UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS FiSICAS E MATEMATICAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM QUIMICA

Lucas Brandalise Menezes

Efeito de compostos de coordenacio de Cu'l, Fe'' e Mn!! na regulacio da homeostase
redox em diferentes modelos de estresse oxidativo

Florianopolis — SC
2023



Lucas Brandalise Menezes

Efeito de compostos de coordenacio de Cu'l, Fe'"! e Mn'! na regula¢io da homeostase
redox em diferentes modelos de estresse oxidativo

Tese submetida ao Programa de Pos-
Graduacdo em Quimica da Universidade
Federal de Santa Catarina como requisito
final para obtencdo do Titulo de Doutor em
Quimica

Orientadora:  Profa. Dra.  Christiane
Fernandes Horn

Coorientadora: Profa. Dra. Alexandra
Latini

Florianodpolis — SC

2023



Lucas Brandalise Menezes

Efeito de compostos de coordenac¢io de Cu'l, Fe'"' e Mn'' na regulacgio da

homeostase redox em diferentes modelos de estresse oxidativo

O presente Trabalho em nivel de doutorado foi avaliado e aprovado por banca

examinadora composta pelos seguintes membros:

Profa. Dra. Carla Inés Tasca
Universidade Federal de Santa Catarina

Prof. Dr. Julio Santos Rebougas
Universidade Federal da Paraiba

Profa. Dra. Regina de Sordi
Universidade Federal de Santa Catarina

Certificamos que esta ¢ a versdo original e final do trabalho de conclusdo que foi
julgado adequado para obtencao do titulo de Doutor em Quimica.

Documento assinado digitalmente

Daniel Lazaro Gallindo Borges

Data: 26/02/2024 11:51:38-0300

CPF: *"*.794.969-""

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Documento assinado digitalmente

CHRISTIANE FERNANDES HORN

Data: 26/02/2024 12:14:30-0300

CPF: ***.485.509-*"

Verifique as assinaturas em https://w.ufsc.br

Profa. Dra. Christiane Fernandes Horn — Orientadora

Universidade Federal de Santa Catarina

Documenteo assinado digitalmente

Alexandra Susana Latini

Data: 26/02/2024 11:52:45-0300

CPF: ***.626.950-**

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Profa. Dra. Alexandra Latini — Coorientadora

Universidade Federal de Santa Catarina



Agradecimentos

Primeiramente, gostaria de agradecer aos meus pais € minha irma, cujo amor,
apoio incondicional e incentivo foram a for¢a motriz por tras de cada passo dado nesse
caminho. Sem vocés, nada disso seria possivel.

A minha orientadora, Christiane Fernandes, ¢ a minha coorientadora,
Alexandra Latini, duas notaveis pesquisadoras e mulheres inspiradoras. Suas
orientacdes, expertises € comprometimentos foram fardis que guiaram cada etapa desta
pesquisa. Aprendi ndo apenas sobre ciéncia, mas também sobre resiliéncia e
determinagao.

Aos colegas de laboratorio, Ana, André, Bruna, Eduardo, Felipe, lago, Monica,
Renne e Samuel, que ao longo do tempo se transformaram em amigos valiosos. As
trocas de experiéncias, colaboragdes e amizades foram essenciais para o enriquecimento
deste trabalho. Um agradecimento especial a Bruna pela amizade e companheirismo.

As equipes dos laboratérios LABOX e LabCare, e seus coordenadores Prof.
Alexandra Latini e Daniel Fernandes, pela disponibilidade de recursos, infraestrutura e
suporte técnico indispensaveis para a realizacdo dos estudos in vitro, ex vivo e in vivo.
Agradecimentos especiais aos colegas de laboratorio Gianni Mancini (LABOX) e
Gabrieli Delfrati (LabCare).

Ao Prof. Adolfo Horn Junior, do Departamento de Quimica-UFSC, pela
realizacdo dos estudos de EPR, discussao dos resultados e pela parceria estabelecida.

Ao Prof. Marcos Dias Pereira, do de Departamento de Bioquimica da UFRJ
pelo estudo bioquimico empregando leveduras e pela parceria estabelecida.

Ao técnico Nilton Cézar Pereira, do Departamento de Quimica- UFSC pelo
auxilio na realizacgao das andlises de IV e EPR, pela disponibilidade e eficiéncia.

As Professoras Carla Inés Tasca e Regina de Sordi e ao Professor Julio Santos
Reboucas pela participagdo como membros avaliadores dessa tese.

Por fim, ndo posso deixar de agradecer a CAPES que tornou possivel a
realizacdo deste trabalho. O suporte financeiro foi vital para a conducio das pesquisas e
para o alcance dos resultados aqui apresentados.

A todos, o meu mais profundo agradecimento. Cada um de vocés teve um

papel crucial nessa jornada, e sou imensamente grato por isso.



Resumo

As Espécies Reativas (ERs) sdo primariamente geradas na mitocondria durante a
fosforilagdo oxidativa. Elas desempenham uma série de fungdes essenciais quando
presentes em concentragdes apropriadas, como a sinalizagcdo redox e a modulacao do
sistema imunolégico. No entanto, em excesso, estdo associadas ao fenomeno conhecido
como estresse oxidativo, o qual est4 relacionado ao desenvolvimento de varias doengas.
As metaloenzimas tém um papel crucial na manuten¢ao da homeostase redox, regulando
os niveis de ERs nos organismos. Exemplos de metaloenzimas incluem a Catalase
(CAT) e a Superdxido Dismutase (SOD), que tém uma enorme relevancia para os seres
humanos. Dessa forma, compostos de coordenagio contendo Cu', Fe" ¢ Mn', com o
ligante  1-bispiridina-2-ilmetilamina-3-cloropropan-2-ol  (hpclnol),  considerados
miméticos da CAT e SOD, foram utilizados em diferentes modelos in vitro, ex vivo e in
vivo, de estresse oxidativo, para avaliar o impacto desses compostos nesses sistemas.
Interacgdes diretas entre os compostos de coordenagdo da série hp e as ERs (perdxido de
hidrogénio, anion radical superdxido e radical hidroxila) foram detectadas e
investigadas pelas técnicas de ressondncia paramagnética eletronica (EPR) e
espectroscopia eletronica, revelando a formagao de espécies como superdxidocobre(]),
superoxido-cobre(Il), espécie de valéncia-mista Fe''"Fe!! e uma espécie de alta valéncia
Mn'-oxo-Mn'". Os compostos inibiram a geragdo de ERs em modelos in vitro de
estresse oxidativo, induzidos por rotenona e LPS, sendo a ordem de inibi¢cdo observada
neste estudo: FeHP > MnHP > EUK-8 > CuHP. Além disso, esses compostos
aumentaram a sobrevivéncia da levedura S. cerevisiae, submetida ao estresse causado
pelo radical hidroxil (reacdo de Fenton), seguindo a ordem EUK-8 > série hp.
Empregando-se modelo ex vivo de estresse oxidativo, utilizando-se preparagdes de
figado de camundongos swisss expostos ao radical hidroxil, os danos oxidativos foram
atenuados, e os valores de ICso calculados sugerem a ordem de atividade antioxidante:
CuHP > FeHP > MnHP >> EUK-8. A prevencdo da disfungcdo mitocondrial induzida
por rotenona foi avaliada por meio da técnica de respirometria de alta resolugao (HRR).
Todos os compostos preveniram a disfun¢do mitocondrial de forma semelhante,
aumentando o consumo maximo de oxigénio. O composto FeHP foi o mais efetivo na
inibicao da progressao do edema de pata, (induzido por carragenina), em camundongos,

seguido pelos compostos MnHP e EUK-8.



Abstract

Reactive Species (RS) are primarily generated in the mitochondria during oxidative
phosphorylation. They play a series of essential roles when present in appropriate
concentrations, such as redox signaling and modulation of the immune system.
However, in excess, they are associated with the phenomenon known as oxidative
stress, which is related to the development of various diseases. Metalloenzymes play a
crucial role in maintaining redox homeostasis by regulating RS levels in organisms.
Examples of metalloenzymes include Catalase (CAT) and Superoxide Dismutase
(SOD), which are highly relevant to humans. Thus, coordination compounds containing
Cu", Fe", and Mn", with the ligand bispyridine-2-ylmethylamine-3-chloropropan-2-ol
(hpclnol), considered mimetics of CAT and SOD, were used in different in vitro, ex
vivo, and in vivo models of oxidative stress to assess the impact of these compounds on
these systems. Direct interaction between the coordination compounds of the hp series
and RS (hydrogen peroxide, superoxide radical anion, and hydroxyl radical) was
detected and investigated by electron paramagnetic resonance (EPR) and electronic
spectroscopy techniques, revealing the formation of species such as copper(I)
superoxide, copper(Il) superoxide, mixed-valence Fe'"Fe!! species, and a high-valence
Mn'"V-oxo-Mn'" species. The compounds inhibited the generation of RS in in vitro
models of oxidative stress induced by rotenone and LPS, with the observed inhibition
order in this study being: FeHP > MnHP > EUK-8 > CuHP. Furthermore, these
compounds increased the survival of S. cerevisiae yeast subjected to hydroxyl radical-
induced stress (Fenton reaction), following the order EUK-8 > hp series. Employing an
ex vivo model of oxidative stress using preparations of Swiss mouse liver exposed to the
hydroxyl radical, oxidative damage was attenuated, and the calculated ICso values
suggest the order of antioxidant activity: CuHP > FeHP > MnHP >> EUK-8. Prevention
of rotenone-induced mitochondrial dysfunction was assessed using the high-resolution
respirometry (HRR) technique. All compounds prevented mitochondrial dysfunction in
a similar way by increasing maximum oxygen consumption. The compound FeHP was
the most effective in inhibiting the progression of paw edema (induced by carrageenan)

in mice, followed by the compounds MnHP and EUK-8.
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1. INTRODUCAO

O termo "espécies reativas" (ERs) refere-se a um grupo de moléculas, ions ou
espécies radicais (moléculas que possuem elétrons desemparelhados) com elétrons em
seu orbital molecular de maior energia (HOMO, do inglés High Occupied Molecular
Orbit) em um estado de alta energia, tornando-se assim altamente instaveis e reativas.!*
O anion radical superoxido (O:"), peréxido de hidrogénio (H2O»), radical hidroxil
("OH), éxido nitrico (NO), peroxido nitrito (ONOQ"), sdo exemplos dessas espécies.>?

Os diagramas de orbital molecular das ERs O2", H202, ‘OH e NO estao apresentados na

/S S T R

0;* 0,> NO ‘OH
Figura 1. Representacdo esquematica dos diagramas de orbital molecular, considerando
as interagdes covalentes entre os orbitais atdmicos 2p, para as moléculas diatdmicas O™
, H,O2, "OH e NO. Em vermelho, estdo destacados os elétrons nos orbitais HOMO.>

As ERs sdo geradas no organismo em quantidades limitadas e sdo necessarios
para manter a homeostase celular, para a transdugdo de sinais, expressdo génica,
ativacdo de receptores, reconhecimento de patdégenos, garantindo a viabilidade celular,
proliferacdo, migragdo, diferenciagdo.®’ Assim, as ERs atuam como moléculas de
sinalizagdo por meio de alteragdes redox reversiveis em enzimas que controlam
processos celulares, como a S-nitrosilagio da caspase-3, que controla a apoptose.>’

De modo geral, a cadeia respiratdria mitocondrial € uma das principais fontes
de ERs celulares.!” As mitocondrias sdo organelas celulares que, entre suas variadas
fungdes, sao responsaveis pela producao de energia por meio da fosforilacdo oxidativa.
A sintese de adenosina trifosfato (ATP; a principal molécula carreadora da energia
quimica utilizada nas mais diversas reagcdes que ocorrem nas células) produz ERs
durante o metabolismo normal do oxigénio.!! Durante esse processo, os elétrons sio
carreados pela cadeia transportadora de elétrons, localizadas na membrana interna das

mitocondriais, até o oxigénio molecular, que atua como receptor final de elétrons,
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levando a formacdo de 4gua metabolica (02 + 4e” + 4H" — 2H,0).'%!* Entretanto, uma
pequena parte desse oxigénio molecular ¢ reduzido de forma incompleta formando ERs,
principalmente 0 Oz (02 + 1e — 02™) € 0 H20, (02 + 2H" + 2¢” — H20»), as quais sdo
necessarias para fungdes fisioldgicas, como sinalizagao celular, defesa contra patogenos,
cicatrizacdo de feridas, dentre muitas outras funcdes.'*!3

Para controlar o nivel de ERs geradas nesse processo, as mitocondrias possuem
sistema antioxidante que converte essas espécies em moléculas menos reativas.! No
entanto, conforme envelhecemos, a eficacia do sistema antioxidante diminui, levando ao
acimulo de ERs e danos em biomoléculas de forma progressiva. Isso leva a uma menor
eficiéncia na producdo de ATP, disfun¢do mitocondrial e inflamacdo cronica, os quais

contribuem para o desenvolvimento de doencas promovidas pelo estresse oxidativo. !7-

20
O emprego de antioxidantes como moduladores do estresse oxidativo tem sido
extensivamente investigado.?!> Antioxidantes sdo entidades quimicas que podem
receber ou doar prdotons e/ou elétrons para ERs, transformando-as em moléculas menos
reativas. Nesse sentido, os antioxidantes surgem como agentes promissores na
modula¢do da homeostase redox, minimizando o estresse oxidativo e seus efeitos
danosos.?*?® Pode-se citar como exemplo as metaloenzimas catalase (CAT) e
superoxido dismutase (SOD), que atuam na defesa antioxidante celular frente ao
estresse oxidativo e por converter as ERs H>O> e 02" em moléculas menos reativas.”

Compostos de coordenagdo (compostos que contém uma fragdo organica
denominada base de Lewis, coordenada a um centro metalico denominado como acido
de Lewis) miméticos funcionais as enzimas antioxidantes endégenas, como a SOD*’ ¢ a
CAT?!, tém se mostrado promissores no campo das terapias destinadas a modular o
estresse oxidativo. Uma das vantagens mais significativas desses compostos consiste na
capacidade de se regenerar apds interagir com as ERs.’?3% Essa caracteristica permite
que tais compostos atuem de maneira catalitica, mesmo quando administrados em doses
mais baixas, o que ¢ altamente desejavel do ponto de vista terapéutico, devido a
diminuic¢ao dos potenciais efeitos adversos.

Os compostos de coordenagio de Cu', Fe' e Mn'" contendo o ligante 1-
bispiridina-2-ilmetilamina-3-cloropropan-2-ol (hpclnol ou hp), representados na Figura
2 sdo miméticos funcionais as enzimas SOD e CAT.** Esses compostos apresentam
atividades cataliticas intrinsecas que permitem a remocao do excesso de ERs, como O>™

e H202.%3¢ Além disso, esses compostos aumentaram a expectativa de vida de células
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de Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) submetidas ao envelhecimento
l6gico.’” P - fei j Itado d ao d de ER
cronolédgico.”’ Presume-se que esse efeito seja resultado da remogao do excesso de ERs
gerado durante o processo de envelhecimento, aliviando as reagdes do ciclo redox
. 37 .
intracelular.”’ Esse estudo demonstrou, portanto, o potencial desses compostos no
combate ao estresse oxidativo, empregando-se o modelo de envelhecimento
cronoldgico. No entanto, investigagdes relacionadas a fun¢do mitocondrial ndo foram
possiveis, uma vez que as células de S. cerevisiae foram estudadas na fase fermentativa,

na qual as mitocondrias estdo metabolicamente inativas (em estado de dorméncia).>*

N"""Cl
OH

hpclnol CuHP MnHP FeHP

Figura 2. Estrutura do ligante hpclnol € dos respectivos compostos de coordenagdo de Cu'l, Fe'l e
Ml 34.38.39

Apesar dos avangos significativos nos estudos sobre a atividade antioxidante da
série hp,***7*" h4 ainda questdes a serem investigadas, visando esclarecer o modo de
interagdo desses compostos de coordenagdo com as ERs. Além disso, ¢ essencial
compreender melhor a relagdo desses compostos com a funcdo mitocondrial e
determinar se os efeitos bioldgicos observados serdo mantidos em modelos in vivo de
estresse oxidativo. Essas investigacOes adicionais contribuirdo para um entendimento
mais abrangente do potencial terapéutico dos compostos da série hp e sua viabilidade
como agentes antioxidantes em contextos fisioldgicos mais complexos.

Nesse sentido, a estratégia desse trabalho baseou-se na execugdo de estudos in
vitro empregando-se células da linhagem astroglial C6, estudos ex vivo empregando-se
preparacdes de figado de camundongo swiss e estudos in vivo em camundongo swiss,
empregando-se compostos de coordenacdo ja investigados pelo nosso grupo de
pesquisa.

Diante do exposto, a hipdtese desse trabalho ¢ que os compostos da série hp
conseguem garantir a homeostase redox em sistemas biologicos submetidos a condi¢des

de estresse oxidativo e inflamacdo. Esses efeitos podem estar atrelados a interagdo dos
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compostos da série hp com as ERs geradas nesses modelos, impactando positivamente

na homeostase do metabolismo redox desses sistemas e na fun¢ao mitocondrial.



