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RESUMO

Uso de complexos metalicos de magnésio com fendlicos coordenados para
inibicdo do estresse oxidativo e estudo antioxidante

Autor: Carla Sthefane Pépe Matos
Orientador: Prof. Dr. Eldevan dos Santos Silva
Co-orientador: Prof. Dr. Cleber Galvao Novaes

RESUMO: O estresse oxidativo € o desequilibrio entre espécies reativas de
oxigénio/nitrogénio e a capacidade do organismo de neutralizar sua acéo pelo efeito
antioxidante. Esse desequilibrio pode resultar no agravamento de doencas
degenerativas como Alzhaimer, Parkson, Cancer e Diabetes. Este trabalho visou
estudar a inibicdo do estresse oxidativo utilizando complexo metalico antioxidante de
magnésio com fendlicos coordenados, bem com sua toxicidade frente ao zebrafish. O
estudo de inibicdo do radical superoxido foi realizado utilizando o ensaio com
VitB2/MET/NBT, obtendo uma inibicao de 85% para o complexo Mg-isovanilico, contra
58% para o acido isovanilico livre. A inibicdo dos radicais ABTS™* e DPPH’ foram
estudadas atraves dos espectros do UV-Vis e EPR, respectivamente. O Mg-isovanilico
apresentou ICso de 37,15 ymolL? e o isovanilato de 81,78 ymolL*, demonstrando
excelente capacidade de inibicdo do radical ABTS™. A desativacédo do 1O utilizando
0 sequestrador TEMP, tanto para o acido isovanilico quanto para o complexo néo
inibiu o radical TEMPO (ICsp 13919 e 1200+12 pmolL?, respectivamente), pois
possui alta estabilidade. O efeito do Mg-isovanilico foi estudado no peixe-zebra
através da atividade da acetilcolinesterase no cérebro, CAT e GST no trato digestivo,
nao demonstrando nenhuma alteracdo no efeito dessas enzimas, além de reduzir a
atividade da enzima LPO em meio aquatico em todas as concentracfes estudadas.
Esta pesquisa mostrou que o Mg-isovanilico € capaz de atuar contra o estresse
oxidativo, ndo possuindo nenhum efeito téxico ao peixe. Contudo, novos estudos
precisam ser realizados a fim de esclarecer sua possivel atividade frente as doencas
neurodegenerativas ocasionadas pelo estresse oxidativo e seu possivel uso em

humanos.

Palavras-chave: Estresse oxidativo, composto metalico, isovanilato, zebrafish.



ABSTRACT

Use of magnesium metal complexes with coordinated phenolics to inhibit
oxidative stress and antioxidant study

Author: Carla Sthefane Pépe Matos
Advisor: Prof. Dr. Eldevan dos Santos Silva
Co-advisor: Prof. Dr. Cleber Galvao Novaes

ABSTRACT: Oxidative stress is the imbalance between reactive oxygen/nitrogen
species and the body's ability to neutralize its action through the antioxidant effect. This
imbalance can result in the aggravation of degenerative diseases, such as Alzheimer's,
Parkson, Cancer, and Diabetes. This work aimed to study the effects of the inhibition
of oxidative stress using magnesium antioxidant metal complex with coordinated
phenolics, as well as its toxicity against zebrafish. The superoxide radical inhibition
study was carried out using the VitB2/MET/NBT assay, obtaining an inhibition of 85%
for the Mg-isovanillic complex, against 58% for the free isovanillic acid. The inhibition
of ABTS++ and DPPH?- radicals was studied through the UV-Vis and EPR spectra,
respectively. The Mg-isovanillic presented IC50 of 37.15 ymolL-1 and the isovanilate
of 81.78 umolL-1, demonstrating an excellent capacity to inhibit the ABTS<+ radical.
The deactivation of 1O, using the TEMP scavenger, both for isovanillic acid and for the
complex did not inhibit the TEMPO radical (IC50 1391+9 and 1200+12 pmolL-1,
respectively), as it has high stability. The effect of Mg-isovanillic was studied in
zebrafish through the activity of acetylcholinesterase in the brain, CAT and GST in the
digestive tract, showing no change in the effect of these enzymes, in addition to
reducing the activity of the LPO enzyme in the aquatic environment in all of the
concentrations studied. This research showed that Mg-isovanillic is able to act against
oxidative stress, not having any toxic effect on fish. However, further studies need to
be carried out in order to clarify its possible activity against neurodegenerative

diseases caused by oxidative stress and its possible use in humans.

Keywords: Oxidative stress, metallic compound, isovanilate, zebrafish.
SUMARIO
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1. INTRODUCAO

Desde que foi introduzido por Helmus Sies em 1979, o estresse oxidativo tem
sido estudado dentro do campo da biologia redox, tendo ocorrido uma evolugdo nos
conceitos de patologias relacionadas ao mesmo!. Sabe-se que o dano oxidativo
contribui para diversas patologias, envolvendo multiplos mecanismos pelos quais 0s
oxidantes podem atuar. No entanto, seu grau de participacdo na patologia das
doencas sdo bastantes variaveis?.

O estresse oxidativo ocorre nas células devido as espécies reativas do oxigénio
e nitrogénio, denominadas radicais livres. Os radicais livres sdo atomos ou moléculas
gue podem apresentar um, dois ou nenhum elétron livre. Sua producdo é continua,
pois cumpre func¢des biologicas relevantes durante os processos metabdlicos, como
a mediacdo da transferéncia de elétrons em reagbes bioquimicas!. Entretanto, os
radicais livres sdo muito reativos e atacam qualquer célula para se estabilizar,
trazendo prejuizos ao meio biolégico?®.

Algumas doencas degenerativas como Doenca de Alzheimer (DA) e Doenca
de Parkinson (DP) estédo diretamente relacionadas ao estresse oxidativo, sendo que
este desempenha um papel importante na patogénese da DA, uma vez que, uma
caracteristica importante dessa patologia € a presenca de danos oxidativos em
lipideos e proteinas neuronais®.

Da mesma maneira, a DP é uma infec¢ao cronica que afeta progressivamente
0 sistema nervoso. Genes com sensor redox para estresse oxidativo foram
identificados na DP e linhas de evidéncia sugerem que o metabolismo da dopamina,
altos niveis de ferro e calcio no sistema nervoso, disfuncdo mitocondrial e
neuroinflamacédo contribuem para o aumento do estresse oxidativo e perda neuronal
dopaminérgica no cérebro de pacientes com essa doenca®.

Um dos alvos celulares passiveis de ser atingido pelos radicais livres é o Acido
Desoxirribonucleico (DNA), o que pode levar ao desenvolvimento de cancer. Células
tronco cancerosas retém certa quantidade de radicais livres, logo a geracao destes
durante a quimioterapia pode fazer tais células adquirir resisténcia, aumentando,
assim, a quantidade de células cancerosas resistentes®.

A hiperglicemia é um dos fatores na geracgao de radicais livres, aumentando o
estresse oxidativo no diabetes pela ativacdo de diversas enzimas. Além disso, a

hiperglicemia ainda causa a reducdo da atividade das enzimas glutationa (GSH),
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superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), que sao catalisadores enzimaticos de
radicais livres, aumentando assim o estresse oxidativo’.

Com o objetivo de minimizar esse dano oxidativo, o sistema biologico produz
substancias antioxidantes enziméticos que sao capazes de catalisar os radicais livres
em especies neutras. Entretanto, é necessario uma alimentagéo balanceada a base
de antioxidantes ndo enzimaticos como Vitamina C e E, polifenois, dentre outros.
Porém, o estresse oxidativo decorre da insuficiéncia dessas substancias
antioxidantes®.

O magnésio associado a antioxidantes fendlicos tem surgido como um agente
guelante importante na formacdo de complexos. Suas inUmeras funcbes celulares,
baixa toxicidade e enzimaticas, bem como a capacidade de estabilizar radicais livres,
o torna atraente para esse papel. Os complexos de magnésio sdo muito versateis e
ganharam papel essencial nas industrias farmacéuticas, quimicas e agricolas®.

A maioria das pesquisas medicas necessitam de modelos animais para ampliar
o conhecimento sobre as causas e consequéncias das doencas humanas. O peixe
Danio rerio tornou-se um organismo modelo cada vez mais popular na pesquisa
biologica basica, pois dentre outros fatores, € pequeno, de baixo custo, facil
manutencao, de facil acesso e possui seu genoma totalmente sequenciado?.

