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RESUMO

O potencial antioxidante do y-orizanol foi avaliado por métodos analiticos in
vitro e in vivo. Os métodos in vitro utilizados foram o modelo de reducgéo do
radical DPPH, ABTS, reducdo do complexo fosfomolibdénio e o método de
reducédo do ferro, denominado ensaio FRAP. Para efeito de comparacao dos
ensaios in vitro foi utilizado o antioxidantes dietético a-tocoferol. No método
DPPH o y-orizanol apresentou uma capacidade 6,88 vezes menor do que o a-
tocoferol em reduzir 50% do DPPH®. No ensaio do radical ABTS o a-tocoferol
apresentou uma capacidade 1,27 vezes menor do que o o-tocoferol em
reduzir 50% do ABTS®* com um resultado similar ao a-tocoferol. No ensaio
FRAP o y-orizanol apresentou uma capacidade 68 vezes maior de reduzir o
Fe®* comparado ao a-tocoferol. No entanto, no ensaio de reducdo do
complexo fosfomolibdénio o y-orizanol ndo apresentou atividade antioxidante
significativa. Os resultados dos ensaios in vitro propostos neste estudo
demonstraram que o0 y-orizanol possui atividade antioxidante quando
comparado a um reconhecido antioxidante dietético. Nos ensaios in vivo o y-
orizanol agiu positivamente no estado nutricional dos animais. No ensaio da
superoxido desmutase do tecido hepatico, o y-orizanol e o a-tocoferol
exerceram sinérgico pro-oxidante tanto de forma isolada quanto asociados.
No tecido cerebral o y-orizanol e o a-tocoferol exerceram efeito protetor em
relacdo a concentracdo de SOD somente quando administrados na presenca
de etanol. No ensaio da glutationa reduzida o y-orizanol e o a-tocoferol no
tecido hepatico e cerebral exerceram um efeito protetor em relacdo aos
grupos controle, porem um efeito pré-oxidante quando associados sem a
presenca de etanol. No tecido cerebral somente o y-orizanol na presencga de

etanol foi capaz de exercer efeito positivo na glutationa reduzida.

Palavras-chaves: gama-orizanol, alfa-tocoferol, etanol e estresse oxidativo



ABSTRACT

The antioxidant potential of y-oryzanol was evaluated by in vitro and in vivo
analytical methods. The in vitro methods utilized were the reduction model of
the DPPH radical, ABTS, reduction of the phosphomolybdenum, and the iron
reduction method, denominated FRAP test. As a comparison effect for the in
vitro tests was utilized the dietetic antioxidant a-tocopherol. On the DPPH
method, y-oryzanol developed a 6,88 times smaller capacity in reducing 50%
of the DPPH than the a-tocopherol. On the ABTS radical test, a-tocopherol
developed a 1,27 times smaller capacity in reducing 50% of the ABTS than the
a-tocopherol but with a similar result to the a-tocopherol. On the FRAP test the
a-tocopherol developed a 68 times higher capacity in reducing the Fe3"
compared to the a-tocopherol. However, on the phosphomolybdenum complex
reduction test the a-tocopherol did not developed a significant antioxidant
activity. The results of the in vitro test proposed on this study have
demonstrated that the y-oryzanol has an antioxidant activity compared to an
acknowledged dietetic antioxidant. On the in vivo tests the y-oryzanol behaved
positively in the nutritional state of animals. On the test of superoxide
dismutase from the hepatic tissue, the y-oryzanol and the a-tocopherol
performed synergic pro-oxidant in an isolated form as well as associated. On
the cerebral tissue the y-oryzanol and the a-tocopherol performed a protection
effect in comparison to the SOD concentration only when administered in the
presence of ethanol. On the test of reduced glutathione the y-oryzanol e o a-
tocopherol on the hepatic and cerebral tissue performed a protection effect in
comparison to control groups, however a pro-oxidant effect when associated
without the presence of ethanol. On the cerebral tissue only the y-oryzanol in
the presence of ethanol was able to perform a positive effect on the reduced

glutathione.

Keywords: gamma-oryzanol, alpha-tocopherol, etanol and oxidative stress
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1 INTRODUCAO

As Espécies Reativas de Oxigénio (EROS) sdo produzidas naturalmente em
NOSSo organismo atraveés de processos metabdlicos oxidativos, possuindo um papel
importante, como nas situacfes de ativacdo do sistema imunolégico. Um claro
exemplo é a utlizagdo do perdéxido de hidrogénio (H,O;) pelos macréfagos na
fagocitose de bactérias, na desintoxicacdo de drogas, ou ainda na producdo de
oxido nitrico, importante nos processo de relaxamento dos vasos sanguineos
(SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).

As espécies reativas podem estar associadas a uma série de doencas
degenerativas, inclusive mutagenicidade decorrentes de alteracées no DNA, entre
outras patologias (FIAMONCINI, 2002). Para retardar ou inibir a oxidacdo destes
radicais livres, os organismos produzem antioxidantes classificados em enziméaticos
e ndo enzimaticos (VASCONCELOS et al., 2007; HALLIWEL; GUTTERIDGE, 2007).

Habitos e estilo de vida assumida pelo homem moderno podem ser
responsaveis por danos no balanco redox, especialmente habitos alimentares
errbneos e o consumo de A&lcool estdo entre as principais causas. Estudos
reportados pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) demonstram que 3,2% da
mortalidade global esta relacionada ao consumo de alcool. No Brasil, o alcoolismo é
um dos principais problemas de saude publica, sendo um fator determinante em
cerca de 10% de toda a morbidade e mortalidade ocorrida no pais (MELONI;
LARANJEIRA, 2004). Além da inducdo de neoplasias, doencas cardiovasculares e
danos hepaticos, sabidamente o consumo cronico de etanol pode causar dano
oxidativo hepético e cerebral (TIRAPELLI et al.,, 2011; YOU et al, 2010;
SRIVASTAVA; SHIVANADAPPA, 2010; AUGUSTYNIAK; SKRZYDLEWSKA, 2009;
FAREMI et al., 2008; ZHONG et al., 2012). Diante esta premissa alguns trabalhos
sugerem a necessidade de uma suplementacdo com antioxidantes (SEIFRIED, et
al., 2006) preferencialmente os contidos em fontes naturais (KRISHNAIAH, et al.,
2010). Neste contexto, pesquisas que buscam fontes alternativas com poder
antioxidante vém sendo desenvolvidas. Dentre essas fontes, o y-orizanol encontrado
principalmente no farelo de arroz (Orysae sativa L.) vem demonstrando em varias

pesquisas uma relevante atividade antioxidante (HUANG, 2003).
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Estudos com y-orizanol revelam varias acfes desse composto, tais como
efeitos no crescimento, combate a doencas cefalicas e cervicais, minimizacao dos
sintomas da menopausa, combate a anemia, tratamento de Ulceras do estresse e
como coadjuvante no tratamento de disturbios circulatérios, doencas
cardiovasculares, esteatose hepdtica, hipercalciuria, hiperlipidemia, litiase renal e
neoplasias (JARIWALLA, 2001) Ao y-orizanol também sé&o relatados os efeitos
hipocolesterolémico, hipolipoprotéico e efeitos antioxidantes, este ultimo lhe
conferindo propriedades de conservagdo em alimentos e bebidas, bem como em
cosméticos (SCARAVIELLO; ARELLANO, 1998).

Pelos efeitos deletérios as biomoléculas causados por EROS, este trabalho
cria a perspectiva de se reconhecer no y-orizanol um nutracéutico com potencial

antioxidante no estresse oxidativo induzido por etanol.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Radicais livres e estresse oxidativo

O termo ‘“radical livre” é geralmente utilizado para designar qualquer atomo,
molécula ou ion contendo um ou mais elétrons livres na sua Orbita externa, ou seja,
nao pareados. Esta configuracao eletronica transforma as estruturas em compostos
muito instaveis, com meia vida curta, mas altamente reativos, sendo capazes de
reagir com compostos situados proximo a sua Orbita externa, passando a ter uma
funcdo oxidante ou redutora (FANG et al., 2002; HALLIWEL; GUTTERIDGE, 2007).
Um ponto sobrescrito apés a formula quimica € usado para denotar um radical livre.
Os radicais livres sdo capazes de produzir reacbes em cadeia, e cada passo desta
cascata de reacdes gera um novo radical que desencadeia um novo passo
(BUONOCORE et al., 2010). O radical livre mais simples € o hidrogénio atémico,

desde que o atomo de hidrogénio possui um unico elétron.

Muitos radicais livres existem nos sistemas vivos, embora a maioria das
moléculas in vivo sejam nao radicalares. Radicais podem ser formados pela perda

ou ganho de um unico elétron a partir de um nao radical (Figura 1):

X —e — X (céation radical)
Y + e — Y* (&nion radical)

Figura 1. Representacdo da formacdo de radicais a partir de um n&o radical (HALLIWEL;
GUTTERIDGE, 2007)

Radicais também podem ser formados quando uma ligagdo covalente é
quebrada permanecendo o elétron da ligacdo em cada um dos atomos. Este

processo € conhecido como fissdo homolitica (Figura 2).
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A:B—>A + B

Figura 2. Representagdo da formacdo de radicais a partir de fissdo homolitica (HALLIWEL;
GUTTERIDGE, 2007)

Contrario a fissdo homolitica é a fissdo heterolitica (Figura 3), na qual um
atomo recebe ambos os elétrons quando a ligacao covalente € quebrada. Na fisséo

heterolitica ndo é formado um radical livre, como demonstrado abaixo:

A:B—>A +B"

Figura 3. Representacao da fisséo heterolitica (HALLIWEL; GUTTERIDGE, 2007)

Essas reacfGes anteriormente descritas podem ocorrer no citoplasma, nas
mitocdndrias ou na membrana celular, tendo como alvo proteinas, lipidios,
carboidratos e o DNA, dependendo do local de formacdo (HALLIWEL,
GUTTERIDGE, 2007).

Na atmosfera terrestre, as moléculas de oxigénio diatbmico sdo as maiores
promotoras de reacdes nos sistemas biolégicos (KEHRER, 2000). Excetuando-se 0s
organismos anaerobios, todos os animais e vegetais necessitam de oxigénio para
obtencdo de energia (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). O oxigénio possui um
papel central na evolugcdo da complexa vida na terra devido a sua bioquimica
simétrica na fotossintese e respiracdo aerdbia que pode manter a homeostase na
biosfera de nosso planeta (BUONOCORE et al., 2010).

Grande parte do O, absorvido (95%) pelos organismos aerébicos € reduzido,
formando agua na cadeia respiratéria. Isto ocorre através do transporte de elétrons
na membrana das mitocondrias, bem como no reticulo endoplasmatico, onde o
sistema enzimatico do processo de fosforilacdo oxidativa reduz o O, pelo sistema da

citocromo oxidase, liberando-o na forma de agua (Figura 4).
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O, + 4H" + 4e — 2H,0

Figura 4. Representacdo da formacdo da molécula de agua a partir da reducdo do oxigénio
(HALLIWEL; GUTTERIDGE, 2007)

Uma pequena parte de O, é reduzida de forma univalente, onde um elétron
passa a ocupar um dos orbitais externos, ao mesmo tempo em que outro elétron
continua desemparelhado, produzindo intermediérios reativos conhecidos como
radicais livres ou espécies reativas de oxigénio (EROS) (KEHRER, 2000;
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Desta forma, um radical livre é qualquer espécie
capaz de existéncia independente que conttm um ou mais elétrons
desemparelhados (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007), e que a formacdo destas
substancias é uma acao continua e fisiologica. Vale ressaltar que espécies reativas
também podem ser formadas a partir de nitrogénio (ERN), cloro (ERC), enxofre
(ERE) e metais (VASCONCELOS et al., 2007). Esta peculiaridade quimica aumenta
sua reatividade para as biomoléculas, e, em geral, altera o tamanho e a forma dos
compostos com 0s quais ele interage, formando a base de sua toxicidade e

importancia biolégica das espécies reativas..

EROS € um termo coletivo que inclui ndo somente os radicais de oxigénio,
mas alguns ndo radicais derivados do O, que sdo facilmente convertidos em
radicais, como o peréxido de hidrogénio (H,0), acido hipocloroso (HOCI), e 0zbnio
(O3) (Tabela 1) (BUONOCORE et al., 2010). Por isso, todos os radicais de oxigénio

sdo EROS, mas nem todas as espécies reativas sao radicais de oxigénio (Tabela 2).
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Tabela 1. Nomenclatura das Espécies Reativas de Oxigénio

Radicalares

Nao Radicalares

Superdxido, 02"~
Hidroperoxila, HO2
Hidroxila, OH’
Peroxila, RO,
Alcoxila, RO’
Carbonato, CO;™~

Di6xido de Carbono, CO,™

Peréxido de Hidrogénio, H,0,
Peroxinitrito, ONOO™

Acido peroxinitroso, ONOOH
Peroxicarbonato nitroso, ONOOCO,
Acido hipobromoso, HOBr

Oz6nio, O3

Oxigénio Singlete, 'O,

Fonte: HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007

Tabela 2. Nomenclatura de espécies reativas ndo derivadas do O,

Acido hipocloroso, HOCI
Cloreto de nitrila, NO,CI

Cloreto de bromo, BrCl

Espécies Reativas de cloro
Cloro atémico, CI°

Di6xido de cloro, ClO,

Acido nitroso, HNO,

Acido peroxinitroso, ONOOH
Alquila peroxinitrato, RO,ONO
Alquila peroxinitrito, ROONO
Anion nitroxila, NO™

Cétion nitrénio (nitrila), NO,"
Cétion nitrosila, NO*

Cloreto de nitrila, NO,CI

Espécies Reativas de nitrogénio
Diéxido de nitrogénio, NO,*
Nitrato de peroxiacetila, CH;C(O)OONO,
Nitrato, NO3*
Oxido nitrico, NO*
Peroxinitrato, O,NOO™
Peroxinitrito, ONOO™
Tetroxido de dinitrogénio, N,O4

Triéxido de dinitrogénio, N,Os
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Espécies Reativas de bromo
Acido hipobromoso, HOBr Cloreto de bromo, BrCl

Bromo atdmico, Br®

Espécies Reativas de enxofre

Radical tiila, RS®

Fonte: HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; VASCONCELOS et al., 2007

As EROS sao produzidas naturalmente em nosso organismo através de
processos metabdlicos oxidativos (KEHRER, 2000; SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).
Assim as EROS podem ser formadas de fontes enddgenas, tais como: mitocéndrias,
metabolismo da citocromo P450, peroxissomos, microssomos, ativagéo inflamatoria
da célula, sistema monooxigenase, O0xido nitrico sintase e varias outras enzimas
envolvidas no processo inflamatério. A carga de EROS também pode ser
amplificada pela presenga de metais “livres”, como o ferro, cobre e manganés, que
sdo liberados a partir de complexos de metaloproteinas. Outro exemplo de fonte
celular de radicais livres € a xantina oxidase, que é um membro de um grupo de
enzimas conhecidas como molibdénio-ferro-enxofre flavina hidroxilases que catalisa
a hidroxilagéo de purinas. Fontes enddgenas adicionais de EROS sao os neutrofilos,
eosinofilos e macréfagos (BUONOCORE et al.,, 2010). Um claro exemplo é a
utilizacdo do H,O, pelos macréfagos na fagocitose de bactérias, na desintoxicacao
de drogas, ou ainda na producdo de Oxido nitrico, importante nos processo de
relaxamento dos vasos sanguineos (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004)

Os radicais livres também podem ser produzidos por uma série de processos
exogenos como agentes ambientais e xenobioticos (ions metélicos, radiagéo e
barbituratos) (KEHRER, 2000; BUONOCORE et al., 2010).

Trés produtos intermediarios sdo formados a partir da redugcédo do oxigénio:
anion superéxido (O;), peréxido de hidrogénio (H,O,) e radical hidroxila (OH®).
Entre eles, o perdxido de hidrogénio é o mais estavel e pode ser acumulado em
grande quantidade (BUONOCORE et al., 2010).

O anion superoéxido € considerado uma EROS priméria. Ele pode interagir

com outras moléculas para gerar EROS secundario, e pode ser um fator redutor ou
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oxidante (Figura 5). A partir da reacdo de reducgdo, oxigénio molecular € produzido.
No entanto, se a reacao é de oxidagdo, o peroxido de hidrogénio é gerado:

X+ 0" +H" - XH + O,
YH+ O, +H" - Y*® + H,0,

Figura 5. Representacdo do anion superoxido como fator redutor para formacdo da molécula de
oxigénio, ou como agente oxidante para formagdo do perdéxido de hidrogénio (HALLIWEL;
GUTTERIDGE, 2007)

Nos mamiferos, uma pequena fracdo do oxigénio total é utilizada para a
criacdo do O,*", tendo como rota mais importante a cadeia respiratéria mitocondrial
e a oxidacdo heme. O ferro do heme é reduzido ao estado ferroso na
deoxihemoglobina, mas quando ele se liga ao oxigénio, uma estrutura intermediaria
na qual um elétron € deslocado entre o ion ferroso e o oxigénio é criada. O resultado
€ um intermediario entre o Fe (Il) ligado ao oxigénio e o Fe (lll) ligado ao superoéxido.
Algumas vezes a molécula de oxihemoglobina entra em decomposicao e libera

anion superoxido.

O radical *OH possui um alto poder oxidante que o torna provavelmente o
mais reativo deles. Este possui uma meia vida in vivo muito curta, cerca de 107° s.
Assim, quando produzido in vivo o *OH reage préximo ao local de formagédo. Devido
a esta caracteristica de extrema reatividade eles sdo eliminados no mesmo local de
formacdo por interagirem com a primeira molécula que encontram. O °OH é
produzido principalmente quando ha um excesso na producdo de Oy °* e H,O, na

reacao de Haber-Weiss (LIOCHEV; FRIDOVICH, 1999) (Figura 6):

0O, *+H,0, > OH +°*OH + O,

Figura 6. Representacdo da reacdo e Haber-Weiss onde ocorre a producdo do radical hidroxila a
partir o anion superéxido e peroxido de hidrogénio (LIOCHEV; FRIDOVICH, 1999)
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O *OH também pode ser gerado por outros mecanismos: decomposicdo da agua por
radiacdo ionizante e decomposicao fotolitica de alquila hidroperoxidos. In vivo, uma
grande parte de *OH advém da quebra do H,O, catalisada por metais, denominada
reacao de Fenton. In vivo, de acordo com a reacdo de Fenton, isto ocorre quando o
metal de transicdo € o ferro. Em situacbes onde ha um acumulo de ferro no
organismo, por exemplo na hemocromatose, uma grande quantidade disponivel de
ferro livre pode causar efeitos deletérios (BUONOCORE et al., 2010).

2.1.1. Peroxidacao lipidica

Um aumento na producdo de EROS nas células e/ou declinio na defesa
antioxidante causando uma descompensacao no equilibrio entre pré-oxidantes e
antioxidantes em favor dos pré-oxidantes (CHEN et al., 1995) (Figura 7), pode ser
um importante mediador de dano das estruturas celulares, incluindo lipidios e
membranas, proteinas e DNA (BUONOCORE et al., 2010) (Figura 8). O estresse
oxidativo € caracterizado pelo aumento da peroxidagéo lipidica.



Antioxidantes

~ 1

Estresse oxidativo Estresse redutivo

Figura 7. Determinantes do balanco redox (LEOPOLD; LOSCALZO, 2008)
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Figura 8. Esquema representativo da formacéo de EROS e consequéncias nas biomoléculas
celulares (CHEN et al., 2012)

A peroxidacao lipidica tem inicio na abstracdo de um atomo de hidrogénio a
partir de uma ligacdo C-H de um hidrocarboneto na cadeia lateral de um residuo de
acido graxo poliinsaturado ®-3 ou »-6. O elétron desemparelhado do H' permanece
no carbono. Entdo, o carbono central pode reagir com o O, para formar o radical
peroxil propagando a reacdo em cadeia e deflagrando a peroxidacao lipidica
(HALLIWEL; GUTTERIDGE, 2007). Os A4&cidos graxos poliinsaturados sao
constituintes de glicerofosfolipidios e outros lipidios no plasma e membrana de
organelas, e sdo o0s maiores alvos intracelulares dos agentes oxidantes. A
peroxidacao lipidica gera numeros produtos hidroperoxidos lipidicos, tais como:
malondialdeido (MDA), 4-hidroxiperoxi-2-nonenal (HPNE), 4-oxo-2-nonenal (ONE) e
4-hidroxi-2-nonenal. Estes aldeidos podem reagir com nucleotideos individuais e
aminoacidos nucleofilicos, induzindo efeitos de sinalizacéo severos (FRANCO et al.,
2009).
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2.2. Estresse oxidativo, morte celular e doencgas relacionadas

A producao excessiva de EROS na célula e/ou uma insuficiéncia no sistema
de defesa celular antioxidante para neutraliza-los resulta em estresse oxidativo que
se nado for apropriadamente controlado pode causar danos severos a
macromoléculas celulares, incluindo proteinas mitocondriais, lipidios e membranas
celulares e em especial ao DNA, levando a danos oxidativos que contribuem para o
surgimento de doencas. Estima-se que ocorra diariamente em todas as células do
corpo humano danos ao DNA na ordem de 2 x 10*. Onde uma significante parte do
dano é causada por EROS. Estudos demonstram que aumento na pressao de
oxigénio celular pode levar ao acumulo de aberragbes cromossémicas
(BUONOCORE; PERRONE; TATARANNO, 2010; BARZILAI; YAMAMOTO, 2004;
LEOPOLD; LOSCALZO, 2008; KLAUNIG; KAMENDULIS, 2004).