21

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Estresse oxidativo, danos oxidativos as biomoléculas e doencas relacionadas

O estresse oxidativo, entendido como "uma perturbacdo no equilibrio pro-
oxidante - antioxidante em favor do primeiro", foi redefinido como uma "interrup¢ao na
sinalizagdo redox e no controle e/ou dano molecular"*'~**. Assim, o estresse oxidativo é
uma condi¢ao em que ha o aumento excessivo de ERs, corroborado por uma defesa
antioxidante insuficiente, levando a diversas alteracdes estruturais e funcionais em
biomoléculas. Entretanto, esse conceito evoluiu desde a sua defini¢ao inicial em 1985.
Atualmente, o estresse oxidativo pode ser caracterizado pela sua intensidade como
estresse oxidativo fisiologico (eustresse) ou estresse oxidativo toxico, alterando
biomoléculas (distresse): uma baixa exposi¢ao de células e organismos ¢ necessaria para
a sinalizacdo redox, direcionada a alvos especificos, enquanto uma exposi¢do elevada
resulta na interrup¢do da sinalizagdo redox e/ou deterioragdo, atingindo alvos ndo
especificos.*4¢

O acumulo de danos em biomoléculas ¢ resultante de uma variedade de
processos, os quais podem ser de origem tanto externa quanto interna ao organismo.*’
Em geral, esses danos advém de reagdes de oxidacdo que afetam as biomoléculas,
comprometendo-lhes a integridade estrutural e funcional. Dentre essas reagdes, destaca-
se a peroxidagdo lipidica (LPO, do inglés “Lipid Peroxidation™), responsavel pela
formagio de peroxolipidios.**>* A peroxidagio de lipidios segue uma progressio em
trés fases distintas (iniciacdo, propagagdo e terminacdo), conforme esquematizado na
Figura 3, sendo intermediada pela formacao de radicais capazes de alterar a estrutura e

funcio das membranas celulares e dos receptores a elas associados.’!-*2

\/\/\(MO

Iniciagio Propagacio Terminagdo OH
HNE
R R R R
N
. 00 MDA
PUFA RL LP MO
ACR

Figura 3. Representagio dos processos da peroxidagdo lipidica. Na figura, PUFA = Acidos Graxos Poli-
Insaturados; RL = lipidio radicalar; LP = peroxilipidio; HNE - 4-hidroxinonenal; MDA = malondialdeido,
ACR = acrilamida.™
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Os danos oxidativos oriundos da superproducdo de ERs estdo intimamente
relacionados ao desenvolvimento de diversas doengas. Além disso, o estresse oxidativo
pode desencadear e perpetuar a inflamagio cronica.>**> Quantidades moderadas de ERs
promovem sinaliza¢do de estresse e contribuem para mutacdes, favorecendo assim o
desenvolvimento do cancer.’® A producio de ERs mitocondriais ativa a sinalizagio
redox celular ligada as respostas proliferativas. A ativacdo de fatores de transcrigdo,
como os HIFs (fator induzivel pela hipdxia), pode promover a tumorigénese. Foi
constatado que o DNA mitocondrial pode ser prejudicado por ERs, e as mutagdes
resultantes foram encontradas regulando o fenétipo tumorigénico.”’” ERs também estdo
envolvidas na isquemia cronica e na lesdo de reperfusdo isquémica (IRI), uma
caracteristica importante de doencgas cardiovasculares como acidente vascular cerebral,
infarto do miocardio e doenca arterial periférica.’®%* Durante a lesdo de reperfusdo
isquémica, o desacoplamento da oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) devido ao
aumento do estresse oxidativo e a hipoxia resulta na formac¢do de ERs em vez de NO,
sendo este Uultimo um mediador da vasodilatagdo, dotado de propriedades
antiproliferativas em condi¢des fisiologicas. Portanto, a menor disponibilidade de NO e
o aumento das quantidades de O2” e ONOO™ resultam em danos celulares e
comprometem a fungdo vascular.%~¢

A ocorréncia de estresse oxidativo na doenca de Alzheimer (DA) e seu papel
na neurodegenera¢do sdo amplamente documentados. A DA € caracterizada por
depositos extracelulares de beta-amiloides (nas placas neuriticas) e emaranhados
neurofibrilares intracelulares (filamentos helicoidais emparelhados). Além disso, a
hiperfosforilagdo da proteina Tau também ¢é uma caracteristica distintiva da DA.%® O
mau funcionamento mitocondrial resulta em elevados niveis de ERs, contribuindo para
a formagdo de agregados da proteina Tau. O 4-hidroxinonenal, produto reconhecido da
LPO, pode induzir alteracdes na conformacdo da proteina Tau, favorecendo a
ocorréncia de emaranhados neurofibrilares, o que sustenta o envolvimento do estresse
oxidativo induzido por B-amiloide na patogénese do Alzheimer.®”-%® Foi sugerido que o
estresse oxidativo também desempenha um papel fundamental na doenga de
Parkinson.%®’® Embora os mecanismos que subjazem a fisiopatologia da doenca de
Parkinson nao estejam completamente elucidados, uma série de estudos relatam que a
inflamacdo e o estresse oxidativo desempenham papéis criticos na degeneracdo de

1

neurdnios dopaminérgicos.”! A investigacgio do papel do estresse oxidativo na

neurotoxicidade dopaminérgica revela que deficiéncias no complexo proteico I da
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cadeia respiratoria sdo responsaveis pela degeneragdo neuronal. A presenca de
neurotoxinas, inseticidas, pesticidas e dopamina, bem como mutagdes genéticas em
proteinas associadas a doenga de Parkinson, contribuem para a disfungdo mitocondrial,
anterior a ocorréncia de ERs.”” A inibi¢do do complexo proteico I abrange o aumento do
estresse oxidativo e a diminui¢do da sintese de ATP, o que leva ao dano de
biocomponentes essenciais e a morte celular.”

O estresse oxidativo estd intrinsicamente relacionado a diabetes, pois pode

1.7+ O aumento de

desencadear resisténcia a insulina, principalmente a nivel endotelia
marcadores de estresse oxidativo esta diretamente associado a redu¢do da ativagdo do
receptor de insulina. A oxidagdo intensificada de acidos graxos livres em células
endoteliais aumenta a produgdo de O:™ pela cadeia de transporte de elétrons (CTE)
mitocondrial, promovendo resisténcia na sinaliza¢do da insulina.””””’ Além disso, as
espécies reativas de oxigénio (EROs) e o estresse oxidativo tém a capacidade de ativar
multiplas cascatas de cinases de serina, interrompendo a cascata de sinalizacdo do
receptor de insulina. Por outro lado, niveis elevados de insulina podem intensificar a
producdo de espécies reativas de oxigénio e o estresse oxidativo, acelerando a
resisténcia 4 insulina.”®

Outros estudos também sugerem a participacao do estresse oxidativo no inicio
e progressio do declinio articular na artrite reumatoide.”*" Pacientes com artrite
reumatoide apresentam niveis aumentados de ERs e menor capacidade antioxidante,
quando comparados a controles. As amostras de fluido sinovial e sangue t€ém um maior
grau de LPO e menor potencial antioxidante e os niveis séricos de malondialdeido
(MDA, produto da LPO) estdo positivamente correlacionados com citocinas pro-
inflamatérias. %!

O estresse oxidativo foi identificado como uma das principais causas de danos
renais. As consequéncias confirmadas do estresse oxidativo incluem isquemia renal,
lesdes glomerulares, morte celular e apoptose, bem como o agravamento da inflamagao
ja presente 2% Além disso, uma série de condigdes patologicas que representam fatores
de risco para doenga renal cronica (hipertensdo, diabetes e aterosclerose) sdo causadas
pela deterioracio oxidativa.’*%> Em pacientes com doenga renal cronica, foi observada a

regulacdo negativa da SOD2 nos neutréfilos devido ao estresse, levando a uma geragao

aumentada de ERs causada pela disfungio dos neutrofilos.®



24

2.2 O papel dos antioxidantes na modula¢io do estresse oxidativo

O termo antioxidante se refere a um composto capaz de impedir ou retardar a
oxidagdo de substratos, atuando em uma concentragao menor em comparacao com a do
substrato protegido.®” Func¢des antioxidantes implicam na redugio do estresse oxidativo,
das mutacdes no DNA, das transformac¢des malignas, bem como outros pardmetros de
danos oxidativos que garantem a homeostase redox celular.®® Assim, a homeostase
redox da célula ¢ assegurada pelo seu sistema endogeno de defesa antioxidante, que
inclui enzimas antioxidantes como a SOD, CAT, glutationa peroxidase (GPx), e
compostos ndo-enzimaticos como glutationa (GSH), proteinas (ferritina, transferrina,
ceruloplasmina, e at¢ mesmo albumina) e agentes de baixo peso molecular, como acido
Girico, coenzima Q e 4cido lipoico.***° Antioxidantes exdgenos também desempenham o
papel de modular o estresse oxidativo. Antioxidantes exdgenos presentes em frutas e
vegetais sempre complementam a atividade da defesa antioxidante endogena
mencionada anteriormente. Antioxidantes como a vitamina C e E, carotenoides e
fenolicos, sdo atualmente considerados os principais antioxidantes exogenos.”!*”

A geracdo predominante de ERs ocorre durante a fosforilagdo oxidativa, etapa
que se realiza na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial.”>*> Quando respiramos,
o0 ar atmosférico entra nos pulmoes através das vias respiratorias, chega aos alvéolos e o
oxigénio molecular se liga a deoxi-hemoglobina (transportadora de oxigénio molecular)
presente no sangue. O sangue oxigenado ¢ entdo bombeado pelo coragdo para os tecidos
do corpo, onde ocorre a difusio do oxigénio.”®”’ Dentro das células, o oxigénio é
utilizado pela mitocondria, a organela responsavel pela produgdo de energia através da
respiracdo celular aerdbica, completando assim o caminho do oxigénio até a
mitocondria.”®

Estima-se que aproximadamente 90% do oxigénio consumido pelo organismo
¢ utilizado pela mitocondria para a producao de ATP durante o processo de fosforilagao
oxidativa.”®% Os substratos organicos, como os 4cidos graxos e os produtos finais do
metabolismo da glicose (piruvato e NADH - dinucleotideo adenina com nicotinamida
reduzido), desempenham um papel crucial nesse processo, fornecendo elétrons para a
CTE, localizada na membrana mitocondrial interna. Assim, os elétrons transitam nos
complexos proteicos mitocondriais I, II, III e IV e o oxigénio molecular atua como
aceptor final de elétrons, no complexo IV, sendo reduzido e resultando na formagdo de
dgua metabolica.!>!2 Entretanto, aproximadamente 2% do oxigénio molecular

consumido pelas mitocondrias, sdo reduzidos em O, que sdo necessarios, em
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concentracdes adequadas, para sinalizacdo redox e outros processos bioquimicos.!® O
fluxo de elétrons é acompanhado pela transferéncia de H' através da membrana interna
mitocondrial nos complexos proteicos, criando um gradiente eletroquimico. Os H*
reentram na matriz mitocondrial através do complexo V, que usa a forga motriz do
gradiente de H" para gerar adenosina trifosfato. A Figura 4 ilustra o processo da sintese

de ATP por meio do processo de fosforilagdo oxidativa.
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Figura 4. Representagdo do processo de fosforilagdo oxidativa. Os complexos proteicos estdo dispostos
na membrana mitocondrial interna. Os substratos organicos fornecem elétrons para os complexos a partir
da matriz mitocondrial. Os elétrons transitam entre os complexos I ao IV até interagir com o oxigénio
molecular, formando agua metabdlica. Os protons, provenientes dos substratos, sdo bombardeados para o
espaco entre as membranas interna e externa, gerando uma diferenca de potencial (ddp) entre -120 a -180
mV. Essa dpp ¢ utilizada para rotacionar o fragmento F; do complexo V e essa energia mecanica ¢
responsével por transformar ADP, na presenca de um grupo fosfato, em ATP, 104105

Durante esse processo, ocorre a producdo de ERs necessarias para a
manuten¢do dos processos fisiologicos. Clusters de ferro-enxofre sdo considerados o
local mais provavel de producdo de ERs no complexo proteico 1.!%¢1% No complexo

proteico III, a produgdo de O ocorre por meio da transferéncia de elétrons da
ubiquinona reduzida (Q"™) para o oxigénio molecular.!'®!''? Uma vez gerado, o 02" pode
ser dismutado pela enzima SOD em H»O, o qual ¢ menos reativo e difusivel na

membrana.!'>1!? Posteriormente, o perdxido de hidrogénio pode sofrer diferentes
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reagdes, sendo que (i) na presenca de ions de Fe!' ou Cu'!, 0 H,O: passa por um processo
de clivagem homo ou heterolitica, levando a formag¢ao do radical hidroxil ("OH) e do
anion hidroxila ((OH);!?*!?! (ii) na presenca da enzima CAT ou da glutationa reduzida

(GSH), 0 H20; ¢ degradado em oxigénio molecular e dgua;'?>!»

e (iil) na presenca da
enzima mieloperoxidase (MPO), o H,0> ¢ transformado em HCIO.'?*?6 Paralelamente
a esse ciclo, o 6xido nitrico (NO) também pode interagir com o O>", formando a espécie
reativa peroxonitrito (ONOO") que, na presenca de H' pode ser clivada em ONO® e
"OH.'?7128 A Figura 5 apresenta de forma sistematica algumas equagdes de reagdes

quimicas que ocorre no sistema antioxidante.

H+
ONOQ- ——— ONOOH
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Figura 5. Principais espécies reativas de oxigénio, O>"~ e HyO,, € seus locais subcelulares de geragio.!'?’

Esse sistema redox ¢ regulado por varios fatores e enzimas que atuam,
principalmente, sobre duas espécies reativas: O>” e HxO,. Essas espécies reativas
desempenham importantes papéis de sinalizacdo fisioldgica, mediando processos
celulares essenciais e sio normalmente mantidos em baixas concentragdes (107! a 107%

mol L_]).]30’13]

Quando essas concentragdes excedem os niveis fisioldgicos, a
especificidade da sinalizagdo fica comprometida, o que pode levar a danos oxidativos
em macromoléculas. As mitocondrias, como alvo inicial desses danos oxidativos,
desempenham um papel fundamental na manutencdo da homeostase do estresse

oxidativo. Assim, a disfun¢do mitocondrial contribui para o processo de
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envelhecimento, interferéncias na sinalizagdo apoptotica e o desencadeamento de
respostas inflamatorias. 32133

Em uma condi¢do de estresse oxidativo, o sistema antioxidante nao ¢
suficientemente eficaz para lidar com a grande produg¢do de ERs. Estratégias para
combater eventos oxidativos prejudiciais nas células e preservar a integridade
mitocondrial, aumentando as defesas antioxidantes celulares, estdo surgindo como
abordagens terapéuticas promissoras para prevenir o desenvolvimento de doencas
relacionadas ao estresse oxidativo. Nesse cenario, varios compostos de coordenacao tém
sido sintetizados e estudados ao longo dos anos com o objetivo de imitar funcdo de
enzimas antioxidantes, como a SOD e a CAT.

Compostos de coordenagao do tipo Mn—salen, miméticos funcionais da enzima
SOD, foram capazes de aumentar a expectativa de vida dos nematoides Caenorhabditis
elegans (animais cilindricos, alongados e ndo segmentados) em valores superiores de
50% com concentragdes variando entre 0,5 — 10 mmol L™.''” Compostos da série EUK
contendo centros de Mn'! (EUK-8 e EUK-134) também mostraram atividades
antioxidantes potencialmente geroprotetoras (antienvelhecimento), a qual foi atrelada a
interagio com as ERs.'** Os mecanismos envolvidos na neutralizacdo das ERs pelos
compostos EUK-8 EUK-134 indicam que, quando compostos sdo expostos a OCl" ou
ONOO, sdo oxidados para Mn¥O%. O oxomanganés(V) interage com o NO, oxidando-
0 a espécies mais benéficas, como NO; e NOs3. As diferencas estruturais entre os
compostos EUK-8 e EUK-134 nao influenciam na formag¢do do intermediario
oxomanganés(V) e suas atividades correlatas.>> No entanto, estudos de estrutura-
atividade (bioisosterismo), que envolveram a introducdo de substituintes de anel e a
alteragdo da ponte etano por uma ponte aromatica, revelaram mudangas significativas na
atividade catalase.'*® A atividade da catalase ¢ aumentada por substituintes alcoxi na
posi¢do orto ou para, e reduzida por substituicdo na posigao meta. O intermediario de
alta valéncia [(salen)Mn"=0] ¢ estabilizado por substituintes doadores de elétrons, e
desestabilizado por substituintes retiradores de elétrons. O acetato ou o cloreto sdo
geralmente selecionados como ligantes axiais que afetam a solubilidade, mas nao
afetam a atividade biologica.'*”-138

Os avancgos na quimica bioinorgéinica tém desempenhado papel significativo na
melhoria do design estrutural de compostos e na compreensdo de seus mecanismos de
acdo, visando reduzir os efeitos colaterais.'3>!*’ Nesse contexto, novas estruturas de

compostos de coordenacao t€m sido propostas com o intuito de ampliar a variedade de
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agentes antioxidantes em sistemas biolégicos.!*® Uma classe muito comum desses
compostos de coordenagdo ¢ representada pelos "anti-inflamatorios nao esteroides"
(NSAIDs, do inglés "Non-steroidal Anti-Inflammatory Drugs").

A atividade de captura dos radicais hidroxil ((OH%) exercida pelos compostos
Cu-Zn"-NSAID foram investigadas por meio de técnicas espectroscopicas e
comparadas com o composto de referéncia 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carboxilico (trolox), um analogo da vitamina E. Observou-se que a maioria dos
compostos exibiu maior atividade na captura de ‘OH em relagdo ao trolox ("OH% =
82,8%) e ao pré-ligante correspondente. Entre os complexos Cu''-NSAID, destacaram-
se os compostos [Cu(mef)z(phen)] (OH% = 99,7%),'*! [Cuz(indo)s(H20)2] (OH% =
97,4%)1%? e [Cua(keto)s(H20)2] (OH% = 97,3%).!** No caso dos complexos Zn'-
NSAID, os trés mais ativos contra os radicais hidroxil foram o [Zn(mef)2(Hpko):]
('OH% = 98,4%),'** [Zn(mef)2(H20)s] (OH% = 96,7%)'* e [Zns(tolf)s(MeOH)]
(‘OH% = 96,4%).'* Apesar dos resultados promissores, uma proposta de mecanismo
entre os compostos € o ‘OH nao foi elaborada.

O "OH ¢ definido como a forma neutra do “OH e é altamente reativo.'*® Assim
como as ER, eles podem reagir de forma agressiva com moléculas organicas e
inorganicas e causar danos mais graves a célula do que qualquer outra ER, pois nio
existe enzima especifica para estabelecer niveis adequados desse radical em sistemas
biologicos.'*® O "OH pode ser produzido na reacdo de Fenton (Fe' + H,O, — Felll +
‘OH + "OH), frequentemente coordenados a diferentes proteinas, como resultado das
interagdes entre H»O» e ions metalicos (Fe', Cu!, Cu"" ou Cu'l), frequentemente
coordenados com diferentes proteinas, como ferritina ou ceruloplasmina. O radical ‘OH
também pode ser gerado pela reacdo de Haber-Weiss, envolvendo interagdes entre ERs
(02" + H202 — Oz + "OH + “OH)."?%1471% Qutras fontes de "OH também sio
conhecidas, como rea¢des com 4cido hipocloroso, quinonas e semiquinonas.'*® Os "OH
sao capazes de reduzir ligagdes dissulfeto em proteinas, especialmente a fibrinogénio,
resultando em seu desdobramento e redobramento desordenado e configuragdes
espaciais anormais. As consequéncias de tais reagdes podem se traduzir em inimeros
distarbios, como doengas inflamatdrias cronicas, lesao por isquemia e perfusdao, doencas
cardiovasculares e neurodegenerativas, artrite reumatoide e doenca inflamatodria
intestinal, mostrando uma relagio mutuamente sinérgica entre inflamacio e ERs,!3%!1!
A maioria das ERs sdo paramagnéticas e podem ser detectadas e quantificadas

por Ressonancia Paramagnética Eletronica (EPR, do inglés “Eletronic Paramagnetic
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Ressonance”).!>>153 Essa é uma técnica espectroscopica de alta sensibilidade utilizada
para investigar os estados eletronicos de espécies paramagnéticas, como atomos ou
moléculas que possuem elétrons desemparelhados. O EPR envolve a interagdo dos
elétrons com campo magnético externo estatico. Essa interacao entre o(s) elétron(s) nao
emparelhado(s) e o campo magnético aplicado ¢ descrita pelos valores g. Além disso, ha
a interacdo entre os dipolos magnéticos dos elétrons ndo emparelhados e os nucleos
circundantes (tipicamente dentro de 5 A, por exemplo, 'H, 1°C, 1N, 3!P, 31V, 66Cy),
resultando em um acoplamento hiperfino (A).!3*!5

Em particular, o radical ‘'OH tem um tempo de meia-vida muito baixo, o que
dificulta sua deteccdo por EPR. Assim, faz-se necessario o emprego de spin trap para
formar uma espécie paramagnética mais estavel e detectavel por EPR (aduto). O "OH,
na presenca do spin trap 5,5-Dimetil-1-pirrolidina N-6xido (DMPO) apresenta no
espectro de EPR um conjunto de quatro linhas com uma propor¢do de intensidade de
1:2:2:1.1%6:157 Essas linhas sdo resultantes das interagdes de um elétron desacoplado com
um atomo de nitrogénio primario, juntamente com um préton  secundario do DMPO
(Figura 6).

