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RESUMO

Flavondides sdo compostos fendlicos encontrados em diversas plantas.
Varios sao os estudos que relatam as suas inumeras propriedades biolégicas e
relacionam esses efeitos com a estrutura quimica desses compostos. Nesse
trabalho foram alvo de investigacdo os flavondides da classe das flavonas,
entre eles, a eupafolina e hispidulina (extraidas do Eupatorium litoralle), seus
correspondentes estruturais sem grupo metoxi, luteolina e apigenina e a
representante da classe sem substituintes, a flavona. Os objetivos desse
trabalho foram: a) avaliar os efeitos da eupafolina sobre a atividade enzimatica
da ATPase e sobre o inchamento mitocondrial energizado; b) determinar os
efeitos da hispidulina e eupafolina sobre a fluidez de membranas e transi¢éo de
permeabilidade mitocondrial ¢) comparar os efeitos citotéxicos das cinco
flavonas (hispidulina, eupafolina, apigenina, luteolina e flavona) sobre células
de melanoma murino (B16-F10) e melandcitos murinos Melan-A, relacionando-
0s com suas estruturas quimicas e d) determinar o provavel mecanismo de
morte celular em B16-F10 induzido pelas flavonas testadas. Verificou-se que
eupafolina ndo altera a atividade da enzima ATPase em mitocdndrias intactas
com e sem o desacoplador FCCP e inibe completamente o inchamento
mitocondrial energizado (75 - 200 pmol.L™"). Através de experimentos de
polarizagao de fluorescéncia verificou-se que hispidulina e eupafolina afetam a
fludez das membranas de dimiristoilfosfatidilcolina e mitocondriais,
especialmente nas suas regides mais hidrofébicas. A eupafolina promoveu
inibicio de ~ 35% na transicdo de permeabilidade mitocondrial (200 umol.L™),
ja hispidulina ndo alterou esse parametro. Apigenina, flavona, luteolina e
eupafolina reduziram a viabilidade das células B16-F10 em 40 - 80% na dose
de 200 umol.L'". O nimero de células vidveis foi reduzido pelas flavonas
hispidulina (20%), eupafolina (55%), apigenina (45%) e luteolina (70%) em 48 h
de tratamento e por eupafolina (30%), apigenina (30%) e luteolina (65%) em 72
h indicando que di-hidroxilas 3’,4" aumentam o efeito citotéxico. Foram obtidas
evidéncias de morte celular por apoptose, nas células tratadas com eupafolina,
apigenina e luteolina, quando avaliadas as alteracbes morfoldgicas por
microscopia eletrénica de varredura e transmissdo e a liberagéo de citocromo
c. O efeito das flavonas (50 pmol.L") sobre a atividade das enzimas
antioxidantes em 24 h de tratamento mostrou que hispidulina e apigenina
estimulam a atividade de superéxido dismutase em 40%, enquanto que
hispidulina (25%), eupafolina (45%), apigenina (40%) e luteolina (35%) inibem
a atividade da catalase. Além disso, apigenina e luteolina inibem a atividade da
glutationa redutase em 20 e 30%, respectivamente. Os efeitos das flavonas
sobre a viabilidade de células Melan-A também foram verificados. Somente a
eupafolina e a luteolina, reduziram a viabilidade das células Melan-A, contudo,
a eupafolina demonstrou o mais importante efeito citotoxico seletivo
promovendo maiores redugdes de viabilidade nas células tumorais do que nas
células normais. Pode-se concluir que os efeitos bioldgicos verificados
dependem da estrutura das flavonas e os resultados obtidos nos experimentos
mitocondriais podem explicar, pelo menos em parte, os efeitos citotdxicos
promovidos por elas. Os resultados sugerem a possibilidade desses compostos
serem considerados para estudos de terapias anticancer no futuro.
Palavras-chave: flavonas, membranas, B16-F10, apoptose, enzimas
antioxidantes, Melan-A
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ABSTRACT

Flavonoids are phenolic compounds found in many plants. There are
several works reporting their biologic properties and the relationship with their
structures. In this work, we investigated flavonoids from Flavone’s class:
eupafolin and hispidulin (extracted from Eupatorium litoralle) and their structural
analogs without methoxy group, luteolin and apigenin, and the class
representative without substituents, flavone. The main goals were: a) to
evaluate the effects of eupafolin on ATPase activity and energy-dependent
mitochondrial swelling; b) to determine the effects of hispidulin and eupafolin on
membrane fluidity and mitochondrial permeability transition (MPT); c) to
compare the citotoxicity of five flavones (hispidulin, eupafoline, apigenin, luteolin
and flavone) on murine melanoma cells (B16-F10) and melanocytes (Melan-A),
relating the effects to their chemical structures; and d) to determine the possible
mechanism of cell death in B16-F10 promoted by these flavones. We verified
that eupafolin did not change ATPase activity on intact mitochondria with or
without FCCF and it inhibited energy-dependent mitochondrial swelling (75 -
200 pmol.L™). Hispidulin and eupafolin affected dimyristoylphosphatidylcholine
and mitochondrial membranes fluidity, in particular at their hydrophobic regions,
when evaluated by polarization of fluorescence. Eupafolin reduced by ~35%
MPT (200 pmol.L™"), while hispidulin did not alter this parameter. Apigenin,
flavone, luteolin and eupafolin reduced B16-F10 viability on 40 - 80% at 200
umol.L™". Viable cells were reduced by hispidulin (20%), eupafolin (55%),
apigenin (45%) and luteolin (70%) with 48 h of treatment and by eupafolin
(30%), apigenin (30%) and luteolin (65%) with 72 h, indicating that 3’,4’-di-
hydroxyl substituents raise the cytotoxic effect. Evidences of cell death by
apoptosis were obtained by morphology alterations evaluated by scanning and
transmission electronic microscopy and cytochrome c release in cells treated
with eupafolin, apigenin and luteolin. Effect of flavones (50 pmol.L™!, 24h) on
antioxidant enzymes activity showed that hispidulin and apigenin increased
superoxide dismutase activity by 40%, while catalase activity was reduced with
hispidulin  (25%), eupafolin (45%), apigenin (40%) and luteolin (35%).
Furthermore, apigenin and luteolin inhibited glutathione reductase activity by
20% and 30%, respectively. Effect of flavones on Melan-A cell viability was also
checked. Only eupafolin and luteolin reduced cell viability, yet eupafolin showed
the most important selective effect, with higher toxicity on tumor than normal
cells. We can conclude that the biological effects studied are dependent on
flavone’s structure and that effects on mitochondrial metabolism may explain, in
part, the cytotoxicity. Our results also indicate the possible use of these
compounds on cancer therapy studies in the future.

Keywords: flavones, membranes, B16-F10, apoptosis, antioxidant
enzymes, Melan-A
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1. INTRODUCAO

Estima-se que cerca de 10 milhées de pessoas sejam diagnosticadas com
cancer no mundo inteiro e aproximadamente 6 milhdes morram dessa doenga
por ano (PARKIN, 2001). Entre os tipos de cancer, os mais comuns sao os de
pele (KYRIAZI et al., 2006), destes, 4% sao do tipo melanoma, um tipo de alta
letalidade (INCA, 2005) para o qual o tratamento utilizando quimioterapicos nao
possui grande eficacia (WACK et al., 2001). Em 2008, estavam previstos, para
o Brasil, 2950 casos novos em homens e 2970 em mulheres, sendo a maioria
na regiao Sudeste (INCA, 2008).

Nos ultimos anos tém-se intensificado as pesquisas de novos compostos
que possam atuar no tratamento de diversos tipos de cancer. Entre os
possiveis agentes com atividade antitumoral estdo alguns flavonodides,
compostos fendlicos amplamente distribuidos na natureza e presentes na
maioria dos alimentos da dieta humana (HEIM et al.,, 2002). Os flavondides
possuem diversas atividades biolégicas ja documentadas, sendo sua
propriedade antioxidante extensivamente estudada (ARORA et al, 1998;
COTELLE et al, 1992; FERRALI et al, 1997; ZHOU & ZENG, 1991),
entretanto, estudos tém mostrado que alguns desses compostos também
apresentam efeitos pro-oxidantes (LEUNG et al., 2006), inclusive com acao
indutora de apoptose em diversos tipos de tumores (LEE et al., 2005a;
MICHELS et al., 2005; WANG et al., 2005; HSU et al., 2004).

Além disso, Hodnick et al. (1987) sugeriram que alguns flavondides
podem exercer seus efeitos bioldgicos, como a citotoxicidade, pela alteracao do

metabolismo mitocondrial. Sabe-se também que os efeitos biol6gicos
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dependem das estruturas quimicas dos flavonoéides (JIN et al, 2007;
COMALADA et al., 2006; LOTITO & FREI, 2006; ABE et al., 2002).

Os flavonéides sao classificados de acordo com sua estrutura quimica e a
classe das flavonas foi estudada nesse trabalho. A eupafolina e hispidulina séo
duas flavonas encontradas em diversas plantas, entre elas, algumas de uso
medicinal no Brasil como a carqueja (Baccharis trimera less) (SOICKE et al.,
1987), a artemisia (Artemisia vulgaris L) (LEE et al., 1998) e a arnica (Arnica
Montana L) (SANTOS et al., 1998). Ja foram descritas inUmeras atividades
biolégicas da eupafolina, entre elas: atividade antioxidante em neurénios (KIM
et al. 2002), atividade antiinflamatoria (SALA et al. 2000) e uma potente acao
inibitéria sobre a atividade da enzima xantina oxidase e sobre a
lipoperoxidagéo in vitro (SANZ et al. 1994). A hispidulina promove inibigdo da
agregacao plaquetaria (BOURDILLAT et al. 1988), protecdo contra
hepatotoxicidade promovida por bromobenzeno (FERRANDIZ et al. 1984) e
citotoxicidade em células de carcinoma de nasofaringe (KUPCHAN et al. 1969).
Os efeitos dessas flavonas sobre o metabolismo mitocondrial ja foram
estudados previamente no Laboratério de Oxidacbées Biolégicas e Cultivo
Celular da UFPR. Verificou-se que elas promovem inibicbes de enzimas da
cadeia respiratéria e reducdo na velocidade de consumo de oxigénio
(DABAGUI-BARBOSA et al., 2005; HERRERIAS et al., 2008). Contudo, seus
efeitos sobre propriedades de membrana e sobre células de melanoma murino
ainda n&o foram descritos.

Tendo em vista a auséncia de drogas eficazes para o tratamento do
melanoma e os importantes efeitos bioldgicos ja descritos para as flavonas em

estudo, os objetivos deste trabalho visaram contribuir para o melhor
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entendimento dos mecanismos de agdo destes compostos sobre parametros
relacionados com o metabolismo energético mitocondrial e avaliar seus efeitos
sobre as células de melanoma murino B16-F10. Luteolina, apigenina e flavona
foram também utilizadas nesse estudo, devido a suas semelhancas estruturais
com as flavonas eupafolina e hispidulina, com a finalidade de estabelecer a
importancia dos substituintes nos efeitos promovidos em células de melanoma
murino. Além disso, as mesmas foram usadas para uma avaliacao comparativa
dos efeitos citotoxicos sobre células tumorais (B16-F10) e melandcitos normais

(Melan-A).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 MELANOMA

Os melan6citos humanos normais aderem na membrana basal da epiderme
e, apesar de se manterem normalmente em repouso, mantém um potencial de
proliferacao de longo prazo. Estas células se diferenciam a partir de células
pluripotentes da crista neural (HERLYN e SATYAMOORTHY, 2001).

Os melandcitos sao responsaveis pela sintese do pigmento melanina na
pele. A melanogénese é realizada por enzimas melanogénicas como a
tirosinase, que catalisa a hidroxilacdo da tirosina a 3,4-dihidroxifenilalanina
(DOPA) e a oxidacao do DOPA a DOPAquinona (NAGATA et al., 2004). Apés a
sintese, a melanina é distribuida nos queratinécitos presentes nas camadas
superiores da epiderme através dos dentritos dos melanécitos e promove
protecdo contra os efeitos danosos da radiacdo ultravioleta (HERLYN e
SATYAMOORTHY, 2001).

O melanoma cutaneo é um tipo de cancer que tem origem nos melanécitos
e tem predominancia em adultos brancos (INCA, 2008). O desenvolvimento do
melanoma é um processo de muitas etapas, no qual melanécitos maduros da
epiderme progressivamente sofrem mutacbes em oncogenes ou genes
supressores de tumor, as quais geram uma proliferacdo acelerada sem os
mecanismos de controle de crescimento de uma célula normal (ZABIEROWSKI
& HERLYN, 2008).

Melanomas do tipo in situ e microinvasivo consistem de agrupamentos
unicos e de tamanho varidvel de melandcitos atipicos que demonstram um
padrdao de crescimento radial. O mais agressivo e potencialmente letal

melanoma invasivo é caracterizado por um crescimento vertical penetrando a
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camada superior da epiderme e a camada subjacente da derme, uma condi¢cao
com alto potencial metastatico (JHAPPAN et al., 2003).

A profundidade da invasdao do tumor €& o parametro de progndstico
histol6gico mais importante a ser avaliado no tumor primario (MARKOVIC et al.,
2007) e o sistema de classificacdo utilizado atualmente foi publicado na sexta
edicdo do American Joint Commitee on Cancer (AJCC) - Cancer Staging
Manual em 2002.

O estadio | do cancer é diagnosticado em pacientes que tem lesdes
primarias de cerca de 1 mm ou menos de profundidade e ndo possuem
evidéncia de metastase. No estadio Il o melanoma é diagnosticado em
pacientes com lesdes primarias profundas sem evidéncia de metastase e no
estadio Il h4a espalhamento para os linfonodos. Ja no estadio IV o melanoma
encontra-se em sitios distantes, incluindo pele, tecido subcutaneo, linfonodos e
orgaos.

A incidéncia de melanoma na populagdo branca dos Estados Unidos da
América aumentou drasticamente de 1/100.000 em 1935 para 15/100.000 em
2000 (LOTZE et al., 2001).

A exposicao ao sol é geralmente aceita como o maior fator causador dos
melanomas, contudo, 0 mecanismo de geracdo de melanomas pela exposicao
a luz ultravioleta € desconhecido e complexo. Nas pessoas de pela clara, o
grupo mais predominantemente afetado, os tumores apresentam-se mais
comumente em dreas que sao menos expostas ao sol, como pernas, bragos e
tronco do que em areas que sao constantemente expostas ao sol, como o rosto

(CURTIN et al., 2005).
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Alteracdes genéticas foram correlacionadas ao aparecimento das lesdes de
melanoma. Mutagbes no gene braf sdo encontradas em 66% dos melanomas
malignos (DAVIES et al., 2002). Além disso, 24% das culturas de melanomas
malignos analisados por Albino et al. (1989) tinham mutagdes no gene ras e
nao foram encontradas alteracées nesse gene em nevos normais e displasicos.

Curtin et al. (2005) demonstraram uma importante correlacdo entre o tipo
de mutacéo e o local de aparecimento das lesdes melanociticas. Esses autores
relataram que 81% dos melanomas encontrados em locais da pele sem
exposicao crénica ao sol possuem mutacdes nos genes braf ou n-ras. Ja& em
melanomas com esses genes nao mutados, ocorrem alteragdes freqlientes nos
genes para ciclinas dependentes de quinase-4 (CDK-4) e ciclina D1.

Outro oncogene envolvido com o desenvolvimento do melanoma é o
oncogene Akt, uma serina/treonina quinase que estimula a proliferacdo celular
e inibe a apoptose. O aumento da expressao de Akt ocorre com o processo de
metastizacdo do melanoma e é inversamente correlacionado com a
sobrevivéncia dos pacientes, podendo ser utilizado como um marcador de

progndstico (DAI et al., 2005).

2.2. TRATAMENTO DO MELANOMA

A intervencgdo cirurgica € o tratamento mais definitivo para o melanoma
primario, pois 0s pacientes com tumores primarios menores do que 1 mm de
profundidade tem um baixo risco de metastase (MARKOVIC et al, 2007).
Quando diagnosticado nas fases iniciais, sem metastase, 85% dos pacientes
portadores do melanoma apresentam um bom prognéstico apds excisao

cirurgica. Entretanto, no estadio disseminado, esse indice é de cerca de 50%
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para os pacientes com melanoma no estadio Il e de 10-20% para aqueles com
melanoma no estadio IV (BUSSEL & ZITELLI, 1996).

Os agentes quimioterapéuticos mais utilizados na doenca metastatica sao a
dacarbazina, analogos da platina, nitrosuréias e toxinas microtubulares (LOTZE
et al., 2001).

A dacarbazina (5-3,3-dimetiltriazeno-imidazol-4-carboxamida - DTIC) foi a
primeira droga aprovada pelo FDA (Food and Drug Administration) para o
tratamento do melanoma no estadio IV (MARKOVIC et al., 2007). Essa droga é
um agente alquilante do DNA. No figado, a dacarbazina é metabolizada pelo
sistema P-450 ao seu metabdlito ativo 5-(3-metil 1- triazeno) imidazol-4-
carboxamida, o qual espontaneamente se decompde ao metabdlito ativo 5-
aminoinidazol-4-carboxamida através de uma reacdo de N-desmetilacdo. A
dacarbazina, que é o quimioterapico referéncia para o tratamento do melanoma
disseminado, apresenta um indice de resposta positiva a medicacdo de 20-
26%, e menos de 2% dos pacientes sobrevivem até seis anos (CARTER &
FRIDMAN, 1972).

Novas estratégias de tratamento tém sido buscadas. Uma das novas
drogas utilizadas é a lenalidomida (Revlimid ™), pertencente a classe dos
analogos da talidomida, que possuem acdo imunomodulatéria e
antiangiogénica (BARTLETT et al, 2004). Também estdo sendo testadas
drogas inibidoras da expressdo de Bcl-2, um proteina antiapoptética, como o
oblimersen juntamente com a dacarbazina (JANSEN et al., 2000) e drogas
inibidoras da cascata RAF-quinases, como o sorafenib juntamente com outros
quimioterapicos (MOLHOEK et al, 2005), obtendo um indice de sucesso

superior a utilizacdo desses compostos isoladamente (AHMAD et al., 2004).
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Inibidores do proteassoma, como o bortezomib, também foram testados contra
o melanoma, entretanto, ndo se demonstraram ativos em pacientes com
melanoma metastatico em um teste de fase Ill (MARKOVIC et al., 2005).

Desta forma, o desenvolvimento de novas drogas com atividade
antimelanoma é importante, pois a quimioterapia com um unico agente tem
sido ineficaz na grande maioria dos casos, em funcdo da alta capacidade
adaptativa das células tumorais quanto a sobrevivéncia e proliferacao
(KASPER et al., 2007).

Os produtos naturais representam uma excelente fonte de substancias que
possuem uma grande variedade de atividades bioldgicas (CRAGG et al., 2000).
Muitas vezes consistem em metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas
como parte de um mecanismo de defesa contra microorganismos, insetos e
outros animais, além de mecanismos de adaptacao e regulacido as condicdes
ambientais (MONTANARI & BOLZANI, 2001). Entre as classes de metabdlitos
secundarios de plantas que possuem atividades biolégicas antitumorais,

encontramos os flavonodides, os quais foram o objeto de estudo nesse trabalho.

2.3. FLAVONOIDES

Flavondides sao metabdlitos secundarios de plantas vasculares como
angiospermas e gimnospermas. S&o compostos fendlicos de baixo peso
molecular derivados de benzo-y-pironas (HEIM et al, 2002). Sao os
fitoquimicos mais abundantes na dieta humana e sao responsaveis juntamente
com outros compostos pela cor e odor de frutas e vegetais. Mais de 4000
diferentes flavondides ja foram identificados em frutas, vegetais e alimentos de

origem vegetal. Na Tabela 1 encontram-se alguns exemplos de flavondides e
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de suas fontes na dieta. Estima-se que populacbes de paises europeus
consumam cerca de 1 g diario de flavonoides (RUSAK et al., 2005).