A toxicidade das EROS provém da habilidade para reagir com todos os
componentes da molécula do DNA, causando danos tanto nas bases de purina
qguanto nas de pirimidina e também na estrutura da desoxirribose (BUONOCORE;
PERRONE; TATARANNO, 2010). Um aumento do estresse oxidativo no nivel de
DNA, RNA e proteinas “adutas” oxidadas podem contribuir para progressdo de
mutagenicidade. As proteinas e DNA adutos sédo o resultado da interacdo de um
metabdlito ativo, geralmente um produto carcinébgeno com uma proteina ou DNA
(FARMER, 2004).

A oxidacdo de nucleotideos possui um grande potencial fisiopatoldgico em
longo prazo, podendo incorrer em sintese defeituosa repetida de inUmeras proteinas
ao longo da vida da célula. A 8-hidroxiguanina (8-OHG) é uma modificacdo de base
abundante em DNA de mamiferos cujos niveis se encontram aumentados no
estresse oxidativo (CHENG et al., 1992), e pode formar um par de bases incorreto
com adenina induzindo muta¢des durante a sintese do DNA. A 8-OHG ¢ largamente
utilizada na literatura como biomarcador de dano nuclear por radicais livres de
oxigénio (BARZILAI; YAMAMOTO, 2004; BUTTKE; SANDSTROM, 1994).

Os efeitos do estresse oxidativo em relacdo DNA recebem mais atencéo do
gque ao RNA, embora o RNA seja mais susceptivel ao dano oxidativo que o DNA
devido a estrutura de fita Unica e acessibilidade aos oxidantes produzidos na
mitocondria. Diferente do DNA nuclear, o DNAmt ndo é codificado com proteinas

histona, podendo ser mais susceptivel a dano oxidativo. Além disso, mutacdes no
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DNAmt, acumulados nos tecidos mais velhos, podem contribuir para o
envelhecimento precoce (WEIDNER et al., 2011).

Os varios tipos de lesdes que resultam a partir do dano sofrido pelo DNA sao
rapidamente detectadas, e envolvem a ativacdo de uma intricada teia de vias de
sinalizacdo, conhecidas como ‘“resposta ao dano do DNA”. Esta resposta resulta em
vias de reparacao do DNA, a partir da ativacdo de pontos de inspecédo do ciclo
celular, ou na programacéao de apoptose celular (BARZILAI; YAMAMOTO, 2004).

O constante desequilibrio no balanco redox causando o estresse oxidativo é
um denominador comum da “sindrome da instabilidade genética” — desordens que
refletem um defeito na resposta ao dano do DNA (BARZILAI, YAMAMOTO, 2004)

No caso da incapacidade de reparo a célula pode desencadear uma forma
morfologicamente distinta de morte celular denominada morte celular programada ou
apoptose (Figura 9). A apoptose é o resultado final de um programa de
desenvolvimento extremamente organizado caracterizado pela ativagao progressiva
de vias precisas, que envolve varios processos fisioldgicos e patolégicos (FRANCO
et al., 2009) que incluem: ativacdo das caspases, alteracdes no potencial redox
celular, encolhimento e condensamento celular, o citoesqueleto sofre colapso, o
envelope nuclear € desmontado, e o DNA nuclear é fragmentado.

Morte Celular

I
o —
Peroxidagao lipidica
Dano ao DNA Oxidacgao de
Proteinas

X"

Divisdo Celular Comprometimento
Respiratério

Figura 9. Efeitos constantes do estresse oxidativo por ROS podem desencadear apoptose
(Ott et al., 2007)
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O estagio inicial da apoptose é dependente de uma familia de proteases,
denominadas caspases que apresentam uma cisteina no sitio ativo e cliva suas
proteinas-alvo em acido aspartico especifico. As caspases séo sintetizadas na célula
com um precursor inativo — procaspases, que geralmente s&do ativados pela
clivagem do acido aspartico por outras caspases. Uma vez ativada, as caspases
clivam e ativam outras procaspases, resultando em uma cascata de amplificacéo
proteolitica. Para iniciar a cascata de caspases as procaspases sao ativadas por
proteinas adaptadoras que fazem com que multiplas copias de caspases
especificas, denominadas procaspases iniciadoras se complexem. Quando entram
no complexo, sua proximidade faz com que haja clivagem mutua, desencadeando a
ativacdo, ou ainda, a prépria agregacao causa alteracao conformacional que ativa as
procaspases (ALBERTS et al., 2004). A ativacdo da apoptose pode ser de forma
intrinseca ou extrinseca.

A inducéo via extrinseca é desencadeada pela ativacdo de receptores de
morte como aqueles ativados pela proteina ligante Fas (FasL (CD95/Apo-1), pelo
ligante indutor de apoptose relacionado a TNF (TRAIL DRA/DRS5) e pelo fator de
necrose tumoral (TNFR1) (ALBERTS et al., 2004; FRANCO et al., 2009).

A via intrinseca da apoptose, também chamada de via mitocondrial, é ativada
por uma variedade de estimulos citotoxicos ou estressores ambientais. Estes
estimulos liberam proteinas pré apoptéticas a partir da mitocdndria, incluindo a
citocromo c¢, a partir da abertura de poros de transicdo da permeabilidade
mitocondrial (MPTP) (composto do canal anion voltaico dependente, translocador
adenina nucleotideo (ANT), e ciclofilina D) e perda do potencial de membrana
mitocondrial (MMP). A via intrinseca também ¢é regulada pela familia de proteinas
Bcl-2 que promovem a ativacao das proscapases e a morte celular (ALBERTS et al.,
2004; FRANCO et al., 2009).

Embora exista uma consideravel variagdo nos sinais e eventos metabdlicos
celulares necessarios para induzir apoptose em diversos tipos de células, as
caracteristicas morfolégicas associadas com esta necessidade se encontram
altamente conservadas nas células. Isto pode significar a coexisténcia de mdultiplas
vias de sinalizacdo que convergem a partir de uma sequéncia comum de eventos
gue resulta na apoptose. A hipdtese do estresse oxidativo como um mediador de

apoptose € baseado na premissa de que isto pode ter sido uma vantagem
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evolucionaria para mecanismos multicelulares para conservar o estado pré-existente
de cerco oxidativo com a finalidade de mediar algumas formas de morte celular
programada (BUTTKE; SANDSTROM, 1994). Esta hipétese € baseada em alguns
achados: a adicdo de EROS ou uma deplecdo de antioxidantes celulares podem
resultar em apoptose; pode estar associada com a inducéo de EROS; e finalmente,
a apoptose pode ser bloqueada pela adicdo de compostos antioxidantes (BUTTKE;
SANDSTROM, 1994).

A apoptose induzida por estresse oxidativo tem sido amplamente associada
com a ativacao das vias intrinsecas de apoptose ao nivel da mitocondria (FEARON;
FAUX, 2009). Uma vez que a cadeia respiratoria é a principal fonte de formacéo de
EROS em céllas aerébicas (OTT et al., 2007). O DNAmt € um importante alvo das
EROS devido a sua proximidade a cadeia transportadora de elétrons e a auséncia
de protecdo das histonas. O dano ao DNAmt por EROS leva a uma injuria letal da
célula, instabilidade gendmica mitocondrial, causando disfuncao respiratdria através
da interrupcdo do transporte de elétrons, alteracdo do potencial da membrana
mitocondrial, e geracdo de ATP. Embora EROS na mitocondria afetem claramente o
DNAmt, as alteracbes também podem ser observada em proteinas. Proteinas
modificadas oxidativamente geralmente sdo néo funcionais, perdendo a integridade
estrutural e catalitica. Uma das proteinas oxidadas e inativadas pelas EROS é a
aconitase mitocondrial. Esta proteina, uma enzima no ciclo do &cido citrico, catalisa
a interconvesdao de citrato e isocitrato, uma reacao essencial para o funcionamento
metabdlico normal (YAN et al., 1997; FRANCO et al., 2009).

Assim, como sumarizado acima as EROS podem impactar na complexa rede
de proteinas desafiando a célula a reparar o dano causado, ou se isto ndo é
possivel, mediando a inducéo e execuc¢ao do programa de morte celular.

As espeécies reativas podem estar associadas a uma série de doencas, tais
como: lesdes teciduais, processos inflamatérios crénicos, dano causado por
isquemia/reperfusdo, aterosclerose, artrite reumatica, envelhecimento, doencas
circulatérias, diabetes tipo Il, e doencas neurodegenerativas, tais como mal de
Alzheimer e Parkinson. As EROS também podem formar varios tipos de cancer,
decorrentes de alteragbes no DNA, entre outras patologias (FIAMONCINI, 2002;
OTT; GOGVADZE; ORRENIUS, 2007) (Figura 10).
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Figura 10. Efeitos celulares e clinicos das EROS a partir de fontes enddgenas e exdgenas (Chen et
al., 2012)

2.2.1. Doengas cardiovasculares

A doenca cardiovascular € a maior causa de mortalidade no mundo ocidental
e em desenvolvimento, sendo que uma grande propor¢cao de mortes ocorre antes da
expectativa média de vida. Em um largo espectro a doenca cardiovascular (DCV)
pode ser classificada em doenca cardiaca coronariana, cerebrovascular e vascular
periférica. A formagéo de placas aterosclerética e ateroma sdo comuns em ambos
0S casos, que pode levar a oclusdo de pequenos vasos sanguineos e interrupcao do
fluxo sanguineo. Isto pode levar a manifestacbes agudas como o infarto do
miocardio ou acidente vascular cerebral, comprometendo de forma severa o
fornecimento de oxigénio e nutrientes aos tecidos (FEARON; FAUX, 2009). A DCV
aterosclerética € uma doenca inflamatéria arterial cronica caracterizada pelo

acumulo de lipidios, células inflamatérias, células musculares lisas, e matriz
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extracelular na intima arterial (BLANC et al., 2003), e representa uma significante
causa de morbidade e mortalidade nas nacfes desenvolvidas, respondendo por
cerca de 16,7 milhdes de mortes (LEOPOLD; LOSCALZO, 2008).

Véarios fatores de risco estdo associados com doencas cardiovasculares
podendo ser classificados em dois grandes grupos: invaridveis e variaveis. Os
fatores de risco invariaveis incluem composi¢céo genética, idade, climatério e género.
Os fatores variaveis incluem os estimulos ambientais e estilo de vida, incluindo dieta,
tabagismo, estado de doencas concorrentes, consumo de etanol e exercicio fisico.
Os fatores de risco podem contribuir de forma significativa para a progressao da
DCV (FEARON; FAUX, 2009).

O processo de formacéo da aterosclerose envolve uma cascata de processos
inflamatorios, iniciando com dano ao endotélio que € o principal regulador da fungéo
vascular por manutencdo do tbnus e fluxo sanguineo. O passo inicial da doenca
cardiovascular é a disfuncdo progressiva do endotélio desencadeado por um
processo inflamatério crénico na parede dos vasos (BLANC et al., 2003). Disto,
resulta uma inducdo de moléculas de adesao no endotélio celular que leva a ligacao
de mondcitos, aprisionando-os e facilitando a sua transmigracdo da camada
endotelial para a intima. Posteriormente h4 uma conversdo dos mondécitos em
macréfagos, posteriormente a absorcdo de lipidios modificados oxidativamente faz
com gue esses macrofagos se transformem em células esponjosas. As células do
muasculo liso vascular também contribuem para o crescimento da lesao
aterosclerotica, pois 0 seu processo migratorio da camada intima para a camada
medial estimula o crescimento plaquetario. As alteracées na reatividade do vaso e
aumento para a propensdo de formar coagulos contribuem para a formacédo e
progressdo da doenca (FEARON; FAUX, 2009).

Vérias evidéncias ligam as ERQOS, principalmente O, e H0O;
(PAPAHARALAMBUS; GRIENDLING, 2007) na injuria endotelial, progressdo da
doenca e disfuncdo cardiovascular. Muitos tipos de EROS tém sido implicadas na
migracao e proliferacdo de células musculares lisas para a camada intima. Isto pode
facilitar alteracoes dependentes de EROS na expressédo e ativacdo de matriz de
metaloproteinases, as quais degradam as matrizes extracelulares da intima e
promovem a migracdo do musculo liso. Monécitos e macrofagos, conforme descrito
anteriormente, também possuem habilidade para produzir EROS, que exercem

atividade na progressao da lesao e inflamacéo, e demonstram causar modificacdes
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oxidativas nas lipoproteinas de baixa densidade. Plaquetas também podem ser
ativadas por O,°” e outros radicais, promovendo agregacdo e trombogénese
(FEARON; FAUX, 2009).

As EROS geradas na mitocondria sdo importantes para muitas vias de
sinalizacdo que contribuem para a doenca cardiovascular. O agente vasoativo
angiotensina Il, o fator de crescimento epidermal (EGF), fator-f de crescimento e
transformacao (TGF-B) e a citocina fator-a de necrose tumoral (TNF-o) séo capazes
de modular a produgédo de EROS mitocondriais. A contribuigdo mitocondrial para a
resposta de sinalizagdo ao fator de crescimento parece envolver a transativacao de
receptores ao fator de crescimento e estd associada com a protecdo contra o
estresse oxidativo. Estudos sustentam a hipétese de que EROS induzidos pela
mitocondria exercem fung¢do nos sinais de sobrevivéncia e morte celular, conforme
descrito anteriormente. A protecdo contra 0 estresse oxidativo pode ser
proporcionada por varios mecanismos incluindo o aumento na regulacdo das
defesas antioxidantes (FEARON; FAUX, 2009).

Alteracdes no DNA mitocondrial devido a aterosclerose também foram
relatadas. O estresse oxidativo e dano ao DNA sdo gerados por lipoproteinas de
baixa densidade oxidadas (oxLDL), induzidas por dieta com potencial
hipercolesterolémico, o que contribui potencialmente para disfuncdo de células
endoteliais, VSMC, linfécitos T e macréfagos (FEARON; FAUX, 2009; LEOPOLD;
LOSCALZO, 2008) (Figura 11). Camundongos knockouts para apoE que foram
projetados para serem deficientes na enzima mitocondrial manganés superoxido
desmutase (MNnSOD) as lesbes aterosclerdticas se manifestarem de forma precoce
(20 semanas), em uma dieta contendo 4% de lipidios, o que foi relacionado com
aumento precoce no dano ao DNAmt. Isto leva a crer, que a disfuncdo mitocondrial
acentua a aterosclerose por modular o fendtipo das células vasculares, e a avaliacéo
de dano ao DNAmt reflete o risco de aterosclerose mediada por EROS (BALLINGER
et al., 2002).
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Figura 11. EROS e a patogénese da aterosclerose (LEOPOLD; LOSCALZO, 2008)

Estudos sugerem que provavelmente a maior fonte de EROS na doenca
cardiovascular € produzida pelo complexo nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato (NADPH) oxidase. Esta oxidase foi descrita inicialmente em fagdcitos no
sistema imune onde ha um alto nivel de producdo de EROS no vacuolo dos
fagocitos que fazem parte do sistema de defesa do hospedeiro, mediando a
eliminacdo dos patdgenos ingeridos. Durante o processo de fagocitose pelos
macrofagos e neutrofilos este complexo enzimético gera uma grande explosao de
0,*” no lado extracelular da membrana interna pela reducdo de um elétron do
oxigénio, usando a NADPH como uma doadora de elétron. Entretanto, tem sido
observada a geracdo de EROS dependente de NADPH em numerosas células néo
fagocitarias, embora em quantidade menores que as fagocitarias. No sistema
cardiovascular, isto inclui as VSMC, células endoteliais, fibroblastos cardiacos e
adventicios e cardiomiocitos (SUGAMURA; KEANEY JR., 2011). O aumento da
atividade da NADPH oxidase contribui fortemente para a patogénese em modelos
experimentais de doenca vascular, incluindo aterosclerose induzida por colesterol. O
aumento da producdo de O,* pela NADPH oxidase tem sido ligada a perca de

funcdo de NO® endotelial em pacientes com doenca cardiaca coronariana. Vale
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lembrar, que ndo somente a NADPH oxidase, mas também a oxidase fagocitaria
exerce um importante papel na producédo de O,*~ como mondcitos e linfocitos que
podem se infiltrar no tecido cardiovascular e facilitar alteragcbes funcionais e
estruturais (FEARON; FAUX, 2009).

O NO° possui um papel bem definido na sinalizacdo e homeostase celular,
mantendo o ténus e reatividade vascular. No entanto, o NO® também pode contribuir
para a patologia cardiovascular. Sob certas condicbes, como no caso de
disponiilidade reduzida do cofator BH, ou de L-arginina, a isoforma endotelial da
6xido nitrico sintase (eNOS) diminui a sintese de NO® e aumenta a producdo de
0,*". O 0O,* produzido pode interagir com o NO® para produzir o ndo radical
ONOO™ (peroxinitrito) com potencial para alterar a funcdo cardiovascular
(PAPAHARALAMBUS; GRIENDLING, 2007).

A adicdo de ONOO™ as células, leva a uma rapida protonacao, seguida por
deplecdo de grupos —SH e outros antioxidantes, oxidacdo e nitracdo de lipidios,
quebra da fita de DNA, nitracdo e deaminacdo de bases de DNA, nitracdo de
residuos de aminoacidos aromaticos em proteinas, bem como uma oxidacdo de
cisteina, metionina e outros residuos (HALLIWEL; GUTTERIDGE, 2007).

Outras enzimas celulares também podem produzir EROS para contribuir com
DCV, tais como a xantina oxidase, encontrada no plasma e endotélio, que
metaboliza xantina, hipoxantina e NADH para produzir O,*~ que pode ser desmutada
para H»O-.

Lipoxigenases também pode contribuir para a produ¢cdo de EROS na
aterosclerose por catalisar a modificacdo oxidativa de acidos graxos poliinsaturados
e a producdo de leucotrienos pro-inflamatérios via linear a partir do araquidonato
(FEARON; FAUX, 2009; NELSON; COX, 2002).

A mieloperoxidase, um membro da familia de enzimas peroxidase heme
produz &cido hipocloroso que se dissocia para formar o anion hipoclorito, um
poderoso agente oxidante, € uma enzima catalisadora para a peroxidagéo lipidica
quando secretada a partir de macréfagos ativados, direcionando a oxidagdo da HDL
e dando suporte a captacédo de lipidios e a formacéo de carreadores lipidicos de
células esponjosas. Os macrofagos em células ateroscleréticas humanas sao ricos
em mieloperoxidase enzimaticamente ativa (FEARON; FAUX, 2009).

O desequilibrio redox em direcdo ao estresse oxidativo, pode promover e

facilitar a oxidacdo da LDL nativa. A oxLDL é quimiotatica para mondcitos e linfocitos
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T circulantes, sendo absorvida por macrofagos residentes para formar células
esponjosas que estimulam a proliferacado e migracdo de VSMC para servir como um
ninho para a formacdo da lesdo aterosclerdtica. Além disso, o excesso de ROS
aumenta estes efeitos tornando o HDL disfuncional, reagindo com NO® disponivel
para gerar ONOO™ e promover a disfuncdo endotelial, estimulando diretamente o
crescimento de VSMC (LEOPOLD; LOSCALZO, 2008).

