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RESUMO

O isoesteviol lactona € um diterpeno baierano proveniente de uma
reagao de lactonizagdo do isoesteviol. O isoesteviol &€ o produto obtido da hidrélise
acida do esteviosideo, o glicosideo obtido da Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni. E
relatado que o isoesteviol afeta varios parametros do metabolismo mitocondrial,
atuando como um desacoplador classico. Este trabalho teve por objetivo estudar
os efeitos do isoesteviol lactona e comparar com aqueles do isoesteviol. Foram
analisados os efeitos do isoesteviol lactona sobre mitocondrias de figado de rato e
em macréfagos peritoneais de camundongos. Os resultados sobre a respiragao
mitocondrial mostraram que o isoesteviol lactona diminui a velocidade respiratéria
no estado lll e estimula no estado IV. As andlises dos complexos da cadeia
respiratéria mostraram que o isoesteviol lactona provocou uma diminuicdo da
atividade enzimatica dos complexos |, IlI, Il e IV. A atividade da L-glutamato
desidrogenase também foi reduzida 85% com 1 mmol.I"" de isoesteviol lactona. A
atividade hidrolitica da ATPase € inibida parcialmente; nos experimentos de
voltametria ciclica ambas as substancias ndo mostraram ser eletroativas na faixa
de potencial que abrange a cadeia respiratéria; as analises de inchamento
mitocondrial na presenca de glutamato e acetato de sédio ou valinomicina e KNO3
mostraram que o isosteviol e o isoesteviol lactona inibem este parametro (o
inchamento) como uma consequéncia de seus efeitos sobre a geracdo do
potencial eletroquimico de prétons. Aparentemente, a elasticidade da membrana
nao é afetada pelos compostos. Em quase todas as analises realizadas o
isoesteviol lactona promoveu efeitos inibitérios menos acentuados que o isoesteviol
tendo apenas uma excegao, a atividade da NADH desidrogenase, porém ainda
assim a inibicao observada foi de apenas 17%, com o isoesteviol lactona 0,5
mmol.I". Os resultados dos experimentos com macréfagos mostraram que ambas
as substancias diminuiram a viabilidade celular a partir de 50 umol.I"'; a produgéo
de anion superdxido foi inibida parcialmente tanto pelo isoesteviol como pelo
isoesteviol lactona na concentragao de 75 pmol.I™; nenhum efeito significativo foi
observado sobre a via de produgado de éxido nitrico pelas substancias em estudo.
Contudo, em comparagédo aos efeitos observados com o isoesteviol, a adigéo do
anel lactonico no isoesteviol lactona promoveu uma diminuigao dos efeitos téxicos
do isoesteviol.
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ABSTRACT

Isosteviol lactone is a bayeran diterpene arise by lactonization of isosteviol. It
is a product obtained by acid hydrolysis of stevioside, a glycoside of Stevia
rebaudiana (Bert.) Bertoni. It is known that isosteviol affects some mitochondrial
metabolism parameters, acting as a classic uncoupler. The purpose of this work
was to study the effects of isosteviol lactone and to compare them with those of
isosteviol. The effects of isosteviol lactone on rat liver mitochondria and peritoneal
macrophages from female Swiss mice, were examined. In terms of mitochondrial
respiration, isosteviol lactone decrease the respiratory rate in state Ill and
stimulated it in state IV. The enzymatic complexes showed that isosteviol lactone
causes a reduction of enzymatic activities of complexes |, Il, 1l and IV. The activity
of L-glutamate dehydrogenase was also reduced 85% with 1 mmol.I'" of isosteviol
lactone. The hydrolytic activity of ATPase was partially inhibited. In cyclical
voltametry experiments, both substances were not electron-active in the redox
potential range that applies to the respiratory chain. In the mitochondrial swelling
experiments in the presence of glutamate and sodium acetate or valinomycin and
KNO; showed that isosteviol and isosteviol lactone inhibit this parameter (swelling)
as a consequence of effects on proton electrochemical gradient generation.
Apparently, the membrane elasticity is not affected by compounds in study. In
almost all analyses carried out on isosteviol lactone, lower inhibitory effects were
observed than for isosteviol with only one exception, namely the activity of the
NADH dehydrogenase. However the inhibition was only 17% with 0,5 mmol.I" of
isosteviol lactone. Experiments with macrophages showed that both substances
lowered the cellular viability, starting from a 50 pmol.I" concentration. The
production of superoxide anion was partially inhibited by both isosteviol and
isosteviol lactone at a concentration of 75 umol.I"'. Significant effect has been not
yet observed in the pathway of nitric oxide production for the studied substances.
However, on comparison with the effects observed with isosteviol, the presence of
the lactone ring gave rise to a reduction of the toxic effects of isosteviol.

Xiv



1 INTRODUGAO

O inicio do tratamento de doengas por meio de drogas perde-se na
antiglidade, tendo precedido a histéria escrita. As primeiras drogas foram as de
origem natural, extraidas principalmente de plantas superiores, e destinavam-se a
terapia de doengas infecciosas (KOROLKOVAS & BURCKHALTER, 1982).
Atualmente, a importancia de moléculas derivadas de produtos naturais para a
medicina, ndo esta somente em seus efeitos farmacolégicos ou quimioterapicos,
mas também no seu papel como moléculas modelo para a produgdao de novas
substancias (PHILLIPSON, 1994).

O estudo de produtos naturais isolados de plantas ou obtidos através de
reagcoes quimicas destes, representam fontes potenciais tanto de novas drogas,
quanto na construcao de novas moléculas biologicamente ativas, através de: a)
sintese total de um composto semelhante ao isolado da planta ou b) modificagao
estrutural deste, seja por ciclizagdo da molécula, remogdo ou incorporagdo de
grupamentos quimicos, modificando assim sua atividade. Estas moléculas
alternativas, depois de estudadas e avaliadas, poderdo ser utilizadas como guia no
desenvolvimento de novas drogas. Entre os produtos naturais com esta grande
potencialidade estao os terpendides, devido a enorme diversidade estrutural destes

compostos.

