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Resumo

As Espécies Reativas de Oxigénio — EROs, dentre as quais se incluem os
radicais hidroxil e superéxido, tém participacao crucial nas reacoes
bioguimicas de dano oxidativo a sistemas fisioldgicos. A formacao destas
espécies reativas depende em grande escala da presenca de ions
metalicos, em especial ions do elemento quimico ferro. Desta forma, a
caracterizacdo de novas substancias capazes de inibir a formacao de
EROs ou mesmo minimizar as reacdes de dano oxidativo € de relevante
interesse bioquimico. O presente trabalho se propde a estudar duas
substancias com potencial antioxidante, o polifenol &cido caféico — AC, e
a piridoxal isonicotinoil hidrazona — PIH. Demonstramos que 0 mecanismo
de acado da PIH se deve a sua capacidade formar um complexo estavel
com ions Fe(lll), o qual seria menos suscetivel a participar de reacdes
geradoras de radicais hidroxil. A PIH foi capaz de inibir a oxidagdo do
ascorbato, a formacdo do radical ascorbil (medido por RPE), e a
degradacao oxidativa da deoxiribose (2-DR). Esta inibicdo é dependente
das concentragdes de Fe(lll), da natureza do quelante ao qual o Fe(lll)
esta previamente complexado e do tempo de pre-incubacao da PIH com o
complexo Fe(lll)-quelante. Com relagdo ao &cido caféico, este polifenol se
mostrou capaz de eficientemente inibir a formagédo de radicais hidroxil a
partir de ions Fe(ll) e peroxido de hidrogénio, e o consequente dano
oxidativo a 2-DR. Verificou-se que esta inibicdo € dependente do pH do
meio reacional e da temperatura de incubacao da reacdo. Propdem-se
que a acao antioxidante do AC esta relacionada a habilidade deste
polifenol em quelar ions Fe(ll), tendo sido observada a formacao de um
complexo com ions ferrosos através do sitio catecol do AC. Curiosamente
incubando-se 0 meio reacional a 98°C, foi verificado um efeito pré-
oxidante do AC, sendo este efeito correlacionado a interagdes deste

composto com ions ferro.

Palavras-chave : PIH, Cafeico, Polifenol, Fenton, Antioxidante, Quelante,

Ferro
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Abstract

Reactive Oxygen Species — ROS, including hydroxyl and superoxide
radicals, play a significant role in all biochemical reactions that cause
oxidative damage to phisiological systems. Formation of these species are
usually mediated by metal ions, specially iron ones. Thus, the
caracterization of new molecules capable of inhibiting oxyradical formation
are of relevant interest. This present work focuses on two compounds with
potential antioxidant activity : Cafeic Acid — CAF, and Pyridoxal
isonicotinoyl hydrazone — PIH. We demonstrate the PIH’s antioxidant
action is due to its ability to form an stable complex with iron(lll), wich is
less suceptible to undergo reduction and consequently form oxyradicals by
Fenton reaction. PIH was able to inhibit iron-mediated ascorbate oxidation
and also ascorbil radical formation, as well as oxidative deoxyribose
damage. It was found that this inhibitory action of PIH was dose-
dependent and also depends on pre-incubation time (between PIH and
iron ions) and on the nature of a co-chelator previously complexing
iron(lll). Relating to Cafeic Acid, it was observed that this polifenolic
compound was able to efficiently inhibit oxyradical formation by Fenton
reaction and consequent damage to deoxyribose. It was also found that
this inhibition was pH-dependent, as well as dependent of the incubation
temperature of the reaction systems. We propose that the antioxidant
activity showed by CAF is related to its ability to complex iron(ll) ions,
being observed the formation of a complex with iron involving catechol
sites of CAF. Surprisingly, it was also observed that CAF presents a pro-
oxidant activity when reaction media is incubated at 98°C, being this
behaviour associated to temperature-mediated interactions between iron
and CAF.

Key words : PIH, Cafeic, poliphenol, antioxidant, Fenton, chelator, iron
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Objetivos

Fornecer evidéncias adicionais de que o mecanismo antioxidante in
vitro demonstrado pela Piridoxal Isonicotinoil Hidrazona — PIH, se deve
principalmente a inibicdo da reacdo de reducao do Fe(lll), principal
contribuinte fisiolégica das reacdes de Fenton que inevitavelmente

acompanham patologias relacionadas a superexposicao férrica.

Investigar o potencial antioxidante in vitro do polifenol Acido Caféico,
verificando seu comportamento e mecanismo de acao face a presenca
de ions ferrosos em solugcdo aquosa a pH fisiologico, elementos
cruciais na geracao de Espécies Reativas de Oxigénio — EROs, no

organismo.