Esses compostos estdo presentes em muitas plantas medicinais utilizadas
pela populacdo para o tratamento de diversas patologias € o consumo de
alguns flavondides tem sido relacionado a reducao do risco de cancer (KALE et
al., 2008).

Os flavonoides séo classificados de acordo com a sua estrutura e diversos
estudos demonstraram uma importante correlagao entre suas estruturas e suas
atividades biologicas (QUINTIN et al., 2009; JIN et al., 2007; RUSAK et al,

2005; BENAVENTE-GARCIA et al., 2005; ABE et al., 2002).
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Flavonéide Fonte Quantidade (mg/Kg)
Quercetina 3 - 4’ glucosideo cebola 284-486
Rutina cha preto 10-25
Quercetina 3 - galactosideo maca 21-72
Luteolina - 7 pimenta vermelha  7-14
apiosilglucosideo

Hesperidina suco de laranja 116-201
Narirutina suco de laranja 15-42
Naringina suco de grapefruit  68-302
(+) Catequina maca 4-16

(-) Epicatequina maca 67-103
(+) Catequina vinho tinto 16-53
(-) Epicatequina vinho tinto 9-42
Genisteina - 7 - glicosideo soja 480

TABELA 1: ALGUNS FLAVONOIDES E SUAS FONTES NA DIETA

Fonte: Erlund, (2004).

2.3.1 Classes

Flavondides consistem de dois anéis benzénicos (A e B), os quais estao

conectados por um anel pireno (C) contendo oxigénio (ERLUND, 2004). A

numeracao dos anéis A e C é feita com nUmERO ordinarios, enquanto que o

anel B é numerado utilizando-se apéstrofo (BRAVO,1998). Na Figura 1 pode-se

observar como exemplo a numeragédo de uma flavona, classe a qual pertencem

0s compostos que serdo utilizados neste estudo.
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FIGURA 1: NUMERACAO DE UM FLAVONOIDE COM ANEL C (FLAVONA)

FONTE: Bravo (1998)

Sao conhecidas dez classes de flavondides que possuem o mesmo
nucleo basico (MARKHAM, 1982; MARCANO & MASAHISA, 1991) e, entre
elas, encontram-se as flavonas e os flavonéis. Na Figura 2 estao representadas
as estruturas basicas de algumas classes de flavondides. Flavondides
contendo um grupamento hidroxil em C-3 no anel C séo classificados como 3-
hidroxiflavondides (flavondis, antocianidinas, leucoantocianidinas e catequinas)
e aqueles sem este grupamento em 3-desoxiflavondides (flavanonas e
flavonas). Nos isoflavonoides o anel B é ligado ao anel C pela posicao C-3

(ERLUND, 2004).
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FIGURA 2: ESTRUTURA GERAL DE ALGUMAS CLASSES DE
FLAVONOIDES

Fonte: O autor (2009)
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2.3.2 Absorcao, metabolizacédo e excrecao

Nas plantas, a forma aglicona, sem residuos de acucar, € pouco
freqiente, os flavondides estdao geralmente na forma glicosilada. Pelo menos
oito monossacarideos ou combinacoes desses (di e trissacarideos) podem se
ligar a diferentes grupamentos hidroxila das agliconas, resultando em uma
grande quantidade de flavonéides diferentes (ERLUND, 2004).

Em geral, a absorcao dos flavonéides glicosilados é baixa, necessitando-
se hidrélise prévia para a sua forma aglicona para poderem ser absorvidos
(DAY et at., 1998, GEE et al, 1998). Quando ingerimos flavondides
glicosilados, a B-ligacdo desses acucares resiste a hidrélise pelas enzimas
pancreaticas, sendo a microbiota intestinal responsavel pela quebra das
ligacdes glicosidicas (HEIM et al., 2002).

A biodisponibilidade dos flavondides é extremamente baixa, variando em
torno de 3 a 5%, apesar da grande quantidade de flavondides consumidos na
dieta humana, (COLDHAM et al., 2002).

Liu e Hu (2002) demonstraram que genisteina e apigenina, uma isoflavona
e flavona respectivamente, eram muito bem absorvidas no intestino e que sua
absorcdo ndo era a causa da sua baixa disponibilidade e sim o intenso
metabolismo sofrido por esses flavondides.

Por outro lado, Zhu et al. (2000) relataram que apesar da baixa
disponibilidade obtida apds a administracao oral e intravenosa de catequinas,
esses flavondides permanecem na circulagéo por um longo periodo.

Além disso, flavonas metiladas tém uma biodisponibilidade oral superior,
bem como um maior acumulo tecidual do que as suas correspondentes

estruturais ndo-metiladas (WALLE et al., 2007).
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A distribuicdo destes compostos no organismo é complexa, sendo
extensivamente metabolizados no intestino e figado e os metabdlitos formados

sao excretados pela urina e fezes (ABRAHAMSE et al., 2005).

2.3.3 Propriedades e atividade antitumoral

Grande parte dos efeitos bioldgicos protetores dos flavondides pode ser
atribuida as suas habilidades seqliestradoras de radicais livres e sua
capacidade de transferir elétrons para radicais livres através da formacao de
radicais fenoxil de baixa reatividade (ARORA et al., 1998; COTELLE et al.,
1992; FERRALI et al., 1997; ZHOU & ZENG, 1991). Outra propriedade
importante de alguns flavonodides 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). Flavondides também podem inibir a lipoperoxidacao
através da restricdo do acesso de oxidantes as membranas (VERSTRAETEN
et al., 2003).

Compostos da classe das flavonas também possuem importantes
atividades antioxidantes. 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, dihidroxiflavona), e aqueles com a
presenca de determinados grupamentos, como o grupamento hidroxila no anel
A, poderiam ser capazes de aumentar a eficiéncia antioxidante (ARORA et al.,
1998). Flavonas orto-dihidroxiladas inibem a peroxidagdo lipidica e sao
sequestradoras de radicais superdoxido gerados pelo sistema xantina-oxidase
em neutréfilos humanos (MONTESINOS et al., 1995). Entretanto, alguns

flavondides podem atuar como pré-oxidantes e interferir nos sistemas
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antioxidantes, induzindo indiretamente o estresse oxidativo na célula (CRESPO
et al., 2008; LEUNG et al., 2006). Além disso, radicais hidroxil gerados pela
autoxidacao e pelo ciclo-redox dos flavonéides podem iniciar a peroxidacao de
lipideos de membrana celular (MICHELS et al., 2005). ,

Devido as suas propriedades anti e pro-oxidantes, os flavonéides exercem
um amplo espectro de atividades biolégicas, as quais afetam fungdes celulares
basicas, entre elas, o crescimento e diferenciacao celulares, além da apoptose
(RUSAK et al., 2005; SON et al., 2005; MICHELS et al., 2005). Esses
compostos também tém sido reconhecidos como agentes quimiopreventivos,
com inibicdo da progressao de tumores (HSU et al., 2004; WANG et al., 2005).

Os efeitos protetores dos flavondides contra o cancer podem ser
atribuidos a uma grande variedade de mecanismos, entre eles, aqueles
envolvendo a modificacdo de enzimas que ativam ou detoxificam carcinégenos
e aqueles relacionados a alteracao de vias de sinalizacao celular (MOON et al.,
2006; LAMY et al., 2008; MARTIN et al., 2009).

A modulagédo por flavondides de enzimas metabolizadoras de drogas
como o sistema P-450 é importante porque tanto estas enzimas podem inativar
carcindégenos, contribuindo para a prevencao do cancer, como aumentar ou
diminuir o metabolismo de drogas quimioterapéuticas usadas no tratamento do
cancer (MOON et al., 2005). Si et al. (2009) demonstraram que diversos
flavondis e flavonas testados promovem inibicdo do tipo competitiva, atuando
como substratos para a isoforma CYP2C9 do sistema P-450.

Alguns exemplos da atividade anti-tumoral de flavondides estéo citadas na
literatura. A buteina (3, 4, 2’, 4 - tetrahidroxichalcona), um flavondide

pertencente a classe das chalconas, promove inibicdo do crescimento de
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células MCF-7, uma linhagem de cancer de mama que possui receptor de
estrogeno (ER positiva), provavelmente através de uma inibicao da enzima
aromatase (WANG et al, 2005). A 2, 4’-dihidroxi-6’-metoxi-3’, 5’-
dimetilchalcona (DMC) induz apoptose em diversas linhagens tumorais
humanas, sendo mais citotoxica contra a linhagem de células SMMC-7721 de
tumor hepatico humano (YE et al., 2004).

A fragdo metanol-cloroférmio da planta Rhus verniciflua contendo os
flavonoides fustina (5, 4’, 5’-flavanonol), buteina, fisetina (5, 4’, 5’-flavonol),
quercetina, além do acido protocatecéico e sulfuretina promove inibicdo do
crescimento e induz apoptose em células hepaticas embrionarias de rato (BNL
SV A.8) (SON et al., 2005).

Linhagens de leucemia humana tiveram inducao de apoptose induzida por
flavondides naturais como a genisteina, quercetina, fisetina, luteolina,
apigenina e rutina de maneira dose-dependente acompanhada de queda do
potencial de membrana mitocondrial e ativacdo da caspase-3 (MATSUI et al.,
2005).

A quercetina, um flavonol, promove inibicdo do crescimento de células
hepaticas tumorais (BNL SV A.8) (SON et al., 2004) e induz a via mitocondrial
da apoptose em células de melanoma murino B16-BL6 (ZHANG et al., 2005).
Além disso, a quercetina juntamente com a (-) galato epigalocatequina inibe a
expressdo de duas chaperonas a Hsp70 e GRP78, promovendo um efeito
citotéxico sinérgico em células de cancer de mama humano (LI et al., 2009). A
(-) galato epicatequina e a genisteina também apresentaram efeito sinérgico
inibidor do crescimento de células SH-SY5Y de neuroblastoma humano

juntamente com retindides (DAS et al., 2009). Outro flavonol que apresentou



31

atividade citotéxica foi a isorhamnetina, um flavonol metoxilado (5, 7, 4
trihidroxi 3" metoxiflavonol), que inibiu a proliferagdo de células de carcinoma
escamoso de es6fago humano (Eca-109) em concentracbes de até 80 pg/ml

(MA et al., 2007).

2.3.4 Flavonas

A classe das flavonas, a qual pertencem, os compostos estudados nesse
trabalho, apresenta uma grande quantidade de compostos promotores de
atividade citotoxica contra células cancEROas.

Flavonas como a tangeretina (4, 5, 6, 7, 8 - pentametoxiflavona) e
nobiletina (3’, 4 5, 6, 7, 8 - hexametoxiflavona) apresentaram atividade
antiproliferativa nas doses de 54 e 100 pmol.L™" em linhagens celulares de
cancer de mama (MDA-MB-435 e MCF-7) e de colon (HT-29) (MORLEY et al.,
2006).

A acacetina (5,7 - dihidroxi - 4’ - metoxiflavona) inibe a proliferacao de
células A549 de pulmao humano, induz apoptose através de um mecanismo
de aumento do ligante de Fas e da expressao de p53 e blogueia o ciclo celular
na fase G1 do ciclo celular (HSU et al., 2004).

A flavona crisina (5,7- dihidroxiflavona) exerce um efeito inibitério do
crescimento em células de glioma de rato mediante inibicdo do proteassoma
(WENG, et al., 2005) e o envolvimento do proteassoma no mecanismo
antitumoral de flavondides também foi demonstrado por Chen et al. (2005).
Esses autores sugeriram que a inibicdo do proteassoma poderia ser um dos
mecanismos pelos quais os flavonodides atuariam prevenindo o céncer. Pois,

células tumorais seriam dependentes da fungédo proteassomal e inibididores do
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proteassoma levariam a parada do crescimento na fase G1 e/ou inducéo de
apoptose (AN et al., 1998; Li & DOU , 2000).

As flavonas luteolina e apigenina foram utilizadas nesse estudo devido a
suas semelhancas estruturais com eupafolina e hispidulina para avaliar a
importancia dos substituintes metoxil e hidroxila para o efeito citotoxico nas
células de melanoma murino B16-F10. Além disso, utilizou-se a flavona,
representante da classe, sem substituintes na estrutura basica. As estruturas
das cinco flavonas utilizadas nesse estudo: flavona, hispidulina, eupafolina,
apigenina e luteolina estao demonstradas na Figura 3. A seguir sdo descritos

alguns dos efeitos bioldgicos ja conhecidos dessas flavonas.
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EUPAFOLINA

MeO

FIGURA 3: FORMULAS ESTRUTURAIS DAS FLAVONAS UTILIZADAS
NESSE TRABALHO

FONTE: O autor (2009)
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2.3.4.1 Luteolina
Luteolina (3’, 4°, 5, 7 — tetrahidroxiflavona), uma flavona muito comum na

dieta humana, possui efeitos protetores contra o cancer e / ou antitumorais ja
descritos na literatura.

A luteolina induz a via mitocondrial da apoptose, aumentando cerca de
seis vezes a atividade de enzimas apoptoéticas como a caspase-9, e promove a
fragmentacao da fita de DNA em células H4IIE de hepatoma de rato (MICHELS
et al., 2005). A luteolina também induz a apoptose em células de hepatoma
humano HepG2 (LEE et al, 2005a) e em células CH27 de carcinoma de
pulmao (LEUNG et al., 2006). Zhou et al. (2009) demonstraram que a luteolina
inibe a invasao de células de cancer prostatico - PC3 através da inducao da
expressao da molécula de adesao E-caderina.

Além disso, essa flavona promove reducao na expressao do fator IGF-1
(fator-1 de crescimento relacionado com a insulina) em células de tumor de
endométrio humano, e conseqlente diminuicdo da proliferacdo e inducdo de
apoptose, ja que a expressao deste fator esta relacionada com o crescimento
seletivo do tumor (KIM et al., 2005).

O efeito protetor da luteolina também foi avaliado. A luteolina protege
células de cultura de retina do estresse oxidativo promovido por Fe/ascorbato
(AREIAS et al., 2001) e demonstra efeito protetor da carcinogénese de colén
induzida por azoximetano (ASHOKKUMAR & SUDHANDIRAN, 2008). Além
disso, protege as células OLN-93 contra o dano oxidativo induzido por peroxido
de hidrogénio, reduz a expressao da NO sintase induzida (iNOS) e a producao

de NO em macréfagos NR8383 (MEETEREN et al., 2004).
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A luteolina também inibe a fagocitose de mielina por macréfagos in vitro
sugerindo que esse composto pode ser utilizado no futuro no tratamento do

processo desmilienizante da esclEROe multipla (HENDRIKS et al., 2003).

2.3.4.2. Apigenina

A apigenina também é uma flavona muito estudada quanto aos seus
efeitos indutores de apoptose em células tumorais.

A apigenina (4’, 5, 7 - trihidroxiflavona) promove apoptose através da
liberacdo de citocromo ¢ e rapida indugdo da atividade da caspase-3 em
linhagens Mb-453, BT-474, SKBr-3 de cancer de mama humano que
superexpressam a proteina HER2/neu. Além disso, estimula a clivagem
proteolitica do DFF-45, um fator que desencadeia a fragmentacado do DNA
(WAY et al., 2005). Essa flavona blogueia o ciclo celular e induz apoptose em
células de carcinoma cervical humano através de uma via dependente de p53
(ZHENG et al., 2005). A ativacédo de p53 também ocorre na apoptose induzida
por apigenina em células de cancer prostatico (SHUKLA & GUPTA, 2008)

Além disso, a 4’, 5, 7 - trihidroxiflavona induz apoptose em células HL-60
leucémicas liberando citocromo ¢ e ativando caspases 9 e 3 (WANG et al.,
1999).

A apigenina demonstrou um efeito protetor sobre o dano cromossomal
induzido por radiagdo em linfécitos humanos (RITHIDECH et al, 2005).
Também demonstrou seu efeito protetor em células de medula quando o dano
genotoéxico foi induzido por mitomicina C utilizando-se trocas de crométide e
aberrac6es cromossomais como parametros de dano (SIDDIQUE & AFZAL ,

2009).
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2.3.4.3. Flavona

A flavona (2-fenil-4H-1-benzopirano-4-ona), estrutura basica sem
substituintes, ja foi previamente estudada no Laboratério de Oxidacdes
Biologicas e Cultivo Celular da UFPR e apresentou efeitos sobre o
metabolismo mitocondrial. Verificou-se que a flavona diminui a velocidade
respiratéria no estado 3 e estimula a velocidade respiratéria do estado 4 com
ambos os substratos. Reduz a relagdo ADP/O e o coeficiente de controle
respiratério (CCR). Inibe a atividade das enzimas da cadeia respiratéria
mitocondrial entre o complexo | e Ill e reduz a amplitude e velocidade do
inchamento mitocondrial induzido por valinomicina e o potencial elétrico
transmembrana (VALDAMERI, 2008).

Além disso, a flavona promove inibicdo da contracdo muscular através
de inibicao da atividade da miosina fiosfatase (JEON et al., 2007) e também
induz apoptose de células de cancer colon-retal (WENZEN et al., 2000).

A flavona alterou a atividade de enzimas do sistema P450 no

metabolismo do benzopireno (HUANG et al., 1981).

2.3.4.4 Eupafolina e Hispidulina

Os efeitos da eupafolina e hispidulina sobre parametros relacionados com
o transporte de elétrons na cadeia respiratéria foram avaliados em trabalhos
anteriores do Laboratério de OxidacGes Biolégicas e Cultivo Celular da UFPR
(DABAGUI-BARBOSA et al., 2005; HERRERIAS et al., 2008). A hispidulina (5,
7, 4’- trihidroxi - 6 - metoxiflavona) difere da eupafolina (5, 7, 3, 4’- tetrahidroxi -
6 - metoxiflavona) pela presenca de uma hidroxila em 3’ formando um anel

catecol (anel B).
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As duas flavonas inibem o consumo de oxigénio e alteram atividades de
enzimas da cadeia respiratéria mitocondrial (DABAGUI-BARBOSA et al., 2005;
HERRERIAS et al., 2008). Os efeitos da hispidulina sobre a cadeia respiratéria
sdao decorrentes de inibicbes dos complexos enzimaticos (DABAGUI-
BARBOSA et al., 2005), ja os efeitos da eupafolina sdo gerados ndo somente
por inibicbes enzimaticas, mas também por alteragbes na membrana
mitocondrial. A eupafolina demonstrou, ainda, capacidade de reagir com o
radical livre DPPH, de promover a liberagdo de ferro da ferritina (DABAGUI-
BARBOSA et al., 2005) e de sofrer autooxidacado, gerando ERO - espécies
reativas de oxigénio (HERRERIAS et al., 2008).

Para a eupafolina ja foram descritas habilidades inibitdérias do crescimento
de células de carcinoma uterino e adenocarcinoma gastrico humano (ABE et
al., 2002), acao protetora contra o estresse oxidativo (KIM et al, 2002) e
atividade antiinflamatéria (SALA, 2000). Diversos efeitos biol6gicos também
foram descritos para hispidulina como inibicAo da agregacdo plaquetaria
(BOURDILLAT et al. 1988) e protecdo contra hepatotoxicidade induzida por
bromobenzeno em ratos (FERRANDIZ et al. 1984). Além disso, as duas
flavonas foram citotéxicas contra células de carcinoma de nasofaringe humano
(KUPCHAN et al. 1969). Em experimentos prévios de viabilidade celular
realizados no Laboratério de Oxidagdes Bioldgicas e Cultivo Celular da UFPR
pdde-se constatar que as duas flavonas testadas foram citotoxicas para a
linhagem de células HelLa e esta citotoxicidade poderia, pelo menos em parte,
ser explicada pelas alteracbes nos parametros respiratdérios observadas

(DABAGUI-BARBOSA et al., 2005; HERRERIAS, 2005).
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2.4. RELACAO ESTRUTURA-ATIVIDADE

As diferencas entre os efeitos dos flavonéides ocorrem pelas diferencas
nas suas estruturas quimicas. Desta forma, € importante correlacionar a
estrutura quimica e determinado efeito bioldégico na tentativa de predizer a
atividade biolégica de um grupo particular de compostos (RACKOVA et al.,
2005). Na literatura sdo encontrados varios trabalhos comparando o efeitos de
flavondides pertencentes a classes diferentes. Nestes trabalhos séao
encontradas algumas sugestdes de correlagdes entre as suas estruturas e
seus efeitos bioldgicos.