1.1 TERPENOIDES

Os compostos que se incluem no grupo dos terpendides caracterizam-se
por possuir estruturas que resultam da unido de unidades C5, pirofosfato de 3-
isopentenila (IPP) e 3,3'-dimetilalil pirofosfato (DMAPP) (HANS-WALTER, 1997;

BRAMLEY, 1997). Estas unidades resultam da via biossintética do acido mevaldnico,
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e séo estruturalmente semelhantes ao isopreno, razao pela qual estes metabolitos
se denominam genericamente por isoprendides ou ainda terpendides ou terpenos
(terpenos refere-se a substancias contendo apenas o esqueleto hidrocarboneto,
enquanto que terpendides podem apresentar além de Carbono e Hidrogénio outros
atomos como por exemplo o Oxigénio).

Estes compostos podem ter estruturas ciclicas ou aciclicas que resultam de
transformagées das cadeias isoprendides que lhes dao origem. Estas
transformagées compreendem um grande nimero de reagdes, tais como redugées,
oxidagoes, ciclizagdes envolvendo a formagao de carbocations, rupturas de anel ou
rearranjos, conferindo uma enorme diversidade estrutural a estes metabdlitos. Estes
compostos se organizam em fungdo do nimero de unidades isoprendides que os
compdem, conforme mostrado na tabela 1, que apresenta a classificacao dos
terpenos de acordo com a quantidade de unidades isoprendides (3-metil-1,3-

butadieno) em sua composicao (HANS-WALTER, 1997; BRAMLEY, 1997).

TABELA 1 - CLASSIFICAGAO DOS TERPENOIDES

S3o unidades CsHg que estdo presentes em muitos metabdlitos cujo
-Cs Hemiterpenos esqueleto principal resulta de outra via biossintética. Sdo comuns as
alquilagoes de unidades Cs em atomos de carbono ou oxigénio.

-Cio Monoterpenos Derivam de pirofosfato de geranila, GPP'"”, (2 x Cs)

-Cys  Sesquiterpenos Derivam de pirofosfato de famesila, FPP', (3 x Cs)

-Cx Diterpenos  Derivam de pirofosfato de geranila geranila, GGPP™, (2 x C10)

-Czs Sesterterpenos Derivam de GGPP e IPP"™, (2x Cyo + Cs)

-Cyx  Triterpenos Derivam de duas unidades de FPP, (2 x C1s)

-Csq  Tetraterpenos Derivam de duas unidades GGPP, (2 x Cxo)

-Csa  Politerpenos  Derivam de um nimero n de unidades isoprenéides superior a oito até 10°.

M) pirofosfato de Geranila; ? Pirofosfato de Famesila; © Pirofosfato de Geranila Geranila;
“ pirofosfato de Isopentenila
FONTE: LOURENCO, 1997.
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Dentre os terpendides destacam-se os diterpendides, que apresentam 20
atomos de carbono em sua estrutura e que sao derivados do pirofosfato geranila-
geranila. Os diterpendides por sua vez sao classificados em: biciclicos, triciclicos,
tetraciclicos e macrociclicos (HANSON, 1971). Os diterpendides tetraciclicos
(figura 1) podem ainda ser subclassificados em cauranos e baieranos conforme a
disposi¢ao espacial que assumem os anéis ¢ e d. Os compostos que sdo objeto do
presente estudo, o isoesteviol (ISO) e o isoesteviol lactona (IEL) sao diterpenos,

pertencentes a subclasse dos baieranos (figura 2).

Caurano

D\t

Baierano

FIGURA 1 - ESTRUTURAS ESPACIAIS REPRESENTATIVAS DA SUBCLASSE DOS CAURANOS E
BAIERANOS, E DO ISOESTEVIOL E DO ISOESTEVIOL LACTONA, AMBOS PERTENCENTES A
SUBCLASSE DOS BAIERANOS.
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FIGURA 2 - ESQUEMA MOSTRANDO A ORIGEM BIOSSINTETICA DOS BAIERANOS E

CAURANOS.

IPP e DMAPP sdo formados a partir do acetil CoA, via acido mevaloénico. Da unido sucessiva de
unidades pirofosfato de isopentenila (IPP) resultam cadeias precursoras dos isoprendides. As
estruturas finais de cada metabdlito dependem da conformagao adotada pela cadeia isoprenéide que

Ihe deu origem. DMAPP = Pirofosfato de dimetilalila. HMG CoA = Hidroximetilglutaril-CoA.
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Devido a enorme variedade de diterpenos com diferentes grupos
funcionais, inimeras pesquisas tém sido feitas em todo mundo utilizando plantas
empregadas na medicina popular, nas quais diterpenos tetraciclicos tém sido
reconhecidos como responsaveis por atividades biolégicas. Em alguns destes
compostos, encontra-se o anel lactona incorporado na molécula como ocorre por
exemplo, em alguns compostos extraidos de plantas biologicamente ativas da
familia das Compostas (Asteraceae) com cerca de 3000 diferentes estruturas

relatadas (PICMAN, 1986).

1.2 ATIVIDADES BIOLOGICAS DE CAURANOS, BAIERANOS E LACTONAS

Dentre os terpendides extraidos de plantas que possuem atividades
biolégicas relevantes merecem destaque também, além dos diterpenos que serdo
comentados a seguir, os compostos que possuem anel lactonico em sua estrutura,

como por exemplo as lactonas sesquiterpénicas.

1.2.1 Atividade Bioldgica de Lactonas Sesquiterpénicas Naturais e Substituidas

As lactonas substituidas mais simples sao importantes blocos construtores
na sintese de muitos produtos naturais, em geral, no campo dos antibiéticos,
farmacéutica anti-tumor, feroménios e prostaglandinas (FURNISS, 1989).