Dados prévios do nosso grupo mostram que a capacidade dos compostos
[Mn(N20)2]CI (1), [Mn(N202)2]nC104 (2) ¢ do EUK-8 ou [Mn(salen)Cl], em capturar o
radical "OH foi avaliada pela técnica de EPR com o emprego do spin trap DMPO.'*8 O
radical foi gerado in situ por meio da reacdo de Fenton e os valores da capacidade de
capturar 50 % dos radicais (CNRso) foi calculada por meio da regressdao linear. Os
valores de CNR 5o obtidos foram 15,5 (£1,8), 7,2 (£1,6) e 29,1 (£2,01) pmol L', para
[Mn(N20)2]CI (1), [Mn(N202)2]xC104 (2) ¢ EUK-8 ou [Mn(salen)Cl], respectivamente.
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Figura 6. Espectros EPR do aduto DMPO-"OH (linha preta) e titulagdo com concentragdes crescentes de:
complexo (1) (linha azul), complexo (2) (linha rosa) e [Mn(salen)CI] (linha verde).!>®

Além da capturar das ERs, ¢ necessario avaliar se os danos oxidativos também
foram mitigados. O radical hidroxil, por exemplo, por ser um potente agente oxidante,
representa um perigo imediato para a integridade estrutural e a fungdo das biomoléculas
e, consequentemente, para as células.'”® A reacdo em cadeia de oxidagdo lipidica pode

ser iniciada da seguinte forma:

LH+'OH — L' + H,O
L+ 0O, — LOO
LOO'+LH — LOOH + L*

onde LH ¢ um lipidio reduzido, L’ € uma espécie radicalar de lipidio, LOO" é um lipidio
hidroperéxido, que pode estar presente em 4cidos graxos poli-insaturados.'*

Os compostos da série hp demonstraram a habilidade de inibir a peroxidacao
lipidica em um modelo de envelhecimento cronoldgico de S. cerevisiae.’” A indagagio
central focou-se na possibilidade de que o efeito antienvelhecimento pudesse estar

associado a reducao dos biomarcadores relacionados ao estresse oxidativo, a oxidagao
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de lipideos e as alteragdes proteicas. Os resultados prévios obtidos pelo nosso grupo
(conforme ilustrado na Figura 7) evidenciou um aumento substancial nos niveis de
lipoperoxidos nas células de S. cerevisiage em um modelo de envelhecimento
cronologico. De forma previsivel, tanto o tratamento com trealose quanto o choque
térmico (empregados como controles positivos) resultaram em uma redugdo notavel na
peroxidacdo lipidica. Os compostos de coordenacao avaliados, pertencentes a série hp,
também reduziram os niveis de lipoperoxidos observados nas células envelhecidas com
uma atividade estatisticamente semelhante ao do controle positivo. Considerando que a
peroxidacdo lipidica pode afetar a integridade da membrana, pode-se propor uma
relacdo entre decréscimo nos niveis de peroxidacao lipidica e integridade da membrana,

tornando as células menos susceptiveis aos danos oxidativos.?’

1 0h

- 25ﬂ- D4h
< B B 14h
é'ﬁ 200- B 24h
. %)
&=
Pgénﬁﬂ- =
E"ﬁ « w W ‘e .. e - & w
- 10“‘ L] L -
2 2
ﬁﬁ H-H

2

0

Controle ~ CORlIOle  popp  CuyHP  MnHP
positivo

Figura 7. Efeito dos miméticos de SOD/CAT na peroxidag@o lipidica em células envelhecidas de forma
cronologica. Os niveis de peroxidacédo lipidica foram determinados por quantificagdo de MDA utilizando
o método TBARS. A peroxidacio lipidica foi expressa em pmols de MDA mg™! de células.?’

2.4 Efeito de antioxidantes na disfun¢ao mitocondrial

Com o avanco das pesquisas sobre estresse oxidativo, surge a percepgao de que
a mera restauracao do equilibrio redox pode nao ser suficiente para restaurar a condi¢ao
fisiologica ideal. Diante dessa constatagdo, os esfor¢os t€ém se concentrado no estudo de
moléculas de maior versatilidade que, além de reestabelecer a homeostase redox,
exercam também efeitos benéficos adicionais, como reducao da inflamagao ¢ melhoria
na funcio mitocondrial.!6%!6!

Assim, ao direcionar o foco para moléculas que apresentem ndo somente

capacidade antioxidante, mas também a habilidade de aprimorar a fun¢do mitocondrial,
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busca-se estabelecer uma abordagem terapéutica mais abrangente e promissora para
modulacdo do estresse oxidativo. A melhoria da fun¢do mitocondrial pode implicar em
uma maior eficiéncia energética celular, regulacao do estresse oxidativo e preservagao
da integridade celular.!62163

Para avaliagdo da fun¢do mitocondrial, destaca-se a técnica de respirometria de
alta resolucdo (HRR, do inglés "High-Resolution Respirometry") como um método
amplamente empregado.!%*1%® Esta abordagem possibilita a mensuragio das taxas de
consumo de oxigénio molecular (OCR, do inglés "O: consumption rate") em diversas
matrizes biologicas, viabilizando a avaliacdo da eficiéncia da CTE e da fungdo
mitocondrial.

O principio quimico da técnica baseia-se em fundamentos eletroquimicos. O
equipamento ¢ composto, de maneira geral, por duas células eletroquimicas que contém
um agitador magnético e um sistema de trés eletrodos (eletrodo de Clark). O eletrodo de
trabalho, constituido de ouro, encontra-se separado da solu¢do de andlise por uma
membrana de TEFLON, cuja malha possui 25 pum, sendo permeavel apenas a gases.
Para o contra eletrodo e o eletrodo de referéncia, emprega-se uma superficie de
Ag/AgCl. Este arranjo opera como um sensor de oxigénio polarografico,
fundamentando-se em principios eletroquimicos para mensurar a concentragdo de
oxigénio molecular dissolvido em meio liquido. A redugdo do Oz (O, + 4H" + 4¢” —
2H>0) ocorre na superficie do eletrodo de ouro devido a aplicagdo de uma voltagem
entre o eletrodo de trabalho e o contra-eletrodo. O oxigénio dissolvido no meio reage na
superficie de ouro, gerando uma corrente elétrica proporcional a concentragdao de
oxigénio molecular dissolvido. A corrente medida ¢ convertida em uma leitura de
concentragdo de oxigénio molecular,!6%17°

O potencial efeito protetor do disseleneto de difenila (PhSe), em uma linhagem
de células neuronais (HT22) exposta ao estresse oxidativo via hidroperoxido de terc-
butanol (tert-BuOOH) foi investigado empregando-se a técnica de HRR.!"! A linha de
células neuronais do hipocampo HT22 tem sido usada para desvendar aspectos
mecanisticos associados ao dano do hipocampo e potenciais estratégias terapéuticas em
doencas neurodegenerativas, enquanto o hidroperoxido de tert-butila (tert-BuOOH) tem
sido amplamente usado para induzir estresse oxidativo e disfungdo mitocondrial em
uma variedade de tipos de células, incluindo células HT22.!7!

As células foram tratadas com 2 pumol L' de (PhSe), ou veiculo (0,05% de

DMSO) por um periodo de 48 h, seguido da exposi¢do a tert-BuOOH (40 umol L;
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concentragdo que ndo afetou a viabilidade celular) por 4 h. As taxas basais de OCR
foram registradas (Figura 8; Linha cheia escura). A ATP sintase (complexo proteico V)
foi inibida com oligomicina (1,25 pumol L) e o OCR desacoplado foi registrado.
Posteriormente, o carbonil cianeto 4—(trifluorometoxi) fenil-hidrazona (FCCP,
desacoplador de fosforilagdo oxidativa) foi administrado em sucessivas aliquotas de 0,5
umol L.; para determinar o OCR maximo. A respira¢ao foi inibida pela aplicagdo de
antimicina A (2,5 pmol L") para determinar o OCR nfo mitocondrial (consumo residual
de oxigénio).!”!

A exposi¢io das células HT22 a 40 umol L de tert-BuOOH resultou em uma
diminui¢do nas diversas taxas de consumo de oxigénio (Figura 8, linha tracejada),
evidenciando a disfun¢do mitocondrial. Este efeito foi corroborado pela reducao nos
niveis basais de consumo de Oz, bem como pelo OCR associado ao ATP (mediado pela
adi¢do de oligomicina) e ao consumo maximo de O> (mediado pela adi¢do de FCCP). A
incubagdo das células HT22 apenas com o (PhSe), também provocou uma redugao,
porém menos acentuada, em todas as taxas de consumo de oxigénio (Figura 8; Linhas
cheias claras).!”!

A pré-incubagdo com 2 umol L' de (PhSe),, seguida da adicio de tert-
BuOOH, impediu a diminui¢do do OCR (Figura 8; Linha tracejada clara) induzida pela
presenca de tert-BuOOH. Isso sugere que o pré-tratamento foi capaz de prevenir os
danos causados pelo agente estressor, evitando a disfuncdo mitocondrial induzida pelo

tert-BuOOH em células HT22.
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Figura 8. Ensaio respirométrico representativo de células HT22 intactas pré-incubadas com 2 pmol L' de
(PhSe), seguido da exposig¢do ou ndo com tert-BuOOH (40 pmol L).
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As mitocondrias também desempenham fun¢do relevante no controle da
resposta inflamatéria.!”> Quando ocorre disfungio mitocondrial, seja em decorréncia de
danos agudos, cronicos ou a fatores genéticos, ¢ desencadeada uma cascata de eventos
que culminam na produgdo excessiva de ER, resultando em estresse oxidativo e dano
celular.!” Além disso, a disfuncio mitocondrial pode gerar uma condicio pro-
inflamatoria e contribuir para o desenvolvimento de um quadro inflamatorias cronico e,

por consequéncia, agravar doengas associadas ao estresse oxidativo.'”

2.5 Atividade anti-inflamatoria de compostos de coordenacio

O lipopolissacarideo (LPS, Figura 9) é molécula empregada para provocar
respostas inflamatdrias em sistemas bioldgicos.!”> 177 Essa molécula é um componente
da parede celular de bactérias gram-negativas e sua estrutura varia de acordo com a cepa
de bactéria da qual é isolado.!”®!” De modo geral, a estrutura molecular do LPS é
composta por trés fragdes principais: o lipideo A, o oligossacarideo central e o
polissacarideo O.

O lipideo A, representado na Figura 9 na cor preta, ¢ constituido por di-3-
hidroxi-tetradecanoato e duas moléculas de glucosamina nas suas extremidades com
cadeias de 4cidos graxos ramificados intercaladas. O oligossacarideo central,

representado em azul, atua como uma estrutura de agtcares localizada entre o lipideo A

e o polissacarideo O. Sua composi¢do varia de acordo com as diferentes espécies
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bacterianas. O polissacarideo O, representado em vermelho, a camada exterior e
variavel do LPS, é constituido por unidades de aglicares que se repetem, mas se

distinguem entre as varias espécies bacterianas.

HO,,

HO

Figura 9. Representacdo genérica da estrutura molecular do LPS. Em preto esta representada a fracao
“lipidio A”, enquanto nas cores azul e vermelho estdo representadas as fracdes “oligossacarideo” e
“polissacarideo O”, respectivamente.

Quando essas bactérias invadem o corpo, o LPS ¢ liberado e imediatamente
identificado pelo sistema imunoldgico como um sinal de invasdo microbiana. Esse
reconhecimento resulta na criagdo de citocinas pro-inflamatorias, como o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-1 beta (IL-1B) e interleucina-6 (IL-6).'"
Essas citocinas, funcionando como mensageiros moleculares, reforcam a resposta
inflamatéria e sinalizam outras células do sistema imune para o foco da infec¢do,
desempenhando um papel vital na eliminagio dos patégenos.'®® Adicionalmente, o LPS
tem a capacidade de induzir a geragdo de NO pelos macrofagos ativados, que ¢ uma
molécula muito presente nos processos inflamatdrios, mas que, em concentragdes muito
altas, pode ter efeitos toxicos para as células e os tecidos vizinhos (nitragdo
oxidativa).'8!

A atividade anti-inflamatéria de uma nova série de compostos de coordenagdo
mononucleares contendo centros de metais de transicdo foi investigada em células de
macrofagos murinos RAW 264.7, sendo o processo inflamatério ativado com o
tratamento com LPS por 24, 48 e 72 h.'®? Inicialmente, os compostos foram sintetizados
e caracterizados, apresentando a formula genérica [M(3-ind)2(H20)2], onde M
representa metais de transicdo como cobalto, niquel, zinco, ferro ou manganés,

coordenados ao 3-indazol-carboxilato (3-ind). Os niveis de nitrito, correlacionados a
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oxidacdo do NO gerado, foram mensurados como um indicador do efeito anti-
inflamatorio.

O composto de manganés apresentou o maior atividade anti-inflamatoria,
inibindo aproximadamente 55% da geracdo de NO apds 24 h. O composto de zinco
seguiu com 50% de inibi¢ao. O pré-ligante ndo mostrou atividade. Apds 48 h, a inibicao
ocorreu tanto no pré-ligante como em todos os compostos, sendo proporcional a
concentragdo. O pré-ligante exibiu 60% de inibi¢do do NO, enquanto compostos de
cobalto e niquel tiveram menor inibigdo que o pré-ligante. Compostos de zinco e ferro
exibiram 75% de inibi¢do, enquanto o composto de manganés apresentou 85% de
inibi¢do consistente em todas as concentracdes. Apds 72 h, compostos de cobalto,
niquel e zinco mostraram padrdes semelhantes na inibicdo do NO, enquanto compostos
de ferro e manganés mantiveram inibigdes superiores a 90% em todas as
concentragdes. '

O NO ¢ uma molécula gasosa que atua como um mensageiro quimico,
desencadeando uma série de eventos vasomotores. '3 Em particular, o NO promove
a vasodilatacdo dos vasos sanguineos, relaxando o musculo liso presente nas paredes
arteriais. Esse relaxamento aumenta a permeabilidade capilar, permitindo a saida de
fluidos e proteinas do sangue para o espago intersticial dos tecidos. Esse acumulo de
liquido nos tecidos periféricos ¢ um dos principais mecanismos que conduzem a
formacdo do edema.'®® Portanto, o NO exerce um papel essencial na modulacio da
resposta vascular que culmina na ocorréncia do edema em situa¢des inflamatdrias.!56-188

O edema de pata em camundongo ou em rato, induzido por carragenina tem
sido frequentemente utilizado como um modelo experimental animal para simular
respostas inflamatorias. Nesse aspecto, a atividade anti-inflamatoria dos compostos de
vanadila foi investigada em um modelo in vivo de inflamagdo.'®® Os compostos de
coordenagdao de vanadila contendo derivados de bases de Schiff foram sintetizados,
caracterizados e codificados como [VO(AAIT)], [VO(ANIT)], [VO(SCA)],
[VOMBIT)] ¢ [VO(AAMB),]. A estrutura molecular de cada compostos esta
representada na Figura 10. Para o modelo de inflamagao, os animais foram previamente
tratados com os compostos de coordenacdo estudados, 1 h antes da administrado
intradérmica de carragenina (100 pg) na pata traseira dos animais (ratos albinos da
linhagem Wistar).

A administragdo da A-carragenina resultou em uma resposta bifasica nos

animais: o volume do edema na pata duplicou de 3 para 6 mL nos tempos de 0,5 para 1
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h apos a administracdo da carragenina, mantendo-se proximo a 6 mL até o tempo de 5 h
(Figura 11). Este padrdo de comportamento ¢ corroborado na literatura para ratos e
camundongos de diversas linhagens.

No que se refere aos cinco compostos de vanadila examinados, todos
demonstraram capacidade de inibi¢cdo do edema de pata induzido pela A-carragenina em
todos os intervalos temporais avaliados. No entanto, o composto [VO(AAMB):]
apresentou atividade mais consistente em comparacao aos demais compostos, exibindo
uma maior eficacia na inibi¢do do edema em todos tempos analisados. Em comparagao
com o controle positivo (diclofenaco de so6dio), os compostos ndo demonstraram uma
atividade anti-inflamatéria tdo uniforme ao longo dos intervalos de tempo avaliados,

conforme demonstrado na Figura 11.
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Figura 10. Representacdo das estruturas moleculares dos compostos de coordenacdo VO(AAIT),
VO(ANIT), VO(SCA)2, VO(MBIT) e VO(AAMB),, '¥
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Figura 11. Volume do edema (mL) para cada tratamento nos tempos de 0,5 a 5 h.'®

Diante disso, compostos de coordenacdo emergem como ferramentas
multifuncionais e promissoras, capazes de fornecer insights valiosos em diversos
aspectos do estresse oxidativo, inflamagdo e doencas relacionadas. A habilidade de
modular a homeostase redox e de reduzir a inflamacdo ressalta sua relevancia dessa
classe de compostos como agentes antioxidantes, motivando estudos em modelos ex
vivo e in vivo. Embora muitos trabalhos investiguem a atividade anti-inflamatéria e
antioxidante de compostos de coordenagdo, ainda ndo existam estudos substanciais
sobre o impacto dos compostos de coordenacdo na melhoria da fungcdo mitocondrial.
Este trabalho pioneiro busca preencher essa lacuna e explorar esse novo horizonte de

pesquisa.



39

2. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar o efeito dos compostos da série hp na prevencao da disfungao
mitocondrial e da mitigagdo de danos oxidativos em diferentes modelos de

estresse oxidativo.

3.2 Objetivos especificos

Sintetizar e caracterizar os compostos de coordena¢io da série hp (Fe'l, Cu' e
Mn"), bem como o composto de referéncia EUK-8, de acordo com rotas
previamente descritas na literatura;

Avaliar a interacdo entre os compostos de coordenagdo e as ERs (H202, 02"
‘OH), in vitro, empregando-se técnicas espectroscopicas (EUK-8 sera utilizado
como controle positivo, sendo estabelecido na literatura como SOD mimic);
Determinar a capacidade de inibi¢do de ERs em dois modelos in vitro de
inflamacdo induzido por LPS e estresse oxidativo induzido por rotenona em
células C6;

Investigar o efeito dos compostos de coordenagdo na disfuncdo mitocondrial
induzida por rotenona em células C6, através da técnica de HRR;

Avaliar a capacidade de inibicdo de danos oxidativos em um modelo ex vivo de
estresse oxidativo induzido pela reacdo de Fenton, empregando-se preparagdes
de figado de camundongo;

Investigar a eficadcia dos compostos da série hp na inibi¢do da progressdo do
edema de pata induzido por carragenina em camundongos swisss (modelo in

vivo).
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3. MATERIAL E METODOS

4.1 Sintese das moléculas organicas e dos compostos de coordenacio
Neste trabalho foram estudados os compostos de coordenacio de Cu'l, Fe''' e
Mn", contendo o ligante hpcnol. Os compostos foram sintetizados seguindo as rotas

sintéticas descritas na literatura,*3%3

e utilizando reagentes de alta pureza. Todos os
compostos obtidos foram armazenados em um dessecador até o momento do uso. O

ligante hpclnol foi mantido na geladeira.

4.1.2 Sintese dos pré-ligantes hpclnol e salen

A sintese do hpclnol foi realizada seguindo a metodologia proposta por Horn Jr e
colaboradores em 2005, por meio de reagao de adi¢do nucleofilica entre quantidades
equimolares de bis-(2-metilpiridil)amina (bmpa) e epicloridrina'® (Figura 12). O ligante
salen foi obtido através da reacdo entre dois equivalentes de salicilaldeido e um

equivalente de etilenodiamina, conforme reportado na literatura (Figura 13).!
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Figura 12. Representacdo esquematica da sintese do precursor bmpa e do pré-ligante hpclnol.
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Figura 13. Representacdo esquematica da sintese do pré-ligante salen.
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4.1.3 Sintese dos compostos de coordenagao

Os compostos de coordenagio, [Cu(hpclnol)CI]C1 (CuHP)*®¥, [Cl(hpclnol) Fe(p-
O)Fe(hpclnol)C1]Cl, (FeHP)** e [Mn(hpclnol)Cl2] (MnHP)** foram obtidos por meio da
reacdo equimolar entre os sais de cloreto (Cu', Fe' e Mn'") e o ligante hpclnol, em
metanol, conforme descrito na literatura (Figura 14). O composto [Mn(salen)Cl] (EUK-

8) foi sintetizado por meio da reagdo equimolar entre cloreto de manganés(Il) e o ligante

salen, conforme literatura (Figura 15).!!
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Figura 14. Representagdo esquematica das equagdes quimicas envolvidas na sintese dos compostos da
série hp, onde M = Fe', Cu" ou Mn".,
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Figura 15. Representacdo da equagao de reacdo quimica envolvida na sintese do EUK-8.