Diante do exposto esse trabalho tem como objetivo estudar a inibicdo do
estresse oxidativo utilizando complexo metalico antioxidante de magnésio com

fendlicos coordenados, bem como avaliar sua atividade antioxidante.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo € o desequilibrio entre espécies reativas de oxigénio/
nitrogénio (ROS/RNS) e a capacidade do organismo de neutralizar sua agéo pelo
efeito antioxidante, ocorrendo a geracao excessiva de radicais livres ou diminuicédo da
velocidade de remocéo destes?!?.

Devido as suas necessidades energéticas, 0s organismos vivos desenvolveram
um sistema para producéo de energia'l. Nos organismos aerébicos, essa producgéo é
feita a partir do oxigénio, sintetizando adenosina trifosfato (ATP). Durante esse
processo, diversos radicais livres sado produzidos, os quais estdo envolvidos na
producéo de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular, sinalizacéo
intercelular, imunidade e defesa celular e sintese de substancias bioldgicas®?.

Os radicais livres sdo atomos que possuem um par de elétron ndo pareados,
0s quais, devido sua alta reatividade, precisam doar ou receber elétrons de outro
atomo para se estabilizar. No entanto, alguns deles n&o apresentam elétrons
desemparelhados em sua Ultima camada, embora participem das reacdes de
oxirreducéo, sendo melhor denominados ROS e RNS®,

Na cadeia respiratoria, Ultima etapa da respiracdo celular, as moléculas de
Nicotinamida Adenina Dinucleotido (NADH) produzidas ao longo dos processos
anteriores doam 2H* e 2e ao complexo |, presente na membrana interna da
mitocondria (figura 1). Estes elétrons sdo bombeados através da Ubiquinona até o
complexo lll, e deste para o citocromo C, da onde vai para o complexo IV, fornecendo

energia para bombear moléculas de O- para a regido external4.

Ubiquinona Citocromo C ATP Sintase Parte Externa
- ( = g
=] ! ==
3 3 g
o [=1 ==
= £ g.
8 S s
2e 2e Je
° . 1 Carreador
NADH NAD 0, fosfato Parte Interna

+ H'

Figura 1. Producdo de ROS na cadeia respiratoria.

Esses elétrons saem do Complexo IV e reduzem uma molécula de O, a uma

molécula de agua, através da reacdo descrita na reacdo 1. O oxigénio possui dois
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elétrons desemparelhados em orbitais antiligantes, conforme seu orbital molecular
(figura 2). Ao receber 1e-, o O2 se transforma em O2, que entra no primeiro orbital,
considerado o ROS primario. Este, ao receber o segundo elétron, que emparelha com
o segundo elétron desemparelhado, se torna o O2%, que através da acéo da enzima
superéxido dismutase 2 (SOD2) mais 2H*, forma H202, que na presenca de Fe?*,
oxida a Fe3*, gerando o radical OH", que finalmente gera uma molécula de H20. No
entanto, alguns destes elétrons escapam da mitocondria e reagem com Oz nao

reduzido, formando ROS como O, H202 e OH-, que séo potencialmente tdxicos?®.

~ - ' g -
(Rea(;ao 1) 02 € . {]2' € » 0.2 2H * HEDE —— *0OH € . H,0
= SoD2 Fel*3Fe¥

%2,

|

_z-px 2py 2P; L}L ] l 2pr 2p/ 2p{

Mo, Map,

d 1L

029.'

O (AOs) Q, (MOs) O (AOs)

Figura 2. Orbital Molecular do Oxigénio.

Os RNS fazem parte de uma familia de moléculas microbicidas derivadas do
oxido nitrico (NO). O NO é uma molécula sinalizadora que desempenha um papel
fundamental na patogénese da inflamacé&o. Ele promove o efeito anti-inflamatorio em
condic@es fisiologicas normais. Por outro lado, o NO é considerado um mediador pro-
inflamatério que induz a inflamacéo devido a superproducéo em situagées anormais?6.

Acredita-se que o NO induz vasodilatacdo no sistema cardiovascular, atua nas
respostas imunes por citocinas, € um potente neurotransmissor nas sinapses dos
neurdnios e contribui para a regulacdo da apoptose. O NO estd envolvido na

patogénese de distlrbios inflamatérios da articulacéo, intestino e pulm&es?é.
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O radical NO é produzido em tecidos biolégicos por sinteses de NO ao oxidar
arginina em citrulina (figura 3), com auxilio de NADPH, utilizando 20,. S&o produzidas
por 3 enzimas: Oxido nitrico sintetase neuronal (NNOS), Oxido nitrico sintetase

endotelial (eNOS) e déxido nitrico sintetase induzivel (iNOS)'’.

H.N  NH, HN -OH HN 9
\ / \/ \/
N N N
NADPH NADPH
+
02 02 NO
*HsN CoOo” *HsN CoOo” *HaN CoOr
L-arginina N-hidroxi-L-arginina L-citrulina

Figura 3. Oxidacgédo da L-arginina em L-citrulina através da acdo de duas moléculas de oxigénio e dois
NADPH.

As enzimas NnNOS e eNOS sdao reguladas por ions de célcio ligados a proteina
calmodulina, e séo essenciais para a célula. Produzem NO em baixas concentracgoes,
além de atuar como sinalizador em biomoléculas e vasodilatador. A INOS € induzida
por citocinas liberadas durante um processo inflamatério e produz NO em altas
concentracdes?’.

A concentracdo de NO no plasma, é controlada através de sua ligagdo com a
oxihemoglobina presente em eritrécitos. Contudo, quando em excesso, 0 NO pode
reagir com o O>%, gerando o radical peroxinitrito (ONOO-), molécula altamente reativa,
gue é capaz de induzir peroxidacao lipidica e nitrosilacdo de muitas moléculas de
tirosina que normalmente agem como mediadores da funcdo enzimatica e sinalizam
transducdo (DNA)718,

O ONOO- pode se converter ainda mais a intermediarios altamente téxicos,
como os radicais NO2 e COz?. As RNS estdo associadas com a inativacdo enzimatica
e a ativacao excessiva de genes pro-inflamatorios, como também estdo envolvidas
em varias doencas cronicas ndo-transmissiveis como doencas cardiovasculares,
diabetes, hipertensdo, sindrome metabdlica, artrite reumatéide e doencas

neurodegenerativas (doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson)16.18.19,

2.2. Doencas relacionadas ao estresse oxidativo
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Os radicais livres podem ser gerados no citoplasma, nas mitocondrias ou na
membrana e o0 seu alvo celular (proteinas, lipidios, carboidratos e DNA) esti
relacionado com seu sitio de formacdo®. Entretanto, ao agir sobre as células,
provocam alteracées cumulativas, até o ponto de morte da célula. Com o passar dos
anos esse efeito cumulativo pode levar a perda de funcdes bioldgicas de proteinas,
levando a flacidez da pele, dentre outras alteragbes que caracterizam o
envelhecimento?.

Foi estimado que o estresse oxidativo est4 correlacionado com mais de 100
doencas, seja como fonte ou resultado. Seus danos como contribuintes para a
fisiopatologia de muitos problemas crbénicos de salde, como doengas
neurodegenerativas (Parkinson, Alzheimer, doenga de Huntington e esclerose lateral
amiotroéfica), doencas cardiovasculares e inflamatorias, diabetes e cancer ja foram

confirmados!!.

2.2.1 Doenga de Alzheimer

Uma das doencas neurodegenerativas mais comuns € a DA. Descrita pela
primeira vez por Alois Alzheimer, foi definida como uma patologia progressiva
associada a deterioracdo cognitiva e & deméncia. E uma doenca multifatorial, que se
apresenta nas formas esporadica ou genética®. A esporadica representa a maior parte
dos casos e esta relacionada a fatores ambientais, avanco da idade (geralmente apos
0s 65 anos), aumento do estresse oxidativo, falha no metabolismo energético, dentre
outros, enquanto a genética é mais rara e comeca antes dos 65 anos®.

A DA tem origem complexa, resultando na formacdo de placas de senis
extracelulares e emaranhados neurofibrilares intracelulares nas células neuronais.
Duas hipéteses explicam o mecanismo molecular da doenca: a hipotese colinérgica e
a hipétese da cascata amiloide??23.

