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RESUMO

Ferreira, E. A. Avaliacdo do potencial antioxidante e hipotrigliceridémico de
analogos sintéticos da acetofenona. 2005. 120 f. Dissertacdo (Mestrado em
Farméacia) - Universidade Federal de Santa Catarina, Florianopolis, SC.

A oxidagéo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) através de agentes oxidantes,
na forma de radicais livres, esta correlacionada ao grau de evolugcdo da
aterosclerose. Neste sentido, o presente trabalho se propds avaliar o potencial
antioxidante e hipotrigliceridémico de oito (8) analogos sintéticos da acetofenona,
utilizando modelos in vivo e in vitro. A avaliacdo in vitro do potencial antioxidante foi
investigada pelos métodos de captacdo do radical DPPH, O, e "OH, além da
lipoperoxidacdo. A avaliacdo in vivo do estresse oxidativo (fragmentacdo do DNA,
lipoperoxidagdo de membranas e carbonilagdo de proteinas) e as defesas
antioxidantes (concentracdo de GSH, atividades da CAT e GST) foi realizada em
camundongos pré-tratados com os andlogos THA e Gala e, posteriormente,
expostos a CCl,. Com o intuito de avaliar o potencial hipotrigliceridémico, foram
utilizados modelos de hiperlipidemia induzida pela dieta hipercaldrica de 30 dias em
ratos e ensaios de inibicdo da absorcéo intestinal de triglicerideos e da atividade da
lipase intestinal em camundongos. Os analogos sintéticos da acetofenona
apresentaram significativa atividade antioxidante in vitro, destacando-se a THA e
Gala, pois apresentaram atividade “scavenger” de radicais DPPH, O, e *OH em
concentracbes muitas vezes menor ou similar a rutina, reconhecido agente
antioxidante. O CCl,; causou estresse oxidativo e dano celular no figado dos
camundongos, onde a rutina, THA e Gala, apresentaram importante atividade
antioxidante na protecao tecidual através de diminuicbes de TBARS, FOX, dano ao
DNA, oxidacéo protéica, além de diminuicdo da GSH e elevacédo da AST, CAT, GST
e ALT (exceto THA). O efeito hipotrigliceridémico foi verificado para THA, fazendo
com que as concentracdes séricas de triglicerideos, fossem menores que no grupo
controle, causando uma forte reducdo na absorcdo de triglicerideos e uma forte
inibicdo da atividade da lipase intestinal, apés administracdo do azeite de oliva.
Estes resultados demonstram que a THA e Gala apresentaram uma importante
atividade antioxidante tanto in vitro como em in vivo e também manifestando um o
efeito hipotrigliceridémico da THA. Os dados obtidos nos permite concluir que a Gala
e, particularmente, a THA, poderiam constituir moléculas protétipos para o
desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas para o tratamento de doengas
vasculares obstrutivas.

Palavras chaves: Antioxidantes, hipotrigliceridémia, acetofenonas, analogos
sintéticos.
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ABSTRACT

Ferreira, E. A. Evaluation of the antioxidant and hypotriglyceridemic potential of
synthetic analogues of acetophenone. 2005. 120 f. Dissertacdo (Mestrado em
Farmacia) - Universidade Federal de Santa Catarina, Florianépolis, SC.

The oxidation of low density lipoprotein (LDL) through oxidant agents in the form of
free radicals is correlated with the degree of evolution of atherosclerosis disease. In
this regard, the present work evaluated the antioxidant and hipotrigliceridmic potential
of synthetic analogues of acetophenone using in vitro and in vivo models. The in vitro
evaluation of the antioxidant potential was investigated through the scavenging of
DPPH, O,"” and °OH radical, besides lipoperoxidation protection. The in vivo
evaluation of oxidative stress (DNA fragmentation, membrane lipoperoxidation and
carbonyl protein formation) and the antioxidants defenses (concentration of GSH dual
activities of CAT and GST) was measured in pre-treated mice with THA and Gala
and later exposed to CCl,. The hypotriglyceridemic potential was evaluate and in the
gut through the model of induced hyperlipidemic with hypercaloric diet for 30 days,
inhibition of triglycerid absorption e and lipase activity. The synthetic analogues of
acetophenone significant in vitro antioxidant activity, mainly THA and Gala, able to
"scavenge" DPPH, O, and *OH in concentrations, compared to rutin which is a well-
known antioxidant agent. After oxidative stress and cellular damage induced by CCl,
in mice liver, rutin, THA and Gala, promoted tecidual protection by decreasing levels
of TBARS, FOX, DNA damage, protein oxidation and GSH and increasing of AST,
CAT, GST and ALT activities (except THA). The hypotriglyceridemic potential was
examined for THA, and serum triglyceride levels, were smaller than these of the
control group which were associated with a strong decrease of triglyceride absorption
and an important inhibition of intestinal lipase activity after the administration of olive
oil. These results suggest that THA and Gala presented an important in vitro and in
vivo antioxidant activity and also presenting a hypotriglyceridemic effect for THA. The
results showed that Gala, and especially THA, could be used as a prototype
molecules in studies of new alternative therapeutic for vascular obstructive diseases.

Keys words: Antioxidant, hypotriglyceridemic, acetophenone, synthetic analogues.
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Introducio 1

1 INTRODUGAO

Os efeitos dos radicais livres (RLS) sobre os sistemas biologicos tém estado
em evidéncia nos ultimos anos, especialmente nas doencas relacionadas com o
aumento destas espécies reativas nos organismos aerébios e com o envelhecimento
precoce. Véarias pesquisas tém demonstrado a participacdo dos RLs na etiologia de
algumas patologias de elevada incidéncia na populacédo ocidental. Assim, qualquer
substancia que demonstre ter a capacidade de neutralizacdo destes radicais, torna-
se um alvo farmacoldgico importante, jA que podera prevenir ou amenizar 0s
problemas causados pelo excesso de espécies reativas no organismo, o chamado

estresse oxidativo.

1.1 Radicais Livres

Nos &tomos, os elétrons ocupam uma regido no espago conhecida como
orbitais e cada orbital pode ter, no maximo, dois elétrons com spins em direcdes
opostas. Para que uma molécula ou atomo permaneca estavel, € necessaria a
presenca de elétrons pareados na sua Orbita externa. Entretanto, esta falta de
paridade forma uma espécie quimica altamente instavel, geralmente de vida média
muito curta, o radical livre (RL). Os RLs sao a&tomos ou moléculas que possuem um
ou mais elétrons ndo pareados na sua Orbita externa, geralmente formados pela
perda ou ganho de elétrons (oxirreducao) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). Em
meio biolégico, a maioria das moléculas ndo se encontram na forma de radicais,
permanecendo com elétrons pareados. Entretanto em determinadas situacfes, 0s
RLs melhor denominados em termos biologicos de espécies reativas, sdo formados
e podem causar efeito fisioldgico e patolégico (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

Espécies reativas € um termo coletivo que inclui as espécies reativas de

oxigénio (EROs), bem como as espécies reativas de nitrogénio (ERNs), como pode
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ser observado na Tabela 1. “Reativo” ndo é sempre um termo apropriado, uma vez
que H,0O,, O,* e 6xido nitrico (NO®) reagem diretamente com poucas moléculas no

corpo humano, enquanto *OH pode reagir com qualquer molécula (HALLIWELL,

2001).

Tabela 1. Principais espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio nas formas radicalares e

nao radicalares. Adaptada de HALLIWELL (2001).

Espécies reativas de oxigénio (EROs)

Radicais

N3ao radicais

Anion superéxido (0,")

Peroxido de hidrogénio (H.O5)

Hidroxil ("OH)

Acido hipocloroso (HOCI)

Peroxil (RO,")

Acido hipobromoso (HOBr)

Alcoxil (RO®)

Ozobnio (O3)

Hidroperoxil (HO")

Oxigénio singleto (*Ag)

Espécies reativas de nitrogénio (ERNs)

Radicais

Nao radicais

Oxido nitrico (NO®)

Peroxinitrito (ONOQ")

Di6éxido de nitrogénio (NO3")

Alquil peroxinitrito (ROONO)

O oxigénio é essencial a vida dos organismos aerdbios, porém, sua
presenca é paradoxal. Sua funcdo predominante nos eucariontes é servir como
altimo aceptor de elétrons na respiracdo mitocondrial, quando sera finalmente
reduzido a agua durante o complexo processo de fosforilagdo oxidativa. O oxigénio
também é responsavel pela degradacdo quimica de inUmeras macromoléculas no
sistema bioldgico (DAVIES, 1994). A reducdo completa do oxigénio até agua requer
4 elétrons, e essa reducdo produz sequencialmente, do comeco ao fim do processo,

3 produtos de reducao (DI GIULIO et al., 1995).

e e
(o)} 5 02"’_%b H20;
2H"

v

e

‘OH + OH"jlfb H20

2H"

Figura 1. Formacdo de EROs durante a reducdo do oxigénio até agua. Adaptada de

NORDBERG e ARNER (2001).
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As espécies reativas de oxigénio (EROs), sdo formadas através da reducao
parcial do oxigénio até agua através de sucessivas reacfes (Figura 1). A
transferéncia de um elétron para o O, produz o primeiro intermediario reativo, o
anion superéxido (0,"), o qual sofre dismutacdo espontdnea a perdxido de
hidrogénio (H20;), que ndo é um RL. O H,O, sofre uma reagdo de quebra das
ligacGes entre os atomos de O, formando o radical hidroxil ("OH), que pode ser
catalisada por metais de transicdo (reacdo de Fenton), ou pela combinacao do O,”
com o H,O, (reacdo de Haber-Weiss) (Figura 2) (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
1999).

Fe* + 0,"” —» O, + Fe*
(1) Fe** + H,0, — Fe*' + *OH + HO™ (Reagio de Fenton)
(2) 02 +H0, » O, +°OH+HO™ (Reacgao de Haber-Weiss)

Figura 2. Reacdes de formacado do *OH. Adaptada de HALLIWELL e GUTTERIDGE (1999).

A formacdo do O," originado pela adicdo de um elétron ao oxigénio
molecular (O,), € mediada enzimaticamente como as NAD(P)H oxidases e xantina
oxidase (XO) e ndo enzimaticamente por compostos redox-reativos tais como as
semi-ubiquinonas da cadeia mitocondrial de tranporte de elétrons. A enzima
superéxido dismutase (SOD) converte o O, em H,0,. Nos tecidos, o O," também
pode ser convertido ndo enzimaticamente em H,0O, e 1Ag, (DROGE, 2002). Na
presenca de metais de transic&o livres (particularmente ferro ou cobre), 0% e H,0,
podem gerar o *OH (reacdes de Fenton e Haber-Weiss), que é extremamente reativo
(Figura 2). Alternativamente, o H,O, pode ser convertido em H,O pelas enzimas
catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). Na reacédo da GPx, a glutationa (GSH)
€ oxidada até glutationa dissulfidio (GSSG), que pode ser novamente convertida a
GSH pela glutationa redutase (GR), em um processo que consome NADPH (Figura
3) (DROGE, 2002; HADDAD, 2002).
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CAT
H,O0 + O,
NAD(P)H
oxidases
02._ 02 F ez+ F eS+
2 xantina SOD — H0
oxidases @
R H,0
hipoxantina  xantina
xantina acido urico
GPx
2H,0
£ x>
2GSH GSSG
M
GR
Semi-ubiquinona -
NADP NADPH
mitocondria & _—

Figura 3. Vias de geracdo de EROs e mecanismo de defesa enzimatica. Adaptada de
DROGE (2002); HADDAD (2002) e BECKER (2004).

O mecanismo de geracdo das EROs em sistemas biol6gicos pode ocorrer
por inUmeras reacfes bioquimicas, sendo que quatro deles tém recebido maior
atencdo: o sistema de p-oxidacdo peroxisomal, as reacfes do citocromo P450, a
geracdo de NO® e HOCI no processo fagocitico, e a cadeia transportadora de
elétrons da mitocondria, onde se acredita ocorrer 0 mecanismo responsavel pela
producdo da maior parte das EROs (BECKMAN e AMES, 1998; PRESTON et al.,
2001).

Para minimizar os efeitos deletérios associados a constante formacédo das
EROs, os organismos aerdbicos foram dotados ao longo do tempo evolutivo de
distintas defesas antioxidantes. Os antioxidantes podem ser definidos como
substancias capazes de retardar ou inibir a oxidacdo de substratos oxidaveis,
podendo estes ser enzimaticos como SOD, CAT e GPx, ou nao enzimaticos, tais
como a-tocoferol (principal componente da vitamina E), p-caroteno, ascorbato
(vitamina C) e GSH (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

O desequilibrio entre a producédo de EROs e/ou ERNSs e o sistema de defesa

antioxidante enddégeno é o fator predominante que pode causar uma série de
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mudancas fisiolégicas, chamadas de estresse oxidativo (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1999).

1.2 Defesas Antioxidantes

O principal sistema de defesa antioxidante enzimatico celular € composto
pela SOD, CAT e GPx (Figura 3), que constitui a primeira defesa endogena de
neutralizacéo das EROs. Secundariamente, a glutationa redutase (GR) e a glutationa
S-transferase (GST) auxiliam na regeneracdo da GSH e na conjugacao de
metabolitos reativos. Através delas, as células tentam manter baixas as quantidades
do O," e de H,0, evitando assim, a formacédo do ‘OH, que, embora de vida curta, na
fracdo de milionésimos de segundos e, mesmo em concentracdes bastante
reduzidas (~10*® M), é extremamente reativo e danoso as células (BOVERIS e
CADENAS, 1997).

A SOD, uma metaloenzima, é considerada uma das mais importantes
defesas antioxidantes na neutralizacdo das Eros e esta presente praticamente em
todos os organismos eucariéticos, sendo responsavel pela conversdao do O, em
H,O, e O, (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). As células humanas apresentam
duas isoformas da SOD, uma mitocondrial, que contém manganés no seu sitio ativo
(MnSOD), e outra citosolica, com cobre e zinco no seu sitio ativo (CuZnSOD)
(HALLIWELL, 2001; STEHBENS, 2003).

O H,0; da célula pode ser convertido a H,O e O, por dois tipos de enzimas:
CAT e GPx. A CAT que atua especificamente sobre o H,O,, est4d presente na
maioria das ceélulas aeroObicas, especialmente concentradas nos hepatocitos e
eritrocitos, estando localizada principalmente em organelas subcelulares chamadas
peroxissomos. Esta enzima é composta de quatro subunidades proteicas, cada uma
contendo um grupo heme (Felll-protoporfirina) ligado ao sitio ativo. J& a GPx, uma

das poucas classes de enzimas humanas que requer selénio para sua acéo, remove
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H.O, e outros hidroperoxidos, oxidando a GSH a GSSG (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1999).

A GR auxilia na manutencdo do poder redutor intracelular, pois catalisa a
reducdo da GSSG, através da oxidacdo de NADPH, permitindo a continua
regeneracdo da GSH produzida pela acdo da GPx e pelas EROs (HALLIWELL,
2001).

As GSTs, também desempenham um papel fisioldégico importante, iniciando
a detoxificagdo de agentes alquilantes potenciais, incluindo compostos
farmacologicamente ativos, entretanto, ndo atuam prioritariamente contra as EROs.
Estas enzimas catalisam a conjugacao de metabdlitos reativos com 0s grupamentos
SH da GSH, neutralizando os sitios eletrofilicos destes compostos e rendendo
produtos mais soluveis em agua (HABIG et al., 1974).

As células também exibem antioxidantes nao-enzimaticos que incluem
compostos endégenos como, principalmente, a GSH, acido Urico, ubiquinol 10 e
alguns horménios, outros exégenos como a vitamina E, C e A (além de outros
carotendides como o licopeno e o B-caroteno), flavonodides e outras pequenas
moléculas derivadas de fonte vegetais (SCANDALIOS, 1997).

Ja os antioxidantes ndo enzimaticos podem ser definidos como qualquer
substancia que, quando presente em baixas concentragcdes comparadas com o
substrato oxidavel, sdo capazes de retardar ou inibir a oxidagdo deste substrato
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

A GSH, um tripeptideo composto de glutamato, cisteina e glicina, € o
principal tiol celular ndo protéico, mais abundante em células eucariotas e
desempenha um importante papel em muitos tipos de reacdes de biorreducédo e
conjugacdo, como a integridade do citoesqueleto, sintese de proteina e de DNA,
transporte de aminoéacidos, “scavenger” de EROs, transducéo de sinais, cofator de
enzimas essenciais e defesa contra moléculas oxidantes e xenobioticos
potencialmente toxicos (PENA et al., 2000; STEHBENS, 2003). Este tripeptideo
pode prover protecdo contra todas as formas de estresse oxidativo através de pelo

menos dois mecanismos: i) nos primeiros momentos do dano oxidativo, a GSH pode
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agir diretamente sobre as EROs; ii) pode também ajudar a ativar muitos genes que
tém funcado de extinguir o dano oxidativo (NEBERT,2000; STEHBENS, 2003).

Alem dos antioxidantes classicos presentes em concentracdes consideradas
relativamente baixas, existem compostos que possuem pequena atividade
antioxidante, mas quando presentes em altas concentracfes, podem contribuir para
capacidade antioxidante total, dentre eles podemos citar a bilirrubina e os compostos
fendlicos (DROGE, 2002).

1.3 Estresse Oxidativo

Em organismos aerébios saudaveis, a relacdo entre a producédo de EROs e
ERNs com os sistemas de defesas antioxidantes, estdo aproximadamente em
equilibrio. Entretanto, esse equilibrio nem sempre € perfeito. O estresse oxidativo
ocorre como um desequilibrio entre o balanco pré-oxidante / antioxidante, em favor
da situacdo pro-oxidante, promovendo um dano potencial (SIES, 1993; HALLIWELL
e GUTTERIDGE, 1999).