4.2. Caracterizacao dos ligantes e compostos de coordenacio
A estrutura e pureza das moléculas organicas (hpclnol e salen), obtidas como

0leo castanho e como so6lido amarelo e respectivamente foram confirmadas utilizando
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técnicas de espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho (FTIR), ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e determinacdo do ponto de fusdo para o
ligante salen. A caracterizagdo dos compostos de coordenagao foi realizada utilizando
diversas técnicas, incluindo determinagdo de ponto de fusao, parametros eletroquimicos
(medidas de condutividade e voltametria ciclica), espectroscopias na regido do
infravermelho e eletronica, andlise elementar e ressonancia paramagnética eletronica
(EPR). Todas estas analises foram realizadas na Central de Analise do Departamento de
Quimica- UFSC ou no Laboratorio Interdisciplinar de Quimica Inorganica Medicinal e
Catélise (LIQIMeC) ou em laboratorios com os quais temos parcerias cientificas.

Para as medidas de condutividade, os compostos de coordenagdo foram
dissolvidos em metanol na concentragio de 1 mmol L. Os voltamogramas ciclicos
foram obtidos em um voltamograma do tipo VersaSTAT 3 AMETEK®, empregando-se
um sistema de trés eletrodos de platina, hexafluorfosfato de tetrabultilamonio como
eletrolito suporte (solugdo 0,1 mol L), e DMSO como solvente. O ferroceno foi

utilizado como padrao interno e seu E/2 foi ajustado para 0,4 V.

4.3 Atividade in vitro dos compostos de coordenagao

Para investigar a atividade desses compostos de coordena¢do em modelos de
estresse oxidativo, foram empregadas células C6. Esse estudo foi realizado no
Laboratorio de Bioenergética e Estresse Oxidativo (LABOX) com a supervisdo da

Professora Dra. Alexandra Latini.

4.3.1 Avaliacdo da viabilidade celular — ensaio de MTT

O ensaio de MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazo6lio) avalia a
viabilidade celular a partir da atividade das enzimas mitocondriais em células
metabolicamente ativas. O principio quimico envolvido no ensaio de MTT ¢ a
conversao desse sal de coloracdo amarela, através de enzimas e outras moléculas
antioxidantes, em um precipitado violeta de formazan, insolivel em agua (Figura 16).
Assim, a medida da atividade mitocondrial pela conversdo do sal MTT em formazan
violeta ¢ um indicador indireto da viabilidade celular, e pode ser usado para avaliar o

efeito de agentes quimicos ou condi¢des de tratamento celulares.
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Figura 16. Representagdo da oxidagdo do MTT (amarelo) em formazan (violeta), catalisado pela enzima NADH
desidrogenase.

Para esses ensaios, as células foram cultivadas em placas de 96 pogos,
contendo 1x10° células por pogo e tratadas com os compostos de coordenacdo nas
concentragdes de 100, 30, 3 e 0,2 pmol L™!. Como controle negativo, as células foram
cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com 5% de SFB sem a adi¢do do
composto. Como controle positivo, as células foram cultivadas com 10% de H20,. Apos
24 h de tratamento, o sobrenadante da cultura foi removido, e 15 pL de MTT 5 mg mL"!
em solucdo de meio DMEM high glucose foram adicionados a cada poco por 1 h. Os
cristais de formazan foram posteriormente solubilizados pela adicdo de 100 pL de
dimetil sulféxido (DMSO) puro. Os 100 pL. do sobrenadante foram coletados e
transferidos para uma nova placa de 96 pogos, e a absorbéncia foi registrada em 570 nm
em uma multileitora infinite m200 tecan, disponivel no Laboratério Multiusuério de

Estudos em Biologia (LAMEB).!*?

4.3.2 Investigagdo da atividade antioxidante em modelos in vitro de estresse oxidativo
A atividade antioxidante foi inicialmente investigada em modelo in vitro de
estresse oxidativo em células C6 induzido por rotenona e por LPS. "> 1" Os
experimentos foram conduzidos apos a verificagdo prévia da viabilidade celular. Desta
forma, a quantificacdo das células vidveis foi realizada através da técnica de azul de
Tripan. Antes de cada experimento, as células foram descoladas das garrafas,
centrifugadas e ressuspendidas em 1 mL de meio de cultura. Uma aliquota desta
suspensdo foi separada em um eppendorf, onde foi acrescentado o corante azul de
Tripan, em uma dilui¢do 1:1. Apds homogeneizagdo, 10uL foram transferidos para uma

camara de Neubauer. Todas as células ndo coradas (viaveis) foram contadas nos 4

quadrantes com o auxilio de um microscopio Optico comum (aumento de 400x). O
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nimero obtido foi utilizado para realizagdo dos plaqueamentos em placas de 96 pocos
nas concentracdes necessarias.

Além disso, o efeito protetor dos compostos de coordenagao da série hp foi
investigado contra o estresse oxidativo induzido pela *OH gerado pela reagdo de Fenton
em leveduras S. cerevisiae. O composto EUK-8 foi utilizado como comparativo nos
testes de atividade antioxidante por ser um conhecido agente antioxidante e anti-
inflamatorio, além de pertencer a classe dos compostos de coordenagdo. 191

O estudo envolvendo células C6 foi conduzido no Departamento de Bioquimica
da UFSC, com a supervisdo da Professora Dra. Alexandra Latini. Os experimentos

envolvendo a levedura S. cerevisiae foram realizados no Departamento de Bioquimica

da UFRJ, pelo grupo de pesquisa coordenado pelo Professor Dr. Marcos Dias Pereira.

4.3.2.1 Inibi¢do da producao de ERs
O ensaio de DCFH (2',7'-diclorodihidrofluoresceina) ¢ uma metodologia
utilizada para medir a produgdo intracelular de ERs. Inicialmente, a DCFH-DA ¢ uma

molécula ndo fluorescente que ¢ internalizada pelas células. Na presenga de ERs,

o

o~

DCFH ¢ oxidada, resultando na formacdo de DCF (2',7'-diclorofluoresceina), que

o~

altamente fluorescente (Figura 17). A intensidade da fluorescéncia é proporcional

197,198

quantidade de ERs produzida pela célula.
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Figura 17. Reagdes de oxidagdo do DCFH-DA (n3o fluorescente) até sua forma oxidada DCF
(fluorescente) no meio intracelular.

Para esse modelo de disfun¢do mitocondrial induzido pela rotenona (inibidor
do complexo proteico I), foram utilizadas placas de 96 pogos com concentracdo
estimada de 2 x 10 células por pogo. Apds o plaqueamento as mesmas foram incubadas
durante 24 h (temperatura 37°C e CO2 a 5%) para a adesdo e proliferagdo. Apos esta
incubagdo, as células foram tratadas com as concentragdes pré-determinadas de cada
composto (100, 30, 10, 3 e 1 pmol L!). Apos 1 h, o sobrenadante foi removido e todos

os grupos (exceto branco) foram tratados com uma aliquota de 100 puL contendo 50
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umol L de rotenona (diluida em EtOH) por um periodo de 1 h. Os grupos foram
divididos em branco ou controle (cé¢lulas sem tratamento), controle negativo (rotenona
50 umol L), controle positivo (4cido galico AG 10 pmol L) e os tratamentos com os
compostos de coordenacdo nas concentragdes ja informadas. Apds a incubagdo, o
sobrenadante foi removido e 100 pL de DCFH na concentracdo de 0,5 umol L foi
adicionado e a placa foi incubada por mais 45 min. Passado esse tempo, o sobrenadante
foi coletado e transferido para uma placa preta de 96 pogos para obtencao dos dos
valores de emissao fluorescente em multileitora infinite m200 tecan (Aex: 485 nm € Aem:

527 nm).

4.3.2.2 Inibi¢do da producao de NOx

A reacdo de Griess ¢ um método quimico utilizado para determinar a presenga
dos metabdlitos de 6xido nitrico (NOx) em células ou amostras bioldgicas. Nessa ragdo,
a sulfanilamida interage com nitrito (NO2"), por meio de uma rea¢do de diazonizagdo
(Figura 18). O produto dessas reacdo interage com N-(1-naftil)etilenodiamina, levando a
formag¢dao de um diazocomposto, o qual possui coloracdo vermelha intensa, sendo

facilmente detectado e quantificado por espectroscopia eletronica.'®’
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Figura 18. Representacdo das reagdes de nitragdo e diazotagdo que ocorre com os reatantes de Griess na
presenga dos metabdlitos do NO.

Para esse modelo de inflamagao induzido pelo LPS, foram utilizadas placas de
96 pocos com concentragio estimada de 2 x 10* células por pogo. Apds o plaqueamento

as mesmas foram incubadas durante 24 h (temperatura 37°C e CO2 a 5%) para a adesdo
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e proliferacdo. Apds esta incubacao, as células foram tratadas com as concentragdes pré-
determinadas de cada composto (100, 30, 10, 3 ¢ 1 umol L-1). Apds 1 h, o sobrenadante
foi removido e todos os grupos (exceto branco) foram tratados com uma aliquota de 100
uL contendo 1 pg mL™! de LPS por um periodo de 24 h. Os grupos foram divididos em
branco ou controle (células sem tratamento), controle negativo (LPS 1 pug mL™),
controle positivo (dexametasona 10 pmol L) e os tratamentos com os compostos de
coordenagao nas concentragdes ja informadas. Apds a incubagdo, 50 upL dos
sobrenadantes foram transferidos para outra placa de 96 pogos contendo 50 pL de
nitrato redutase. Em seguida, 50 pL. de sulfanilamida e 50 pL de cloridrato de N-(1-
naftil)etilenodiamina. Os valores de emissdo fluorescente em multileitora infinite m200

tecan (A = 540 nm).20%-20!

4.3.3 Estudo do efeito protetor - Sobrevivéncia das células de S. cerevisiae

Estoques S. cerevisiae foram mantidos em meio YPD 2% soélido (1% de extrato
de lévedo, 2% de Peptona, 2% de Glicose e 2% de Agar) em condigdes apropriadas (37
°C). Para todos os experimentos as células foram crescidas até¢ a metade da primeira fase
de crescimento exponencial na presenca de glicose (0,8 a 1,0 mg do peso seco de
células/cm3), em meio YPD 2% liquido com a propor¢do de 5/1 volume do
frasco/volume do meio, utilizando um agitador mantido a 28°C e 160 rpm.**

A concentracao celular foi determinada através da medida da turbidez de uma
suspensao de células, em comprimento de onda de 570 nm. Em seguida a absorbancia
foi convertida em unidade de concentracdo (mg de peso seco de células mL™) utilizando
um fator de conversdo que foi calculado previamente, a partir de uma curva de peso
seco onde um volume adequado da suspensdo de células foi filtrado em filtro Millipore
(45 pm) e colocado em estufa até atingir peso constante. Paralelamente foram feitas
diferentes dilui¢cdes da suspensdo de células para leitura da absorbancia a 570 nm no
espectrofotometro para posterior calculo do fator de conversao.

Foram realizados estudos de citotoxicidade contra a S. cerevisiae, afim de
verificar se 0s compostos seriam toxicos para as células. Em erlenmeyer de 25 mL,
foram adicionados 5 mL de suspencdo de células, na concentragdo de 0,8 a 1 mg de
peso seco mL!, com os compostos nas concentra¢des de 100 pmol L' e 50 umol L,
estes foram incubados por uma hora a 28 °C e 160 rpm e em seguida foi realizada

diluigdo para o plaqueamento, este foi feito em triplicata, em placa de Petri com meio
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solido YPD 2 9% e incubadas por 72 h a 37 °C. Apo6s a incubagdo as colonias formadas
foram contadas.

Apos o teste de citotoxicidade, foram realizados os testes de protecao celular.
O estresse oxidativo foi induzido pela reagio de Fenton (40 mmol L' de H,O, + 4
mmol L' de Fe'"). Em Erlenmeyer de 25 mL, foram adicionados 5 mL de suspensio de
células, na concentragio de 0,8 a 1 mg de peso seco mL™!, o controle foi exposto a
condig¢des de estresse, enquanto outro grupo de células recebeu o pré-tratamento com os
compostos e ligantes, o indculo foi feito usando o dobro do volume de meio necessario,
apos a adicdo dos compostos para o pré-tratamento, o restante do indculo foi
centrifugado, as células descartadas e meio reservado. O pré-tratamento foi feito com
compostos e ligantes na concentragdo de 25 umol L™! em meio YPGLY 4%, durante 60
min a 28 °C e 160 rpm. Apos o pré-tratamento a suspensdo de células foi centrifugada e
em seguida as células foram lavadas duas vezes com agua destilada estéril (5 mL por
lavagem). Em seguida as células foram ressuspendidas no meio de cultivo inicial (que
foi reservado previamente) e expostas ao estresse induzido pelo ‘OH, gerado pela reagdo
de Fenton, por 1 h a 28 °C e 160 rpm. Apds o pré-tratamento e o estresse as células
foram entdo diluidas e plaqueadas em placas de petri com meio s6lido YPD 2%. A
placas foram incubadas por 72 horas a 37 °C e as colonias formadas foram contadas.
Estes estudos foram realizados em colaboragdo do Prof. Marcos Dias Pereira, no

Departamento de Bioquimica da UFRIJ.

4.3.6 Inibicao da oxidagao de lipidios — ensaio de TBARS

O ensaio de TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbiturico, do inglés
"thiobarbituric acid reactive substances") foi utilizado como uma abordagem para
avaliar se a atividade antioxidante foi suficiente para inibir a oxidacdo dos lipidios.

O ensaio de TBARS ¢ utilizado para mensurar a quantidade de produtos finais
de oxidagao de lipidios, conhecidos como lipoperoxidos, em uma amostra biologica. O
principio quimico subjacente ao método de TBARS baseia-se na reagdo dos produtos de
oxidacdo de lipidios com o acido tiobarbiturico (TBA), que ocorre em meio acido e a
uma temperatura de 100 °C. Essa rea¢do resulta na formacdo de uma molécula com
coloragdo rosa, a qual pode ser quantificada por meio de espectroscopia de absor¢ao ou

emissdo fluorescente (Figura 19).2%2
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Figura 19. Reacdo entre 0o MDA e TBA que ocore no ensaio de TBARS em meio acido e a 100 °C para
formar o aduto fluorescente TBA-MDA-TBA

O figado foi dissecado de camundongos swisss e cortado em pequenos pedagos
com um par de tesouras e adicionado a um tubo contendo 25 pmol L' de PBS ((1:10
P/V). Os tecidos foram homogeneizados com um homogeneizador de tecido de vidro a
temperatura ambiente por 2 a 3 minutos e centrifugados a 1500 g durante e a 4 °C 10
minutos. O precipitado foi ressuspenso em solucao de PBS.

O efeito dos compostos, em concentragdes variando de 0,2 a 500 nmol L™, foi
investigado em 50 pL de homogenatos de figado pré-tratados com os compostos (1 h) e
expostos ao estresse do ‘OH gerado pela reacdo de Fenton (50 pL de 40 mM de H202 e
50 uL de 4 mM [Fe(SO4)2(NHa)]).

A deteccdo da LPO foi avaliada pela medicdo de espécies reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS). Resumidamente, 150 pL de 10% TCA foi adicionado ao
eppendorf contendo o homogenato de figado, o composto € o ‘OH, a fim de induzir a
precipitacdo das proteinas. Os eppendorfs foram centrifugados a 300 g por 10 min e
uma aliquota de 150 pL do sobrenadante foi transferida para um tubo de ensaio
contendo 150 pL de 0,67% TBA. Os tubos de ensaio foram aquecidos a 100 °C em
banho-maria por 1 h. Nessas condicdes, as espécies reativas ao TBA reagem formando
um aduto TBA-MDA-TBA, que foi extraido com 450 puL de n-butanol, centrifugado a
5000 g por 5 min. Uma aliquota de 200 uL do sobrenadante foi transferida para uma
placa de 96 pogos e a emissdo foi medida em uma multileitora tecan infinite (Aex = 515

e Aem = 553 nm).3"202

4.10 Investigacio da captura de ERs em reagdes in situ
As interagdes entre as ERs (H202, O2™ e "OH) e os compostos de coordenagao,

foram investigadas por EPR, de acordo com as seguintes condi¢des experimentais:
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a) Interacdo com H:0:2: a concentracdo da solu¢do estoque de H>O> foi determinada
via permanganometria de acordo com a literatura®®>. Solu¢des de cada composto (2
mmol L) e H202 (200 mmol L) foram preparadas usando tampdo PBS (pH = 7.4,
mmol L1). Os espectros de EPR de cada composto isolado na concentragdo de 1 mmol
L' foram registrados a 120 K. Em seguida, 150 pL da solugio de H>O, foram
adicionados a um tubo de EPR contendo 150 pL da solug¢do contendo o complexo em
investigacao, resultando em uma razao complexo:H>O> de 1:100. Apos 30 segundos, a
mistura reacional foi congelada em nitrogénio a 120 K e os espectros de EPR foram
registrados. Os tubos foram descongelados em temperatura ambiente e congelados
novamente em nitrogénio em um tempo de reagdo igual a 24 e 48 h para obtengdo de
novos espectros.

b) Interacio com O:™: solucdes estoque de superoxido de potéssio (KO2, ~5 mmol
L") e dos complexos (I mmol L™!) foram preparadas em DMSO seco em peneira
molecular. A concentracdo de KO foi quantificada por espectroscopia eletronica (Amax
260 nm, & = 26.867 mol! L' ecm™")**. Espectros de EPR para cada composto de
coordenacdo e para o O>" isolado foram obtidos a 120 K. Entao, aliquotas de diferentes
concentragdes (volume final de 150 pL) de solu¢do de KO, foram adicionadas a um
tubo de EPR contendo uma aliquota da solucdo estoque do complexo. O estudo foi
realizado empregando diferentes razdes complexo:KO3, de 1 até a deteccio do sinal de
EPR caracteristico de O>". Espectros de EPR foram obtidos apds 30 s de reagdo, a 120
K.

¢) Interacdo com "OH: solucdes estoque do spin trap 5,5-Dimetilpirrolina-N-6xido
(DMPO, 400 mmol L), HO, (4 mmol L), [Fe(NH4)2(SO4)2]-6H20 (0,4 mmol L) e
compostos de coordenagio (100 a 1000 pmol L) foram preparados em 4gua ultra pura.
Primeiro, 10 pL de cada solu¢do de composto de coordenagdo foram misturados com 10
pL de DMPO. Em seguida, o "OH foi gerado pela reacdo de Fenton, por meio da adicao
concomitante de 10 uL. de H2O: e uma solucdo aquosa de [Fe(NH4)2(SO4):]-6H20. A
propor¢ao utilizada na reagao foi de DMPO:H>O,:Fe de 100:1:0,1. A mistura reacional
foi entdo transferida para um capilar com didmetro interno de 1,0 mm e os espectros
foram registrados a 291 K ap6s 3 min. A determinagdo do ICso foi realizada através de
uma regressao linear da relagdo entre a concentragdo dos compostos e a respectiva razao
h/h0, onde h ¢ altura final hO ¢ a altura final relativa a segundo linha do conjunto de 4

linhas do aduto DMPO-"OH.
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Para os compostos de coordenacdo que apresentaram mudanga de coloragdo
durante a reacdo com as ERs H>O> ou KO, foram realizados estudos empregando-se a
técnica de espectroscopia eletronica. Nenhum dos complexos apresentou mudanga de
cor na presenca do "‘OH. Os espectros foram registrados na razao molar em que algum
intermediario foi identificado por espectroscopia EPR, utilizando tampao PBS para

H>0, e DMSO seco para KOo.