De acordo com a hipotese da cascata amiloide, as enzimas q, 8 e y-secretase
realizam a protedlise sequencial da proteina APP, produzindo o peptideo A soluvel.
Quando ha um desequilibrio no metabolismo dos peptideos AB, ocorre o seu acumulo
nas placas senis, dando inicio a DA. Esse acumulo resulta numa cascata de processos
patogénicos, como a anormalidade da proteina TAU, que culmina na morte do cortex
frontal e hipocampo??23,

A hipétese colinérgica baseia-se na observacdo de que a neurodegeneracao

afeta principalmente os neurdnios colinérgicos, o que contribui para os sintomas da
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DA. Esta perda de neurdnios colinérgicos € acompanhada pela diminuicdo de
marcadores colinérgicos, como a ChAT, e aumento da atividade da

acetilcolinesterase?*.

2.2.2 Doenga de Parkinson

A DP € o segundo disturbio neurodegenerativo mais comum e o distdrbio do
movimento mais prevalente em todo o mundo. A maioria dos casos ocorrem de forma
idiopatica, contudo os fatores genéticos sao responsaveis por aproximadamente 10%
dos casos. Seus mecanismos patolégicos sdo totalmente compreendidos, mas
evidéncias crescentes implicam o estresse oxidativo e nitrosativo astrocitico na
patogénese da DP?’.

Quanto mais despigmentada a substancia negra, maior é a perda de dopamina.
Isto junto a deplegéo nos neurdnios dopaminérgicos resultam numa diminuigdo da
atividade das areas motoras do coértex cerebral, acarretando diminuicdo dos
movimentos voluntarios. A medida que a doenca progride corpos citoplasmaticos
chamados corpos de Lewys (corpos de inclusdo citoplasmatica dos eosinofilos
existentes na substancia negra do mesencéfalo) se aglomeram?®. Além disso,
mutacdes somaticas no DNAmt do gene ND5 (que codifica uma subunidade do
complexo 1) modificam a eficiéncia da enzima oxphos e do complexo I, contribuindo
para a disfuncdo mitocondrial e o estresse oxidativo encontrados na DP%82°,

A dopamina sofre auto-oxidacéo para formar dopamina quinona e radicias livres.
A ciclizacdo da dopamina quinona gera aminocromo, que gera superoxido e desregula
o NADPH. Quanto ao metabolismo, a dopamina é metabolizada pela MAO-B gerando
3,4-dihidroxifenil-acetaldeido, aménia e H20.. Entretanto, o H202 em neurdnios
dopaminérgicos reage com Fe?* formando o radical OH". A inducdo de MAO-B nos
astrocitos leva a perda seletiva de neurdnios dopaminérgicos no sistema nervoso°.

O armazenamento de dopamina requer o transporte através do transportador
VMAT?2, cuja superexpressao confere protecdo contra a toxicidade gerada por MPTP,
sendo que neurbénios dopaminérgicos com inibicdes de VMAT2 sdo mais vulneraveis
ao estresse oxidativo. Por outro lado, os transportadores de dopamina sao
necessarios na recaptacado de dopamina e sua inibicdo também aumenta os niveis de

dopamina citosélica, que é propensa a ser oxidada®.
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2.3. Antioxidantes

Os antioxidantes sao substancias que combatem o excesso de radicas livres,
0S quais mesmo em pouca concentragdo, conseguem inibir as taxas de oxidagcao
através do fornecimento de elétrons. Sdo classificados como enzimaticos e nao
enzimaticos®s.

Os antioxidantes enzimaticos desativam as espécies reativas de oxigénio e sédo
encontradas por todo o corpo, tanto dentro como fora da célula, sendo algumas delas
a SOD, CAT, GPx4, glutationa redutase (GR) e glutationa s-trasnferase (GST). Os nédo
enzimaticos reagem com as espécies radicalares e sdo consumidos durante a reacao,
destacam-se GSH, a-tocoferol (vit. E), acido ascérbico (vit.C), acido lipdico,
carotenoides, flavonoides, dentre outros &.

O sistema enzimatico da SOD ocorre por dois tipos de enzimas. A primeira tem
cobre e zinco como centro redox e ocorre no citosol, sendo que sua atividade nédo é
afetada pelo estresse oxidativo, enguanto a segunda contém Mn?* como centro redox,
ocorre na mitocondria e tem sua atividade aumentada com o estresse oxidativo.
Primeiramente ocorre a reducdo do Cu?* a Cu* por um superéxido para a producéo
de O: (reagéo 2) e, posteriormente, (reagéo 3) outra molécula de superoxido oxida o

Cu* para producédo do peréxido de hidrogénio®.

(Reagdo 2) Cu?ZnSOD + Oy — O + Cu'ZnSOD
(Reagéo 3) CulZnSOD + Oz + 2H* — H202 + Cu?ZnSOD

A catalase € uma enzima que existe em quase todos 0s organismos aerobicos.
Usa ferro ou manganés como cofator e catalisa a degradacéao ou reducéao do H>.O2 em
agua e oxigénio molecular, consequentemente completando o processo de
desintoxicacao iniciado pela SOD. Esté localizada principalmente nos peroxissomos,
mas ausente nas mitocdndrias das células de mamiferos. Seu principal mecanismo

de acéo é a quebra do H20O,, como mostrado na reacéo 4.
(Reacao 4) 2 H202 — Oz + 2H20
A GPx4 converte H.O2 em agua. Vem de um grupo de oito glutationas e se

destaca por ser altamente especifica ao atuar sobre a peroxidacgao lipidica, agindo

nas mitocéndrias e no citosol. E uma hidroperoxidase fosfolipidica dependente do
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selénio, sendo conhecida como uma peroxidase de seleno-cisteina e atua em
colaboracdo com o GSH#142,

Seu mecanismo catalitico (figura 4) envolve a oxidagao do sitio ativo selenolato
para acido selénico (1). Uma molécula de GSH é adicionada, transformando o &acido
selénico num aduto de Se-SG (2). Uma segunda molécula de GSH € adicionada (3),
regenerando o Se-SG em selenolato activo e GSSG*3.

H20n HO
MNH >]<: @ b
0 : 0
“~geH ™~ SeOH
G556
3 2 GSH
MNH
GSH : 0
= H20

Figura 4. Mecanismo catalitico da glutationa peroxidase.

A vitamina E € um antioxidante ndo-enzimatico, cujo termo é utilizado para
designar os compostos lipossoluveis denominados tocoferdis. Dentre eles esta o a-
tocoferol, principal forma encontrada no sangue e tecidos humanos e que possui 8
isdbmeros, que podem exercer atividade antioxidante. Desempenha importante funcao
na protecdo das membranas das células e das lipoproteinas plasmaticas, agindo
sinergicamente com outros compostos, como o selénio®4.

O a-tocoferol interrompe a reacdo em cadeia que ocorre na peroxidacao lipidica,
doando um atomo de hidrogénio a espécie reagente ROO", tornando-se o radical a-
tocoferoxil. Posteriormente o acido ascorbico (Vit. C) doa elétrons a esse radical,
reduzindo-o novamente a a-tocoferol e se tornando um radical, que € novamente
reduzido pelo NADH (figura 5)%.
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ROO: o-tocoferoxil vit. ¢ NAD+

ROOH a-tocoferol Vit. C NADH

Figura 5. Mecanismo antioxidante do a-tocoferol.

O 4cido ascoérbico € uma vitamina hidrossolluvel essencial ao organismo.
Devido sua estrutura, tem propriedades acida e redutora, podendo doar ou receber
elétrons. O ascorbato prontamente doa um elétron a radicais oxidantes
potencialmente prejudiciais, como os radicais OH’, RO", LOO", GS e TO", gerando
MDHA, que é relativamente néo reativo, e pode ser reduzido de volta ao ascorbato
pelas redutases dependentes de NADH e NADPH (Figura 6)4647,

OH
R R
HO O (0] \ / HO
Redutase (NADH)
0 OH

Ascorbato

Figura 6. Mecanismo antioxidante do &cido ascérbico.

2.4. Complexos antioxidantes

Sendo o cofator de varias doencas, 0 estresse oxidativo é um alvo atraente
para a terapia. Ultimamente, varios compostos da medicina popular foram isolados e
investigados para observar seus efeitos potenciais, tais como polifendis, flavonéides,
alcal6ides e isoflavonas. Os estudos sobre esses compostos tém atraido os
pesquisadores, pois o efeito terapéutico do composto é gradualmente revelado a partir
dos achados, dentre eles efeitos contra os radicais livres*.