A presenca de grupamentos hidroxil, O-metil, e de dupla ligagdo, no
esqueleto basico dos flavonbéides é fundamental para as atividades
sequestradoras de radicais livres, quelante de metais e antioxidante (HEIM,
2002; HUSAIN, 1987)

Rusak e cols. (2005) demonstraram a importancia do numero de
grupamentos hidroxil no anel B para atividade sequestradora de radicais
DPPH. Também demonstraram que a presenca da dupla ligacéo entre C2-C3 e
do grupamento 3’-hidroxil e a auséncia do 6-hidroxil sdo importantes para os
efeitos antiproliferativos em células humanas leucémicas. A presenca dos
grupamentos 3’,4’-dihidroxil no anel B de alguns flavonoides pertencentes a
diferentes classes (flavonas, flavondis, flavanonas) parece aumentar a
citotoxicidade contra células B16-F10 (ABE et al., 2002).

A presenga do grupamento 2’-hidroxil em derivados de chalconas é
importante para a atividade inibitéria da producao de NO em macréfagos (JIN
et al., 2007). A inibicao da producao de marcadores pro-inflamatérios em

macréfagos é maior com flavonodides contendo tetrahidroxilagdo em 5,7,3’,4’
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juntamente com a dupla ligacdo em C2-C3 e o anel B na posicdo 2
(COMALADA et al., 2006).

A substituicao em 5,7-dihidroxil no anel A, a dupla ligacdo em C2-C3 e o
grupamento 4-ceto do anel C se mostraram necessarios na estrutura para a
inibicdo da expressao de moléculas de adesdao em células endoteliais adrticas
humanas (LOTITO et al., 2006).

Apesar de muitos flavondides possuirem capacidade antioxidante
dependente da sua estrutura, como citado anteriormente, alguns destes
compostos sdo também conhecidos por seus efeitos citotdxicos causados por
alteracoes na bioenergética mitocondrial, que levam a um aumento de ERO,
geracao de danos celulares e ao processo de apoptose. Neste contexto, a
seguir serdo descritas algumas informacdes sobre a relacdo existente entre o
metabolismo mitocondrial, a geracdo de espécies reativas de oxigénio e o
processo de inducdo da apoptose, visto que parametros relacionados a este

processo foram avaliados neste trabalho.

2.5 MITOCONDRIA, ESTRESSE OXIDATIVO E APOPTOSE

A cadeia respiratoria mitocondrial esta continuamente gerando espécies
reativas de oxigénio (ERO) (KOWALTOWSKI & VERCESI, 1999) e essas
espécies promovem diversos danos a biomoléculas como proteinas, 4cidos
nucléicos e lipidios. Além da producdo basal de ERO, compostos que
promovem inibicbes de atividades de enzimas da cadeia respiratoria
mitocondrial, como alguns flavonéides (HERRERIAS et al.,, 2008; DABAGUI-

BARBOSA et al. 2005; HODNICK et al., 1987), aumentam a produc¢éo de
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radicais superéxido. Esse radical pode reagir com perdxido de hidrogénio em
presencga de ferro, e originar um radical livre extremamente reativo, o radical
hidroxila.

Radicais hidroxila podem oxidar grupos tidis protéicos, promover a
abertura do poro de transicdo de permeabilidade (PTP) e a liberacédo de fatores
pré-apoptéticos, como o citocromo ¢ pela mitocédndria, desencadeando assim, o
processo apoptédtico (RASOLA & BERNARDI, 2007; SUSIN et al., 1998). Outro
fator importante para a perda da fungcdo mitocondrial é a lipoperoxidacao de
acidos graxos insaturados presentes na membrana mitocondrial
(KOWALTOWSKI & VERCESI, 1999; NICHOLLS & FERGUSON, 1992).

A classificacdo de morte celular mais utilizada distingue dois tipos
principais: apoptose e necrose (KROEMER et al., 2009) . Autofagia, a qual
propos-se que seria um terceiro tipo de morte celular € um processo no qual a
células gera energia e metabdlitos através da digestdo de organelas e
macromoléculas (KLIONSKI, 2007). Diferenciacdes entre esses trés tipos de
morte celular sdo realizadas baseando-se em parametros bioquimicos,
morfolégicos e moleculares (GALLUZZI et al., 2007).

A apoptose, ou “morte celular programada”, € uma das formas de morte
celular que ocorre durante o desenvolvimento e a maturacdo celular. Foi
inicialmente caracterizada baseando-se em critérios morfoldgicos, os quais
incluem: encolhimento celular, condensacdo citoplasmatica, segregacao e
condensacao da cromatina, projecées da membrana plasmatica e a formacao
de corpos apoptéticos (KROEMER et al., 2005; WYLLIE, 1980). A morte celular
por apoptose pode ser desencadeada através de duas vias. A primeira via é

mediada por receptores de morte presentes na membrana plasmatica como o
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receptor TNF ou Fas (HOTCHKISS et al., 2009). A ligagcdo de proteinas
especificas adaptadoras como FADD - proteina associada a Fas (WILSON et
al.,, 2009; CHINNAIYAN et al., 1995) e RAIDD - proteina associada com o
dominio de morte RIP (WILSON et al., 2009; DUAN & DIXIT, 1997), dispara a
cascata de caspases no interior da célula, mediante autoativacdo, e esse
processo inicia-se pela caspase 8 (HOTCHKISS et al, 2009; MUZIO et
al.,1998; MARTIN et al., 1998).

Outra via de inducao de apoptose é a chamada via mitocondrial, por esse
mecanismo, ocorre liberacdo de citocromo ¢ a partir da mitocondria para o
citoplasma (KLUCK et al., 1997). O citocromo c liberado liga-se ao fator
ativador de proteases apoptético (Apaf-1), que, juntamente com a caspase 9,
ativa a caspase 3 e dispara a apoptose (BRAS et al., 2005; ZOU et al., 1997).

Iniciadores dessa via incluem as especies reativas de oxigénio, danos ao
DNA, a resposta a proteinas “unfolded” e a privacao de fatores de crescimento.
Esses iniciadores levam a um aumento na transicdo de permeabilidade
mitochondrial promovendo liberacdo de fatores prdapoptéticos como o
citocromo c a partir do espaco intermembranas mitocondrial para o citosol (LI et
al., 1997). Proteinas  pro-apoptéticas  denominadas = SMAC/DIABLO,
antagonizam inibidores citosélicos de proteinas pro-apotéticas, disparando
assim, a cascata de caspases (DU et al., 2000).

A caspase 8 ativada (via de receptor de morte) e caspase 9 ativada (via
mitocondrial) mobilizam as caspases 3, 6 e 7, proteases responsaveis pela
degradacdo de diversas proteinas celulares e também ativam DNases

(SHERIDAN & MARTIN, 2008; STRASSER, 2005).
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Embora a relacao entre o aumento de ERO e o processo de apoptose ja
seja conhecido, cabe destacar que as células podem se proteger do dano
oxidativo alterando a expressao e/ou atividade das enzimas antioxidantes como
um mecanismo de defesa e protecdo. Shull e cols. (1991) demonstraram que
células epiteliais tragueobrénquicas respondem a diversos agentes oxidantes
aumentando a expressao da glutationa peroxidase (GPx), superdxido
dismutase — Mn (MnSOD) e catalase. Martin e cols. (2009) demonstraram que
a apoptose induzida por t-butil-hidroperoxido em células HepG2 ocorria por um
mecanismo dependente de ERO e que o extrato polifendico do cacau protegia
a morte dessas células através do estimulo da expressdo de glutationa
peroxidase e redutase .

Desta forma, torna-se importante avaliar o efeito dos flavondides também

sobre a atividade de enzimas antioxidantes.
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3. OBJETIVOS

Na busca de novos agentes terapéuticos para o tratamento de diferentes
tipos de cancer, em especial 0 melanoma, diversos compostos foram testados.
Os flavondides demonstraram efeitos importantes sobre patologias
desencadeadas pela superproducao de radicais livres, como o cancer, e alguns
autores sugerem que suas propriedades citotéxicas podem ser decorrentes de
alteragbes na bioenergética mitocondrial. Estudos anteriores demonstraram a
capacidade de duas flavonas, eupafolina e hispidulina, de alterar o
metabolismo energético mitocondrial e reduzir a viabilidade de células Hela
(HERRERIAS et al., 2008; DABAGUI-BARBOSA et al., 2005), entretanto, ndo
sao conhecidos ainda os efeitos dessas flavonas sobre células de melanoma.
Dessa forma, torna-se importante elucidar o mecanismo de agado, destas
flavonas avaliando-se as suas propriedades pré e antioxidantes como causa de
efeitos inibitérios do crescimento tumoral in vitro. Tal abordagem pode
contribuir com informacdes importantes quanto a possibilidade da aplicacao
terapéutica de flavondides no tratamento do melanoma.

Portanto, este trabalho tem como objetivos gerais: analisar os efeitos da
hispidulina e eupafolina sobre a fluidez de membranas e metabolismo
energético mitocondrial e realizar uma analise comparativa dos efeitos
citotéxicos de cinco compostos pertencentes a classe das flavonas (hispidulina,
eupafolina, apigenina, luteolina e flavona) sobre células de melanoma murino
relacionando-os com suas estruturas quimicas, além de determinar a

citotoxicidade destas flavonas também sobre melanécitos murinos nao
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tumorais - Melan-A, buscando verificar uma possivel seletividade desses
compostos.
3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Em mitocOndrias intactas isoladas de figado de rato avaliar:
e Os efeitos da eupafolina sobre a atividade do complexo FiFg
ATPase na auséncia e presenca de FCCP;
e A influéncia da eupafolina sobre o inchamento energizado em
presenca de acetato de sodio;
e (Os efeitos da eupafolina e hispidulina sobre a transicdao de
permeabilidade mitocondrial.
Em membranas naturais (mitocéndria) e artificiais (dimiristoilcolina) avaliar
os efeitos da eupafolina e hispidulina sobre a fluidez;
Em células de melanoma murino B16-F10 cultivadas avaliar os efeitos de
flavona, hispidulina, eupafolina, apigenina e luteolina sobre:
e A viabilidade e a proliferacéo celular;
e A morfologia das células através de técnicas de microscopia
eletrdnica de varredura e transmissao;
e A atividade das enzimas antioxidantes: superéxido dismutase,
catalase, glutationa redutase e glutationa peroxidase;
¢ A liberagao de citocromo c;

Verificar os efeitos das cinco flavonas sobre a viabilidade de células de
melandcitos normais murinos (Melan-A) e comparar estes efeitos com os
obtidos em células de melanoma (B16-F10) com o intuito de verificar se as
flavonas estudadas tem um efeito seletivo de inducao de morte sobre as

células tumorais.
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4. EXTRATEGIA EXPERIMENTAL

O estudo da acgao de flavonoides foi conduzido em duas linhas, estudos
em mitocdndrias e estudos em células, tumorais (B16-F10) e normais (Melan-
A). Na Figura 4 encontra-se um fluxograma que demonstra a estratégia
experimental que foi utilizada nesse trabalho. Realizaram-se experimentos para
avaliar os efeitos da eupafolina sobre a atividade enzimatica da ATPase e
sobre o inchamento de mitocdéndrias energizadas com glutamato para
complementar estudos anteriores dos efeitos dessa flavona sobre o
metabolismo energético mitocondrial. Também se avaliou a ag¢ao das flavonas
hispidulina e eupafolina sobre a fluidez de membranas naturais e artificiais..
Além disso, verificou-se a influéncia desses compostos sobre a formacgao do
poro de transicao de permeabilidade mitocondrial devido a sua importancia no
processo de inducao da apoptose.

Para verificar o efeito citotoxico das flavonas foram realizados
experimentos de viabilidade e proliferacdo celular utilizando como modelo
células de melanoma murino (B16-F10). Para determinar a influéncia dos
grupamentos substituintes metoxil e hidroxil e do anel catecol na estrutura
basica das flavonas sobre o efeito bioldgico. Escolheu-se a apigenina e a
luteolina por serem as correspondentes estruturais, sem o grupamento 6-
metoxil, da hispidulina e eupafolina, além da flavona, sem substituintes.

Para determinar o provavel mecanismo de morte celular induzido por
essas flavonas foram realizados estudos morfolégicos de microscopia
eletrénica de varredura e transmissao e analises de liberagdo de citocromo c .
Também se avaliou a influéncia dos compostos testados sobre a atividade das

enzimas antioxidantes que aliados aos efeitos mitocondriais poderiam
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colaborar para a geracdo de estresse oxidativo e indugdo de morte celular.

Uma das caracteristicas importantes de um provavel quimioterapico é possuir

seletividade de acao citotdéxica sobre células tumorais e afetar o minimo

possivel células normais

. Para avaliar um provavel efeito seletivo dos

compostos testados, foi realizado também o experimento de viabilidade celular

em melandcitos normais (Melan A) de camundongo.

FLAVONAS
Mitocondrias Membranas Células Células
Intactas Artificiais e naturais B16-F10 Melan A
Eupafolina Eupafolina Eupafolina Flavona Flavona
1 Hlspldullna Hlspldullna Hlspldullna Hlspldullna
— ’ Eupafolina Eupafolina
Atividade ATPase Apigenina Apigenina
Inchamento Polarizacao de Luteolina Luteolina
Mitocondrial Fluorescéncia
Energizado
Transigéo de Viabilidade Viabilidade

Permeabilidade
Mitocondrial

Proliferacao
Analises Morfologicas
Adeséo
Liberacao Citocromo ¢
Enzimas Antioxidantes

FIGURA 4: FLUXOGRAMA DA ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Fonte: O autor (2009)
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5. MATERIAIS E METODOS
5.1 REAGENTES

Flavona, luteolina, apigenina, DMSO, D-manitol, HEPES, EGTA,
albumina de soro bovino, DPH, DPH-PA, acido glutamico, ADP, ATP, rotenona,
citocromo ¢, FCCP e TRIS, foram adquiridos da Sigma Chemical Co. O meio
RPMI 1640 foi adquirido da Cultilab, soro fetal bovino estéril da Invitrogen e
tripsina da DIFCO.

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

agua ultrapurificada através de sistema purificador Gehard®.

5.2 ISOLAMENTO DOS FLAVONOIDES EUPAFOLINA E HISPIDULINA

A eupafolina e hispidulina foram extraidas das folhas secas do Eupatorium
littorale, segundo Oliveira e cols. com algumas modificagdes (2001) no
laboratério de Produtos Naturais do Departamento de Quimica da Universidade
Federal do Parana com a colaboragéao do professor Bras Heleno de Oliveira. O
extrato etandlico das folhas (5g) foi incorporado em 10 g de silica e esta
amostra incorporada foi adicionada a uma coluna de separacdo cromatografica
a vacuo. Diferentes proporcoes dos solventes hexano e acetato de etila foram
preparadas e eluidas sequencialmente pela coluna (100:0, 80:20, 75:25, 70:30,
60:40, 50:50, 40:60, 30:70, 20:80, 10:90: 0:100). Aliquotas de cerca de 200 mL
foram recolhidas e utilizadas para a realizagdo de cromatografia de camada
delgada para verificagao da fracao de eluicdo dos flavondides. As fracoes de
interesse foram reunidas e o solvente evaporado. As etapas de purificacao

foram feitas utilizando-se das técnicas de cristalizacdo e cromatografia em
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camada preparativa centrifuga — chromatotron). A pureza das amostras foi

checada por HPLC em 339 nm.

5.3. PREPARO DAS SOLUGOES DE FLAVONOIDES

Para o preparo das solucbes usadas nos experimentos, todos o0s
flavonoides foram solubilizados em dimetilsulféxido (DMSQO). As concentracdes
utilizadas variaram de 1 - 200 pmol.L™", dependendo do experimento. Cabe
ressaltar que em todos os experimentos realizados foram feitos controles

somente com o solvente DMSO.

5.4.ANIMAIS

Para o isolamento de mitocdndrias, 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 h
com agua ad libitum. Os animais foram mortos por decapitacéo, e o figado foi
rapidamente retirado e colocado no meio de isolamento (descrito no item 5.5),
sendo mantido em banho de gelo durante todo o processamento. Os
experimentos com esses animais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal do Setor de Ciéncias Bioldgicas da UFPR (certificado

em anexo).

5.5. ISOLAMENTO DE MITOCONDRIAS DE FIGADO DE RATO
Mitocondrias de figado de rato foram isoladas como descrito por Voss et

al. (1961), utilizando como meio de isolamento: manitol 210 mmol.L™", sacarose
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70 mmol.L™", Tris-HCI 10 mmol.L™" (pH 7,4) , EDTA 0,5 mmol.L"" e BSA
(0,05%). Ap6s a morte, o figado foi removido, lavado com o meio de isolamento
e conservado em banho de gelo. O material foi picado com tesoura em
pequenos pedacos e lavado pelo menos trés vezes com o0 mesmo meio. A
homogeneizacao foi feita utilizando-se o homogeneizador van Potter-Elvehjem
por trés vezes com o pistilo frouxo e duas vezes com o pistilo normal. O
homogenizado obtido foi centrifugado em centrifuga Hitachi Himac CR21E
refrigerada a 4°C e 2.500 x g por 5 minutos. Nesta primeira etapa de
centrifugagdo, desprezou-se o sedimento, que continha restos de células
intactas, membranas e nucleos, e 0 sobrenadante, que continha as
mitocbndrias, foi centrifugado novamente a 12.500 x g por 10 minutos. O
sedimento obtido foi ressuspenso com meio de isolamento e centrifugado a
10.000 x g por 10 minutos, procedimento repetido duas vezes. A suspensao
mitocondrial obtida teve a concentracdo protéica final dosada através do

método de Lowry et al. (1951).

5.6. DETERMINACAO DA ATIVIDADE ATPASICA EM MITOCONDRIAS
INTACTAS

A atividade da F{F, ATPase (ATP fosfohidrolase) em mitocéndrias
intactas foi determinada na presenca de FCCP e/ou flavondide dosando-se o
fosfato inorganico (P;) decorrente da hidrolise de ATP, segundo o método
descrito por Pulmann et al. (1960). O ensaio foi realizado a 37°C, em sistema
de reacdo constituido por: sacarose 50 mmol.L™", tamp&o Tris-HCI 12 mmol.L™
(pH 7,4), KCI 50 mmol.L™" e proteina mitocondrial na concentragdo de 2 mg.mL’

'. O volume final da reac&o foi de 1 mL e a temperatura foi mantida em 28°C. A
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reacdo foi iniciada pela adicdo de ATP 3 mmol.L” (To) e mantida sob constante
agitacao, sendo interrompida apés 10 minutos pela adicao de TCA a 10% (v/v).
O material foi centrifugado a 10.000 x g por 1 minuto, sendo entdo o fosfato
inorganico do sobrenadante dosado pelo método de Sumner (1944). A
atividade da ATPase foi expressa em micromol de Pi liberado.min™’.mg™

proteina.