O efeito do estresse oxidativo pode resultar em trés diferentes processos: i)
adaptacao por regulagem do sistema de defesa antioxidante; ii) injuria tecidual,
podendo causar dano a qualquer molécula alvo (DNA, proteinas e lipidios); iii) morte
celular por necrose ou apoptose (HALLIWELL, 2001). Entretanto, € importante
salientar que, mesmo em equilibrio redox, o dano associado a geracdo de EROs é

continuo e cumulativo, ocorrendo corriqueiramente em organismos jovens e sadios.

As EROs podem reagir com biomoléculas tais como proteinas, carboidratos,
lipideos e acidos nucléicos (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999; MEAGHER e
FITZGERALD, 2000). Nas proteinas, as EROs podem reagir diretamente com as
mesmas, ou podem reagir com moléculas como lipidios e carboidratos, gerando
produtos que, por sua vez, podem reagir com as proteinas. Tanto a ligacao peptidica

guanto as cadeias laterais podem ser o alvo do ataque de EROs (LEVINE, 2002).
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Com respeito ao DNA, estudos associam a fragmentacdo deste causada
pelo estresse oxidativo sob condicbes de deplecdo de GSH (HIGUCHI, 2003),
alteracdo dos niveis de outros antioxidantes ou EROs (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1999) com apoptose ou necrose. A modificagcdo oxidativa das bases
do DNA pode resultar em mutacdo, ao passo que a oxidacdo das unidades de
desoxirribose pode induzir a liberacdo de bases ou quebra nas fitas de DNA
(ZWART et al., 1999). Considera-se que a fragmentacdo do DNA sob condi¢bes de
deplecdo de GSH ocorre por dois mecanismos: i) RLs lipidicos produzidos a partir
dos acidos graxos poliinsaturados (tanto na membrana plasmatica quanto nuclear)
podem diretamente atacar o DNA presente na cromatina do nucleo; ii) a
lipoperoxidacdo (LPO) em uma célula causa a perda da integridade da membrana
celular, podendo tornar o ambiente favoravel ao ataque ao DNA da cromatina por
outros tipos de radicais de oxigénio. O radical *OH pode inicialmente causar quebra
da fita simples do DNA, e posteriormente levar a quebra da fita dupla do DNA
(HIGUCHI, 2003).

A LPO, utilizada como um sinal do estresse oxidativo celular e auxiliar no
reconhecimento de danos oxidativos em organismos com algumas patologias
(SEVANIAN e URSINI, 2000), ocorre em uma sequéncia de reacfes ja conhecida.
No passo inicial, um atomo de hidrogénio é sequestrado do acido graxo contendo ao
menos duas duplas ligacdes separadas por metilenos intercalados (LH), originando
um RL centrado no carbono (radical lipidico, L*) com um rearranjo das duplas
ligacGes (conjugacdo de dienos), seguido pela interacdo do L° com o oxigénio
molecular (Oy), para formar um radical peroxil (LOO®). Este Gltimo pode entéo, retirar
um atomo de hidrogénio, tanto do LH adjacente (induzindo uma reacdo de
propagacdo), como de outro doador de hidrogénio, como, por exemplo, um
antioxidante (Figura 4). Em ambas as circunstancias um hidroperoxido de é&cido
graxo (LOOH) é formado (ERNSTER e HOCHSTEIN, 1994; HERMES-LIMA et al.,
1995; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).
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LH+'OH-> L +H,0
L'+ 0, > LOO’
LH+LOO > L+ LOOH

Figura 4. Representacdo esquematica das reacbes de iniciacdo e propagacédo da LPO.
Adaptada de HERMES-LIMA et al. (1995).

As consequéncias mais comuns da LPO correspondem a perturbacdo das
funcdes essenciais das membranas celulares e organelas, incluindo o processo de
transporte, a transducdo de sinais mediada por receptores e a preservagcdo do
gradiente de ions e metabdlitos. Como ja mencionado anteriormente, a LPO pode
secundariamente causar dano ao DNA e as proteinas (ERNSTER e HOCHSTEIN,
1994).

Os niveis elevados de EROs no organismo parecem ser um dos maiores
contribuintes para o envelhecimento (HERMAN, 1992), e para muitos processos
degenerativos como o0 cancer, aterosclerose, doencas neurodegenerativas,
cataratas, entre outros (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). O desenvolvimento da
aterosclerose, tem como conseqiéncia o surgimento de doenca coronariana, onde a
LPO aparece como uma importante contribuicdo (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
1999).

Segundo alguns autores, o nivel de oxidacdo das lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) em ox-LDL no tecido subendotelial, o qual ocorre através da acao
de agentes oxidantes na forma de RL (GIROUX et al., 1993), esta proporcionalmente
correlacionado com o grau de evolucdo de doenca aterosclerética (HOLVOET e
COLLEN, 1998).

1.4 Aterosclerose e Hiperlipidemia

Aterosclerose € um termo utilizado para retratar um processo evolutivo,
dindmico, que ocorre a partir de um dano endotelial originado multifatorialmente,

com propriedades de reparacao tecidual, ocorrendo espessamento e endurecimento
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das lesdes arteriais musculares de médio (membros inferiores) e grande calibre
(carétidas) e artérias elasticas (aorta). A utilizacdo da terminologia de
arteriosclerose, um termo similar que retrata o espessamento e endurecimento de
todos os tipos de vasos sangliineos, € consequéncia do processo aterosclerético
(ROSS, 1999; LUZ, 2001).

A hipétese de que a peroxidacéao lipidica desempenha importante papel na
patogénese da aterosclerose desperta crescente entusiasmo sobre o uso de
antioxidantes como agentes antiaterogénicos. As lesdes ateroscleroticas formam-se
sobre os danos endoteliais dos vasos sangiineos. O inicio ou aumento destas
lesbes pode ocorrer na presenca de substancias irritantes, resultantes do
metabolismo da peroxidacao lipidica (NAPOLI, 1997; OPLETALOVA et al., 2003).

Concentracdes elevadas de LDL plasmatica podem aumentar a velocidade
de sua adeséo na parede arterial, na qual ocorrem 0s processos de oxidacao por
agentes, tais como anion superoxido, oxido nitrico e peroxido de hidrogénio,
modificando-se em ox-LDL (BATLOUNI, 1997; KADAR, 2001). A deposi¢édo das ox-
LDLs na camada intima arterial pode provocar citotoxicidade no endotélio vascular,
assim como inibicdo da saida de LDL, o que leva ao seu acumulo na parede do
vaso. Em sequéncia, as ox-LDLs sdo consumidas por macréfagos, tornando-se
“células espumosas”, armazenando-se na camada intima, liberando agentes
quimiotéaticos capazes de aumentar o recrutamento das LDLs plasméticas e fatores
de crescimento, causando a migracao e proliferacdo das células musculares lisas,
produzindo grande quantidade de colageno, elastina e proteoglicanos. Como
resultado, ocorre a formagdo de uma placa ateromatosa, composta de uma
cobertura fibrosa com células musculares lisas, macréfagos, células espumosas,
linfécitos, colageno, elastina, proteoglicanos; e de um centro necrotico composto de
restos celulares, cristais de colesterol, células espumosas e célcio (STANLEY e
ROBBINS, 1991; STARY et al., 1994; BATLOUNI, 1997; FRANCOSO e COATES,
2002).

Os danos desenvolvidos pelas artérias podem sofrer complicacdes, de modo
que calcificacdes e ulceracdes da superficie do endotélio em contato com o sangue,
podem levar a ruptura da superficie da placa. Como conseqiiéncia teremos o

descarregamento de residuos desta ruptura na corrente sangiinea, ocorrendo,
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nesse caso, o desenvolvimento de hemorragia ou hematoma, terminando por causar
microembolias e trombose que podem fechar a arteria e, em casos severos, a
aterosclerose enfraquece de tal maneira as paredes dos vasos, que provoca
dilatagao arterial ou aneurisma (FRANCOSO e COATES, 2002).

Dentre os principais fatores de risco da aterosclerose encontra-se a
hipercolesterolemia e a hipertrigliceridemia. O nivel de colesterol alto esta associado
basicamente a uma elevacdo das concentragbes das LDLs, particulas densas e
pequenas, potencialmente aterogénicas, ao passo que a elevacgdo de triglicerideos
esta associada com o aumento das lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDLS),
e remanescentes de seu catabolismo, as lipoproteinas de densidade intermediaria
(IDL) (MEYER, et al., 2000). Por outro lado, tem-se demonstrado que as
concentracbes das lipoproteinas de alta densidade (HDL) estdo inversamente

associadas ao desenvolvimento de aterosclerose (REAL, et al., 2001).

As hiperdislipedemias ou dislipidemias sao alteracfes metabdlicas lipidicas
resultantes de distirbios em qualquer fase do metabolismo lipidico, ocasionando
alteracdes nas concentracdes séricas das lipoproteinas (GOTTO, 1993). Os
resultados laboratoriais das dislipidemias aparecem em situacfes distintas:
hipercolesterolemia isolada; hipertrigliceridemia isolada; hiperlipidemia mista;
diminuicdo isolada do HDL-colesterol, ou em associacdo com aumento do LDL-
colesterol e/ou dos triglicérides. As dislipidemias podem ser desencadeadas por
causas genéticas (dislipidemias primarias), algumas so0 se manifestando quando ha
influéncia ambiental, ou podem ser causadas por outras doencas ou uso de
medicamentos (dislipidemias secundarias) (SINGH e MEHTA, 2002; CHAPMAN,
2003).

Geralmente a concentracdo normal de colesterol total obtido no plasma em
pessoas em jejum, apresenta-se entre 120 a 220 mg/dL, e em adultos jovens e
saudaveis, 175 mg/dL é o valor médio (GHANNEM et al., 2001). Pesquisas
epidemiolégicas mostram que pessoas com concentracdes plasmaticas de colesterol
total acima de 200 mg/dL, e aquelas que possuem uma forma relativamente branda,
com concentracbes plasmaticas de colesterol total entre 240 a 280 mg/dL,

apresentam uma propensado maior em desenvolver aterosclerose, recomendando-se
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alimentacdo com restricdo dietética e/ou com baixo teor de colesterol, para a

reducao das concentracdes sanguineas deste esterol (GHANNEM et al., 2001).

Recentemente, pesquisas demonstraram que as concentracdes elevadas de
triglicerideos aparentam ser um forte e independente fator de risco futuro de infarto
do miocérdio, juntamente com concentracdes de colesterol total elevadas (TALMUD
et al., 2002). Diversos estudos prospectivos e do tipo caso-controle vém
demonstrando uma relacdo significativa entre as concentracfes plasméticas de
triglicérides e risco de cardiopatia isquémica. Uma meta-andlise realizada por Aviram
(2000), demonstrou que, para cada 1 mmol de aumento nos niveis plasmaticos de
triglicérides, o risco de doenca coronariana aumenta em 32% para 0os homens e 78%
para as mulheres. Entretanto, ainda ndo h& consenso sobre a importancia da
hipertrigliceridemia como fator de risco isolado (AVIRAM, 2000). Raramente
encontra-se hipertrigliceridemia isolada, sendo freqientemente acompanhada por
aumento no colesterol total, no LDL-colesterol e diminuicdo no HDL-colesterol
(SCHIAVO et al., 2003).

Assim sendo, existem evidéncias suficientes que demonstram que 0 excesso
de triglicérides amplifica o risco de cardiopatia isquémica, quando associado com
outros fatores de risco, como hipercolesterolemia ou aumento de LDL (SLATER et
al., 2002; FRUCHART e DURIEZ, 2002). Conforme a American Association of
Clinical Endocrinologyst, (2000), através de estudo prospectivo (Prospective
Cardiovascular Munster — PROCAM), evidenciou-se que as concentracdes de
triglicérides maiores que 200 mg/dL, em conjugacdo com concentracées de LDL
maiores que 160 mg/dL, aumentam substancialmente os riscos de doencas
cardiovasculares. Outro estudo mostrou que os pacientes com média de 229 mg/dL
de trigliceridemia e com a relacéo colesterol total/HDL também com média de 5,7,
tinham 3 vezes mais risco de doenca coronariana, quando comparados a individuos
com trigliceridemia menor ou com relagdo colesterol total/HDL mais baixa
(WIERZBICKI e MIKHAILIDIS, 2002).

Alguns estudos relatam o efeito antiaterogénico das lipases plasmaticas, em
gue a sua acao catalitica resulta na reducdo das concentracfes de triglicerideos

plasmaticos e aumento das concentracdbes de HDL, onde 0s mecanismos
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envolvendo este segundo componente ainda ndo sao bem descritos (JIN et al.,
2002; STEIN e STEIN, 2003).

7

A lipase lipoprotéica € uma enzima chave na digestdo da gordura dos
alimentos, catalisando a hidrolise dos componentes triacilglicerol existentes nos
quilomicrons (QM) e nas VLDL produzindo acidos graxos e monoacilglicerol (MEAD
et al.,, 1999). Por causa da sua acao lipolitica sobre os triglicerideos, formam-se
produtos que podem ser armazenados nos adipdcitos ou usados como fonte de
energia pelos miécitos esqueléticos e cardiacos, tendo estas um papel importante na

homeostase energética (JIN et al., 2002).

Dentre as varias condutas terapéuticas indicadas para o tratamento da
hiperlipidemia encontra-se a restricdo dietética. Contudo, se a limitagdo dietética ndo
gerar uma diminuicdo adequada da concentracdo de colesterol e/ou triglicerideos, a
administracdo de farmacos com atividade hipolipemiante, faz-se necessaria,
associada ao regime de restricdo dietética, uma vez que a terapéutica hipolipemiante
reduz o ritmo de progressdo da doenca aterosclerotica e, em alguns casos, induz a
regressao das lesdes ja existentes (SCHIEFFER e DREXLER, 2003; UESHIMA et
al., 2004).

Embora exista um grande numero de pessoas com doencas
cardiovasculares associadas as elevadas concentragfes plasmaticas de lipideos,
ainda sdo poucas as alternativas terapéuticas disponiveis para a prevencao ou
tratamento destas enfermidades. Dentre as opcdes, pode-se destacar: as estatinas
ou inibidores competitivos da HMG-CoA redutase, os &cidos fibricos, as resinas
sequestradoras de acidos biliares e as fibras dietéticas (BROWN et al., 1998;
HOPKINS et al., 2000; SPIEKER, 2000; ELLEGARD, 2000; CHAPMAN, 2003).

Por outro lado, o uso de antioxidantes tem se mostrado benéfico nos casos
em gue a doenca esta associada com o aumento da peroxidacao lipidica, como no
caso da aterosclerose, o que despertou crescente entusiasmo com agentes
antiaterogénicos. Particularmente, quando a atividade oxidativa é um fator central na
patofisiologia da doenca; quando ha deficiéncia na atividade antioxidante; quando o

agente antioxidante tem capacidade de alcancar o sitio de dano oxidativo e causar
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impacto no processo oxidativo; e ainda quando possa ser administrado em doses
toleraveis e seguras (MAXWELL, 1995; BATLOUNI, 1997).

Dentre estes agentes podemos citar os compostos fendlicos, derivados do
metabolismo secundario vegetal, e apresentam uma larga e complexa distribuicéo
fitoquimica, exibindo acdo antioxidante e, consequentemente, um efeito fisioldgico
benéfico (BRAVO,1998; MARTINEZ-VALVERDE, PERIAGO e ROS, 2000). Estes
antioxidantes retardam a oxidagdo dos lipidios nos vegetais e nas membranas
biol6gicas dos animais (FAROMBI, BRITTON e EMEROLE, 2000).

1.5 Compostos Fendlicos

Os compostos fenodlicos apresentam como estrutura fundamental um anel
aromatico com um grupamento hidroxila substituindo ao menos um atomo de
hidrogénio. Este grupo de compostos esta largamente distribuido nos vegetais e
microorganismos, sob a forma livre ou ligada a acUcares (glicosidios) e proteinas
(CARVALHO, GOSMANN e SCHENKEL, 2003).

A grande variedade de compostos fendlicos existe devido a sua dupla
origem biossintética: pela via do acetato-polimalato, iniciando com acetil-coenzima A
e malonilo-coenzima A, obtendo compostos com grupos hidroxilas na posi¢cao orto
(HONDA e VILEGAS, 1998), ou através do acido chiquimico a partir de carboidratos,
origina compostos dispostos em meta. Ambos podem produzir compostos de origem
mista, gerando moléculas simples como as dos acidos fendlicos ou compostos
altamente polimerizados como os taninos (CARVALHO, GOSMANN e SCHENKEL,
2003).

Estes compostos podem atuar nas plantas como antioxidantes,
antimicrobianos, fotoreceptores, atraentes visuais e repelentes de predadores.
Contudo, ha um grande interesse sobre sua atividade antioxidante, devido a sua
habilidade de sequiestrar e de reduzir a formacdo EROs e outros eletréfilos; de

quelar metais e de inibir o processo de nitrosacao; potencial de auto-oxidacao,
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produzindo peréxido de hidrogénio na presenca de certos metais como ferro e cobre;
e sua capacidade de modular a atividade de enzimas como a proteina quinase C e a
lipooxigenase (MIDDLETON, KANDASWAMI e THEOHARIDES, 2000; PIETTA,
2000; CARVALHO, GOSMANN e SCHENKEL, 2003).

Os compostos fenolicos podem inibir os processos da oxidacdo em certos
sistemas, mas isso nao significa que eles possam proteger as células e os tecidos
de todos os tipos de danos oxidativos. Esses compostos também podem apresentar
atividade pro-oxidante em determinadas condi¢cdes (DECKER, 1997).