Entre os antioxidantes naturais de origem vegetal, um lugar importante é
ocupado por 6leos essenciais, que sdo uma mistura de compostos volateis isolados
de plantas aromaticas*®. Oleos essenciais podem ser uma alternativa plausivel a
medicamentos, como antibidticos, devido ao seu potencial para difundir a membrana
celular do microrganismo, resultando na inibicdo do crescimento celular, bem como

na capacidade de eliminar os radicais livres. Alguns 6leos como timol, carvacrol e
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eugenol mostraram ser capazes de reduzir as consequéncias do estresse oxidativo
através da diminuicéo da atividade mitocondrial das células cancerosas®.

Os antioxidantes podem atuar por: captura direta de ROS; inibicdo de enzimas
cujo ciclo catalitico envolve espécies ROS de oxigénio reativo (LOX, COX, XO);
modulacédo de expressédo génica (afetando SOD, CAT, GPx4, TR1); quelacao de ions
metalicos (particularmente de transi¢cdo) que estdo envolvidos em processos de
formacéo de radicais; e prevencgao do processo de peroxidacao (reduzindo os radicais
alcoxil e peroxil)®L.

Os complexos antioxidantes sao compostos predominantemente por
substancias fendlicas e sado reguladores eficazes dos processos de oxidacdo em
sistemas biolégicos, bem como de materiais poliméricos, gorduras e 6leos alimentares,
cosmeéticos e técnicos. Os compostos fendlicos sao caracterizados por conter em sua
estrutura quimica anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo
seus grupos funcionais®.

Dentre os compostos fendlicos encontram-se os flavonoides que constituem a
maior parte dessa classe. A estrutura comum dos flavonoides é baseada em um
arranjo de fenilbenzopirona de C6-C3-C6 (figura 7). Eles contém anéis de fenil Ae C
ligados por trés atomos de carbono que formam uma estrutura fechada do anel de

pirano B%.

Figura 7. Estrutura comum dos flavonoides.

Os flavonoides s&do conhecidos por serem sintetizados pelas plantas em
resposta a infeccdo microbiana. Sua atividade antioxidante € causada por sua
capacidade de inibir enzimas pro-oxidantes, que formam complexos com os cations
de ferro e cobre e capturam radicais de oxigénio e nitrogénio sendo o doador de

hidrogénio®2.
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A atividade do flavonoide depende da estrutura. Sua natureza quimica depende
de sua classe estrutural, grau de hidroxilagdo, outras substituicdes e conjugacoes e
grau de polimerizagdo. Além disso, a quelacdo de metais pode ser crucial na
prevencdo da geracao de radicais que danificam as biomoléculas alvo®*.

Os flavonoides apresentam mais de um sitio quelante possivel para ions
metalicos. O local de ligacdo preferido depende do flavonoide, do ion metalico e do
valor do pH. Este Ultimo é relevante para as propriedades in vivo de flavondides como
componentes dietéticos ou farmacéuticos®®.

Muita atencdo também estad sendo dada as flavonas. ions metéalicos no
complexo de flavona podem atuar como centro de eliminagéo de radicais ou como um
catalisador de Fenton, enquanto a por¢ao ligante € um alvo para o radical hidroxila,
fazendo a atividade antioxidante do complexo metélico ser maior do que a flavona.
Contudo, o tipo de coordenacgao metalica é crucial para as propriedades antioxidantes

dos complexos metalicos®.

2.4.1 Magnésio e complexos antioxidantes

O magnésio (Mg) é um elemento do Grupo 2 (alcalino-terroso) dentro da tabela
periodica e tem uma massa atémica relativa de 24,305 Da, uma gravidade especifica
a 20°C de 1,738, um ponto de fusdo de 648,8°C e um ponto de ebulicdo de 1090°C.
E o sétimo elemento mais comum na crosta terrestre e esta principalmente ligado a
depdsitos minerais, oceanos e rios®®.

Os sais de magnésio dissolvem-se facilmente em agua e sdo muito mais
soluveis do que os respectivos sais de calcio. No estado dissolvido, 0 Mg se liga a
agua de hidratacdo mais forte do que o célcio, o potassio e o sddio. Desse modo, 0
cation de magnésio hidratado é dificil de desidratar. Seu raio é aproximadamente 400
vezes maior do que seu raio desidratado®®>°,

O Mg é interessante para uso em aplicacdes agricolas por causa de sua
abundancia, baixo custo e efeitos protetores sobre as plantas. O Mg é o ion central da
clorofila, e, portanto, essencial para o crescimento e desenvolvimento das plantas, de
modo que o suprimento de Mg em locais com deficiéncia de Mg aumenta a qualidade
das safras agricolas®’.

Em vertebrados é o quarto cation mais abundante e é essencial, especialmente
dentro das células, sendo o segundo cation intracelular mais comum depois do

potassio, com ambos os elementos sendo vitais para varias funcdes fisioldgicas®. Ele
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desempenha um papel importante na saide humana, auxiliando no envelhecimento e
em muitas doengas, como depressao e estresse, que exigem maior absorcédo de
magnésio®’.

O Mg também é amplamente utilizado para aplica¢des técnicas e médicas que
vao desde a producdo de ligas, pirotecnia e fertilizantes para a saude.
Tradicionalmente, os sais de magnésio sao usados como antiacidos ou laxantes na
forma de hidroxido de magnésio [Mg(OH):], cloreto de magnésio (MgCl»), citrato de
magnésio (CsHsO7Mg) ou sulfato de magnésio (MgSQOa)®°.

O conteudo total de Mg em um corpo humano adulto (70 kg) € de
aproximadamente 1,0 mol. Cerca de 99% esta localizado nos 0ssos, musculos e
tecidos moles ndo musculares. O Mg atua como um cofator em reac¢des enzimaticas
estabilizando enzimas e esta envolvido na producdo de ATP. Seu metabolismo
influencia o processo de intervencao da glicose, sintese de gordura, proteinas, acidos
nucléicos, contragdo muscular e muitos outros®.

A maioria dos compostos de Mg conttm o ion Mg? que forma
predominantemente  ligacbes  eletrostaticas, interacbes nao  direcionais
preferencialmente com ligantes fortes que séo propensos a dissociacdes e rearranjos.
O Mg?* é um &cido duro e forma, preferencialmente, complexos hexacoordenados
com atomos de oxigénio. E considerado estavel a redox e um agente redutor forte:.

Como os ions metalicos, dentre eles o Mg, desempenham um papel vital no
inicio dos processos de radicais livres, a quelacdo metalica € amplamente
considerada como outro mecanismo da atividade antioxidante dos flavonoides. A
interacdo de flavonoides com ions metalicos pode alterar as propriedades
antioxidantes e alguns efeitos biolégicos dos flavonoides®.

Muitos carboxilatos de magnésio foram relatados e estruturalmente
caracterizados. A maioria deles € moderadamente sollivel em solventes apolares e se
dissociam em uma solucao polar. Nas ribonucleases, dois dos trés carboxilatos estao
moderadamente ligados a um ion metélico. As previsdes teoricas indicaram que o ion
Mg?* interage com o terceiro carboxilato na camada externa da matriz da proteina,
enquanto o ion Ca?* biologicamente inativo prefere se ligar de forma quelante. Além
disso, um fon Mg?* hidratado pode aceitar termodinamicamente até o terceiro
carboxilato em um meio com uma constante dielétrica baixa®:.

Em um trabalho onde foi desenvolvido um complexo de quercertina com Mg,

percebeu-se através de estudos espectrométricos e analiticos que o complexo
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apresenta maior atividade antioxidante em comparagao com a quercertina pura, o que
sugere que o Mg altera significativamente as propriedades quimicas da quercetina®.

Um grupo de pesquisadores sintetizou um composto de Mg-hisperidina, a fim
de obter um composto antioxidante mais soltvel em agua, que seja bioativo e tenha
baixa toxicidade. Através dos dados coletados percebeu-se que o complexo
[Mg(hesp)2(phen)], apresentou caracteristicas estruturais essenciais para melhorar a

atividade fisico-quimica e antioxidante da hesperidina no meio fisiol6gico®®.