4.11 Simulacoes dos espectros de EPR
Os valores de g foram calculados de acordo com a equagao:

_h><v
T HX g

g

Onde h é a constante de Plank (6,626 107 J s, v é a frequéncia do equipamento (9,5
GHz), us é o magnetdo de Bohr (9,274 10** J T') e H é o campo magnético obtido
experimentalmente.

A simulagdo do espectro de EPR e a corregdo dos valores de g foram realizadas
por meio do software MATLAB versao R2021b (9.10.0.1602886) e com a extengdo

“easyspin”. O script empregado nas sele¢des € descrito abaixo:

% Importar dados
[B,spc] = textread('nome do arquivo.txt','%f %f");
plot(B,spc);

% Parametros de simulacao

Exp.mwFreq = 9.5; % Frequéncia de micro-ondas (GHz)
Exp.Range = [min(B) max(B)]; % Faixa de campo magnético (mT)
Exp.nPoints = numel (B); % Numero de pontos no espectro

% Parametros experimentais

Sys0.Nucs = 'M'"; % Nucleo paramagnético

Sys0.n = 1; % Quantidade de nucleos

Sys0.g =[2.03 2.18 1.8] % Tensores giromagnéticos gx, gy e gz
Sys0.A =[159 0.37 30]; % Acoplamento hiperfino A (MHz)
Sys0.lwpp = 3.3; % Largura da linha (MHz)

% Simulag¢do do espectro de EPR
Vary.g=1[0.5 0.5 0.5];

Vary.A =100 100 100];

Vary.lwpp = 1;

esfit(@pepper, spc, Sys0, Vary, Exp);
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4.12 Efeito dos compostos de coordenacio na respiraciao celular

Para avaliar o consumo de oxigénio mitocondrial, células C6 (3 x 10° células
por placa) foram cultivadas em placas de Petri por 24 h. Em seguida, as células foram
pré-incubadas com compostos de coordenagao ou PBS por 48 h, seguido de exposicao
ao rotenona (50 umol L) por 1 h. Aproximadamente um milhdo de células suspensas
(em DMEM 5% FBS) foram carregadas nas camaras do oxigrafo OROBOROS sob
agitacdo continua a 750 rpm a 37 °C. Ap0s a estabilizagdo do sinal, foram registradas as
taxas de consumo de oxigénio basal (OCR), definidas como a respiragdo com o0s
substratos fisioldgicos no meio de crescimento. A ATP sintase foi inibida com
oligomicina (1,25 umol L) e a OCR-ATP desacoplada foi registrada. Em seguida, o
ionoforo de proton carbdxilo cianeto 4-(trifluorometoxi) fenilidrazona (FCCP,
desacoplador da fosforilagio oxidativa) foi usado em incrementos de 0,5 umol L™ para
determinar a OCR méxima ou capacidade respiratéria maxima. A respiragdo foi inibida
pela aplicacdo de 2,5 pumol L' de antimicina A para determinar a OCR nio mitocondrial
(consumo residual de oxigénio). O software DatLab (Oroboros Instruments) foi usado
para a aquisicdo e andlise dos dados. A diferenca na OCR foi comparada com o grupo

controle (PBS).205:2%

4.13 Efeito dos compostos da série hp em edema de pata de camundongo

Os compostos que obtiveram melhor capacidade de inibir a geracdo de NOx
foram utilizados no estudo in vivo. Nesse experimento, o objetivo foi avaliar o efeito
dos compostos da série hp no edema de pata induzido por carragenina. Camundongos
swisss machos de 06 meses de idade foram utilizados nesse modelo (CEUA
8680260822).

Os animais foram submetidos a um pré-tratamento com os compostos de
coordenagdo, os quais foram administrados por via intraperitoneal nas concentragdes de
2 e 8 mg kg!. Posteriormente, uma injecdo intradérmica, contendo 300 pg de
carragenina, foi administrada na pata traseira esquerda de cada camundongos. A massa
do edema foi mensurada nos intervalos de tempo de 0,5, 1, 2, 4, 24, 48 e 72 h,
utilizando uma balanca de precisdo eletronica, conforme o principio de
Arquimedes.””’ A dexametasona, um potente agente anti-inflamatorio, foi empregada

como controle positivo.
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4.14 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrao da média. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando andlises de variancia (ANOVA) de um ou duas
vias ¢ também o teste “t” de Student ndo pareado quando apropriado. Posteriormente,
comparagdes entre grupos foram realizadas com o emprego dos testes post hoc de
Tukey. Todos os testes foram realizados utilizando o pacote de software Statistica ®

(StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Sintese e caracterizacao

Os pré-ligantes hpclnol e salen foram sintetizados de acordo com rotas
sintéticas previamente descritas na literatura. Para a obtencdo do hpclnol, o precursor
bmpa foi sintetizado, caracterizado e reagido com epicloridina. O produto dessa sintese
foi um oleo de cor castanha, com rendimento de 59%. O salen foi sintetizado por meio
da reacao entre etilenodiamina e salicilaldeido, na proporcao 1:2, obtendo-se um sé6lido
amarelo com rendimento de 78%. Apds a obtengdo dos pré-ligantes, o hpclnol foi
devidamente armazenado em um frasco de vidro e mantido em refrigeracdo (geladeira)
e o ligante salen foi armazenado em dessecador.

A caracterizagdo das moléculas orgénicas foi realizada por meio das técnicas
de 'H RMN e espectroscopia na regido do infravermelho. Os valores de deslocamento
quimico e nimero de onda estdo dispostos na Tabela 1 em Apéndices, € os espectros
correspondentes sdo exibidos nas Figura 1A e 2A, ambos em Apéndices.

Os compostos de coordenagao também foram sintetizados por meio de rotas
sintéticas previamente descritas na literatura, pelo nosso grupo de pesquisa.’*3%
Assim, as caracterizacdes realizadas foram feitas com o intuito de confirmagdo das
estruturas obtidas bem como da pureza dos compostos, comparando-se os dados obtidos
com aqueles ja disponiveis para estes compostos. Monocristais azuis e vermelhos de
CuHP e FeHP, respectivamente, foram obtidos no intervalo de 3 a 6 dias apos a reacao
de complexacdao e um so6lido amorfo de coloracdo bege foi obtido para o composto
MnHP imediatamente ap6s a reagdo de sintese. O rendimento de cada sintese ¢
apresentado no Quadro 1.

A coordenagdo do ligante hpclnol ao centro metalico foi inicialmente
confirmada pela técnica de espectroscopia na regido do infravermelho. Os estiramentos
caracteristicos da piridina (vC=C e vC=N), atribuidos ao hpclnol isolado, foram
respectivamente observados em 1592, 1570, 1475 e 1434 cm™'. Apds a coordenacio
com o centro metalico, esses mesmos estiramentos aromaticos de C=C e C=N foram
deslocados para regides de maior numero de onda, variando de acordo com o centro de
metal presente no composto. Isso ¢ um indicativo de uma alteragdo nas propriedades
vibracionais dos grupos funcionais presentes na estrutura do ligante, o qual agora se

encontra coordenado ao centro metalico.
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Além disso, o espectro na regido do infravermelho para composto FeHP exibiu
uma banda distinta, correlacionada a formagdo de uma ponte (u-Oxo0) entre os centros
de Fe. O estiramento assimétrico Fe-O-Fe foi observado em 830 cm’ e estd
destacado em laranja na Figura 20. Esta banda tem sido bastante evidenciada em

I

complexos de Fe contendo ponte (u-Ox0).2%%2% A confirma¢do da coordenagio do

ligante salen ao centro de Mn'!

foi evidenciada pelo desaparecimento da banda
localizada em 3436 cm™', a qual foi previamente atribuidas ao estiramento da ligagdo
OH do grupo fenol. Os espectros do ligante hpclnol, salen e seus respectivos compostos
sdo apresentados na Figura 3A e 4A em Apéndices.

O ponto de fusdo, ou faixa de degradagdo, foi determinado para cada um dos
compostos de coordenagdo estudados e os valores foram comparados com aqueles
disponiveis na literatura. Essa técnica foi empregada como uma forma de caracterizagdo
e como critério da pureza dos compostos obtidos. Nesse contexto, os pontos de fusdo
obtidos para cada um dos compostos de coordenagdo estiveram em consonancia com as
expectativas, solidificando a confirmacao da sintese dos compostos, bem como a pureza
de cada composto.

A féormula empirica e massa molar de cada composto foram determinadas por
meio dos percentuais de carbono, hidrogénio e nitrogénio obtidos através da técnica de
andlise elementar. Além de confirmar a pureza, esses dados também corroboraram com
a estrutura dos compostos de coordenacdo, propostas por outras técnicas, como difracdo
de raios X de monocristal, condutivimetria e voltametria ciclica. Os dados obtidos
através da analise elementar estdo descritos no Quadro 1 na pagina 55.

Os espectros eletronicos dos compostos de coordenacdo foram registrados em
DMSO, previamente seco em peneira molecular. As transi¢des eletronicas (intraligante
e de transferéncia de carga) foram identificadas através da determinagdo do coeficiente
de absortividade molar (¢). O espectro eletronico composto CuHP, registrado em
DMSO, apresenta uma transi¢io eletronica do tipo d-d em A = 700 nm (g = 127 mol L!
ecm™). O espectro eletronico composto FeHP, também DMSO, mostra trés transi¢des
eletronicas, sendo uma transferéncia de carga do tipom — n° em A =253 nm (¢ = 1,2 x
10* mol L' cm™) e duas transferéncia de carga ligante metal em A = 342 e 437 nm (e =
5,5x10° e 3,8 x 10° mol L' cm™) C1 — Fe' ou DMSO — Fe''. O espectro eletronico
composto MnHP apresenta uma tUnica transi¢do de transferéncia de carga do tipo ©1 —
n em A =270 nm (¢ = 1,2 x 10* mol L' cm™). Esses dados estdo em consonancia com

as transicoes eletronicas descritas na literatura para os mesmos compostos, fazendo-se a
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ressalva que os espectros relatados na literatura foram registrados em acetonitrila. Os
valores dos coeficientes de absortividade molar sdo exibidos no Quadro 1 e os espectros
eletronicos sdo apresentados na Figura SA, 6A ¢ 7A (Apéndices). O espectro eletronico
e estrutura do FeHP estao disponiveis na Figura 21.

Os voltamogramas ciclicos para os compostos de coordenagdo foram
registrados em DMSO previamente seco em peneira molecular, empregando-se
ferroceno como padrdo eletroquimico interno. O voltamograma do CuHP exibe um
processo quasi-reversivel, atribuido ao par redox Cu'/Cu' com Epa e Epc em -156 /-470
mV vs NHE, respectivamente. Para o composto FeHP, o voltamograma ciclico exibiu
dois processos quasi-reversiveis, os quais se referem as reagdes redox envolvendo os
dois centros de Fe'' do composto binuclear. Os dois processos de redugdo do Fe'! para
Fe!' ocorrem em -293 e -797 mV vs NHE, enquanto os dois processos relativos as
reacdes de oxidacio de Fe!' para Fe' aparecem em -612 e 165 mV vs NHE,
respectivamente. O voltamograma ciclico do composto FeHP ¢ exibido na Figura 22.
No voltamograma ciclico do composto MnHP, o processo quasi-reversivel atribuidos ao
par redox Mn'/Mn"' aparecem em -50 e -372 mV vs NHE para Epa e Epc,
respectivamente. Os valores de Epa e Epc para o EUK-8, atrelados ao o processo quasi-
reversivel atribuidos ao par redox Mn'/Mn'! s3o observados respectivamente em -270 e
-440 mV vs NHE. Os dados eletroquimicos correspondentes a esses compostos sao
inéditos e estdo apresentados na Quadro 1. Na literatura, os valores de potenciais
catodico e anddico estdo registrados em solventes diferentes, sendo eles: acetonitrila e
dimetilformamida, o que dificulta uma comparagdo direta. Os voltamogramas ciclicos
para os compostos CuHP, MnHP e EUK-8 sao apresentados na Figura 8A, 9A e 10A
em Apéndices.

As medidas de condutivimetria dos compostos de coordenagdo foram
realizadas em solugio de metanol na concentragdo 1,0 mmol L' e os resultados obtidos
sdo apresentados no Quadro 1. Segundo Geary,>! medidas de condutometria, em
solucdo de metanol, para compostos de coordenacdo na concentragdo 1,0 mmol L,
exibem valores entre 0 e 80 cm? Q! mol! e indicam a formagdo de um composto
neutro; ja valores ente 80 e 120 cm? Q! mol™! sugerem a formagio de eletrolitos 1:1 em
solugdo e acima de 120 cm? Q! mol! indicam a formacgdo de eletrélitos 1:2. Dessa
forma, pode-se considerar os compostos MnHP e EUK-8 como neutros, € o composto
CuHP e FeHP como eletrdlitos do tipo 1:1 e 1:2, respectivamente, em metanol. Esses

resultados corroboram com as propostas estruturais de todos os compostos.
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Figura 20. Espectros na regido do IV para o ligante
hpclnol (acima) e do FeHP (abaixo). Destaque em
laranja: banda Fe-O-Fe, em 830 cm™'.
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Figura 21. Espectro eletronico e estrutura proposta

para o FeHP, obtido em DMSO.
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Figura 22. Voltamograma ciclico para o FeHP, obtido em

DMSO.

CuHP: Cristal azul. Rend.: 62%. C15H2N302CuCl,. P.F (°C): 191. & (nm/mol L' em™): 700/127. Epa/Epc em mV vs NHE: -156 /-470. CHN
(%exp/%calc): C(40.56/40.27), H(4.54/4.81) e N(9.46/10.05). x: 91 cm? Q! mol™!

FeHP: Cristal vermelho. Rend.:52%. C30H36N6O3FexCls. P.F (°C): 179. & (nm/mol L' em™): 378/150. Epa/Epc em mV vs NHE: (-293 e -797)/(-
612 e 165) CHN (%exp/%calc): C(42.39/42.24), H(4.37/4.25) e N(9.66/9.85). k: 127 cm? Q! mol’!

MnHP: Sélido bege. Rend.: 70%. MnC14H;6C13N30. P.F (°C): 217. € (nm/mol L' cm™): 270/11978. Epa/Epc em mV vs NHE: -50/-372. CHN
(Yoexp/Y%calc): C(48.92/48.55), H(4.62/4.60) e N(7.13/7.16). x: 75 cm? Q! mol!

EUK-8: Cristais marrons. Rend.: 66%. CisHisN204sMnCl. F.D. (°C): 287 — 290. Epa/Epc em mV vs NHE: -270/-440. CHN (%exp/%calc):

C(48.92/48.55), H(4.62/4.60) e N(7.13/7.16).
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5.2 Estudo de viabilidade celular (citotoxicidade)

Com o objetivo de avaliar o efeito citotoxico dos compostos pertencentes a
série hp e do composto EUK-8, a viabilidade celular foi mensurada em células C6
utilizando o ensaio de MTT (Figura 23). Nesse ensaio, 1 x 10* células C6 foram
expostas a concentragdes crescentes (100, 30, 10, 3 e 0,3 pmol L) dos diferentes
compostos durante 24 h. O tratamento com 50 umol L' de H>O; foi empregado como
controle positivo.

Os resultados obtidos mostraram que concentragdes inferiores a 100 umol L
de todos os compostos testados ndo afetaram a viabilidade celular quando considerado o
ICso (concentragdo citotoxica que ocasiona um efeito adverso em 50% das células) (ICso

> 100 umol L),

g

LI

Viabilidade celular (%)
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301w 03 03 Gl HO, 100 30 10 03 03
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b
T
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=]

CCul HO, 100 30 10 03 03
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Figura 23. Avaliagdo da viabilidade celular dos compostos nas doses de 0,3 a 100 pmol L frente a
células C6 através do ensaio colorimétrico de MTT. Cada barra representa a média de sobrevida das
células em experimentos independentes + erro padrdo da média (n=4).

Esses resultados sugerem que os compostos da série hp apresentam baixa

citotoxicidade e estdo de acordo com resultados prévios do nosso grupo, mostrados em

outras linhagens celulares.>*?!!
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5.3 Avaliacao da inibicao da geraciao ERs in vitro

A capacidade de inibi¢do da formacdo das ERs dos compostos de coordenagio
em estudo foi avaliada em dois modelos in vitro de estresse oxidativo induzido nos
sistemas experimentais onde a producao de ERs foi induzida pela exposicao a por (i)
rotenona e a (ii)) LPS. No modelo sistema (i) as ERs foram mensuradas através
utilizando o fluor6foro DCF, e no modelo sistema (ii) os NOx foram mensurados pelo
cromoforo azo, conforme descrito em Materiais e Métodos.

A Figura 24 mostra que as concentragdes de 03, 10 e 30 umol L' de todos os
compostos pertencentes a série hp inibiram completamente a geragdo de ERs, mantendo
a concentracao basal de ERs. Especificamente, no caso do composto FeHP houve
inibicdo das ERs de forma consistente em todas as concentragdes testadas. Na
concentragdo de 100 umol L, os compostos CuHP ¢ MnHP inibiram em 80 % a
formagao de ERs, enquanto o EUK-8 inibiu apenas 60 %. Ademais, constatou-se que
esses compostos da série hp inibiram as ERs de forma mais satisfatéria que o composto
EUK-8 nesse modelo de estresse oxidativo induzido por rotenona (Ftab > Fecrit,

considerando p = 0,05).
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Figura 24. Redugdo da emissdo de fluorescéncia (u.a.) em células C6, tratadas com os compostos de
coordenagdo e submetidas ao estresse oxidativo, induzido por meio da rotenona (Rot) na concentragdo de
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50 umol L. O 4cido gélico (AG) na concentragdo de 100 pmol L' foi utilizado como controle positivo.
A analise de variancia (ANOVA) de dois fatores foi realizada com um valor de p<0,05 ¢ os grupos foram
agrupados em diferentes categorias representadas por asteriscos (*) de acordo com suas similaridades
estatisticas.

Os resultados para o modelo (ii) de estresse oxidativo sdo apresentados na
Figura 25, a qual mostra que os compostos MnHP e FeHP inibiram a geracao de NOx
em todas as concentragdes avaliadas. Destaca-se que, nas concentragdes de 30 e 100
pumol L, tanto o MnHP quanto o FeHP conseguiram restringir a geracdo de NOx aos
niveis basais. Em relagdo ao composto EUK-8, a inibicdo da geracdo de NOx foi
observada apenas nas concentragdes de 10 e 30 pmol L. Em contrapartida, o composto
CuHP inibiu a geragdo de NOx em nenhuma das concentragdes avaliadas. Isso ¢ um
indicativo que esse composto ndo interage com o NOx, tampouco com as vias de
sinalizacdo celular envolvidas na resposta ao estresse oxidativo induzido por LPS.

Os resultados deste estudo demonstram que os compostos MnHP e FeHP
também sdo eficientes moduladores de NO nesse modelo de estresse oxidativo. Embora
o EUK-8 também revele atividade inibitéria em determinadas concentragdes, 0s
compostos MnHP e FeHP destacam-se pela maior eficiéncia demonstrada. Por outro

lado, o CuHP ndo exibiu atividade nesse modelo de estresse oxidativo.
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Figura 25. Inibi¢do da produgdo de NOx em células C6 tratadas com os compostos de coordenagéo e
submetidas ao estresse oxidativo, induzido por meio do LPS, na concentragio de 50 pumol L.
Dexametasona (Dexa), na concentracio de 10 pmol L', foi utilizado como controle positivo. Foi
realizada uma analise de varidncia (ANOVA) com um valor de p<0,05 e os grupos foram agrupados em
diferentes categorias representadas por asteriscos (*) de acordo com suas similaridades estatisticas.