Dentre os compostos fendlicos, encontram-se as acetofenonas que
apresentam varias atividades bioldgicas. As acetofenonas podem ocorrer em plantas
naturalmente (FAVIER et al., 1998), ou podem ser produzidos por via sintética (figura
5). Esses compostos apresentam interesse por apresentarem importantes atividades
biolégicas, como: antiinflamatoria (FAVIER et al., 1998), antiespasmodica
(CECHINEL Filho et al., 1995), antibacteriana (NIERO et al., 1996) e antifungica
(CECHINEL Filho et al., 1996).

HCI- HM CHs

HO OH HO oH
CHzC=M

—

ZnCly-HCl
OH Etz0 OH

HCl- HN._ .CHs O, CHs
HO OH HO OH
H,0

OH OH

Figura 5. Representacdo esquematica das reacdes de formacgdo da floroacetofenona via
sintese. Adaptada de Organic Syntheses (1942).

Esta classe de compostos ja vem sendo testada no laboratério de
Bioquimica Experimental (LABIOEX), tendo sido tema de dissertacdo de mestrado
Luis Flavio de Souza Oliveira, onde foi observado um efeito hipocolesterolémico da

acetofenona em ratos submetidos a uma dieta hipercalorica (OLIVEIRA, 2001).
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A seguir sdo apresentadas as estruturas quimicas dos compostos a serem

estudados:
OH
OH
HO COCH3 HO;©/ COCH3
OH HO
2,4,6 — trihidroxiacetofenona (THA) 2,3,4 — trihidroxiacetofenona (Gala)
(Floroacetofenona) (Galacetofenona)
OoH O OH O
@EH\ f {OH
2’ — hidroxiacetofenona 2’ 6’ - dihidroxiacetofenona
(0]
NO, O,N
3’ - nitroacetofenona 4’ — nitroacetofenona
(0]
0 @)\
H 2N/©)\ Cl
Cl
o
4’ - aminoacetofenona 3’4’ — dicloroacetofenona

H3CO
4’ — metoxiacetofenona
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A rutina (Figura 6), um flavonoide presente em varias plantas, ja foi estudada
extensivamente e sdo conhecidas suas multiplas atividades farmacoldgicas,
incluindo acdo antibacteriana, antiviral, antiprotozoaria, antitumoral, antialérgica,
antiinflamatdria, antidiarréica, antiulcerosa, antiespasmddica, antimutagénica,
protetora do miocardio, vasodilatora e imunomoduladora (La CASA et al., 2000;
JANBAZ et al., 2002). E também considerado um importante agente antioxidante,
por inibir a lipoperoxidacéo e capturar os radiais ‘OH e o O, (NEGRE-SALVAYRE
et al.,, 1991, BOMBARDELLI e MORAZZONI, 1993; METODIEWA et al., 1997).
Razé&o pela qual foi utilizada como controle do presente trabalho.

OH
HO | e o
= 0

OH O
OH 0
= o “3H, O
(Hs oH
_HOH OH

Figura 6. Estrutura quimica da rutina.

Historicamente, os produtos naturais sempre desempenharam um papel
muito importante no processo de desenvolvimento de novos farmacos, ja que a
maioria dos farmacos comercializados é de origem natural ou de produtos sintéticos
baseados em produtos naturais. Os métodos classicos de isolamento de substancias
ativas provenientes de produtos naturais e a utilizacdo de processos de sintese
quimica na avaliacdo destas substancias sdo fontes para o desenvolvimento de
novos compostos prototipos (STROBEL, 2002; MACIAS et al., 2003; de las HERAS
et al., 2003). Dentro deste contexto, o presente trabalho teve como objetivo realizar
uma avaliacdo do potencial hipolipemiante e antioxidante de alguns analogos
sintéticos da acetofenona com vista a proposi¢éo futura de uma molécula prototipo
que possa ser utilizada na pesquisa de novos farmacos com atividade

hipolipemiante associada a antioxidante.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial antioxidante e
hipotrigliceridémico de alguns analogos sintéticos da acetofenona, utilizando

modelos in vivo e in vitro.

2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar o potencial antioxidante in vitro de alguns analogos sintéticos da
acetofenona, utilizando o ensaio de captacdo do radical DPPH, O," e *OH

além da peroxidacéo lipidica;

2. Avaliar o estresse oxidativo (fragmentacdo do DNA, lipoperoxidacdo de
membranas e carbonilacdo de proteinas) e as defesas antioxidantes
(concentracdo de GSH, atividade da CAT e GST), em camundongos pré-
tratados com analogos sintéticos da acetofenona e expostos a tetracloreto de

carbono;

3. Avaliar o possivel efeito hipotrigliceridémico dos analogos sintéticos da
acetofenona através do modelo de hiperlipidemia induzida pela dieta

hipercaldrica;

4. Avaliar o possivel efeito hipotrigliceridémico dos andlogos sintéticos da
acetofenona através de ensaios de inibicAo da absorcdo intestinal de

triglicerideos;
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5. Avaliar o possivel efeito hipotrigliceridémico dos analogos sintéticos da

acetofenona através de ensaios de inibicdo da atividade da lipase intestinal;

6. Tentar correlacionar os dados obtidos com respeito a atividade antioxidante e

hipotrigliceridémica e as estruturas quimicas dos compostos testados.
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3 METODOLOGIA

3.1 Materiais e reagentes

As substancias utilizadas para a avaliacdo da atividade antioxidante e
hipotrigliceridémica, foram sintetizadas pelo Laboratério de Sintese Estrutura e
Atividade, LABSEAT, do Departamento de Quimica da Universidade Federal de
Santa Catarina, coordenado pelo Professor Dr. Rosendo Augusto Yunes.

Acido nitrilo acético (NTA), acido tiobarbitdrico (TBA), acido tricloroacético
(TCA), 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), fenazina-metasulfato, hidroperoxido de
cumeno, o 5,5’-ditiobis-2-acido nitrobenzoico (DTNB), hidroxitolueno butilado (BHT),
nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida (NADH), nitrilo blue tetrazolium (NBT),
perdxido tert-butila, rutina, xantina, xantina oxidase, foram adquiridos junto a Sigma-
Aldrich (St Louis, USA).

O kit para determinacéo da lipase foi obtido junto a In Vitro Diagnéstica Ltda
(MG, Brasil). Os kits para a dosagem das enzimas aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT) e triglicerideos, foram adquiridos junto a
Labtest Diagnostica S.A. (MG, Brasil).

3.2 Animais

Para realizagdo dos experimentos foram utilizados camundongos SWISS
(Mus muscullus), machos (25 — 40 g de peso) e ratos Wistar (Rattus norvergicus),

machos (200 £ 50 g de peso), com aproximadamente 70 dias, provenientes do
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Biotério Central da UFSC, através do Departamento de Bioquimica (BQA), Centro de

Ciéncias Biologicas (CCB).

Os animais foram pesados e divididos em grupos de seis (6) animais e
mantidos em gaiolas plasticas sob condi¢des controladas (ciclo claro-escuro de 12 h,
temperatura 25 + 2°C ~ 60% umidade do ar), recebendo ra¢do comercial e agua ad

libitum para adaptacao.

Este projeto faz parte de um projeto maior aprovado pela Comisséo de Etica
no Uso de Animal (CEUA) da UFSC, aprovado sob o numero de protocolo de
Pesquisa/Ensino 149/CEUA - 23080.009607/2002-88.

3.3 Ensaios Biolbgicos

3.3.1 Atividade antioxidante in vitro

3.3.1.1 Determinagéo da atividade “scavenger” do radical DPPH

A atividade “scavenger” do radical 1,1-difenil-2-picril hidrazina (DPPH) foi
avaliado pela medida da extincdo de sua absor¢cao maxima em 517 nm (MENSOR et
al.,, 2001). O procedimento constitui-se em incubacdo durante 30 minutos a
temperatura ambiente de uma solucdo etandlica de DPPH 3,0 mM com
concentracdes crescentes (5, 10, 25, 50, 125 e 250 pug/mL) de andlogos sintéticos
das acetofenonas. Apds esse periodo foi feita a leitura espectrofotométrica em 517
nm e o percentual “scavenger” do radical DPPH foi calculado em termos de

porcentagem de atividade antioxidante (AA%), conforme férmula abaixo:

AA% = 100 - {[(Abs.amostra - Abs.branco) X 100] / Abs.contr0|e}
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A concentracdo da amostra que necessaria para captar 50% dos radicais
livres DPPH (CEsp) foi calculada por andlise de regressao exponencial e expressa

como média + E.P.M.

3.3.1.2 Formacao e monitoramento da atividade “scavenger” do O,"

O 0," pode ser gerado por distintos sistemas enzimaticos, entre eles a
reacao catalisada pela enzima xantina oxidase (XO) que utiliza a xantina como
substrato, levando a formacado de O," e acido Urico, ou pelo sistema ndo enzimatico
através da reacdo de metassulfato de fenazina com NADH (ROBAK e
GRYGLEWSKI, 1988).

Inicialmente, foi avaliado o efeito das substancias sobre a atividade da
enzima XO. O sistema de incubacéo foi constituido por: tampéo fosfato 0,1 M, pH
7,8; analogos sintéticos da acetofenonas com concentracao crescente (50,125, 250,
500 e 1000 ug/mL); xantina 100 uM e XO 0,04 U/mL. Apés 10 minutos de incubacao
a temperatura ambiente, a reacédo foi interrompida, adicionando-se aos tubos-testes
HClI 0,1 N. A formagdo de acido darico a partir da xantina, foi medida

espectrofotometricamente a 295 nm.

Posteriormente, foi avaliada a capacidade antioxidante dos analogos
sintéticos da acetofenonas de inibir a reducdo o “nitro blue tetrazolium” (NBT) pelo
0,", gerado pela reacao catalisada pela XO. O sistema de incubacéo foi constituido
por: tampado fosfato 0,1 M, pH 7,8; andlogos sintéticos da acetofenonas com
concentracdo crescente (50,125, 250, 500 e 1000 ug/mL); xantina 100 uM; NBT 6
mM e XO 0,04 U/mL. Foi incubada por 10 minutos a temperatura ambiente e a
reacao foi interrompida pela adicdo de HCI 0,1 N, sendo a reducéao da absorbancia
do NBT foi medida em 560 nm (ROBAK e GRYGLEWSKI, 1988).

AA% = 100 - {[(Abs.amostra - Abs.branco) X 100] / Abs.contr0|e}
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Os valores de concentracdo eficaz (CEsp) representam a concentragdo
suficiente da amostra que é necessaria para captar 50% dos O," e foram calculadas

por andlise de regressao exponencial, expressos como média = E.P.M.

3.3.1.3 Formacgédo e monitoramento da atividade “scavenger” do *OH

A formagédo e monitoramento do radical hidroxil foram determinados pelo
método da desoxirribose, de acordo com HALLIWELL e GUTTERIDGE (1981). Este
método baseia-se na oxidacdo da desoxirribose provocada por “OH, produzido pela
reacdo de H,O, com o ferro, levando a formacéo de substancias que reagem com o
acido tiobarbitarico (TBA), monitoradas espectrofotometricamente a 532 nm.

Inicialmente incubou-se por 10 minutos a temperatura ambiente, 25 ulL de
FeCl; 1,2 mM e 100 uL de acido nitrilotriacético (NTA) 1,2 mM, para formacdo de
quelato. Em seguida, foram adicionados 150 uL de tampé&o fosfato de potéassio 80
mM, pH 7,4; 60 puL dos analogos sintéticos de acetofenonas com concentracéo
crescente (10, 100, 500 e 1000 pg/mL); 100 puL de desoxirribose 33,6 mM; agua
deionizada ou destilada e 100 uL de H,0, 16,8 mM, sendo realizada nova incubacao
por 20 minutos a 37 °C. Apoés este periodo, a reacao foi interrompida pela adicdo de
1,0 mL de acido tricloroacético (TCA) 2,8%, seguida de 1,0 mL de TBA 1% em
NaOH 0,05 N. Posteriormente, incubou-se 0 meio de reagdo por 15 minutos a 100
°C e finalizou-se com banho de gelo por 5 minutos. A absorbancia das solucdes foi
medida em 532 nm, contra um branco contendo todos 0s reagentes, menos
desoxirribose. O potencial “scavenger’ do °OH foi calculado em termos de

porcentagem de atividade antioxidante (AA%), conforme a férmula abaixo:
AA% = 100 - {[(Abs.amostra - Abs.branco) X 100] / Abs.contr0|e}

Os resultados foram apresentados em termos de CEsp que representa a
concentracao suficiente da amostra que é necessaria para captar 50% dos ‘OH, e
foram calculadas por analise de regressao exponencial, expressos como meédia +
E.P.M.
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3.3.1.4 Protecao a peroxidacdao lipidica

A protecdo a peroxidacgéo lipidica foi avaliada de acordo com Chen e Tappel
(1996), usando homogenato de figado de ratos. Os animais foram sacrificados e o
figado retirado, lavado com salina 0,9%, pesado e homogeneizado em tamp&o
fosfato de potassio 10 mM, pH 7,0 em KCI 140 mM. O homogenato foi centrifugado a
2000 g e o sobrenadante diluido (1:3) em tampé&o fosfato de potassio 80 mM, pH 7,4.

Posteriormente, foi feita a incubacdo de 100 puL H,O destilada, 125 uL de
tampao fosfato de potassio 80 mM e pH 7,4, 100 uL de peréxido tert-butila, 100 uL
de diferentes concentragfes dos analogos sintéticos de acetofenonas (31,25; 62,5;
125; 250 e 500 pg/mL), e 150 puL do homogenato diluido. Ao controle foi adicionado
100 uL de BHT. A mistura foi incubada a 37 °C, sob condi¢bes aerobicas, com
agitacdo constante de 180 ciclo/min, por 2 horas. Apos a incubacao, foi adicionado
1,0 mL de TCA 2,8%, seguido de 1,0 mL de TBA 1% em NaOH 0,05 N, o sistema de
incubacédo foi aquecido a 100 °C por 15 min e posteriormente, colocado em banho

de gelo por 5 min. A absorbancia das solucdes foi medida em 532 nm.

O potencial de protecdo a lipoperoxidacdo foi calculado em termos de

atividade antioxidante, conforme a férmula abaixo:
AA% = 100 - {[(Abs.amostra - Abs.branco) X 100] / Abs.controle}

Os valores de CEsp representam as concentragbes das amostras que sao
necessérias para prevenir em 50% a peroxidacao lipidica, calculadas por analise de
regressao exponencial e expressos como média + E.P.M..
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3.3.2 Atividade Antioxidante in vivo e indicadores de estresse oxidativo

3.3.2.1 Protocolo experimental

Os camundongos foram divididos em grupos (n = 6), onde: grupo 1 foi
tratado via intraperitoneal (ip) com CCl, (agente estressor) 0,5 mL / 100 g (30% v/v)
em solucdo com 6Gleo de milho; grupo 2 foi pré-tratado via oral durante 7 dias com 0s
analogos sintéticos de acetofenonas e rutina (6,0 mg/kg), no sétimo dia, tratado com
CCL,.

Apoés 24 horas da administracdo do CCl,, 0s animais foram anestesiados
com éter etilico e o sangue foi coletado por puncdo ocular para a avaliacdo
enzimatica da funcdo hepatica. Imediatamente apds a coleta sangiinea, os animais
foram sacrificados por deslocamento cervical e os figados retirados para as

dosagens dos indicadores de estresse oxidativo e defesas antioxidantes.

3.3.2.2 Avaliacédo do dano a membrana celular

3.3.2.2.1 Medida da lipoperoxidacéo pelo TBARS

A avaliacdo da peroxidacéo lipidica endogena foi realizada em triplicata, pela
deteccado dos seus derivados lipoperoxidos, através de substancias que reagem com
0 acido tiobarbitlrico (TBARS), destacando-se o malondialdeido, produzindo uma
base de Shiff de coloracédo rosa (OHKAWA, 1979; BIRD e DRAPER, 1984).

Apos o sacrificio dos camundongos, os figados dos animais foram retirados
e colocados imediatamente no gelo. Uma pequena porcéo foi separada e pesada

para a preparacdo do homogenato, obtido em &cido fosforico 1,1% (1:20 p/v). A
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homogeneizacéao foi realizada a 4 °C, com cerca de 20 impactos em homogenizador

Potter-Elvehjem.

Apoés a homogeneizacéo, 400 uL do homogenato foi misturado a 400 pL da
solucdo (1% TBA / 50 mM NaOH / 0,1 mM BHT) e 0,2 mL de &cido fosforico 7%.
Posteriormente, a amostra foi incubada a 100 °C por 15 min e apds a incubacéo, foi
adicionado 1,5 mL de butanol. Finalmente, os tubos formam agitados vigorosamente
e centrifugados a 2000 g por 5 min. A fase organica foi removida e medida
espectrofotometricamente em 532 e 600 nm. Para o branco foi substituido a solucéao
de TBA por HCI 3,0 mM (HERMES-LIMA e STOREY, 1995).

A concentracdo de TBARS (nmol/g) foi calculada utilizando o coeficiente de

extincdo molar de 156 mM conforme a formula:

[TBARS] = [Amostra (Assz — Asoo) — Branco (Assz — Asoo)] X 1000 x diluigbes / 156.

