um
aumento da velocidade de reducéo do citocromo ¢ quando comparado com o
sistema sem NADH pode-se sugerir que o NADH adicionado ao meio reacional

poderia estar sendo oxidado pela semiquinona da eupafolina, gerada durante

sua autooxidacao promovendo a formacgao do radical NAD', eupafolina e préton

(reacao e), regenerando a eupafolina que por sua vez poderia ser novamente
oxidada.

Portanto, a reducdo do citocromo c¢ poderia ser decorrente de uma
reacdo direta com o radical superéxido gerado pela oxidacdo da eupafolina
(reacao f) ou de reacgao com o radical NAD' (reac&o g), sendo que no primeiro
caso teria como produto oxigénio e na segunda reagéo a espécie NAD".

O ferro entraria nesse processo como catalisador através da formacéao
de radical superéxido pela sua oxidacdo a Fe®*" (reagdo h). Todas as reacées

acima descritas estao indicadas e sumarizadas na figura 11.
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FIGURA 11: REACAO NAO-ENZIMATICA ENTRE EUPAFOLINA, NADH E

CITOCROMO C

NADH —_— >

H202

\

Fe 2*

o,”

Eupafolina

NAD"

e
\

Citocromo C

reducao

5.6.2. Avaliacédo do efeito da eupafolina sobre a reducédo do citocromo ¢ em

presenca de cianeto

Os experimentos com cianeto demonstraram a presencga de uma reacao

de carater ndo-enzimatico entre a eupafolina e o cianeto (Figura 15), assim

como foi observado para outros flavonéides (HODNICK et al., 1994) e essa

reacao nao seria dependente da presenca de NADH. Desta forma poderiamos

concluir que o cianeto poderia favorecer a autooxidacdo da eupafolina. A

observacao dessa reagao torna-se importante para entender o papel de alguns

glicosideos cianogénicos nas plantas, que em presenca de flavonodides,
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compostos largamente distribuidos na natureza, provocariam a autooxidagao
desses flavonéides gerando radicais livres que atuariam como um processo de
defesa nas plantas contra insetos insensiveis ao cianeto (HODNICK et al.,

1994).

67



89

LY

W]l OU SOPOloW & SleldleW Wa 0]LI0Sap 0JuswIpad0id SWJOJUOD WU OGS W 8jUsWeILIIaW0}0)0i109dse sopezieal Welo) Solesus so
SOPO] "0pEedIpUl SWIOUO0D | T |OWW G°0 BUILIEXOLISISOP & N GZ oSe[eled “Jw / N08 (QOS) 8seinwsip opixosadns ‘, Jrjowr g 0 0WoI00H0
‘. Tlowr 06 HAVN ‘| Tlown 0oz euljojedns wod opejuswaeldns | Jjoww Z V1a3 @ 2 HA ‘| 7 joww oG olejso} oedwel :oedeas ap Ol

BUIWEBX0.ID}SOpP
+ euljofedna + HQVN + D010 + d| —m—

ase[eled + euljojedns + HAQYN + D00 + d] —m—

dos + euijoyedna + HQYN + Q0HO + d |
euljojedna + HQVYN + D010 + d| —y—
euljoyedna + Houo + d| —m—

HAVN + Q0uo + d] —e—

(s) odwa]
oct 00} 08 09

oy

0¢

G0

eqI0sqy

eloue

vV.1a3 3 HAVYN 3a YONIS3Hd W3 O OWOYOO0LID Oa OydNd3d VY 3490S VYNIT104vYdN3 va 011343 21 vdNoId



69

"L L'y Wall OU SOPOoloW @ SIelidlew Wa 0}1I0Sap Oluswipadoid aWwIoju0d Uu OGS W 8juUsWEdI}aW0}040J109dsa sopezijeal Weloy
SOIBSUD SO SOPO] "OPEJIPUl SUWIOJUOD | T'lOWW G0 BUILIBXOLDISOP & N GZ dse[eed “w / N8 (QOS) oseinwsip opixoaedns ‘ 7-jown
Ot O owoJo0}d *, T'jown oz euljojedna wod opejuswaeldns | Tloww g Y1d3 @ #°Z HAd ‘7 joww oG olejsoj oedwe) :oedeal ap OB