As lactonas sesquiterpénicas naturais sao relativamente estaveis e sao
derivadas de trans, trans farnesil pirofosfato (3 x C5) seguida de uma ciclizagao e
subseqiientes modificagcoes oxidativas. Estes compostos recebem o sufixo “olideo”
em seu nome quimico o qual refere-se ao seu grupamento lactona (RODRIGUEZ,

1976). Uma caracteristica comum e importante das lactonas sesquiterpénicas é a
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presenga de um anel y-lactona (fechado entre ou C-6 e C-7 ou entre C-7 e C-8)
contendo, em muitos casos, um grupo o-metileno (PICMAN, 1986). Entre as
lactonas sesquiterpénicas, a grande variedade de estruturas quimicas descobertas é
marcada por uma diversidade de atividades biolégicas. De acordo com seus
esqueletos carbociclicos a classificacdo da maioria das lactonas sesquiterpénicas
(figura 3) se inserem em 4 grandes grupos (PICMAN, 1986): germacranolideos (com
um anel de 10 membros); eudesmanolideos (compostos 6/6-biciclicos);
guaianolideos e pseudoguaianolideos (ambos compostos 5/7-biciclicos). Entretanto,
as lactonas sesquiterpénicas exibem uma variedade de outros arranjos de seu
esqueleto carbdénico. Acredita-se que os germacranolideos representam
biogeneticamente a classe mais primitiva e que todas as outras lactonas
sesquiterpénicas evoluiram desta classe (PICMAN, 1986).

Numerosos estudos sugerem que estes metabdlitos secundarios de plantas
exercem importante papel na protecdo de plantas contra patdgenos, insetos,
herbivoros e mamiferos, e que eles também funcionam como agentes alelopaticos
na competicao com outras plantas (PICMAN, 1986), além de atuarem como
reguladores de crescimento.

Viérias pesquisas tem demonstrado atividades bioldgicas de lactonas
sesquiterpénicas tais como: antimicrobiana, anticancerigena, citotdxica,
antibacteriana, antifingica, citoprotetoras gastricas e podem causar dermatite de
contato alérgica (RODRIGUEZ et al, 1976; GIORDANO et al, 1990; PICMAN,
1986). Estes compostos sdo conhecidos também por possuirem atividades irritantes
para os olhos, nariz e trato gastrintestinal (PICMAN, 1986).

Alguns pesquisadores observaram perda de atividade de enzimas onde o
grupo sulfidrilico é importante (como a fosfofrutoquinase (HANSON et al., 1970) e a
glicogénio sintase (SMITH et al, 1972)), depois de reagirem com lactonas
sesquiterpénicas conhecidas por agirem como inibidoras do crescimento de tumores.

Segundo PICMAN (1986) estas observagoes levaram a considerar a hipétese de que
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as lactonas sesquiterpénicas inibem o crescimento de tumores por alquilagdo
seletiva de macromoléculas biolégicas regulatérias do crescimento, tais como
enzimas que controlam a divisao celular, em especial com os grupos sulfidrilicos

destas enzimas.

A\
co
CO B
* 0—co

o0—co
GERMACRANOLIDEOS
: 1 ; | ; ; | : :o
‘
co
\
co
0—co 0—co
GUAIANOLIDEOS EUDESMANOLIDEOS
&;‘:o :/ Q
O0—co
PSEUDOGUAIANOLIDEOS

FIGURA 3 - ESQUELETOS CARBOCICLICOS DAS MAIORES CLASSES DE LACTONAS
SESQUITERPENICAS.

FONTE: PICMAN, 1986.

1.2.2 Cauranos diterpenéides

Os diterpendides tém sido objeto de muitos estudos. Efeitos
antiinflamatoérios e inibidor de tumor, sao exemplos de atividades bioldgicas descritas
para estes compostos (KUBOTA e KUBO, 1969; NODE et al, 1983; FUJITA e
NODE, 1984; KE CHEN et al., 1992). Nas plantas, fungées como as de inibidores de
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desidratagdo e de ataques biolégicos também sao atribuidas a estes compostos,.
que constituem a maior parte das resinas de vegetais (HANSON, 1971).

Um nuamero significativo de relatos sobre a atividade antimicrobiana dos
diterpenos estao disponiveis, segundo GHISALBERTI (1997). O acido 19-caurendico
(figura 4a), por exemplo, é ativo contra Bacillus subtilis (0,313 pg.ml™") (SLIMESTAD
et al., 1995), Staphylococcus aureus (12,5 mg.ml”") (MITSCHER et al., 1983),
Mycobacterium smegmatis (6,25 mg.ml™") (MITSCHER et al., 1983), Saccaromyces
cerevisae, E. coli, C. herbarum e Candida albicans (SLIMESTAD et al., 1995).

Os cauranos geralmente sao descritos como compostos que apresentam
modesta atividade contra bactérias e fungos; porém, mesmo com baixa atividade
antimicrobiana, estes compostos podem ser responsaveis pelo controle de
populagcdées de microrganismos das folhas que os pfoduzem, funcionando como
defesa da planta (GHISALBERTI, 1997). Entre os cauranos, o acido 19-caurendico
(figura 4a) também apresenta atividade contra o protozoario flagelado Trypanosoma
cruzi, o agente causador da Doenga de Chagas (tripanosomiase americana), a qual
afeta mais de 90 milhGes de pessoas em todo mundo (ALVES et al., 1995). Este
composto também apresenta citotoxicidade significativa em células de tumor de
térax, além de efeito moderado in vitro em células tumorais de pulmao (A-549),
sistema nervoso central (XF498), ovario (SK-OV-3), pele (SK-MEL-2) e colo uterino
(HCT15) (GHISALBERTI, 1997). Um importante efeito anticoncepcional é relatado
na medicina mexicana para este composto, que junto com o acido grandiflorénico
(figura 4e), isolados de folhas de Montanoa tomentosa (Asteraceae), tém sido
utilizados para controlar a fertilidade de animais (GALLEGOS, 1985). Segundo WU
(1996) o derivado diol acido (figura 4b) mostrou significativa atividade contra
replicagao do HIV em linfocitos H9 com um ECsg 0,8 mg/ml.