5.7. DETERMINACAO DO INCHAMENTO (SWELLING) MITOCONDRIAL NA
PRESENCA DE ACETATO DE SODIO UTILIZANDO MITOCONDRIAS
ENERGIZADAS

A determinagdo do inchamento mitocondrial foi realizada através do
método espectrofotométrico descrito por Seppala et al. (1973). Mitocdndrias de
figado de rato foram isoladas como descrito por Voss et al. (1961), porém
utilizando meio de isolamento modificado contendo: sacarose 330 mmol.L™,
Tris-HCI 1 mmol.L™" (pH 7,4), EDTA 1 mmol.L™" , omitindo-se da ultima lavagem
o EDTA. O meio de reacéo foi constituido de sacarose 100 mmol.L”" HEPES-
NaOH 30 mmol.L" (pH 7,4) , e EDTA 0,5 mmol.L"" e suplementado com
acetato de sédio 50 mmol.L™" | glutamato 15 mmol.L", rotenona 4 umol.L™" e
mitocondria 1 mg.mL™". As variacdes na absorbancia foram acompanhadas em
espectrofotobmetro Hitachi modelo U-2001 UV/VIS no comprimento de onda de

546 nm a 28°C em um volume final de 3 mL.
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5.8. TRANSICAO DE PERMEABILIDADE MITOCONDRIAL INDUZIDA POR
CALCIO EM MITOCONDRIAS ENERGIZADAS

A suspensdo mitocondrial (0,3 mg.mL™) foi incubada em meio contendo:
sacarose 250 mmol.L™”, tampdo HEPES 10 mmol.L™" (pH 7,2), suplementado
com KHzPO4 0,3 mmol.L", CaCl, 20, 50 e 75 pmol.L™, rotenona 6 pmol.L", e
succinato de potassio 3 mmol.L"'. Ciclosporina A (CsA) foi utilizada como um
inibidor especifico do fenbmeno de transicdo de permeabilidade na
concentracdo final de 1 pmol.L". Os experimentos de transicdo de
permeabilidade mitocondrial foram realizados a 28°C, acompanhando-se o
decréscimo da absorbancia em 540 nm relativa ao inchamento da organela na
presenca de calcio, como descrito por Bernardi et al. (1992) e Gunter & Pfeifer
(1990). Os efeitos dos flavondides foram determinados apdés um tempo de
incubagdo de 2 min com a suspensao mitocondrial em espectrofotometro

Hitachi modelo U-2001 UV/VIS.

5.9. FLUIDEZ DE MEMBRANAS ARTIFICIAIS E NATURAIS
5.9.1. Preparo das Membranas Artificiais (liposomas de dimiristoilfosfatidil-
colina -DMPC)

Os liposomas de DMPC foram preparados de acordo com a metodologia
descrita por Antunes-Madeira et al. (1980), utilizando-se DMPC em
concentragao final de 345 pmol.L™". O fosfolipidio foi dissolvido em cloroférmio
e o solvente foi evaporado até a secura, em evaporador rotatério, a 25°C. O
filme lipidico foi entdo hidratado com volume adequado de tampéao Tris-maleato
10 mmol.L™" (pH 7,0), KCI 50 mmol.L™", e disperso por agitacdo manual, em

banho a 30°C (7°C acima da temperatura média de transicdo de fase do
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fosfolipidio). A amostra foi agitada vigorosamente durante um minuto e entao
submetida a ultrasonicagdo suave em banho de ultra-som (THORTON T 7),
visando dispersar agregados e tornar a suspensao homogénea. O tempo de
sonicacao foi controlado pela medida da turbidez da suspensao, a 600 nm em
espectrofotometro  HITACHI, modelo U2001 UV/VIS, até atingir uma
absorbancia de aproximadamente 0,2. Segundo Antunes-Madeira et al. (1995)

os lipossomas preparados nestas condicdes sdo multilamelares.

5.9.2 Preparo das Membranas Naturais (liposomas de membranas
mitocondriais)

As membranas naturais foram preparadas de acordo com a metodologia
utilizada por Antunes-Madeira et al. (1980), padronizando a concentracao de
mitocondrias com relagdo a concentracdo de lipidios em 345 pmol.L". O
procedimento foi realizado como descrito no item anterior, exceto que as
mitocéndrias foram diluidas em volume adequado de tampéao Tris-maleato 10
mmol.L", pH 7,0, contendo KCI 50 mmol.L™", e PMSF 10 mmol.L™', em banho a
30°C. A amostra foi agitada vigorosamente durante um minuto e submetida a
sonicacao suave em banho de ultra-som (THORTON T 7). O tempo de
sonicacdo foi controlado pela turbidez da suspensdo a 600 nm em
espectrofotometro  HITACHI, modelo U 2001 UV/VIS, até atingir uma
absorbancia de aproximadamente 0,2. A concentracdo de fosfolipidios nas
preparacées mitocondriais foi determinada seguindo o método de BARTLETT

(1959).
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5.9.3 Incorporagao das Sondas as Membranas Artificiais e Naturais

Foram utilizadas duas sondas o 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH), que se
localiza no interior hidrofébico da membrana, e o 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno-
acido propibnico (DPH-PA), que permanece ancorado a superficie da
membrana. Estas sondas foram solubilizadas em tetrahidrofurano e
dimetilformamida, respectivamente. Aliquotas das solugdes concentradas das
sondas foram injetadas, sob agitacdo vigorosa em vértex, nas suspensdes de
membranas (DMPC e mitocéndrias), mantidas a 28°C. A concentracao final da
sonda e o quociente sonda/lipideo foram ajustados para 1,73 mmol.L™ e 1/200
respectivamente, tanto na situacdo do DPH quanto do DPH-PA. Ambas as
sondas incorporam-se rapidamente as membranas multilamelares, atingindo
intensidade de fluorescéncia constante ao fim de 90 minutos de incubacao
(LENTZ et al., 1976). As preparacdes de membranas artificiais e naturais, ja em
presenga das sondas, foram incubadas no escuro, durante aproximadamente
19 h, a 8°C (membranas naturais) e 28 °C (membranas artificiais). Para cada
amostra (suspensao de membranas contendo sonda) foi preparado um controle
sem sonda, contendo volume correspondente de tetrahidrofurano ou
dimetilformamida (controle branco) e que sofreu tratamento igual ao da
amostra. Estes controles foram utilizados na correcdo das medicdes
fluorimétricas, para descontar a interferéncia da luz dispersa pelas particulas
em suspensao (light scattering). As suspensées de membrana contendo as
sondas foram incubadas por 2 h na presenca de hispidulina ou eupafolina na
dose de 10 pmol.L". Controles com o solvente utilizado na presenca e

auséncia das sondas também foram realizados.
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5.9.4 Medicbes Fluorimétricas

As medicdes fluorimétricas foram realizadas em espectrofluorimetro
modelo RF-5031PC (Shimadzu Scientific Instruments, Inc.), equipado com
agitacao constante e célula termostatizada pela circulagédo de agua a partir de
banho de circulacdo (PHARMACIA). O controle de temperatura foi de + 0,1°C.
Para as medicoes de polarizacdo de fluorescéncia (P) foram utilizados
polarizadores Polaroid: um, entre a amostra e o0 monocromador de excitagéo,
para interceptar o feixe de excitagdo; outro, entre a amostra e o monocromador
de emissao, para interceptar o feixe de emissao (analisador). A amostra foi
excitada pelo componente vertical da luz monocromatica e foram medidas as
intensidades da luz emitida quando o analisador estava orientado paralela (1) e
perpendicularmente (l1) a direcdo de polarizagdo da luz de excitagdo. As
direcoes de polarizacdo de |, e |. foram, respectivamente, as dos eixos Z e X
(Figura 5). O indice de polarizacao de fluorescéncia (P) foi calculado como
recomendado por Litman & Barenholz (1982), pelo quociente descrito na
equacao 1.

P=(-1)/+1.) (Equacao 1)

A intensidade de | e |. foi medida depois que o feixe de luz atravessa a
rede de difracdo do monocromador de emissdo, onde ocorrem dispersao e
alteracao da polarizacao. A dispersao da luz, dependente do comprimento de
onda, resulta em transmissdo desigual dos dois componentes da luz
polarizada. Assim, foi necessario introduzir ainda um fator de corre¢cdo nesta
equacao. A correcao matematica desta distorgcao instrumental foi feita conforme
recomendado por Toplak et al. (1990), introduzindo-se na equacao anterior o

fator:
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G =I%*./I* (Equagéo 2)

emquelL e I//*correspondem as intensidades dos componentes vertical e
horizontal da Iluz emitida quando o polarizador estiver orientado
horizontalmente. A amostra excitada com o componente horizontal da luz
proveniente do monocromador de excitagdo devera produzir componentes da
luz emitida, vertical e horizontal idénticos, porque as probabilidades de
reorientacdo das moléculas excitadas, durante o tempo de vida da excitacao,
sao idénticas em todas as direcdes horizontal e vertical. A diferenca dos
componentes vertical e horizontal, depois de atravessarem o monocromador de
emissdo, deve-se a dispersdao e, portanto, transmissdo desigual desses
componentes. O valor corrigido do indice de polarizagcdo visualizado na
equacao 3, é:

P=I-G.1.)/(I+G.I1.) (Equacao 3)

Deve-se salientar que a interferéncia da dispersao da luz pelas particulas
em suspensdo da amostra foi descontada de todas as intensidades de
fluorescéncia medidas (Iy. I., I*.I*1) subtraindo-lhes as correspondentes
intensidades de luz emitida por um controle branco (sem sonda), nas mesmas
condi¢cbes da amostra. Assim, para cada amostra, a determinagéo do indice de
polarizacdo exigiu oito leituras independentes da quantidade de luz emitida nas
diversas condigbes (LITMAN & BARENHOLZ, 1982). As medigbes de
polarizacdo de fluorescéncia foram realizadas selecionando 365 nm para o
comprimento de onda de excitacdo e 450 nm para o comprimento de emissao
(LITMAN & BARENHOLZ, 1982). As fendas de excitagdo e emissdo foram
selecionadas em 3 nm. Para cada preparacao os valores de polarizacdo foram

determinados no intervalo de 10°C a 40°C, variando-se a temperatura a cada
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1°C ou 2°C. As temperaturas foram medidas com precisdo de * 0,1°C

utilizando-se termdmetro digital Minipa, modelo APPA-MT 510.

5.9.5 Determinacao da Temperatura Média de Transicao de Fase (Tm)

Para a determinacdo da Tm, a curva de polarizacao foi decomposta em
trés segmentos lineares e a Tm foi considerada como o ponto médio da
projecao vertical do segmento com maior inclinacdo (ANTUNES-MADEIRA et

al., 1980).
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Lep

Le

FIGURA 5 - REPRESENTACAO DAS MEDICOES DE POLARIZACAO DE
FLUORESCENCIA

FONTE: Adaptado de Van Holde (1975)

NOTA: A luz monocromatica de excitagdo (Le), ao passar pelo polarizador (P),
orientado na vertical, da lugar a um componente vertical da luz polarizada (Lep) que
excita a amostra contida na célula C. A luz emitida (Lf), ao passar pelo analisador (A),
dé lugar a componentes da luz polarizada (Lfp), I,0ou |. conforme o analisador estiver
colocado paralelamente ou a 90° a diregdo de polarizagado da luz de excitagdo. No
processo, sao preferencialmente excitadas as moléculas da amostra que se
encontram alinhadas com o vetor eletromagnético do feixe polarizado de excitagéo.
Estas moléculas, devido a difusdo, vao depois se orientar em varias dire¢des no
periodo de tempo do estado excitado e, por isso, é possivel detectar na emissao
componentes polarizados paralelamente () e perpendicularmente (l1) & excitago.
Isto é, as moléculas excitadas vao reorientar-se em todas as diregcdes do espaco e,
assim, a fluorescéncia emitida é despolarizada.
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5.10. CULTURA CELULAR
5.10.1. Esterilizacdo de Materiais

Todo material de vidro utilizado para os procedimentos de cultivo de
células (frascos de vidro para armazenamento de solucdes, frascos de
descarte de material, laminulas, equipamento para filtracdo sob pressao,
rolhas, tampas, pipetas de vidro, eppendorfs e ponteiras de pipetas
automaticas) foram esterilizados em autoclave (Fanen) a 120°C, durante 45

minutos, a 1 atm.

5.10.2.Solugdes Tampao e Meios de Cultura
5.10.2.1. Solugao Salina Tamponada (PBS)

A solucao salina-fosfato tamponada (PBS) foi preparada como solucao
estoque concentrada 5x. Esta solucao concentrada contém: NaCl 680 mmol.L
' KCl 13,4 mmol.L", Na;HPO, 40,5 mmol.L" (pH 7,5). A solugdo foi
esterilizada em autoclave (120°C, 1 atm, 30 minutos). Para o uso, a solucao foi

diluida com agua ultrapurificada.

5.10.2.2. Meio de Cultura

O meio de cultura utilizado neste trabalho foi o meio RPMI (Cultilab,
Campinas, Brasil), reconstituido em agua ultrapurificada e esterilizado por
filtracdo em membrana de acetato-nitrato de celulose com poros de 0,22 um
(Millipore®) sob pressdo em aparelho Sartorius. Apds o procedimento de
filtragdo, aliquotas do meio foram deixadas em estufa a 37°C, para
acompanhamento do aparecimento de eventuais contaminantes. Os meios

foram mantidos em geladeira a 4°C. Para os experimentos os meios foram
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suplementados com quantidade adequada de soro fetal bovino estéril
(Laborclin). O pH do meio foi ajustado com solugdo de bicarbonato de sédio
(7,5%, p/v) - esterilizado em autoclave a 120°C e 1 atm por 30 minutos. O
tampao utilizado foi HEPES 20 mmol.L™" (pH 7,0) esterilizado por filtracdo em

membrana de acetato-nitrato de celulose com poros de 0,22 um (Millipore®).

5.10.2.3. Solugéo de Tripsina-EDTA

A solucdo de tripsina-EDTA foi constituida de: NaCl 137 mmol.L™", KCI
5,4 mmol.L" , glucose 5 mmol.L"", Na;HPO,4, 0,42 mmol.L", KH,PO, 0,44
mmol.L”", NaHCO3; 2,3 mmol.L"", EDTA 0,53 mmol.L"", 50 mg % tripsina
(1:250) e 2 mg % de vermelho de fenol, sendo o pH ajustado para 7,4 com
bicarbonato de sédio. A solucao foi esterilizada por filtracdo a vacuo e

armazenada a - 20°C.

5.10.2.4. Manutencao das Células B16-F10 e Melan-A

As linhagens celulares tiveram suas condi¢cdes de cultivo adaptadas para
o Laboratério de Cultivo Celular do Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular da UFPR. A linhagem Melan-A foi gentilmente cedida pelo Prof.
Roger Chammas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
(USP). A linhagem B16-F10 foi cultivada em RPMI contendo 7,5% (v/v) de soro
fetal bovino (SFB) e a linhagem Melan-A em RPMI com 7,5% (v/v) SFB e 10
umol.L" de PMA. As culturas foram mantidas em estufa (Sanyo), em atmosfera
contendo 5% de CO,, com umidade relativa controlada de 95% e temperatura
constante de 37°C. Os repiques foram realizados seguindo a rotina do

laboratério, utilizando solucao de tripsina-EDTA para descolar as células. Para
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armazenamento das linhagens, as células (10° células. mL™") foram suspensas
em meio de cultura, acrescido de soro fetal bovino 40% (v/v) e DMSO 10%
(v/v), congeladas inicialmente a -70°C, e a seguir, em nitrogénio liquido. Para
uso, as células foram descongeladas a 37°C e semeadas no meio adequado
como ja descrito. Apés adesao das células a superficie da garrafa (~ 4h), o
meio foi trocado, eliminando-se o meio de congelamento contendo o DMSO e
eventuais células mortas. A monocamada de células foi rotineiramente

observada em microscopio invertido (Olympus, modelo CK2).

5.11. ENSAIOS DE VIABILIDADE CELULAR

As células B16-F10 (5 x 10* células/poco) foram plaqueadas em placas de
96 pocos e deixadas por 18 h em estufa de CO, a 37°C para aderirem. Apds
esse tempo, as células foram mantidas na presenca e na auséncia dos
compostos em estudo. Foram utilizadas diferentes concentragbes (25 - 200
umol.L™") das flavonas. Nos controles, o meio continha quantidades adequadas
de DMSO 0,1% (v/v). A viabilidade celular foi quantificada através do corante
cristal violeta, preparado a 0,2% (p/v) em etanol 2% (v/v), o qual cora os acidos
nucléicos das células aderidas e fixadas com metanol 100% (KUENG et al.,
1989). Apds 2 a 5 minutos de coloracdo, os pocos foram exaustivamente
lavados (10 vezes com PBS) e o corante foi eluido com 200 uL de solucao de
citrato de sédio 0,05 mol.L”" em etanol 50%, durante 10 minutos. A absorbancia
foi determinada em leitor de microplacas (Micro-Elisa Reader, Bio-Rad)
utilizando filtro de 540-550 nm. Os resultados foram expressos em

percentagem de células viaveis em relacao ao controle (100%).
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5.12. ENSAIOS DE PROLIFERACAO CELULAR

Os ensaios de proliferacdo celular foram realizados na auséncia e
presenca dos flavonéides. As células (5 x 10® células/pogo) foram plaqueadas
em placas de 96 pocos e deixadas por 16 h em estufa de CO, a 37°C para
aderirem. O meio foi substituido por outro sem adicdo de SFB para que todas
as células permanecessem na fase Gy do ciclo celular. Apds 24 h, 0 meio sem
soro foi trocado por meio contendo SFB e as células foram mantidas na
presenca e na auséncia do composto em estudo. Nos controles, o meio
continha quantidades adequadas de veiculo. A proliferacdo celular foi
quantificada através do corante cristal violeta. Apés o tempo determinado as
células nao viaveis foram aspiradas e aquelas aderidas a placa foram fixadas
em metanol 100% por 10 minutos em temperatura ambiente. As células
aderidas foi acrescentada a solucao do corante cristal violeta, preparado a
0,2% (p/v) em etanol 2% (v/v). Apdés 2 a 5 minutos, os pocos foram
exaustivamente lavados (10 vezes com PBS) e, o corante eluido com 200 uL
de solucdo de citrato de sédio 0,05 mol.L™" em etanol 50%, durante 10 minutos.
A absorbancia foi determinada em leitor de microplacas (Micro-Elisa Reader,
Bio-Rad) utilizando filtro de 540-550 nm. Os resultados foram expressos em
namero de células, que foi determinado através de curva padrao (numero de

células x absorbancia).

5.13. ESTUDOS MORFOLOGICOS
5.13.1. Microscopia Eletronica de Varredura
As células B16-F10 (5 x 10*) foram plaqueadas sobre laminulas circulares

(Glass Técnica - Brasil) de 12 mm de diametro, contidas em placas de 24
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pocos. Apds 18 h as células foram tratadas com 50 umol.L™" das flavonas por
24 h. As laminulas foram entdo lavadas com PBS e fixadas em fixador
Karnowski (paraformaldeido 2%, glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato 0,1
mol.L™", pH 7,2 a 4°C) e o material foi desidratado em série alcodlica crescente
e acetona, sendo o ponto critico obtido em um Balzers CPD - 010 com gas
carbénico. Em seguida, foi realizada a metalizacdo em ouro obtida em um
Balzers SCD - 030. As andlises e a documentacao do material foram feitas no
microscépio eletrdnico de varredura JEOL-JSM 6360 LV do Centro de
Microscopia Eletronica - Universidade Federal do Parana com a colaboracao

da Profa. Lucélia Donatti do Departamento de Biologia Celular.

5.13.2. Microscopia Eletrdnica de Transmissao

As células B16-F10 (5 x 10*) foram plaqueadas em placas de 24 pogos. O
tratamento com as flavonas foi realizado na dose de 50 umol.L™" por 24 h.
Apos o tempo de tratamento as células foram lavadas com PBS e descoladas
com EDTA/PBS 2 mmol.L" e fixadas em Karnowiski (paraformaldeido 2%,
glutaraldeido 2,5% em tamp&o cacodilato 0,1 mol.L™" pH (7.2) a 4°C. Apés a
fixagcdo, as células foram lavadas em tamp&o cacodilato 0,1 mol.L™ (pH 7,2) a
4°C. Em seguida, o material foi pés-fixado em tetroxido de ésmio a 2% em
tampao cacodilato 0,1 mol.L" (pH 7,2) durante 1 hora. A contrastacdo em
blocos foi feita com acetato de uranila 2 % durante 2 h. O material foi
desidratado em série alcodlica crescente e em seguida colocado em acetona. A
impregnacao e inclusdo ocorreram em resina Epon-812 (LUFT, 1961). Os
cortes foram feitos em ultramicrétomo Sorval Porter Blum MT-2 com utilizacao

de navalhas de vidro e de diamante. Os cortes ultrafinos foram contrastados
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em solucdo aquosa de acetato de uranila 2% (Watson, 1958) e nitrato/acetato
de chumbo (REYNOLDS, 1963). A observacdo do material foi realizada em
microscopio eletrdnico de transmissdo JEOL 1200EX Il do Centro de
Microscopia Eletrénica da UFPR com a colaboragao da Profa. Lucélia Donatti

do Departamento de Biologia Celular.