Diante o exposto, a ideia que a aterosclerose € uma doenca inflamatoria
centrada em torno da LDL oxidada como o principal efetor ndo € inteiramente
verdadeira. O estresse oxidativo exerce um papel mais amplo na patogénese da
doenca. Os modelos animais para génese da aterosclerose tém demonstrado que
EROS sao produzidos por muitos constituintes da placa. Em modelos animais para
aterosclerose precoce no qual a hipercolesterolemia foi secundaria para um defeito
no receptor de LDL, a producdo de O,*" direcionada por NADPH foi duas vezes
maior comparado aos animais controle. Nas VSMC de leséo aterosclerdtica mais
avancada, as EROS derivadas da NADPH oxidase podem ter uma importante
funcdo na progressdo da doenca. Angiotensina Il, fator de crescimento derivados
das plaquetas (PDGF) e TNF-a podem aumentar as EROS na leséo aterosclerética
por estimulacdo dos midcitos vasculares locais a produzirem radicais livres. Estas
EROS podem contribuir para a oxidacdo da LDL, producdo de proteina
quimioatrativa de mondcitos 1 (MCP-1), aumento de moléculas de adesdo e
recrutamento de macrofagos, disfuncdo endotelial e remodelamento da matriz
extracelular por meio da degradacéo de colageno e ruptura de plaquetas (FEARON;
FAUX, 2009). A expressao da MCP-1é redox sentitiva e envolve a ativacdo mediada
por ROS das cinases extracelulares sinal ativadas (ERK 1/2). Além de promover a
migracdo a MCP-1 também pode aumentar a resposta pro-inflamatoria, levando a
um ciclo vicioso de producao de ROS, migracdo de VSMC e ativacado de ERK 1/2
(PAPAHARALAMBUS; GRIENDLING, 2007).

Assim, pode-se concluir que a DCV tem origem na injdria sofrida na parede
dos vasos sanguineos devido a ruptura da homeostase por altera¢cdes na arquitetura
original e responsividade bioldgica, contribuindo para situacdes agudas ou crbénicas
como acidente vascular, hipertenséo e aterosclerose. Nessas alteracdes a producao
de EROS por varios componentes das paredes dos vasos sanguineos exerce um

papel fundamental para a iniciagao e progresséo da doenca.
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2.2.2. Espécies Reativas de Oxigénio e Carcinogénese

A carcinogénese segue um processo de varias etapas envolvendo mutacéo e
aumento da proliferacdo celular. Pelo menos trés estagios distintos tém sido
definidos, a citar: iniciacdo, promocao e progressdo (Figura 12). A iniciacdo é o
passo onde uma célula normal sofre dano irreparavel do DNA e envolve a formacao
de uma célula alterada (pré-neoplasica). A iniciacao da célula alterada pode ocorrer
através da interacdo com carcinogénicos fisicos (por exemplo, raios UV) ou
carcinogénicos quimicos que possuem propriedades mutagénicas ou danosas ao
DNA (agentes genotoxicos). O estagio de promocao é caracterizado pela expansao
clonal das células iniciadas pela inducdo da proliferacdo celular e/ou inibicdo da
apoptose, resultando na formacdo de uma lesdo focal identificavel. Este estagio
requer a presenca continua do estimulo de promogé&o, assim sendo um processo
reversivel. O estagio final da carcinogénese é a progressdo. Este estagio é
considerado pelo acumulo de dano genético adicional, levando as células de um
fenétipo benigno para maligno, sendo este processo de carater irreversivel,
envolvendo instabilidade genética, mudancas na ploidia nuclear, e ruptura da
integridade cromossdmica (KLAUNIG; KAMENDULIS, 2004; KLAUNIG et al., 2011).
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Figura 12. Processos celulares evolutivos da carcinogénese (KLAUNIG; KAMENDULIS, 2004)
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Dois possiveis mecanismos tém sido propostos para a inducdo de cancer.
Primeiro, um aumento na sintese de DNA e mitose por um carcin0geno nao
genotoxico pode induzir mutacdes na divisdo celular por falta de reparo. Com a
continuidade da divisao celular, mutacdes irdo resultar em uma célula pré-neoplasica
iniciada que pode se expandir por clonagem para uma neoplasia. Segundo, agentes
genotoxicos podem servir para estimular o crescimento clonal seletivo das células ja
iniciadas (KLAUNIG; KAMENDULIS, 2004).

As células do corpo humano sofrem constante exposicdo a ataques de
natureza oxidativa que influenciam no dano ao DNA, no crescimento e morte celular
gue contribuem para a carcinogénese. Esses ataques podem ser divididos em duas
categorias: fatores endogenos e exodgenos. As fontes enddgenas incluem
mitocdndria, peroxissomas, e ativacdo inflamatoria celular, enquanto as fontes
exdgenas incluem agentes ambientais, radiacdo (por exemplo, raios y, X, ou
césmicos e luz solar UV), agentes terapéuticos, exposicdo crénica a agentes virais
(hepatite B), tabagismo (KLAUNIG et al.,, 2011; KRYSTON, et al.,, 2011) e élcool
(SEITZ; STICKEL, 2006). Evidéncias experimentais sustentam um importante papel
para as EROS no processo do cancer. Aumento de espécies reativas na célula seja
através de modificacdes fisioldgicas ou através da exposicdo a carcinogénicos
quimicos, contribuem para esse processo. Isto pode ocorrer através de efeitos
genotoxicos resultando em DNA aduto oxidativo ou através de modificacdo da
expressado génica (KLAUNIG; KAMENDULIS, 2004).

Muitas formas de EROS séo capazes de formar bases oxidadas. O *OH em
particular tem demonstrado produzir um numero de lesBes oxidativas no DNA.
Devido a sua migracdo limitada na célula o °*OH reage rapidamente com
componentes celulares, assim o *OH deve ser gerado adjacente ao acido nucleico.
O H,0; é eletricamente neutro, menos reativo e mais rapidamente difuso e assim
mais provavel estar envolvido na formacdo de bases oxidadas de purinas e
pirimidinas. Modificacdes permanentes do material genético resultante deste dano
oxidativo representam o primeiro passo envolvido na mutagénese e carcinogénese.
O ONOO™ também é difundido entre as células e é absorvido por mecanismo de
transporte ativo (KRYSTON, et al., 2011).

EROS/ERNS podem produzir diretamente quebra na fita de DNA,
modificacdes nas bases de purina, pirimidina e desoxirribose, ou ainda ligacoes
cruzadas no DNA. Danos persistentes ao DNA podem resultar em repressdo ou
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inducao da transcrigcéo, vias de indugao de transducao de sinal, replicagéo de erros,
e instabilidade gendmica, todas que sao vistas na carcinogénese (KLAUNIG,;
KAMENDULIS, 2004; KRYSTON, et al., 2011).

O estado de metilacio do DNA nuclear é considerado um mecanismo
epigenético que influencia a expressdo do DNA. AlteragBes na metilacdo néo
envolvem uma mudanga ou codificacdo errada da sequéncia de bases do DNA, e
sim a expressao de um gene andémalo, afetando a habilidade de proteinas ligadas ao
DNA metilado interagir com elementos cis. As EROS estdo entre 0os agentes e
situacbes que podem resultar em decréscimo do estado de metilagdo do DNA.
Varios carcinogénicos quimicos podem modificar a metilagdo do DNA, a atividade da
metil-transferase, e estrutura cromossomal (KLAUNIG; KAMENDULIS, 2004).

Ha evidéncias que envolvem dano oxidativo mitocondrial no processo de
carcinogénese (KRYSTON, et al., 2011). Fragmentos de DNA mitocondrial foram
encontrados inseridos no DNA nuclear, o que pode sugerir um mecanismo para
ativacdo da oncogénese. As EROS séo implicadas na ativacdo de genes nucleares
gue estdo envolvidos na biogénese mitocondrial, transcricdo, e replicacdo do gene
mitocondrial. A estimulacdo da biogénese mitocondrial pode ser uma resposta
celular para compensar a fosforilagdo oxidativa disfuncional associada com um DNA
mitocondrial mutante. O dano oxidativo e a indugcéo de mutagcdo no DNA mitocondrial
podem participar de multiplos estagios no processo de carcinogénese, envolvendo
EROS derivados da mitocondria, inducdo e mutacdo de genes mitocondriais, e
talvez a insergcdo de genes mitocondriais no DNA nuclear (KLAUNIG; KAMENDULIS,
2004).

Outro ponto de interesse na carcinogénese € o papel do estresse oxidativo na
modificacdo do espaco juncional (gap junctional) entre as células. O espaco de
juncao é formado de placas de canais transmembrana composto por hexameros de
conexina que formam canais hexaméricos ou hemicanais. Os hemicanais de uma
célula se conectam aos hemicanais da célula vizinha para formar um canal
transmembrana entre as duas células adjacentes formando o espaco juncional de
comunicacdo intercelular (gap junction intercellular communication — GJIC) que
permite a troca de ions e materiais hidrossoluveis de baixo peso molecular entre as
células. Substancias transdutoras de sinal e reguladoras de crescimento, incluindo
moléculas que estdo envolvidas na regulacdo do ciclo celular, crescimento celular, e

morte celular, sdo capazes de atravessar o0 espaco juncional (PICCOLI, et al., 2012).
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O GJIC pode ser modulado durante o processo de cancer, havendo um decréscimo
nessa comunicagao.

O bloqueio da comunicacdo célula a célula tem sido associado como um
mecanismo de acao do estagio de promocéao tumoral de carcinogénicos quimicos. A
inducdo do estresse oxidativo também modula esta comunicacdo. Por exemplo, o
H,O, inibe a comunicacéo celular, que é reversivel, e envolve uma via de transducéo
de sinal dependente de glutationa. Além disso, alteracbes no estado do estresse
oxidativo parecem afetar a montagem dos espacos juncionais nos nodulos
neoplasicos. O bloqueio do GJIC em células normais e pré-neoplasicas cria um
ambiente no qual estas células sdo isoladas dos fatores que controlam o
crescimento das células normais circundantes. Este processo diminui a regulacéo
homeostéatica permitindo a célula pré-neoplasica escapar do controle de
crescimento, resultando em expansao clonal. O refor¢co da hipétese do envolvimento
de EROS na inibicdo do GJIC promovida por promotores de tumor hepatico vém de
estudos gque examinaram composto antitumorais e/ou agentes quimiopreventivos
para cancer que funcionam como antioxidantes. Estes agentes, tais como vitamina E
e catequina oriunda do cha verde, anularam a inibicdo da comunicacao intercelular
em hepatdcitos de camundongos que foram tratados com phenobarbital e DDT.
Assim, os antioxidantes podem manter a expressao dos espacgos juncionais nas
células. (KLAUNIG; KAMENDULIS, 2004; PICCOLI, et al., 2011).

2.2.3. Doencgas neurodegenerativas

O sistema nervoso central (SNC) pode ser visto como um integrador que
analisa sinais a partir de vias sensoriais, e usa estas informagdes para gerar sinais
de comando ao longo das vias motoras para 0os musculos e outros efetores. Os
mecanismos envolvidos nestes eventos sdo variados, e a maioria destas vias de
sinalizacao intracelulares, tais como concentracédo de calcio intracelular, peroxidacéo
do araquidonato, ativagcdo de proteinas quinases e etc., esta associada com o
estado redox no tecido nervoso central e periférico (ROMERO, 1996).

Doencgas neurodegenerativas compdem um grupo heterogéneo caracterizado
por desordens graduais e progressivas, seletiva perda anatbmica ou fisiol6gica

relacionada ao sistema neural. Os exemplos tipicos incluem: Doenca de Alzheimer
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(AD), Doenca de Parkinson (PD), esclerose amiotréfica lateral (ALS) e Doenca de
Huntington (HD) (SIMONIAN; COYLE, 1996).

Alteracbes na funcdo mitocondrial decorrente do estresse oxidativo parecem
possuir uma forte relacdo com a patogénese das doencas neurodegenerativas. Por
ser a maior fonte de producdo de EROS, como ja relatado anteriormente, mutacdes
no mtDNA s&o conhecidos por causar uma variedade de doencgas, a maioria
afetando os musculos e cérebro. Uma hipotese que tem sido proposta € que
mutacOes somaticas do mtDNA adquiridas durante o envelhecimento contribuam
para o declinio fisiologico e neurodegeneracdo (LIN; BEAL, 2006). Mutacles
acumuladas ao longo da vida criam delecbes em larga escala e pontos de mutagao
que alteram a funcionalidade mitocondrial, por exemplo, aumentos nos niveis de
pontos de mutacdo no gene da citocromo oxidase diminuem a funcionalidade desta
enzima (LIN; BEAL, 2006).

Evidéncias consistentes indicam claramente que o estresse oxidativo esta
aumentado em pacientes com AD. Estudos sugerem que a peroxidacgao lipidica &
um evento inicial da AD com aumento de marcadores isoprostanos (PRATICO et al.,
2002).

A AD é caracterizada por deposicdo de placas amildides, onde o maior
constiuinte € o amiloide-p-peptideo (AB) que € clivado a partir da proteina precursora
de amiléide ligado & membrana (APP). Barnham et al. (2004) sugerem que a maior
causa de perda de células neurais na AD esteja relacionada a excessiva producao
de EROS, propondo que a maior fonte de estresse oxidativo e radicais livres seja a
interacdo de metais de transicdo Zn**, Cu®* e Fe®*" ao AB. O Ap coordena os fons
metélicos que induzem agregacao, no caso do Cu® e Fe** a geracdo de H,0,. O
H,O, pode iniciar diversos eventos para formar *OH e desregular o Célcio (Ca?"). O
Ca’" é essencial na transducéo de sinal, e pode induzir uma maior producéo de
EROS e provocar uma resposta de “excitotoxicidade” (BARNHAM et al., 2004).

A excitotoxicidade se refere a ativagao excessiva de receptores glutamato que
resultam em morte neuronal. O glutamato € o maior neurotransmissor excitatorio no
cérebro (BARNHAM et al., 2004). Existem trés subtipos de receptores ionotrépicos
glutamatérgicos e sdo nomeados por seu agonismo farmacolégico em: N-metil-D-
aspartato (NMDA), e o agonista ndo NMDA - acido quisqualato/a-amino-3-hidroxi-5-

metil-isoxazolepropiénico (AMPA) e &cido cainico (KA). A excitotoxicidade é
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importante na degeneracdo neuronal apos insultos agudos, tais como a hipodxia,
isquemia e trauma. Evidéncias existem que a excitotoxicidade desempenha um
papel nas doencas neurodegenerativas anteriormente citadas. Dados crescentes
implicam o0 estresse oxidativo como um mediador da morte celular por
excitotoxicidade. Seguido da ativacdo de NMDA e receptores KA, o numero de
EROS aumenta, ocorre dano oxidativo aos lipidios, e protecdo antioxidante contra a
morte celular. Estes achados sugerem que os processos ligados a receptores de
glutamato podem induzir vias intracelulares que produzem EROS; desacoplam o
transporte de elétrons mitocondriais; e deprimem o sistema de defesa celular. As
EROS produzidas podem aumentar a liberagdo e diminuir a reabsor¢cdo de
glutamato, aumentando-o na fenda sinaptica. Isto pode levar a uma auto
perpetuacdo do ciclo no qual a ativacdo dos receptores de glutamato aumentam as
EROS, que podem levar a uma maior ativagéo de receptores (SIMONIAN; COYLE,
1996).

Na PD o0 estresse oxidativo também € proposto no mecanismo da
patogénese. A PD é caracterizada pela perda de neurbnios da substancia negra e
deposicao de corpos de inclusao intracelular. A principal proteina destes depositos é
a a-sinucleina, que é extensivamente expressa no cérebro, mutacbes na o-
sinucleina contribuem para forma familiar da doenca. A dopamina necessaria para a
sinalizacdo neuronal € redox inerte e ligada as vesiculas sinapticas; quando a
dopamina é liberada da vesicula para o citoplasma ela é capaz de coordenar o Fe?*
e sofrer reacBes redox que resultam na formacdo de neuromelanina e EROS. A
neuromelanina também ira coordenar o Fe?" a produzir EROS. A a-sinucleina regula
o equilibrio entre a dopamina ligada a vesicula sinaptica e a dopamina
citoplasmatica. Mutacbes nesta proteina deslocam o equilibrio em favor da
dopamina citoplasmatica que na presenca do Fe?* e sob condicdes de estresse
oxidativo formam depdésito de a-sinucleina por agregagdo (BARNHAM et al., 2004).

Nos individuos com PD foram encontrados niveis suprimidos de GSH na
substancia negra, provavelmente como consequéncia da detoxificagcdo de H,0,
(SIMONIAN; COYLE, 1996).

Em pacientes portadores de ALS foram encontradas alteragdes mutagénicas

na SOD Cu/Zn citosélica (SOD-1) levando a um aumento de EROS/ERNS. Mdltiplas
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mutacBes missense na SOD-1 foram identificadas em um subgrupo de ALS familiar
(SIMONIAN; COYLE, 1996).

2.3. Antioxidantes no combate aos radicais livres

Pode-se definir de uma forma ampla como antioxidante qualquer substancia
que estando presente em pequenas concentracbes comparados com aquele do
substrato oxidavel, reduz significativamente ou previne a oxidacdo do substrato
(HALLIWELL, 1995). Quando o mecanismo de acdo do antioxidante for através de
sua reacdo com o radical livre, o novo radical formado deve ser estavel e incapaz de
propagar a reacdo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Um antioxidante pode agir
diretamente por remocdo da EROS ou inibindo sua formagdo, que sdo as formas
mais comuns, ou indiretamente aumentando a defesa antioxidante endégena.

As caracteristicas de um bom antioxidante sdo: presenca de substituintes
doadores de elétrons ou de hidrogénio ao radical, em funcdo do seu potencial de
reducdo; capacidade de deslocamento do radical formado em sua estrutura;
capacidade de quelar metais de transicdo no processo oxidativo; e acesso ao local
de acado, dependendo de sua hidrofilia ou lipofilia e de seu coeficiente de particao
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; MANACH et al., 2004).

Quando EROS sé&o geradas in vivo, muitos antioxidantes podem ter um papel
de destaque. A sua importancia vai depender de quais, como e onde as EROS sé&o
geradas, e qual lugar do dano é avaliado. Por exemplo, o &cido urico exerce
protecdo plasmatica contra o *NO, ou 0zdnio (O3). No entanto, o acido Urico fornece
pouca protecdo contra dano plasmatico causado pelo HOCI. J& o ascorbato é
eficiente contra a peroxidacgdo lipidica plasmatica causada pelo cigarro, porém néo é
efetivo contra o dano causado pelo cigarro a proteinas plasmaticas. Resultados
diferentes podem ser encontrados para o mesmo estresse oxidativo se o local do
dano é diferente. Um composto que exerce uma fraca atividade in vitro € improvavel
ser melhor in vivo (HALLIWELL, 1995).

Quanto ao mecanismo de combate aos radicais livres, 0s antioxidantes

podem ser divididos em primarios e secundarios.
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Os antioxidantes priméarios atuam como doadores de prétons, impedindo o
processo de iniciacdo desencadeado pelos radicais livres. Nesta classe de
antioxidantes sao encontrados os compostos fendlicos, tocoferol, aminoacidos,

carotenoides e os antioxidantes sintéticos (BRAVO, 1998).

Os antioxidantes secundarios reduzem o processo de iniciacdo, pois atuam
no bloqueio da decomposi¢cdo dos peroxidos e hidroperéxidos, convertendo-os na
forma inativa, por acdo de agentes redutores, blogueando a reacdo em cadeia
através da captacdo de intermediarios reativos, como os radicais peroxila e alcoxila.
Nesta classe estdo os antioxidantes sintéticos, os compostos fendlicos, o retinol,
ascorbato e a-tocoferol (LIMA, 2008).

Os antioxidantes também podem ser divididos em sintéticos e naturais. Os
antioxidantes sintéticos sdo comumente utilizados na industria alimenticia para
aumentar o tempo de vida atil do produto, retardando, por exemplo, a peroxidagcéo
lipidica. Sdo exemplos de antioxidantes sintéticos: butilhidroxitolueno (BHT),
butilhidroxianisol (BHA), propilgalato (PG) e terciobutilhidroxinona (TBHQ)
(BARREIROS; DAVID, 2006). No entanto, h& evidéncias que esses tipos de
antioxidantes favorecam o surgimento de neoplasias em modelos animais (GUNDUC
et al., 2003; SVILAAS, et al., 2004).