2.5. Zebrafish

O Danio rerio, popularmente conhecido como peixe zebra ou zebrafish, € uma
espécie nativa do sul da Asia, distribuido pelo Nordeste da india, Bangladesh e Nepal,
e faz parte da familia Cyprinidae. Foi utilizado pela primeira vez em pesquisa cientifica
por George Streisinger, quando fez pesquisas genéticas antes usadas apenas em
invertebrados, e o langcou como modelo experimental para todo o mundo. Com o
tempo, o0 uso do peixe-zebra foi estendido a outros campos, incluindo saude,
toxicologia, comportamento e evolucdo™®.

O Danio rerio (figura 8) vive em agua doce ligeiramente alcalina de pH 8. Sao
animais extremamente resistente as variacdes de temperaturas (de 6° a 38°C) e, por
iSSO, conseguem sobreviver em quase todas as localidades geograficas. Entretanto,

para fins de pesquisa, € mantido em biotério a temperaturas entre 27-28° 8,

Figura 8. Imagens do peixe Danio rerio.

Mamiferos sdo geralmente empregados em pesquisa, contudo, tém sido
gradualmente substituidos pelo peixe zebra. O uso crescente de peixes em pesquisas
é frequentemente considerado uma grande conquista, pois mamiferos sdo de alto
custo, necessitam de grandes espac¢os e consomem muitos produtos quimicos, além

de preservar os animais dos sofrimentos causados durante o processo do estudo®®.
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Diversas sao as vantagens em se utilizar o zebrafish como em estudos
laboratoriais. Suas caracteristicas morfolégicas e fisioldgicas facilitam os ensaios. Seu
tamanho varia entre 2 a 4 cm, tornando menor 0 espago necessario para a sua
manutencao, permitindo utilizar materiais de pequenas dimensfes (caixas petri,
laminas) e baixas quantidades de dosagem dos produtos quimicos, resultando em um
menor custo para realizacéo da pesquisa’®.

O Danio rerio possui rapida maturacao, por volta dos 3 a 6 meses, e alta
fecundidade, com capacidade de gerar de 200 a 300 ovos num dia, possibilitando alta
replicacdo e inumeros alvos de estudo. Apds fecundados, os embribes séo
permeaveis a pequenas moléculas, facilitando a uma administracdo de agentes
toxicos®’.

Seus ovos e embribes sdo transparentes, 0 que permite monitorar o
desenvolvimento dos 6rgaos, permitindo obter informac¢des morfologicas, bioquimicas,
fisiologicas, obter informacdes acerca dos diversos efeitos provocados pela exposicao
a um dado composto quimico e manipula-lo in vivo. Ele pode ser exposto a varios
fatores ambientais neonatais fora do organismo materno, em ambiente
experimentalmente controlavel ..

O peixe zebra possui seu genoma totalmente sequenciado, além de ter alta
homologia com 0 genoma humano, o que facilita sua manipulacédo genética e amplia
as possibilidades de incorporacdo em estudos. Seus cérebros sdo pequenos e podem
ser melhor avaliados usando as mais recentes técnicas de imagem??.

A escolha do peixe zebra ao invés de mamiferos roedores, em laboratorio,
facilita a aprovacdo pelas autoridades competentes e simplifica a adocédo de
protocolos de experimentacdo animal, sendo esta uma das principais razées pela
escolha dele’.

Entretanto, essa espécie ndo possui tantos vasos sanguineos quanto 0s
roedores. Medicamentos que ndo sdo sollveis em agua podem ser problematicos
para administrar por imersdo e ha consideravel diferenca na barreira hemato-
encefalica em relacdo aos seres humanos, o que pode afetar a permeabilidade de
certos medicamentos. Certas areas do cérebro ndo sdo tdo desenvolvidas quanto nos
mamiferos, e algumas estruturas do SNC no peixe zebra ainda séo dificeis de mapear,
0 que pode complicar a interpretacdo da interacéo circuito-comportamental 2.

A anatomia do Zebrafish (figura 10) contribui para seu uso consideravel como
modelo animal para pesquisas e ela pode ser dividida em cabeca, tronco e cauda. O

Zebrafish tem formato fusiforme, ou seja, sua cabeca € menor que o tronco, sendo
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gue o corpo diminui das guelras para o tronco e do tronco para a cauda. Os sistemas
organicos incluem musculo-esquelético, cardiovascular, digestivo, hematopoiético,
endaocrino, renal e reprodutivo (ovario ou testiculos); localizados dentro da cavidade
celdmica, envolto por uma camada peritoneal. O sistema respiratério, contudo, esta
localizado na cavidade opercular, fora da cavidade celémica’s.

Assim como nos mamiferos, a pele é o maior érgao do peixe. Ela € uma barreira
fisica que auxilia na osmorregulacdo e possui células pigmentares que déo a cor
caracteristica ao Zebrafish. A superficie da pele é coberta por secre¢cées mucosas
contendo substancias antimicrobianas, que a mantem livre de patégenos através da
descamacdo constante e renovacéo?°.

O intestino possui trés divisdes funcionais conhecidas como intestino anterior,
médio e posterior. A por¢do anterior € maior e atua como o principal local para a
digestédo de lipidios e proteinas. Acredita-se que ele desempenha um papel importante
na absorcdo de nutrientes, com base na alta concentracdo de enzimas digestivas
nesta regido, bem como na altura das dobras epiteliais .

Durante a ventilagdo, a agua entra primeiro pela boca, passa pelas camaras
operculares nas branquias e sai por uma abertura formada por cada um dos opérculos.

As guelras funcionam como filtros, impedindo ajudando a filtrar as particulas e

evitando que se alojem™.
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Figura 9. Anatomia do Danio rerio. Olho (A), barbatana dorsal (B), barbatama caudal (C), barbatana
anal (D), barbatana pélvica (E), opérculo (F), barbilho (G), boca (H).

O peixe-zebra é um criador assincronos e, portanto, capaz de reproduzir o ano
todo. Os ovarios e testiculos de adultos contém células germinativas que estdo em
todos os estagios de oogénese e espermatogénese, respectivamente. Esse recurso
torna o peixe-zebra um modelo ideal para o estudo do desenvolvimento e fungéo das

gbnadas’®.
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Tal como o ser humano, apresenta também o sistema sensorial, hervoso e
cérebro, responsavel pelo olfato, memdria e comportamentos. No momento da
eclosdo, a larva do peixe-zebra exibe comportamentos relativamente complexos e é
capaz de reagir a diferentes estimulos sensoriais, por exemplo, a resposta de fuga,
em que as larvas nadam rapidamente para longe de uma ameaca. No entanto,
comportamentos mais complexos, como interacdes sociais, desenvolvem-se
gradualmente ao longo de muitas semanas’”.

Enquanto os mamiferos possuem neurogénese limitada em adultos, o peixe
zebra apresenta neurogénese em adultos ao longo de todo o eixo rostrocaudal do
cérebro e da medula espinhal. Isso s6 € possivel devido a presenca de células-tronco,
localizadas em nichos nas zonas ventriculares do cérebro e da medula espinhal. A
capacidade de produzir neurdnios tem sido associada a notavel capacidade do peixe-
zebra de regenerar lesdes em seu sistema nervoso’”.

A anatomia do peixe-zebra e os componentes descritos acima brevemente, sédo
importantes para o uso desse peixe como um modelo animal de pesquisa estabelecido
e crescente. A compreensdao desses componentes, como eles se desenvolvem,
funcionam e podem ser modificados é fundamental para sua incorporagao continua e
futura na busca de conhecimento sobre outros modelos de animais aquaticos e

organismos terrestres na escala filogenética da complexidade 4.
3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral
Estudar a inibicdo do estresse oxidativo utilizando complexo metalico
antioxidante de magnésio com fendlicos coordenados, bem como sua toxicidade

frente ao peixe Danio rerio.