As raizes de Tripterygium wilffordii (Celestraceae), uma planta venenosa do
sul da China, tradicionalmente tém sido utilizadas como inseticida. Foram relatadas

atividades antitumoral, antiinflamatéria e imunosupressiva nos extratos das raizes
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desta planta (ZHEN et al., 1995) cujo extrato é usado para o tratamento de varias
doencas tais como: dermatite, artrite reumatdide, acne rosacea sistémica e nefrite
com bons resultados e sem efeitos colaterais (CHEN et al, 1992). Mais
recentemente, um numero de diterpenos triciclicos com propriedades antitumoral e
anticoncepcional foram isolados desta planta. Entre os diterpenos encontrados no
extrato etandlico das raizes destaca-se a tripterifordina (figura 4c) que mostrou
atividade anti-replicagdo do HIV em linfécitos H9 (ECso 6uM) e nao afetou células
nao infectadas utilizando 15 pmol.I" deste composto (CHEN et al., 1992).

Segundo CHEN et al. (1995) a neotriplerifordina (ECso 25 nmol.I")
(figura 4d), uma lactona isomérica mais potente, isolada da mesma planta, inibiu a
replicagdo do HIV em linfécitos H9 e nao inibiu células ndo afetadas na
concentragdo de 3,1 pumollI’. A citotoxicidade demonstrada pelos derivados
cauranos parece estar associada com o grupo carboxilico no C19, e a atividade anti-
HIV parece ser mediada pelos substituintes no C16 e proximo a este carbono

(GHISALBERTI, 1997).

1.2.3 Baieranos diterpenéides

Alguns estudos relatam atividades biolégicas importantes de baieranos
naturais e sintéticos. Por exemplo pode-se citar a atividade inseticida contra
Schizaphis graminum, um inseto muito comum nas plantagées de sorgo e outras
gramineas cultivadas nos Estados Unidos, constituindo uma praga quase
incontrolavel. Na busca por agentes quimicos capazes de controlar a populagao
deste inseto, um grande numero de substancias tem sido testadas contra este
organismo incluindo grupos de dihidrochalconas, flavanonas, flavonas, flavondides,
compostos fendlicos e diterpenos. Dentre estes grupos, um diterpeno baierano, o
isoesteviol, apresentou atividade de inibidor do apetite mais pronunciado contra S.

graminum (ECsp 115 ppm) (NANAYAKKARA et al., 1987).
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FIGURA 4 - ESTRUTURAS QUIMICAS REPRESENTATIVAS DE COMPOSTOS CAURENOIDES
COM ATIVIDADE BIOLOGICA.

(A) Acido 19-Caurendico; (B) Acido Cauren-19-didico; (C) Tripterifordina; (D) Neotripterifordina; (E)
acido Grandiflorénico.

FONTE: GHISALBERTI, 1997.
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As giberelinas (figura 5) sao diterpendides naturais que geralmente
apresentam um esqueleto com 20 atomos de carbono, como os cauranos, porém
sdo conhecidas por possuir um esqueleto carbdnico giberelano. Estas substancias
fazem parte do conjunto de horménios das plantas que regulam seu crescimento e

desenvolvimento (FOSKET, 1994).

(GA com Coq) . (GAcom Cqg)

FIGURA 5 - ESTRUTURA GERAL PARA GIBERELINAS (ent-GIBERELANO) E ESTRUTURAS DE 2
DIFERENTES GIBERELANOS (GAs; E GAo).

Segundo VILLALOBOS et al. (1994), os baieranos representados na figura
6, isolados de espécies de Elaeoselinum (Umbelliferae) metil ent-baier-15-ene-19-
oato (figura 6a), metil ent-14p-tigloiloxibaier-15-ene-19-oato (figura 6b) e eni-baier-
15-ene-14p,19-diol (figura 6¢) apresentaram atividades semelhantes ou superiores
as das giberelinas no crescimento e desenvolvimento de plantas, nas concentragées

de 1a 10 pg.mi™.
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R4 R2
a-COOMe H
b - COOMe OTgl
c-CHoOH OH

FIGURA 6 - ESTRUTURAS DOS BAIERANOS COM ATIVIDADE SEMELHANTES A GIBERELINA.
Metil ent-baier-15-ene-19-oato (a), metil ent-14p-tigloiloxibaier-15-ene-19-oato (b) e ent-baier-15-ene-
14$,19-diol (c).
FONTE: VILLALOBOS et al. (1994)

Um outro baierano com atividade antimicrobiana comprovada é o 1-acetil-
jativatriol (figura 7) obtido de uma subespécie de Sideritis pusilla (Lange) Pau.
Segundo RODRIGUEZ-LINDE et al. (1994) este composto mostrou atividade contra

as bactérias Gram-positivas S. aureus, B. sublfilis e M. luteus.

FIGURA 7 - ESTRUTURA DO 1-ACETIL-JATIVATRIOL

Uma série de baieranos derivados do isoesteviol, entre eles o metil éster do
isoesteviol, 16-hidroxilisoesteviol, 16,19-dihidroisoesteviol entre outros (figura 8),
obtidos através de sintese quimica apresentaram atividade reguladora do
crescimento e do desenvolvimento da Capsicum annuum (pimenta), Lens culinaris
medicus (lentilha), Lycopersicon esculentum (tomate), Trifollium spp. (trevo) e
Triticum vulgare (trigo). Estes baieranos promoveram inibigbes na germinacao de
sementes e no desenvolvimento das raizes destas espécies segundo

HERSHENHORN et al. (1997).
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R4 R2

a -COOCH3 CcO

b -COOCH3 OH

H4C c -CHyOH OH

FIGURA 8 - DERIVADOS BAIERANOS DO ISOESTEVIOL COM ATIVIDADE BIOLOGICA.
Metil éster do isoesteviol (a),16-hidroxilisoesteviol (b) e 16,19-dihidroisoesteviol (c).
FONTE: HERSHENHORN et al. (1997).
Segundo ISHII et al. (1987a) o isoesteviol, obtido a partir do extrato de

Stevia rebaudiana, promoveu inibicdo do transporte de glucose através da

membrana celular em figado de rato perfundido, assim como o esteviosideo.