Os antioxidantes naturais sdo encontrados particularmente em frutas e
vegetais, e vém conquistando o interesse tanto da sociedade cientifica. Estudos
epidemioldgicos indicam que o consumo frequente de antioxidantes naturais esta
associado com a reducédo do risco de doencas cardiovasculares e cancer (TEMPLE,
2000), por estimular as defesas celulares e ajudar a prevenir os componentes
celulares contra danos oxidativos (EVANS; HALLIWELL, 2001). O consumo de
frutas e vegetais tem um importante papel como fator protetor da saude, devido,
principalmente, a atividade antioxidante das vitaminas e dos compostos fendlicos
presentes nas frutas e vegetais, atuando como agentes redutores, doando
hidrogénio e extinguindo ROS/RNS entre outras. Estudos para determinar relevantes

fontes dietéticas de antioxidantes fenélicos tém sido desenvolvidos.
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2.4. Antioxidantes enddgenos

Os organismos desenvolveram diferentes mecanismos para combaterem 0s
radicais livres, denominados antioxidantes enddgenos, classificados em: enzimaticos
e nao enzimaticos (VASCONCELOS et al., 2007; HALLIWEL; GUTTERIDGE, 2007;
BUONOCORE et al.,, 2010). Alguns antioxidantes sdo proteinas e enzimas,
enguanto outros sdo moléculas pequenas (NIKI, 2010).

Os antioxidantes endogenos podem ser classificados de acordo com o

mecanismo de agao em: primarios, secundarios e terciarios (NIKI, 2010).

Antioxidantes primarios

S&o constituintes da primeira linha de defesa, por suprimirem a formacao de
radicais livres, por exemplo, reduzindo o H,O, e LOOH para agua e hidroxidos
lipidicos, ou através da quelacdo dos ions metalicos implicados nos processos
oxidativos, tais como: ceruloplasmina, melationeina e albumina (Cu®); transferrina
(Fe?") e ferritina (Fe®*") (NIKI, 2010; VASCONCELOS et al., 2007; LIMA, 2008).

Antioxidantes secundarios

S&o constituintes da segunda linha de defesa, eliminando rapidamente os
radicais livres formados pelo metabolismo celular ou por fontes exdgenas, antes que
eles ataquem moléculas biologicas essenciais gerando reagfes em cadeia, que
aumentam o dano oxidativo e levem a formagao de novos radicais livres. Assim
impedem o ataque sobre os lipidios, os aminoacidos das proteinas, a dupla ligagcéao
dos PUFAS e as bases nucleotidicas. Este grupo € composto por enzimas
antioxidantes e compostos de baixo peso molecular: SOD, CAT, Gpx e GR (NIKI,
2010; LIMA, 2008; BIANCHI; ANTUNES, 1999; ROMERO, 1996).

Antioxidantes terciarios

Constituem a terceira linha de defesa por repararem ou eliminarem as

estruturas celulares que sofreram injaria pelos radicais, tais como enzimas de
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reparacdo do DNA. Incluem-se as enzimas de reparo por excisdo de bases ou
nucleotideos: DNA glicosilases, endonuclease e ligases (NIKI, 2010; LIMA, 2008;
BIANCHI; ANTUNES, 1999, ROMERO, 1996) (Figura 13).

. . Glicose
2H" + 20, //—.oxidac;éo \

o NADP +H* NADP
Superéxido
@ dismutase \_/
(o) Glutationa redutase
GS-SG
H205
Glutationa 2GSH

Catalase Peroxidase

Hz0 + O3
H.O + LOH

LOOH

Figura 13. Atividade das enzimas antioxidantes nas células de mamiferos (LIMA, 2008)

Quanto a capacidade antioxidante especifica os antioxidantes enddgenos
podem se classificados em enzimaticos e ndo enzimaticos (VASCONCELOS et al.,
2007).

2.4.1. Antioxidantes enzimaticos

1. Supero6xido desmustase (SOD)

A SOD catalisa a desmutacdo do anion O,*” para a espécie menos reativa
H,O, (Figura 14). Em humanos existem trés isoformas de SOD: a SOD-1 citosélica
(Cu/zn — SOD), a SOD-2 mitocondrial (Mn-SOD), e a SOD-3 extracelular (EC-SOD).
A SOD destr6i o O,*" por sucessivas oxidacdes e reducdes no sitio ativo do fon
metalico de transicdo em um mecanismo de ping-pong com elevada velocidade de
reacao (VASCONCELOS et al., 2007).
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2 0" +2H =L, H,0, + 0,

Figura 14. Desmutacdo do anion superdxido pela superdxido desmutase (VASCONCELQOS, et al.,
2008)

A SOD-1 possui duas subunidades idénticas de 32 kDa, embora sua estrutura
monomérica possa ser encontrada na E. coli. Cada subunidade contém um metal
agrupado, sitio ativo, constituido por um atomo de cobre e um atomo de zinco.
Acredita-se que a SOD-1 tenha um papel importante na primeira linha de defesa
antioxidante (MATES et al., 1999). Mutacées na SOD-1 podem ter um efeito na
patogénese da ALS familiar (ZELKO, et al., 2002).

A SOD-2 é um homotetramero (96 kDa) contendo um atomo de manganés
por subunidade que cicla o Mn (Ill) para Mn (Il) e retorna a Mn (lll) durante os dois
passos de desmutacido do O,*~ (MATES et al., 1999). A importancia da funcdo da
SOD-2 em mamiferos esta ligada ao seu polimorfismo e a evolucdo de doencas
neurodegenerativas e dano cardiaco. Variacfes genéticas da SOD-2, por exemplo, a
substituicdo de Ala-9 por Val no sequenciamento mitocondrial causa envelhecimento
precoce e progeria, e esta associada com doenca neuromotora e com cardiopatia
idiopatica ndo familiar. Também tem sido associada com aumento de risco em
cancer de mama. Outra substituicdo, a do aminoacido isoleucina 58 por treonina,
esta relacionada a reducdo da atividade da SOD-2 (3x) e reduzida atividade na
enzima na supressao tumoral (ZELKO, et al., 2002).

A SOD-3 é encontrada no espaco intersticial dos tecidos e também nos
fluidos extracelulares contribuindo para a principal atividade plasmatica da SOD. A
SOD-3 néo € induzida por seu substrato ou por outros oxidantes, e sua regulacao
nos mamiferos é primariamente coordenada por citocinas (MATES et al., 1999). Em
estudo desenvolvido por Laurila et al. (2009), provocando lesdo isquémica dos
membros posteriores e peritonite em ratos, demonstraram que houve uma super
expressdo da SOD-3 que inibiu a migracdo de citocinas (TNFa, IL1a, IL6, MIP2 e
MCP-1), leucocitos e expressdo de moléculas de adesdo celular vascular e

intercelular (VCAM, ICAM, P-selectina e E-selectina).
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2. Catalase (CAT)

E uma enzima tetramérica consistindo de subunidades idénticas (60 kDa),
onde o sitio ativo contém um grupo porfirina por subunidade (MATES et al., 1999).
A CAT estd localizada no peroxissoma, a principal organela responséavel pela
desintoxicacdo celular e pela oxidagdo de &cidos graxos de cadeia longa, e
mitocondria de células cardiacas, salvo nos eritrocitos, onde €& encontrada no
plasma. Sua atividade varia de acordo com o 0rgédo ou tecido em que se localiza,
sendo mais elevada no figado e nos rins, e mais baixa nos tecidos conjuntivo e
epitelial (LIMA, 2008).

A CAT protege as células reagindo de forma eficiente com o H,O, para formar
agua e O, molecular, e com doadores de H (metanol, etanol, acido férmico ou
fendis) agindo com atividade peroxidase. Embora a CAT ndo seja essencial para
alguns tipos de células sob condi¢cdes normais, ela tém uma importante funcdo na
aguisicdo de tolerancia ao estresse oxidativo na resposta adaptativa das células
(MATES et al., 1999).

3. Glutationa peroxidase (GPXx)

A familia GPx é uma selenoenzima que reduz H,O, e outros peréxidos a agua
ou alcool as custas de glutationa, ou seja, pode ser responsavel pela captacdo de
agua, catalisando a peroxidacdo da GSH, obtendo como produto a glutationa na
forma dissulfeto oxidada (GSSG). Apresenta-se sob quatro isoformas: GPx 1,
encontrada no citosol de todas as células do corpo; GPx 2 ou gastrointestinal; GPx 3
extracelular e GPx 4 que atua sobre peroxidos de residuos de acidos graxos nas
membranas e lipoproteinas, reduzindo também o hidroperoxido da timina formado
sob ataque dos radicais livres a base de timina do DNA. A GPx é a maior fonte de
protecdo contra baixos niveis de estresse oxidativo (VASCONCELOS et al., 2007,
LIMA, 2008; MATES et al., 1999).



53

4. Glutationa redutase (GR)

A glutationa redutase é uma flavoproteina contendo duas subunidades
contendo FAD no seu sitio ativo (HALLIWEL; GUTTERIDGE, 2007) dependente de
NADPH e da integridade da via das pentoses. A GR catalisa a reducdo da GSSG
para a forma tiol da glutationa (GSH), e possivelmente para controlar o estado redox
de NADP em tecidos onde GSSG estéa disponivel. A recuperacdo de GSH por GR é
uma etapa essencial para manter integro o sistema de protecao celular, pois baixas
concentracbes de GSH estdo associadas ao estresse oxidativo (Figura 15). Vale
ressaltar que as células utilizam a GSH na reducdo do H,O, e de outros substratos
oxidantes num ciclo catalitico acoplado a NADPH (VASCONCELOS et al., 2007,
LIMA, 2008).

NADPH + NADP"
H* \ /
GR
GSSG s 2GSH

Figura 15. Recuperacdo da GSH por GR (LIMA, 2008)

O ciclo redutivo da GSSG a GSH se inicia pelo ataque da ligagdo S-S por um
dos grupos sulfidrila de um dos residuos de cisteina presentes no sitio ativo da GR
(). Este ataque libera uma molécula de GSH e um dissulfeto misto GSSGR (Il). Um
novo ataque intramolecular do grupo sulfidrila do segundo residuo de cisteina libera
a segunda molécula de GSH, formando o dissulfeto ciclico (lll), que retorna ao
estado de GR a custa da conversdo de NADPH para NADP+, podendo ser iniciado
um novo ciclo redutivo (HUBER et al., 2008).

2.4.2. Antioxidantes ndo-enzimaticos
Relaciona-se a um grupo de antioxidantes de baixo peso molecular

produzidos in vivo, tais como: glutationa, ubiquinona, acido urico, bilirrubina e
albumina (VASCONCELOS et al., 2007; LIMA, 2008).
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1. Glutationa (GSH)

A glutationa (L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina, GSH, pm. 307) é um tripeptideo
composto de cisteina, acido glutamico e glicina, e o grupo ativo é representado pelo
residuo tiol da cisteina (PASTORE et al., 2003; HUBER et al., 2008). E o principal
composto tiol ndo protéico com atividade antioxidante intracelular em maior
abundancia nas células das plantas e animais, nos mamiferos, principalmente no
figado (10mM). A GSH age como um tampé&o redox para manter um dado potencial
redox tiol/dissulfeto. Exerce acdo moduladora no ambiente redox celular, por possuir
um papel central na biotransformacao e eliminacdo de xenobioticos na defesa das
células contra o estresse oxidativo (SIES, 1999).

A GSH protege contra o dano oxidativo por varios mecanismos: reagindo com
radicais livres, restauracdo de moléculas que sofreram injuria por doagdo de H”,
estabilizacdo de estruturas de membranas; e por eliminacdo de peroxidos formados
mantendo 0s grupos proteicos em sua forma reduzida (tiolizadas) (LIMA, 2008). A
glutationa dissulfeto (GSSG) € um dos produtos formados a partir da oxidacdo da
GSH (SIES, 1999).

As propriedades multifuncionais da glutationa estdo refletidas no interesse
desta molécula como parte integrante de investigacdes que incluem: mecanismos
enzimaticos de regulacdo antioxidante, biossintese de macromoléculas,
carcinogénese, detoxificacdo e lesdes oxidativas ao DNA (ROVER JUNIOR et al.,
2001). A maioria dos aldeidos reativos € inativada pela conjugacdo com a GSH,
oxidacdo por aldeido desidrogenases e a reducao por aldocetoredutases (FRANCO
et al., 2009).

2. Ubiquinona (Coenzima Q, CoQ1o)

A ubiguinona é um composto natural amplamente distribuido nos organismos
vivos composto por benzoquinona e uma cadeia lateral isoprendide. A ubiquinona na
forma CoQjio € biossintetizada somente em humanos (KAWAMUKAI, 2002).
Encontra-se nas membranas mitocondriais é o0 Unico lipidio sintetizado

endogenamente através da via do mevalonato que apresenta funcdo redox.
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Desempenha papel central na cadeia respiratéria, na CTE, participa da regulacdo da
permeabilidade, diminui a oxidagdo de proteinas de membrana, previne a oxidacéo
do DNA e impede a disfuncdo endotelial, supostamente por aumentar a
disponibilidade de °NO. Sua forma antioxidante o ubiguinol (CoQH,), inibe a
iniciacdo e propagacdo da peroxidacdo lipidica. A CoQip desempenha atividade
sinérgica com o a-tocoferol vitamina E por regenera-lo a partir do radical tocoferila
(VASCONCELOS et al., 2007).

3. Acido Urico

O &cido urico (UrHz) deriva do metabolismo das purinas e € produzido pela
oxidacdo de hipoxantina e xantina pela xantina oxidase (VASCONCELOS et al.,
2007) atuando como antioxidante hidrossolavel (LIMA, 2008). O AMP, por exemplo,
€ degradado a base livre xantina por desaminacédo e clivagem hidrolitica da ligacéo
glicosidica. A xantina oxidase, uma flavoproteina contendo quatro centros ferro-
enxofre e molibdénio, oxida a hipoxantina a xantina, e entdo a 4cido urico (NELSON;
COX, 2002). O acido urico em pH fisiolégico perde um proton formando urato.
Oxidantes fortes, tais como *OH, podem oxidar o anion urato (UrH,) ao radical urato,
que é dissociado (pKa 3,1), ao estavel anion radical urato (UrH*"). Este pode reagir
com o ascorbato para regenerar urato. O urato também reage com radicais ROO®
evitando o dano oxidativo, com o diéxido de nitrogénio (NO,*) para formar o anion
nitroxila (NO2"), e também atua com antioxidante quelando metais de transicéao
como o Fe e Cu (VASCONCELOS et al., 2007).

4. Bilirrubina

E produzida pelo catabolismo do grupo heme. Atua protegendo as células e
LDL contra a peroxidagdo dos acidos graxos ligados a albumina e contribui para a
capacidade antioxidante de recém-nascidos ictéricos. As hipéteses levantadas para
a atividade antioxidante da bilirrubina na peroxidacao lipidica sdo: transferéncia de
um atomo H a partir do metileno na posicédo C-10 para o radical peroxil; transferéncia
do oxigénio singlet; e adicionando radical peroxil para os pirrois (MACLEAN et al.,
2007).
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5. Albumina

A albumina é uma proteina altamente solivel no plasma humano, e possui
inumeras funcdes fisiologicas e farmacologicas: transporte de metais, acidos graxos,
colesterol, pigmentos da bile e drogas; na regulacdo da pressdo osmotica e
distribuicdo de fluidos entre diferentes compartimentos. De uma forma geral a
albumina representa 0 mais importante antioxidante presente no plasma, um
compartimento exposto a continuo estresse oxidativo (ROCHE, et al., 2008).

Uma grande parte das propriedades antioxidantes séricas pode ser atribuida
a albumina. A flexibilidade da estrutura da albumina se adapta rapidamente ao
ligante, e seus trés dominios fornecem uma variedade de sitios de ligacdo. Entre os
ligantes catidnicos, o Cu," e Fe," merecem destaque, pois sdo metais de transicéo e
potentes geradores de ROS. Esses ions metélicos também podem interagir com o
H,O, resultando na formacdo de OH via reacdo de Fenton (KOUOH et al., 1999;
ROCHE, et al., 2008).

Os quatro aminoacidos (Asp, Ala, His e Lys) formam o N-terminal da albumina
sérica humana, que formam um sitio de forte ligacdo para o ion Cu,". Esses
aminoacidos complexados ao Cu,” demonstraram em estudos exercer atividade
preventiva na formacdo de ROS idéntica a SOD. A albumina é habil para inibir a
peroxidacdo estimulada por Cu,” e hemdlise da membrana dos eritrécitos (KOUOH
et al., 1999). Além disso, esses tetrapeptideos demonstraram prevenir a morte
neuronal em cultura de células corticais murinicas expostas ao estresse oxidativo
gerado por H,O, e por uma mistura de Cu," e &cido ascorbico (ROCHE, et al.,
2008).

2.5. Antioxidantes alimentares

A dieta exerce um importante papel no desenvolvimento de doencgas crénicas,

tais como céancer, doenca cardiaca coronariana, obesidade, diabetes tipo I,

hipertensdo e doencas neurodegenerativas. Um denominador comum na

patogénese da maioria das doencas crbnicas € o envolvimento do estresse oxidativo
iniciando reacdes bioquimicas danosas ao organismo.

Existem evidéncias contundentes, a partir de estudos observacionais

controlados, in vitro e ex vivo, que Varios constituintes dietéticos agem como
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antioxidantes (HALLIWEL; GUTTERIDGE, 2007; KALIORA et al., 2006). Estes
constituintes podem ser: vitaminas antioxidantes, compostos bioativos originarios de
plantas, plantas e extratos de algas, concentrados de frutas e vegetais, enzimas, e
minerais, polissacarideos, compostos organosulfurados, etc. Estdo presentes
principalmente em frutas, vegetais, graos integrais e bebidas originérias de plantas
ricas em antioxidantes (ALMEIDA et al., 2011). Ao mesmo tempo a dieta fornece
substratos oxidaveis como PUFAs e metais cataliticos como o Cu," e Fe,". Assim, a
alimentacdo pode exercer efeito modulatério antioxidante ou pré-oxidante. No
entanto, a complexidade da bioguimica corporal aliada a resultados contraditrios
nos estudos quanto a eficacia de varios compostos mantém algumas questdes em
aberto, tais como: a real capacidade antioxidante dos alimentos; efeitos sinérgicos
entre compostos; recomendacdo de dosagens; e possiveis efeitos toxicos desses
alimentos/compostos bioativos (LIMA, 2008; HALVORSEN et al., 2002).

A atividade antioxidante de qualquer alimento nos dard uma ideia relativa,
visto que cada alimento representa uma soma de antioxidantes com acao especifica.
Desta forma, ma acdo orquestrada de um numero de antioxidantes dietéticos pode
ser esperada, a partir da complexidade estrutural que compbe 0 organismo
HALVORSEN et al., 2002).

Os carotenoides, especialmente o B-caroteno (VASCONCELOS et al., 2007),
vitaminas E e C estdo entre os nutrientes com reconhecida propriedades
antioxidante; entre 0os ndo nutrientes estdo os compostos fendlicos (LIMA, 2008;
HALLIWEL; GUTTERIDGE, 2007; KALIORA et al., 2006).

2.5.1. Carotenoides

Existem pelo menos 700 carotenoides presentes em frutas, vegetais, 6leos,
ovos e laticinios consumidos por humanos. Ao lado dos carotenoides pro-vitamina A,
o e [p-caroteno, B-criptoxantina, licopeno e os hidroxi-carotenoides (xantofilas)
luteina e zeaxantina sdo 0s principais carotenoides presentes na alimentacao
humana (LINDSAY; ASTLEY, 2002; GARCIA et al., 2012) (Figura 11). Entretanto,
somente cerca de 40 carotenoides podem ser absorvidos, metabolizados, e/ou
usados por humanos (GARCIA et al., 2012).
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Os carotenoides sdo pigmentos intensamente coloridos, responsaveis pela cor
vermelha e amarela, lipossolUveis, sintetizados por plantas e microrganismos
(VASCONCELOS et al., 2007; GARCIA et al., 2012).

As propriedades antioxidantes dos carotenoides estdo associadas com
sua capacidade de capturar EROS, em baixas concentracgdes e pressao de O;*, com
eficiente inativacdo do oxigénio singlete. Atua por duas vias: fisica — transferindo
energia das moléculas do oxigénio singlete aos carotenoides; e quimica -
representando somente 0,5% da inativacdo do oxigénio singlete. Também
sequestram radicais peroxila por interacdo quimica (VASCONCELOS et al., 2007;
LIMA, 2008).