5.14 ENSAIOS DE LIBERACAO DE CITOCROMO C

Para a deteccao da liberacdo de citocromo c, foi usada a metodologia
descrita por Appaix et al. (2000). As células (1 x 10°%) foram plaqueadas e
deixadas por 18 h em estufa a 37°C e atmosfera de 5% CO, para aderirem. O
tratamento foi realizado com 50 pmol.L" das flavonas pelo periodo de 24 h.
Apés o tratamento, as células foram soltas, centrifugadas e lavadas com PBS,
mantendo um volume final de 1 mL. Uma aliquota de 30 uL foi separada para
quantificacdo de proteina pelo método de Bradford (1956). A segunda aliquota
foi centrifugada a 4.500 x g durante 15 minutos, o precipitado foi ressuspenso
em 1 mL de solugdo A (Tris-HCI 10 mg.mL", pH 7,2, EGTA 3 mg.mL" e
sacarose 50 pug.mL™) e digitonina 10 umol.L™ foi adicionada e incubada durante
30 minutos a 4°C. Apés o periodo de incubacdo, a suspensao celular foi
centrifugada a 10.000 x g durante 30 minutos. O sobrenadante foi filtrado
usando membrana de poliestireno com didmetro de poro de 0,22 um, sendo
sua absorbancia lida a 414 nm. A concentracdo de citocromo c liberada foi
calculada usando €= 100 mmol'.L.cm™, e os resultados expressos em

percentagem de citocromo c liberado em relacédo ao controle (100%).
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5.15. DETERMINAGAO DA ATIVIDADE DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES
Todos os ensaios para avaliar a atividade das enzimas antioxidantes

foram acompanhados em espectrofotdmetro Shimadzu UV-2450, como descrito

a seguir. A dosagem de proteinas em todos 0s ensaios enzimaticos foi

realizada pelo método de Bradford (1956).

5.15.1. Obtencéao do extrato livre de células

Apbs a incubacdo por 24 h com os flavondides na dose de 50 pmol.L™
as células (1 x 10° foram lavadas com PBS para eliminar as células mortas,
coletadas com EDTA/PBS 2 mmol.L™”, ressuspensas em PBS e sonicadas em
gelo por trés vezes (20 V / 20 s). A solucao foi centrifugada por 10 min a 13000
rom a 4°C em microcentrifuga e o sobrenadante foi utilizado para os ensaios de

atividade enzimatica.

5.15.2 Superdéxido Dismutase (EC 1.15.1.1)

A atividade de superdxido dismutase foi avaliada
espectrofotometricamente através da autooxidacdo da epinefrina em 480 nm
em sistema de reacdo contendo tampao carbonato de sédio (pH 10,2) e
adrenalina 1 mmol.L™ dissolvida em acido acético (1:3) (MISRA & FRIDOVICH,
1972). Em pH basico (10,2) a adrenalina se autooxida através de um
mecanismo gerador de radical superdoxido que por sua vez ativa a reacao de
autooxidacdo. Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de
proteina capaz de inibir 50% da atividade e essa quantidade de proteina foi
utilizada em todos os ensaios. Os resultados foram expressos em relacdo ao

controle (100%).
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202- + 2 H* SOD > H202 + 02

5.15.3 Catalase (E.C 1.11.1.6)

A atividade da catalase foi acompanhada pelo decréscimo da absorbancia
a 240 nm (AEBI, 1984) em sistema de reacao constituido de tampé&o fosfato 50
mmol.L™" (pH 7,0), H20, 20 mmol.L™ e 200 ug de proteina.mL™. O ensaio foi
iniciado pela adicdo do H,O, e acompanhado durante 5 minutos. Os resultados
expressos como porcentagem em relacdo ao controle, foram calculados
considerando-se o coeficiente de extingdo molar do H>O, em 240 nm (3,94

umol™.L.cm™).

oH,0, —21813%¢ 5n0 40,

5.15.4 Glutationa Redutase (Gred) (EC 1.6.4.2)

A atividade da Gred foi avaliada de acordo com a técnica proposta por
Sies et al. (1979). Neste ensaio, a Gred catalisa a reducao da glutationa na sua
forma oxidada na presenca de NADPH. O sistema de reacéo foi constituido de
tampao fosfato 100 mmol.L™ (pH 7,0) EDTA 1 mmol.L”", GSSG 0,66 mmol.L",
NADPH 0,075 mmol.L”" e 100 pg de proteina.mL™. A reacéo foi iniciada pela
adicdo de GSSG e acompanhada durante 5 minutos a 340 nm. Os resultados
foram expressos em porcentagem em relacdo ao controle (100%),
considerando o coeficiente de extingdo molar do NADPH em 340 nm (6220

mol™.L.cm™).
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Gred
GSSG f \9 2 GSH
NADPH + H+* NADP+

5.15.5 Glutationa Peroxidase (Gpx) (E.C. 1.11.1.6)

A atividade da Gpx foi avaliada de acordo com a técnica proposta por
Flohé & Gunzler (1984). Neste ensaio a Gpx catalisa a reducao do peréxido em
presenca de GSH gerando glutationa oxidada (GSSG), a GSSG na presenca
de NADPH e Gred purificada reduz novamente a glutationa. A atividade
enzimatica foi acompanhada pelo decréscimo da absorbancia do NADPH a 340
nm. O sistema de reacéo foi composto de tampao fosfato 100 mmol.L™" (pH 7,0)
EDTA 1 mmol.L™", GSH 4 mmol.L”", NADPH 0,15 mmol.L™!, Gred purificada 0,2
U, t-butil hidroperéxido 0,5 mmol.L" e 100 pg de proteina.mL™. A reacdo foi
iniciada pela adicao de t-butil hidroperdxido e acompanhada durante 1 minuto.
Os resultados foram expressos em porcentagem em relagdo ao controle,
considerando o coeficiente de extingdo molar do NADPH em 340 nm (6220

mol™.L.cm™).

Gpex
ROOH + 2GSH > GSSG + ROH + H.,0
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5.16. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + desvio padrao e submetidos
a analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey para comparacao das
médias. Foram considerados estatisticamente significativos os valores

comparados ao nivel de significancia de p < 0,05.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. EFEITOS DA EUPAFOLINA E HISPIDULINA SOBRE A BIOENERGETICA
MITOCONDRIAL E FLUIDEZ DE MEMBRANAS

6.1.1 Efeito da eupafolina sobre a atividade da ATPase em mitocéndrias
intactas

Anteriormente, verificou-se que a eupafolina é capaz de inibir a atividade
das enzimas da cadeia respiratéria (entre os complexos | e lll), reduzir a
velocidade respiratéria no estado 3, estimular a velocidade respiratéria no
estado 4 (na dose de 100 umol.L™") e reduzir a razdo ADP/O e o coeficiente de
controle respiratorio (RCC) (HERRERIAS et al., 2008). Entretanto, os efeitos
da eupafolina sobre a atividade enziméatica da ATPase em mitocéndrias
intactas ainda n&o haviam sido determinados.

A ATPsintase mitocondrial, também chamada F:F, ATPsintase ou
complexo 1V, esta localizada na membrana mitocondrial interna juntamente
com os demais complexos da cadeia respiratéria mitocondrial (Wittig &
Schagger, 2008). E uma ATPase do tipo F, que catalisa a formacgéo de ATP a
partir de ADP e Pi, utilizando o potencial eletroquimico gerado pelo fluxo de
elétrons da cadeia respiratéria através da membrana mitocondrial interna. O
complexo enzimatico é constituido por: Fi, componente periférico de
membrana, voltado para a matriz mitocondrial e Fo, componente integral de
membrana (ERNSTER et al., 1963; CHANCE & HOLLINGER, 1963; BOYER,
2000). O componente Fy possui nove subunidades com cinco diferentes tipos,
com composicao asBsyde. Cada uma das subunidades B possui um sitio

catalitico para a sintese de ATP. O complexo Fo € composto por trés
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subunidades, a, b e ¢ na proporcdo de ab.Cip.12 0 qual forma um poro de
passagem de protons (BOYER, 1997).

A eupafolina nao altera a atividade de ATPase utilizando mitocondrias
rompidas (HERRERIAS et al., 2008), o que descarta o efeito direto desse
flavondide sobre o complexo enzimatico. A determinacdo da atividade
ATPasica em mitocdndrias intactas aqui proposta, tem por objetivo verificar se
0 composto possui efeito desacoplador sobre a fosforilacdo oxidativa ou ainda,
se o translocador ADP/ATP poderia estar sendo afetado. Quando se utiliza
mitocéndrias acopladas pode-se indiretamente verificar possiveis efeitos da
flavona na permeabilidade da membrana mitocondrial a prétons.

Os efeitos da eupafolina sobre a atividade ATPasica em mitocéndrias
intactas estdo descritos na Tabela 2.

Nas doses testadas ndo foram encontrados efeitos significativos da
eupafolina sobre a atividade do complexo ATPase em mitocondrias intactas
(Tabela 2), indicando que essa flavona nao tem atividade desacopladora. Além
disso, também nao foi observado efeito significativo sobre a atividade da
ATPase em mitocondrias intactas em presenca de FCCP (um desacoplador

classico).
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TABELA 2: EFEITOS DA EUPAFOLINA SOBRE A ATIVIDADE ENZIMATICA
DA ATPase MITOCONDRIAL

Eupafolina ATPase intacta | ATPase intacta
+ FCCP
(umol.L™) (%) (%)
0 100 100
25 99+ 18 93+13
50 94+6 90+ 14
75 98 + 15 987
100 97 +13 101 £13
200 1017 10210

FONTE: O autor (2009)

NOTA: As condicboes experimentais estdo descritas em Materiais e Métodos item 5.5.
O ensaio foi realizado em sistema de reacgéo constituido por: sacarose 50 mmol.L™,
tampao Tris-HCI 12 mmol.L™" (pH 7,4), KCI 50 mmol.L" e mitocéndria 2 mg.mL". O
volume final da reacéo foi de 1 mL e a temperatura foi mantida em 28°C. A reagéo foi
iniciada pela adicdo de ATP 3 mmol.L" (T,). Controle (100%) corresponde a: 34,2 + 2
umol Pi liberado e com FCCP: 64 + 5 umol Pi liberado. Os resultados sdo média + DP
de quatro experimentos realizados em triplicata e estdo expressos como % em relacao
ao controle.
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6.1.2 Efeito da eupafolina sobre o inchamento (swelling) mitocondrial na
presenca de acetato de sédio utilizando-se mitocondrias energizadas

A capacidade da mitocondria de inchar sobre uma grande variedade de
condicoes € uma propriedade intensamente estudada. O inchamento osmético
causado pelo fluxo de agua e ions através da membrana € um valioso meio de
estudo do transporte de ions (NICHOLLS & FERGUSON, 1992). A permeacao
de agua é rapida o suficiente para assegurar que o equilibrio osmético seja
mantido e que a velocidade do inchamento seja limitada pela velocidade do
transporte de soluto (GARLID & BEAVIS, 1985).

No inchamento mitocondrial energizado em presenca de acetato de sédio
a oxidacao do substrato gera uma diferenca de potencial eletroquimico que
favorece a entrada do sal de sodio, e conseqlientemente de agua, atingindo o
estado de equilibrio osmético em alguns minutos. A capacidade de contracao
da membrana mitocondrial interna também pode ser avaliada, promovendo-se
a reversao do inchamento pela utilizacao de inibidores da cadeia respiratéria ou
da ATPsintase (SEPPALA et al., 1973).

O inchamento mitocondrial induzido por substrato depende diretamente do
potencial e da permeabilidade da membrana. O potencial determina a
amplitude e a permeabilidade é fator importante na determinag&o da velocidade
do inchamento. A velocidade da contracdo depende da velocidade em que o
potencial é colapsado e a amplitude da contracao pode refletir a elasticidade da
membrana (MUSTAFA et al., 1966). Desta forma, esta técnica permite avaliar
indiretamente a capacidade de elasticidade e permeabilidade da membrana
mitocondrial e observar a interferéncia sobre processos geradores da forca

préton motriz.
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Neste trabalho o experimento de inchamento mitocondrial na presenca de
acetato de sodio e glutamato foi utilizado para avaliar indiretamente o efeito da
eupafolina sobre o fluxo de elétrons na cadeia respiratéria e sobre a fluidez da
membrana mitocondrial.

Os efeitos da eupafolina sobre a amplitude do inchamento de mitocéndrias
isoladas de figado de rato e energizadas com o substrato glutamato estédo
representados na Figura 6. A eupafolina inibiu o inchamento mitocondrial
induzido por glutamato e acetato de so6dio de maneira dose-dependente. Nas
menores doses (25 e 50 umol.L™"), a eupafolina causou uma reducdo na
amplitude do inchamento em torno de 60%, nas demais doses (75, 100 e 200
umol.L™") ndo ocorreu inchamento mitocondrial. Os valores da amplitude de
contracao foram semelhantes aos do inchamento quando ao meio de reacao foi
adicionada rotenona, um inibidor do fluxo de elétrons dos centros Fe-S do
Complexo | para a ubiquinona. Os resultados aqui obtidos estdo de acordo com
os verificados anteriormente nos quais a eupafolina (25 - 200 pmol.L") era
capaz de inibir (15 - 80%) de forma dose-dependente a velocidade respiratéria
no estado Ill quando o glutamato era utilizado como substrato e cerca de 20 a
75% a atividade da NADH-oxidase. Além disso, a eupafolina nas doses de 75,
100 e 200 umol.L™" promovia uma inibicdo de cerca de 30% na amplitude do
inchamento mitocondrial induzido por valinomicina, indicando indiretamente
que esta flavona afeta a fluidez da membrana mitocondrial (HERRERIAS et al.,
2008). Desta forma, a intensa inibicdo promovida pela eupafolina sobre a
amplitude do inchamento mitocondrial na presenca de substrato seria reflexo
dos efeitos da eupafolina sobre atividades enzimaticas da cadeia respiratéria e

possivelmente sobre a fluidez da membrana mitocondrial interna mitocondrial.
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FIGURA 6: EFEITO DA EUPAFOLINA SOBRE O INCHAMENTO
(SWELLING) E CONTRACAO DE MITOCONDRIAS ENERGIZADAS
COM GLUTAMATO NA PRESENCA DE ACETATO DE SODIO

Fonte: O autor (2009)

Nota: O sistema de reacéo foi constituido de: sacarose 100 mmol.L"" , HEPES-NaOH
30 mmol.L" (pH 7,4) , e EDTA 0,5 mmol.L"" e suplementado com acetato de sédio 50
mmol.L" , glutamato de sédio 15 mmol.L" e 0,3 mg de proteina mitocondrial em
volume final de 3 mL. A preparacdo mitocondrial foi incubada por 2 min antes da
adicao do glutamato na auséncia (controle) (a) e na presenca de eupafolina nas
concentragdes indicadas: (b) 25 pmol.L™"; (c) 50 pmol.L™; (d) 75 pmol.L™"; (e) 100
pumol.L™" e (f) 200 pmol.L™", conforme procedimento descrito em materiais e métodos,
item 5.6. A rotenona 4 pmol.L™ foi adicionada no tempo de 120 s como indicado para
promover a contracdo da organela. O controle (100%) constituiu-se somente de
sistema de reacdo. Os tracados sao representativos de trés experimentos

independentes.
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Para confirmar os efeitos sobre propriedades da membrana mitocondrial,
foram realizados experimentos de polarizacdo de fluorescéncia utilizando
sondas fluorescentes DPH e DPH-PA que se inserem em regides distintas da
membrana. Estas analises permitem avaliar os efeitos da eupafolina e
hispidulina sobre a fluidez da membrana e os resultados estdo descritos a

sequir.

6.1.3 Efeitos da eupafolina e hispidulina sobre a fluidez de membranas
artificiais e naturais

A fluidez de membranas biolégicas influencia uma grande variedade de
fungdes bioldgicas. Esse parametro é dependente da composicao lipidica e da
temperatura (LENTZ et al, 1976). Além disso, a fluidez € dependente da
flexibilidade das cadeias acil, da difusdo lateral das moléculas no plano das
membranas e da difusdo transversa das moléculas entre uma camada e outra
(GOLDSTEIN, 1984).

Em uma bicamada, na fase gel, a movimentacdo de uma cadeia de
acido graxo €& transmitida para as proximas cadeias formando assim, uma
unidade cooperativa. Desta forma, mudancas conformacionais podem ser
transmitidas em uma unidade cooperativa (JAIN & WU, 1977).

Moléculas externas podem bloquear, ou atrapalhar esse sistema de
transmissdo, modificando o perfil de transicdo de fase do lipidio. Moléculas
pequenas podem se inserir entre as cadeias acil e o efeito dessas moléculas
podem influenciar o modo de empacotamento das cadeias hidrocarb6nicas e

promover desordem na transi¢do de fase (JAIN & WU, 1977).
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A mais importante alteracdo na fluidez de uma bicamada ocorre como
resultado da transicao de fase a partir da fase gel para a fase liquido-cristalina
(LENTZ et al., 1976). Durante a fase gel, as cadeias acil estdo altamente
ordenadas sendo que essa organizacao exige que todas as ligacdes carbono-
carbono (C-C) estejam na conformacéo trans. Ja no estado liquido - cristalino,
algumas ligacdes C-C estao na conformacgao gauche (LEE, 1975).

A transicdo de fase é um processo endotérmico que pode ser detectado
por diferentes metodologias (JAIN & WU, 1977). Nesse trabalho foi utilizada a
técnica de polarizacdo de fluorescéncia com lipossomas multilamelares de
DMPC contendo duas sondas fluorescentes diferentes. Um aspecto comum
dessas sondas € que a polarizacao de sua fluorescéncia reflete a mobilidade
dessas sondas na membrana e pode ser monitorada como uma forma de
estimar a fluidez da membrana (GOLDSTEIN, 1984). A sonda DPH localiza-se
na regidao mais hidrofébica da membrana, enquanto que a DPH-PA permanece
em sua superficie devido a sua carga elétrica negativa conferida pela presenca
do acido propionico na forma ionizada.

A realizacdo de novos experimentos sobre a acdo da hispidulina e
eupafolina sobre membranas foram motivados por resultados anteriores.
Eupafolina e hispidulina inibem atividades de enzimas da cadeia respiratéria
mitocondrial e o0 inchamento mitocondrial energizado (DABAGUI- BARBOSA et
al., 2005; HERRERIAS et al., 2008). Além disso, a eupafolina promove inibicao
do inchamento nao-energizado (HERRERIAS et al., 2008).