BUILLEX0.I8JSOpP
+ :uljojedna + oo + d] —e—

ase[eleo + euljojedns + Houo + d ]
aos + euljoyedna + Holo + d| —m—

euljojedna + D010 + d] —e—

14

00}

08

(s) odwa
09

oy

0¢

0
0
- G600
- 10
-GL0 >
(o2
(7]
R~
~r¢0 o
Q>
=
o,
-geg'o ®

- ¥0

HAVN 3d VIONZISNV VN

VYNITO4vYdN3 3d YONIS3Hd INF 9 OWOHOOLID Oa OYyONAdad vV 3HE0S V1d3 3d Oydiav va Ol1343 ‘€1 vdNoId



0L

"L 1" Wall OU SOpPOlowW d SIBLdleW Wd O1IOSaP 0ludwipad0id SWIoju0d Uu OGS W 8luUdWEDdI1aW0}0404109dsSd Sopezieal Weloy
SOIESU® SO SOPO] "OPEJIPUl BLWIOJUOD | 'loWW G0 BUILEBXOLBISEP 8 N GZ 8se[eled “Jw / N08 (QOS) eseinwsip opixgsedns ‘ 7-jown
Ot O owolooNd * Jjown 0§ HAVYN ‘,.Tlown 00z euljojedna wod opejuswaldns '/ HA ‘, 7joww g Olejso} oedwe) :oedeas ap OB

BUILUEX0.ID)SOP
+ euljojedns + HQYN + D010 + d| —e—

aseeled
+ euljojedna + HQYN + D010 + d| —m—

aos
+ euljojedns + HQVYN + D010 + d| —e—

euljojedna + HQYN + Q0O + d] —m—

euljojedna + Do)0 + d] —e—

0¢

|

0

0

I

08

(s) odwa]

09

oY

0¢

I
1_-\
o
eloueqlosqy

- 20

V.1d4d 3d VIONZISNV VN

HAVYN 3a YONISIHd W3 2 ONOYOO0LID Od OYydNA3d V IHE0S VYNIT104vYdN3a 3d Oydlay vd OLl1343 v vdNoId



LL

"I I’y W8l Ou SOPO}dW © Sleldlew Wa 0}110Sap Ojuawipadoid awiouod
Uu OGS We 8lUsWEDLIBWO}0J0I108dse SOpeZI[eda) Welo) SO/eSUd SO SOPO] "OpPBJIPUl SWIOJU0D | Tloww | O}aueld 8 ‘ Jlowr Of O OWO0I00H0
‘. Tlown 06 HAVYN ‘,T'lown ooz euljojedns wod opejusweldns | Tloww g V1a3 @ 2 HA ‘ 7joww O oieyso} oedwel :oedeas ap OB

(s) odwa]
0cl 00} 08 09 (0]7 0c 0
| | | | | | _.“O
N9 + euljojedna — o S
+ HAQVN + Q0No + d] —+— 610
euljojedna
+ HQVYN + Qoo +d| —e—
ND + HAYN + D0no + d —x— AN
o
HAVN + Douo +dJ w
- G20 &
NO + euljojedna + D010 + d| —w— o
euljojedna + Douo + d| —m—
- €0
NO + D0N0 + d| —e—
- Ge0

OL3NVIO 3a YONISIHd W3 O ONOHOOLID Oa OYONA3Y V 3H90S VNIT04VdN3a vd 011343 St vdNDId



5.7. EFEITO DA EUPAFOLINA E HISPIDULINA SOBRE A VIABILIDADE
CELULAR DE CELULAS HELA UTILIZANDO O MTT

As propriedades antitumorais de diversos flavondides ja foram
amplamente documentadas em diversos trabalhos (MORI et al.,, 1988);
(MORIDANI et al., 2002); (KUPCHAN et al.,1969); (ABE et al.,2002), inclusive
relacionando propriedades estruturais como hidrofobicidade e potencial redox
com a toxicidade desses compostos (MORIDANI et al., 2002).

Trabalhos anteriores ja haviam documentado a propriedade da
eupafolina de inibir o crescimento de linhagens tumorais entre elas: MK-1
(adenocarcinoma gastrico humano), Hela (carcinoma uterino humano),
B16F10 (melanoma murino) (ABE et al., 2002). O objetivo dessa analise foi
comparar os efeitos da eupafolina e hispidulina, duas flavonas cuja Unica
diferenca estrutural é a presenca de uma hidroxila na posicao 3’ na eupafolina
sobre a viabilidade celular da linhagem tumoral de carcinoma uterino humanao.

As duas flavonas testadas demonstraram comportamentos semelhantes.
Tanto a eupafolina, quanto a hispidulina provocaram uma inibicdo de
aproximadamente 40% na viabilidade celular de células HeLa na dose de 100
umol.L™" (Figuras 16 e 17). Nas demais doses testadas, ndo foram observados
efeitos estatisticamente significativos. Uma curva com diversas concentracdes
de DMSO foi realizada e este solvente ndo demonstrou efeito significativo
diferente do controle na concentragdo maxima utilizada que foi de 0,7% (v/v).