Através da interpretagdo dos dados obtidos nos sistemas acima apresentados,
observa-se que a ordem de inibi¢do na formagdo de ERs difere de acordo com a
metodologia empregada. No sistema (i), observa-se a seguinte ordem de inibi¢do da
geracdo de ERs: FeHP > MnHP ~ CuHP > EUK-8. No entanto, para os resultados
obtidos no sistema (ii), a sequéncia da inibi¢cdo da geracdo de NOx observada foi: FeHP
> MnHP > EUK-8 >> CuHP. Esses resultados ressaltam o papel do ion metalico central
na modulacao do estresse oxidativo.

A diferenga na ordem de inibicao pode estar relacionada aos diferentes tipos de
de ERs envolvidas em cada ensaio. O ensaio com o DCF indica a presen¢a de ERs em
geral. Assim, ha uma maior diversidade de ERs que podem ser capturadas pelos
compostos de coordenagdo. Deve ser aqui ressaltado, que o uso do controle negativo
nao comprometeu a fluorescéncia do DCF, sugerindo que os compostos nao suprimem a
fluorescéncia do DCF, mas sim das ERs que oxidam a sonda. Por outro lado, a

metodologia que foi empregada para avaliar os NOx, identifica a formacdo de um
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corante azo, o que também ndo permite identificar exatamente as ERs envolvidas no
processo. A formagao de NOx envolve uma série de mecanismos complexos, incluindo
interacdes com o O>", auto-oxidagdo, reagdes enzimaticas € interagcdes com grupos
heme.?!? Assim, os compostos de coordenagio podem atuar de maneiras diversas na
inibicdo da formacdo de NOx. Uma dessas abordagens envolve a reducao dos niveis de
O," disponiveis, minimizando interacdes com o NO e reduzindo os niveis de NOx.
Outra possibilidade ¢ que esses compostos podem, também, estabelecer interagdes
diretas com o NO. Entretanto, um cendrio diferente se apresenta com o composto
CuHP. Neste caso, notou-se a auséncia de interagdes significativas com o NO. Apesar
do composto demonstrar habilidade para interagir com ERs, essa interacdo
aparentemente ndo ¢ suficiente para reduzir os niveis dos compostos nitrogenados.
Considerando que o composto ndo apresenta interacdes com o NO, ¢ plausivel
considerar a possibilidade de que ele esteja direcionando suas interagdes para proteinas,
evitando reac¢des de nitrosilagdo, o que contribui para o aumento dos niveis de NO
intracelular (Figura 25). De fato, alguns dados obtidos pelo nosso grupo de pesquisa,
tem mostrado previamente que o composto CuHP apresenta atividade desnitrosilante.

Todas essas possibilidades estao exemplificadas na Figura 26.

Rotenona 0,e H,0

0, e H,0, —»€— DCFH

Série hp

LPS — — 0, H)0,

NG - —— NO+0,7 ¢ ONOO" — NOx

0, e H,0

Proteina—SH + NO —»&- Proteina—SNO

CuHP  Proteina—SH - - - CuHP + NO

Figura 26. Propostas de mecanismos dos compostos da série hp envolvidos na modulagdo do estresse
oxidativo induzido por rotenona e LPS em células C6

5.4 Efeito dos compostos de coordenacio na sobrevivéncia de S. cerevisiae in vivo

A utilizagdo do modelo de células de levedura S. cerevisiae ¢ uma pratica

213-216

comum na literatura e ja foi previamente adotada pelo nosso grupo de pesquisa
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(secdo 2.2). Na literatura, ndo existe uma concordancia se os estudos envolvendo
leveduras S. cerevisiae sdo considerados estudos in vivo ou in vitro. De qualquer forma,
esse modelo envolve uma célula com uma membrana mais resistente a danos
oxidativos. Nesse aspecto, optamos por induzir o estresse oxidativo por meio da reagao
de Fenton, a qual gera o radical hidroxil. Essa decisdo se baseou na alta instabilidade e
reatividade inerentes a esse radical. Ainda, é relevante enfatizar a auséncia de uma
enzima especifica capaz de modular os niveis desse radical em sistemas bioldgicos,
conferindo-lhe um potencial particularmente nocivo em termos de danos
macromoleculares.

Em um estudo anterior’*3’

, ja relatamos os efeitos dos compostos sobre a
capacidade de sobrevivéncia da S. cerevisiae quando exposta a situacdes de estresse
oxidativo causadas pelo H2O: e pelo O>". Essa abordagem atual se concentra no estresse
oxidativo induzido pelo radical ‘OH e tem como parametro de avaliagdo a sobrevivéncia
celular. Assim, analisamos quantas células, que foram previamente tratadas com os
compostos da série hp, conseguiram permanecer vivas em condi¢des de estresse
oxidativo provocado pelo "OH.

Na Figura 27, podemos observar os resultados relativos a sobrevivéncia das
células de S. cerevisiae apds o pré-tratamento com os compostos de coordenagdo,
indicando aumento na viabilidade celular. Especificamente, o composto CuHP, quando
administrado em uma concentragdo de 12,5 pmol L', desencadeou o aumento na
sobrevivéncia das leveduras em até 50%, com um efeito semelhante (p<0,05) observado
nos tratamentos utilizando as concentragdes de 25 umol L' e 50 pmol L.
Adicionalmente, o tratamento com a concentracdo de 100 pmol L' também resultou em
um aumento notdvel na sobrevivéncia celular, atingindo 75% de viabilidade nesse
modelo especifico de estresse oxidativo, empregando-se esse modelo de estresse
oxidativo com "OH.

O pré-tratamento com a menor concentragio de FeHP (12,5 pmol L) elevou a
sobrevivéncia celular de 7,5% para 67,5%. Resultados semelhantes foram observados
para as concentragdes de 25 umol L' e 50 umol L. No entanto, quando as células
foram tratadas com 100 umol L' de FeHP, a sobrevivéncia aumentou para mais de
85%, quase restaurando a sobrevivéncia total das células controle (sem estresse

induzido pelo "OH).
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Figura 27. Sobrevivéncia das células de S. cerevisiae pré-tratadas com os compostos da série hp e
expostas ao radical hidroxil. xIndica resultados estatisticamente diferentes das condig¢des de geragdo do
*OH; #xIndica resultados estatisticamente diferentes das condi¢des de geracdo do *OH da concentragdo
menor testada de cada composto; #Indica resultados estatisticamente diferentes de 12,5 e 25 umol L' de
EUK-8; §Indica resultados estatisticamente diferentes de 12,5 umol L*! de EUK-8.

Quanto ao composto MnHP, observou-se resposta dependente da concentragao,
em que a sobrevivéncia das células de levedura foi de 48% na menor concentragdo,
aumentando para 56% e 76% nos tratamentos com 25 e 50 umol L™}, respectivamente. O
tratamento das células de levedura com 100 pumol L' de MnHP resultou em uma
sobrevivéncia de 86%, assim como observado para o FeHP.

O tratamento das células com EUK-8 também aumentou a sobrevivéncia da
levedura de maneira dependente da dose contra o estresse oxidativo. No entanto, este
composto apresenta capacidade reduzida de melhorar a sobrevivéncia da levedura em
comparagdo com os compostos da série hp. O EUK-8 alcangou um perfil de protegao
celular equivalente aos compostos da série hp apenas acima de 50 umol L. Esses
resultados demonstram que os compostos pertencentes a série hp apresentaram uma
melhor capacidade de atuar como antioxidante sintético em comparagdo com EUK-8,
sob condicdo de estresse oxidativo induzido pelo "OH.

Além disso, foi realizado tratamento das células com o ligante hpclnol, o qual
nao induziu efeito no estresse induzido pelo "“OH. Esses resultados corroboram nossos

trabalhos anteriores, que indicam a auséncia de protecao do ligante hpclnol contra H>O»
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e O»*. Esses dados sugerem que a atividade antioxidante desses compostos de

coordenacdo esta atrelada aos seus centros metalicos, € ndo apenas ao ligante em si.

5.5 Avaliacdo da atividade dos compostos de coordenacio na reducio do dano
oxidativo: monitoramento da LPO in vivo e ex vivo

Os resultados anteriores mostraram que os compostos estudados aumentam a
sobrevivéncia das células de levedura expostas previamente ao estresse causado pelo
‘OH. Este resultado positivo motivou a investigacdo da capacidade destes compostos
inibirem a oxidacdo lipidica induzida pelo ‘OH, empregando-se a levedura como
modelo de estudo in vivo. Assim, surgiu a necessidade de avaliar se o tratamento das
células de S. cerevisiae com os compostos em questdo seria capaz de inibir a LPO
induzida pelo "OH. Vale ressaltar que a formacdo de lipoperoxidos estd relacionada a
danos as biomoléculas e comprometimento de estruturas e fungdes celulares
importantes. Na Figura 28, fica evidenciado que todos os compostos avaliados
conseguiram prevenir a LPO nas células de S. cerevisiae. Essa prevencao se traduziu em
uma reducao na emissao de fluorescéncia em quase trés vezes em comparagao com as

células que foram submetidas ao estresse provocado pelo “OH.

B Controle
[ 0.25 mmol L H,0, + 0.1 mmeol [Fe(NH,),(50,),]
B 625 pmol L
200+ B 25 pmol L v
g“ao" B 50 pmol L
s 5 1604
T ;
Z o 1404
= .
= 1204 I
S & 100+
o < 80
£ 2
T = 604
~ T
g 404 ..
2
2o~_.
0- T
O
6@» L\&‘b {_,% CuHP FeHP  MnHP
& & N
7w 2
Ny

Figura 28. Redugdo da peroxidagdo lipidica em células de S. cerevisiae tratadas com os compostos
pertencentes a série hp e expostas a condigdes de estresse pelo radical hidroxil. A analise estatistica foi
realizada usando o teste t, com P<0,05. *Indica resultados estatisticamente diferentes do controle. **
Indica resultados estatisticamente diferentes das condi¢des geradoras do *OH.
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Nas células controle, que ndo receberam nenhum tratamento e ndo estavam
sujeitas a condi¢des de estresse, os niveis de oxidacao lipidica foram muito baixos, em
torno de 40 pmol MDA mg™! de célula. Sob condi¢do de estresse do radical hidroxil, a
peroxidacao lipidica aumentou significativamente, atingindo niveis 4,5 vezes mais altos
do que o controle. Considerando as células tratadas com os compostos da série hp,
observou-se reducdo nos niveis de peroxidagdo lipidica sob estresse do radical hidroxil.
Para determinar qual composto foi mais eficaz na redu¢do da oxidacao lipidica, a ICso
de cada composto foi determinada tracando uma curva de regressao nao linear com os
valores absolutos da peroxidagao de lipidios.

De acordo com a Tabela 2, os valores de ICso obtidos para os compostos CuHP
e FeHP foram menores do que o exibido pelo MnHP e pelo [Mn(salen)Cl]. Assim, a
ordem decrescente na reducdo da oxidagao lipidica ¢: CuHP > FeHP > MnHP ~ EUK-8

Tabela 2. Valores de ICs para oxidacdo de lipidios em S. cerevisiae, calculados por meio de uma curva
de regressdo ndo-linear. Esses valores foram obtidos através de dados experimentais apresentados na
Figura 28.

Compostos de coordenacao ICs0o em pmol L!
CuHP 30,724
FeHP 36,2+ 1,0
MnHP 39,4+1,9
EUK-8 41,8 £ 0,38

Devido aos resultados obtidos utilizando S. cerevisiae, investigamos o efeito
protetor desses compostos de coordenagdo em preparagdes de figado de camundongo
swiss, que € mais sensivel 8 LPO do que S. cerevisiae. Assim, as preparagdes de figado
de camundongos foram pré-tratados com os compostos € posteriormente expostos ao
estresse induzido pelo "OH.

Antes da investigacdo do efeito protetor em modelos celulares, as preparagdes
de figado de camundongo foram tratado com diferentes concentragdes tanto de
[Fe(NH4)2(SO4)2] quanto de H>O, para estabelecer as condi¢des Otimas para o estresse
do 'OH. A combinagdo de 50 mmol L' de H>O2 e 5 mmol L de [Fe(NH4)2(SO4)] foi a
mais efetiva na geracdo do ‘OH e na promog¢do da LPO, aumentando os niveis de
TBARS em 283%. A gera¢do do radical hidroxil foi confirmada por espectroscopia de
EPR com o emprego do spin trap DMPO.
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O pré-tratamento com o MnHP, na concentracdo de 25 pM, inibiu a LPO a
niveis basais. Em contraste, os compostos CuHP e FeHP aumentaram os niveis de MDA
em até 57% e 93%, respectivamente, na mesma concentracdo. Uma vez que foi
observada uma atividade pré-oxidante dos compostos nessa concentragdo, investigou-se
se concentragdes mais baixas poderiam demonstrar atividades protetoras contra a LPO.
De fato, como mostrado na Tabela 3, os compostos CuHP e FeHP reduziram a LPO
quando aplicados em concentragdo mais baixa. Foi observada uma melhora na
capacidade antioxidante em relacdo ao figado de camundongo, com ICso na faixa de
nanomolar, seguindo a sequéncia: CuHP > FeHP > MnHP >> [Mn(salen)Cl], indicando

a atividade antioxidante menos satisfatoria para o composto EUK-8.

Tabela 3 Valores de ICso para oxidagdo de lipidios em figado de camundongo, calculados por meio de
uma curva de regressdo ndo-linear.

Compostos de coordenacio ICso em nmol L!
CuHP 0,48 £ 0,03
FeHP 0,60 + 0,05
MnHP 0,69 £ 0,01
EUK-8 42,75 + 3,50

De modo geral, esses resultados indicam que todos os compostos testados
tiveram um impacto positivo na sobrevivéncia das células de levedura, além de
reduzirem a peroxidacdo lipidica em um sistema bioldgico submetido ao estresse pelo
‘OH. Nesse contexto, ¢ notavel que, embora todos os compostos de coordenagdo tenham
demonstrado aprimorar a capacidade de S. cerevisiae sobreviver ao estresse causado
pelo "OH, as taxas mais elevadas de sobrevivéncia com doses mais baixas foram
alcancadas com o tratamento envolvendo o FeHP. O tratamento das células com CuHP
e MnHP também resultou em um aumento na sobrevivéncia celular diante do estresse
provocado pelo "OH.

No que se refere a prote¢do contra danos macromoleculares, o composto CuHP
exibiu o efeito inibitério mais pronunciado na inibigdo da peroxidagdo lipidica em
ambas as matrizes biologicas estudadas. Assim, a ordem de eficacia contra a
peroxidacao lipidica para ambos os modelos foi CuHP>FeHP>MnHP>EUK-8.

No entanto, ¢ interessante que os valores de ICso obtidos no modelo com

homogeneizado de figado de camundongo foram 10° vezes inferiores aos observados
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nas leveduras, e essa discrepancia pode estar relacionada as intrincadas complexidades
dos sistemas bioldgicos em questdo. A homogeneizacao do figado resultou na completa
desestruturacdo do o6rgdo, o que possivelmente influenciou a maneira como o0s
compostos de coordenagdo foram absorvidos e distribuidos. Essa alteragdo na
distribuicdo pode ter consequentemente afetado as concentragdes eficazes dos
compostos e, por consequéncia, os valores de ICso obtidos. Além disso, a composi¢ao
distinta entre as duas matrizes biologicas pode ter desempenhado um papel no efeito
observado nos compostos de coordenacio. E relevante destacar que o figado é um 6rgio
de elevado metabolismo e repleto enzimas que podem atuar de diferentes formas com os
compostos, resultando em uma atividade bioquimica ampliada.

Viarios compostos de coordenagdo tém sido sintetizados com o objetivo de
desenvolver novos antioxidantes capazes de eliminar os radicais hidroxil.
Recentemente, um novo composto de manganés, contendo o ligante derivado do salen,
foi sintetizado e mostrou alta capacidade de neutralizar os radicais hidroxil in vitro.?!
Outra investigagdo indicou que o EUK-8, em concentragdes variando de 0,5 a 5,0 pg
mL!, neutralizou efetivamente os radicais hidroxil gerados pela combinacgdo de 0,1
mmol L' de FeCls, 0,1 mmol L de acido ascérbico e 1 mmol L' de H,O, de maneira
dose-dependente.?!” Além disso, foi relatado que o complexo polissacarideo de Fe'!
(FePS) também atua como neutralizador de radicais hidroxil e O2", com redu¢do nos
niveis de peroxidagdo de lipidios.?'® No entanto, nenhum desses complexos foi testado
em modelos celulares expostos a um sistema gerador de radicais hidroxil. De fato, ndo
ha dados na literatura relatando a aplica¢do de antioxidantes sintéticos para promover a

sobrevivéncia celular e atenuagdo da peroxidacdo lipidica em um sistema bioldgico

exposto ao estresse do radical hidroxil.

5.6 Investigacio e propostas de mecanismo de acido antioxidante apresentados

pelos compostos de coordenacgao da série hp

5.6.1. Interacdo dos compostos de coordenacgao da série hp e EUK8 com 0 O™

Embora tenha sido estabelecido que os compostos de coordenagdo atuem como
antioxidantes em modelos de estresse oxidativo, ainda ndo exploramos em detalhes os
mecanismos pelos quais esses compostos capturam as ERs. Por esse motivo, optamos
por direcionar nossa investigagdo para as ERs mais frequentemente citadas na literatura:

0 02", 0 H20Oz e o radical hidroxil.
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Incialmente, uma reagdo teste foi realizada para avaliar as alteracdes nas
solugdes e investigar as possibilidades de analises. Solucdes isoladas de cada composto
foram preparas em DMSO seco. Em seguida, algumas gotas da solucao de superoxido
de potassio (KO»), também preparada em DMSO seco, foram adicionadas em cada tubo.
Aquecimento do tubo de ensaio e formacdo de bolhas foram observados para todos os
compostos, mas apenas o composto CuHP sofreu alteracdo de cor de azul para amarelo
esverdeado. Com isso, selecionamos a técnica de EPR para avaliar as possiveis
alteragdes redox que ocorrem no centro de metal e a técnica de espectroscopia
eletronica para avaliar as transi¢des eletronicas no CuHP, visto que foi o tUnico a
apresentar mudanga de coloragdo.

O composto CuHP apresentou espectros de EPR (Figura 29, em azul)
caracteristicos de um centro Cu!! com simetria axial (g1 = 2,06) e um padrio de
hiperfino associado ao quarteto (I = 3/2) observado em g, = 2,26. O espectro do O>™
exibiu o espectro de EPR anisotropico, caracteristico do mesmo, com valores de g na
ordem g1 > gy > 2.0023 (2,02 > 2,12 > 2.0023). Ambas as solugdes foram registradas
em DMSO seco com peneira molecular e a uma temperatura de 100 K.

Em seguida, uma aliquota de cada solugdo com uma estequiometria de 1:1 de
CuHP:0," foram misturadas e, apdés 1 min, congeladas em nitrogénio liquido. O
espectro de EPR foi registrado a 100 K e esse procedimento se repetiu com o aumento
da estequiometria do O". Decréscimo gradual na intensidade das linhas de Cu",
indicando uma transformacdo desse centro de metal em Cu', foi observado de acordo
com o aumento da concentracio do O>". Em uma razdo de 1:5, as linhas de Cu foram
completamente silenciadas € um novo conjunto de linhas central em g ~ 2 apareceram,
sugerindo a formagdo de um intermediario. Apds a adi¢do de mais um equivalente de
0>, o espectro ¢ dominado pelas linhas tipicas do O™ (Figura 29).