1.3 Stevia rebaudiana E SEUS GLICOSIDEOS

O esteviosideo, um glicosideo diterpénico, € o principal componente doce
nas folhas da Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni, nativa da regido nordeste do
Paraguai, foi primeiramente isolado por BRIEDEL e LAVIEILLE (1931). O extrato
preparado das folhas desta planta tem sido amplamente utilizado como adogante
para uma variedade de alimentos e de bebidas para diabéticos e pessoas obesas no
Japao, paises da América Latina e outras partes do mundo (GHISALBERTI, 1997).

BRIEDEL e LAVIEILLE (1931), demonstraram que a hidrélise acida do
esteviosideo, além de 3 moléculas de glucose, produz um composto de natureza
nao glicidica, semelhante ao esteviol, o qual denominaram isoesteviol.
Recentemente, foi mostrado que a hidrélise acida do esteviosideo (figura 9a) gera o
esteviol (figura 9b) que reage imediatamente, através do rearranjo de Wagner-
Meerwein, produzindo o isoesteviol (figura 9c) (OGAWA et al., 1980; AVENT et al.,
1990).
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FIGURA 9 - HIDROLISE ACIDA DO ESTEVIOSIDEO.
Em meio &cido o esteviosideo (a) libera a aglucona - esteviol (b) - que sofre rearranjo quimico
originando o isoesteviol (c).

A estrutura e a configuragdo do esteviol e do isoesteviol foram
estabelecidas por MOSETTIG e NES (1955), DOLDER et al. (1960), e MOSETTIG
et al. (1961).

O presente trabalho avaliou o efeito do isoesteviol lactona (IEL) que é
proveniente de uma reorganizagao oxidativa do isoesteviol de cetona a éster. O
isoesteviol que é proveniente da hidrélise do esteviosideo, foi incluido neste estudo
com finalidade comparativa.

Dados da literatura relatam alguns efeitos para o isoesteviol a partir da
década de oitenta, quando KELMER-BRACHT et al. (1981; 1984 e 1985ab)

demonstraram efeitos deste composto sobre varios parametros do metabolismo
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oxidativo mitocondrial, sendo alguns deles descritos adiante, no item 1.4.

Segundo MELIS (1992) e TOSKULKAO et al. (1994) o esteviosideo produz
hipotensdo e diurese em ratos normais e hipertensos. A administragdo de
esteviosideo em ratos aumenta os niveis de uréia e a creatinina plasmatica depois
de 3 horas. Aumentos da atividade da fosfatase alcalina, y-glutamil-transpeptidase e
glicosuria também foram observados. O esteviosideo também provoca uma
degeneragao das células dos tubulos proximais renais, provavelmente causada por
um defeito na regulagao do volume celular devido a diminuigao intracelular de ATP.

O esteviosideo e o esteviol afetam significativamente diversas fungoes
mitocondriais. Em mitocéndria isolada de figado de rato, a fosforilagao oxidativa é
inibida numa série de eventos os quais incluem: a) inibicdo da troca ADP/ATP; b)
desacoplamento da respiragao; c) inibicdo da NADH oxidase e glutamato
desidrogenase e d) inibigao do transporte de acidos graxos (VIGNAIS et al., 1966;
CONSTANTIN et al., 1991).

14 ISOESTEVIOL

O isoesteviol (acido 16-cetobaier-19-6ico) (figura 10), um dos compostos
cujos efeitos serao analisados neste trabalho, & o produto obtido através da hidrélise
acida do esteviosideo (KOHDA et al.,1976), o glicosideo obtido da Stevia rebaudiana

(Bert.) Bertoni, sendo classificado como um diterpenéide tetraciclico baierano.

FIGURA 10 - ESTRUTURA QUIMICA DO ISOESTEVIOL
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KELMER-BRACHT et al. (1981, 1984 e 1985ab) demonstrou que o
isoesteviol apresenta atividade sobre uma série de parametros do metabolismo
oxidativo mitocondrial. Os autores verificaram atividade de inibicao da velocidade de
respiracao mitocondrial, quando succinato ou L-glutamato eram os substratos
oxidaveis. Os valores do coeficiente de controle respiratério e relagido ADP:O
também diminuiram. Em relagdo a algumas atividades enzimaticas mitocondrias,
observou-se uma inibigdo significativa: 85% na NADH-oxidase, 24% na succinato
oxidase, 24% na succinato desidrogenase, 82% na NADH citocromo ¢ redutase,
80% na ATPase mitocondrial (mitocondrias intactas), 80% na L-glutamato
desidrogenase (NADH) e 75% na L-glutamato desidrogenase (NADPH), utilizando
uma dose de 0,5 mmol.I"' de isoesteviol.

Em tdbulos corticais renais de rato foi observado que o isoesteviol
1 mmol.I" produz uma inibicdo de mais de 90% sobre a producdo de glucose
(KELMER-BRACHT et al., 1983; YAMAMOTO et al, 1985). O isoesteviol
0,4 mmol.I"" também diminuiu em 50% o consumo de oxigénio em tlbulos corticais
renais de rato, quando se utilizou o piruvato como um substrato exégeno (KELMER-
BRACHT et al., 1983).

ISHII et al (1987a), ISHII e BRACHT (1984 e 1987b) e CONSTANTIN et al.
(1991) realizaram uma investigacao sistematica dos efeitos dos produtos naturais da
Stevia rebaudiana sobre varios parametros relativos a perfusao em figado de rato
isolado. Estes autores observaram como principais efeitos: 1) interferéncia com o
metabolismo energético em conseqiéncia da acdo inibitéria sobre fung¢des
mitocondriais, e 2) inibicao do metabolismo do carboidrato em conseqiiéncia da
inibicao do carreador de hexose (glucose e frutose) da membrana plasmatica. Em
ambos os casos o isoesteviol foi ativo (KELMER-BRACHT et al., 1985b).