Em animais, os pigmentos carotenoides apresentam varias atividades de
importancia bioldgica do ponto de vista nutricional e fisioldégico. Aproximadamente
10% dos carotenoides possuem a estrutura necessaria para agirem como
precursores de vitamina A, sendo o0 [-caroteno e p-criptoxantina 0s mais
representativos (GARCIA et al.,, 2012). A figura 16 representa a estrutura dos

carotenoides mais encontrados na dieta humana.
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Figura 16. Representacdo estrutural dos principais carotenoides encontrados na dieta humana
(LINDSAY; ASTLEY, 2002)

Os testes clinicos que demonstram a efetividade dos carotenoides para
inibirem a oxidabilidade do LDL sdo controversos. Em um estudo desenvolvido por
Carroll et al. (2000), uma suplementacdo com uma mistura de carotenos nao
demonstrou efeito na modificacdo do LDL in vitro mesmo com aumento com
aumento significativo de concentracdes plasmaticas de LDL licopeno, a-caroteno e
B-caroteno. Hininger et al. (2001), demonstraram que a suplementacdo com f3-

caroteno, licopeno e luteina ndo aumentou a resisténcia do LDL a oxidacdo ou para
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modificar a razdo de acidos graxos poliinsaturados e saturados do LDL. J& em outro
estudo o licopeno demonstrou reduzir de forma significativa a oxidagdo do LDL
(AGARWAL; RAO, 1998). Em paciente com diabetes mellitus o aumento da
susceptibilidade oxidativa do LDL foi normalizado pela suplementacdo dietética
natural de -caroteno ou licopeno, sendo o licopeno tao eficaz quanto o a-tocoferol
(LEVY et al., 2000).

Sao importantes fontes dietéticas de carotenoides (luteina, zeaxantina, b-
criptoxantina, a e pB-caroteno e licopeno): abacate, abacaxi, abdbora, alface, alho-
porrd, ameixa, azeite de oliva, banana, berinjela, brécolis, cenoura, couve, damasco,
endivia, endro, ervilha, espinafre, feijao verde, figo, flocos de milho, goiaba, kiwi,
mamao, manga, manjericdo, melancia, nectarina, pepino, péssego, pimentdo e
pimentas, repolho, salsa, salvia, tangerina, tomate e uva vermelha (MAIANI et al.,
2009).

2.5.2. Acido ascérbico

O &cido ascorbico nao pode ser sintetizado pelo homem tendo a glicose como
precursora como ocorre na maioria das plantas e animais, dai a importancia do seu
consumo a partir de fontes dietéticas, sendo absorvida de forma rapida e eficiente
por um processo dependente de energia (Figura 17). Em sistemas bioldgicos,
99,95% da vitamina C (AsCH) se encontra na forma de ascorbato (Asc™), que é a
forma que tua como antioxidante ao doar um H® ou [H" + ] para um radical. O Asc™
€ um antioxidante hidrossolivel que atua na fase aquosa sobre varias espécies
reativas (02°", H,O,, CIO™, *OH e *OOH) formando o radical ascorbila (Asc*") de
baixa reatividade. O Asc™ pode atuar diretamente nas membranas celulares, por
inibir a iniciacdo da peroxidagéo lipidica ou indiretamente por regenerar a vitamina E,
e o urato (VASCONCELOS et al., 2007; BIANCHI; ANTUNES, 1999).
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Figura 17. Representagdo da estrutura molecular do &cido ascoérbico

Os beneficios obtidos na utilizacdo terapéutica da vitamina C em ensaios
biolégicos com animais incluem o efeito protetor contra os danos causados pela
exposicdo a radiacdo, medicamentos, e por ser inibidora do desenvolvimento
tumoral (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

O Asc™ atua como co-fator para pelo menos oito enzimas, das quais a mais
conhecida sdo a prolil e lisil hidroxilases envolvidas na biosintese do colageno e
asparaginil hidroxilases que contribuem para a deteccao de O,. Todas contém ferro
no seu sitio ativo. O Asc™ também é necessario para uma enzima contendo Cu,’, a
dopamina-B-hidroxilase que converte a dopamina em noradrenalina. Também € um
co-fator na biosintese da carnitina, essencial no metabolismo dos lipidios, e
requerido por enzimas envolvidas no metabolismo da tirosina (HALLIWEL,;
GUTTERIDGE, 2007).

Como antioxidante o Asc™ é eficiente em inibir fortemente a oxidagao da LDL,
tanto por eliminar os radicais, quanto por evitar sua interagdo com a LDL. Esta
interacdo faz com que o Asc™ seja removido. Também exerce fungédo antioxidante
por mediar modificagGes diminuindo a capacidade de ligacdo do Cu," a LDL. Isto se
deve a capacidade de produtos da decomposicdo do Asc™ reagirem residuos
especificos de aminoacidos na ApoB, a qual normalmente se liga ao Cu,’ (KALIORA
et al., 2006).

No entanto o Asc sob certas condigbes (baixa concentracdo in vitro,
presenca de ions metalicos) pode exercer um efeito pré-oxidante, aumentando o
dano oxidativo a lipidios, DNA e proteinas (GRIFFITHS; LUNEC, 2001)

Sao importantes fontes dietéticas de vitamina C: brocolis, frutas citricas,
goiaba e manga (HALLIWEL; GUTTERIDGE, 2007). Atengdo especial enquanto



62

fonte dietética deve ser dada a acerola (973 a 4000 mg/100g de polpa) e ao camu-
camu (Myrciaria dubia) (845 a 3133 mg/100g de polpa) (YUYAMA et al., 2002).

2.5.3. Vitamina E

Vitamina E € um termo genérico para uma seérie de quatro tocoferéis e quatro
tocotriendis que ocorrem na natureza na forma o-, B—, y—, o-. Entre eles, o a-
tocoferol, amplamente distribuido nos tecidos e no plasma de animais, demonstra a
maior atividade biolégica in vivo, a qual ndo é necessariamente relacionada ao seu
poder antioxidante (Figura 18). A vitamina E € um antioxidante lipossolavel primario
no ser humano (BIANCHI; ANTUNES, 1999; LINDSAY; ASTLEY, 2002).

Figura 18. Representacéo da estrutura molecular do a-tocoferol

A vitamina E tem a capacidade de impedir a propagacdo da peroxidacao
lipidica dos PUFAs induzida pelos radicais livres nas membranas biolégicas e
lipoproteinas, interceptando o radical peroxila (RO,°®). Os danos oxidativos podem
ser inibidos pela acdo antioxidante dessa vitamina em sinergismo com a GSH, Asc™
e 0s carotenoides, constituindo um dos principais mecanismos da defesa enddgena
do organismo, por regeneracao do radical tocoferil, resultante da reducéo do radical
RO,* a tocoferol (BIANCHI; ANTUNES, 1999; VASCONCELOS et al., 2007).

Estudos tém sido focados na atuacédo do a- e y-tocoferol (o y-tocoferol € a
forma predominante de vitamina E consumida na dieta dos norte-americanos) na
reducdo de doencas cardiovasculares. Estudos também demonstram que o y-
tocoferol € mais eficaz em retardar a formacdo de trombos arteriais e reduzir a

oxidacdo da LDL, gerar superoxidos e peroxidacao lipidica (NADEEM et al., 2012).
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Varios estudos em humanos e animais demonstram que 0 uso topico da
vitamina E reduz na peroxidacao lipidica, foto envelhecimento, imunossupresséo e
foto carcinogénese. No nivel molecular, o uso tépico de a-tocoferol diminui os niveis
de tanscricdo de MMP-1 e inibe a formacéo do dimero timina. Portanto, retardando o
processo de quebra do colageno e mutagénese respectivamente (CHEN et al.,
2012).

Atividade neuroprotetora também tem sido atribuida a vitamina E. Em
modelos para a Doenga de Alzheimer (AD), a vitamina E previne o acumulo de
metabdlitos oxidativos por AB peptideos B amildide (AB) por sua caracteristica de
bloquear a reacdo em cadeia da peroxidacéo lipidica (BEHL; MOOSMAN, 2002).

As fontes dietéticas de vitamina E incluem: gérmen de trigo, grédos, 6leos
vegetais e alimentos que os contém, tais como castanhas e avelas, e ainda vegetais
verde-folhosos (HALLIWEL; GUTTERIDGE, 2007).

2.5.4. Compostos fendlicos

Os compostos fendélicos possuem um anel aromatico ligado a um ou mais
grupos hidroxilas, podendo variar de uma simples molécula fendlica até um polimero
de alto peso molecular. Apesar da diversidade estrutural, estes compostos séo
frequentemente denominados “polifendis” (BALASUNDRAM et al., 2006). Vale
ressaltar que o0s tocoferdis e tocotrienois sd&o monofendis (HALLIWEL;
GUTTERIDGE, 2007).

Os compostos fenodlicos possuem um importante papel na fisiologia e
morfologia das plantas. Exercendo fungbes no crescimento, reproducdo, protecao
contra patdgenos e predadores, e contribuindo para a cor e caracteristicas
sensoriais de frutas e vegetais (BALASUNDRAM et al., 2006). Estdo amplamente
distribuidos nas plantas, perfazendo uma parte essencial da dieta humana.

Existem mais de 8.000 estruturas fendlicas, podendo ser divididas em pelo
menos 10 diferentes classes baseadas na estrutura quimica (ROSS; KASUM, 2002).
Lima (2008) divide os polifenois em dois grandes grupos, os flavondides e néo
flavondides (acidos fendlicos).

Os flavondides possuem uma estrutura comum de difenilpropano (C¢Cs3Cs),
consistindo de dois anéis aromaticos ligados através de trés carbonos. Estes podem

ser divididos em seis subclasses principais, baseadas na variagdo do anel
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heterociclico C: flavonas, flavondis, flavononas, catequinas (flavanais),
antocianidinas e isoflavonas (ROSS; KASUM, 2002). Os flavonoides estao entre os
mais potentes antioxidantes das plantas por possuirem um ou mais dos seus
elementos estruturais envolvidos na atividade antirradical (BRAVO, 1998).

Os nado flavonoides ou acidos fendlicos, sdo compostos benzodicos e
cindmicos que contém um anel aromético com pelo menos um grupo —OH e com
diferentes grupos funcionais: aldeidos, alcodis ou acidos; que podem formar ésteres
com 0s acidos organicos ou unir-se a acucares (LIMA, 2008).

A funcdo antioxidante dos polifendis ocorre pela capacidade de eliminar
radicais livres e quelar ions metalicos. Sendo assim, capazes de interferir com a
oxidagao de lipidios e outras moléculas por doar um H* ao radical. O radical fenoxil
resultante é relativamente estavel impedindo uma nova reac¢do em cadeia, e também
pode reagir com outros radicais impedindo a rota de propagacédo (BRAVO, 1998):

Os polifendis apresentam uma vasta gama de propriedades fisioldgicas, tais
como: antialergénica, antiaterogénica, anticarcinogénica, anti-inflamatoria,
antitrombdética, cardioprotetora e antioxidante (BALASUNDRAM et al., 2006). O
efeito cardioprotetor e anticarcinogénico resultante do consumo elevado de vegetais
e frutas estdo associados aos compostos fendlicos. O consumo moderado de vinho,
o qual é rico em polifendis, estd associado a risco diminuido de doenca coronariana
cardiaca. Os compostos fendlicos podem ser os maiores determinantes do potencial

antioxidante dos alimentos.

2.6. y-orizanol

O y-orizanol (C4oHs5304, pm 602,89) € um importante componente na fracéo
insaponificavel do 6leo de farelo de arroz. Foi assim denominado por ter sido
descoberto primeiro em 6leo de farelo de arroz (Orysae sativa L.) (HUANG, 2003),
posteriormente os principais componentes do orizanol foram encontrados na parte
interna do pericarpo de alguns gréos, como o milho, trigo e centeio e triticale. O v-
orizanol é definido como uma mistura de ésteres de &cido ferulico, esterdis e alcoodis
triterpénicos (SCARAVIELLO; ARELLANO, 1998) (Figura 15).
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O orizanol foi considerado inicialmente uma substancia simples, mas
posteriormente foi determinado como um composto (HUANG, 2003). Chamado de
o—, B—e y-orizanol, sendo por este Ultimo usualmente mencionado. Os principais
ester6is componentes do y-orizanol sdo o campesterila e sitosterol, e os alcoois
triterpénicos componentes séo o cicloartenol e o 24-metileno cicloartanol (HUANG,
2003).

O y-orizanol é composto por 10 substancias, a citar: ferulato de A’-
stigmastenila, ferulato de estigmasterila, ferulato de cicloartenila, ferulato de 24-
metileno cicloartanila, ferulato de A’-campestenila, ferulato de campesterila, ferulato
de A’-sitostenila, ferulato de sitosterol, ferulato de campestanila e ferulato de
sitostanila (HUANG, 2003). A figura 19 representa a estrutura molecular do ferulato

de cicloartenila, um dos principais constituintes do y-orizanol.

Figura 19. Representacao da estrutura molecular do ferulato de cicloartenila

O farelo de arroz € uma das maiores fontes de y-orizanol, no 6leo de farelo de
arroz a concentragao varia de 1 a 3%, dependendo da variedade do arroz e do
meétodo de analise (SEETHARAMAIAH; PRABHAKAR, 1986).

Em relagdo as propriedades fisico-quimicas o y-orizanol se apresenta na
forma de um po branco ou ligeiramente amarelado, cristalino, insipido, com pouco
ou nenhum odor. Apresenta um ponto de fusdo em torno de 135° a 137° C
(SCARAVIELLO; ARELLANO, 1998).

Vérias sdo as indicacdes de uso do y-orizanol pelas industrias que realizam a

manufatura da substancia isolada. As principais indicacdes de uso sao: agao
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antioxidante, reducdo da hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia, e o suposto
efeito de ganho ponderal.

O y-orizanol também ¢é utilizado na industria de cosméticos devido ao seu
potencial antioxidante, bem como na indastria de alimentos, como estabilizador de
alimentos. No Japéo, por exemplo, tem sido usado para conservar azeites, bebidas,
seja de forma isolada ou em combinacdo com vitamina E (SCARAVIELLO;
ARELLANO, 1998).

Na industria de medicamentos, o y-orizanol em associacdo a lisina e a
vitamina E, tem sido indicado para uso veterinario em equinos com dificuldade de
crescimento muscular e/ou para animais em treinamento (BIOFARMAB, 2012). Ha
também a utilizacdo em medicamentos para a reducdo de colesterol sérico
associado a outros compostos. Um exemplo disto € um composto com 0 nome
comercial de LipiControl ® (VITAMIN RESEARCH PRODUCTS, 2003).

Na industria da suplementacdo alimentar para desportistas/atletas, o v-
orizanol tem sido indicado para hipertrofia muscular, ou seja, possuindo um suposto
efeito anabdlico (KREIDER, 2003).

Um dos principais componentes esteroidais do y-orizanol é o B-sitosterol, que
esta presente em mais plantas que qualquer outro fitoesterol. Varios estudos clinicos
relatam a administracéo de B-sitosterol com atividade hipocolesterolémica (POLLAK,
1995).

O efeito hipocolesterolémico foi relatado em ratos alimentados com uma dieta
normal contendo 7% de 6leo de farelo de arroz, ou uma dieta hipercolesterolémica
contendo 1% de colesterol e 7% de 6leo de farelo de arroz por quatro a sete
semanas onde houve um decréscimo significativo nos niveis séricos e hepaticos de
colesterol total e LDL-C e um ligeiro aumento nos niveis de HDL-C em ambos, tanto

na dieta normal quanto na dieta rica em colesterol (SUNITHA et al., 1997).

Entretanto, outros estudos atribuiram o efeito redutor do colesterol as fracdes
insaponificaveis no oleo de arroz (KIRIBUCHI et al., 1983; IKEDA et al., 1988). Foi
relatado que ratos alimentados com dieta enriquecida de colesterol (0,5%) com 0,05-
1% de cicloartenila, 24-metileno cicloartanila e/ou B-sitosterol reduziu grandemente o

colesterol plasmético e aumentou a excrecao fecal de colesterol, sendo suposto que
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o vy-orizanol tenha sido o responsavel pelo efeito (SEETHARAMAIAH;
CHANDRASEKHARA, 1989).

Rong et al. (1997), alimentaram hamsters com uma dieta contendo 0,1% de
colesterol, com ou sem 1% de y-orizanol por sete semanas. Os animais alimentados
com a dieta contendo y-orizanol obtiveram uma reducéo de 28% no colesterol total
plasmatico e 34% de reducdo de LDL-C e VLDL-C combinados, bem como um
decréscimo de 25% na absorcdo de colesterol. O y-orizanol ndo mostrou efeitos na
sintese do colesterol endégeno, conforme medido pelas atividades da B-hidroxi-p-
metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase, que € uma importante indicacdo que
o decréscimo dos niveis de colesterol no plasma pode ser resultado da baixa
absorcédo de colesterol, e que a sintese de colesterol pela HMG-CoA redutase pode
ndo aumentar para ajustar o nivel de colesterol em resposta a diminuicdo do
colesterol (HUANG, 2003).

Os estudos sugerem, que diferente dos tocotriendis, o y-orizanol ndo inibe a
sintese de colesterol por supressdo da HMG-CoA redutase. Os tocotriendis limitam
essa enzima, que tem papel fundamental na catalise da sintese de mevalonato, que
€ a etapa limitante na biossintese do colesterol (QURESH et al., 2002; BERG et al.,
2004). Algumas pesquisas recentes sugerem que desde que os fitoesterdis séo
analogos estruturalmente ao colesterol, eles competem com o colesterol durante
algum aspecto do processo de absor¢cdo (WHEELER; GARLEB, 1991). Animais
foram mantidos por sete semanas em uma dieta hipercolesterolémica de 5% de 6leo
de coco e 0,1% de colesterol, e para um determinado grupo foi acrescido 1% de vy-
orizanol. Comparado ao grupo controle, os animais alimentados com y-orizanol
experimentaram uma reducéo de 25% no percentual de absorcdo de colesterol em
alteracdo na HMG-CoA redutase intestinal e hepatica para ambos os grupos,
sugerindo ndo haver diferenga na sintese de colesterol enddégeno (GILLESPIE,
2003).

Sasaki et al. (1990) estudaram os efeitos do y-orizanol nos lipidios séricos de
vinte pacientes esquizofrénicos crénicos com dislipidemia. Cada paciente recebeu
100 mg de y-orizanol trés vezes ao dia por 16 semanas. Os resultados mostraram

que os niveis de colesterol total e LDL-C reduziram significativamente sem efeitos
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colaterais relatados, sugerindo que o y-orizanol é seguro e efetivo no tratamento da

dislipidemia.

A hipercolesterolemia esta frequientemente associada como fator de risco de
muitas doencas cardiacas associada com agregacao plaquetéria e aterosclerose, 0
potencial hipocolesterolémico do y-orizanol pode ter, também, um papel importante
na prevencao dessas doencas. Além disso, a influéncia do y-orizanol na agregacao
plaquetaria induzida por ADP e coladgeno também foi relatada em ratos alimentados

com uma dieta de 1% de colesterol e contendo y-orizanol. (HUANG, 2003).

A atividade antioxidante do y-orizanol foi avaliada pelo ensaio de oxidacéo do
colesterol por 2,2 — azobi (2-metilpropionamidina) dihidroclorido (AAPH), o qual foi
estabelecido para comparar a capacidade inibitéria do y-orizanol e vitamina E na
producado de colesterol oxidado. A atividade antioxidante foi determinada em termos
de grau da producéo de sete produtos resultantes da oxidacao de colesterol: 7-a- e -
B-hidroperoxicolesterol, 5, 6-a- e - B—epoxicolesterol, 7- a- e -B-hidroxicolesterol e 7-
cetocolesterol. A formacao destes produtos resultantes da oxidacao do colesterol foi
prevenida na presenca dos trés maiores componentes do y-orizanol (ferulato de
cicloartenila, ferulato de 24-metileno cicloartanila e campesterila) ou na presenca de
vitamina E. Os resultados sugeriram que o ferulato de 24-metileno cicloartanila
possui a maior atividade antioxidante dos trés maiores compostos do y-orizanol, e

maior atividade antioxidante que os compostos da vitamina E (HUANG, 2003).

Outra avaliagdo antioxidante do y-orizanol foi usando AAPH como formador
de radical peroxil. Este ensaio usou oligossacarideos ciclicos (a—1,4) unidos de a-D-
gluco-piranose, que possui regides hidrofilicas e hidrofébicas. Para o preparo de
antioxidantes lipofilicos foi utilizado isbmeros de vitamina E e y-orizanol, e fluorecina
como o alvo do ataque de radicais livres. A atividade antioxidante foi determinada
com o grau de diminuicdo de fluorescéncia da fluorecina causada por AAPH, que
esteve inibida por todo o ensaio. Similarmente os resultados mostraram que o0 y-
orizanol possui grande atividade antioxidante comparado com outros antioxidantes
incluindo, y-tocoferol, 3-tocoferol e tocotriendis, enquanto o a-tocoferol acetato nao
apresentou nenhum efeito. Assim, 0 y-orizanol apresentou a maior atividade

antioxidante para a formacéo de radicais peroxil por AAPH, sendo proposto que o
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mecanismo antioxidante do y-orizanol pode ser devido a sua habilidade de receptar
hidrogénio dos metoxifendis intramoleculares, onde a doacgdo de hidrogénio ocorre
de forma mais imediata (HUANG, 2003).