3.3.2.2.2 Medida da lipoperoxidacdo pelo FOX (oxidacdo do ferro pelo

xilenol laranja)

Os ensaios para avaliar a concentracdo de hidroperoxido lipidico foram
realizados conforme descrito por Hermes-Lima et al. (1995). As amostras de figado
(200 mg) foram pesadas e homogeneizadas em 1,0 mL de metanol gelado (4 °C)
grau HPLC (1:5 g/v). Os homogenatos foram centrifugados a 1000 g por 10 min e os
sobrenadantes foram removidos para o0 ensaio. Entdo, foram misturados os
seguintes reagentes: 250 uL de FeSO, 1 mM, 100 uL de H,SO,4 0,25 M, 100 uL de
xilenol laranja 1 mM, 450 mL da agua e adicionado 60 uL do homogenato, ajustando
o volume final para 1 mL com agua destilada. O branco foi preparado substituindo o
volume de homogenato por agua destilada. As amostras foram incubadas em
temperatura ambiente por 24 horas até que a reagdo estivesse completa. A
absorbancia foi medida em 580 nm. Apds esta leitura foram adicionados 5 pL de
cumeno hidroperéxido 1 mM, aguardou-se por 60 min e a absorbancia foi novamente

medida em 580 nm.
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A concentracdo dos hidroperdoxidos lipidicos (substancias reativas do FOX)
foram expressos em termos de equivalentes de cumeno hidroperéxido por grama de

tecido (CHPE/qQ) através da férmula:

CHPE/g peso do tecido = (AbS.amostra / ADS.5 nmol cp) X 5 nmol CHP x 1000/ V x 6
V = volume do extrato de amostra usado

6 = fator de diluicdo 1:5 g/v.

3.3.2.3 Avaliacédo do dano ao DNA

No intuito de avaliar as substancias aqui pesquisadas poderiam reduzir
possiveis danos ao DNA promovidos pelas EROs utilizou-se o teste do cometa, um
ensaio de genotoxicidade, o qual une técnicas citogenéticas e bioquimicas para
deteccdo de danos ao DNA, inclusive danos oxidativos (HARTMANN e SPEIT 1995;
TUO, 1996.).

O teste COMETA (SINGH et al., 1988), avalia-se a fragmentagdo do DNA
através de eletroforese horizontal e de microscopia de imunofluorescéncia. Este
teste fundamenta-se na eletroforese de células lisadas sob condi¢cbes alcalinas e
embebidas em gel de agarose de baixo ponto de fusdo, sobre laminas de
microscopia (ANDERSON, et al., 1994; KLAUDE et al., 1996). Diluiu-se 20 uL do
sangue periférico dos camundongos em 100 uL de PBS (1:10). A partir desta
diluicdo, coletou-se 10 uL e entdo homogeneizou-se em 70 uL de agarose de baixo
ponto de fusdo (LMPA 0,75%) a 37°C. Transferiu-se este sistema (células/LPMA)
para uma lamina de microsocopia, a qual continha uma pré-camada de agarose de
ponto de fusdo normal (NMPA 1%) obtida previamente por esfregaco. Em seguida,
cobriu-se o referido sistema, com uma laminula de vidro. As laminas foram entéo
acondicionadas a 5°C durante 5 min. A seguir, efetuou-se a retirada das laminulas e
transferiu-se as laminas para cubas apropriadas e envoltas em papel aluminio para o
abrigo da luz, contendo solucdo de lise a 4°C (2,5 mM NacCl, 100 mM EDTA, 1%
Triton X-100, 10% DMSO e 10 mM Tris pH 10). Mergulharam-se, entdo, as laminas

na referida solucdo por, no minimo, 24 h. Apés o periodo de lise das membranas
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celulares e nucleares, as laminas foram mantidas durante 30 min em tampéao
alcalino a 4°C (300 mM NaOH e 1 mM EDTA, pH 13) e o DNA liberado foi entao,
submetido a uma eletroforese horizontal sob voltagem de 25V e corrente elétrica de
280 mA por 20 min. A seguir, as laminas foram lavadas trés vezes em intervalos de
15 min, com solucdo neutralizadora que consite em tampao Tris 0,4 M, pH 7,5.
Finalmente, cada lamina foi corada com brometo de etideo (2 ug/mL) e entéo, fixada
com etanol a 4°C. Efetuou-se a leitura das laminas em microscopia de
imunofluorescéncia (400x) com filtro de excitacdo de 515 nm e filtro de extingao de
560 nm (SINGH et al., 1988).

Para o controle negativo das amostras utilizou-se uma aliquota de sangue
periférico de um camundongo controle, sem tratamento. Para o controle positivo,
utilizou-se 10 pL de sangue periférico de camundongo controle adicionando-se 100
ul de H,O, 1000 uM e incubou-se por 10 min em temperatura ambiente. Para cada
animal analisou-se, aleatoriamente, imagens de 100 células (50 células de cada
lamina, em duplicata), e o tamanho dos cometas (regido nuclear + cauda) foi
classificado visualmente por microscopia. Os cometas de cada animal foram
divididos em classes, de acordo com o tamanho da cauda, variando de cometas sem
cauda (indicativos de auséncia de dano ao DNA e denominados cometas de classe
1) até cometas que apresentaram cauda longa (indicativos de dano maximo ao DNA
e denominados cometas de classe 5). Com o intuito de expressar-se o dano
visualizado nas laminas em valores numeéricos, cada classe recebeu uma pontuacéo,

segundo demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2. Pontuacdo e exemplos de cada classe de cometa visualizada.

Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4 Classe 5
Pontuacao 0 1 2 3 4
Imagem do
cometa

Para cada animal atribuiu-se uma pontuacdo utilizando-se o indice de
unidades arbitrarias, obtido de acordo com o nimero de cometas visualizados em

cada classe, segundo a equacéo abaixo:
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indice de dano ao DNA = (N° de cometas classe 1 x 0) + (N° de cometas
classe 2 x 1) + (N° de cometas classe 3 x 2) + (N° de cometas classe 4 x 3) + (N° de

cometas classe 5 x 4).

Consequentemente, obteve-se uma Unica pontuacdo para cada grupo
estudado. Entdo, o indice de dano de cada grupo variou de O (auséncia de dano) a
400 (presenca de dano maximo). Para todas as amostras, os resultados foram
expressos como média + E.P.M. das unidades arbitrarias de cada grupo
experimental e da quantidade de células por classe de dano.

3.3.2.4 Avaliacado do dano oxidativo a proteinas

O dano oxidativo as proteinas por carbonilacéo foi determinado de acordo
com o método proposto por Levine e Stadtman (1990). Os figados foram
homogeneizados (na diluicdo de 1:10) em 5% de &cido sulfossalicilico gelado e
entdo centrifugados a 15000 g por 5 min. Removeu-se 0s sobrenadantes e foi
adicionado aos precipitados 0,5 mL de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH, 10 mM em 2
M de HCI). As amostras foram mantidas a temperatura ambiente por 1 hora, sendo
vigorosamente agitadas a cada 15 min. Entdo, foram adicionados 500 uL de TCA
20% e os tubos foram agitados e centrifugados por 6 min a 15000 g. Os
sobrenadantes foram descartados e o excesso de DNPH foi removido lavando-se os
precipitados por trés vezes com uma solugcao de etanol: acetato de etila (1:1), e em
seguida agitando-se os tubos e centrifugando por 3 min a 15000 g. Os precipitados
resultantes foram dissolvidos em 1,0 mL de cloreto de guanidina 6 M, submetidos a
agitacdo e incubados por 15 min a 37 °C, para dissolugdo. As absorbancias
maximas no intervalo de 360 — 370 nm foram determinadas e os valores finais das
proteinas carboniladas foram determinados utilizando o coeficiente de extingao
molar de 22 mM. Os brancos foram preparados substituindo-se a DNPH por HCI 2
M.
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3.3.2.5 Conteudo de Glutationa reduzida

Amostras de figado foram precipitadas com TCA 12% nas diluicdes 1:10
(p/v) homogeneizadas com cerca de 20 impactos em homogeneizador Potter-
Elvehjem, seguidos de centrifugacdo a 5000 g durante 5 min. A concentracao de
pequenos tidis foi avaliada imediatamente ap0s a obtencdo dos extratos &cidos
hepaticos (BEUTLER et al.,, 1963). A adicdo de 0,2 mL de DTNB (2,5 mM) nas
cubetas contendo 1,9 mL de tampé&o fosfato de potassio 80 mM pH 8,0 e 0,1 mL do
extrato acido permitiu, apds cerca de 2 min, a obtengcdo maxima de formacao do
anion tiolato (TNB) de cor amarela, mensuravel em 412 nm. As analises foram feitas

em duplicata e os valores expressos em umol g .

3.3.2.6 Atividade da enzima catalase

Para analise da atividade desta enzima, quantificou-se a velocidade de
decomposicdo do peréxido de hidrogénio (H20), em 240 nm, pela enzima presente
na amostra (AEBI, 1984). Para esse ensaio, utilizou-se a solucdo de perdxido de
hidrogénio (10 mM) em tampéo fosfato de potassio (50 mM) pH 7,0 preparada e
titulada no dia da analise. Em uma cubeta de quartzo, foram colocados 2 mL da
solucdo de H,0, e 20 uL de amostra. Apés homogeneizacdo a velocidade de
decomposicdo do H,O, foi medida durante 20 segundos. As amostras foram
analisadas em duplicata, sendo os valores expressos em mmol de H,O, consumido

min™* g™.
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3.3.2.7 Atividade da enzima glutationa S-transferase

As GSTs sao um grupo de enzimas que catalisam a formacéo de tioéteres
pela adicdo de GSH a um grande numero de compostos que contém um carbono
eletrofilico. A atividade da GST foi medida espectrofotometricamente em 340 nm
(HABIG et al.,, 1974). A amostra foi adicionada em um meio contendo 10 uL de
CDNB 0,1 M, 10 puL de GSH 0,1 M e 970 puL de tampéo fosfato 0,1 M pH 7,0, sendo
que na cubeta de referéncia o volume de amostra foi substituido por tampéo. As
andlises foram feitas em duplicatas e os valores da atividade da enzima expressos

em umol de CDNB conjugado min * g .

3.3.3 Marcadores de funcao hepatica

3.3.3.1 Determinacao da atividade da enzima AST

Para determinacdo da atividade desta enzima foi utilizado o método cinético
de tempo fixo e medicédo de tempo final através de um kit comercial para diagndstico
clinico (Labtest Diagndstica S.A.). Pré-incubaram-se 0,25 mL de tampdo 67 mmol/L
pH 7,4 contendo &cido a-cetoglutarico 2 mmol/L, acido L-aspartico 99 mmol/L e
azida sodica 15,4 mmol/l em banho a 37 °C durante 2 min. Apés este periodo, foram
adicionados 0,05 mL de soro e a mistura foi incubada novamente a 37 °C durante
exatamente 60 min. Posteriormente, adicionou-se 0,25 mL do reagente de cor (2,4
dinitrofenilhidrazina 1 mmol/L e &cido cloridrico 1 mol/L), incubou-se a temperatura
ambiente durante 20 min e adicionou-se 0,25 mL de NaOH. As absorbancias foram

determinadas em 505 nm e os valores foram expressos em UI.
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3.3.3.2 Determinacao da atividade da enzima ALT

Para determinacdo desta enzima foi utilizado o método cinético de tempo
fixo e medicdo de ponto final através de um kit comercial para diagndéstico clinico
(Labtest Diagnostica S.A.). Pré-incubaram-se 0,25 mL de tampdo 67 mmol/L pH 7,4
contendo acido a-cetoglutarico 2 mmol/L, acido L-alanina 100 mmol/L e azida sodica
15,4 mmol/l em banho a 37 °C durante 2 min. Apos este periodo, foram adicionados
0,05 mL de soro e a mistura foi incubada novamente a 37 °C durante exatamente 60
min. Posteriormente, adicionou-se 0,25 mL do reagente de cor (2,4
dinitrofenilhidrazina 1 mmol/L e &cido cloridrico 1 mol/L), incubou-se a temperatura
ambiente durante 20 min e adicionou-se 0,25 mL de NaOH. As absorbancias foram

determinadas em 505 nm e os valores foram expressos em UI.

3.3.4 Atividade Hipotrigliceridémica

3.3.4.1 Modelo da hiperlipidemia induzida pela dieta hipercaldrica

3.3.4.1.1 Protocolo experimental

ApoOs o periodo de adaptacéo, os ratos foram divididos em quatro grupos de
6 animais com uma distribuicdo uniforme de peso. Nos animais do grupo 1, foi
induzida a hiperlipidemia de forma crénica, através da administracdo de dieta
hipercaldrica durante um periodo de 30 dias, conforme proposto por ROTHWELL et.
al. (1982) (Tabela 3), enquanto que aos animais do grupo 2 foram administrados 6,0
mg/kg de floroacetofenona (V.O.), paralelamente a dieta hipercalorica. Ao grupo 3 foi
administrado uma dieta normal durante 30 dias e ao grupo 4 foi administrado
simultaneamente floroacetofenona (6,0 mg/kg).
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Apés 15 e 30 dias de tratamento, foi coletado sangue dos animais pela

cavidade ocular.

O soro foi separado por centrifugacdo e aliquotado para

determinacao das concentracdes de triglicerideos.

Tabela 3. Composicdo e cronograma da dieta hipercal6rica, proposta por ROTHWELL,
SVILLE e STOCK (1982).

COMPONENTES
ORDEM DA DIETA PESOS (9) DIAS
Biscoito de 5 g de cada 1°dia
chocolate :
1 ; componente a cada | 2°dia
Suspiros ok o di
dia 3 °dia
Cheetos
Pe-de-moleque 5 g de cada 4° dia
Chocolate :
2 Nt componente a cada |5 °dia
Biscoito de - :
dia 6 ° dia
chocolate
Amendoim 5 g de cada 7 ° dia
3 Baconzitos componente a cada | 8 °dia
Suspiros dia * 9 °dia
Cheetos 5 g de cada 10 °dia
4 Rosquita de leite componente a cada | 11 ° dia
Amendoim dia * 12 ° dia
A_men_dOIm 5 g de cada 13°dia
Biscoito de :
5 componente a cada | 14 °dia
chocolate ) .
. dia * 15 ° dia
Baconzitos
Rosquita de leite 5 g de cada 16 ° dia
6 Baconzitos componente a cada | 17 ° dia
Amendoim dia * 18 ° dia
Bolacha sortida 5 g de cada 19 ° dia
7 Batata frita componente a cada | 20 ° dia
Amendoim dia * 21 ° dia
Chocolate 5g de cada 22 ° dia
8 Queijo componente a cada | 23 ° dia
Pé-de-moleque dia * 24 ° dia
Bolacha sortida 5 g de cada 25 ° dia
9 Pé-de-moleque componente a cada | 26 ° dia
Queijo dia * 27 ° dia
Queijo 5 g de cada 28 ° dia
10 Rosquita de leite componente a cada | 29 ° dia
Bolacha sortida dia * 30 °dia

* Foi acrescido mais 159 de ragdo comercial padronizada para complementacéo da dieta, equivalente

ao periodo de um dia.

Em 15 e 30 dias, foi coletado sangue dos animais para dosagens

bioquimicas.
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3.3.4.1.2 Determinagéo da concentracéo de triglicerideos

Os niveis sanglineos de triglicérides foram determinados pelo método
enzimatico da lipase lipoprotéica (BUCOLO & DAVID, 1973), em triplicata, utilizando
o kit de reagentes para triglicérides (Kit Labtest Diagnéstica S.A.). O método
fundamenta-se nas reacdes do glicerol, que é liberado a partir dos triglicérides, pela
acao da lipase e entdo convertido em glicerol 3-fosfato pela acéo da glicerolquinase.
O glicerol 3-fosfato é oxidado a dihidroxiacetona e perdéxido de hidrogénio, na
presenca da glicerol fosfato oxidase. Ocorre uma reagao de acoplamento entre o
peroxido de hidrogénio e a 4-aminoantipirina pela peroxidase, produzindo

quinoneimina, a qual foi medida na absorbancia de 540 nm.

3.3.4.2 Inibi¢c&o da absorcéo de lipideos

3.3.4.2.1 Protocolo experimental

A inibicAo da absorcéo intestinal de triglicerideo foi avaliada conforme
protocolo experimental proposto por Shimoda (2003).

Os camundongos foram divididos em grupos de 6 animais da seguinte
forma: grupo controle negativo sem tratamento algum; grupo controle tratado com
0,5 mL de azeite de oliva por via oral; grupo pré-tratado com THA ou Gala (6,0
mg/kg), 30 minutos antes da administracdo do azeite de oliva; grupo controle positivo
pré-tratado com Xenical® (Orlistat) 250 mg/kg, 30 minutos antes da administracdo do

azeite de oliva.

Apés este periodo, foi coletado sangue dos animais em 2, 4 e 6 horas apos
a administracdo do 6leo de oliva. Imediatamente apds a coleta sanglinea, o0s

animais foram mortos por deslocamento cervical e os intestinos foram retirados para
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as dosagens da atividade da lipase. O soro foi separado por centrifugacdo e
aliguotado para a realizacdo das analises bioquimicas (triglicerideos e atividade da

lipase).

3.3.4.2.2 Determinacao da concentracdo de triglicérides

Os niveis sanguineos de triglicérides foram determinados conforme método

apresentado no item 3.3.4.1.2.

3.3.4.2.3 Determinacdo da atividade da lipase

A atividade da lipase foi determinada em triplicata pelo método enzimético,
utilizando o kit de reagentes para lipase (Kit In Vitro Diagnostica Ltda.). A lipase
hidrolisa especificamente um tioéster, liberando o tioalcool correspondente e acido
5,5-ditio-bis-2-nitobenzdico em meio tamponado, formando um anion de coloracao
amarela, cuja intensidade de cor € proporcional a concentracdo da enzima, e

apresenta a absorcdo maxima em 412 nm.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas dos dados obtidos foram realizadas através de
andlise de variancia (ANOVA), complementada pelo teste de Tukey-Kramer. Para tal
utilizou-se o software INSTAT (GrahPad, San Diego, CA, USA), admitindo niveis de
significancia de p<0,05; p<0,01 e p<0,001.
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4 RESULTADOS

4.1 Atividade antioxidante in vitro

4.1.1 Determinacao da atividade “scavenger” do radical DPPH

Na Tabela 4 estdo representados os resultados da atividade antioxidante
dos analogos sintéticos da acetofenona e rutina, utilizando o radical livre DPPH.
Observa-se que a atividade antioxidante dos compostos testados aumenta com a
elevacdo da concentracdo dos compostos. Porém, quando calculada a concentracao
eficaz, apenas 3 analogos sintéticos da acetofenona (THA, Gala e 2,6-DHA), além
da rutina, apresentaram atividade antioxidante importante (CEso inferior a 1000
ug/mL). Entretanto, é importante notar que nenhum dos compostos avaliados
apresentaram potencial antioxidante frente ao radical DPPH superior ao da rutina,
um flavonoide de reconhecida atividade antioxidante, utilizado como controle positivo

do ensaio.