3.2 Objetivos especificos:

a) Investigar a capacidade antioxidante do complexo Mg-Fendlico frente aos radicais
estaveis DPPH' e ABTS™;
b) Investigar a capacidade sequestradora do radical anion superéxido (O2) utilizando

0 nitro-azul tetrazélito (NBT);
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c) Investigar o processo de desativacédo do estado triplete da riboflavina e inibicéo do
oxigénio singlete via EPR;

d) Investigar a toxicidade e o estresse oxidativo frente ao peixe-zebra.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Reagentes

Os acetato de magneésio tetra hidratado (Mg(CH3C0OO).4H20) (figura, sulfato
de ferro(Il) (Merck) acido 3-hidroxi-4-metoxibenzdico (acido isovanilico, 1so). Hidréxido
de sddio, sulfato de sddio, acido cloridrico (HCI) acido fosférico (HsPO.), fosfato de
potassio monobasico (KH2PO4), acido 2-[N-morfolino] etanosulfénico (MES) e fosfato
de potassio dibasico (K2HPO4) todos de procedéncia Aldrich, foram usados no preparo

de solu¢des tampao.
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Figura 10. Acetato de magnésio tetra hidratado.

Riboflavina = 98% (VitB2), nitro-azul tetrazdlio (NBT), a-(4-piridil-1-6xido)-N-
terc-butilnitrona (POBN), 4-hidroxi-2,2,6,6-trimetilpiperidina-1-oxil(4-hidroxi-TEMPO),
2,2,6,6-tetrametil-4-iperidinol 98% (TEMP), 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), sal de
ABTS [2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)], persulfato de potassio, e
peroxido de hidrogénio (H202), foram utilizados na avaliagdo da capacidade
antioxidante Cloreto de acetilcolina 299%, 5,5—ditio-bis-2-nitrobenzoato =98%,
pirogalol 298% (HPLC), L-glutationa reduzido 298,0%, substratos de glutathione S-
transferase (GST), albumina de soro bovino (Fragao de choque térmico, pH 7,0 =2 98%),
(GSH), 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), acido etilenodiaminotetracético (EDTA), L-
Metionina = 98%(HPLC), 3,5-di-terc-4-butilhidroxitolueno (BHT), superoxido
dismutase (SOD) e acido sulfarico, todos de procedéncia (Sigma-Aldrich), foram
utilizados nos estudos enzimaticos. Todos os solventes organicos usados foram de
grau HPLC e as solugdes aquosas foram preparadas com agua Milli-Q. Informacgdes
a respeito da sintese e caracterizacdo do complexo Mg-Isofendlicos podem ser

obtidas nas seguintes fontes: Marchi et al., 2020; Silva et al., 2020, Silva et al., 2018.

4.2 Ressonancia paramagnética de elétrons (ESR)

Ressonancia paramagnética de elétrons I: As medidas de EPR foram
realizadas com um espetrometro Bruker EMX Plus (Rheinstetten, Germany) operando
na banda-X, frequéncia de 9,76 GHz, poténcia de microondas de 1 mW, e amplitude
de modulacéo de 1 G, cavidade retangular TE 102, capilar de quartzo (d.i.= 0,75 mm)
a temperatura de 303 K. Estes experimentos foram realizados no Instituto de Quimica
de Sao Carlos da Universidade de Sao Paulo.

Espectroscopia de ressonancia paramagneética eletrénica (ESR): Os espectros
de ESR foram registrados em um espectrometro Bruker ER-160FC e Magnettech

Miniscope MS200 ESR (Berlim, Alemanha) utilizando as seguintes condi¢bes: campo
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de modulagéo 100 kHz, amplitude de modulagéo 0,200 G (POBN) e 0,700 G (TEMP),
constante de tempo 327,68 ms, tempo de conversdo 1310,72 ms, campo central
3365,98 G (POBN) ou 3364,15 (TEMP), largura de varredura 49,82 G (POBN) ou
97,78G (TEMP), frequéncia de microondas 9,64 GHz, poténcia de microondas 20,0
mW e temperatura 23 £ 1° C. A varredura do campo magnético foi calibrada usando
padrdo de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)7®.

4.3 Determinacdo da atividade sequestradora do radical anion superéxido (0O2)
utilizando o nitro-azul tetrazélio (NBT)

Para avaliar a capacidade sequestradora do radical anion superéxido (O2")
utilizou-se riboflavina (VitB2) como fotossensibilizador, nitro-azul tetrazdlio (NBT)
como spin trap e o aminoacido metionina (Met) como substrato.”” O meio de
incubacao consistiu de 10,0 uL de Riboflavina com uma concentragdo de 3,3 pmolL?,
100,0 pL de metionina em uma concentracédo de 10,0 mmolL*%, 100,0 uL de nitro-azul
tetraz6lio em uma concentracédo de 46,0 molL? e 2790 uL de tampéo fosfato pH=7,4
em uma concentragdo de 0,10 molL1.8°

O sistema foi incubado por 5 minutos em um reator utilizando lampadas de 450
nm. Em seguida, determinou-se o valor da absorcdo em 560nm das solu¢des em
estudo contra um branco. Concentracfes de 50; 100,0; 150,0; 200,0; 250,0 e 300,0
molL* do acido isovanilico livre e do complexo Mg-isovanilico foram investigadas e
logo apods calculou-se o 1Cso.

Os resultados foram expressos em meédia = SD, considerado 100% da reducao
do NBT como controle. Os valores de ICso foram calculados a partir de regresséo nao

linear no software Graphpad Prism, verséo 6.0.

4.4 Determinacao da atividade antioxidante do radical estavel 2,2-difenil-1-picril
hidrazil (DPPH) utilizando o EPR

Foram preparadas solucdes do radical estavel DPPH' e do Mg-isovanilico nas
concentracdes de 1,0x104 molLte 1,0x103 molL* respectivamente, em metanol. Em
seguida, a amostra do complexo | foi diluida nas concentra¢des de 25; 50; 75; 100;
150; 200 e 250M. As mesmas concentracdes foram estudadas para o acido isovanilico

livre. Em um tubo de ensaio foram adicionados de 25,0 até 250,0 uL de solugéo do
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acido isovanilico livre e do complexo Mg-isovanilico a solu¢cdo do radical estavel
DPPH" e deixados no escuro por 1h.

Os experimentos foram realizados utilizando a espectroscopia de ressonancia
paramagnética (EPR). Os valores de ICso foram calculados a partir de regresséo nao
linear no software Graphpad Prism, versao 6.0 a partir do célculo das integrais (area
relativa) de todos os sinais do radical em funcdo das concentragdes estudadas.®!

4.5 Radical ABTS™

O radical ABTS™ foi gerado a partir da reacéo entre o sal de ABTS e persulfato
de potassio. Preparou-se uma solucdo 0,0070 molL* do sal ABTS e 0,0025 molL™* de
persulfato de potassio em agua destilada, em seguida, essa solugcdo foi mantida em
repouso no escuro por 16 horas para formacdo do radical. Apos o periodo de
incubacéo, a solucéo do radical ABTS' foi diluida em tampéo fosfato (pH 7,4) e teve
sua absorbancia ajustada para o comprimento de onda de 734 nm assumindo &73s =
15000 mol-*Lcm™. As solugGes do complexo | e do acido isovanilico foram preparadas
em solucdo tampao fosfato pH 7,4 utilizando uma concentragdo de 1,0 x 10 molL™,

Em uma cubeta foram adicionados 900,0 uL da solucéo de radical ABTS™ e
100,0 uL da solucdo do complexo ou do ligante. A mistura foi incubada por 10 minutos
a temperatura ambiente, e em seguida, foi realizada a leitura das amostras por
espectroscopia de absorcéo eletrénica na regiao do UV-Vis.

O valor de ICso (concentracdo de composto necessaria para reduzir a
concentracdo inicial do radical ABTS™ em 50%) foi determinado variando-se a
concentracdo do inibidor entre 0 e 200,0 pmolLt. Assumindo o controle como 100%
da atividade do radical ABTS'", a porcentagem de inibicdo antioxidante do complexo
foi calculada em comparacéo ao controle.®? Foram utilizados como padrées o Trolox
e a Vitamina C. Os experimentos foram conduzidos em triplicata e os dados tratados

no software GraphPad Prism 6.0.
4.6 Ensaios de marcadores bioquimicos no peixe zebra
Devido a pequena quantidade de tecido, as analises bioquimicas foram

realizadas com 2 peixes por andlise. As amostras (figado + intestino) foram

descongeladas, moidas, pesadas e homogeneizadas na proporc¢do de 1:10 (m/V) em
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tampdo fosfato 0,10 M e pH 7,0. As amostras de cérebro foram homogeneizadas em
tampdo fosfato 0,10 molL* e pH 7,5 com auxilio de um micro homogeneizador. Ja as
amostras das visceras (figado + intestino) foram centrifugadas por 30 minutos a
15.000xg a 4°C e as de cérebro, por 20 minutos a 10.000xg a 4°C, obtendo-se assim
duas fases. Para as amostras de cérebro determinou-se a atividade da enzima
acetilcolinesterase (AChE) e nas visceras (figado + intestino) analisou-se a atividade
das enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa S-transferase
(GST), além da lipoperoxidacédo (LPO).83848 Em uma microplaca adicionou-se as
amostras, o DTNB (5,5—ditio-bis-2-nitrobenzoato) a 0,75 mmolL' e o substrato

acetiltiocolina a 10,0 mmolL? 86 As |eituras foram realizadas em 405 nm.