Os perfis correspondentes da transicdo da fase gel para a fase liquido-
cristalina de lipossomas de DMPC em presenca ou ndo de eupafolina ou

hispidulina estao apresentados na Figura 7 e 8. Na presenca de flavonoides foi
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realizada incubacédo com os lipossomas por 2 h. Utilizou-se a concentracéao de
10 pumol.L™" h pois, nessa dose, ndo ocorreu interacdo entre a fluorescéncia
emitida pelas sondas e a emitida pelos flavondides. A hispidulina aumentou os
valores de P em ambas as fases, fluida e gel, com a sonda DPH quando
comparados com os valores do controle (Figura 7), sugerindo que esta flavona
diminui a fluidez da membrana de DMPC nessas condi¢cdes. Contudo, quando
utilizamos eupafolina as alteracées do perfil de transicdo de fase do DMPC
foram diferentes e mais sutis. Os valores de P na fase gel foram menores que o
controle, enquanto que, na fase fluida eles foram levemente superiores (Figura
7). As alteracoes do perfil de transicdo de fase do DMPC causadas por
eupafolina e hispidulina nao alteraram a temperatura média de transicao de
fase (Tm), que permaneceu em 21,52 C. Este valor de temperatura € inferior
aos 23,5° C descritos por Antunes - Madeira et al. (1991), entretanto, esses
autores utlizaram a metodologia da turbidimetria para determinacdo da
transicdo de fase. A Tm corresponde a temperatura na qual os fosfolipidios
passam do estado de gel para o estado liquido-cristalino e depende da sonda
utilizada. Em valores de temperatura inferiores aos da Tm as cadeias acil dos
acidos graxos estdo empacotadas de forma ordenada, entretanto em
temperaturas superiores ocorre a desorganizagao dessas cadeias. Esse estado
de organizacao das cadeias permite um menor ou maior movimento das
sondas. Valores altos de P indicam menor movimento das sondas e, valores
mais baixos de polarizacao, significam que as sondas estdo se movimentando
mais.

Quando utilizamos a sonda DPH-PA, tanto a eupafolina quanto a

hispidulina afetaram discretamente o perfil de transi¢cdo de fase dos lipossomas
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de DMPC somente na fase fluida. Ambas as flavonas nao afetaram a Tm
(24°C) (Figura 8). E importante ressaltar que a concentracido de DMSO
utilizada (0,1%v/v) nao afetou o perfil termotrdépico quando comparado com o
controle para ambas as sondas.

Para uma melhor correlacdo com o0s experimentos mitocondriais
realizamos o experimento de polarizacao de fluorescéncia em membranas
naturais, tendo como modelo a membrana mitocondrial. A membrana
mitocondrial possui pouco colesterol e alto percentual de &cidos graxos
insaturados (ANTUNES-MADEIRA & MADEIRA, 1984) desta forma, essas
membranas ndo apresentam uma acentuada passagem do estado gel para o
de liquido-cristalino como é observado nas membranas artificiais de DMPC.

O tratamento com eupafolina nao afeta o perfil termotrépico de
membranas mitocondriais com a sonda DPH, contudo, a hispidulina promove
um aumento nos valores de polarizacdo de fluorescéncia, em baixas
temperaturas, em relacdo ao controle, indicando um enrijecimento da
membrana e uma diminuicdo dos valores de P nas maiores temperaturas
(FIGURA 9). Com DPH-PA, a hispidulina promove um discreto decréscimo na
fluidez em resposta a um aumento da temperatura. Houve um pequeno

aumento nos valores de P no tratamento com eupafolina também (FIGURA 10).
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FIGURA 7: EFEITO DA EUPAFOLINA E HISPIDULINA SOBRE A
POLARIZACAO DE FLUORESCENCIA DA SONDA DPH EM MEMBRANA
ARTIFICIAL EM FUNCAO DA TEMPERATURA

FONTE: O autor (2009)

NOTA: Membranas de DMPC foram preparadas conforme descrito em Materiais e
Métodos item 5.8. As suspensdes de membrana contendo a sonda DPH foram
incubadas por 2 h na presenca de eupafolina ou hispidulina na dose de 10 pmol.L™. O
inserto representa a polarizagdo diferencial da sonda DPH (AP/AT) em fung&o da
temperatura. Os tragados sao representativos de trés experimentos independentes.
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FIGURA 8: EFEITO DA EUPAFOLINA E HISPIDULINA SOBRE A
POLARIZACAO DE FLUORESCENCIA DA SONDA DPH-PA EM MEMBRANA
ARTIFICIAL EM FUNCAO DA TEMPERATURA

FONTE: O autor (2009)

NOTA: Membranas de DMPC foram preparadas conforme descrito em Materiais e
Métodos item 5.8. As suspensdes de membrana contendo a sonda DPH-PA foram
incubadas por 2 h na presenca de eupafolina ou hispidulina na dose de 10 pmol.L™. O
inserto representa a polarizacao diferencial da sonda DPH-PA (AP/AT) em fungéo da
temperatura. Os tragados sao representativos de trés experimentos independentes.
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FIGURA 9: EFEITO DA EUPAFOLINA E HISPIDULINA SOBRE A
POLARIZACAO DE FLUORESCENCIA DA SONDA DPH EM MEMBRANA
NATURAL EM FUNCAO DA TEMPERATURA

FONTE: O autor (2009)

NOTA: Membranas mitocondriais foram preparadas conforme descrito em Materiais e
Métodos item 5.8. As suspensdes de membrana contendo a sonda DPH foram
incubadas por 2 h na presenga de eupafolina ou hispidulina na dose de 10 pmol.L™.

Os tragados sao representativos de trés experimentos independentes.
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FIGURA 10: EFEITO DA EUPAFOLINA E HISPIDULINA SOBRE A
POLARIZACAO DE FLUORESCENCIA DA SONDA DPH-PA EM MEMBRANA
NATURAL EM FUNGCAO DA TEMPERATURA

FONTE: O autor (2009)

NOTA: Membranas mitocondriais foram preparadas conforme descrito em Materiais e
Métodos item 5.8. As suspensbes de membrana contendo a sonda DPH-PA foram
incubadas por 2 h na presenca de eupafolina ou hispidulina na dose de 10 pmol.L™.
Os tracados sao representativos de trés experimentos independentes.
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A interacao de flavondides com determinados componentes da membrana
celular ocorre através de duas maneiras: através da sua interacao na interface
lipideo-agua ou pela sua distribuicdo na porcao hidrofébica da membrana
(OTEIZA et al. 2005). Estas diferengcas na interacdo podem ocorrer por
diferentes fatores, incluindo a estrutura quimica do composto. Scheidt et al..
(2004) demonstraram que a quantidade e a posicdo de grupamentos hidroxila
em flavondides determinam a localizacao e a distribuicdo desses compostos
em membranas.

Ao comparar-se a estrutura quimica das flavonas utilizadas neste estudo,
a diferenca consiste no anel catecol presente na eupafolina, o que torna sua
estrutura um pouco mais hidrofilica quando comparada com a hispidulina e
poderia explicar, pelo menos em parte, os maiores efeitos da hispidulina sobre
os lipossomos de DMPC e sobre a membrana mitocondrial. Como foram
utilizadas as sondas DPH-PA e DPH, que se inserem em regides distintas da
membrana, esses resultados permitem sugerir que, 0s principais sitios de
interacao da hispidulina com membranas situam-se na fase apolar da mesma,
0 que esta de acordo com a caracteristica hidrofébica da sua estrutura. Cabe
ressaltar que também ocorre interagcao com a fase polar.

Esses resultados de interacdo e alteracao de determinadas propriedades
de membranas tornam-se de fundamental importancia, pois alteracées na
reologia de membranas podem afetar multiplos eventos biol6gicos que ocorrem
na membrana celular, incluindo a atividade de enzimas e transporte (OTEIZA et
al. 2005).

Esses resultados sugerem que ambas as flavonas, em especial a

hispidulina promovem pequenas altera¢cdes na fluidez de membranas. Os
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valores maiores de P indicam uma possivel reducao da fluidez o que poderia
afetar o transporte de elétrons na cadeia respiratéria mitocondrial. Isto poderia,
pelo menos em parte, explicar a diminuicado no consumo de oxigénio promovido
pela eupafolina e hispidulina e ainda contribuir para as inibicbes do
inchamento mitocondrial (DABAGHI-BARBOSA et al., 2005; HERRERIAS et

al., 2008).

6.1.4 Efeitos dos flavondides eupafolina e hispidulina sobre a transicao de
permeabilidade mitocondrial

A transicdo de permeabilidade mitocondrial (TPM) é um processo
caracterizado pela abertura de um canal na membrana mitocondrial interna,
conhecido como poro de transicdo de permeabilidade (PTP), que € dependente
de célcio e sensivel a ciclosporina A (KOWALTOVSKI & VERCESI, 1999).

A abertura do PTP compromete a permeabilidade da membrana
mitocondrial interna, permitindo a entrada de ions e solutos. Como
consequéncia, ocorre a dissipacdo do potencial transmembrana e o
inchamento mitocondrial (DORTA et al., 2005).

Esses eventos estdo associados a morte celular apoptotica, e sao
induzidos por uma grande variedade de agentes ou condi¢des, usualmente
envolvendo ERO (PARDO-ANDREU et al., 2006). Na mitocéndria, agentes pro-
oxidantes e antioxidantes geralmente sdo indutores ou inibidores do TPM,
respectivamente (DORTA et al., 2005). Desta forma, compostos com conhecida
acao antioxidante como os flavonoides teriam uma provavel acao protetora
sobre a abertura do PTP (TOREL et al., 1986; ARORA et al., 1998). Entretanto,

a genisteina, uma isoflavona com estrutura semelhante a eupafolina, promove
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apoptose via abertura do PTP, indicando uma provavel acao pré-oxidante deste
composto (YOON et al., 2000). Salvi et al.( 2002) também relataram a inducao
da TPM pela genisteina através da geracdao de ERO decorrente de uma
inibicdo do complexo Il da cadeia respiratéria pelo flavondide.

A avaliacdo dos efeitos da hispidulina e eupafolina sobre a transicao de
permeabilidade mitocondrial € importante, pois, essas flavonas inibem
atividades de enzimas da cadeia respiratéria, sdo citotoxicas em células Hela
e ainda, a eupafolina pode sofrer autooxidacdo gerando ERO (DABAGUI-
BARBOSA et al., 2005; HERRERIAS et al., 2008.

Inicialmente foi determinada qual a concentracdo de calcio que seria
utilizada nos demais experimentos. Optou-se por utilizar a concentracdo de
célcio de 75 umol.L™ por esta ser a concentragdo que promoveu o inchamento
mais significativo (Figura 11). Os efeitos dessas flavonas sobre a TPM estao
demonstrados nas Figuras 12 e 13.

A eupafolina ndo promoveu alteragdo na amplitude do inchamento
mitocondrial induzido por calcio nas doses de 25 - 75 umol.L™, entretanto, para
a maior dose (200 umol.L™") houve uma inibicdo do TPM de aproximadamente
35% (Figura 12). A hispidulina ndo alterou o inchamento induzido por céalcio em
todas as doses testadas (25 - 200 pmol.L™") (Figura 13).

Os resultados obtidos com a hispidulina estdo de acordo com os obtidos
por Dorta et al. (2005) que verificaram que flavondides como quercetina
(flavonol) e galangina (flavona) que também possuem acao inibitéria do fluxo
de elétrons da cadeia respiratéria ndo interferiam significativamente sobre o
inchamento induzido por célcio. Contudo, o efeito inibitério promovido pela

eupafolina na dose de 200 pmol.L" poderia ser explicado devido &
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desenergizagcdo da mitocondria decorrente da inibicdo promovida pelos
flavondides, a qual prejudicaria a captacdo do calcio necessario para o
processo da TPM (DORTA et al.,, 2005). Para comprovacado dessa hipétese
seria necessaria a realizacao de estudos adicionais sobre a captacdo de calcio

em presencga dos flavondides.
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FIGURA 11: EFEITO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE CALCIO
SOBRE O INCHAMENTO MITOCONDRIAL INDUZIDO POR CALCIO

FONTE: O autor (2009)

NOTA: O experimento foi realizado conforme descrito em Materiais e Métodos item
5.7. (a) Controle sem célcio; (b) CsA; (c) 20 pmol.L™" CaCl,; (d) 50 umol.L™ CaCl; . (e)
75 umol.L™' CaCl,. O sistema de reacéo foi constituido de: sacarose 250 mmol.L™,
tampao HEPES 10 mmol.L" (pH 7,2), suplementado com KH,PO, 0,3 mmol.L",
rotenona 6 umol.L™', succinato de potassio 3 mmol.L", proteina mitocondrial 0,3
mg.mL" e CsA 1 pmol.L" e diferentes concentracdes de CaCl, conforme indicado. Os
tracados sdo representativos de trés experimentos independentes em triplicata. O

inchamento é representado pela diminuicao na absorbancia.
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FIGURA 12: EFEITO DA EUPAFOLINA SOBRE O INCHAMENTO
MITOCONDRIAL INDUZIDO POR CALCIO

FONTE: O autor (2009)

NOTA: O experimento foi realizado conforme descrito em Materiais e Métodos item
5.7. (a) Controle; (b) eupafolina 25 pmol.L™"; (c) eupafolina 50 pmol.L"; (d) eupafolina
75 umol.L"; (e) eupafolina 200 pmol.L"; (f) CsA; (g) EGTA.O sistema de reacéo foi
constituido de: sacarose 250 mmol.L", tampdo HEPES 10 mmol.L" pH 7,2,
suplementado com KH,PO, 0,3 mmol.L", CaCl, 75 pmol.L"", rotenona 6 pmol.L",
succinato de potassio 3 mmol.L™, proteina mitocondrial 0,3 mg.mL", EGTA 1mmol.L"
e CsA 1 pmol.L". A eupafolina foi adicionada nas concentragées indicadas dois
minutos antes da adi¢do do substrato. O tragado representativo inicia-se apds a adigao
do substrato. Os tragados sao representativos de trés experimentos independentes em
triplicata. O inchamento é representado pela diminuigdo na absorbancia.
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FIGURA 13: EFEITO DA HISPIDULINA SOBRE O INCHAMENTO
MITOCONDRIAL INDUZIDO POR CALCIO

FONTE: O autor (2009)

NOTA: O experimento foi realizado conforme descrito em Materiais e Métodos item
5.7. (a) Controle; (b) hispidulina 25 pmol.L™"; (c) hispidulina 50 umol.L™"; (d) hispidulina
75 pumol.L"; (e) hispidulina 200 pmol.L™; (f) CsA; (g) EGTA. O sistema de reacéo foi
constituido de: sacarose 250 mmol.L", tampdo HEPES 10 mmol.L" pH 7.2,
suplementado com KH,PO, 0,3 mmol.L", CaCl, 75 pmol.L", rotenona 6 pmol.L™,
succinato de potassio 3 mmol.L", proteina mitocondrial 0,3 mg.mL™" , EGTA 1mmol.L",
CsA 1 pmol.L". A hispidulina foi adicionada dois minutos antes da adicdo do
substrato. O tragado representativo inicia-se apos a adicdo do substrato.Os tracados
sao representativos de trés experimentos independentes em triplicata. O inchamento é

representado pela diminuigcdo na absorbancia.
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6.2. EXPERIMENTOS COM CELULAS DE MELANOMA MURINO B16-F10
6.2.1. Ensaios de viabilidade celular

Diversos estudos ja documentaram a acao anti-tumoral de flavonéides em
diversos tipos de tumores (LEE et al., 2005b; MICHELS et al., 2005; WANG et
al.,, 2005; HSU et al.,, 2004). Neste trabalho nés testamos a influéncia da
flavona, hispidulina, eupafolina, apigenina e luteolina sobre a viabilidade da
linhagem B16-F10 no tempo de 24 h utilizando-se a metodologia do cristal
violeta (KUENG et al., 1989). A finalidade desse experimento € fazer uma
comparacdo entre os efeitos dessas flavonas sobre a viabilidade celular e
relaciona-los com suas estruturas quimicas.

Na Tabela 3 estdo demonstrados os efeitos das cinco flavonas sobre a
viabilidade de células de melanoma murino. Entre as flavonas testadas,
somente a hispidulina nao foi citotéxica.

A flavona reduziu a viabilidade celular (50%) somente na dose de 200
umol.L". A eupafolina diminuiu a viabilidade nas doses de 25 - 200 umol.L™
chegando a ~ 80% na maior dose. As flavonas apigenina e luteolina reduziram
em ~ 40 e ~ 75% respectivamente, a viabilidade celular das células de
melanoma murino no tempo de 24 h na dose de 200 pmol.L". Cabe ressaltar
que o efeito citotéxico maximo obtido com eupafolina e apigenina foi observado
ja na dose de 50 pmol.L™", tendo em vista que nio existe diferenga significativa
entre as doses de 50, 100 e 200 pumol.L™ para essas flavonas. Com luteolina,
nao existe diferenca entre os efeitos observados nas doses de 100 e 200
umol.L". Na presenca do solvente das drogas (DMSO - 0,1%) ndo houve
alteracao na viabilidade das células quando comparado ao controle sem

DMSO.
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Eupafolina e luteolina, que possuem hidroxilas nas posicoes 3’ e 4
formando uma anel catecol na sua estrutura, foram os compostos testados com
maior efeito citotéxico. A eupafolina exerceu seu efeito maximo (80% de
inibicdo) ja na concentragdo de 50 umol.L™" e a luteolina com 100 umol.L™". Os
efeitos observados para esses dois compostos foram dependentes da
concentracdo, contudo, no caso da apigenina, o efeito observado foi

semelhante (~40%) nas doses de 50 - 200 umol.L™.

Células viaveis em relacao ao controle (%)

Concentracao Flavona Hispidulina  Eupafolina  Apigenina Luteolina
do flavondide

(umol.L™)
0 100 100 100 100 100
10 110+ 8 90 +8,5 88+9 105+ 16 104 £ 16
25 108 £ 9 95+ 15 59 +11* 98 + 11 78 £17*
50 114 14 115 £ 11 28 +5* 737" 53 +7*
100 90 +13 117 £13 26 + 3% 67 +3* 287"
200 49 + 9* 97 £ 16 19 + 4* 59 + 6* 26 +11*

TABELA 3: EFEITO DE FLAVONAS SOBRE A VIABILIDADE DE CELULAS DE
MELANOMA MURINO B16-F10
FONTE: O autor (2009)

NOTA: Os experimentos foram realizados conforme procedimento descrito em Materiais e
Métodos item 5.10, com volume final de 200 yL em meio RPMI completo, no controle
somente foi adicionado o meio acrescido de DMSO. Os flavonéides foram incubados nas
doses indicadas por 24 h a 37°C. Os valores estdo representados como percentagem em
relacdo ao controle £ DP de 3 experimentos independentes realizados em triplicata. O
volume de DMSO utilizado foi de 0,1% (v/v) * Valores com diferencas estatisticamente
significativas do controle (p< 0,05).
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A morte de 50% das células B16-F10 com a dose de 50 umol.L™" de
luteolina foi inferior aos 75% encontrado por Benavente-Garcia et al. para a
mesma linhagem celular (2005). Esses autores mediram a viabilidade celular
através da metodologia do MTT, a qual se utiliza das desidrogenases
mitocondriais para reduzir o MTT a formazan. A opcdo pela utilizacdo da
metodologia do cristal violeta nesse trabalho ocorreu porque eupafolina,
hispidulina e flavona inibem enzimas da cadeia respiratdéria mitocondrial
(DABAGUI-BARBOSA et al., 2007; HERRERIAS et al., 2008; VALDAMERI,
2008) e isso poderia interferir nos resultados obtidos. Além disso, ja foi
demonstrado que alguns flavondides como luteolina e quercetina, podem
reduzir o MTT na auséncia de células (PENG et al., 2005). Desta forma, a
discrepancia nos resultados pode ser decorrente das diferentes metodologias
utilizadas.

Analisando os resultados obtidos a ordem crescente de toxicidade seria:
hispidulina < flavona < apigenina < luteolina < eupafolina. Ao se relacionar a
estrutura com a atividade, pode-se perceber que a presenca das hidroxilas na
posicao 3’, 4’ esta correlacionada com o aumento da citotoxicidade para este
tipo celular, pois a luteolina e a eupafolina tiveram efeitos citotoxicos superiores
ao da apigenina e hispidulina, suas correspondentes estruturais sem a
hidroxila na posicédo 3'. Esses resultados estao de acordo com os relatados por
Abe e cols. (2002) para a linhagem de melanoma murino B16-F10 que
analisaram os efeitos citotoxicos de diferentes flavondides. Estes autores
determinaram a concentracao inibitéria necessaria para promover morte celular
de 50% das culturas (Clsp) e relataram que a presenga dos grupos hidroxila em

3 e 4’ nas flavonas estudadas (desmetoxicentauredidina, eupafolina e 6-
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hidroxiluteolina) teria um importante papel na citotoxicidade destes compostos
em células B16-F10. Benavente-Garcia et al. (2005) avaliaram o efeito de
diferentes flavondides sobre a viabilidade das linhagens B16-F10 e SK-Mel e
relataram que a presenca da dupla ligagao em C2-C3, juntamente com o0 um
anel catecol no anel B aumentam o efeito citotdxico nessas linhagens.
Casagrande et al. (2001) também relataram o maior efeito citotoxico da
luteolina quando comparado a apigenina, pois a presenca do grupamento
hidroxila 3’ na luteolina e ausente na apigenina seria importante para o

bloqueio do ciclo celular em células de melanoma humano OCM - 1.