Também foi postulado que o grupo fenol é a chave para a atividade
antioxidante, e que a barreira éster em torno do grupo fenol diminui a atividade
antioxidante. A teoria proposta se aproximou de uma revisdo da quimica
antioxidante do &cido ferulico (GRAF, 1992). Nesta foi explicada que a atividade
antioxidante do acido ferulico é devido ao grupo -OH que tem a propriedade de doar
um hidrogénio para o radical reativo formando um radical fenoxi, exercendo fungéo
eliminadora de radicais livres (HUANG, 2003; FIAMONCINI, 2002). Este radical &
entdo estabilizado de modo ressonante porque o elétron desemparelhado pode ser
deslocado para o lado contrario da molécula. O segundo grupo —OH, pode aumentar
a propriedade scavenger do radical, promovendo estabilizacdo de ressonancia
adicional formando quinona (HUANG, 2003).

A atividade antioxidante dos trés maiores componentes do y-orizanol também
foi proxima em um modelo com &cido linoléico. A atividade antioxidante foi
determinada com o grau de inibicdo da formacéo de hidroperoxido, isso resultou do
acido linoléico incubado com uma corrente de ar a 37° C por 40 a 200 minutos. Os
resultados demonstram que o y-orizanol incubado com acido linoléico a uma relagcédo
molar de 1:100 e 1:250 diminuiram significativamente a formacé&o de hidroperdoxidos,
a qual foi similar a atividade antioxidante do acido feralico. O a-tocoferol também foi
testado e demonstrou significante atividade antioxidante, porém foi mais efetivo na
prevencdo da formacdo de trans, trans hidroperdoxidos, que pode indicar um

mecanismo antioxidante diferente do y-orizanol ou acido ferulico (HUANG, 2003).

O y-orizanol apresentou efeito de inibicdo inflamatéria em pele de ratos
induzidos por 12-o-tetradecanoilforbol-13-acetato (YASUKAWA et al., 1998).

Comparando a atividade antioxidante e estrutura quimica, todos os
componentes do y-orizanol tém o grupo -OH fendlico na porcgéo ferulato, que pode
ser um removedor do radical peroxil. Além disso, o ferulato de 24-metileno
cicloartenil possui um grupo metileno na posicdo C-24 ligado a dois grupos alquila,
enquanto o ferulato de cicloartenil tem um alqueno no C-24. A presenca e a posi¢cao
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da dupla ligacdo no lado da cadeia do alcool terpeno podem estar relacionadas a
atividade antioxidante (HUANG, 2003).

Huang (2003) desenvolveu um modelo de cultura de células in vitro com um
meio fisiolégico aproximado ao do corpo humano e usou-o para comparar a
atividade antioxidante do vy-orizanol, e seus trés maiores componentes ao a-
tocoferol. A linhagem de célula usada para desenvolver o modelo de cultura foram
células de transformacao endotelial SV40 dos dutos de nodos linfaticos axilares. A
atividade antioxidante do y-orizanol foi determinada ao grau que este preservou a
atividade mitocondrial celular e preveniu a peroxidacéo lipidica do dano oxidativo do

terc-butil hidroperoéxido.

Algumas pesquisas questionam uma possivel atividade carcinogénica de
varios antioxidantes, entre eles o y-orizanol. O estudo de Hirose et al. (1991)
investigou a atividade carcinogénica de alguns antioxidantes em ratos, entre eles o
y-orizanol. Neste estudo foi utilizado um modelo carcinogénico de largo espectro
com algumas drogas (2,2'-diidroxi-di-n-propilnitrosamina,  N-etil-N-hidroxi-
etilnitrosamina e 3,2’-dimetil-4-aminobifenil). Uma semana apés o uso da ultima
droga foram iniciadas dietas contendo os varios antioxidantes em concentracdes
especificas. Um determinado grupo de animais recebeu uma dieta a 1% de y-
orizanol por 32 semanas. Apés autopsia dos animais, foram formac¢des tumorais em
exame histolégico e sugeriram na conclusao do estudo que o grupo alimentado com
dieta contendo a concentracdo de 1% de y-orizanol apresentou aumento de
carcinogénese pulmonar. Entretanto, Tsushimoto et al. (1991), ndo detectou
atividade genotdxica ou iniciagdo carcinogénica do y-orizanol em trés testes: teste de
reparo de DNA bacteriano (Rec-assay), teste de mutacdo bacteriana reversa (Ames
test) e teste de aberracdo cromossdmica da medula dssea. O y-orizanol se mostrou

negativo para todos os testes.

Assim, em varios estudos o y-orizanol, tem demonstrado exercer atividade
antioxidante, o que pode ser representativo tanto na estabilizacdo oxidativa de
alimentos e demais produtos industrializados, inclusive apresentando sinergismo nas

defesas organicas em situacdes de estresse oxidativo.
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2.7. Etanol e estresse oxidativo

Existem evidéncias demonstrando que a toxicidade hepatica causada pelo
etanol esta associada com estresse oxidativo causado por radicais livres, tais como:
EROS, radicais 1-hidroxietil, *NO; intermediados por varios tipos de células,
incluindo células de Kupfer, células endoteliais e infiltracdo inflamatéria por
leucécitos (CHEN et al., 1995; ALBANO et al., 1996).

A ingestdo cronica de etanol em ratos aumenta os niveis de peroxidacao
lipidica hepatica, demonstrada por um aumento significativo nos dienos conjugados,
4-hidroxinonenal, F2-isoprostanos e na formacdo de malondialdeido (MDA). O *NO
assume importancia no desenvolvimento da injaria hepatica, pois catalisa a NO
sintase em suas trés isoformas: endotelial (eNOS), neuronal (nNNOS) e induzivel
(INOS). Esta ultima também envolvida na patogénese da injaria hepatica induzida
por etanol (TIRAPELLI et al.,, 2011). Desta forma, estabelecendo a relacdo entre

dano oxidativo e desenvolvimento de dano hepatico (Figura 20).

Alcool

Figado Mormal
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Esteatose Alcodlica
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-

Cancer Hepatocelular

Figura 20. Desenvolvimento de doencga hepatica por consumo cronico de alcool (SEITZ; STICKEL,
2006)

O consumo abusivo de alcool também pode ser associado a carcinogénese
por varios mecanismos ligados a um aumento da producdo de EROS/ERNS, tais

como: inflamagédo crénica, aumento na producdo de CYP2EL, peroxidagéo lipidica e



72

dano ao DNA, reducdo no sistema de defesa antioxidante e sobrecarga de ferro
(SEITZ; STICKEL, 2006).

Estudos demonstram que a ingestdo crénica de etanol reduz os niveis de
GSH, seguido pelo aumento da concentracdo biliar de glutationa dissulfidro e
aumento da glutationa transferase, sugerindo que o decréscimo nos niveis de GSH é
exercido pelo estresse oxidativo causado pelo etanol (CHEN et al., 1995;
AUGUSTYNIAK; SKRZYDLEWSKA, 2009).

A ingestdo crbnica de etanol também reduz a atividade da SOD (Mn-SOD e
Cu/Zn-SOD) no figado. Esta reducdo pode estar associada com o0 aumento na
producdo de H,O,, uma vez que este € um efetivo inibidor da SOD (CHEN et al.,
1995; FAREMI et al., 2008).

Também é observado que o uso de etanol em modelos experimentais
estimula a produgéo microssomal de ROS como resultado da indugcao da citocromo
P4502E1 (CYP2E1) e desacomplamento entre CYP2E1 e a NADPH citocromo ¢
redutase. A elevacdo da atividade da CYP2E1l é sugerida como sendo a mais
importante fonte de producdo do estado de estresse oxidativo que resulta na
hepatotoxicidade (YOU, et al., 2010). Isto é corroborado pela relacdo direta entre a
atividade da CYP2ELl e a peroxidacdo lipidica (ALBANO et al.,, 1996). Estudos
prévios tém demonstrado que o radical livre hidroxietil € formado durante a oxidagéo
do etanol e que a CYP2E1l esta envolvida na formacdo do radical. O radical
hidroxietil se liga covalentemente a proteinas microssomais e estas agora adutas
possuem propriedades imunoldgicas conduzindo a producdo de anticorpos
especificos reagindo com epitopes derivados de hidroxietil em proteinas. Anticorpos
similares tém sido detectados no sangue de pacientes com cirrose alcodlica. Isto
indica que o abuso de élcool leva ao desenvolvimento de reagBes imunoldgicas
(ALBANO et al., 1996). A atividade da monooxigenase dependente de CYP2E1l
aumentou de 10 a 20 vezes em animais tratados com etanol (ALBANO et al., 1996)

Inimeros estudos experimentais utilizam o etanol para gerar estresse
oxidativo em modelos murinicos, seja para a para avaliar atividade protetora de
substancias com potencial antioxidante, ou ainda para observar alteracbes
histopatolégicas, fisiologicas, imunolégicas e mecanismos de agédo (TIRAPELLI et
al., 2011; YOU et al., 2010; SRIVASTAVA; SHIVANADAPPA, 2010; AUGUSTYNIAK;
SKRZYDLEWSKA, 2009; FAREMI et al., 2008).
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Varios estudos tém demonstrado que as suplementacdes com diferentes
antioxidantes e removedores de radicais livres reduzem o dano hepatico em
roedores alimentados com alcool (ALBANO et al, 1996; AUGUSTYNIAK;
SKRZYDLEWSKA, 2009; CHOTIMARKORN; USHIO, 2008).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a atividade antioxidante do y-orizanol in vitro e 0 seu efeito associado

ao alfa-tocoferol in vivo no estresse oxidativo no tecido hepatico e cerebral em ratos.

3.2. Objetivos especificos

[
1

Induzir estresse oxidativo por meio de administracdo de etanol de forma

cronica nos modelos murinicos;

2- Comparar a resposta antioxidante do y-orizanol em varios métodos de

analise in vitro em relacédo ao a-tocoferol,

3- Avaliar a resposta protetora do y-orizanol e a-tocoferol em modelos
experimentais ao estresse oxidativo por meio de administracao crbénica de
etanol;

4- Comparar a atividade antioxidante do y-orizanol in vivo em relagdo ao -
tocoferol;

5- Verificar potencial sinérgico antioxidante em modelos experimentais entre

0 y-orizanol e a-tocoferol,
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Material

Os materiais utilizados para 0s ensaios in vitro e in vivo se encontram no

anexo |
4.1.1. Amostras

O y-orizanol foi adquirido da Ziyan Chemical, China (CAS 11042-64-1). O a-
tocoferol (CAS 10191-41-0) foi adquirido da Sigma-Aldrich, Brasil.

4.2. Andlises in vitro

Varios métodos foram desenvolvidos para mensurar a capacidade
antioxidante total de alimentos, bebidas e substéncias isoladas. Estes ensaios
diferem na sua quimica e determinacdo do ponto de mensuracdo. Devido aos
compostos antioxidantes agirem através de mecanismos diferenciados um Unico
método ndo é capaz de ser usado para avaliar a capacidade antioxidante total dos
compostos (PELLEGRINI et al., 2003).

Os métodos que determinam a atividade antioxidante de alimentos sao
classificados em dois grandes grupos: o primeiro se baseia na captura de radicais

livres; o segundo na determinacdo da oxidacao de uma molécula alvo (LIMA, 2008).

4.2.1. Método do radical DPPH

O ensaio de captura de radicais DPPH® (2, 2 difenil-1-pricril-hidrazila) (Figura
21) foi inicialmente desenvolvido por Blois (1958), e com posterior adaptacdo por
Brand-Williams et al.(1995). Este ensaio tem por base a reducéo do radical DPPH*
por extratos ou composto especificos diluidos em etanol ou metanol, que ao fixar um
H*® (removido do antioxidante em estudo), leva a uma diminuicdo da absorbancia, o
que permite calcular, apos o estabelecimento do equilibrio da reacdo, a quantidade

de um antioxidante necessaria para reduzir em 50% o radical DPPH®,
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N NO,

NO2

Figura 21. Representacdo da estrutura molecular do DPPH

Esse método apresenta a vantagem da estabilidade do DPPH® e de facil
utilizagéo (LIMA, 2008).

Para a avaliacdo da atividade antioxidante, o y-orizanol e a-tocoferol foram
diluidos em vérias concentragdes (0,1 mL) a partir de uma concentracdo de 10.000
ppm, com posteriores diluicdes em triplicata. Estas aliquotas foram adicionadas a
3,9 mL da solugdo metandlica contendo o radical DPPH' (6,5 x 10 mol/L) Yepez et
al. (2002). A reducao do radical DPPHe foi mensurada pelo decréscimo da absorcéo
a 515 nm apds 01 hora do inicio da reacao. A leitura da absorbéncia foi realizada em
espectofotdmetro Ultrospec™ 2100 pro (Amersham Biosciences). O percentual de

remocao do radical DPPHe foi calculado de acordo com a férmula a seguir:
% de remocéo = 100 X [(ApppH. — AS)/Appph.

Onde As é a absorbancia da solucdo contendo a amostra em uma
determinada concentracéo, e Apppn. € @ absorbancia da solucdo do DPPH".

A partir das leituras obtidas foi realizado o céalculo do EC50, ou seja, a
concentracdo da amostra necessaria para realizar a varredura de 50% do radical
contido na solugao reagente.

O a-tocoferol foi utilizado como o padrdo antioxidante dietético neste ensaio.
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4.2.2. Método do Radical ABTS

Um dos métodos espectofotométricos mais utilizados para medir a atividade
antioxidante é através da captura do radical ABTS (ABTS*®"). Este ensaio consiste na
producdo do ABTS®' a partir do seu precursor, o &cido (2,2-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico). O ABTS®* ¢ um radical croméforo estavel. Pode ser
utilizado tanto para amostras hidrossollveis quanto lipossoltveis (Re et al.,1999).

O ensaio ABTS*" originalmente foi baseado na ativacdo da metimioglobina
com H,O, na presenca de ABTS para gerar o radical cétion, na presenca ou
auséncia de antioxidantes. O método foi criticado baseado no fato que a répida
reacao antioxidante pode contribuir para a reducédo do radical ferril mioglobina. A
técnica melhorada para a formacéo do ABTS*®" envolve a producio direta do radical
azul-esverdeado através da reacdo entre o ABTS (Figura 22) e o persulfato de
potédssio. Possui uma absorcdo maxima a um comprimento de onda a 645, 734 e
815 nm, sendo a 415nm o mais comumente usado (Re et al.,1999).

Hng

N
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NH4+\©j N>:N S SO3~
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Figura 22. Representacdo da estrutura molecular do ABTS

A adicdo de antioxidantes reduz o ABTS®" em uma quantidade e escala de
tempo dependentes da atividade antioxidante, concentracdo e duracédo da reacao.
Assim, quanto maior a atividade antioxidante do composto testado maior sera o
decréscimo na absorbancia.

Inicialmente, formou-se o radical ABTS™, a partir da reagdo de 7 mM de
ABTS com 2,45 mM de persulfato de potassio (K.S,Og), sendo posteriormente
incubada 16 horas de reagdo em temperatura ambiente (* 25° C) e na auséncia de
luz por 12 horas. Transcorrido esse tempo, a solugéo foi diluida em etanol até se
obter uma solu¢cdo com absorbéancia de 0,70 a 0,734 nm. As amostras de y-orizanol

e a-tocoferol foram diluidos em etanol em varias concentracdes a partir de uma
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contracdo de 10.000 ppm, com posteriores diluicbes em triplicata. Aliquotas (30 pL)
das solucbes contendo a amostra em varias diluicdes foram adicionadas a 3,0 mL da
solucéo etandlica contendo o radical ABTS™. Ap6s 06 minutos do inicio da reacg&o foi
realizada a leitura em espectofotdmetro a 734 nm (RE et al., 1999). A leitura da
absorbancia foi realizada em espectofotdmetro Ultrospec™ 2100 pro (Amersham
Biosciences). O indice de varredura do radical ABTS™ foi calculado de acordo com a

formula a seguir:

% de remocédo = 100 X [(AagTse+ — AS)/A agTse]

Onde As € a absorbancia da solucdo contendo a amostra em uma
determinada concentracio, e A agTs+ € a absorbancia da solugido do ABTS™.

A partir das leituras obtidas foi realizado o calculo do EC50, ou seja, a
concentracdo da amostra necessaria para realizar a varredura de 50% do radical
contido na solugéo reagente.

O a-tocoferol foi utilizado como o padrdo antioxidante dietético neste ensaio.

4.2.3. Ensaio de reducéo do complexo fosfomolibdénio

O ensaio de reducdo do complexo de fosfomolibdénio é sistematicamente
usado na pesquisa de fontes naturais de potenciais antioxidantes. A determinacao
da capacidade antioxidante de uma substancia no referido ensaio é baseado na
reducdo do molibdénio VI a molibdénio V e subsequente formacdo de um complexo
verde entre fosfato/molibdénio V em pH acido a medida que se reduz, o qual é
determinado espectofotometricamente a 695 nm (PRIETO; PINEDA & AGUILAR,
1999).

A partir de diluigbes das amostras de y-orizanol e a-tocoferol em solugéo
metandlica, foram adicionadas aliquotas (0,1 mL) de cada diluicdo realizada em
triplicata com 1 mL da solucéo reagente: 0,6 M de acido sulfarico (H,SO,), 28 mM de
fosfato de soédio (NasPO,4) e 4 mM de molibdato de amoénio ((NH4)sM07024. 4H,0).
As amostras foram mantidas em banho-maria por 90 minutos a temperatura de

95°C. ApOs este passo, as amostras foram resfriadas em temperatura ambiente (*
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25° C) para posterior leitura em espectofotdmetro Ultrospec™ 2100 pro (Amersham
Biosciences) em um comprimento de onda de 695 nm.
Este ensaio utiliza o acido ascorbico como padrédo comparativo. Desta forma o

calculo da atividade antioxidante utiliza a seguinte formula:
% atividade antioxidante = 100 X (As / A 4cido ascérbico)
4.2.4. Ensaio FRAP

Este método é bastante utilizado para determinar a reducéo do ferro em
fluidos biolégicos e solucBes aquosas de compostos puros. O método pode ser
aplicado ndo somente para estudos da atividade antioxidante em extratos de
alimentos e bebidas, mas, também, para o estudo da eficiéncia antioxidante de
substancias puras com resultados comparaveis aos obtidos com metodologias mais
complexas.

Este método foi desenvolvido inicialmente por Benzie e Strain (1996) e
modificado por Pulido et al. (2000) para determinar a reducéo sofrida pelo complexo
férrico (Fe*'- 2,4,6-trispiridiltriazina), a partir da doacéo de elétron pelo antioxidante,
para formar o complexo ferroso (Fe?'- 2,4,6-trispiridiltriazina). Esta reacdo faz com
gque a solucdo adquira uma cor azulada que pode ser monitorada por
espectofotometria a 593 nm. O ensaio € expresso em acido ascoérbico equivalente.

O ensaio FRAP é uma alternativa desenvolvida para determinar a reducao do
ferro em fluidos biolégicos que pode ser aplicado para o estudo da atividade
antioxidante em extratos de alimentos e bebidas, como também para o estudo da
atividade antioxidante de substancias puras (Re et al.,1999).

A partir de diluigbes das amostras em solugdes metandlicas em triplicata,
aliquotas de 90 pL foram adicionadas a 270 uL de agua destilada e, posteriormente
homogeneizado 2,7 mL do reagente FRAP: 2,5 mL de 2,4,6 — tris (2-piridil)-s-
triazina (TPTZ) a 10 mM; 2,5 mL de cloreto férrico hexahidratado (FeCls. 6H,0); e 25
mL de tampao acetato a 0,3 M com pH 3,6 (BENZIE E STRAIN, 1996). Apds 30
minutos em banho-maria as leituras foram realizadas no espectofotdmetro
Ultrospec™ 2100 pro (Amersham Biosciences) em um comprimento de onda de 595

nm.
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A curva padrao foi preparada usando véarias concentracdes de cloreto férrico
heptahidratado (FeSO,. 7H,0), sendo a concentracdo de 1Mm/L usada como
padrao. O resultado da atividade antioxidante foi expresso como a concentracao de
antioxidante contendo habilidade de reducéo férrica equivalente a 1ImM/L de cloreto
férrico heptahidratado (FeSO,4. 7H,0).