As andlises da enzima SOD foram determinadas utilizando-se o método
proposto por Gao (1998), o qual baseia-se na capacidade da SOD em inibir a auto-
oxidacao do pirogalol. Em um microtubo adicionou-se amostra, tampéo (Tris-base 1,0
molL* /EDTA 5,0 mmolL* pH 8,0) e pirogalol (15,0 mmolL™) e incubados por 30 min.
A reacéo foi interrompida com HCI 1,0 molL1.8” A leitura foi realizada em 440 nm.

A atividade da enzima CAT foi avaliada segundo o método proposto por Aebi
(1984). Em microplaca adicionou-se as amostras e a solucdo tampéo (Tris—base 1,0
molL* /EDTA 5,0 mmolL* pH 8,0, perdxido de hidrogénio 20,0 mmolL?! e agua
MilliQ).88 A leitura foi realizada em espectrofotdbmetro comprimento de onda a 240 nm.

A atividade da enzima GST foi determinada segundo o método proposto por
Keen (1976). Em microplaca adicionou-se as amostras e acrescentou-se solucdes de
[GSH a 3,0 mmolL! e CDNB (1-cloro-2,4-dinitrobenzeno) a 3,0 mmolL1].8% As leituras
foram realizadas em 340 nm.

As analises da LPO foram realizadas através da avaliagdo da concentracao de
hidroperoxidos pelo ensaio FOX (Ferrous Oxidation/Xylenol Orange Method),
proposto por Jiang (1992). O sobrenadante das amostras foi tratado em metanol na
proporcao 1:2 (v/v) e centrifugado 10 minutos a 10.000 xg a 4°C. Em seguida, o
sobrenadante foi transferido para microtubos e incubado com a solucédo reacao
(laranja de xilenol 100,0 p molL?, H2SO4 25,0 mmolL?t, BHT 4,0 pmolL?, sulfato
ferroso amoniacal 250 pmolL* e metanol 90%) por 30 min. As leituras foram realizadas
em 570 nm®°. A concentracdo de proteina foi determinada através do método de
Bradford (1976) com albumina bovina como padrdo®:. As leituras de AChE, SOD, GST
LPO e concentracdo de proteina foram realizadas em espectrofotbmetro de
microplaca TECAN A 5082.
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4.7 Desativacdo do estado triplete da riboflavina e inibicdo do oxigénio singlete

O oxigénio singlete 'O, foi gerado com a exposicdo da riboflavina em luz
monocromatica em 436nm°%. A formacéo de oxigénio singlete foi monitorada com o
2,2,6,6-tetrametil-4-piperidinol (TEMP) como spin trap e a espectroscopia ressonancia
paramagnética eletrbnica (ESR) para a deteccdo do radical estavel formado pela
reacdo do TEMP com oxigénio singlete, gerando o radical 4-hidroxi-TEMPQ.%394
Foram preparadas solucdes de riboflavina, acido isovanilico e do Mg-isovanilico em
agua Milli-Q. O oxigénio singlete foi gerado em 2,0 mL de agua destilada contendo
TEMP (100 mmolLt) e riboflavina (2,0 x 10~ molL?). Foram preparadas amostras de
acido isovanilico e complexo | em diferentes concentragdes (20-600 umolL1).

As amostras foram irradiadas a temperatura ambiente em uma cubeta de
quartzo durante 20 min. Os valores de ICso foram calculados por regresséo nao-linear
a partir da integracao (area relativa) de todos os sinais de EPR do radical em funcéo
da concentracéo estudada.

4.8 Analise estatistica

Todas as analises foram realizadas em duplicatas ou quintuplicata e foram
expressas como meédia = DP. As andlises foram executadas com o uso dos programas
OriginPro2015 e GraphPad Prism 6.01. Todos os testes foram considerados como

estatisticamente significantes, quando p <0,05.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O processo de inibicdo radicalar via SOD possui 0 papel importante de atuar
na defesa contra as espécies reativas do oxigénio (ROS), sendo o radical superoxido
catalisado para evitar a formacédo de espécies mais reativas, como o radical hidroxil
(OH™), uma vez que este ndo possui mecanismo de desativacdo no meio bioldgico,
por conta de sua alta velocidade e tamanho reduzido.®®

Para o estudo de inibicdo do radical superéxido o Mg-isovanilico apresentou
uma inibicdo de 85% (ICsode 64,65 + 4,67 ymolLt), contra uma inibicéo de 58% (ICso
de 105,77 £ 4,50 umolL™1) obtido para o acido isovanilico livre (Figura 10).
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Figura 11. Porcentagem de inibicdo do radical superoxido utilizando o Mg-isovanilico (linha preta) e o
acido isovanilico livre (linha vermelha).

Essa diferenca pode estar relacionada a dois fatores: 1) A leve melhora na
solubilidade do complexo Mg-isovanilico (314 pg/mL), em relacdo ao acido isovanilico
livre (240 pug/mL) devido a coordenacéo do ion isovanilato ao Mg?*; 2) A presenca do
ion Mg(ll) na esfera de coordenacédo pode estar contribuindo para maior capacidade
antioxidante do isovanilato coordenado, uma vez que O magnésio atua na
estabilizacdo de ROS em processos de transferéncia de elétrons e protons.96:97.98 £
possivel observar também uma competicao entre o Mg-isovanilico (espécie VIII) e o
azul de nitrotetrazolium (espécie VII), (Figura 11), onde o produto proposto em (X), &€
favorecido em relacdo ao produto reduzido azul de formazam (espécie IX), o que

reforca a hipétese com a presenca do ion Mg(ll) na esfera de coordenacéo.®®



39

electron trasfer

R .
H;C, N /NY() N (‘N H,C N_N__o _
\f —_— | Y—» 30 o:
NN Ny 440nm N, 2 2
H3C HiC N H
- L]
[}

Typel

Riboflavin *Ri : energy trasfer
i Riboflavin g3/4> Type 11
(Estado sigleto) (Estado Tripleto) P

3 1
Proposed mechanism for the type I 0, 0,
v
I'{ R NH
H3C N_N__o 2 0 NH,
“F | Y N 207
Kj[ | S + CHJSHCHZCH3CHC @: + CH,SCH,CH,CH- C/ + ‘0, ——
H;C N H OH \
o
Radical-Meti
“Riboflavin Metionina f}f":“('ila“n“ adiea \e"“"""a
(Triplet State) v (Estado sigleto)
R_ N R 0,°* 0O,
SNTN 7 N\ N\
}Q—J/ + - \= N N 7 N N
R— \ / Reduction H™ + =N N=
~Mo~~o rR—NT

Azul de H,O' I \ Hzo/,\lng\'\.‘o
nitrotetrazolium OH\'~’
OH
(NBT) Azul de formazan o o
vIL VIIL X

o— 0—
Complexo I
X

Figura 12. Proposta de Mecanismo 1 - Mecanismo de formacédo do radical superéxido adaptado de
(MORRIS, MAYER; 2017)!! e desativagao utilizando o NBT e o Mg-isovanilico.