1. Introducao

1.1 Radicais Livres

1.1.1. Conceitos

Em niveis fisiolégicos de oxigénio, supde-se que cerca de 0,1 % de todo o
O> reduzido na mitocéndria ira formar o radical livre superoxido [Hermes-
Lima 2004]. Esta afirmacdo abrange trés aspectos importantes da
biogquimica de radicais livres, quais sejam: A relagdo dos radicais livres
com a presenca do oxigénio, o paradoxo vida/morte inerente a este gas e
a inevitabilidade destes radicais ja& que neste caso, os mesmos estdo

associados ao ato intrinseco de respirar.

Exatamente por ser imprescindivel @ maioria dos organismos (exceto no
caso daqueles anaerdbicos), se torna obscurecido o fato de que o
oxigénio & um gas toxico e mutagénico, responsavel por diversas
situacoes de severo stress fisiolégico ao qual todos estamos
inevitavelmente submetidos. Neste sentido, é curioso observar que dado
as suas caracteristicas, as quais serdo abordadas adiante, o oxigénio é
indispensavel para a producdo de energia nas cadeias de transporte de
elétrons, mas leva também a oxidacoes celulares danosas e por vezes

letais.

Esta energia relacionada a presenca de O, é derivada da oxidacado dos
combustiveis metabodlicos sendo convertida em ATP, uma solucéao
bioguimica para o “armazenamento” e rapida mobilizacdo energética na
célula. Em organismos eucariéticos sob condi¢cdes aerdbicas, o ATP é
gerado como resultado de um mecanismo conhecido como cadeia
transportadora de elétrons. Tal cadeia é constituida por quatro complexos
enzimaticos, que atuam em uma série de reacdes de oxidacao e reducao,
“‘conduzindo” os elétrons ao longo da membrana mitocondrial, de um

complexo para o outro, até estes alcancarem seu destino final: a



combinagdo com o oxigénio molecular, reduzindo-o a duas moléculas de

agua.

Por outro lado, o O, exerce também um papel deletério em diversos
sistemas biolégicos. Exposicdo ao oxigénio em altas pressoes,
frequentemente causa toxicidade aguda do sistema nervoso central
produzindo convulsées, o que € de especial interesse em atividades como
mergulho e permanéncia em estagbes espaciais e submarinos. A
exposicdo de humanos ao oxigénio puro por 24 horas, leva em todos os
casos reportados ao dano alveolar nos pulmdes e conseqlente edema,
em decorréncia da morte de células epiteliais dos alvéolos, degradacao
das barreiras capilares e vazamento do plasma para o espaco intersticial
[Halliwell e Gutteridge 2000]. A exposicao prolongada também é
responsavel pela denominada fibrose  pulmonar, impedindo

permanentemente as trocas gasosas.

Assim, durante o processo evolutivo (acredita-se que inicialmente a
atmosfera continha pequena quantidade de O.), o0s organismos
desenvolveram complexos sistemas de defesa antioxidante, como forma
de protecdo contra os efeitos toxicos do O.. Por muito tempo esta
toxicidade estava apenas associada a capacidade de inibir a producéo ou
a acado de enzimas celulares [Haugard 1968]. De fato, a perda da
atividade de enzimas tais como a nitrogenase em Clostridium

pasteurianum se deve, por exemplo, a acéao direta do Os.

Porém Gilbert, tracando um paralelo entre os efeitos do oxigénio e
aqueles causados por radiagdes ionizantes, propds que a maior parte da
atividade danosa deste gas podia ser atribuida a formacao de espécies
denominadas radicais livres de oxigénio [Gilbert 1981]. Por exemplo, a
inibicdo do crescimento observada em E.coli exposta a O, em alta
pressao estd associada a acdo de uma espécie reativa de oxigénio, o
radical superéxido (O2"), o qual neste caso inibe a sintese da valina [Flint
1993].



Espécies reativas de oxigénio (EROs) é um termo usado para designar
mais amplamente tanto radicais de oxigénio (como o superdxido ou o
hidroxil - HO"), quanto derivados nao radicalares do oxigénio, tais como
peréxido de hidrogénio (H-O.), acido hipocloroso (HCIO) e ozénio (Os).
Segundo Halliwel, a expressdo “reativo” é relativa, ja que nem O>” ou

H.O, sao particularmente reativos em solucao aquosa [Halliwell 2000].

Ja o termo radical livre € usado num sentido bastante abrangente e
simples, para designar qualquer espécie capaz de existéncia
independente (dai a palavra “livre”) e que possua em sua estrutura
eletrbnica um ou mais elétrons desemparelhados. Um elétron
desemparelhado é aquele que ocupa sozinho um orbital atémico ou
molecular. A existéncia destes elétrons desemparelhados é justamente a
causa do principal interesse nestas espécies, j& que 0sS mesmos
usualmente conferem a estes radicais uma alta reatividade frente a outras
moléculas (apesar de a reatividade quimica dos radicais variar

enormemente).