4.3. Andlises in vivo

4.3.1 Amostragem e amostra

Foram utilizados ratos machos adultos jovens (Rattus novergicus, var.
albinus) da linhagem “Wistar” provenientes do biotério da Universidade Estadual do
Ceard, a partir da 12% semana de vida, pesando 200 g (+ 50 g). Os animais foram
mantidos em gaiolas divididos em grupo de 10 animais, mantidos em um ambiente
controlado a temperatura de + 25°C, em ciclo claro/escuro de 12 h, alimentados com
racdo comercial e agua ad libitum. No modelo experimental foram utilizados um total
de 80 animais para formacao de 08 grupos com n= 10.

O estresse oxidativo foi induzido com etanol em doses iniciais de 2 g/kg/dia
com incremento gradual de 0,5 g/kg/dia a cada trés (03) dias, finalizando o periodo
experimental de 4 semanas com 6 g/kg/dia (AUGUSTYNIAK, A.; SKRZYDLEWSKA,

E., 2009). Os grupos foram assim distribuidos:
Grupo G1 (Controle): grupo que recebeu o tratamento crénico com agua;
Grupo G2: grupo que recebeu o tratamento crénico com etanol;

Grupo G3: grupo que recebeu o tratamento crénico com y-orizanol
(200mg/kg/dia);

Grupo G4: grupo que recebeu o tratamento croénico com D-a-tocoferol
(200mg/kg/dia);

Grupo G5: grupo que recebeu o tratamento crénico com etanol + y-orizanol
(200 mg/kg/dia);
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Grupo G6: grupo que recebeu o tratamento cronico com etanol + D-a-
tocoferol (200 mg/kg/dia);

Grupo G7: grupo que recebeu o tratamento crénico com y-orizanol (200

mg/kg/dia) + D-a- tocoferol (200 mg/kg/dia);

Grupo G8: grupo que recebeu o tratamento crénico com etanol + y-orizanol

(200 mg/kg/dia) + D-a- tocoferol (200 mg/kg/dia)

Os animais receberam durante o experimento uma gavagem orogastrica com
a substancia de defesa (y-orizanol e/ou a- tocoferol) e apos quatro horas receberam
a substancia de ataque (etanol). Nos grupos que nao possuiam a substancia de
defesa ou etanol, ambos foram substituidos por agua. Isto garantiu que todos os
grupos recebessem duas gavagens para ajustar o0 mesmo nivel de estresse fisico

entre 0s grupos.

4.3.2. Avaliacdo do ganho de peso e o coeficiente de eficicia alimentar (CEA)

A ingestao alimentar e o peso dos animais foram controlados durante todo o
experimento, com a finalidade de verificar o ganho de peso e o coeficiente de

eficacia alimentar (CEA), foi obtido de acordo com a seguinte férmula:

CEA= Ganho de peso do animal ()

Consumo de racao (g)

4.3.3. Coleta do cérebro e figado

Decorridos 28 dias do experimento, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical para retirada dos tecidos cerebral e hepético para posterior
analise da Superoxido Desmutase (SOD) e Glutationa reduzida (GSH). Os animais
foram mantidos em jejum de oito horas antes de serem sacrificados, com acesso ad
libitum a agua.

Para a retirada do tecido hepatico, o abdémen foi aberto por uma incisdo na

linha média. O cérebro foi retirado apos remocao da calota craniana.
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Apés ser retirado, o cérebro foi pesado, lavado em solucdo de NaCl 0,9% e
separado em seus dois hemisférios. O hemisfério esquerdo foi seccionado em
pequenos fragmentos e acondicionado em tubos ependorf, seguindo imediatamente
para armazenagem em biofreezer (Revco — Elite Series) a temperatura de + 80° C.
Estas amostras posteriormente foram utilizadas nos ensaios de SOD e GSH.

O figado sofreu 0 mesmo processo de pesagem e lavagem. Os lobos foram
separados e seccionados em pequenos fragmentos e acondicionados e tubos
ependorf, seguindo imediatamente para armazenagem no biofreezer (Revco — Elite
Series) em temperatura de + 80° C para posterior analise nos ensaios de SOD e
GSH.

4.3.4. Preparo dos homogeneizados dos tecidos cerebral e hepatico

As amostras de figado e cérebro foram cortadas em pequenos pedacos e
entdo homogeneizadas em uma solucdo tampao fosfato gelada a uma concentragcéao
de 50 mM e pH 7,4, resultando em um homogenato a 10% (mg/mL). Do homogenato

foram feitas aliquotas usadas para avaliacao dos parametros antioxidantes.

4.3.5. Atividade da superédxido desmutase

A atividade da SOD no figado e cérebro foi realizada de acordo com o0 método
de Beuachamp e Fridovich (1971) através da medicdo da capacidade da enzima
para a inibicdo fotoquimica do nitro blue tetrazolium (NBT).

Foi observado que flavinas reduzidas fotoquimicamente geram O, em
consequéncia de reoxidagdo no ar e que O3 reduzia o NBT, sugeriram um ensaio
para a SOD que poderia ser aplicada tanto em solucdes livres quanto em géis de
poliacrilamida, e que poderia ser realizada independente de outras enzimas ou
proteinas. O ensaio desenvolvido utilizou eventos fotoquimicos para gerar O, e
usou o NBT para detectar este radical. A iluminagcdo de solugdes contendo
riboflavina, metionina e NBT resultaram em uma acumulacdo linear de Blue
Formazan, tanto na presenca quanto na auséncia de oxigénio. A SOD nao gerou
influéncia em meio anaerobio, no entanto, em condi¢cBes aerdbias a reducdo do NBT
foi inibida pela SOD. Assim, os autores concluiram que a riboflavina fotorreduzida

pode interagir diretamente com o NBT, ou alternativamente pode reduzi-lo por uma
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via que utiliza o0 O, como um carreador de elétron intermediario, sendo esta via a
predominante na presenca de oxigénio (Figura 23). Pelo menos 90% da reducéo do
NBT verificada nas condi¢cfes do ensaio padrao descritas foi mediada pelo O,™. Outro
aspecto relevante é que a via redutora de NBT sem o envolvimento de O, nao interfere no
ensaio proposto, sendo que a soma total desta via de reacdo ndo é significativamente
diferente da via dependente de O, . Assim, uma unidade de SOD é definida como aquela
que causa a inibicdo maxima de 50% na reducdo do NBT (BEAUCHAMP E FRIDOVICH,
1971). Desta forma a foto reducdo aerdbia do NBT com a reducdo do Blue Formazan,
constitui uma reacao sensitiva a SOD, e como tal pode ser explorada e quantificada neste

ensaio.

Luz
Riboflavina + O, — O, + NBT —Blue Formazan

Figura 23. Representagdo da formag&o de Blue Formazan a partir da foto redugéo do nitro blue
tetrazolium

Para a realizagdo do ensaio anteriormente descrito, aliquotas do tecido
homogeneizado foram centrifugados a 15000 rpm por 20 min (MPW med. instruments,
350R) a 4° C. Em uma sala escura 50 uL do tampédo fosfato ou sobrenadante foram
adicionados aos tubos de ensaio contendo 1 mL da solucdo reagente (tampéo fosfato a 50
mM, EDTA a 100 mM e L- metionina 19,5 mM pH 7,8). Entdo 150 uL de NBT 750 uM e 300
uL de riboflavina 10 mM foram adicionados, respectivamente. Os tubos foram agitados para
homogeneizagao e expostos a luz (20 W) em uma caixa fechada com o interior revestido por
superficie refletora por 15 min. A leitura da absorbancia foi realizada a 560 nm. Os
resultados foram expressos em unidades de SOD. A atividade enzimética foi expressa como
U/mg de tecido (RODRIGUES, et al., 2010).

4.3.6. Determinacéo de grupos sulfidrilicos ndo proteicos (GSH)

A glutationa reduzida (GSH) foi determinada de acordo com o método descrito
por Sedlak e Lindsay (1968). E um método espectofotométrico utilizado para
determinacdo concomitante de grupos sulfidrilicos ligados ou ndo a proteinas em
vérios tecidos. Este procedimento é baseado no método de Ellman, que demonstra
que o 5,5-dithiobis-(2-acido nitrobenzoico) € reduzido pelo grupo sulfidrilico (thiol)

para formar 01 mol de 2-nitro-5-acido mercaptobenzdico por mol de SH.
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O anion acido nitromercaptobenzéico possui uma intensa cor amarela, e pode
ser usado para medir grupo sulfidrilicos.

Para a execucdo do método, aliquotas (2 mL) de homogenato (10% mg/ml)
de tecido cerebral e hepatico foram adicionados juntos com 1,6 mL de agua
destilada e 0,4 mL de &cido tricloroacético (TCA) 50% (w/v) em tubos ependorf e
centrifugados a 15000 rpm por 15 min (MPW med. instruments, 350R) a 4° C. Os
sobrenadantes (2 mL) foram entdo solubilizados com 4 mL de tampao tris (40 mM,
pH 8,9) e foi adicionado 5,5’-dithiobis-(2-acido nitrobenzoéico) (DTNB) a 10 mM.
Posteriormente, a absorbancia foi medida a 412 nm apés 5 minutos da adi¢do de
DTNB contra o “branco” sem homogenato. A concentragao de GSH (ug/mg de tecido
fresco) foi medida a partir de uma curva padréo construida usando diferentes
concentracdes do padrao GSH (RODRIGUES, et al., 2010).

4.4. Comité de ética

Este estudo esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentacéo
Animal Adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) sendo
aprovado pela Comisséo de Etica em Pesquisa Animal — CEPA da Universidade

Federal do Ceara sob o protocolo de n° 90/10 (Anexo II)

4.5. Estatistica

Neste estudo os resultados sao expressos como média + desvio-padréo. Para
comparacdo das medidas aritméticas, foi empregada a andlise de variancia
(ANOVA) e o teste de comparacdo multipla de Newman-keuls, usando o software
Graphpad Prisma 5.0. Foi adotado o nivel de significancia de 5% de probabilidade
(p<0,05).
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliagdo da atividade antioxidante in vitro

5.1.1. Atividade antioxidante utilizando o radical DPPH*®

Neste estudo, avaliou-se a capacidade do y-orizanol e do o-tocoferol em
sequestrar os radicais DPPH®* em diversas concentracdes, variando essas
concentracbes de acordo com a capacidade antioxidante de cada extrato, de forma
a obter uma relacao entre a concentracédo do antioxidante e o sequestro do radical.

Através do método de reducdo do DPPH®, pode-se tracar os graficos de
percentual de remocgédo do radical pela concentragcdo da amostra, permitindo-se
chegar a equacdo de correlacdo entre as duas variaveis (Gréficos — 1, 2, 3 e 4).
Utilizando-se o ECsp, 0 a-tocoferol apresentou ECsp= 282,51 (+ 11,26) ppm
enquanto o y-orizanol apresentou ECsp= 1944,91 (+ 18,37) ppm, 0 que significa que
0 y-orizanol apresentou uma capacidade 6,88 vezes menor do que o a-tocoferol em

reduzir 50% do DPPH®.
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Gréfico 1. Resposta do percentual de remoc&o do a-tocoferol frente ao DPPH®
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Gréfico 2. Resposta do percentual de remoc&o do y-orizanol frente ao DPPH*



2500,00

2000,00 -

EC50 (ppm)

1500,00

1000,00

500,00

0,00

-

87

a-tocoferol y-orizanol

Gréfico 3. ECs, do y-orizanol e a-tocoferol frente ao DPPH®
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Grafico 4. Curva dose-resposta do y-orizanol e a-tocoferol frente ao DPPH®

5.1.2. Atividade antioxidante utilizando o radical ABTS

A partir das leituras obtidas foi realizado o célculo do ECsy, ou seja, a

concentracdo da amostra necessaria para realizar a varredura de 50% do ABTS®"

contido na solucao reagente.

Os resultados obtidos da atividade antioxidante, determinadas pelo método

ABTS, estdo expressos pela correlagdo do percentual de remocéo do ABTS®* com a
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concentracdo das amostras (Graficos — 5, 6, 7 e 8). O ensaio foi realizado utilizando
como composto antioxidante de referéncia o a-tocoferol (ACEVEDO et al., 2007).
Dessa forma, comparando os ECs, dos compostos estudados, o a-tocoferol
apresentou ECsp= 625,17 (x 20,96) ppm enquanto o y-orizanol apresentou ECso=

795,89 (£ 78,59) ppm.
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Gréafico 5. Resposta do percentual de remog&o do a-tocoferol frente ao ABTS®*

70
60

y =0,0624x + 0,7809
50 R*=0,9981

% varredura
w H
o o

N
o

=
o

o

0 200 400 600 800 1000 1200
y-oryzanol (ppm)

Gréafico 6. Resposta do percentual de remog&o do y-orizanol frente ao ABTS®”
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Gréafico 7. ECs, do y-orizanol e a-tocoferol frente ao ABTS®*
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Grafico 8. Curva dose-resposta do y-orizanol e a-tocoferol frente ao ABTS®*

5.1.3. Atividade antioxidante utilizando o ensaio FRAP

Quanto ao ensaio FRAP, para avaliar a atividade antioxidante, foi calculado,
por regressao linear, a absorbancia do sulfato ferroso (padrdao) a 1mM (Grafico 9). A
absorbancia encontrada do padrao foi substituida pelo eixo y na férmula da equagéo

da linha de tendéncia dos compostos pesquisados (representada pela palavra
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absorbancia na equacédo de cada grafico) (Graficos 25 e 26). A partir dos dados
encontrados, foi possivel determinar a atividade antioxidante total dos compostos,
expressa na forma de uM sulfato ferroso/g da amostra (Gréaficos — 10 e 11). O y-
orizanol apresentou uma concentracédo de 4281,36 (+30,01) uM sulfato ferroso/g da
amostra, enquanto o a-tocoferol apresentou uma concentracdo de 625,17 (+20,96)
uM sulfato ferroso/g da amostra. Neste ensaio 0 y-orizanol apresentou uma

capacidade 68 vezes maior de reduzir o Fe** comparado ao o-tocoferol.
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Gréfico 9. Curva padréo de sulfato ferroso
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Grafico 10. Curva dose-resposta da absorbancia em relagéo a concentragéo de y-orizanol
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Gréfico 12. Valores da atividade redutora em equivalentes de sulfato ferroso para o a-tocoferol

e y-orizanol

5.1.4. Atividade antioxidante utilizando o ensaio de reducdo do complexo

fosfomolibdénio

A atividade antioxidante do y-orizanol em relagdo ao a-tocoferol, segundo a

metodologia do complexo fosfomolibdénio, foi calculado em relagcdo ao acido

ascorbico, cuja atividade foi considerada 100%. Neste ensaio, 0 y-orizanol ndo

apresentou

atividade antioxidante significativa.
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5.2. Avaliacdo da atividade antioxidante in vivo

A segunda etapa desta pesquisa avaliou a atividade antioxidante in vivo, por
um periodo de 28 dias, utilizando ratos adultos jovens da linhagem Wistar na 122
semana de vida, fundamentando-se na etapa anterior em que 0 y-orizanol
apresentou significativa atividade antioxidante quando comparado ao a-tocoferol nos
métodos utilizados, com excecdo do método de reducdo do complexo
fosfomolibdénio.

Para esta etapa foram formados oito grupos de dez animais (G1 a G8) onde o
y-orizanol foi utilizado para avaliar sua atividade antioxidante frente ao etanol, ou
ainda em associacdo ao o-tocoferol na presenca ou ndo de etanol para avaliar
possivel sinergismo na atividade antioxidante. Ao grupo controle — G1 foi fornecida
agua potavel (0,5 mL/100g do peso do animal); ao grupo G2 tratamento com etanol
em uma concentracdo inicial de 2g/kg de peso/dia com incremento gradual de
0,59/kg de peso/dia até a concentracdo de 6g/kg de peso/dia ao final do
experimento; ao grupo G3 tratamento com y-orizanol (200mg/kg de peso/dia); ao
grupo G4 tratamento com o-tocoferol (200mg/kg de peso/dia); ao grupo G5
tratamento cronico de etanol nos mesmos parametros adotados no grupo G2 com
acréscimo de y-orizanol (200mg/kg de peso/dia); ao grupo G6 tratamento cronico de
etanol nos mesmos parametros adotados no grupo G2 com acréscimo de a-tocoferol
(200mg/kg de peso/dia); ao grupo G7 foram administrados tanto o y-orizanol quanto
o a-tocoferol (200mg/kg de peso/dia) de forma concomitante; ao grupo G8 foi
adotado mesmo procedimento estabelecido no grupo G7, no entanto acrescido do

etanol conforme descrito anteriormente.

Os procedimentos com os animais foram aprovados pela Comissdo de Etica
em Pesquisa Animal — CEPA da Universidade Federal do Ceara sob o protocolo de
n° 90/10.

Durante a realizacédo do experimento, foram monitorados o ganho de peso e 0
Coeficiente de Eficacia Alimentar (CEA). Os resultados obtidos estdao dispostos na
tabela 3. Nos gréaficos 13 e 14 estdo representados o ganho de peso entre 0s grupos

e o CEA, respectivamente.
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Tabela 3. Ganho de peso e coeficiente de eficacia alimentar (CEA) dos grupos controle e

experimentais

Parametros /

Ganho de Peso

Grupos (9)* CEA
Controle - 74,11 + 12,52 0,13+ 0,02
Controle + 53,57 +9,2° 0,11 +0,042
Orizanol 259,7 +3,972° 0,45 + 0,052°
Tocoferol 121,4 + 16,42° 0,22 +0,03°
EtOH + ory 111 +9,832° 0,18 +0,03"
EtOH + toco 114 +20,642° 0,19 +0,03"
Toco + ory 121,63 +9,892° 0,2+0,02°
EtOH + toco + ory 96,18 + 12,282° 0,16 + 0,03°

* Valores expressos como média + desvio padrdo

a = média difere estatisticamente do controle negativo

b = média difere estatisticamente do controle positivo
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Grafico 13. Representacdo do ganho de peso dos grupos controle e experimentais. a= diferente
estatisticamente (p<0,05) em relacdo ao controle negativo; b= diferente estatisticamente (p<0,05) em

relagéo ao controle positivo.
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Gréafico 14. Representacdo do coeficiente de eficacia alimentar (CEA) dos grupos controle e
experimentais. a= diferente estatisticamente (p<0,05) em relacdo ao controle negativo; b= diferente

estatisticamente (p<0,05) em relacé@o ao controle positivo.
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Nos gréficos 15 e 16 estao dispostos os pesos relativos dos érgaos (figado e

cérebro) analisados entre 0s grupos experimentais.
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Grafico 15. Representagdo do peso relativo do figado entre os grupos experimentais. a= diferente
estatisticamente (p<0,05) em relacdo ao controle negativo; b= diferente estatisticamente (p<0,05) em
relacdo ao controle positivo. c= diferente estatisticamente (p<0,05) em relacdo ao grupo tratado com

a-tocoferol.



96

0.008 -

0.006-

3

Peso relativo do cérebro
em mg/g
=]
o
(=]
=

Grafico 16. Representacao do peso relativo do cérebro entre os grupos experimentais. a= diferente
estatisticamente (p<0,05) em relacdo ao controle negativo; b= diferente estatisticamente (p<0,05) em

relacdo ao controle positivo. c= diferente estatisticamente (p<0,05) em relagdo ao grupo tratado com

y-orizanol.

5.2.1. Avaliacdo da Superoxido Desmutase

Na tabela 4 estédo dispostos os valores de SOD no tecido hepético e cerebral
dos grupos experimentais expressos em unidade de SOD por miligrama de tecido
(U/mg de tecido). O gréfico 17 representa a comparacédo da atividade da SOD no

tecido hepético entre os grupos.

No tecido hepético foi observada diferenga significativa (p<0,05) entre o G1
(controle negativo) e o G2 (controle positivo), apresentando uma atividade de SOD
de 36,18 + 0,83 e 27,0 = 2,10 U/mg de tecido respectivamente.
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Tabela 4. Atividade da SOD (U/mg de tecido) dos grupos controle e experimentais

Parametro /

U/mg de tecido hepatico*

U/mg de tecido cerebral*

Grupos
Controle - 36,18 + 0,83 37,5+0,81
Controle + 27,0+ 2,12 6,25 + 2,41
Orizanol 28,9+ 1,832 15,72 £ 1,57
Tocoferol 29,42 +2,243° 10,12+1,9
EtOH + ory 21,0 + 3,382° 13,76 + 1,74
EtOH + toco 21,52 +2,942P 18,05 + 1,26
Toco + ory 22,7 +2,143° 18,53 + 2,92
EtOH + toco + ory 20,03 +3,6°° 15,72 + 0,88

* Valores expressos como média + desvio padréo

a = média difere estatisticamente (p<0,05) do controle negativo

b = média difere estatisticamente (p<0,05) do controle positivo
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Grafico 17. Representacdo da concentragdo de SOD no tecido hepético dos grupos controle e
experimentais. a= diferente estatisticamente (p<0,05) em relacdo ao controle negativo; b= diferente

estatisticamente (p<0,05) em relacéo ao controle positivo.