Portanto, como nao houve diferenca entre os resultados obtidos com as
duas flavonas testadas, podemos inferir que nas doses testadas (2,5 - 100
umol.L™") e no tempo de incubacao utilizado (24h), o anel catecol presente na

eupafolina ndo influenciou o efeito observado, contudo demonstra a

72



capacidade destas flavonas de diminuir a viabilidade celular de células
tumorais.

Entretanto, o teste do MTT é um experimento que avalia a atividade
metabdlica da célula e foi demonstrado que a eupafolina interfere em diversas
propriedades mitocondriais, seria importante avaliar a viabilidade celular
através de outros métodos, como a exclusdo do corante azul de Trypan ou
ainda, o experimento de liberacdo da lactato desidrogenase que avaliariam

possiveis danos a membrana.

FIGURA 16: EFEITO DA EUPAFOLINA SOBRE A VIABILIDADE CELULAR
DE CELULAS HELA UTILIZANDO O MTT

120
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Controle 2,5 5 10 50 100 DMSO

Os experimentos foram realizados conforme procedimento descrito em Materiais e Métodos no
item 4.10. em volume final de 200 uL em meio MEM completo, no controle somente foi
adicionado o meio MEM. A eupafolina foi incubada nas doses indicadas (umol.L") por 24h a
37°C. O volume de DMSO utilizado foi de 0,7% (v/v). *Valores com diferengas estatisticamente
significativas do controle (p< 0,05).
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FIGURA 17: EFEITO DA HISPIDULINA SOBRE A VIABILIDADE CELULAR
DE CELULAS HELA UTILIZANDO O MTT
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Os experimentos foram realizados conforme procedimento descrito em Materiais e Métodos no
item 4.10., com volume final de 200 uL em meio MEM completo, no controle somente foi
adicionado o meio MEM. A eupafolina foi incubada nas doses indicadas (umol.L™") por 24h a 37°
C. O volume de DMSO utilizado foi de 0,7% (v/v). *Valores com diferencas estatisticamente
significativas do controle (p< 0,05).
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6. DISCUSSAO FINAL

A eupafolina provoca uma intensa inibicdo da velocidade do consumo de
oxigénio no estado Il utilizando glutamato ou succinato como substratos
oxidaveis. Esta inibicao esté relacionada com a atuacao desse flavondide sobre
as enzimas da cadeia respiratoria mitocondrial, assim como o demonstrado por
Hodnick e cols (1994) com flavondides contendo anel catecol, e este efeito esta
concentrado principalmente entre os complexos | e Ill.

Contudo nao foi visualizado o efeito classico desacoplador desse
flavonéide como o demonstrado em trabalhos com outros flavondides
(MATHIESEN, et al; 1996) (RAVANEL, 1986). Porém, a eupafolina possui
algumas propriedades caracteristicas que sdo observadas com outros
compostos, como o DDT, classificados como desacopladores inibidores
(MORELAND, 1994):

a) promove estimulo do estado IV em baixas doses (tabela 2);

b) inibe o estado Ill em altas doses (tabela 1);

c) inibe o “swelling” induzido por valinomicina (figura 9);

d) seus efeitos concentram-se nas enzimas entre complexo | e Il (tabelab).
Adicionalmente, estes compostos induzem a atividade da ATPase sensivel a
oligomicina, entretanto a flavona testada n&do demonstrou efeito significativo
sobre a ATPase em mitocéndrias rompidas.

Além dos efeitos sobre as enzimas da cadeia respiratéria, verificou-se de
forma indireta, através dos experimentos de inchamento mitocondrial induzido
por valinomicina, que a eupafolina pode afetar a fluidez da membrana

mitocondrial o que poderia influenciar o funcionamento dos complexos
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inseridos na membrana e ser responsavel juntamente com as inibicdes
enzimaticas, pelos efeitos observados sobre o consumo de oxigénio.

Através dos experimentos ndo-enzimaticos com componentes da cadeia
respiratoria como o NADH e citocromo ¢ pdde-se observar que a eupafolina
através de uma reacado de auto-oxidacdo levou a formacdo de espécies
reativas de oxigénio como o radical superéxido e peréxido de hidrogénio. Além
disso, observou-se que o cianeto promoveu um estimulo da reacdo de auto-
oxidagcao da eupafolina.