6.2.2. Efeito das flavonas sobre a proliferacao de células B16-F10

Para avaliar o efeito anti-proliferativo e citotéxico das flavonas em
tempos mais longos de tratamento e utilizando-se meio de cultivo contendo
soro fetal bovino, realizaram-se experimentos de viabilidade das células de
melanoma murino em 48 e 72 h. Na realizacdo desses experimentos utilizou-se
a dose de 10 pmol.L™" por ndo promover alteracdes na viabilidade celular com
24 h de tratamento.

A proliferacdo celular foi analisada através da metodologia do cristal
violeta quantificando-se as células aderidas a placa. Como este é um método
fotométrico, inicialmente foi realizada uma curva relacionando o numero de
células B16-F10 com a absorbancia obtida apds a coloracdo com o cristal
violeta. Essa curva foi utilizada para determinacdo do numero de células nos
demais experimentos. Os efeitos das flavonas na dose de 10 umol.L™" sobre a
proliferacdo das células B16-F10 no tempo de 24, 48 e 72 h estédo

demonstrados na Figura 14.
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A flavona ndo afetou o crescimento celular em nenhum dos tempos de
tratamento. A hispidulina reduziu em 20% o crescimento celular em 48 h de
tratamento, entretanto, com 72 h nao afetou significativamente o niumero de
células. O tratamento com 10 pmol.L" de eupafolina reduziu o nimero de
células apds 48 e 72 h em ~ 55 e 30% respectivamente. Apigenina reduziu o
namero de células em 45% apbés 48 h e 30% apdés 72 h de tratamento.
Luteolina foi a flavona que apresentou o efeito antiproliferativo mais intenso
chegando a 70 e 65 % de reducao do numero de células com 48 e 72 h
respectivamente. A intensidade do efeito antiproliferativo em ordem
decrescente foi: luteolina > eupafolina > apigenina > hispidulina > flavona.
Cabe salientar que luteolina e apigenina reduziram o numero de células em
relacdo ao controle com 48 h de tratamento, indicando que teria ocorrido morte
celular e ndo somente um efeito antiproliferativo.

Ao relacionar a atividade antiproliferativa e a estrutura quimica das
flavonas, pode-se observar que o grupamento 6-metoxil presente nas
estruturas da hispidulina e eupafolina reduz o efeito antiproliferativo quando
comparados seus efeitos aos das flavonas apigenina e luteolina. Além disso, a
presenca dashidroxilas em 3’ e 4’ aumenta o efeito antiproliferativo. Também
pode-se observar a importdncia dos substituintes na estrutura béasica da
flavona para o efeito inibitério do crescimento de células de melanoma murino,
pois a flavona ndo apresentou efeito diferente do controle em nenhum dos

tempos testados.
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FIGURA 14: EFEITO DAS FLAVONAS SOBRE A PROLIFERACAO DAS
CELULAS B16-F10
FONTE: O autor (2009).

NOTA: A proliferacdo celular foi avaliada pelo ensaio do cristal violeta como descrito
em Materiais e Métodos item 3.8. nos tempos de 24, 48 e 72 h na presenga de 10
umol.L™" das flavonas indicadas. Os resultados sdo média + desvio padrdo de 3
experimentos realizados em ftriplicata. =~ Valores com diferencas estatisticamente
significativas do controle (p< 0,05).
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6.2.3 Efeitos de flavondides sobre a morfologia das células de melanoma
murino B16-F10

A homeostase tecidual € mantida através de um rigoroso controle entre os
processos de proliferacdo e morte celular. A morte celular pode ser
desencadeada, entre outros mecanismos, por dois processos distintos: a
necrose e a apoptose. A necrose pode ser desencadeada através de danos
mecanicos ou quimicos (BRAS et al., 2005). A apoptose € um processo de
“‘morte celular programada” estreitamente regulado fisiologicamente, e qualquer
alteracdo no balanco entre a morte e a proliferacado pode resultar em diversos
distarbios, entre eles, o cancer (JACOBSON et al., 1997). A escolha da via de
morte ocorre, pelo menos em parte, pela abundancia dos estoques
intracelulares de energia. Enquanto a apoptose necessita de uma quantidade
minima de energia, a necrose é geralmente acompanhada de uma deplecao
total de ATP (NICOTERA et al., 1998).

Os diferentes tipos de morte celular sado definidos por critérios
morfolégicos bem definidos. A apoptose é um tipo de morte celular marcado
por reducdo do volume celular (picnose), condensacdo da cromatina,
fragmentacdo do nucleo (cariorexis), pouca ou nenhuma modificacdo
ultraestrutural das organelas citoplasmaticas, “blebbing” na membrana
plasmatica e manutencao de uma membrana plasmatica intacta até as fases
tardias do processo (KROEMER et al., 2005). Além disso, ocorre a formacao
de corpos apoptoticos contendo organelas envoltas em membranas bioldgicas.
Na necrose ocorre um aumento do volume citoplasmatico que leva a ruptura da
membrana plasmatica e extravasamento do conteudo intracelular (KROEMER

et al., 2007).
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A morte celular por apoptose pode ser desencadeada através de duas
vias. A primeira via é mediada por receptores de morte presentes na
membrana plasmatica como o receptor TNF ou Fas (NAGATA, 1997) e a outra
via é a chamada via mitocondrial, por esse ultimo mecanismo ocorre liberacao
de citocromo ¢ da mitocondria para o citoplasma (KLUCK et al., 1997).

Os resultados obtidos nos experimentos de viabilidade e proliferacao das
células de melanoma murino indicam que as flavonas promovem morte celular.
Para esclarecer os mecanismos pelos quais os flavonodides testados
promoveram citotoxicidade, foram realizadas analises morfoldgicas das células

de melanoma murino tratadas com as flavonas por 24 h.

6.2.3.1 Avaliacao dos efeitos de flavonodides sobre a morfologia das células
B16-F10 através da técnica de microscopia eletrénica de varredura

As alteracdes na morfologia das células B16-F10 promovidas pelas
flavonas (50 pmol.L") em 24h de tratamento estdo demonstradas nas Figuras
15 e 16. Nas células do controle percebe-se grande quantidade de células
aderidas ao substrato através dos filamentos de adesao (FIGURA 15 - 1A E
1B). Alteragbes na adesividade das células ao substrato foram visualizadas nos
tratamentos com flavona (FIGURA 15 - 2B), eupafolina, apigenina e luteolina
(FIGURA 16 - 4B, 5B e 6B). Observa-se uma expressiva diminui¢do no volume
das células tratadas com eupafolina e luteolina (Figura 16- 4A, 5A, 6 A). Além
disso, nas células tratadas com eupafolina percebem-se projecoes
citoplasmaticas compativeis com aquelas visualizadas nos processos

apoptoéticos (FIGURA 16 - 4 A e B).
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FIGURA 15: EFEITO DE FLAVONOIDES SOBRE A MORFOLOGIA
DAS CELULAS B16-F10  UTILIZANDO  MICROSCOPIA
ELETRONICA DE VARREDURA.

FONTE: O autor (2009)

NOTA: As células foram tratadas por 24 horas com 50 umol.L' das flavonas
testadas: 1 — Controle com DMSO; 2 — Flavona; 3 - Hispidulina. As amostras
foram observadas em aumento de A— 950 x e B —3000 x. (=) alteracédo na

adesividade ao substrato
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FIGURA 16: EFEITO DE FLAVONOIDES SOBRE A MORFOLOGIA DAS
CELULAS B16 - F10 UTILIZANDO-SE MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA.

FONTE: O autor (2009)

NOTA: As células foram tratadas por 24 horas com 50 ymol.L' das flavonas
testados: 4 — Eupafolina; 5 — Apigenina; 6 - Luteolina. As amostras foram
observadas em aumento de A—-950 x e B — 3000 x. ( =% ) perda do volume
celular ( = ) alteracdo na adesividade ao substrato ( == ) alteracbes
morfolégicas.
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6.2.3.2 Avaliacdo dos efeitos de flavonoides sobre a morfologia das células

B16-F10 através da técnica de microscopia eletrénica de transmissao

As micrografias obtidas, no microscopio eletrénico de transmissao, a partir
das células B16-F10 tratadas com as flavonas estao representadas nas Figuras
17, 18, 19 e 20. As células do controle apresentam grande quantidade de
mitocondrias intactas, reticulo endoplasmatico rugoso e envoltério nuclear bem
delimitados, além de eucromatina e nucléolo evidentes. Observa-se, também,
auséncia de projecdes citoplasmaticas (FIGURA 17, 1A e 1B). O tratamento
com flavona induziu a formacdo de vacuolos citoplasmaticos contendo
membranas biolégicas em seu interior e projecdes citoplasmaticas, sugerindo a
formacao de corpos apoptéticos (FIGURA 17, 2A e 2B). Hispidulina induziu a
formagao de grande quantidade de vacuolos no citoplasma das células B16-
F10 (FIGURA 17, 3A e 3B). Na Figura 18, micrografias 4A e 4B, sao evidentes
as alteragdes na membrana celular, a formacao de projegdes citoplasmaticas e
corpos apoptéticos promovidos pelo tratamento com eupafolina. Cabe ressaltar
na micrografia 4B a presenca de membranas biol6gicas envolvendo organelas
no citoplasma desta célula. A apigenina induziu a formacao de grande
quantidade de vacuolos citoplasmaticos (FIGURA 18 - 5A e 5B) e vacuolos
contendo material eletrodenso semelhante as mitocéndrias observadas no
controle (FIGURA 18 - 5B). Nas micrografias relativas ao tratamento com
luteolina, percebem-se alteracées da morfologia celular (FIGURA 18 - 6A) e a
formacao de uma projecéao citoplasmatica contendo membranas biolégicas em

seu interior (FIGURA 18 - 6B).
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FIGURA 17: EFEITO DE FLAVONOIDES SOBRE A MORFOLOGIA DAS
CELULAS B16 - F10 UTILIZANDO-SE MICROSCOPIA ELETRONICA DE
TRANSMISSAO.

FONTE: O autor (2009)

NOTA: As células foram tratadas por 24 horas com 50 ymol.L"" dos compostos
testados: 1 — Controle; 2 — Flavona; 3 - Hispidulina. As amostras foram
observadas em aumento de A — 5000 x e B — 25000 x. ( ==) vacuolos
citoplasmaticos (=) mitocdndrias (==) projecdes citoplasmaticas.
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FIGURA 18: EFEITO DE FLAVONOIDES SOBRE A MORFOLOGIA DAS CELULAS
B16- F10 UTILIZANDO-SE MICROSCOPIAELETRONICADE TRANSMISSAO.
FONTE: O autor (2009)

NOTA: As células foram tratadas por 24 horas com 50 ymol.L-" dos compostos
testados: 4 — Eupafolina; 5 — Apigenina; 6 - Luteolina. As amostras foram
observadas em aumento de A — 5000 x e B — 25000 x. (== ) vacuolos
citoplasmaticos () alteracdes morfoldgicas (=) projecdes citoplasmaticas.
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A eupafolina apresentou alteragdes morfoldgicas significativas (Figura 19
- A e B) sendo verificadas a presenca de vacuolos contendo material bioldgico
em seu interior.

Na Figura 20 - A-E, estdo representadas micrografias nos aumentos de
5000 e 25000 x dos tratamentos realizados com as cinco flavonas onde
podemos visualizar a heterocromatizacdo nuclear em diversas intensidades.
Esta heterocromatizagdo é uma massa finamente granular de textura uniforme,
que pode se concentrar na superficie interna do envelope nuclear e € uma
evidéncia morfoldgica inequivoca do principio da apoptose (KERR et al., 1995).

As alteracdes morfoldgicas encontradas sugerem que as flavonas
induzem morte celular por apoptose e alteram a adesividade das células de
melanoma murino. Para confirmar a hipétese de que a morte celular estaria
ocorrendo através do mecanismo de apoptose foram realizadas anadlises de

liberacao de citocromo ¢, um marcador bioquimico desse processo.
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FIGURA 19: EFEITO DA EUPAFOLINA SOBRE A MORFOLOGIA DAS
CELULAS B16 — F10 UTILIZANDO-SE MICROSCOPIA ELETRONICA DE
TRANSMISSAO.

FONTE: O autor (2009)

NOTA: Micrografias das células tratadas com 50 umol.L" de eupafolina no
tempo de 24 horas no aumento de 25000 x. Amostras analisadas utilizando-
se microscépio eletrénico de transmissao. A - As setas indicam a presencga de
vacuolos citoplasmaticos com membranas bioldgicas em seu interior. B —
Grande vacuolo citoplasmatico com grande quantidade de membranas em
seuinterior.
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FIGURA 20:EFEITO DE FLAVONOIDES SOBRE AMORFOLOGIADE CELULAS
B16—F10 UTILIZANDO-SE MICROSCOPIAELETRONICA DE TRANSMISSAO.
FONTE: O autor (2009)

NOTA: Micrografias das células tratadas com 50 pymol.L' das flavonas: A —
Controle (5000x) ; B — Flavona (10000x); C — Hispidulina (12000x); D — Eupafolina
(8000x) ; E — Apigenina (6000x) e F — Luteolina (6000x) no tempo de 24 horas. As
setas indicam heterocromatizagéo nuclear.
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6.2.4. Efeitos das flavonas sobre a liberacédo de citocromo ¢

Compostos exdgenos, entre eles, os flavondides podem induzir as vias
de morte celular por apoptose. Diversos estudos demonstraram a capacidade
de flavonas, em afetar a apoptose em células tumorais. Os resultados de
reducdo da viabilidade e as alteracbes morfologicas visualizadas na
microscopia eletronica sugerem que alguns dos flavonéides estudados possam
induzir a morte celular por apoptose. Para confirmar essa hip6tese, realizaram-
se experimentos de liberacao de citocromo ¢ em células B16-F10, procurando
esclarecer por qual mecanismo as flavonas estariam induzindo morte celular.
Os efeitos do tratamento com 50 pumol.L-1 das flavonas por 24 h sobre a
liberacdo de citocromo ¢ estdo demonstrados na Figura 21. Flavona e
hispidulina n&o alteraram a liberacédo de citocromo ¢ quando comparadas com
o controle. Eupafolina, apigenina e luteolina estimularam a liberagdo de
citocromo ¢ em 4,5, 4 e 3 vezes, respectivamente quando comparadas com o
controle. O flavonol quercetina foi utilizado nessa analise como um controle
positivo de apoptose em células B16-F10 (ZHANG et al.,, 2005). Estes
resultados, conjuntamente com as alteragdes morfolégicas de condensacao
citoplasmatica, heterocromatizacdo nuclear e formacdo de projecbes na
membrana citoplasmatica, indicam que eupafolina, apigenina e luteolina
induzem a morte de células de melanoma murino através do processo de

apoptose nas condi¢cdes experimentais avaliadas.
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FIGURA 21: EFEITO DAS FLAVONAS SOBRE A LIBERAGAO DE
CITOCROMO C EM CELULAS B16-F10
FONTE : O autor (2009)

NOTA: As condi¢cdes experimentais estdo descritas na segdo de materiais e métodos

(item 5.14). A liberacdo de citocromo c foi avaliada espectrofotometricamente a 414

nm, apds 24 h hora de tratamento com as flavonas (50 pmol.L"). Controle 100%

corresponde a 3,9 + 0,8 nmol de citocromo c liberado. min".mg" de proteina. Os

resultados representam a meédia £ DP de cinco experimentos em ftriplicata. *Valores

com diferengas estatisticamente significativas do controle (p< 0,05).
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6.2.5. Efeitos das flavonas sobre a atividade de enzimas antioxidantes

Os oxidantes sdo gerados como subprodutos do metabolismo aerdébio, e
0s organismos, de procariotos a mamiferos, evoluiram com um elaborado e
complexo mecanismo de defesa antioxidante para conferir protecdo contra
danos oxidativos. Compostos que inibam a atividade das enzimas antioxidantes
podem reduzir a capacidade das células de se protegerem contra danos
oxidativos e induzir a morte celular.

Alguns flavonéides, especialmente os que contém um anel catecol, como
a eupafolina, podem sofrer autooxidacao e gerar espécies reativas de oxigénio
(HODNICK et al., 1987; HERRERIAS et al.,, 2008) e, desta forma, produzir
efeitos citotoxicos e induzir a apoptose de forma dependente da concentracao
(ERLUND, 2004). A geracao de espécies reativas também podem alterar o
padrdao de expressao e a atividade das enzimas antioxidantes. Como sao
conhecidos os efeitos inibitérios da eupafolina e hispidulina sobre os complexos
enzimaticos da cadeia respiratéria os quais poderiam aumentar a geragao de
espécies reativas, tornou-se importante a avaliacido dos efeitos das flavonas
sobre a atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) e de outras enzimas

antioxidantes.
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6.2.5.1 Super6xido Dismutase (SOD)

As superoxido dismutases sao metaloproteinas que promovem a
dismutacdo do radical superoxido em peréxido de hidrogénio e oxigénio
molecular (MRUK et al., 2002). Existem em diferentes isoformas, diferindo na
natureza do metal no centro ativo e na sua constituicdo de aminoacidos, bem
como, na quantidade de subunidades e cofatores. Em humanos existem trés
isoformas de SOD: a CuZnSOD citosélica; a MnSOD-mitocondrial e a SOD-
extracellular (LANDIS & TOWER, 2005).

Neste estudo foi avaliado o efeito das flavonas (50 umol.L™") sobre a
atividade total de superoxido dismutase apoés o tratamento por 24 h (FIGURA
23). Hispidulina e apigenina estimularam a atividade de SOD total em
aproximadamente 40%. As demais flavonas testadas n&o alteraram a atividade
dessa enzima. Cabe ressaltar que a hispidulina e apigenina foram as flavonas
que apresentaram o menor efeito sobre a viabilidade das células B16-F10,
sugerindo uma correlagdo entre a inducao de sistemas de defesa antioxidante
com a maior resposta de sobrevivéncia celular.

Du et al. (2007) também demonstraram uma relagéo entre um estimulo da
atividade de enzimas antioxidantes (catalase, superdoxido dismutase e
glutationa peroxidase) e uma maior protecdo contra apoptose induzida por
stress oxidativo em células tratadas com catequina. Leung et al. (2006)
verificaram que luteolina (50 pmol.L") induz a apoptose de células de
carcinoma humano de pulmao, acompanhada por uma ativagdo das enzimas
antioxidantes catalase e superéxido dismutase, de maneira dependente do
tempo. Porém, os autores enfatizaram que esse aumento na atividade ocorreu

somente até 16 h de tratamento, com 24 h, houve decréscimo da atividade,
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diferentemente dos resultados com 24 h de tratamento, que demonstraram que

a luteolina ndo estimulou a atividade de SOD.
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FIGURA 22: EFEITO DE FLAVONAS SOBRE A ATIVIDADE ENZIMATICA DA
SUPEROXIDO DISMUTASE TOTAL EM CELULAS B16-F10

FONTE: O autor (2009)

NOTA: As condi¢cdes experimentais estdo descritas em Materiais e Métodos item
5.15.1. As células B16-F10 foram cultivadas por 24 h em presenga de 50 pmol.L" dos
flavonoides testados. Controle 100% corresponde a 0,35 U/mg de proteina. Os valores

sdao médias de 4 experimentos realizados em duplicata. * Valores estatisticamente
significativos (p < 0,05).
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6.2.5.2. Catalase

A catalase promove a decomposicao do peréxido de hidrogénio a agua e
oxigénio (AEBI, 1984). O H,O, pode ser produzido através de diversas
oxidases como as monoamino oxidases ou através da dismutagdo do radical
superoxido pelas superéxido dismutases (MCCORD & FRIDOVICH, 1969;
HALLIWELL & CROSS, 1994).