Tabela 4. Avaliacdo da atividade antioxidante dos analogos sintéticos da acetofenona e
rutina através da medida da capacidade “scavenger’” do radical DPPH, testadas em
concentragdes crescentes dos compostos (5, 10, 25, 50, 125, 250 pg/mL).

Compostos AA% CEso 1
5 10 25 50 125 250 (ng/mL)
THA 76+08 16,1+1,2 28,1+1,2 40,2+10 60,210 706+0,9 76,35+0,73
Gala sa 27,1+0,3 638+£09 80,7+08 854+09 86,2+09 17,74+ 0,35
2,6-DHA 99+0,7 178%+0,8 28,1+0,8 34,4+04 43,3+0,8 524+0,8 276,59 + 0,45
2- HA 0,+0,1 09+0,2 13+01 24+01 34+03 65+0,8 > 1000
4-MA sa sa sa sa sa sa sa
3,4-DCA 0,2+0,1 05+01 15+0,1 2,710 5,7+x0,1 7,7%+0,3 > 1000
4-AA sa 06+0,1 12+0,2 16%x03 34+06 55+0,7 > 1000
3-NA sa 0,1+00 23+0,2 28%+0,1 32+0,1 3,704 > 1000
4-NA sa sa sa sa sa sa sa
Rutina 32,2+0,8 653+24 892+0,7 100 100 100 7,00 £ 0,61

Todos os valores foram expressos como média + EPM e os ensaios foram realizados em triplicata.
! Os valores da concentracao eficaz (CEs,) foram determinados por regress&o exponencial.

sa - sem atividade antioxidante nas concentracdes testadas.

THA = floroacetofenona; Gala = Galacetofenona; 2,6-DHA = 2,6-Dihidroxiacetofenona; 2- HA
Hidroxiacetofenona; 4-MA = 4-Metoxiacetofenona; 3,4-DCA = 3,4-Dicloroacetofenona; 4-AA
Aminoacetofenona; 3-NA = 3-Nitroacetofenona; 4-NA = 4-Nitroacetofenona.
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4.1.2 Formacédo e monitoramento da atividade “scavenger” do Oy"

4.1.2.1 Avaliacéo da atividade da Xantina Oxidase

Na Tabela 5 estdo apresentados os resultados dos efeitos dos analogos
sintéticos da acetofenona e rutina sobre a atividade enzimatica da XO. Podemos
observar que o THA apresentou um potente efeito inibidor da XO (CEsp inferior a 50
ug/mL) quando comparado a rutina, enquanto que a Gala e 4-MA mostrarm
moderado efeito inibidor (CEsp inferior a 500 ug/mL), e a 3-NA apresentou efeito
semelhante a este flavonoide (CEsp inferior a 1000 pg/mL). A avaliagéo da atividade
da XO frente a exposicdo a um determinado composto é uma medida indireta do

potencial antioxidante deste, uma vez que esta enzima € uma importante fonte

geradora de anions superoxido nos organismos.

Tabela 5. Efeito dos analogos sintéticos da acetofenona e rutina sobre a atividade da
xantina oxidase (XO), testadas em concentracdes crescentes dos compostos (50, 125, 250,
500 e 1000 pg/mL).

Compostos % Inibig&o* (ug(]:/IrEnSOL)2
50 125 250 500 1000

THA 52,0+0,7 59,1+x16 736zx14 970£09 996+1,0 47,00+0,92
Gala 151+19 354+£14 399+1,7 50,0+£0,6 56,2+25 488,52+1,48
2,6-DHA 310+£21 225+46 153x34 11,7+£4,7 8,4+5,3 > 1000

2- HA 216+04 255x16 30517 32,7+05 345x0,8 > 1000
4-MA 292+09 330x11 389+08 57,3+£0,7 68,2+09 397,67 +0,84
3,4-DCA 128+1,3 19,7+0,7 208+06 265+05 279+0,8 > 1000
4-AA 319+08 212+10 169zx1,7 124+£08 3421 > 1000
3-NA 152+11 246+14 269+0,7 34,1+£08 439%x1,2 918,06+0,67
4-NA 61,3+1,2 60,1+x05 575+20 53,7+1,3 534+0,9 > 1000
Rutina 16905 244+£09 306+08 37504 646x10 939,88+0,43

Todos os valores foram expressos como média + EPM e os ensaios foram realizados em triplicata.

'Capacidade de inibir a XO.

’Os valores da concentracao inibitoria (CEsy) foram determinados por regressdo exponencial.

THA = floroacetofenona; Gala = Galacetofenona; 2,6-DHA = 2,6-Dihidroxiacetofenona; 2- HA = 2-
Hidroxiacetofenona; 4-MA = 4-Metoxiacetofenona; 3,4-DCA = 3,4-Dicloroacetofenona; 4-AA = 4-
Aminoacetofenona; 3-NA = 3-Nitroacetofenona; 4-NA = 4-Nitroacetofenona.

Avaliacdo do potencial antioxidante e hipotrigliceridémico de analogos sintéticos da acetofenona



Resultados 38

4.1.2.2 Avaliacao da capacidade “scavenger” do Oy"

Na Tabela 6 estdo representados os resultados da avaliacdo da atividade
antioxidante dos analogos sintéticos da acetofenona e rutina sobre a medida de
“scavenger* do O,", avaliada pela inibicdo da reducdo o “nitro blue tetrazolium”
(NBT). Os dados obtidos demonstraram que a THA foi mais eficiente (CEso inferior a
100 pg/mL) no “scavenger“ do O;" que a prépria rutina (CEsg inferior a 500 pg/mL),
enquanto a Gala, 2-HA, 4-MA e 3,4-DCA, tiveram fraca atividade antioxidante (CEsp
maior que 1000 ug/mL), em comparacdo ao flavondide utilizado como padrédo

antioxidante.

Tabela 6. Avaliacdo da atividade antioxidante dos analogos sintéticos da acetofenona e
rutina através da medida da capacidade “scavenger’ O,", testadas em concentracdes
crescentes dos compostos (50, 125, 250, 500 e 1000 pg/mL).

AA%* CEso

Compostos 2

50 125 250 500 1000 (ng/mL)
THA 66,2+23 708+05 780+£30 925+15 976+20 66,49+2,08
Gala 116+05 15615 184+0,2 19,005 47,0+2.2 > 1000
2,6-DHA sa sa sa sa sa sa
2- HA 177+14 200x06 276+13 295+14 323+24 > 1000
4-MA 120+18 144+13 156+19 172+10 18427 > 1000
3,4-DCA 0,00 15+1,3 22+1,6 58+17 95+2,0 > 1000
4-AA sa sa sa sa sa sa
3-NA sa sa sa sa sa sa
4-NA sa sa sa sa sa sa
Rutina 169+05 244+08 306+08 37504 646+10 358,64+0,83

Todos os valores foram expressos como média + EPM e os ensaios foram realizados em triplicata.

'Reducéo do NBT pelo O,".

’Os valores da concentracao eficaz (CEsy) foram determinados por regress&o exponencial.
sa - sem atividade antioxidante nas concentracdes testadas.
THA = floroacetofenona; Gala = Galacetofenona; 2,6-DHA = 2,6-Dihidroxiacetofenona; 2- HA = 2-
Hidroxiacetofenona; 4-MA = 4-Metoxiacetofenona; 3,4-DCA = 3,4-Dicloroacetofenona; 4-AA = 4-
Aminoacetofenona; 3-NA = 3-Nitroacetofenona; 4-NA = 4-Nitroacetofenona.
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4.1.3 Formacédo e monitoramento da atividade “scavenger” do *OH

A habilidade de scanvenger do ‘OH ou quelacdo do ferro pelos analogos
sintéticos da acetofenona e rutina, foi avaliada usando o ensaio de degradacao da
desoxirribose. A Tabela 7 exibe a atividade antioxidante dos analogos sintéticos da
acetofenona e rutina onde pode observar-se que a THA apresentou forte potencial
antioxidante equivalente ao da rutina (CEso inferiores a 200 ug/mL), enquanto 2,6-
DHA, 2-HA e 3-NA tiveram fraca atividade antioxidante (CEsg inferior a 1000 pg/mL),
e Gala, 4-AA, 4-MA, 3,4-DCA e 4-NA, apresentaram muito fraca atividade (CEsp

superior a 1000 pg/mL) quando comparados ao flavondide padrao.

Tabela 7. Avaliacdo da atividade antioxidante dos analogos sintéticos da acetofenona e
rutina através da medida da capacidade “scavenger” do ‘OH, testadas em concentracdes
crescentes dos compostos (10, 100, 500 e 1000 pg/mL).

Compostos ARY CEso (ng/mL)*
10 100 500 1000

THA 2285+1,61 47,74+0,95 67,69+198 7453+1,28 113,92+1,26
Gala 438+1,18 13,18+1,90 30,63+3,37 49,21+1,41 > 1000
2,6-DHA 15,63+151 27,43+2,64 43,14+1,26 51,58+2,13 886,60+ 1,64
2- HA 28,35+£1,38 29,09+2,23 36,57+0,74 51,84+1,72 964,58 +0,52
4-MA 10,88+1,53 18,81 +2,04 37,38+1,95 40,32+2,15 > 1000
3,4-DCA 926+1,76 1956+1,27 36,67+2,01 41,78+1,99 > 1000
4-AA 10,96 +1,46 11,13+0,92 36,42+0,88 35,01+2,78 > 1000
3-NA 860+1,35 1524+208 37,15+1,78 51,95+2,34 940 + 1,58
4-NA 1,16 +153 9,18+2,48 38,37+2,00 47,76 = 2,27 > 1000
Rutina 27,96 £0,90 46,00+2,22 73,82+2,32 85,05+3,19 143,57+1,86

Todos os valores foram expressos como média + EPM e os ensaios foram realizados em triplicata.
'Os valores da concentracéo eficaz (CEso) foram determinados por regresséo exponencial.

THA = floroacetofenona; Gala = Galacetofenona; 2,6-DHA = 2,6-Dihidroxiacetofenona; 2- HA = 2-
Hidroxiacetofenona; 4-MA = 4-Metoxiacetofenona; 3,4-DCA = 3,4-Dicloroacetofenona; 4-AA = 4-
Aminoacetofenona; 3-NA = 3-Nitroacetofenona; 4-NA = 4-Nitroacetofenona.
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4.1.4 Protecédo a peroxidacéo lipidica

A protecao contra a peroxidacao lipidica induzida por peroxido tert-butila foi
avaliada em homogenato de figado de ratos. A Tabela 8 mostra o efeito protetor dos
analogos sintéticos da acetofenona e rutina onde pode observar-se que a THA
apresentou um forte efeito protetor da lipoperoxidacdo (CEsp = 151,73 = 0,71), maior
que a rutina (CEso = 203,83 + 1,44), enquanto a Gala, 2,6-DHA, 2-HA, 3-NA e 4-NA
tiveram uma fraca atividade antioxidante (CEso superior a 500 pg/mL), quando

comparado ao flavondide padréo.

Tabela 8. Avaliacdo da atividade antioxidante dos analogos sintéticos da acetofenona e
rutina através da medida da protecao a lipoperoxidacdo em homogenato de figado de rato
avaliada em termos de TBARS, testadas em concentracbes crescentes dos compostos
(31,25; 62,5; 125; 250 e 500 pg/mL).

AA% 1

Compostos CEso (ng/mL)
31,25 62,5 125 250 500

THA 29,7+18 369+12 476+03 543+09 557+x14 151,73+0,71
Gala sa 88+18 21,7+45 329+1,7 37824 > 500
2,6-DHA 182+2,7 255+1,2 309+12 3545+1,8 43,7+3,8 > 500
2- HA 17,7+14 20,1+06 276+13 295+14 323%+24 > 500
4-MA sa sa sa sa sa sa
3,4-DCA sa sa sa sa sa sa
4-AA sa sa sa sa sa sa
3-NA sa sa sa 76+x17 135+23 > 500
4-NA sa sa 82+09 133+x18 25521 > 500
Rutina 251+24 358+3,1 455+10 470x1,7 540+1,1 203,83+1,44

Todos os valores foram expressos como média + EPM e os ensaios foram realizados em triplicata.

'Os valores da concentracao eficaz (CEsg) foram determinados por regresséo exponencial.

sa - sem atividade antioxidante nas concentracdes testadas.
THA = floroacetofenona; Gala = Galacetofenona; 2,6-DHA = 2,6-Dihidroxiacetofenona; 2- HA = 2-
Hidroxiacetofenona; 4-MA = 4-Metoxiacetofenona; 3,4-DCA = 3,4-Dicloroacetofenona; 4-AA = 4-
Aminoacetofenona; 3-NA = 3-Nitroacetofenona; 4-NA = 4-Nitroacetofenona.
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4.2 Avaliacao dos indicadores de estresse oxidativo e atividade antioxidante in

Vivo

A partir dos dados obtidos com os ensaios de atividade antioxidante in vitro,
foram selecionados os compostos THA e Gala para realizacdo dos ensaios in vivo e

0s resultados obtidos séo apresentados a seguir.

4.2.1 Avaliacdo do dano a membrana celular

4.2.1.1 Medida da lipoperoxidacédo pelo TBARS

A peroxidacdo lipidica enddgena foi avaliada pela deteccdo dos seus
derivados lipoperoxidos, através de substancias que reagem com o0 acido
tiobarbitirico (TBARS). Confirmando os resultados obtidos com respeito a atividade
antioxidante in vitro, a THA causou uma maior protecao contra a lipoperoxidagéo em
figado de camundongos expostos ao agente estressor CCl,, levando a uma reducéo
de 82,7% enquanto a rutina reduziu em 53,6%. Curiosamente, a Gala que
demonstrou in vitro uma fraca protecdo a lipoperoxidagao, in vivo apresentou uma
protecdo semelhante a THA. Também é importante ressaltar que ndo houve
diferenca estatistica entre o grupo controle negativo e o grupo pré-tratado com THA
(Figura 7), sugerindo um possivel efeito protetor desta acetofenona contra o estresse

oxidativo induzido pelo CCl,.
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Figura 7. indice de peroxidagéo lipidica (TBARS; nmol/g) em figados de camundongos n&o
tratados (controle negativo, CN), tratados com 0,5 mL / 100 g (30% v/v) de CCl, (controle
positivo, CP), pré-tratados com a THA (6,0 mg/kg), pré-tratados com rutina (6,0 mg/kg), pré-
tratados com Gala (6,0 mg/kg) e posteriormente tratados com CCl,. Todos os valores foram
expressos como média + EPM, n = 6. (***) e (**) representam diferencas estatisticas
significativas (p<0,001) e (p<0,01) respectivamente, em relacdo ao CN. (aao) representa
diferencas estatisticas significativas (p<0,001) em relagédo ao CP.

Avaliacdo do potencial antioxidante e hipotrigliceridémico de analogos sintéticos da acetofenona



Resultados 43

4.2.1.2 Medida da lipoperoxidacao pelo FOX (oxidagcdo do ferro pelo

xilenol laranja)

Este ensaio foi utilizado para avaliar especificamente a concentracdo de
hidroperoxido lipidico gerado em situagdo de estresse oxidativo. Diferentemente dos
dados obtidos quando da avaliacdo da concentracéo total de lipoperdxidos (ensaio
do TBARS), houve uma diminuicdo média de ~20% na producdo de hidroperoxido
nos animais pré-tratados com rutina, THA e Gala, quando comparados ao grupo
controle negativo, entretanto ndo houve diferenca estatistica entre os grupos preé-
tratados (Figura 8). Estes dados sugerem que a capacidade de protecdo ao dano de
membrana celular causado pelo CCl,; em termos de hidroperoxidacdo ocorreu
semelhantemente para os trés compostos avaliados. Também né&o foi observado
diferenca estatistica significativa entre os trés pré-tratamentos e o grupo controle
negativo, sugerindo mais uma vez uma protecao ao estresse oxidativo induzido pelo

agente estressor.
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Figura 8. indice de hidroperoxido lipidico (FOX; CHPE/g) em figados de camundongos n&o
tratados (controle negativo, CN), tratados com 0,5 mL / 100 g (30% v/v) de CCl, (controle
positivo, CP), pré-tratados com a THA (6,0 mg/kg), pré-tratados com rutina (6,0 mg/kg), pré-
tratados com Gala (6,0 mg/kg) e posteriormente tratados com CCl,. Todos os valores foram
expressos como média + EPM, n = 6. (***) representam diferencas estatisticas significativas
(p<0,001), em relacdo ao CN. (o) representa diferenca estatistica significativa (p<0,001)
em relagéo ao CP.
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4.2.2 Avaliagcédo do dano ao DNA

Os cometas de cada grupo foram classificados em classes, de acordo com o
tamanho da cauda, variando de cometas sem cauda (com auséncia de dano,
classel) até cometas que apresentaram cauda longa (dano maximo, classe 5). A
Tabela 6 apresenta a porcentagem de cometas em cada classe para cada grupo
analisado. O CN demonstrou uma baixa porcentagem de dano ao DNA, com
cometas principalmente nas classes 1 (75,0%) e 2 (25,0%). Em contraste, o controle
de peroxido de hidrogénio (CH,0;) apresentou a maioria dos cometas nas classes 2
(24,3%), 3 (43,6%) e 4 (15,4%), justificando a escolha do mesmo como um controle
da presenca de dano ao DNA. O CCl, mostrou-se um causador de dano ao DNA, ja
gue os cometas deste grupo classificaram-se principalmente nas classes 2 (75,8%) e
3 (17,2%). Contudo, quando foi feito um pré-tratamento com rutina, THA e Gala os
cometas concentraram-se principalmente nas classes 1 (36,2; 50,0 e 39,8%,
respectivamente) e 2 (56,3; 50,0 e 50,0%, respectivamente). Este resultado
assemelha-se muito as porcentagens encontradas no CN, indicando a protecdo da
rutina, THA e Gala frente a indugéo de dano ao DNA causada pelo CCl,.