Outra caracteristica advinda do desemparelhamento eletrbnico é a
capacidade que elétrons desemparelhados tém de interagir com campos
magnéticos. Esta caracteristica, reportada como paramagnetismo,
propicia uma aplicacdo metodolégica importante na detecgcao de radicais
livres: A técnica de Ressonéncia Paramagnética Eletrénica, RPE, a qual
sera discutida adiante.

Deste modo, segundo o conceito supracitado, diversas espécies podem
ser classificadas como radicais livres, entre elas o hidrogénio atémico, o
cloro atbmico gerado pela homélise do gas cloro e até mesmo metais de
transicdo como Ferro e Cobre [Halliwell e Gutteridge 2000]. No entanto,
dado o interesse eminentemente bioldgico deste trabalho, principal
atencado sera dada aos radicais derivados do oxigénio, em especial o
radical hidroxil.



1.1.2. Radicais livres e suas reacdes

Apenas a titulo de ilustracdo, descreve-se a seguir esquemas que
representam tanto a geragao de radicais quanto as reag¢des das quais
estes tomam parte.

Formacéo de radicais

De um modo geral, radicais sdo formados pela cisdo homolitica de uma
ligagdo covalente, normalmente sendo necessario para tanto, o
fornecimento de consideravel quantidade de energia oriunda de processos
tais como aquecimento ou radiacado eletromagnética. Um bom exemplo
sdo as reaglOes iniciadas em camaras de radiacdo UV ou mesmo as
reacdes de combustdo. No entanto, dependendo das espécies presentes
no meio, processos cataliticos podem ocorrer, permitindo que a reacao
ocorra por mecanismos outros, 0s quais possuam menor energia de

ativagéo.

Dentro deste contexto, de especial interesse € a reacdo de Fenton,
importante tributaria da geracéo in vivo de espécies reativas de oxigénio
(esta reacdo € um bom exemplo de reacbes de formacéao de radicais livres
catalisadas por metais de transicéo). Um sistema contendo H>O, e um sal
de Fe(ll) é capaz de oxidar diversas moléculas organicas, tendo sido
Henry Fenton o primeiro a reportar seu comportamento frente a amostras
de &cido tartarico [Fenton 1894]. Apesar de mais de 100 anos terem se
passado desde entdo, ainda ha discussdes sobre 0 mecanismo exato de
oxidacao de moléculas organicas pelo sistema de Fenton . O mais
provavel é que estejam envolvidas diversas espécies oxidantes, entre elas

o radical hidroxil, conforme a equacgao 1:

Fe* + H,0, —— complexos intermedidrios —— Fe* + HO® + OH~ k,=58M's

(equagao 1)

" Constante k; segundo Chen (Chen et al. 2002)



Esta reagao é termodinamicamente favorecida uma vez que os potenciais
padrdo de reducdo das semi-reacdes, corrigidos para pH 7, séo
aproximadamente 0,32 V (H0./HO") e 0,11 V (Fe®*/Fe?*) [Halliwell 2000].

Atuando paralelamente a reagao de Fenton, tragos de Fe(lll) podem reagir
com peroxido de hidrogénio especialmente se estiverem ligados a certos
quelantes, embora esta seja uma reagdo mais lenta que aquela com
Fe(ll), conforme a equacao 2:

*

Fe* + H,0, —> complexos intermedidrios —— Fe* +0,” +2H" k, =0,02M 's™

(equagao 2)

Gutteridge reporta que HO' pode ser formado a partir de sistemas
contendo certos quelatos de Fe(lll) (por exemplo, EDTA férrico) e HO,,
aparentemente envolvendo O." uma vez que esta reacdo é inibida pela

presenca da enzima superoxido dismutase - SOD [Gutteridge 1990].

Desta forma, os sistemas de Fenton sdo especialmente relevantes em
patologias nas quais se verifica 0 acumulo de ferro, como por exemplo a
hemocromatose e a beta-talassemia, ja sendo bem conhecida a
correlagdo existente entre estas enfermidades e os efeitos oriundos de

danos oxidativos [Bacon e Britton 1990].

Reacées de radicais

Caso duas espécies radicalares reajam entre si, como resultado obtém-se
a reacao inversa daquela descrita como cisdo homolitica. Ocorre neste
caso a formacdo de um novo orbital molecular no qual podem ser
encontrados ambos o0s elétrons anteriormente desemparelhados,
formando-se portanto uma nova ligagdo covalente e a consequente

extincao das espécies radicalares originais.