Como se verificou um aumento da SOD total apés o tratamento com
algumas flavonas, tornou-se importante avaliar também os efeitos de 50
umol.L™" das flavonas sobre a atividade enzimatica da catalase em 24 h de
tratamento. Esses efeitos estdo demonstrados na Figura 24. Hispidulina,
eupafolina, apigenina e luteolina inibiram, em 25, 45, 40 e 35%,
respectivamente, a atividade da catalase quando comparadas com o controle.

Dos cinco compostos testados, apenas a flavona ndo alterou a atividade
enzimatica da catalase, indicando a importancia dos substituintes no anel
basico da flavona para esse efeito biologico.

O aumento da atividade de SOD promovido pela hispidulina e apigenina,
conjuntamente com a inibicdo da catalase, leva a um aumento nos niveis de
peréxido de hidrogénio nas células tratadas com essas flavonas. Cabe
ressaltar que a eupafolina possui a capacidade de se autooxidar e gerar ERO
(HERRERIAS et al, 2008) e hispidulina e eupafolina inibem atividades
enzimaticas da cadeia respiratéria mitocondrial podendo promover aumento de
processos oxidativos e geracao de danos celulares .

Considerando os resultados anteriores relativos as enzimas SOD e

catalase e um possivel aumento de peréxido de hidrogénio no ambiente
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intracelular ap6s o tratamento com as flavonas, avaliamos a atividade

enzimatica da glutationa peroxidase.
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FIGURA 23: EFEITO DE FLAVONAS SOBRE A ATIVIDADE ENZIMATICA DA
CATALASE EM CELULAS B16-F10

FONTE: O autor (2009).

NOTA: As condigbes experimentais estdo descritas em Materiais e Métodos
item 5.15.2. As células B16-F10 foram cultivadas por 24 h em presenca de 50
umol.L" dos flavonéides testados. Controle 100% corresponde a 12.2 + 0,4
umol H>O, consumido. min".mg™" de proteina. Os valores sdo médias de 4
experimentos realizados em duplicata. * Valores estatisticamente significativos
(p < 0,05).
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6.2.5.3 Glutationa peroxidase
As enzimas glutationa peroxidase 1 e 4 pertencem a classe das enzimas
ligadas ao GSH. Estas enzimas catalisam a reducao do perdxido de hidrogénio
e de outros hidroperéxidos lipidicos, utilizando GSH como um doador de
elétrons (OTT et al., 2007). Gpx1 € a maior isoforma e esta localizada
predominantemente no citosol, mas uma pequena fracdo também esta
presente na matriz mitocondrial. J& a Gpx 4 é uma fragcdo associada a
membrana localizada na mitocéndria (PUSHPA-REKHA et al., 1995). Desta
forma, a glutationa peroxidase reduz os niveis de peréxido consumindo GSH
no processo e diminuindo a relacdo GSH/GSSG, a qual é utilizada como um
importante parametro de andlise do estado redox da célula.
Os efeitos das flavonas sobre a glutationa peroxidase estdo demonstrados
na Figura 25. Nenhuma das flavonas testadas alterou a atividade da glutationa
peroxidase no tempo e concentracdes testadas quando comparadas com o

controle.
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FIGURA 24: EFEITO DE FLAVONAS SOBRE A ATIVIDADE ENZIMATICA DA
GLUTATIONA PEROXIDASE

FONTE: O Autor (2009)

NOTA: Experimento realizado conforme protocolo descrito em Materiais e
Métodos. As células B16-F10 foram cultivadas por 24 h em presenca de 50
umol.L" dos flavonéides testados. Controle 100% corresponde a 131,7 + 5
pmol NADPH consumido. min"'.mg de proteina. Os valores sdo médias de 4
experimentos realizados em duplicata. * Valores estatisticamente significativos
(p < 0,05).
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6.2.5.4 Glutationa redutase

A glutationa redutase é a enzima responsavel pela reducao de GSSG a
GSH. Essa enzima é importante para a manutencdo dos niveis de GSH
necessarios para a atividade da glutationa peroxidase e os efeitos das flavonas
sobre essa enzima estdo demonstrados na Figura 26.

Somente apigenina e luteolina inibiram a atividade da glutationa redutase
em 20 e 30%, respectivamente. Hispidulina e eupafolina n&do afetaram
significativamente este parametro.

Quando comparadas as flavonas com e sem o grupamento metoxil, pode-
se observar que aquelas que nao contém o grupamento 6-metoxil (apigenina e
luteolina) sdao as responsaveis pelo efeito inibitério sobre esta enzima,
indicando que a presenca deste grupamento diminui a capacidade das flavonas

em alterar a atividade dessa enzima.
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FIGURA 25: EFEITO DE FLAVONAS SOBRE A ATIVIDADE ENZIMATICA DA
GLUTATIONA REDUTASE

FONTE: O autor (2009)

NOTA: Experimento realizado conforme protocolo descrito em Materiais e
Métodos. As células B16-F10 foram cultivadas por 24 h em presenca de 50
umol.L™" dos flavondides testados. Controle 100% corresponde a 18,2 + 3
pmols NADPH consumido. min".mg de proteina. Os valores sdo médias de 4
experimentos realizados em duplicata*. Valores estatisticamente significativos
(p < 0,05).
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6.3. Experimentos com melandcitos normais de camundongo (Melan-A)

Os compostos ideais para o tratamento do cancer seriam aqueles
capazes de induzir apoptose seletiva em células tumorais e que nao afetassem
expressivamente células normais (MUKHERJEE et al., 2001). Um dos objetivos
desse trabalho foi verificar se as flavonas promoveriam efeitos citotdxicos
distintos em células normais e tumorais. Desta forma, realizaram-se
experimentos de viabilidade com melanécitos normais de camundongo (Melan-
A) tendo em vista os efeitos citotoxicos sobre células de melanoma murino e a
possibilidade das flavonas poderem ser utilizadas futuramente como
adjuvantes ou até mesmo isoladamente no tratamento do melanoma. .

Os efeitos das flavonas na viabilidade das células Melan-A estéo
demonstrados na Tabela 4. Flavona, hispidulina e apigenina ndo afetaram a
viabilidade celular de maneira significativa em nenhuma das doses testadas (10
- 200 umol.L-1). Eupafolina reduziu a viabilidade das células Melan-A em ~ 70
e ~ 90% nas doses de 100 e 200 umol.L-1, respectivamente. Uma redugéo de
40% das células vidveis com luteolina foi obtida ja na dose de 50 umol.L-1 e
com 100 e 200 pmol.L-1 a luteolina reduziu a viabilidade em 70 e 75%,

respectivamente.
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Células viaveis em relacao ao controle (%)

Concentracao
do flavondide Flavona Hispidulina Eupafolina Apigenina Luteolina
(umol.L™)

0 100 100 100 100 100
10 104 £15 124 £ 23 106 £ 11 112 £ 27 85+18
25 101 £13 137 £ 31 110 £ 15 92+19 89+16
50 101 +13 138 £ 32 108 + 20 101 £17 60 £12*
100 94 +13 126 + 21 32+ 1* 98 £ 20 24 + 4*
200 103 £11* 97 + 21 72" 108 £17 30+ 4*

TABELA 4: EFEITO DE FLAVONAS SOBRE A VIABILIDADE DE MELANOCITOS
NORMAIS DE CAMUNDONGO (MELAN-A)

FONTE: O autor (2009)

NOTA: Os experimentos foram realizados conforme procedimento descrito em Materiais e
Métodos item 5.10, com volume final de 200 pL em meio RPMI completo, no controle
somente foi adicionado o meio acrescido de DMSO. Os flavonéides foram incubados nas
doses indicadas por 24h a 37°C. Os valores estao representados como percentagem em
relacdo ao controle £+ DP de 3 experimentos independentes realizados em triplicata. O
volume de DMSO utilizado foi de 0,1% (v/v). *Valores com diferencas estatisticamente

significativas do controle (p< 0,05).
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Semelhante ao obtido com células tumorais, as flavonas mais citotoxicas
foram aquelas contendo os grupamentos hidroxil em 3’, 4’ (anel catecol).

Analisando os resultados conjuntamente pode-se perceber que 0s
efeitos citotoxicos das flavonas foram em geral maiores nas células tumorais
que nas células normais (Tabela 5). Flavona e apigenina, que tinham
demonstrado efeito citotéxico nas células B16-F10 ndo afetaram a viabilidade
das células normais. Nas células Melan-A a eupafolina foi citotoxica somente a
partir da dose de 100 umol.L™" em comparacdo, nas células tumorais esse
efeito foi evidenciado a partir de uma dose 4 vezes menor. A luteolina também
se demonstrou citotéxica somente a partir da dose de 50 pmol.L™", sendo que
nas células tumorais a redugdo da viabilidade foi obtida ja na dose de 25
umol.L".

Benavente e Garcia (2005) também relataram uma maior sensibilidade
das células B16-F10 aos flavonoides (baicaleina, miricetina, quercetina e
luteolina) testados quando comparado com os efeitos sobre as células Melan-
A. Outros autores também evidenciaram um efeito seletivo de flavondides
sobre célula tumorais quando comparado com células normais. Son et al.
(2004) demonstraram que o flavonol quercetina promovia inibicao seletiva do
crescimento de células hepaticas tumorais mas nao alterava o crescimento de
células normais hepaticas. Outro flavondide que demonstrou atividade seletiva
foi a apigenina. Essa flavona, na concentracdo de 20 pmol.L™, inibiu o
crescimento de células de adenocarcinoma prostatico humano e na mesma

dose nao afetou células epiteliais prostaticas normais (GUPTA et al., 2001).
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Concentrag
ao flavonas
(umol.L™)

10
25
50
100

200

Flavona

B16-
F10

50

Hispidulina

Eupafolina
B16- Melan-
F10 A

40 -

70 -

75 70

80 90

Reducao de viabilidade em relacao ao controle (%)

Apigenina

B16-F10 Melan-A

25

35

40

Luteolina
?:11%' Melan-A
20 -
50 40
70 75
75 70

TABELA 5: EFEITOS DE FLAVONAS SOBRE CELULAS TUMORAIS (B16-F10) E CELULAS NORMAIS DE CAMUNDONGO

FONTE: O autor (2009)

NOTA: Os experimentos foram realizados conforme procedimento descrito em Materiais e Métodos item 5.10, com volume final de 200

puL em meio RPMI completo, no controle somente foi adicionado o meio acrescido de DMSO. Os flavondides foram incubados nas doses

indicadas por 24h a 37°C. Os valores estao representados como percentagem em relagdo ao controle (0%) da redugéo da viabilidade.
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7. DISCUSSAO FINAL

O melanoma metastatico € uma doenca com alto indice de mortalidade
para a qual, ainda nao existem drogas eficazes para o tratamento. As flavonas
possuem importantes efeitos citotdéxicos ja relatados em diversas linhagens
celulares (MICHELS et al., 2005; LEE et al, 2005a; LEUNG et al, 2006;
SHUKLA & GUPTA, 2008), mas seus mecanismos moleculares variam
dependentemente da linhagem celular e do flavondide. Alguns autores ja
demonstraram que a citotoxicidade dos flavondides pode ser decorrente de
seus efeitos sobre a bioenergética mitocondrial (LEE et al., 2005; DORTA et al.,
2005; HODNICK et al., 1987). Desta forma, os experimentos mitocondriais
realizados nesse trabalho tiveram como objetivo buscar uma relagdo entre a
citotoxicidade das flavonas e seus efeitos sobre o metabolismo mitocondrial.

Com a determinacdo da atividade ATPasica em mitocéndrias intactas
confirmaram-se resultados anteriores de que a eupafolina ndao possuia
atividade desacopladora sobre a fosforilacdo oxidativa pois, nos experimentos
de bioenergética mitocondrial, essa flavona ndo havia alterado a velocidade
respiratéria do estado IV (HERRERIAS et al., 2008). Entretanto, anteriormente
foi verificado que o estado Il da respiragdo é intensamente inibido pela
eupafolina e essa inibicdo, em conjunto com os efeitos sobre a fluidez de
membrana observados neste trabalho seriam responsaveis pela intensa
inibicdo do inchamento mitocondrial energizado. Em geral os efeitos da
eupafolina, que possui o anel catecol na sua estrutura, sobre 0 metabolismo
mitocondrial foram mais intensos que os verificados para a hispidulina
(DABAGHI-BARBOSA et al., 2005). Ambas flavonas, eupafolina e hispidulina,

possuem efeitos inibitérios sobre o transporte de elétrons na cadeia respiratéria
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mitocondrial e, portanto, podem colaborar para o aumento da geracdo de ERO
(DABAGUI-BARBOSA et al., 2005; HERRERIAS et al., 2008) contudo, o anel
catecol também pode sofrer oxidacao gerando ERO o que pode ter contribuido
para os maiores valores verificados para a eupafolina.

Entretanto, apesar do processo de transicdo de permeabilidade
mitocondrial ser um fendmeno intimamente relacionado com a geracao de
espécies reativas, tanto eupafolina quanto hispidulina ndo estimularam a
formacao do poro de transicdo de permeabilidade, ao contrario, a eupafolina
nao alterou esse parametro nas menores doses e protegeu o inchamento
induzido por calcio na maior dose testada. Acredita-se que isso ocorreu devido
a uma inibicdo da entrada eletroforética do calcio gerada pela queda no
potencial de membrana mitocondrial promovido pela eupafolina através da
inibicdo da cadeia respiratéria mitocondrial como verificado por Dorta et al.
(2005). Experimentos de avaliacado da captacao de calcio na presenca dessas
flavonas seriam Uteis para comprovacao dessa hipétese.

Hispidulina e eupafolina alteraram a fluidez de membranas artificiais e
naturais e esses resultados sdo altamente significativos tendo em vista a
enorme diversidade de eventos controlados pelas membranas, desde o
transporte de solutos até a geracdo de potencial elétrico transmembrana. Os
efeitos sobre a fluidez observados através de polarizacdo de fluorescéncia
promovidos pela hispidulina foram mais significativos dos que os observados
com a eupafolina e isso se deve provavelmente a estrutura mais hidrofobica da
hispidulina.

Na literatura sdo encontrados inumeros trabalhos relatando o efeito

citotéxico de diferentes flavondides em diversas linhagens celulares. Neste
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trabalho, foram escolhidos cinco flavondides pertencentes a uma mesma
classe (flavonas) e que possuem grandes semelhangas estruturais (diferencas
em um unico grupamento hidroxil ou metoxil) que permitiram estabelecer uma
relacdo entre a presenca das hidroxilas em 3" e 4’(anel catecol) e do
grupamento 6-metoxil com os efeitos bioldgicos avaliados. Os resultados
demonstraram uma importante correlacado entre a presenca do anel catecol e o
efeito citotéxico em células tumorais (B16-F10) e melandcitos normais de
camundongo (Melan-A). Esta correlagdo foi evidenciada pelas maiores
inibicdes promovidas pela eupafolina e luteolina quando comparados com 0s
resultados obtidos com hispidulina e apigenina respectivamente. Além disso, a
presenca do grupamento 6-metoxil encontrado na hispidulina e eupafolina
mostrou-se desfavoravel para o efeito antiproliferativo nas condicoes
experimentais testadas.

A maior formacado de radical superoxido na presenca das flavonas,
conseqliéncia da inibicdo da cadeia respiratoria mitocondrial ou da oxidagao do
anel catecol da luteolina e eupafolina, poderia induzir um aumento da atividade
de SOD total como mecanismo de defesa contra o aumento do agente
oxidante. Contudo, somente com a hispidulina e apigenina, que nao possuem a
hidroxila em 4', , foi observado um efeito estimulador da atividade da SOD total.
Uma possivel explicacao para este fato é que o efeito estimulatério da atividade
de SOD promovido pela eupafolina e a luteolina ja teria ocorrido antes do
momento da medida da atividade, tendo retornado para os valores mais
proximos ao controle posteriormente. A presenga de substituintes na estrutura
basica das flavonas mostrou-se importante para o efeito inibitério sobre a

catalase visto que, somente a flavona sem substituintes nao promoveu este
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efeito. A presenca do grupamento 6-metoxil na estrutura da hispidulina e da
eupafolina mostrou-se desfavoravel para o efeito sobre a enzima glutationa
redutase. Desta forma, verifica-se que a presengca e a posicdo dos
grupamentos hidroxil ou metoxil podem afetar de forma distinta as atividades
das enzimas antioxidantes em células de melanoma murino.

Através de nossos experimentos de morfologia utilizando-se microscopia
eletrénica e os experimentos de liberagdo de citocromo ¢, podemos verificar
que eupafolina, apigenina e luteolina induzem morte celular nas células B16-
F10 por apoptose. Além disso, os efeitos obtidos sobre as enzimas
antioxidantes, em conjunto com os efeitos pré-oxidantes ja relatados dessas
flavonas, nos permitem inferir que um desequilibrio redox poderia contribuir
para 0 mecanismo de apoptose das células de melanoma murino.

Conjuntamente, os resultados parecem indicar que eupafolina, apigenina
e luteolina sao flavondides com potencial para novos estudos visando o
tratamento do melanoma. Eupafolina e luteolina demonstraram um intenso
efeito citotoxico in vitro nas células de melanoma, mesmo em doses pequenas,
e também apresentaram uma caracteristica citotdéxica seletiva nos
experimentos com melanécitos normais de camundongo.

Apesar dos resultados promissores, se fazem necessarios mais estudos
sobre 0 mecanismo molecular da agdo dessas flavonas em células de
melanoma e em um modelo tumoral in vivo para que se possa avaliar um

potencial uso terapéutico destes compostos no tratamento de melanoma.
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8. CONCLUSOES
e A eupafolina ndo apresenta efeitos significativos sobre a atividade do
complexo ATPase em mitocondrias intactas e ndo possui atividade
desacopladora.
¢ A eupafolina reduz a amplitude do inchamento mitocondrial na presenca
de substrato e os resultados refletem os efeitos dessa flavona sobre as
atividades enzimaticas da cadeia respiratéria e sobre a fluidez da

membrana mitocondrial.

A eupafolina e a hispidulina ndo promovem o inchamento induzido por
célcio e o processo de transicido de permeabilidade mitocondrial nas

doses utilizadas.

Hispidulina afeta a fluidez de membranas artificiais e naturais de maneira

mais expressiva que a eupafolina

A presencga dos grupamentos hidroxil nas posi¢des 3,4’ , na eupafolina e
luteolina aumenta o efeito citotoxico nas células B16-F10 e o

grupamento 6-metoxil reduz o efeito antiproliferativo.

As alteracoes morfolégicas nas células tratadas com eupafolina,
apigenina e luteolina juntamente com o estimulo da liberacdo de
citocromo ¢ sao compativeis com a indugdo do processo de morte
celular por apoptose.

e O efeito das flavonas sobre a atividade das enzimas antioxidantes em
conjunto com sua agao inibitéria sobre a cadeia respiratéria mitocondrial
poderia conduzir a um estado de desequilibrio redox na célula e induzir

a apoptose nas células de melanoma murino.
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e As flavonas com os grupamentos hidroxil em 3’, 4’ (anel catecol) sé&o
citotoxicas também para as células Melan-A porém, em doses maiores
gue as observadas para as células tumorais, indicando que a presenca
destas substituicbes sdo importantes para a reducado da viabilidade
também em células ndo-tumorais.

e A eupafolina (50 umo.L") ndo altera a viabilidade de células normais
(MelanA) contudo, reduz em 70% a viabilidade de células tumorais
(B16-F10) demonstrando que nesta dose esta flavona tem um

importante efeito seletivo sobre a inducdo de morte de células tumorais.
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10. ANEXOS

o Anexo 1 - Certificado de aprovacdo do Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA).