No que se refere ao intermediario formado, O'Young e Lippard®*"® também
observaram um conjunto de linhas similar ao reagir um composto de Cu'' contendo um
ligante salicilato com o KO> e a formagdo do intermediario Cu'-O," foi sugerida. Para
caracterizar esse intermediario na reagdo do CuHP com o O;", foi realizado um estudo
usando a técnica de espectroscopia eletronica, empregando a proporcao estequiométrica
1:6, na qual o intermediario foi observado no EPR.

O espectro eletronico do CuHP, registrado em DMSO seco (Figura 29), exibe
apenas uma transicao eletronica na faixa do visivel em Amax = 700 nm com € = 127 mol

L cm™!, sendo caracteristico de uma transi¢io do tipo d-d. Imediatamente apds a adigio
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de KO, a coloragdo azul da solu¢do muda para amarelo esverdeado. Um novo espectro
eletronico foi registrado a temperatura ambiente apds 10 s de interagdo, mostrando o
aparecimento de uma nova transi¢ao eletronica em Amax = 440 nm, concomitante com o
desaparecimento da transicdo d—d, indicando que o cobre(Il) foi reduzido a cobre(I). Na
literatura, foi descrito que espécies “superoxocobre” exibem bandas intensas (LMCT
02" — Cu) nessa faixa.??°??2, No entanto, essa transicdo eletronica LMCT decai
rapidamente (<60 s) e as transi¢des do tipo d—d apenas retornam ap6s 12 h de reagdo.
Esse comportamento suporta a reducio do Cu' para Cu' e a oxidagio do O>™ para Ox.
Assim, ¢ possivel sugerir que a nova banda de absor¢ao observada esta caracterizando
um intermedidrio Cu''-O5".
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Figura 29. Interagdo entre o CuHP ¢ o O,", investigado por EPR (esquerda) e espectroscopia eletronica
(direita). O espectro do CuHP ¢ mostrado em linha azul em ambos os espectros (linha pontilhada
referente a 24 h apds a interag@o). O intermediario formado “superoxocobre” ¢ mostrado em rosa em
ambos os espectros. O O™ ndo apresenta nenhuma transicao eletronica na faixa avaliada.

Os espectros EPR das amostras congeladas apds 60 s de reagdo contendo CuHP
e KO», mostram a diminui¢do do sinal de Cu" e o surgimento de um novo padrio de
linhas, como discutido anteriormente. Neste momento (60 s), nenhuma banda de
absor¢do ¢ vista na faixa visivel no espectro eletronico. Considerando em conjunto os
dados de EPR e de absorgdo eletronica, o novo padrido de EPR observado em uma
propor¢do CuHP:0;" 1:5 caracteriza outro intermedidrio, provisoriamente atribuido
como Cu'-superoxido. Na verdade, esse novo padrio parece estar relacionado ao O™
com uma simetria menor que a axial, o que pode ser resultado da coordenacao do O>"

ao centro de cobre(I). Com base nessa observagdo, a reatividade dos compostos de

cobre com O pode ser representada pelos passos mostrados na Figura 30. E
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importante destacar que os espectros eletronicos medidos ap6s 12 horas mostram que a

transicao d-d € restaurada, confirmando que o processo € reversivel.

Deteccao por
espectroscopia eletronic

Deteccao por EPR

Figura 30. Proposta do mecanismo e intermedidrios formados na reagdo entre o CuHP e 0 O™ com base
nos resultados obtidos por EPR e espectroscopia eletronica.

A Figura 31 mostra o espectro de EPR do composto FeHP, registrado em
DMSO seco, a 100 K. Neste espectro, observa-se um perfil isotropico caracteristico de
centros de Fe'! (I =3), com g = 4,33. Quando o O™ ¢ adicionado em propor¢des 1:1 e
1:2 em relacdo ao FeHP, a linha correspondente ao FeHP diminuem de intensidade.
Simultaneamente, aparece um novo conjunto de linhas com perfil rdmbico em gx = 2,35
gy = 2,18 g, = 1,94. Esses sinais sdo interpretados como a formacdo de uma espécie de
valéncia mista Fe-O-Fe' com acoplamento antiferromagnético e com estado
fundamental S = %5.22%?2* Na propor¢do 1:4, a linha referente ao composto desaparece
completamente, sobrando apenas as linhas correspondentes ao O>". Apos 24 h de
reacdo, um novo espectro de EPR foi registrado a partir dessa solugdo. Esse novo

espectro exibe novamente o sinal caracteristico do Fe'!!

, fornecendo confirmagao solida
da atividade catalitica intrinseca do composto. Uma proposta de mecanismo ¢ mostrada

na Figura 32.
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Figura 31. Interagdo entre o composto FeHP ¢ o O,", investigado por EPR. O espectro do composto
FeHP ¢ mostrado em azul. (linha pontilhada referente a 24 h apds a interagdo). O intermedidrio formado
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Figura 32. Proposta do mecanismo da reacdo entre o composto FeHP e o O,™ com base nos resultados
obtidos por EPR.

O espectro de EPR do composto MnHP, registrado em DMSO seco e a 100 K,
¢ apresentado na Figura 33. Esse espectro exibe perfil rombico (gx = 2,07 gy=2,04 g, =

2,01) e contém seis linhas caracteristicas do centro de manganés(Il). Esses sinais sao
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resultantes da interagdo dos elétrons com o spin nuclear I = 5/2 do is6topo *>Mn. Na
presenga do O>", as linhas referentes a centro de Mn'' sdo suprimidas, indicando

oxidacdo do centro de Mn'' para Mn'!

(diamagnético). O sinal atribuido ao O>™ foi
detectado apenas empregando-se a proporcao estequiométrica de 1:3 de MnHP:O".
Apbs 24 h, é possivel observar as seis linhas correlacionadas ao centro de Mn'l
confirmando a a¢ao catalitico. O mesmo estudo foi realizado com o EUK-8 (Figura 33),

o qual possui um centro de Mn'!!

que ¢ silencioso no EPR Nesse caso, foi possivel
observar o sinal relacionado ao O>" em uma propor¢ao de 1:0,5 em comparagdao com o

sinal do composto EUK-8, sendo esse, o composto menos reativo frente ao O2™.

EUK-8
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Figura 33. Interagdo entre os compostos de manganés (MnHP ¢ EUK-8) e o O,", investigados por EPR.
Os espectros em azul sdo referentes aos compostos isolados e os espectros em azul tracejado sdo
referentes aos espectros provenientes das reagcdes com o O>", apds 24 h. Todos os espectros de EPR foram
registrados em DMSO seco, a 100 K.

A atividade SOD foi dependente do ion metélico central, sendo o cobre(Il) o
mais ativo, seguido do ferro(Ill) e do manganés(Il). Além disso, os compostos
pertencentes a série hp conseguiram neutralizar mais moléculas do O;” do que o

classico composto mimético a SOD, o EUK-8.

5.6.2. Interacdo dos compostos de coordenagdo da série hp e EUK8 com H>O>

Mais uma vez, uma reagdo teste foi realizada adicionando-se algumas gotas de
H>0: (30%) a solugdes individuais de cada composto diluido em PBS pH = 74.
Novamente, intensa formagao de bolhas foi observado, sugerindo a oxidacao do H>O»
em O na presenca dos compostos de coordenagdo. Apenas a interacao entre o MnHP e
o H>O», resultou em mudanca de cor da solucdo, de incolor para solugdo marrom-

escura, possibilitando uma investigacdo por espectroscopia eletronica. Tendo em vista
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que o H2O» ¢ silencioso no EPR, a estratégia foi explorar mudangas ou a reducao da
intensidade dos sinais relacionados aos centros metalicos na presenga do H2Os.

Os espectros de EPR referentes ao CuHP e FeHP, obtidos em solugdo tampao
PBS com pH de 7,4 e a uma temperatura de 100 K, sdo ilustrados na Figura 34. Ambos
os espectros exibem as linhas caracteristicas dos centros paramagnéticos individuais
(Cu'! e FeM), como previamente descrito. Na presenca do H>O,, os espectros sio
parcialmente silenciados, resultando em perda de resolucdo das linhas associadas aos
centros de Cu"' e Fe''l. Isso ocorre devido as reacdes redox entre o centro de metal e o
peroxido, que podem ser representadas conforme as equagodes (1) e (2), para CuHP e

FeHP, respectivamente. Essas equagodes estdo descritas abaixo:

(1) 2Cu'HP + 0% — 2Cu'HP + O
(1) 2Cu'HP + 0> + 4H" — 2Cu"HP + 2H,0
) Fe'"HP + 02> — Fe'"HP + O2
(2) Fe'HP + 0,% + 4H" — Fe"HP + 2H,0
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Figura 34. Espectros de EPR dos compostos CuHP (esquerda) e FeHP (direita), registrados em PBS pH
7,4 e a 100 K. Os espectros em preto sdo referentes a interagdo entre esses compostos de coordenagdo e a
espécie reativa H,O».

A Figura 35 apresenta o espectro de EPR do MnHP registrado em PBS pH de
7,4 e a 100 K. Neste espectro sio exibidas as seis linhas caracteristicas de Mn',
conforme explicado anteriormente. Entretanto, na presenga da espécie reativa H20», as
seis linhas do Mn"' sdo silenciadas e um novo conjunto de 16 linhas aparece em g, =

2,42 gy = 2,17 e gx = 1.49. Esse novo espectro ¢ caracteristico de uma espécie de alta
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valéncia Mn"(u—O),-Mn'Y com S = . As 16 linhas resultam do acoplamento
antiferromagnético entre o Mn'™ (d*) e Mn!"V (d*). Com o tempo, as 16 linhas sdo
silenciadas gradativamente até o reaparecimento das seis linhas caracteristicas do Mn'},
porém com maior resolugdo quando comparada com o espectro inicial do composto
MnHP. Esse comportamento ¢ um indicativo que o mecanismo de interagdo envolveu a
oxidagao e reducao do centro de metal.

A espectroscopia eletronica também foi empregada para caracterizar esse
intermediario de alta valéncia detectado por EPR (Figura 35). Inicialmente, um espectro
eletronico do MnHP foi registrado em PBS pH = 7,4 e a temperatura ambiente. Como
esperado, nenhuma transi¢ao eletronica na faixa do visivel foi observada, visto que se
trata de um composto de Mn''. Em seguida, uma nova solugio foi preparada em PBS
contendo uma propor¢do MnHP:H>O» 1:100 e os espectros foram obtidos a partir dessa
solugdo apos 1 minuto, 24 horas e 48 horas. A solugcdo de MnHP em solucdo de tampao
fosfato ¢ incolor, porém na presenga de H2O», a cor da solugdo muda rapidamente para
marrom escuro. Na presenca do H>O», novas absor¢des foram observadas em 412, 542 ¢
627 nm. Essa caracteristica ¢ semelhante a apresentada pela MnCAT de 7. thermophilus
no estado de oxidagio Mn"Mn"!, que também ndo apresenta caracteristicas no espectro
de absor¢do visivel. Imediatamente apés a adi¢do de 10 pL de H,O> (6,85 mol-L™") a
solucdo (3 mL) de MnHP (1 x 107> mol-L ™), bandas de absor¢do pouco definidas ou
ombros proximos a 410, 539 e 620 nm sdo observados. Essas trés bandas de absor¢do
também foram observadas quando os compostos de dimanganés(II/IT) [Mn2(L)(OAc)2] e
[Mn2(L)(OBz)(H20)] foram investigados na presenca de H>0O2. Além disso, um anéalogo
do MnHP também apresentou o mesmo comportamento na presenga de H>O2, com o
aparecimento de novas transicdes eletronicas em 410, 541, e 630 nm. A transferéncia
eletronica de maior energia (Figura 35) foi atribuida a uma transi¢ao de transferéncia de
carga oxo — Mn'Y (LMCT), enquanto as bandas em 542 e 627 nm sdo atribuidas as
transicdes eletronicas do tipo d-d que ocorrem nos centros de Mn!Y/Mn' do
intermediario formado. Com esses dados, ¢ possivel sugerir que o MnHP neutraliza do
H,0; passando por um intermedidrio de alta valéncia [Mn"(u-O),~Mn'")] e por um

mecanismo catalitico. Uma proposta desse mecanismo ¢ apresentada na Figura 36.
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Figura 35. Espectro de EPR, a esquerda do composto MnHP, registrado em PBS ¢ a 100 K. Espectro
eletrénico, a direita, do composto de MnHP, registrados em PBS pH e a temperatura ambiente. Os
espectros em azul sdo referentes aos compostos isolados ¢ os espectros em azul tracejado s@o referentes
aos espectros provenientes das reagdes com o H,O; apds 24 h.
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Figura 36. Proposta de mecanismo da decomposi¢do do H>O, na presenga do MnHP em solugdo de
tampdo fosfato pH = 7,4.

—_—

5.6.3. Interacdao dos compostos de coordenacao da série hp e EUK8 com o "OH
O radical ‘OH ¢ uma ER apresenta com potencial redox de 2,8 V para ‘OH + e

— OH’, conferindo a essa ER alta reatividade e, consequentemente, baixa
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seletividade.”?® Além disso, ndo existem enzimas especificas para controlar a gera¢io
desse radical no ambiente intracelular. Isso significa que o “OH, em excesso, interage de
forma descontrolada com véarias biomoléculas importantes, como lipidios, proteinas e
acidos nucleicos, desencadeando reacoes em cadeia de radicais. Para entender melhor as
reacdes entre o "OH (produzido in situ por meio da reagdo de Fenton) e os compostos de
coordenacdo, essas interagdes foram estudadas empregando-se a técnica de EPR ¢ o
DMPO como um spin trap.

A Figura 37 apresenta o espectro caracteristico de EPR do aduto DMPO—"OH
(aN= 14,9 G, aH= 14,9 G), que exibe quatro linhas de intensidade de 1:2:2:1. Essas
linhas surgem da interagdo entre um elétron ndo emparelhado e um atomo de nitrogénio
primdrio, em conjunto com um préoton B secundario da molécula DMPO. Na presenca
dos compostos de coordenagao FeHP, MnHP e EUK-8, as linhas atribuidas ao aduto
DMPO—"0OH sao suprimidas gradualmente conforme a concentra¢do dos compostos
aumenta (Figura 37, linhas tracejadas). Curiosamente, o CuHP nao foi eficiente na
reducdo dessa ER nesse sistema, mantendo intactas as linhas referentes ao aduto
DMPO-"OH. Isso pode ser um indicativo que a interacdo entre o ‘OH e o spin trap
DMPO ¢ mais favoravel do que com o composto CuHP. A ordem de atividade dos
compostos em relagdo ao “OH, expressa como ICso, segue a sequéncia: EUK-8 > MnHP

> FeHP >> CuHP.
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Figura 37. Interacdo entre os compostos de coordenagdo ¢ o ‘OH. Os compostos foram separados em
cores. A linha cheia colorida representa o espectro de DMPO-OH na presenca do composto na menor
concentragdo ¢ a linha colorida tracejada representa o espectro de DMPO-OH na presenga do composto
na maior concentra¢do. As linhas em cinza representam as concentragdes intermediarias.

Tabela 4. Valores de 1Cso obtidos pela equagdo da reta.

Composto ICso (umol L)

CuHP -—-

FeHP 61,60 + 7,01
MnHP 41,35+ 1,38
EUK-8 29,11 + 8,30

Com base nos dados obtidos, podemos fazer uma comparagao direta com os
resultados da peroxidacdo lipidica, a qual foi promovida por meio de um estresse
induzido por esse radical. A atividade dos compostos ndo seguiu a mesma ordem, visto
que o CuHP foi mais eficaz e demonstrou uma melhor capacidade de inibir a oxidacao
induzida pela reacdo de Fenton em homogenato de figado de camundongo. Assim, os
resultados obtidos por meio do EPR ndo podem ser extrapolados diretamente para
outros desenhos experimentais. Isso pode ser explicado por meio da competicdo entre o

spin trap DMPO e os compostos de coordenagdo para interagir com o ‘OH.
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5.7. Efeito dos compostos de coordenac¢io na disfuncio mitocondrial induzida por
rotenona em células C6

O estresse oxidativo e a disfuncao mitocondrial sao considerados fatores criticos
na fisiopatologia das varias doencas. Para avaliar o efeito dos compostos de
coordenacao da série hp na disfuncdo mitocondrial induzida pela rotenona em células
C6, o consumo de oxigénio celular foi analisado usando a técnica de Respirometria de
Alta Resolu¢do (HRR), empregando-se células C6. Essa aproximag¢ao metodoldgica
permite a obtengdao de diversos parametros mitocondriais, sendo eles: (i) respiragao
basal que envolve a oxidagdo de substratos energéticos, a transferéncias de elétrons
através da cadeia respiratoria, ¢ a sintese de ATP; (ii) consumo de oxigénio celular
dependente da atividade da ATP sintase, a qual pode ser estimada a partir da respiragao
basal subtraida da respiragdo celular, apos a inibicdo da ATP sintase com oligomicina;
(iii) a capacidade respiratoria maxima induzida pela adicdo de um desacoplador da
cadeia respiratdria, como Carbonil cianeto 4—(trifluorometoxi) fenil-hidrazona FCCP.
Este parametro reflete a atividade maxima de transporte de elétrons pela populacao de
mitocondrias nas células; 22?2627 (iv) capacidade de reserva mitocondrial, é a
capacidade de reversa respiratoria responsiva a condi¢des de uma demanda energética
variavel. Isto ¢ medido pela diferenca entre a capacidade respiratéria maxima e a
respiragdo basal.

A Figura 38 mostra o padrdo de respiracdo celular das células C6 apos
tratamento com os compostos de coordenagcdo. O tratamento das células do grupo
controle (sem rotenona), com os compostos de coordenagdo, ndo alterou o consumo de
oxigeénio das células C6, mostrando que os compostos ndo interferem no consumo de
oxigénio das células C6. Por outro lado, no grupo que recebeu tratamento com rotenona
(Figura 39, linha vermelha) houve diminui¢do do consumo de oxigénio de 55 para 14 +
7,2 pmol O, s O tratamento com os compostos de coordenacdo recuperou 0 consumo
de oxigénio para valores proximos ao do grupo controle (56 £+ 8,9 para o CuHP; 50 +
7,5 para o FeHP; 57 + 3,8 para o MnHP e 52 + 2,8 para o EUK-8; Figura 39).

O consumo de oxigénio celular dependente da atividade da ATP sintase foi
avaliado apds a adi¢do da oligomicna (Figura 38, omy). O grupo controle e o grupo
tratado com rotenona exibiram um consumo de oxigénio de 20 + 5,2 ¢ 7 + 3,4 pmol O>
s''. Os grupos tratados com os compostos FeHP, MnHP e FeHP exibiram um consumo
de oxigénio apos a adi¢do de oligomicina de 32 £ 4,5, 22 + 6,4 ¢ 22+ 2.1 pmol O3 s°!

respectivamente. Curiosamente, o grupo tratado com o CuHP ndo respondeu a adicao da
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oligomicina, sugerindo que o mesmo pode estar exercendo prote¢do contra os efeitos da
oligomicina. Os valores de consumo de oxigénio relacionados a producao de ATP sdo
mostrados no grafico de barras na Figura 39.

O consumo méximo e o consumo residual de oxigénio (reserva) dessas células
foi determinado apos a adicdo de sucessivas aliquotas de FCCP, até o consumo de
oxigénio atingir um plato (Figura 39). O grupo controle exibiu o consumo de oxigénio
méaximo em 123 + 8,2 pmol Oz s e o grupo tratado com rotenona exibiu o consumo
méximo de oxigénio em 35 + 3,5 pmol Oz s'. O tratamento com os compostos de
coordenacdo recuperou o consumo maximo de oxigénio para valores semelhantes ao do
grupo controle (134 + 6,8 para o CuHP; 118 + 5,2 para o FeHP; 152 + 3,2 para 0 MnHP
e 148 £+ 8,2 para o EUK-8).