O resultado da concentracdo SOD no tecido cerebral entre os grupos

experimentais esta representada no gréafico 18.
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Grafico 18. Representagcdo da concentracdo de SOD no tecido cerebral dos grupos controle e
experimentais. a= diferente estatisticamente (p<0,05) em relacdo ao controle negativo; b= diferente

estatisticamente (p<0,05) em rela¢@o ao controle positivo.

5.2.2. Avaliacdo de grupos sulfidrilicos ndo proteicos (GSH)

A concentracdo de GSH no tecido hepatico ndo apresentou diferenca
estatistica significativa entre os grupos controle negativo e positivo, apesar de haver
uma tendéncia a uma concentragdo maior no grupo controle negativo. O grafico 19
representa os resultados encontrados quanto a concentracdo de ug GSH/ mg de

tecido hepatico entre 0s grupos experimentais.
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Grafico 19. Representagdo da concentragdo de GSH no tecido hepético dos grupos controle e
experimentais. a= diferente estatisticamente (p<0,05) em relacdo ao controle negativo; b= diferente

estatisticamente (p<0,05) em relacéo ao controle positivo.

No tecido cerebral houve diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos controle, sendo que no grupo que recebeu etanol houve uma reducdo
acentuada na concentracdo de GSH quando comparado ao controle negativo. Os

resultados estéo representados no grafico 20.
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Grafico 20. Representagdo da concentracdo de GSH no tecido cerebral dos grupos controle e
experimentais. a= diferente estatisticamente (p<0,05) em relacdo ao controle negativo; b= diferente

estatisticamente (p<0,05) em relacéo ao controle positivo.
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6. DISCUSSAO

Algumas evidéncias na literatura apontam o y-orizanol como um nutracéutico
com varias possibilidades terapéuticas, dentre estas possibilidades esta a atividade
antioxidante. Este potencial antioxidante do y-orizanol vem sendo explorado
principalmente na inddstria de cosméticos.

Neste estudo, foi verificado o potencial antioxidante do y-orizanol tanto em
ensaios in vitro, quanto em ensaios in vivo. Para efeito de comparacéo, foi utilizado o
a-tocoferol, visto este ser um antioxidante reconhecido presente na dieta humana.

Para o estudo da atividade antioxidante in vitro foram utilizados quatro
ensaios: DPPH®, ABTS®*, FRAP e Reducdo do Complexo Fosfomolibdénio. Na
avaliacdo da atividade antioxidante pelo método DPPH®, o radical reage com o
antioxidante, convertendo-o a sua forma reduzida. Nessa reacdo, a solucao
metandlica de DPPH, inicialmente de coloracdo violeta, torna-se amarela. O
descoramento, medido pelo espectofotometro, indica a habilidade do antioxidante
em sequestrar o radical livre. Uma forma usual de expressar os resultados nesse
ensaio é calcular a quantidade do antioxidante capaz de sequestrar metade dos
radicais livres DPPH® presentes na solucdo. Esse indice denomina-se ECsp. Quanto
menor o valor do ECso apresentado, menor a quantidade necessaria da substancia
pra reduzir 50% do radical livre DPPH®, e por conseguinte maior a atividade
antioxidante. No ensaio de reducéo do radical DPPH®, onde se utilizou o ECsp, 0 a-
tocoferol apresentou ECso= 282,51 (+ 11,26) ppm enquanto o y-orizanol apresentou
ECso= 1944,91 (x 18,37) ppm, o que significa que o y-orizanol apresentou uma
capacidade 6,88 vezes menor do que o a-tocoferol em o DPPH®. Isto pode estar

relacionado a capacidade que o a-tocoferol tem de doar hidrogénios de forma réapida para
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estabilizar o DPPH®* quando comparado ao y-orizanol (DI MAMBRO et al.,, 2003). A
atividade do y-orizanol e do a-tocoferol encontrados neste estudo corroboram os
dados apresentados por Juliano et al.,, (2005). Akiyama et al. (2001) obteve
resultado para o y-orizanol em remover radicais através do ensaio DPPH® orizanol
similar ao acido ferulico No estudo de Soares et al. (2003), o a-tocoferol néo
apresentava atividade antioxidante para esse método por ndo se diluir em 4gua. No
entanto, neste estudo foram utilizadas solu¢cbes metandlicas para diluir todas as
amostras como descrito por Kuskoski et al. (2005), além das amostras de a-tocoferol
e y-orizanol serem emulsificadas em Tween 20, permitindo a diluicdo. Desta forma,
de acordo com os achados na literatura, e encontrados nesta pesquisa, confirmam a
habilidade do y-orizanol em remover o radical lipossoltivel DPPH®.

No ensaio de reducdo do radical ABTS®" o y-orizanol apresentou uma
capacidade 1,27 vezes menor do que 0 a-tocoferol em reduzir 50% do ABTS®". Os
resultados nesta pesquisa diferem dos achados de Saenjum et al. (2012) que
avaliaram a atividade antioxidante do y-orizanol no 6leo do farelo de arroz de varios
cultivares. Os autores encontraram uma moderada atividade antioxidante do y-
orizanol frente ao ABTS®". Segundo os autores este achado pode ser atribuido ao
fato que o grupo —OH no anel aromético do y-orizanol n&o doa facilmente o atomo
de hidrogénio devido ao impedimento estérico da complexa estrutura éster. No
entanto, neste ensaio 0 y-orizanol apresentou uma atividade antioxidante similar ao
a-tocoferol. Xu e Godber (2001) em ensaio antioxidante do y-orizanol pelo método
AAPH  (2,2’-diazobis(2-amidinopropano)diidroclorido)  encontraram  que  0S
componentes do y-orizanol apresentaram atividade antioxidante maior que 0s

componentes da vitamina E. Os autores relatam que a funcdo antioxidante dos
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componentes do y-orizanol pode depender do grupo hidroxila fendlico na porcao
ferulato da sua estrutura.

No ensaio FRAP y-orizanol demonstrou uma capacidade 68 vezes maior de
reduzir o Fe** comparado ao o-tocoferol. Isto demonstra a boa capacidade do y-
orizanol em transferir elétrons, o que corrobora os achados de Aguilar-Garcia et al.,
(2007) onde o conteudo de y-orizanol em diversos cultivares de arroz sensibilizou o
ensaio FRAP.

No ensaio de reducdo do complexo fosfomolibdénio o y-orizanol néo
demonstrou atividade antioxidante significativa. Varios estudos como o de Revilla et
al., (2009) e Biswas et al., (2011) que encontraram atividade antioxidante neste
ensaio ndo utilizaram o y-orizanol isolado, e sim extratos de farelo de arroz, que
possuem em sua composi¢do tocois e compostos fendlicos. Desta forma, mais
estudos usando esta metodologia tendo como amostra o y-orizanol isolado sé&o
necessarios.

A segunda parte desta pesquisa, que utilizou modelos murinicos, se observou
gue houve diferenca estatistica no ganho de peso e entre o Coeficiente de Eficacia
Alimentar entre os grupos. O grupo tratado com etanol foi o que apresentou 0 menor
ganho de peso. Os resultados demonstram que houve diferenga estatistica entre
estes grupos, sugerindo que o etanol exerceu efeito negativo no estado nutricional
comprometendo o crescimento dos animais. Ao contrario 0 grupo que recebeu
tratamento com vy-orizanol apresentou um ganho de peso 3,5 vezes maior em
relacdo ao controle negativo e 4,84 vezes superior ao controle positivo. O ganho de
peso em animais tratados com 6leo de arroz semi-refinado rico em y-orizanol ja foi
relatado na literatura (GONZAGA, 2008). Os resultados desta pesquisa corroboram
estes achados. O grupo que recebeu a-tocoferol também apresentou um ganho de
peso superior ao controle negativo e positivo, 1,63 e 2,26 vezes, respectivamente.
Curiosamente os grupos tratados com a-tocoferol apresentaram um maior peso dos
orgdos analisados. Isto sugere que o ganho de peso dos grupos tratados com y-
orizanol pode envolver os tecidos musculares e/ou tecido adiposo. Rosenbloom et

al., (1992) e Grunewald e Bailey (1993) relatam o efeito anabdlico do y-orizanol em
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atletas de fisiculturismo. A hipétese para tal fato seria a capacidade de aumentar a
producédo e liberagdo de testosterona e aumento da liberagdo de hormonio de
crescimento pelo y-orizanol (CICERO e GADDI, 2001). Por outro lado, estudos
indicam a administragdo subcutanea ou intravenosa em ratos tem demonstrado
suprimir a liberacdo do hormdnio luteinizante, reducédo e sintese do horménio de
crescimento, bem como, aumento da liberacdo de catecolaminas, dopamina e
norepinefria no cérebro. Para Wheeler e Garlep (1991) (CICERO e GADDI, 2001),
este cenario pode atuar reduzindo a producao de testosterona.

O grupo tratado com y-orizanol apresentou o melhor Coeficiente de Eficacia
Alimentar (CEA) enquanto o grupo tratado com etanol apresentou o pior CEA. Entre
os demais grupos ndo houve diferenca estatisticas no CEA em relagcdo ao controle
negativo. Tal achado pode estar relacionado ao efeito anabdlico anteriormente

descrito para o y-orizanol.

Os achados neste estudo em relacao a atividade da SOD no tecido hepatico e
administracdo de etanol em grupos experimentais corrobora o0s resultados
apresentados por outros autores. Chotimarkorn e Ushio (2008) utilizaram
camundongos como modelos experimentais, os quais foram divididos em seis
grupos (n=15), onde o grupo controle negativo recebeu agua destilada e o grupo
controle positivo recebeu etanol. Para ambos o0s grupos essas substancias foram
administradas nas doses de 5 g/kg/dia por via orogastrica durante 30 dias. Para
andlise da atividade da SOD os autores utilizaram a mesma metodologia proposta
neste estudo. Ao final do experimento os achados mostraram redugéo significativa
da atividade da SOD no grupo que recebeu etanol. Resultados similares foram
encontrados em varios estudos que utilizaram o etanol como indutor de estresse
oxidativo (FAREMI et al., 2008; RODRIGUES, 2008; WANG, et al., 2009; ZHANG et
al., 2009; PARI et al., 2008). Em relacdo ao tecido hepatico, o grupo tratado
exclusivamente com y-orizanol apresentou atividade da SOD similar ao grupo que
recebeu somente etanol. O grupo que recebeu as trés substancias experimentais;
etanol, y-orizanol e oa-tocoferol foi 0 que apresentou a menor atividade de SOD
seguido pelos grupos que receberam etanol mais y-orizanol e/ou a-tocoferol. O

grupo que recebeu exclusivamente a-tocoferol apresentou atividade de SOD maior
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gue o controle positivo (etanol), no entanto apresentou uma concentragdo menor de

unidade ativa de SOD que o controle negativo.

A atividade da SOD no tecido cerebral sofreu redugéo estatisticamente
significativa no grupo tratado com etanol em relacdo ao controle negativo. Este
resultado também foi observado por Reddy et al.,, (1999). O grupo tratado
exclusivamente com y-orizanol apresentou uma concentracdo de U de SOD/mg de
tecido 2,51 vezes superior ao grupo tratado com etanol, porém 2,38 vezes inferior ao
controle negativo. Ao contrario do encontrado no tecido hepético, no tecido cerebral
0 grupo que apresentou a menor quantificacdo de U de SOD/mg de tecido foi o
grupo tratado exclusivamente com tocoferol, sendo 1,55 vezes menor que 0 grupo
tratado com as trés substancias experimentais (G8). E interessante observar que o
grupo tratado exclusivamente com y-orizanol apresentou atividade similar ao grupo
gue recebeu etanol associado ao y-orizanol, e y-orizanol associado ao a-tocoferol, o
gue sugere que de alguma forma na presenca de etanol ou associado a0  a-
tocoferol, o y-orizanol exerceu atividade de recuperacdo nos niveis de SOD. O
grupo tratado exclusivamente com a-tocoferol, com excecdo do grupo tratado com
etanol, apresentou a mais baixa concentracdo de U/mg de tecido. Em estudo
realizado por Weinberg et al. (2001) a suplementacdo de vitamina E (800 Ul)
associada a 0leo de girassol aumentou a taxa de isoprostanos F2 e prostaglandinas
20, sugerindo que a vitamina E pode funcionar como um pré-oxidante em individuos
fumantes consumindo uma dieta rica em acidos graxos poliinsaturados. Eder et al.,
(2002) encontraram reducdo na atividade da SOD e glutationa nos eritrocitos de
ratos suplementados com altas doses de acetato de tocoferol e 6leo de salméo. Os
achados sugerem que altas quantidades de a-tocoferol podem favorecer atividade

pré-oxidante.

A concentracdo de GSH no tecido hepatico ndo apresentou diferenca
estatistica significativa entre os grupos controle negativo e positivo, apesar de haver
uma tendéncia a uma concentracdo maior no grupo controle negativo. Uysal et al.
(1989), em estudo onde grupos tratados de forma crdnica com etanol foi detectado
um incremento de GSH hepatico. Os grupos tratados exclusivamente com y-orizanol
ou o-tocoferol apresentaram uma concentracdo estatisticamente similar, porém

superior aos grupos controle e aos grupos tratados tanto com etanol associado com
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y-orizanol, ou etanol associado ao a-tocoferol, ou ainda com ambos. A atividade
reduzida da glutationa pode ser resultado de sua inativacdo pelas EROS levando a
um dano proteico. Ghatak e Panchal (2012) em estudo com ratos encontraram que a
administracdo de 50 mg/kg de vy-orizanol reduziu os niveis de peréxidos lipidicos e

aumentou os niveis de GSH, indicando uma efetiva propriedade antioxidante.

O grupo tratado com etanol ndo apresentou diferenca estatistica significativa
entre o grupo que recebeu etanol associado ao y-orizanol, ou etanol associado ao o-
tocoferol. No entanto, o grupo que recebeu as trés drogas experimentais (etanol + y-
orizanol + a-tocoferol) apresentou uma concentracdo de GSH maior que 0s grupos
que receberam somente y-orizanol ou a-tocoferol. O grupo tratado com y-orizanol
mais a-tocoferol apresentou a maior concentracdo de GSH. Isto evidencia um efeito
sinérgico em relagdo a estas duas substancias no tecido hepatico. Nystron (apud
ISLAM et al.,, 2011) relata que os principais componentes do y-orizanol foram
capazes de reduzir os hidroperoxidos lipidicos a nivel hepatico, os niveis de
substancias reativas ao &cido tiobarbitirico e recuperar os niveis de glutationa
concomitante ao aumento da atividade da SOD. A porcéo feralica do y-orizanol, seria
ainda capaz de prevenir a reducdo dos niveis de glutationa (GSH), SOD, catalase e

glutationa peroxidase sob a acdo de raios gama.

No tecido cerebral, os grupos tratados exclusivamente com y-orizanol ou -
tocoferol ndo apresentaram diferenca estatistica na concentracdo de GSH em
relacdo ao controle negativo, porém foi verificada uma concentracdo de GSH
superior ao grupo tratado com etanol (controle positivo). O grupo tratado com etanol
associado a y-orizanol apresentou uma concentracdo de GSH maior que o grupo
controle positivo. No entanto, isto ndo foi observado nos demais grupos: etanol
associado a a-tocoferol, y-orizanol associado a a-tocoferol, e o grupo que recebeu
as trés drogas experimentais. Nestes grupos nao houve diferenca estatistica em
relacéo ao controle positivo. Isto demonstra nestes achados que o a-tocoferol n&o foi
capaz de exercer incremento na concentracdo de GSH no tecido cerebral, e ainda
gue a associacao entre y-orizanol e a-tocoferol parece ter exercido um efeito proé-
oxidante neste tecido. Varios estudos demonstram que em gquantidades elevadas a

vitamina E pode levar a um estado pro-oxidante, provavelmente por aumentar as
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concentracdes do radical tocoferil (MUKAI et al., 1993; BONDY et al., 1996; HUSAIN
et al., 1987, EDER et al., 2002; WEINBERG et al., 2001).
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7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos, nas condicdes realizadas desta pesquisa, permitem

inferir:

e Nas andlises in vitro, com excecdo do ensaio de reducdo do complexo
fosfomolibdénio, o y-orizanol apresentou uma significativa capacidade antioxidante
frente ao a-tocoferol. O ensaio FRAP foi o que resultou em maior atividade
antioxidante do y-orizanol frente ao a-tocoferol, o que denota uma boa capacidade
de transferéncia de elétrons.

e O y-orizanol exerceu um maior ganho de peso nos modelos experimentais,
bem como uma maior eficacia alimentar em relacdo ao ganho de peso obtido em
relacdo ao consumo alimentar, o que sugere que esta substancia agiu positivamente
no estado nutricional dos animais.

e Em relacdo a concentracdo de SOD no tecido hepético, o y-orizanol e 0 a-
tocoferol ndo exerceram efeito de protecdo frente ao consumo crénico de etanol.
Pelo contrério, exerceram sinérgico pré-oxidante tanto de forma isolada e agravada
guando atuaram em sinergismo.

¢ No tecido cerebral o y-orizanol e o a-tocoferol exerceram efeito protetor em
relacdo a concentracdo de SOD somente quando administrados na presenca de
etanol. O que sugere que o beneficio antioxidante s € evidenciado em organismos
gue sofreram alguma injaria oxidativa. Em organismos que nao foram injuriados
estas substancias de forma isolada ou associadas exerceram atividade pro-oxidante,
conforme ja evidenciado na literatura cientifica.

e O y-orizanol e o a-tocoferol no tecido hepéatico quando administrados de
forma isolada sem a presenca de etanol favoreceram o aumento na concentracdo de
glutationa reduzida, demonstrado um efeito protetor em relagdo aos grupos controle.
No entanto, quando administradas de forma associada exerceram efeito deletério na
concentracdo de glutationa reduzida, sugerindo um efeito pro-oxidante. No entanto,
na presenca de etanol quando administradas de forma associada foram capazes de

exercer efeito protetor ao estresse oxidativo provocado pelo etanol.
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e No tecido cerebral o y-orizanol e o a-tocoferol administrados de forma
isolada apresentaram o mesmo comportamento em relacdo ao tecido hepatico. No
entanto, somente o y-orizanol foi capaz de exercer efeito positivo ha GSH frente ao
etanol.

e As quantidades e/ou tempo de duracdo dos antioxidantes administradas
neste estudo podem ter favorecido atividades distintas nos diferentes 6rgéos
avaliados.

e A complexidade das reacdes entre combinacdes de antioxidantes e varios
métodos de ensaios da capacidade antioxidante sugerem questionamentos quanto a
interpretacdo de dados provenientes de condi¢bes mais complexas, tais como a
atividade antioxidante em organismos Vvivos.

e Os efeitos de diferentes antioxidantes reconhecidos na literatura néo
parecem ser aditivos em sistemas biolégicos, mas sim regulados por interacdes que
necessitam serem melhores exploradas. Assim, se faz necessario que mais
pesquisas in vivo com metodologias diferenciadas sejam realizadas para aprofundar

a discusséo quanto a atividade antioxidante do y-orizanol.
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ANEXO |



Reagentes empregados nas analises

- Ensaio DPPH

2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl

Metanol

- Ensaio ABTS

2,2-azinobis (3-etilbenzoatizolina-6- acido sulfénico)

Metanol

- Ensaio do complexo fosfomolibdénio
Acido ascorbico

Acido sulfarico

Metanol

Molibdato de aménio

- Ensaio FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
Acetato de sodio trihidratado

Acido acético glacial P.A

Acido cloridrico P.A

Alcool metilico P.A.

Cloreto férrico hexahidratado (PM= 270,3)
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Sulfato ferroso heptahidratado (PM= 278,02)

- Determinacéo da superoxido dismutase
Acido etilenodiaminotetracético

Fosfato de potassio monobasico

Fosfato de potassio dibasico

Metionina

Nitro blue tetrazolium

Riboflavina

- Determinacéo da glutationa
Acido Tricloroacético

5,5’-dithiobis-(2-acido sulfénico)
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