A interferéncia com o metabolismo energético foi demonstrada em analises
nas quais o metabolismo do glicogénio endégeno foi avaliado utilizando-se

isoesteviol (0,1 a 1 mmol.I'") onde se observou que a taxa de consumo de oxigénio
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declina de maneira dose dependente, sob a infusdao de cada concentragdo de
isoesteviol. Simultaneamente a producdo de L-lactato foi aumentada enquanto a
producdo de piruvato era inibida. A liberagdo de glucose aumenta com isoesteviol
acima de 0,5 mmol.I", sendo inibida, no entanto, com 1 mmol.I". Os autores
observaram, porém, que os efeitos sobre a producao de L-lactato e piruvato sao
reversiveis, isto &, cessando a infusao de isoesteviol restauram-se os niveis iniciais
(ISHII e BRACHT, 1984). A liberagao de glucose, no entanto, é transitoriamente
aumentada depois de interromper a infusdo de isoesteviol (ISHIl e BRACHT, 1984).

Experimentos com a infusdo de [*C]-glucose em figado de rato isolado,
mostraram que o isoesteviol inibe em 90% o transporte de glucose através da
membrana plasmatica (KELMER-BRACHT ef al., 1985b).

Contudo, nao foram concluidos as analises dos efeitos do isoesteviol sobre
a fluidez e elasticidade de membranas e nem foi avaliada sua capacidade de

influenciar na viabilidade celular e geragcao de radicais livres.

1.5 ISOESTEVIOL LACTONA

FIGURA 11 - ESTRUTURA QUIMICA DO ISOESTEVIOL LACTONA
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O composto a ser utilizado no presente estudo, isoesteviol lactona (acido
baieran-16-olideo-19-6ico) (figura 11), é obtido quimicamente como resultado de
uma reacdo de lactonizagdo do isoesteviol, ou seja, provém de uma reagdo de
reorganizagao oxidativa de cetona a éster ou lactona por tratamento com
peroxiacidos, através da reagdo conhecida como Reagao de Baeyer-Villiger
(MEISLISH et al., 1994). Hidroxiacidos (y e ) que podem formar anéis com cinco ou
seis atomos e reagir formando ésteres intramoleculares. Assim y e -hidroxiacidos
perdem agua espontaneamente, produzindo um éster ciclico, conhecido por lactona
(MORRISON & BOYD, 1973; FURNISS et al., 1989).

O mecanismo de reacao para a formacao do isoesteviol lactona a partir do
isoesteviol se da pelo ataque nucleofilico pelo peroxiacido sobre o grupo carbonila
dando um intermediario o qual se rearranja (rearranjo acido de Baeyer-Villiger) com
a expulsao do anion de um acido. Um numero de peroxiacidos, incluindo acido
peroxiacético, monoperoxiftalico, e trifluoro-peroxiacético, podem ser empregados
com sucesso na reagao (COXON & NORMAN, 1993).

No caso do isoesteviol lactona, este foi tratado com acido peroxiacético,
gerado "in situ" a partir de perdéxido de hidrogénio e acido acético, obtendo-se o
isoesteviol lactona. O isoesteviol lactona, faz parte do grupo dos diterpenos (C2o)
que derivam de geranil-geranil pirofosfato, como o isoesteviol, entre os quais
salientam-se as giberelinas (horménios de crescimento de plantas que estao
envolvidos no processo de floragao) e os acidos resinicos, constituintes da resina de
pinus (ex. acido abiético, de-hidroabiético, pimarico) os quais sdo muito importantes
industriaimente. Possui formula empirica de C20sH3o € peso molecular de 334.
Apresenta-se como pé de cor branca e quando solubilizado em DMSO nao tem cor.

A estrutura espacial tanto do isoesteviol quanto do isoesteviol lactona estao
representados na figura 12. A estrutura de ambos os compostos apresentam grupos
metil angulares, indicados pelos nimeros 17, 18 e 20, nos carbonos 13, 4 e 10,

respectivamente. Nesta representagao estrutural dos baieranos, os substituintes
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orientados na posigdo § (para frente) estdo indicados por uma linha cheia; os que
possuem orientagdo o (para tras) estao representados por linhas pontilhadas. Assim
as metilas angulares nos carbonos 4, 10 e 13 exibem orientagao B, e a carboxila no
carbono 4 apresenta orientacdo a. O isoesteviol e o isoesteviol lactona podem ser
distinguidos através da analise de espectros de Ressonancia Magnética Nuclear do
'H (figura 13).

O composto semi-sintético, isoesteviol lactona (acido baieran-16-olideo-19-
6ico), foi sintetizado e teve sua estrutura quimica caracterizada no Departamento de
Quimica dd Centro de Ciéncias Exatas da Universidade Federal do Parana (1999), e
portanto ainda nao existem estudos relatados sobre suas propriedades. A

- comparagao dos efeitos deste novo composto com o isoesteviol (acido 16-cetobaier-
19-6ico), para se verificar a influéncia do anel lactona é relevante, pois através deste
estudo sera possivel verificar se a modificagao feita na molécula do isoesteviol pode
contribuir para uma mudanca de atividade, atenuagdao ou mesmo intensificacao de
seus efeitos sobre a organela em estudo ou mesmo em células cultivadas, podendo
vir a servir de guia no desenvolvimento de compostos biologicamente ativos.

A atividade das classes de compostos (diterpénicos e lactonas
sesquiterpénicas) sobre células, principalmente os efeitos antiinflamatério,
antimicrobiano e antiparasitario relatados anteriormente, permitiram direcionar a
investigacdo destes compostos em macréfagos peritoneais, avaliando as vias de
producao de radical superéxido e de oxido nitrico, uma vez que estas sdo vias

envolvidas na destruigao de patdégenos e na atividade antitumoral.



INTRODUCAO 20

a = eixo axial
8 e = eixo equatorial
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FIGURA 12 - ESTRUTURA DO ISOESTEVIOL (A) E DO ISOESTEVIOL LACTONA (B).

As letras minusculas a e e na formula referem-se as substituicoes axial e equatorial, respectivamente.
Nem todos os atomos de hidrogénio foram representados; alguns estdo indicados por linhas cheias
ou pontilhadas.
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FIGURA 13 - (a) ESPECTRO DE RMN 'H DO ISOESTEVIOL LACTONA E DO (b) ISOESTEVIOL,
OBTIDOS EM CDCl5.