Tabela 9. Porcentagem de distribuicdo dos cometas em diferentes classes analisados em
sangue total de camundongos néo tratados (controle negativo, CN), tratados com 0,5 mL /
100 g (30% v/v) de CCl, (controle positivo, CP), pré-tratados com a THA (6,0 mg/kg), pré-
tratados com rutina (6,0 mg/kg), pré-tratados com Gala (6,0 mg/kg) e posteriormente
tratados com CCl,.

Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4 Classe 5

CN 750% 25,0% 0% 0% 0%
CP 70% 758% 17,2% 0% 0%
Rutina] 36,2% 563% 7,5% 0% 0%
THA | 50,0% 50,0 % 0% 0% 0%
Gala | 39.8% 50,0% 65% 25% 1,2%

A quantificacdo do dano ao DNA ap0s 24 horas de tratamento com CCly foi
feita através do indice de dano ao DNA, onde, apds a classificacdo dos cometas,
cada grupo recebeu uma pontuacéao (Figura 9). O CCl, elevou significativamente o
dano ao DNA (120,4%) quando comparado ao CN (p<0,001). Por outro lado, o pré-
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tratamento, tanto com a rutina quanto com a THA, diminuiu o dano oxidativo ao DNA
causado pelo CCls, ndo havendo diferenca estatistica significativa entre estes pré-
tratamentos e o grupo controle normal. Curiosamente, o pré-tratamento com a Gala
ndo foi capaz de proteger o DNA, tendo sido observado uma elevagéao
estatisticamente significativa na fragmentacéo deste acido nucleico (p<0,01), quando
comparado ao grupo controle normal. Portanto, o pré-tratamento com a THA,
diferentemente da Gala, apresentou um resultado surpreendente, jA que se
mostraram pontuacdes iguais ao do CN, sugerindo que o pré-tratamento com a THA

protegeu o DNA de um possivel ataque oxidativo ao DNA (Figura 9).
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Figura 9. Dano ao DNA em sangue total de camundongos néo tratados (controle negativo,
CN), tratados com 0,5 mL / 100 g (30% v/v) de CCl, (controle positivo, CP), pré-tratados com
a THA (6,0 mg/kg), pré-tratados com rutina (6,0 mg/kg), pré-tratados com Gala (6,0 mg/kg) e
posteriormente tratados com CCl,. Todos os valores foram expressos como média £+ EPM, n
= 6. (**) e (**) representam diferencas estatisticas significativas (p<0,001) e (p<0,01)
respectivamente, em relacdo ao CN. (aao) e (oa) representam diferencas estatisticas
significativa (p<0,001) e (p<0,01) respectivamente, em relacédo ao CP.
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4.2.3 Avaliacdo do dano oxidativo a proteinas

Os dados obtidos, conforme pode ser observado na Figura 10,
demonstraram que o tratamento dos animais com CCl, causou uma elevacao de
40,5% na carbonilacdo de proteinas, mas que o pré-tratamento com a THA, Gala ou
rutina foi capaz de bloquear este ataque oxidativo. Confirmando os dados obtidos
com o TBARS e FOX, ndo houve diferenca estatistica significativa entre os trés pré-
tratamentos sugerindo mais uma vez, um potencial protetor contra o0 estresse

oxidativo equivalente para THA, Gala e rutina.
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Figura 10. indice de carbonilacdo de proteinas (nmol/g) em figados de camundongos n&o
tratados (controle negativo, CN), tratados com 0,5 mL / 100 g (30% v/v) de CCl, (controle
positivo, CP), pré-tratados com a THA (6,0 mg/kg), pré-tratados com rutina (6,0 mg/kg), pré-
tratados com Gala (6,0 mg/kg) e posteriormente tratados com CCl,. Todos os valores foram
expressos como média + EPM, n = 6. (***) representa diferenca estatistica significativa
(p<0,001), em relacdo ao CN. (aaa) representa diferenga estatistica significativa (p<0,001)
em relacdo ao CP.
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4.2.4 Avaliagdo da concentracao de glutationa reduzida

Os resultados apresentados na Figura 11 demonstram que o CCL,4 causou
uma forte deplecédo da GSH 65,3% e que esta diminuicdo ndo foi compensada pelo
pré-tratamento com a THA, Gala ou rutina. Os dados obtidos demonstram também
gue ocorreu uma maior deplecéao (p<0,01 e p<0,05) nos grupos pré-tratados com 0s
compostos em estudo, quando comparados a grupo controle positivo tratado

somente com CCL,4, sugerindo um possivel efeito aditivo.
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Figura 11. Concentracdo de GSH hepatica (mM) em figados de camundongos néo tratados
(controle negativo, CN), tratados com 0,5 mL / 100 g (30% v/v) de CCl, (controle positivo,
CP), pré-tratados com a THA (6,0 mg/kg), pré-tratados com rutina (6,0 mg/kg), pré-tratados
com Gala (6,0 mg/kg) e posteriormente tratados com CCl,. Todos os valores foram
expressos como média + EPM, n = 6. (***) representa diferenca estatistica significativa
(p<0,001) em relagdo ao CN. (aaa), (aa) e (a) representam diferencas estatisticas
significativas (p<0,001), (p<0,01) e (p<0,05) respectivamente, em relacdo ao CP.
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4.2.3 Atividade da enzima catalase

Os resultados apresentados na Figura 12 demonstram que o CCL,4 causou
uma pequena elevacao na atividade da CAT, a qual aparentemente, foi revertida
pelo pré-tratamento com a THA, porém nao estatisticamente significativa.
Curiosamente, tanto o pré-tratamento com rutina quanto Gala, elevaram
sensivelmente a atividade da CAT quando comparada ao grupo controle negativo

(p<0,001) e ao grupo controle positivo (p<0,001).
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Figura 12. Atividade da CAT (mmol min™® g*) em figados de camundongos néo tratados
(controle negativo, CN), tratados com 0,5 mL / 100 g (30% v/v) de CCl, (controle positivo,
CP), pré-tratados com a THA (6,0 mg/kg), pré-tratados com rutina (6,0 mg/kg), pré-tratados
com Gala (6,0 mg/kg) e posteriormente tratados com CCl,. Todos os valores foram
expressos como média + EPM, n = 6. (*) representa diferenca estatistica significativa
(p<0,05) em relagcdo ao CN. (aaa) e (o) representam diferencas estatisticas significativas
(p<0,001) e (p<0,05) respectivamente, em relacédo ao CP.
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4.2.4 Atividade da enzima glutationa S-transferase

Os resultados obtidos a respeito da atividade da GST sédo apresentados na
Figura 13. Como se pode observar, diferentemente da CAT, esta enzima nao teve
sua atividade alterada pelo tratamento com o CCL,;, nem mesmo com O pré-
tratamento com a THA. Por outro lado, tanto o pré-tratamento com rutina quanto com
Gala, de forma semelhante a CAT, causaram uma sensivel elevacdo da atividade
enzimatica, quando comparadas ao grupo controle normal (p<0,001), ou quando

comparadas ao grupo controle positivo (p<0,001).
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Figura 13. Atividade da GST (umol min™ g™*) em figados de camundongos néo tratados
(controle negativo, CN), tratados com 0,5 mL / 100 g (30% v/v) de CCl, (controle positivo,
CP), pré-tratados com a THA (6,0 mg/kg), pré-tratados com rutina (6,0 mg/kg), pré-tratados
com Gala (6,0 mg/kg) e posteriormente tratados com CCl,. Todos os valores foram
expressos como média + EPM, n = 6.
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4.3 Marcadores de fungcdo hepética

4.3.1 Determinagéo da atividade da enzima AST

Na Figura 14 sdo apresentados os resultados obtidos com respeito a
atividade enzimatica da AST, onde pode-se observar que o tratamento com CCL4
causou uma elevacao de 265,6% na atividade deste marcador hepatico, quando
comparado com o CN, ndo sendo revertida pelo tratamento com a THA. Ja nos
animais pré-tratados com a rutina e Gala, a elevacdo na atividade da AST foi
significativamente menor (p<0,05 e p<0,01 respectivamente), que aquela observada

nos animais que sofreram exclusivamente o tratamento com CCL,.
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Figura 14. Atividade da AST (Ul) em figados de camundongos ndo tratados (controle
negativo, CN), tratados com 0,5 mL / 100 g (30% v/v) de CCl, (controle positivo, CP), pré-
tratados com a THA (6,0 mg/kg), pré-tratados com rutina (6,0 mg/kg), pré-tratados com Gala
(6,0 mg/kg) e posteriormente tratados com CCl,. Todos os valores foram expressos como
média + EPM, n = 6. (***) representa diferenca estatistica significativa (p<0,001) em relacao
ao CN. (aaa), (ao) e (o) representam diferencas estatisticas significativas (p<0,001),
(p<0,01) e (p<0,05) respectivamente, em relacédo ao CP.
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4.3.2 Determinacao da atividade da enzima ALT

A Figura 15 mostra que, diferentemente da atividade da AST, a atividade da
ALT apresentou elevacdes estatisticamente significativas de 246,0% e 227,0% para
o CP e a THA, respectivamente (p<0,001), quando comparada ao CN.
Curiosamente, quando comparadas ao CP, a rutina e Gala apresentaram uma
diminuicdo significativa na atividade desta enzima, sugerindo um certo efeito

hepatoprotetor para estes compostos.
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Figura 15. Atividade da ALT (Ul) em figados de camundongos nédo tratados (controle
negativo, CN), tratados com 0,5 mL / 100 g (30% v/v) de CCl, (controle positivo, CP), pré-
tratados com a THA (6,0 mg/kg), pré-tratados com rutina (6,0 mg/kg), pré-tratados com Gala
(6,0 mg/kg) e posteriormente tratados com CCl,. Todos os valores foram expressos como
média + EPM, n = 6. (***) e (*) representa diferenca estatistica significativa (p<0,001) e
(p<0,05) respectivamente, em relagdo ao CN. (aaa) representam diferengas estatisticas
significativas (p<0,001) em relacéo ao CP.
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4.4 Atividade Hipotrigliceridémica

4.4.1 Hiperlipidemia induzida pela dieta hipercal6rica

4.4.1.1 Avaliacéo da concentracdo de triglicerideos

Como pode-se observar na Figura 16, as concentracbes séricas de
triglicerideos, encontraram-se significativamente menores, quando tratados com
THA e uma dieta hipercaldrica, tanto apds 15 dias 88,9% quanto em 30 dias 85,2%
guando comparadas ao grupo controle. Da mesma forma, os animais tratados com
THA e uma dieta padréo, também apresentaram uma reducéao significativa (p<0,001)
nos niveis sanguineos de triglicérides, tanto em 15 dias 58,7% quanto 30 dias 61,4%

de tratamento, quando comparados com seus respectivos controles.

300+ Dieta Dieta
| Hipercaldrica | | Normal |

T 115 dias
30 dias

200
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Triglicerideos séricos
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Figura 16. Concentra¢cfes séricas de triglicérides (mg/dL) em ratos apds 15 e 30 dias de
tratamento com uma dieta hipercalérica (grupol), dieta hipercalorica e a THA (6,0 mg/kg,
v.0)(grupo 2), dieta normal (grupo 3), dieta normal e THA (6,0 mg/kg, v.0.)(grupo 4). Todos
os valores foram expressos como média + EPM, n = 6. (o) diferenga estatisticamente
significativa em relagcdo ao grupo 1 (p<0,001). (B) representam diferencas estatisticas
significativas (p<0,001) em relac&o ao grupo 3.
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4.4.2 Inibicdo da absorc¢éo de lipideos

4.4.2.1 Determinacédo da concentracdo de triglicérides

Na Figura 17 sdo apresentados os resultados obtidos com os animais pré-
tratados com azeite de oliva, e posteriormente tratados com os diferentes
compostos. Como pode ser observado, a azeite de oliva causou forte elevacao
120,0% na concentracdo sanguinea de triglicerideos apdés duas horas de sua
administragcdo, e que esta elevacdo pode ser fortemente prevenida pela
administracdo de THA 141,7% e parcialmente prevenida pelo Xenical® e Gala.
Curiosamente, em 4 e 6 horas, 0s niveis de triglicerideos nos animais tratados com a
THA mantiveram-se baixos, mas estaveis, ja a Gala e o Xenical® diminuiram os

niveis deste lipideo.
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Figura 17. Concentracdes séricas de triglicérides (mg/dL) em camundongos tratados com
azeite de oliva (PAO), sem tratamento com azeite de oliva (SAO), pré-tratados com a THA
(6,0 mg/kg, v.0.) (TAO), pré-tratados com Xenical® (250 mg/kg, v.0.) (XAO); pré-tratados
com Gala (6,0 mg/kg, v.0.) (GAO) e tratado com azeite de oliva apds 30 min; determinadas
em 2, 4 e 6 horas ap0s tratamento. Todos os valores foram expressos como média + EPM, n
= 6. (***), (**) e (*) diferenca estatisticamente significativa em relacdo aos camundongos
SAO (p<0,001), (p<0,01) e (p<0,05) respectivamente. (acaa) e (a) representam diferencas
estatisticas significativas (p<0,001) e (p<0,05) respectivamente, em relacdo ao PAO.
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4.4.2.2 Avaliagéo da atividade da lipase intestinal

O dados apresentados na Figura 18 demonstram que a Gala n&o apresentou
efeito inibidor sobre a atividade da lipase intestinal nos diferentes tempos avaliados.
A THA ao contrario, apresentou um efeito inibitdrio sobre a atividade da lipase
intestinal apds 4 e 6 horas de tratamento, sendo que este efeito foi mais acentuado
em 6 horas. E importante notar que o Xenical® apresentou um perfil de inibigéo
enzimatico diferente da THA, uma vez ocorreu uma forte inibi¢cdo ja apos 2 horas, o
qual se manteve estavel até 6 horas de tratamento. Também €& importante ressaltar
gue a THA foi mais efetiva em reduzir a atividade da lipase intestinal apos 6 horas de
tratamento, tempo este em ocorreu a maior ativagéo da lipase intestinal nos animais

tratados somente com o 6leo de oliva.
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Figura 18. Atividade da lipase intestinal (Ul) em camundongos tratados com azeite de oliva
(PAO), sem tratamento com azeite de oliva (SAQ), pré-tratados com a THA (6,0 mg/kg, v.0.)
(TAO), pré-tratados com Xenical® (250 mg/kg, v.0.) (XAO), pré-tratados com Gala (6,0
mg/kg, v.0.) (GAO) e tratado com azeite de oliva apdés 30 min; determinadas em 2, 4 e 6
horas ap6s tratamento. Todos os valores foram expressos como média + EPM, n = 6. (***) e
(**) diferenca estatisticamente significativa em relacdo aos camundongos SAO (p<0,001) e
(p<0,01) respectivamente. (aao) (ao) € (o) representam diferencas estatisticas significativas
(p<0,001), (p<0,01) e (p<0,05) respectivamente, em relagdo ao PAO.
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5 DISCUSSAO

5.1 Atividade antioxidante in vitro

Para o ensaio com o radical livie DPPH, apenas 3 analogos sintéticos da
acetofenona (THA, Gala e 2,6-DHA), aléem da rutina, apresentaram atividade
antioxidante importante (CEsp inferior a 1000 ug/mL). A Gala apresentou o melhor
resultado entre os analogos sintéticos da acetofenona testados, com um CEsy de
17,74 = 0,35 pg/mL, talvez pela posicdo das hidroxilas, uma vez que possui 0
mesmo numero de hidroxilas na estrutura que a THA, esta Ultima apresentando um
CEso de 76,35 + 0,73 ug/mL. Ja a 2,6-DHA, com CEso de 276,59 + 0,45 ug/mL, que
possui duas hidroxilas em sua estrutura, confirma desta forma, que a capacidade de
captacdo de RLs dos compostos fendlicos esta diretamente correlacionada a
capacidade de formacdo de radicais mais estaveis, particularmente compostos
aromaticos contendo hidroxilas (FAUCONNEU et al., 1997). Ja 0os outros compostos
apresentaram uma baixa atividade sobre o radical DPPH, provavelmente devido ao
pequeno numero ou auséncia de hidroxilas, ou diferentes ligantes acoplado a

estrutura basica.

O presente trabalho demonstrou que a capacidade de captar o radical livre
DPPH pela rutina foi maior que a dos analogos da acetofenona testados (Tabela 3).
Dall’Acqua e Innocentil (2004) também utilizaram esta substancia como padrédo para
avaliar a atividade antioxidante de extratos da Chaerophulum hirsutum, obtendo uma
CEso de 7,8 mM, semelhante ao obtido neste trabalho. Apesar de apresentarem
atividade antioxidante menor a da rutina, tanto a Gala quanto a THA apresentaram
importante capacidade de captacdo do radical DPPH, indicando serem estas
acetofenonas promissores candidatos ao aprofundamento dos estudos de atividade
antioxidante. A capacidade de captura do DPPH pela THA também foi avaliada por
Mathiesen, Malterud e Sund (1997), que verificaram que esta substancia, em

concentracdes de 118 uM e 470 uM, foi capaz de capturar o radical DPPH, apoés 1
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min de incubacédo (aproximadamente 8 e 13% respectivamente). Quando o tempo de
incubacédo foi maior (15 min), esta percentagem aumentou para aproximadamente
27 e 40%, respectivamente, indicando que a capacidade de captura do DPPH pela
THA é dependente do tempo de incubacédo e da concentracgao.