Sendo assim, uma das hipéteses que pode ser sugerida é que o efeito
sobre a membrana mitocondrial seria decorrente da interagcao de componentes
da membrana com espécies reativas de oxigénio formadas durante a oxidacao
da eupafolina através de reacdes ndo- enzimaticas.

No experimento de voltametria ciclica verificou-se que esta flavona pode
sofrer oxidacdo em uma faixa potencial dentro dos valores encontrados na
cadeia respiratéria mitocondrial e este valor de potencial, aliado as inibicoes
enzimaticas e inibicdo do inchamento induzido por valinomicina poderiam
explicar os efeitos observados sobre o consumo de oxigénio. Considerando-se
estes resultados ndao se pode descartar a possivel interferéncia direta da
eupafolina sobre o transporte de elétrons, especialmente nos complexos
envolvendo citocromo c.

Comparando-se a eupafolina com a hispidulina, outra flavona com
grandes semelhancas estruturais, podemos perceber que a eupafolina
demonstra um efeito inibitério superior de aproximadamente 30% sobre a
velocidade de consumo de oxigénio no estado Il nas doses testadas,

entretanto a hispidulina ndo demonstrou nenhum efeito significativo sobre a
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membrana mitocondrial (BARBOSA, 2003). Os efeitos da hispidulina sobre a
cadeia respiratéria basicamente sao decorrentes de inibicdes enzimaticas dos
complexos (BARBOSA, 2003), ja os efeitos da eupafolina além das inibicoes
enzimaticas sédo produto de alteragbes na membrana mitocondrial. Além disso,
a eupafolina possui a capacidade de sofrer autooxida¢do gerando EROS.

Nos experimentos de viabilidade celular pode-se constatar que as duas
flavonas testadas sado citotoxicas contra a linhagem de células Hela e esta
citotoxicidade poderia pelo menos em parte ser explicada pelas alteragdes nos
parametros respiratérios observadas para a hispidulina (ROCHA, 2000) e

eupafolina.
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7. CONCLUSOES

A eupafolina provocou uma inibicdo dose-dependente na velocidade
respiratéria do estado Ill com o glutamato e o succinato (tabela 1).

Nao se verificou efeito estatisticamente significativo sobre a velocidade
respiratoria no estado IV nas doses menores independentemente do
substrato utilizado, mas para as doses de 75 e 100 umol.L™" houve
estimulo com o succinato (tabela 2).

A eupafolina provocou alteracdo na relagdo ADP/O em todas as doses
testadas com o succinato, e com o glutamato nas doses de 50 a 100
umol.L™ (tabela 3).

A flavona provocou uma significativa reducdo no coeficiente de controle
respiratério nas doses testadas para os dois substratos (tabela 4).

A eupafolina provocou um efeito mais intenso sobre a inibicdo da
velocidade respiratoria no estado |ll quando comparada a hispidulina
para os dois substratos oxidaveis usados e sobre as atividades
enzimaticas da cadeia respiratéria mitocondrial.

As duas flavonas analisadas promoveram reducdao no coeficiente de
controle respiratério, ndo afetaram a atividade da citocromo c¢ oxidase e
inibiram a succinato-oxidase.

A eupafolina promoveu alterag@o significativa sobre a relacdo ADP/O
com ambos os substratos, enquanto que a hispidulina, causou redugéo
sobre essa relagdo somente nas doses de 150 e 200 pmol.L”" com o

succinato e o glutamato.
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O sitio de atuagao da eupafolina na cadeia respiratéria mitocondrial esta
localizado entre os Complexos | e lll, assim como observado para
hispidulina.

A eupafolina interfere sobre a fluidez da membrana mitocondrial nas
concentracdes entre 50 — 200 umol.L™,

Este flavonoide gera um pico anédico em + 0,28 V (Ag/AgCl) em uma
reacdo irreversivel, um potencial de reducdo de - 0,08 V (eletrodo
padréao de hidrogénio).

Tanto a eupafolina quanto a hispidulina, provocaram uma inibicdo de
aproximadamente 40% na dose de 100 umol.L™" (Figuras 15 e 16) na
viabilidade celular de células Hela, indicando que a presencga do anel
catecol na eupafolina nessas condigdes experimentais nao interferiu nos
resultados nessas condigdes experimentais.

A reacao de reducao do citocromo c induzida pela eupafolina é afetada
pela presenca do NADH e do complexo EDTA-Fe e essa reacéo gera
espécies reativas de oxigénio como radical superdxido e perdxido de
hidrogénio.

O cianeto favorece a autooxidacao da eupafolina.
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