Obtidos pelo Prof° Dr. Bras Heleno de Oliveira do Departamento de Quimica da UFPR, e gentilmente
cedido para este estudo, observam-se as diferencas entre os compostos que foram utilizados,
referente ao hidrogénio a do carbono na posi¢cdo 15 da molécula. Observar o sinal de deslocamento
para o hidrogénio o. do carbono 15 do isoesteviol entre 2,6 e 2,7 ppm (b), enquanto que o sinal de
deslocamento para o hidrogénio o do carbono 15 do isoesteviol lactona aparece entre 3,0 e 3,25 ppm

(a).
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16 BIOQUIMICA DA PRODUCAO DE ANION SUPEROXIDO POR
MACROFAGOS

Os macréfagos sao células que pertencem ao sistema fagocitario
mononuclear, originam-se na medula 6ssea e localizam-se em diferentes tecidos,
adquirindo nestes locais caracteristicas funcionais especificas. Estas células estao
envolvidas na defesa contra agentes infecciosos, na inflamagado, no reparo de
tecidos, nas reagbes imunolégicas e na atividade citotoxica. Na auséncia de
estimulo, os macréfagos podem permanecer quiescentes, sendo conhecidos como
macréfagos residentes (AUSTYN & WOOD, 1995).

Para exercer sua fungao de defesa do organismo contra agentes invasores,
seja patdogenos ou tumores, os macréfagos precisam ser ativados (SASADA et al.,
1983). Segundo KLEBANOFF (1992) na presenca de um estimulo inflamatério ou
imunolégico, os macréfagos passam a desempenhar fungoes especificas.

Na presenca de substancias particuladas e/ou soluveis (ésteres de forbol,
fluoreto de aluminio, acidos graxos insaturados e concavalina A), os macréfagos
tornam-se ativados e desencadeiam o processo de fagocitose no caso de estimulo
particulado ou ativagéo direta como acontece quando usa-se ésteres de forbol.
Ambos os estimulos sdo evidenciados pelo aumento no consumo de O
(KARNOVSKY & BADWEY, 1986; DING & BADWEY, 1992). Este aumento no
consumo de oxigénio, nao é inibido por cianeto ou outros inibidores do transporte de
elétrons mitocondrial, e é frequentemente chamado de "burst" respiratorio. Ao
mesmo tempo ocorre um aumento no consumo de glucose pelas células devido a
ativagao da via das pentose fosfato (DING & BADWEY, 1992).

O aumento no consumo de oxigénio durante o "burst" respiratério, resulta
do estimulo da NAD(P)H oxidase, enzima particulada na membrana plasmatica da
célula (KARNOVSKY e BADWEY, 1986), e que catalisa a redugcdo do oxigénio a
anion superéxido (reag¢do 1), através da oxidacao do NADPH ou NADH. Dois -
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radicais superéxido podem interagir (reagao 2) de tal modo que um anion é reduzido
e o outro & oxidado com a formagao resultante de perdxido de hidrogénio e oxigénio
(reagdo de dismutagao) catalisada pela superoxido dismutase (SOD) (FRIDOVICH,
1975, KARNOVSKY e BADWEY, 1986).

(1) 202 + NADPH » 20" + NADP* + H*

. SOD
(2) 20" + 2 H —> H202 + O

O radical superéxido e o peréxido de hidrogénio podem ainda reagir
(reagao 3) e gerar outras duas espécies reativas de oxigénio, o radical hidroxila
("OH) e um oxigénio "singleto" ('0.), também envolvidos no processo de destruigao

de patdgenos intracelulares (PICK & KEISARI, 1980).
(3) 02" + H.0, —» °OH + OH + '0,

O radical O2" pode ser detectado fora dos macréfagos por sua capacidade

de reduzir o citocromo ¢ (reacao 4) (SASADA et al., 1983).

(4) O~ + Cit.c®®* —» 0, + Cit. ¢*?

1.7 BIOQUIMICA DA PRODUCAO DE OXIDO NITRICO POR MACROFAGOS

O oxido nitrico € uma molécula pequena, relativamente instavel,
potencialmente téxica e radical livre. Trata-se de um mensageiro biolégico em um
grande nimero de processos fisiologicos em humanos e outros animais. Entre as
funcdes incluem-se: a de neurotransmissor, controlador da pressdo sangiinea,
regulador da agregagao plaquetaria e habilidade para destruir células tumorais e
parasitas intracelulares (MACCARRONE et al., 1997; MONCADA et al., 1994).

O mecanismo preciso do efeito microbicida do NO* ainda nao esta claro.
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Entretanto é provavel que o mecanismo seja semelhante aquele em que o NO°® de
macrofagos ativados destréem células tumorais. O NO°® produzido em macréfagos
estimulados se difunde pelo tecido onde reage com os centros ferro-enxofre de
varias macromoléculas importantes, incluindo a aconitase, uma enzima envolvida no
ciclo do acido citrico, e com o complexo | e Il da cadeia de transporte de elétrons
mitocondrial. A alta afinidade do NO* por ion Fe?* provavelmente resulta na remogao
de ferro de centros ferro-enxofre e a formacédo de espécies de dinitrosila-ferro com
as proteinas envolvidas. A inibicao da aconitase bloqueia o metabolismo da acetil
coenzima A a diéxido de carbono, um importante passo na geragdao de NADH, o qual
€ necessario para dirigir a fosforilagao oxidativa. A inibicado do complexo | bloqueia o
primeiro passo do processo de transporte de elétrons necessario na transducgao da
energia do NADH em ligacdes de alta energia do ATP. A inibicao do complexo Il
também desconecta a transdugao de energia de um nimero de processos, incluindo
a oxidacao de acidos graxos, que libera energia na forma de flavinas reduzidas.
Juntos, estes efeitos impedem, severamente, a habilidade das células sustentar o
nivel de ATP (MONCADA et al.,, 1994). O NO® também inibe a ribonucleotideo
redutase, interferindo assim com a formacgao de desoxirribunucleotideos necessarios
para a sintese de DNA e divisao celular (MONCADA et al., 1994).