Nos processos de inibicdo radicalar ndo enzimatico varios polifendis, tais como
a vitamina E (Alfa Tocoferol), Vitamina C (acido ascorbico) e carotenoides, séo fortes
inibidores da peroxidacao lipidica.®® Portanto, os resultados antioxidantes obtidos para
a inibicdo das espécies reativas do oxigénio, mostraram um composto estavel e com
excelente valor de ICso para desativacdo do radical superoxido. Neste contexto, foram
realizadas atividades antioxidantes do Mg-isovanilico e do &cido isovanilico livre
utilizando o ensaio com a VitB2/MET/NBT para geracgdo do radical O2".%:%7

O radical estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH") possui um espectro de EPR
caracteristico contendo cinco linhas com constante de acoplamento hiperfino (an) de
9G® (Figura 12). Os experimentos da capacidade antioxidante foram realizados em
diferentes concentracbes do acido isovanilico livre e do Mg-isovanilico (37.50 a
250 pM). Sendo o ICsg calculado a partir da regresséo linear da dupla integracdo das
intensidades dos sinais (EPR) do radical estavel DPPH"*, utilizando o programa prisma
6.0, obtendo assim, os valores de 94,70 + 4,12 e 405,0 + 8,6 umolL™! respectivamente,
ou seja, 4 vezes superior ao valor de inibicdo do acido isovanilico. Essa diferenca
pode estar relacionado com a presenca do ion Mg(ll) na esfera de coordenacdo, uma
vez que este pode estar contribuindo na estabilizacdo do radical nas estruturas de

ressonancia, %°° conforme a figura 11.
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Figura 353. Inikggao el radigal esfavel BRPH3H0m Big-isovanilico utilizando ESR (A), regressao linear
para célculo do |CamgBInagnético (G)

O radical estavel ABTS™ [2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)]
apresenta o espectro de absorcdo no UV-Vis com maximo de absor¢cdo em 734 nm,
(Figura 13).1%° O estudo com radical ABTS™ foi conduzido por espectroscopia de
absorcao eletrénica no UV-Vis, a partir da reducdo do maximo de absorcéo em 734nm,
0 qual foi possivel calcular os valores de ICsp para o &cido isovanilico livre e Mg-
isovanilico. Foram utilizados como padrdes (controle positivo) o trolox e acido

ascorbico.%
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Figura 14. Espectro de absorcao do radical estdvel ABTS™ na presenca de diferentes concentracdes
do Mg-isovanilico.

O Mg-isovanilico apresentou um ICsg de 37,15 pmolL* contra 81,78 ymolL! do
acido isovanilico livre, uma excelente capacidade antioxidante de inibicdo do radical

ABTS* em comparacdo aos padrdes Trolox e Acido ascorbico (Tabela 1).
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Tabela 1. Valores de ICso para inibicdo do radical estavel ABTS™

Compostos ICs0 (uolL™?)
Mg-isovanilico 37,15
Acido isovanilico livre 81,78
Trolox 17,92
Acido ascorbico 18,24

E possivel verificar uma diferenca na inibicdo dos radicais DPPH' e ABTS™,
embora ambos séo inibidos por processos de transferéncia de prétons, conforme as
figuras 14 e 15, respectivamente.®®” Esta diferenca pode estar relacionada ao
impedimento estérico destes radicais (DPPH' e ABTS™), uma que estudos recentes
demonstram as limitacbes do estudo da capacidade antioxidante do radical estavel
DPPH" quando utilizado na avaliacdo da capacidade antioxidante de moléculas
grandes,®®% deixando o experimento limitado, fazendo-se necessario o uso

concomitante do radical estavel ABTS".
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Figura 15. Proposta de Mecanlsmo 2 - Proposta de mecanismo de inibicdo do radical estavel DPPH
via transferéncia de préton.
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Figura 16. Proposta de Mecanismo 3 - Mecanismo de inibi¢do do radical estavel ABTS™ via processo
de transferéncia de préton.

A desativacdo do O, pelo complexo e pelo &cido isovanilico livre foi avaliada
por EPR usando o sequestrador de oxigénio singleto 2,2,6,6-tetrametil-4-iperidinol
(TEMP) para identificacao do radical TEMPO formado, (espécie V), (Figura 16). Neste

experimento obteve-se os valores de ICso de 129 + 3 para o complexo e 360 + 9umolL-

! para o &cido isovanilico livre.
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Os valores de ICso obtidos para inibicdo do radical TEMPO pelo ligante acido
isovanilico livre e complexo foram de 1391 + 9 e 1200 + 12 umolL! respectivamente,
mostrando que o acido isovanilico e o complexo nao conseguem inibir o radical estavel
TEMPO, uma vez que este possui alta estabilidade.®® Esses resultados mostram que
a desativacdo do 'O ocorre via processo de oxidacdo conforme o mecanismo
proposto na Via de sintese | (Figura 16), com formacdo de endoperéxidos (VII) e
produto estavel benzoquinona (espécie X).%:97

Foi analisado também o efeito do Mg-isovanilico sobre a atividade da enzima
acetilcolinesterase (AChE) no cérebro e da enzima catalase (CAT) e glutationa-S-
transferase (GST) no trato digestivo (intestino e figado).®°” Na figura 16, A, B, C
mostra que a exposi¢cao do peixe Zebrafish ao Mg-isovanilico n&do afetou a atividade
da enzima AChE no cérebro, um dos biomarcadores utilizados para monitorar
alteracbes de comportamentais quando o peixe € submetido a condicdo de estresse
ou agente toxicoldgico.

As enzimas CAT e GST nao tiveram alteracfes em suas atividades no aparelho
digestivo. Em contraste, a presenca do Mg-isovanilico, mostra uma reducéo
significativa na peroxidacao lipidica, acompanhada por um aumento na atividade da
SOD em comparagédo com o grupo controle, (Figura 16 D e E). Indicando que o Mg-
isovanilico, além de ndo apresentar toxicidade, pode estar atuando como antioxidante,
umavez que em sua presenca ocorre a reducao da atividade da enzima LPO em todas

as concentracdes estudadas.
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Figura 18. Atividades das enzimas acetilcolinesterase no cérebro (AChE) (A), catalase (CAT) e
glutationa-S-transferase (GST), (B, C), peroxidacao lipidica (LPO) (D) e superéxido dismutase (SOD)
(E) no trato digestivo do peixe Zebrafish apdés 96 h de exposi¢do a diferentes concentracdes do
complexo | (0,20, 1,00 e 2,00 mgL™) e controle (CTR). Os dados sdo média + SE, n = 6-10. Ndo houve
diferenca significativa no valor médio em relagdo ao controle (p <0,05). A atividade € expressa em
pmol/min/mg de proteina. * = diferenca significativa.

A enzima SOD possui 0 papel importante de atuar na defesa contra as ROS,
sendo o radical superéxido catalisado para evitar a formacdo de espécies mais
reativas, como o radical hidroxil (OH").% Assim, o aumento da atividade antioxidante
da SOD no estriado, sugere que o complexo | pode estar atuando como um eliminador
do radical superéxido O2".%"

Esses resultados mostram que a reducéo da LPO no peixe zebrafish pode estar
relacionada com a atividade antioxidante do Mg-isovanilico, uma vez que este atua

diretamente na inibicdo das espécies reativas de oxigénio.



45

6. CONSIDERACOES FINAIS

Esta pesquisa trouxe uma contribuicdo para o conhecimento bioinorganico ao
examinar o efeito inibidor do processo oxidativo de complexo metalico antioxidante de
magnésio contendo fendlicos coordenados, tanto in vitro como in vivo, além de estudar
seu efeito toxicoldgico no peixe zebra.

O complexo apresentou excelente capacidade de inibicdo do radical ABTS™
guando comparado aos padrdes e ao isovanilato, mas com diferengcas em relagéo ao
radical DPPH". Quanto a inibicdo do radical superdxido, os resultados obtidos
mostraram um composto estavel e com excelente valor de ICso para desativacédo do
radical. A presenca do Mg na esfera de coordenagdo aumentou a capacidade
antioxidante do &cido isovanilico.

Tanto o isovanilato quanto o complexo ndo foram capazes de inibir o oxigénio
singlete devido sua alta estabilidade. Entretanto, a exposicdo do peixe zebra ao
composto mostrou que o complexo nédo afetou a atividade de enzimas responsaveis
por conter o estresse oxidativo, mas reduziu a peroxidacao lipidica, demonstrando que
nao € toxico e pode atuar como antioxidante no meio aquatico.

O estudo demonstrou que o complexo metalico antioxidante de magnésio com
fendlicos coordenados (Mg-isovanilico) € capaz de atuar contra o estresse oxidativo
tanto in vivo como in vitro, além de ndo fornecer nenhum efeito toxico ao peixe.
Contudo, novos estudos ainda precisam ser realizados a fim de esclarecer sua
possivel atividade frente as doencas neurodegenerativas ocasionadas pelo estresse

oxidativo e seu possivel uso em humanos.
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