A relacdo entre a estrutura quimica e a atividade dos compostos fenodlicos
estd diretamente correlacionada a capacidade de formacdo de radicais mais
estaveis, e sugerindo que compostos aromaticos contendo hidroxilas, especialmente
aqueles na posicao orto-hidréxil no anel, comportam-se como excelentes captadores
de radicais (FAUCONNEU et al., 1997; GALATO et al., 2001), como ja foi observado
com a THA (MATHIESEN, MALTERUD e SUND, 1997). Segundo alguns autores, a
capacidade de captacdo de radicais livres esta relacionada ao numero de hidroxilas
livres no anel aromatico dos compostos fendlicos, sendo que a forte atividade
antioxidante dos mesmos esta relacionada ao sistema de substituicdo das hidroxilas
nas posi¢cdes orto e para, enquanto que as hidroxilas em posicdo meta possuem
uma fraca atividade (GALATO et al., 2001; SROKA e CISOWSKI, 2003).

A capacidade antioxidante dos compostos analogos sintéticos da
acetofenona e da rutina em seqlestrar o O," gerado pelo sistema enzimatico
xantina/xantina oxidase foram avaliadas neste trabalho. Inicialmente foi avaliada a
atividade dos compostos sobre a inibicdo da enzima que catalisa a formacao de O™
e acido urico. A THA causou a maior inibicdo enzimatica entre 0s compostos
testados, sugerindo desta forma que, pelo menos de forma indireta, este composto
tem importante atividade antioxidante, jA& que a xantina oxidase in vivo € um dos
importantes sistemas geradores de anions superéxido no figado. A Gala e 4-MA
apresentaram um efeito inibidor moderado, ja a 3-NA apresentou efeito semelhante

a rutina, utilizada como padrao.

Dados semelhantes aos nossos foram obtidos por Schuldt et al. (2004), que
avaliaram o potencial antioxidante dos compostos fendlicos constituintes de extrato e
fracOes das folhas da Cuphea carthagenensis sobre a enzima xantina oxidase, onde
todas as amostras avaliadas inibiram a atividade da enzima. Os autores observaram

também que suas amostras inibiram a reducdo do NBT pelo O,", sugerindo que
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diversos flavondides e compostos fendlicos sdo considerados antioxidantes, ndo
somente pela capacidade de capturar RLs, mas também por inibir a enzima xantina
oxidase (COS et al., 1998).

Posteriormente, foi avaliada a capacidade antioxidante dos analogos
sintéticos da acetofenona e rutina de bloquear a reducao do NBT pelo O,", gerado
na reacao catalisada pela XO. A THA também aqui, apresentou a melhor atividade
antioxidante entre os compostos testados, enquanto a Gala apresentou moderado
potencial antioxidante, 2-HA, 4-MA e 3,4-DCA tiveram fraca atividade antioxidante
em comparacao a rutina. Segundo Tanaka, Nishikawa e Ishimaru (2003), a atividade
“scavenger” do O," para os compostos fendlicos cresce de acordo com o nimero de
hidroxilas fenodlicas na molécula. Assim, nossos resultados confirmam dados
existentes na literatura que sugerem que a forte atividade antioxidante dos
compostos fendlicos esta relacionada ao sistema de substituicdo das hidroxilas nas
posicdes orto e para, enquanto que as hidroxilas em posicdo meta possuem uma
fraca atividade, caso da Gala e rutina (SROKA e CISOWSKI, 2003). Entretanto,
segundo outros autores, apesar do numero de hidroxilas ligadas ao anel aromatico e
suas posicdes ser provavelmente, o fator mais importante com respeito a atividade
antioxidante, ndo seria 0 Unico fator responsavel por esta atividade (SROKA e
CISOWSKI, 2003).

O radical hidroxil ("OH) é a espécie mais reativa encontrada em meios
biolégicos, reagindo no proéprio sitio onde foi gerado, sendo responsaveis por grande
parte dos danos celulares provenientes das EROs, causando quebras nas fitas do
DNA, lipoperoxidacdo e também oxidagéo protéica (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
1999). Para determinar se 0os compostos andlogos sintéticos da acetofenona e a
rutina poderiam de alguma forma afetar a formacéo ou efeito deste radical, utilizou-
se um método de geracdo de ‘OH que se baseia na oxidacdo da desoxirribose
provocada por ‘OH, produzido pela reagdo de H,O, com o ferro. Todos os
compostos testados apresentam importante atividade antioxidante neste sistema,
pois foram capazes de inibir a degradacao da desoxirribose de maneira dependente
da concentragcdo. A THA apresentou forte potencial antioxidante, equivalente ao da

rutina, enquanto 2,6-DHA, 2-HA e 3-NA tiveram fraca atividade antioxidante, e Gala,
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4-AA, 4-MA, 3,4-DCA e 4-NA apresentaram muito fraca atividade quando
comparados ao flavondide padréo. Estes resultados estdo de acordo com Czinner et
al. (2000), pois verificaram que compostos fendlicos provenientes de extratos da
Helichrysum arenarium, ricos em quercetina e derivados, entre eles a rutina,
possuem a capacidade de capturar o radical "OH. Robak e Gryglewski (1988)
também verificaram que alguns flavondides, entre eles quercetina, mirecetina e

rutina, sdo bastante eficazes em sequestrar o *“OH.

A protecao a peroxidacao lipidica foi testada usando homogenato de figado
de ratos como substrato-alvo (CHEN e TEPPEAL, 1996), onde a peroxidacéo foi
induzida por peroxido t-butila. A THA apresentou um forte efeito protetor da
lipoperoxidacao (CEsp = 151,73 £ 0,71 ug/mL), maior que a rutina (CEsp = 203,83 £
1,44 pg/mL). Nas mesmas condi¢cdes experimentais a Gala, 2,6-DHA, 2-HA, 3-NA e
4-NA tiveram uma fraca atividade protetora da peroxidacdo (CEso superior a 500
ug/mL), quando comparadas ao flavonoide padrdo. Nossos resultados vao ao
encontro de relatos na literatura, onde se observou efeito protetor de compostos
fendlicos, como flavondides, por serem doadores de hidrogénio, correspondendo ao
principal mecanismo de acdo dos antioxidantes (SESTILI et al., 2002; NARDI et al.,
2003; SHULDT et al., 2004). Aherne e O’Brien (2000) verificaram a capacidade da
rutina em proteger a quebra da simples fita do DNA induzida por peréxido de tert-

butila.

Em resumo, a analise da atividade antioxidante in vitro dos analogos
sintéticos da acetofenona, com exce¢do do ensaio com o DPPH, revelou que a
atividade antioxidante da THA foi sempre melhor que a da rutina (considerada como
referéncia) e dos outros compostos testados. A THA mostrou efeito “scavenger”,
tanto para O," quanto "OH, o que poderia explicar sua elevada protecdao contra
lipoperoxidacdo. E esta atividade possivelmente estaria relacionada a presenca de

hidroxilas fendlicas na posicao orto e para.
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5.2 Atividade antioxidante in vivo

O tetracloreto do carbono é um hidrocarboneto halogenado, muito utilizado
em processos de sintese organica de compostos clorados, particularmente
compostos aromaticos halogenados e também na industria de lavagem a seco,
sendo um agente quimico altamente toxico (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999),
causando principalmente danos hepaticos e renais. A exposicédo a CCl, pode resultar
no desenvolvimento de tumor e cirrose hepaticos, além de necrose tubular aguda no
rim (JUNNILA, 2000; OZTURK et al., 2003).

Os efeitos toxicos de CCl, no figado ja foram extensivamente documentados
na literatura (OHTA et al.,, 2000). Sua ativacdo metabdlica pelo citocromo P450
geram RLs, isso é, o triclorometano e os radicais peroxil do triclorometano, é
utilizada para caracterizar a peroxidacao de lipidios e a oxida¢ao de proteinas, o que
geralmente sdo responsaveis pela hepatotoxicidade deste composto (OZTURK et
al., 2003). Algumas investigacbes sugerem que os efeitos nefrotoxicos do CCl,
também estdo associados a producdo de RLs (SHEWEITA, ABD EL-GABAR e
BASTAWY, 2001; OZTURK et al., 2003).

O mecanismo pelo qual o CCls induz a hepatotoxicidade € considerado
geralmente resultante da ativacdo de CCl, através do sistema microsomal do
cltocromo P450 no reticulo endoplasmatico dos hepatécitos, em que o radical
triclorometil ("CCls) e o radical altamente reativo do peroxi-triclorometil ((O,CCl3) sédo
as formas iniciadoras da peroxidacao lipidica do reticulo endoplasmatico no estagio
avancado de toxicidade do CCl, (RECKNAGEL et al., 1989). Entretanto, alguns
autores também atribuem a hepatotoxicidade a formacdo aumentada de ‘OH na
auséncia da CAT (WANG et al., 1998).

No presente trabalho, o CCl, foi utilizado para induzir a peroxidacgéo lipidica
endogena inicialmente avaliada em termos de deteccéo dos derivados lipoperoxidos,
através de substancias que reagem com o &cido tiobarbitarico (TBARS). Como

demonstrado claramente na Figura 7, CCl, induz a lipoperoxidagdo, uma vez que

Avaliacdo do potencial antioxidante e hipotrigliceridémico de analogos sintéticos da acetofenona



Discussao 60

houve um aumento significativo da concentracdo de TBARS (606,0%) neste grupo.
Observou-se que a rutina, THA e Gala foram capazes de reverter este indice de
lipoperoxidacdo hepatica causada pelo CCls, sugerindo que estes compostos
possivelmente conferiram uma protecdo a membrana celular contra o ataque
oxidativo das EROs, considerando o0s presentes resultados obtidos
experimentalmente in vitro e também por relatos existentes na literatura estes
compostos teriam atividade antioxidantes. Com respeito a rutina, Gao et al. (2003)
utilizando ensaios semelhantes observaram que, em homogenato de figado, este
flavondide inibiu significativamente a lipoperoxidacao induzida por radical alquil. No
presente trabalho, a THA apresentou uma protecdo contra a lipoperoxidacao total
melhor que a prépria rutina, e também confirmou os dados obtidos com o estudo in
vitro, demostrando um efeito protetor sobre a peroxidacao lipidica in vivo, ainda néo
relatado na literatura. Ja a Gala apresentou uma protecdo semelhante a da rutina.
Curiosamente, a Gala ndo havia apresentado importante protecdo ao TBARS in vitro
conforme ja citado anteriormente. Poder-se-ia especular que talvez tenha havido um
problema de solubilidade deste composto quando da incubacdo com os sistemas
geradores de RLs, pois no ensaio com o DPPH este composto apresentou o melhor
potencial “scavenger”. E importante ressaltar que no ensaio com o DPPH todos os
compostos foram diretamente solubilizados em etanol, ao passo que nos outros

ensaios a Gala foi solubilizada em uma solugéo etanol e agua destilada (1:1).

Além da avaliacdo da lipoperoxidacdo pelo TBARS, que quantifica a
lipoperoxidacdo de forma geral, também procurou-se medir a concentracdo de
hidroperoxido lipidico pelo ensaio com xilenol laranja (FOX reativo com
hidroperoxido lipidico), conforme descrito por Hermes-Lima et al. (1995). Nesta
avaliacdo, a rutina apresentou a melhor protecao contra a hidroperoxidacéao (Figura
8), e curiosamente, THA e Gala apresentaram capacidades de protecdo a
hidroperoxidagédo semelhantes, ao contrario do que vinha sendo observado nos
outros ensaios com TBARS in vitro e in vivo. RLs atacam a membrana e convertem
acidos graxos poliinsaturados em hidroperéxidos lipidicos e estes, por sua vez,
tendem a migrar para fora do meio hidrofébico da membrana, causando o
rompimento desta. A geracao de hidroperoxido em membrana biolégicas aumenta a
passagem de ions para 0 meio extracelular além de causar danos as proteinas

trans-membranas, tais como receptores e enzimas (WARD e PETERS, 1995).
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Para confirmar a hipétese de que o CCl,, além de causar importante dano
por peroxidacdo lipidica, também seria capaz de induzir um dano oxidativo
significativo ao DNA, foi utilizado o ensaio Cometa. Este método é sensivel e rapido
para a deteccdo de quebras de fitas simples e duplas de DNA em células
eucariodticas individuais e possivelmente, pode ser usado para detectar dano ao DNA
em qualquer célula eucaridtica (TICE, 1995; ROJAS, LOPEZ e VALVERDE, 1999).
Os resultados obtidos comprovaram esta hip6tese, demonstrando a capacidade do
CCl, de induzir um dano oxidativo consideravel (120,4%) ao DNA (Figura 9). Dados
ja existentes na literatura demonstram que o CCl; induz uma fragmentacao
importante 24 horas apos sua administracdo (NATH, LI e RANDERATH, 1990).

A rutina utilizada como composto referéncia capaz de proteger o DNA do
ataque oxidativo dos RLs do CCl, causou uma diminuicdo do dano a este acido
nucléico de 35,3% (Figura 9). Em trabalho semelhante utilizando peroxido tert-butila
como agente estressor, Aherne e O’Brien (2000) observaram que a rutina também
foi capaz de proteger a quebra da fita simples do DNA. Calabro et al. (2005) também
observaram uma diminuicéo significativa do dano ao DNA com a utilizagdo da rutina
como antioxidante, porém uma complexacédo desta com ciclodextrina aumentou seu
efeito citoprotetor. Segundo Yamaguchi et al. (2005), os flavondides possuem
importante atividade como agentes antioxidantes por mecanismos de “scavenger” de
RLs com formacdo de pequenos radicais fenoxil reativos dos flavonoides. Os
mesmos autores relataram que, em termos de potencial citoprotetor, a quercetina
teria maior atividade de protecdo a dano ao DNA, seguido da rutina que também

apresentou elevada eficiéncia.

Ja a THA também foi capaz de reduzir significativamente (54,6%) o dano ao
DNA causado pelo CCl,, ndo havendo diferenca estatistica significativa entre estes
pré-tratamentos e o grupo controle normal, mostrando um efeito protetor sobre o
DNA de hepatécitos ainda néo relatado na literatura. Por outro lado, a Gala néo foi
capaz de proteger o DNA, tendo sido observada uma elevagédo estatisticamente
significativa em 76,0% na fragmentacdo deste acido nucleico (p<0,01) quando
comparada ao grupo controle normal. Estes resultados sugerem que a protecao ao

DNA gerada pela THA poderia ser devida a protecdo da membrana lipidica,
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reforcando os dados anteriormente apresentados a respeito da protecdo contra a

peroxidacao lipidica e hidroperoxidacéo, e consequentemente, protegendo o DNA.

A oxidagdo catalisada por metais tem sido identificada como uma
modificacdo covalente a proteinas que pode ser importante em muitos processos
fisiologicos e patoldgicos. A introducdo de grupos carbonil em residuos de
aminodacidos destas proteinas € um marcador desta modificacdo oxidativa (LEVINE,
1990; LEVINE, 2002). Dados existentes na literatura sugerem que o CCl, induz a
carbonilacdo as proteinas dos hepatdcitos dos camundongos (SHEWEITA, ABD EL-
GABAR e BASTAWY, 2001). Os resultados obtidos no presente trabalho
demonstraram que o CCl, causou uma elevacdo de 40,5% na carbonilagcdo de
proteinas, e, tanto a rutina quanto a THA e Gala, causaram uma protecao
semelhante sobre o dano oxidativo a proteina (Figura 10). Estes resultados sdo
extremamente importantes, pois demonstram que estes compostos tém um
importante efeito citoprotetor contra o ataque oxidativo do CCl, a proteinas, evitando
a carbonilacdo destas, e também reforcando os dados anteriormente apresentados a
respeito da protecdo contra a peroxidacao lipidica (LPO e HPO) e ao dano ao DNA.

Segundo Ahamed et al. (2000), o CCl, pode induzir hipertrofia hepatica,
necrose dos hepatdcitos e acumulo de triacilglicerol, diminuindo o conteudo de GSH,
aumentando a lipoperoxidagdo, danificando a membrana, deprimindo a sintese de

proteinas e a atividade de varias enzimas.

Com relacéo as defesas antioxidantes, o CCl, demonstrou causar uma forte
deplecdo de GSH total hepatica de 65,3% nos animais expostos (Figura 11), o que
provavelmente, provocou dano a proteina e lipoperoxidacdo no grupo controle
positivo. Nota-se que a concentragdo da GSH dos grupos tratados com rutina, THA e
Gala, também apresentaram uma deplecéao, talvez pela toxicidade inerente ao CCly,
porém o0s 3 compostos possivelmente estariam atuando de forma semelhante a
GSH, que é usada tanto como substrato da GPx, para a converséao do H,O, em H0,
quanto na neutralizacdo direta de EROSs, pois conseguiram reverter os danos
oxidativos (TBARS, fragmentacédo do DNA, carbonilacdo de proteinas), mesmo com

concentracdes baixas deste tiol.
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No estudo de Ozturk et al. (2002), o CCl, induziu dano renal e provocou um
amento significante da atividade da SOD e CAT. Confirmando estes dados, os
resultados obtidos no presente trabalho (Figura 12) demonstraram que o CClL4
causou uma pequena elevagao estatisticamente significativa (p<0,05) na atividade
da CAT. Curiosamente, o pré-tratamento com rutina elevou sensivelmente a
atividade da CAT quando comparada ao grupo controle positivo (p<0,001)
diferentemente dos dados obtidos por Gao et al. (2003), onde foi relatado que a
atividade da CAT em figado de ratos tratados pela rutina sofreu um decréscimo
significativo. Ja a elevacdo da atividade enzimatica que o CCl; provocou,
aparentemente foi revertida pelo pré-tratamento com a THA, porém nao
estatisticamente significativa. Curiosamente, o pré-tratamento com a Gala elevou
sensivelmente a atividade da CAT (138,3%) quando comparada ao grupo controle

negativo e ao grupo controle positivo.