Este € um padrao de inibicao metabdlica que ocorre devido a perda de
ferro pelas células tumorais induzido por macréfagos ativados. Esta inibicao
metabdlica em células tumorais € dependente de L-arginina, uma vez que o NO® é
produzido deste aminoacido pela enzima NO sintase (HIBBS ef al., 1987; YENGAR
et al., 1987).

o NO sintase N . - .

(1) L-arginina ————  » L-citrulina + NO* —» NO,/NO3
Macréfagos podem ser induzidos a produzir NO®. O IFN-y, por exemplo, é
capaz de induzir a expressdao de NO-sintase (NOS), porém em baixos niveis.

Entretanto, niveis significativos da enzima sao induzidos por esta citocina em
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macrofagos quando na presengca de um co-sinal como LPS (Lipopolissacarideo)
(YENGAR et al., 1987; STUEHR e MARLETTA, 1985).

O nitrogénio imino removido da L-arginina é oxidado a nitrito. O nitrito pode
ser dosado utilizando-se o reagente de Griess (GREEN et al., 1982).

Algumas substéncias‘inibem a produgao de NO. Macréfagos incubados
com L-canavanina ou L-NMMA (N-monometil-L-arginina), por exemplo, inibem a
produgao de NO* (MONCADA et al., 1994, SCHMIDT et al., 1989). Glucocorticéides
como a dexametasona, hidrocortisona e cortisol, por exemplo, inibem a indugao mas
nao a atividade da NOS "in vitro" em: células endoteliais vasculares (RADOMSKI et
al., 1990), macréfagos (Di ROSA et al, 1990) e em células EMT-6 de
adenocarcinoma (O' CONNOR & MONCADA, 1991), depois da estimulagao com
LPS somente ou em combinagao com IFN-y.

Finalmente, as implicagbes do estudo do isoesteviol e do isoesteviol
lactona sobre a via de produg¢ao de anion superéxido e sobre a via de produgao de
oxido nitrico em macréfagos estimulados poderiam contribuir para uma avaliagao do

potencial de atividade antiinflamatéria ou antitumoral destes compostos.



OBJETIVOS 26

2 OBJETIVOS

O presente estudo pretende verificar a influéncia da adicdo do anel
lacténico na estrutura do isoesteviol sobre as atividades biolégicas deste composto e
portanto tem como objetivos gerais: a) investigar os efeitos do isoesteviol lactona e
compara-los com os efeitos do isoesteviol observados por KELMER-BRACHT et al.
(1985a) e KELMER-BRACHT (1984), sobre o metabolismo oxidativo mitocondrial; b)
analisar a capacidade do isoesteviol lactona de interagir com membranas
influenciando na sua fluidez e elasticidade e complementar os estudos realizados
com o isoesteviol e ¢) investigar se um ou ambos os compostos interferem na
producao de anion superdxido e de 6xido nitrico em macréfagos peritoniais de
camundongos.

Mais especificamente:

a) avaliar os efeitos do isoesteviol lactona sobre parametros relacionados
ao consumo de oxigénio e atividades das enzimas da cadeia
respiratéria envolvidas no transporte de elétrons e fosforilagao oxidativa;

b) determinar por voltametria ciclica, o potencial redox do isoesteviol
lactona e do isoesteviol;

c) avaliar a interferéncia do isoesteviol lactona na permeabilidade e
elasticidade de membrana mitocondrial;

d) comparar os resultados existentes na literatura sobre o isoesteviol com
os obtidos com o isoesteviol lactona sobre o metabolismo oxidativo;

e) verificar se estes compostos podem estimular macréfagos quanto a
producdo de radical superoxido e oxido nitrico em macréfagos

estimulados com PMA.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 REAGENTES

Glutamato de sodio, succinato de sédio, NADH, ATP, ADP, EGTA, EDTA,
rotenona, FCCP, manitol, sacarose, Hepes, BSA, fosfoenolpiruvato, valinomicina,
oligomicina, citocromo c, ferricitocromo c, DPIP, PMA, LPS (lipopolissacarideo), IFN-
y (interferon-y), MTT (brometo de (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio) e Tris
foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (EUA). Hidréxido de potassio, cloreto de
potassio, fosfato monobasico de potassio, fosfato dibasico de potassio, acido
cloridrico, acido sulftrico, molibdato de aménio, sulfato de ferro foram adquiridos da
Merck do Brasil.

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

desionizada através de sistema purificador Millipore MilliQ.

3.2 ISOESTEVIOL (ISO) E ISOESTEVIOL LACTONA (IEL)

O isoesteviol apresénta-se como pequenos cristais de cor amarelo clara,
enquanto que o isoesteviol lactona apresenta-se na forma de p6 branco.

O isoesteviol, e o isoesteviol lactona, substancias utilizados neste estudo
foram obtidos através da hidrélise acida do esteviosideo e de uma reacao de
lactonizagao a partir do isoesteviol, respectivamente, realizada pelo Professor Dr.
Bras Heleno de Oliveira, do Departamento de Quimica, da Universidade Federal do
Parana, que também caracterizou os compostos por andlise de RMN 'H em CDCl5

como demonstrado na introdugao (figura 13).

As drogas foram solubilizadas em DMSO e utilizadas em concentragées
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cuja unidade era de mmol.I"" nos experimentos com mitocéndrias, em funcéo das
concentracées utilizadas por KELMER-BRACHT et al (1985ab) e KELMER-BRACHT
(1981) serem em mmol.I"", facilitando a comparacdo dos dados. As concentracoes
utilizadas foram adequadas para cada situagcao experimental e incubadas por 2

minutos com as mitocdndrias em cada experimento.

3.3 ANALISES DOS EFEITOS DO ISOESTEVIOL LACTONA E ISOESTEVIOL
SOBRE O METABOLISMO MITOCONDRIAL

3.3.1 Animais

~ Para o isolamento de mitocondrias utilizaram-se ratos brancos da linhagem
Wistar, machos, pesando 200 a 300 g, mantidos pelo biotério do Setor de Ciéncias
Biolégicas da UFPR. Os animais foram al<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>