O consumo residual de oxigénio foi obtido apos a adigdo de antimicina A.
Todos os grupos avaliados exibiram valores de consumo residual de oxigénio
semelhantes, sendo eles: 8 + 0.8 para o grupo controle; 7 + 1.1 para o grupo tratado com
rotenona; 7 = 0,8 para o CuHP; 9 + 0,2 para o FeHP; 13 + 0,8 parao MnHP ¢ 11 £ 0,7
para o EUK-8.
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Figura 38. Consumo de oxigénio celular em pardmetros respiratorios mitocondriais, empregando-se
células C6. Linha preta: células C6 grupo controle (sem tratamento), linha vermelha (células C6 tratadas
com rotenona) e linha tracejada (tratamento com os compostos da série hp).
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Figura 39. Valores de consumo de oxigénio obtidos pela técnica de HRR. Cada grupo contém 300
milhdes de células C6. O grupo Rot (barra vermelha), recebeu tratamento de 50 umol L' de rotenona. Os
grupos restantes receberam um pré-tratamento com 10 pmol L' dos compostos indicados por 1 h. Os
grupos contendo a barra texturizada receberam pré-tratamento com os compostos indicados por 1 h,
seguido do tratamento com rotenona 50 umol L™! por mais 1 h.

Esses resultados sugeriram fortemente o tratamento com os compostos da série
hp foi eficiente, revertendo a disfun¢do mitocondrial induzida pela rotenona, em células
C6. Considerando que esses compostos de coordenagdo conseguem inibir a geragao de
ER (Tépico 5.3) € possivel atribuir que o efeito protetor estd atrelado a atividade
antioxidante intrinseca e catalitica desses compostos frente a ERs.

Na Figura 39 ¢ possivel notar grande semelhanga entre os resultados de
consumo maximo de O> obtidos para os compostos MnHP e EUK-8, também um
composto de Mn. O composto EUK-8, composto considerado SOD-mimic mostrou-se
altamente eficiente na inibicdo da disfuncdo mitocondrial induzida por rotenona,
resultado condizente com a sua grande eficiéncia na dismutagdo do radical superoxido,
largamente documentada na literatura. Assim, o composto MnHP mostra-se promissor,

devido a similaridade dos resultados obtidos via técnica de HRR com o EUK-8.
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5.8. Efeitos dos compostos de coordenaciio na inibi¢do da progressio do edema de

pata induzida por carragenina em camundongos swisss

A Figura 40 mostra inibi¢cdo da progressdo do edema de pata induzido por
carragenina em camundongos swisss para os compostos de coordenagao FeHP, MnHP e
EUK-8, em comparagdo com o grupo controle (carrageina, Cgn) € o controle positivo
(dexa). O grafico a esquerda ¢ referente massa do edema registrado para os animais que
receberam um tratamento de 2 mg kg! dos compostos de coordenacio ou
dexametasona, ¢ o grafico a direita ¢ referente massa do edema registrado para os
animais que receberam um tratamento de 8 mg kg! dos compostos de coordenagio ou

dexametasona.
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Figura 40. Efeito dos compostos de coordenag@o na massa do edema (mg) em fun¢do do tempo (h). O
grafico a esquerda ¢ referente aos valores obtidos para os grupos tratados com 2 mg kg-1, e o grafico a
direita € referente aos grupos tratados com 8 mg kg-1. O grafico abaixo ¢ uma outra representacdo das
variagdes do edema de pata ao longo do tempo com o erro padrdo da médica em cada medida.
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A variacdo da massa do edema (medida em mg) em relagdo ao tempo (medido
em h) para o grupo controle Cgn exibiu um padrdo de resposta em duas fases distintas.
A primeira fase, caracterizada como inflamagdo aguda, ocorreu nas primeiras 4 h,
durante as quais a massa do edema aumentou gradualmente ao longo do tempo. Ja a
segunda fase, correspondente a inflamacdo cronica, foi observada em 12 h, marcada
pelo pico do edema atingindo 151,25 mg, seguido por uma leve reducgdo até 72 h, sem
que ocorresse uma diminui¢ao completa do edema.

A dexametasona, em ambas as doses, apresentou atividade anti-inflamatoria
mais satisfatoria na fase aguda em relacdo a fase cronica. Essa atividade ¢ esperada para
a dexametasona, pois esse farmaco atua dentro do ntucleo celular, inibindo a sintese de
citocinas pr6 inflamatorias (fase aguda). Na fase cronica ocorre a ativagdo do sistema
imune, reduzindo a expressdo das citocinas pré-inflamatorias e inicia-se a sintese de
autoanticorpos, o que pode dissipar a atividade da dexametasona. O composto FeHP,
também em ambas as concentracdes, apresentou atividade muito similar ao controle
positivo, podendo ser um indicativo de modulador de citocinas pro6 inflamatorias.

Os compostos de manganés, MnHP e EUK-8, demonstraram atividade de
inibi¢do da progressdo do edema de pata durante a fase aguda. No entanto, apds 24 h,
nao foi observada uma reducdo significativa na massa do edema de pata em ambas as
doses testadas (2 e 8 mg kg™!), resultando em uma massa de edema equivalente a do
grupo controle Cgn. Curiosamente, nos periodos de 48 e 72 h, notou-se um aumento na
massa do edema na pata dos camundongos em valores superiores aos registrados no
grupo controle Cgn.

Embora a reducdo do edema tenha sido expressa em massa, também foi
possivel acompanhar visivelmente as variacdes no volume da pata desses animais,
conforme as imagens apresentadas na Figura 41. Além disso, a atividade antioxidante
observada no modelo in vivo de inflamagdo, expresso em inibicdo de NOx, foi

extrapolada para esse modelo in vivo de inflamagao, com o FeHP apresentando a melhor

atividade em ambos os modelos.

Figura 41. Imagens do edema de pata em 48 h (pico). A imagem A ¢ referente ao grupo controle Cgn no
tempo de 48 h apos a injecdo intradérmica de carragenina. A imagem B ¢ referente ao controle positivo 8
mg kg! no tempo de 48 h apés a injegdo intradérmica de carragenina. A imagem C ¢é referente ao FeHP 8
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mg kg™ no tempo de 48 h apds a injegdo intradérmica de carragenina. A pata direita funciona como uma
referéncia a uma pata sem edema (0 mg de edema).

De modo geral, os compostos de coordenagdo estudados se mostraram
eficientes na redu¢do de edema na pata de camundongos induzida por carragenina na
fase aguda. Tendo em vista que ¢ nessa fase em que ocorre a sintese de citocinas pro
inflamatérias ¢ o aumento de marcadores de inflamacdo, pode-se inferir que esses
compostos atuaram como anti-inflamatdrios. A fase cronica se caracteriza pela ativagado
do sistema imune, sendo assim, o organismo pode interpretar alguns desses compostos
como um “corpo estranho” que deve ser combatido, aumentando a expressao de genes
pr6 inflamatorios.

Nesse contexto, a mieloperoxidase (MPO) ¢ marcador 1til para avaliar a eficacia
de compostos anti-inflamatdrios e sua capacidade de modular a resposta inflamatéria. A
MPO ¢ uma enzima presente em neutrofilos e macrofagos, desempenhando um papel na
resposta inflamatoria. Durante a inflamagao, os niveis de MPO tendem a aumentar, uma
vez que ela estd envolvida na produgdo deERs e na formagdo de produtos oxidativos
que participam ativamente da resposta imunologica. A administragdo de compostos
anti-inflamatorios pode influenciar os niveis de MPO. Esses compostos podem agir de
diferentes maneiras, incluindo a supressdao da atividade inflamatoria e a redugdo da
producao de ERs, o que leva a uma diminui¢do na atividade da MPO. Isso pode ser
interpretado como uma reducao na intensidade da resposta inflamatoria, uma vez que a
MPO desempenha um papel importante na amplificagdo da inflamagao.

A dexametasona, um corticosteroide amplamente utilizado com propriedades
anti-inflamatdérias bem estabelecidas, ¢ conhecida por sua capacidade de modular
diversos aspectos da resposta imunologica. Ela exerce seu efeito principalmente pela
supressao da expressdo de genes pro-inflamatorios e pela modulagdo da atividade de
células do sistema imunologico, incluindo neutrofilos e macrofagos. Assim, a redugao
dos niveis de MPO pela dexametasona pode ser atribuida a sua capacidade de interferir
na cascata inflamatoria em varios niveis.

A Figura 42 ilustra que os compostos CuHP e FeHP também demonstraram
eficacia em diminuir os niveis de MPO. Esses compostos possuem propriedades
antioxidantes que podem desempenhar um papel importante na regulagdo da atividade
da MPO. As ERs produzidos durante a inflamacdo sdo neutralizados por esses
compostos, o que resulta na inibi¢do da atividade da MPO. No entanto, ¢ importante

ressaltar que a eficacia desses compostos pode variar dependendo de sua capacidade de
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penetrar nos tecidos inflamados e de interagir com os diferentes componentes do
microambiente inflamatorio.

O EUK-8 se destacou como o composto mais eficaz em diminuir a MPO. Isso
pode estar relacionado a uma maior permeabilidade do composto ao sistema, ou ao seu
mecanismo anti-inflamatorio ser predominantemente relacionado a diminui¢do da
atividade da MPO. Além disso, o EUK-8 pode ter outros efeitos além da neutralizagdo
de ERs, como a regulacdo de vias de sinalizagao intracelular envolvidas na ativagdo da
MPO.

Em suma, a redu¢do dos niveis de MPO por diferentes compostos anti-
inflamatorios reflete a diversidade de mecanismos envolvidos na modulagao da resposta
inflamatoéria. Esses resultados destacam a importancia de compreender ndo apenas os
efeitos diretos dos compostos sobre a MPO, mas também suas interagdes com outros
componentes do sistema imunolégico e do microambiente inflamatorio. Essa
compreensdo mais profunda pode orientar o desenvolvimento de novas estratégias

terapéuticas para o tratamento de condi¢des inflamatdrias.
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Figura 42. Atividade da enzima MPO no tecido das patas dos camundongos em cada tratamento e no tempo de 4 h.

5.9. RESULTADOS ADICIONAIS
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Os pré-ligantes bmpa e hpclnol e seus respectivos compostos de coordenagao de
Cu", Fe" ¢ Mn" foram sintetizados e caracterizados com diversas técnicas analiticas.
Dentre esses, apenas o composto de Mn'' contendo o ligante bmpa é inédito. Esse
composto é uma espécie trinuclear de Mn'" com férmula [Cl(bmpa)Mn'"-(u-Cl)-
Mn'(bmpa)-(u-Cl)-MnII(bmpa)(Cl),]*5SH>0. A composi¢do ¢é suportada pela anélise
elementar e espectrometria de massa ESI-(+)-MS, que confirmam que a identidade
trinuclear do composto permanece em solugdo. A atividade antioxidante da série bmpa
também foi avaliada e esta disponivel em um trabalho publicado no periodico Journal

of Inorganic Biochemistry.

Contents lists available at ScienceDirect |nu"ri|';;;1i(';'
Biochemistry

Journal of Inorganic Biochemistry

El SEVIER Journal homepage: www.elsevier.com/locate/jinorgbio | o |

ROS scavenging of SOD/CAT mimics probed by EPR and reduction of lipid
peroxidation in S. cerevisiae and mouse liver, under severe hydroxyl radical
stress condition

Lucas B. Menezes °, Bruna B. Segat”, Hugo Tolentino ' , Daniele C. Pires™",

Larissa M. de M. Mattos ", Hyan M. Hottum ", Marcos D. Pereira *", Alexandra Latini ,
Adolfo Horn Jr. ™ , Christiane Fernandes ™

 Departamento de Qufmica, Universidode Federnl de Sonta Cotaring, Flarienopalis 88040-900, SC, Brasil

* LABOX, Departomento de Bioguimice, Cemtro de Ciencins Bioldgicas, Universidade Federal de Santn Catering, Floriandpolis 85040-900, 5C, Brasil
“ Rede Micologio RJ. FAPERT

“ Departamentn de Bioquimica, Instineo de Queimica, Universidade Federal do Rio de Joneiro, Rio de Janeiro 21941.909, R, Brozil

Os resultados mencionados foram também divulgados durante o evento "XX
Brazilian Meeting on Inorganic Chemistry (XX BMIC)", por meio de apresentagdo em
formato de poster e exposi¢do oral em sessdo de flash presentation, tendo sido
agraciados com reconhecimento pela Royal Society of Chemistry em 12 de setembro de
2022.

Resultados paralelos foram apresentados no evento "XXVII Encontro De
Quimica Da Regido Sul - SBQ-Sul", sob o titulo "Investigagdo espectroscopica da
atividade mimética a metaloenzima Superoxido Dismutase (SOD) de compostos de
coordenagdo de cobre(Il)".

Adicionalmente, um estudo que contempla os ligantes hp e bmpa, bem como
seus respectivos compostos de Fe' (FeEBMPA e FeHP), foi exposto em formato de

poster durante a "Conferéncia Latino-Americana de Fisico-Quimica Organica —
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CLAFQQ", com a titulo "Enhanced of ex-vivo antioxidant capacity of amino-pyridine

derivates by complexation with iron(Ill) center".
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5. CONCLUSAO

Esta pesquisa representou um avango significativo na compreensao dos efeitos
dos compostos de coordenagdo pertencentes a série hp, demonstrados como miméticos
funcionais as enzimas antioxidantes SOD e CAT, em modelos in vivo, ex vivo e in vitro
de estresse oxidativo. Os resultados obtidos, consolidados através de uma abordagem
abrangente, demonstraram a eficidcia desses compostos na regulacdo do estresse
oxidativo, mitiga¢dao de danos oxidativos e prevencao da disfungao mitocondrial.

Os resultados dos estudos de inibigdo da geracdo de ERs mostrou que a
atividade ¢ dependente do ion de metal central, sendo o FeHP mais ativo, seguido do
MnHP, EUK-8 e CuHP, que embora tenha inibido as gera¢des de ERs de forma mais
satisfatoria que o EUK-8 em um modelo in vitro de estresse oxidativo induzido por
rotenona, ndo inibiu a geragdo de NOx. No entanto, estudos prévios t€ém demonstrado
potencial a¢do desnitrosilante desse composto. A ICso calculada a partir de um modelo
ex vivo de estresse oxidativo induzido pelo ‘OH mostrou que os compostos evitam o
dano oxidativo em concentra¢des nanomolares. A prevencao da disfungdo mitocondrial
foi observada para todos os compostos, ndo mostrando a dependéncia do centro
metalico. No entanto o composto CuHP parece prevenir, também, os efeitos a
oligomicina. Esses compostos também foram capazes de inibir a progressdo do edema
de pata induzido por carragenina em camundongos swisss. A atividade foi dependente
do ion de metal, sendo o composto FeHP mais ativo, seguido do MnHP e EUK-8.

A interacdo direta entre os compostos de coordenacdo da série hp e as ERs
foram detectadas e investigadas pelas técnicas de EPR e espectroscopia eletronica,
revelando a formacgdo de espécies como superoxidocobre(l), superdxidocobre(Il),

M_oxo-Mn'Y,

espécie de valéncia-mista Fe'"Fe"" e uma espécie de alta valéncia Mn
contribuindo para a proposi¢do de mecanismos de acdo frente ao O™ e H20:.

Em suma, este estudo fundamentou-se na avaliagdo abrangente dos compostos
de coordenagdo da série hp como potenciais agentes antioxidantes. Esses resultados nao
apenas corroboram a hipotese inicial, mas também abrem novas perspectivas para
terapias visando a preservacdo da integridade celular e mitocondrial. Conclui-se que
estes compostos, soliveis em agua e obtidos com bom rendimento e reprodutibilidade,

possuem relevantes propriedades antioxidantes, frente a modelos de complexidades

variadas, abrindo perspectivas de investigacdes e aplicagdes futuras.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados oferecem uma perspectiva promissora para intervengdes
terapéuticas visando a preservacao da integridade de biomoléculas e da mitocondria.
Para avangar na compreensdo e aplicacdo dos compostos de coordenagdo como
moduladores mitocondriais, futuras pesquisas podem ser direcionadas nos efeitos desses
compostos da série hp na atividade dos complexos mitocondriais. Além disso, a
avaliacdo da expressao de enzimas antioxidantes por meio de estudos de qPCR também
representa uma abordagem interessante para avaliar se esses compostos melhoram o
sistema de defesa antioxidante celular ou se a atividade antioxidante ¢ inerente desses
compostos. Investigacdes adicionais no estudo de inibicdo da progressdo do edema de
pata também devem ser realizados para elucidar o mecanismo de acdo desses
compostos.

Ademais, a exploragdo de formulacdes e estratégias de administracdo que
otimizem a entrega desses compostos aos tecidos alvo também representa um ponto de
interesse para pesquisas futuras. A formulacao de sistemas de liberagao controlada ou o
desenvolvimento de nanoparticulas carreadoras podem ser estratégias promissoras para

maximizar a atividade antioxidante/anti-inflamatoria desses compostos.
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8. APENDICES

Tabela 5. Tabela de caracterizagdo dos pré-ligantes hpclnol e salen

Ligante
o (ppm); m Atribuigao

8,44 — 8,30 m 1
7,77 — 7,66; m
7.65;t
7,46; d
7,41; dd
7,18; dt

3,85; q 6,8

R N > N T S R VS

hpclnol

3,75; m
3,51;dd
3,39;dd
2,69; dd
2,60; dd

NN e )

8,38; s 7,12
7,35-721;m 2,6,16, 18
salen 6,96; d 3,15
6,87;t 1,17
3,96; s 9,10
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Figura 2A. Espectro de '"H RMN do salen registrado em CD;CL
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Figura 3A. Sobreposi¢do dos espectros de infravermelho do hpclnol e seus respectivos compostos de
Cu", Fe" ¢ Mn". O espectro do ligante ¢ dos compostos de coordenagdo foram obtidos em filme e

pastilha de KBr, respectivamente.
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Figura 4A. Sobreposicdo dos espectros de infravermelho do ligante salen (preto) e do composto de
manganés (IIT) EUK-8 (azul).
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Figura SA. Sobreposi¢do dos espectros eletronicos do composto CuHP em diferentes concentragdes para
o célculo de coeficiente de absor¢do molar, registrados em DMSO. Os espectros em preto foram
registrados em concentracdes micromolares e os espectros em vermelho foram registrados em
concentragdo milimolares.
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Figura 6A Sobreposicao dos espectros eletronicos do FeHP em diferentes concentragdes, registado em
DMSO.
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Figura 7A. Sobreposi¢do dos espectros eletronicos do MnHP em diferetentes concentragdes, registados

em DMSO.
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Figura 8A. Voltamograma ciclico do composto CuHP registrado em DMSO seco no sentido catédico e
com velocidade 10 mV s-1. Foi empregado um sistema de trés eletrodos de platina conforme descrito em
Materiais e Métodos.
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Figura 9A. Voltamograma ciclico do composto MnHP registrado em DMSO seco no sentido anddico e
com velocidade 10 mV s-1. Foi empregado um sistema de trés eletrodos de platina conforme descrito em

Materiais e Métodos.
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Figura 10A. Voltamograma ciclico do composto EUK-8 registrado em DMSO seco no sentido anddico e
com velocidade 10 mV s™'. Foi empregado um sistema de trés eletrodos de platina conforme descrito em

Materiais e Métodos.



		2024-02-26T11:51:38-0300


		2024-02-26T11:52:45-0300


		2024-02-26T12:14:30-0300