A GST e a GSH desempenham importante papel na destoxificacdo de
muitos xenobidticos (Sheweita, El-Gabar e Bastawy, 2001), pois a GST é a enzima
responsavel por catalisar a reacdo da GSH com o metabdlito reativo. Segundo
Sheweita, EI-Gabar e Bastawy (2001), o CCl, induziu o dano ao figado, inibindo a
atividade da GST em aproximadamente 30,0%, quando comparado com o controle.
Entretanto Sotelo-Félix et al. (2002) relataram que o CCl, ndo modificou a atividade
da GST em camundongos expostos ao agente. Portanto, semelhantemente ao
presente trabalho (Figura 13), a enzima ndo teve sua atividade alterada pelo
tratamento com o CCls. Por outro lado, o pré-tratamento com rutina, de forma
semelhante ao ocorrido com CAT, causou uma sensivel elevagdo (112,6%) da
atividade da GST. Hirose et al. (1999) também relataram que a rutina aumentou a
atividade da GST, entretanto de forma menos intensa, de 29,0% na atividade da
enzima. Ja o pré-tratamento com THA nédo alterou a atividade da GST, ao contrario

da Gala, que causou uma sensivel elevacdo da GST (96,6%), como ocorreu na CAT.

Como o CCl4 € um agente hepatotoxico, Nishida et al. (1998) e Gyamgi et al.
(1999) analisaram a atividade das transaminases 12 e 24 horas ap0s a sua
administracdo, e observaram aumentos da atividade AST e ALT séricas associadas

ao dano hepatocelular. Confirmando estas observagdes, no presente trabalho o
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tratamento com CCl, causou uma elevacdo de 365,6% na atividade da AST, o qual
nao foi revertido pelo tratamento com a THA. No entanto, a rutina e a Gala causaram
uma elevagao significativamente menor da atividade desta enzima, sugerindo um
efeito hepatoprotetor. Da mesma forma, a atividade enzimatica da ALT apresentou
elevacOes estatisticamente significativas (346,0% e 327,0%) nos animais tratados
com CCl, e também nos pré-tratados com THA e posteriormente CCl,.
Curiosamente, quando comparados ao grupo tratado exclusivamente com CCly, a
rutina e Gala apresentaram uma diminui¢ao significativa na atividade desta enzima,
sugerindo novamente um certo efeito hepatoprotetor para estes compostos. Janbaz
et al. (2002) demonstraram que a rutina exerce protecdo contra danos hepaticos
causados por CCl,;, onde o0s animais pré-tratados com a rutina preveniram a

elevacao dos niveis sangliineos das transaminases induzidas por CCl,.

Em resumo, quanto a atividade antioxidante in vivo, a rutina, THA e Gala,
apresentaram importante atividade de protecao tecidual contra o ataque oxidativo do
CCl4, comprovado pelos ensaios de TBARS, FOX, dano ao DNA, oxidacao protéica,
deplecdo da GSH e elevacédo das atividades da CAT, GST, AST e ALT (exceto para

o tratamento com THA).

5.3 Atividade hipotrigliceridémica

Conforme discutido anteriormente, os analogos sintéticos da acetofenona,
particularmente a THA e Gala, apresentaram importante potencial antioxidante, tanto
in vitro quanto in vivo e, portanto, pareceu pertinente investigar um possivel potencial
hipolipemiante destes compostos. Em estudo anterior realizado em nosso laboratério
(OLIVEIRA, 2001), foi observado que a THA apresentou efeito hipocolesterolémico
em ratos com dieta hipercaldrica, entretanto, o efeito hipotrigliceridémico ndo fora
explorado. No modelo da inducédo de hiperlipemia através da dieta hipercaldrica,
promoveu-se um aumento da oferta de substratos e horménios, como a insulina, que

induzem a ativacdo das vias biossintéticas, processo que a longo prazo gera um
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modelo crénico de hiperlipemia. O aumento dos niveis de insulina causa a inibi¢ao
da mobilizacdo de &cidos graxos do tecido adiposo, aumentando a lipogénese e a
sintese de acil-glicerol, através da inibicdo de horménios ativadores da atividade da
lipase e, desta forma, elevam fortemente os niveis de triblicerideos circulantes e
teciduais (MURRAY, GRANNES e MAYS, 2000).

As elevadas concentracdes de triglicérides circulantes podem, além de inibir
a lipolise tecidual, contribuir para a formacdo de particulas densas e pequenas de
lipoproteinas LDL, devido ao aumento da transferéncia de colesterol esterificado da
VLDL para esta lipoproteina, o que a torna mais susceptivel aos processos
oxidativos que antecipam a doenca aterosclerética, ja que dificulta o processo de
reconhecimento celular. Do mesmo modo, o aumento da transferéncia de colesterol
esterificado para as lipoproteinas HDL pode contribuir para a reducdo das
concentracbes seéricas de colesterol da HDL, freqientemente associada a
hipertrigliceridemia (DURRINGTON, 1998).

A respeito da inibicAo da hipertrigliceridemia induzida pela dieta
hipercalorica, as concentracfes seéricas de triglicerideos foram significativamente
menores nos animais tratados com THA, tanto apos 15 dias quanto em 30 dias de
tratamento, quando comparados ao grupo controle (Figura 16). Da mesma forma os
animais tratados com THA e uma dieta padrdo também apresentaram uma
diminuicao significativa (p<0,001) nos niveis sangilineos de triglicérides tanto em 15

dias quanto em 30 dias de tratamento.

Piyachaturawat et al. (2000), em uma prévia investigacdo da atividade
hipocolesterolemica do composto THA e anélogos hidroxilados, mostrou que a THA
apresentou um efetivo aumento da secrecdo do &acido biliar e diminuicdo do
colesterol. De acordo com estes investigadores, a THA em doses biologicamente
ativas, possui baixa toxicidade, sendo um efetivo agente hipocolesterolémico em
hamsters com dieta indutora de hipercolesterolemia. Nesse mesmo estudo verificou-
se que a THA, na dose de 400 umol/kg administrada duas vezes ao dia por 7 dias,
diminuiu os niveis de colesterol e triglicerideo plasmatico em 52,0% e 25,0%,

respectivamente, sendo a resposta dependente da dose, bem como do tempo de
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administracdo da substancia. No presente estudo, como pode ser observado na, as
concentracbes séricas de triglicerideos diminuiram significativamente com a
administracdo de THA (Figura 16) - apos 15 dias (88,9%) e 30 dias (85,2%),
verificando-se que o decréscimo dos niveis de triglicerideos foi dependente da dose
de THA administrada como também do tempo de tratamento, confirmando os
resultados obtidos por Piyachaturawat et al. (2002).

Alguns estudos tém demonstrado que niveis elevados de lipoproteinas ricas
em triglicérides sao fortes preditores independentes de progresséo de aterosclerose
e da ocorréncia de eventos isquémicos. Tomados em conjunto, esses estudos
mostram que as lipoproteinas ricas em triglicérides, particularmente as particulas
pequenas de VLDL e IDL, estdo mais intimamente relacionadas a progressao de
doencas cardiovasculares do que a LDL, tradicionalmente considerada a
lipoproteina mais aterogénica (FRUCHART e DURIEZ, 2002). Portanto, o potencial
redutor sobre as concentracfes séricas de triglicérides apresentado pelas THA
desperta especial interesse, uma vez que as particulas de lipoproteinas ricas em
triglicérides, em especial a VLDL, ndo somente atravessam a parede intima das
artérias, como também podem ser retidas na parede arterial por um longo periodo,
causando efeitos similares a LDL oxidada (DURRINGTON, 1998).

Um aumento na sintese de acidos graxos e, conseqientemente, de
triacilglicerol, proporciona uma elevacao da secrecdo da lipoproteina VLDL, sendo
que os acidos graxos utilizados na sintese dos trialciglicerdis podem ser derivados
de dois processos, através do aumento da disponibilizacdo de acetil-CoA, ou de
grandes concentracfes de acidos graxos livres na circulagdo. No entanto, a primeira
situagdo é predominante quando temos um maior estimulo da sintese de acidos
graxos e pequenos niveis circulantes, processo este que ocorre na dieta
hipercaldrica, provocado pelo aumento dos niveis hormonais de insulina que
estimulam a sintese e esterificacdo dos acidos graxos, inibindo a sua oxidacdo e a
atividade de enzimas lipoliticas (DURRINGTON, 1998). Além deste fato, altas
concentracdes de triglicérides nas VLDLs contribuem, como ja foi mencionado, na
formacdo de lipoproteinas LDL, e uma similar diminuicdo das concentracdes de

colesterol na lipoproteina HDL, ambos relacionados com o aumento da transferéncia
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de colesterol esterificado para estas lipoproteinas (SLATER, PARAFIORITI e
TORTORA et al., 2002).

Dentre as varias condutas terapéuticas indicadas para o tratamento da
hiperlipidemia, encontra-se a restricdo dietética. Contudo, se a limitagdo dietética
ndo gerar uma diminuicdo adequada da concentracdo de colesterol e/ou
triglicerideos, a administracdo de farmacos com atividade hipolipemiante faz-se
necesséria, associada ao regime de restricdo dietética, uma vez que a terapéutica
hipolipemiante reduz o ritmo de progressao da doenca aterosclerética e, em alguns
casos, induz a regressao das lesdes ja existentes (SCHIEFFER e DREXLER, 2003;
UESHIMA et al., 2004). Como elevados niveis de triglicerideos estdo associados a
condi¢cdes patogénicas que aceleram a aterosclerose, além de existirem evidéncias
de que a hipertrigliceridemia € um fator de risco, independente para doencas
coronarianas devido a efeito aterogénico direto das lipoproteinas ricas em
triglicerideos (SCHIAVO et al., 2003), os inibidores de absorcédo de triglicerideos
podem ser uma estratégia bastante promissora na prevencdo da aterosclerose
(UESHIMA et al., 2004).

E importante ressaltar que os dados obtidos no presente estudo
demonstraram que a THA causou uma forte reducdo na absorcéo de triglicerideos
(Figura 17) ja nas 2 horas apO6s o tratamento com azeite de oliva, sendo
parcialmente prevenida pelo Orlistat e Gala, sugerindo, desta forma, que a THA tem
um efeito direto e imediato na absorcédo de lipideos. E importante observar que os
dados obtidos neste trabalho sugerem que a THA teria, pelo menos inicialmente, um
melhor efeito inibidor da absorcdo intestinal de lipideos que o proprio Orlistat
utilizado como controle positivo do experimento.

O Orlistat comercialmente conhecido como Xenical® um inibidor das lipases
lipoprotéica, hepatica e pancreatica, entretanto, quando administrado por via oral, 0s
efeitos deste s&o restringidos ao intervalo gastrointestinal (McNEELY e BENFIELD,
1998). Devido ao fato deste farmaco causar a inibicdo de lipase gastrointestinal, o
que conduz a uma reducdo da absorcédo da gordura, o Orlistat esta sendo utilizado
no tratamento da obesidade (BALLINGER e PEIKIN, 2002). Em pacientes com
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hiperlipidemia, o Orlistat demonstrou reduzir a concentracdo de triglicerideos no
plasma (REITSMA et al., 1994). Conseqlentemente, o Orlistat pode reduzir a
progressédo de lesdo aterosclerotica, em consequéncia da diminuigédo de triglicerideo,
através da inibicdo da absorcao de gordura (UESHIMA et al., 2004). Portanto, este
farmaco poderia ser um agente efetivo ha moderacdo da obesidade relativamente
morbida, especialmente quando utilizado em conjunto com dietas apropriadas,

modificacdo de hébitos alimentares e exercicios fisicos (HSIEH et al., 2004).

A lipase é uma enzima que, em mamiferos superiores, degrada o0s
triacilgliceraois, liberando acidos graxos e glicerol, e apresenta grande relevancia
clinica, principalmente em relacédo a arteriosclerose e a hiperlipidemia, uma vez que
alguns produtos de sua atuacdo — acidos graxos livres e diacilgliceréis — tém papel
crucial na regulagdo e no metabolismo celular (KOBLITZ et al., 2004). Alguns
compostos flavondides tém sido investigados a respeito da propriedade de

diminuicdo da concentracdo sangtinea de lipideos (LIMA et al., 1999).

E importante notar que a THA, apesar de reduzir fortemente os niveis
sanguineos de triglicerideos, aparentemente nao teve efeito sobre a lipase 2 horas
apos administracdo do azeite de oliva, ao contrario do Orlistat, 0 que sugere que a
THA possa ter outro efeito sobre a absorcéo intestinal, que néo relacionado a lipase.
Entretanto, ap0s 6 horas da administracdo do azeite de oliva, a THA teve forte efeito
inibidor sobre esta enzima, atividade maior inclusive que o Orlistat. Curiosamente,
em nosso modelo experimental foi exatamente no tempo de 6 horas que a lipase foi
mais ativa no grupo controle tratado somente com o azeite, sugerindo que a THA
possa ser um potente inibidor tardio de lipase. Portanto, a THA possivelmente
apresenta pelo menos dois mecanismos de acdo sobre absorcdo de lipideo, um
inespecifico (as 2 horas) e outro sobre a atividade da lipase (as 6 horas),

temporariamente distintos.

Em resumo, conforme discutido anteriormente, podemos afirmar que os
analogos sintéticos da acetofenona testados, particularmente a THA e Gala,
possuem importante atividade antioxidante, tanto in vitro, uma vez que apresentou

capacidade de sequestrar RLs (DPPH, O, e °OH), quanto in vivo pois foram
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capazes de reverter os danos oxidativo induzido pelo CCl,. Adicionalmente, a THA
apresentou importante atividade hipotrigliceridémica, cujo mecanismo de acao
possivelmente esteja associado a inibicdo de lipideos devido a inibicdo da atividade
da lipase intestinal, além de um efeito anti-absortivo inespecifico. Finalmente, pelas
caracteristicas anteriormente citadas, podemos dizer que a THA poderia constituir-se
em molécula protétipo para o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas
para o tratamento de doencas vasculares obstrutivas, uma vez que mostrou

importante potencial antioxidante in vitro e in vivo, além de acé&o hipotrigliceridémica.
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6 CONCLUSOES

Os dados obtidos com o presente trabalho permite concluir que:

1. Os andalogos sintéticos da acetofenona, particularmente a THA e Gala,
apresentara importante atividade antioxidante in vitro, pois foram capazes de
causar o “scavenger” de radicais DPPH, hidroxil e anion superéxido, bem
como protecdo contra a lipoperoxidacdo, em concentracdes muitas vezes

menor ou similar a rutina, um reconhecido agente antioxidante;

2. A THA e Gala apresentaram importante atividade antioxidante in vivo, uma
vez que foram capazes de bloquear o estresse oxidativo induzido pelo CCly,
comprovados pelos ensaios de TBARS, FOX, dano ao DNA, oxidacéo
protéica, diminuicdo da GSH e elevacdo da CAT, GST, AST e ALT (exceto
para o tratamento com THA);

3. Aparentemente, a atividade antioxidante tanto in vitro quanto in vivo esta

associada ao numero de hidroxilas fendlicas e disposicdo em posicao orto;

hY

4. A THA apresentou importante atividade na inibicdo a hipertrigliceridemia
induzida pela dieta, uma vez que as concentragdes séricas de triglicerideos,
foram significativamente menores nos animais tratados com THA, tanto em

animais com uma dieta hipercaldrica, quanto em dieta normal;

5. A THA mostrou-se um potente agente inibidor da absorcao de triglicerideos,

em animais tratados com azeite de oliva;

6. A THA aparentemente n&o teve efeito inibidor da atividade intestinal da
lipase, sendo, porém, mais efetiva quando comparado ao Orlistat, um

inibidor especifico desta estearase;
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7. Finalmente, pelas caracteristicas antioxidante e hipotrigliceridémica da THA
constatada no presente trabalho e por dados existentes na literatura, que
conferem atividade hipocolesterolémica a THA, indicam que este analogo da
acetofenona poderia constituir-se numa molécula protétipo para pesquisa de
desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas no tratamento da

aterosclerose e outras doencas vasculares.
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7 PERSPECTIVAS

AplOs a realizacdo deste trabalho, ficam algumas propostas a serem

eventualmente desenvolvidas posteriormente:

e Complementar a avaliacdo do efeito antioxidante da THA em modelos de
estresse oxidativo, através da determinacdo das enzimas antioxidantes SOD,
GPx, GR, G6PDH e dos Tiois (GT e GSSG);

e Avaliar o potencial da THA em coelhos aterogénicos, com o objetivo de
confirmar o efeito protetor deste composto, tanto no ponto de vista do
estresse oxidativo quanto da atividade hipolipemiante;

e Avaliar o possivel efeito antiobesidade da THA (ganho de peso, niveis de
triglicerideos circulantes, concentracdo da leptina, etc.) em animais, uma vez

gue esta acetofenona apresentou uma forte atividade hipotrigliceridémica,;

e Avaliar modificacbes estruturais nas acetofenonas que possam favorecer uma
melhoria no efeito hipolipemiante, particularmente aqueles associados a

elevacgéo dos niveis de HDL concomitantemente com a redugéo da VLDL.
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