" Constante k, segundo Chen (Chen et al. 2002)



No entanto, caso a espécie radicalar reaja com um nao-radical, o produto
€ um novo radical, e diferentemente da situacado anterior, da-se inicio a
uma série de reacdes em cadeia, que prosseguem até que seja alcancada

uma etapa usualmente descrita como terminagéao.

As equacoes de 3 a 6, representam como estas reagdes com espécies

nao-radicalares podem ocorrer :

a) Adicao de um radical a outra molécula

X'+Y — [X —Y]' (equacéo 3)

b) Reducdo da espécie nao-radicalar, por transferéncia de elétron

X'+Y — X"+ 7Y" (equagéo 4)

c) Oxidacao da espécie nao-radicalar por abstracao de elétron

PR+ HO'—— PR + OH~ (equacéo 5)

d) Abstracdo de H de uma ligagédo R-H

RH + HO'—— R* + H,O (equacéo 6)

Em células, as reagdes radicalares podem fornecer radicais livres do tipo
tio, oxigénio, carbono ou nitrogénio-centradas, devido a presenca de
grupos SH, OH, NH e CH nas mais variadas estruturas quimicas
encontradas nas proteinas [Hermes-Lima 2004]. Tem sido reportadas
como principais reacdes in vivo, as reagdes de peroxidacao lipidica e de

degradacao ao DNA.
1.1.3 Técnicas analiticas de deteccao
As caracteristicas fisico-quimicas das espécies radicais presentes no meio

reacional, podem ser utilizadas no desenvolvimento de técnicas analiticas

de deteccao de radicais de oxigénio. No entanto, devido a sua reatividade



frente a outras moléculas e, por conseguinte a seu curto periodo de
existéncia, é dificil a medida direta destes radicais in vivo.

A espectroscopia da ressonancia paramagnética eletrbnica (por vezes
também chamada ressonancia de spin eletrbnico — RSE) permite a
deteccdo direta de radicais livres, baseada na interacao existente entre

um campo magnético externo e o elétron desemparelhado do radical livre.

Se considerarmos que o elétron possui rotacdo em torno de seu préprio
eixo, pode-se atribuir a esta particula um momento angular. Uma vez que
o elétron possui carga, o seu vetor momento angulalr ( §n ) esta
necessariamente associado a um momento magnético ( # ). Na presenca
de um campo magnético externo, momentos magnéticos tendem a se
alinhar ao campo buscando atingir um estado de minima energia.
Mediante a aplicacdo deste campo magnético, ocorre entdo uma
separacao dos niveis de energia dos estados de spin, chamada de efeito
Zeeman. A condicdo de ressponancia se da quando a diferenca de
energia AE entre os estados de spin é igual a energia do féton da radiacao
eletromagnatica, ocorrendo assim a absorcao de energia e o consequente
espectro de ressonancia paramagnética eletrénica [Rettori 2000].

Esta técnica é geralmente pouco sensivel para a medicao direta de
radicais instaveis do tipo HO" e O," em sistemas vivos, sendo por outro
lado, suficientemente sensivel para medir diretamente espécies mais
estaveis, como por exemplo o radical ascorbil. Um espectro tipico do
radical ascorbil pode ser visto na Fig. 10. Contudo, esta dificuldade em
relacdo aos radicais hidroxil e superdéxido pode ser contornada
empregando-se a estratégia chamada “spin-trapping”, na qual estes
radicais sdo capturados por certas moléculas diamagnéticas (por exemplo
o 5,5-dimetil-1-pirroline-n-oxido - DMPQO), no intuito de formar espécies
radicalares mais estaveis chamadas de “spin adduct”, e portanto passiveis
de deteccéo por RPE [Rice-Evans 1991]. A técnica do spin-trapping pode

ser usado também para gerar produtos hidroxilados mensuraveis por



fluorescéncia, como por exemplo, o benzoato, cujo derivado hidroxilado
fornece um sinal caracteristico a 512 nm [Gutteridge 1987].

Outra alternativa metodolégica para a deteccao de radicais € o uso de
técnicas de fingerprinting, cujo principio se baseia na deteccdo de
produtos de degradacdo formados pela agdo oxidativa das espécies
reativas de oxigénio, os quais sdao, em sua maioria, compostos
diamagnéticos. Esta é portanto uma detecgdo indireta, ja que nao se
mede a espécie radicalar propriamente dita, mas sim o dano por elas
causado. Como exemplo cite-se 0 ensaio das substancias reativas ao
acido tiobarbitdrico (conhecido como TBARS) empregado neste trabalho,
ensaio este que mede a degradacdo oxidativa do acucar 2-deoxi-D-ribose
[Halliwell 1987 e Gutteridge 1981].

1.1.4 Antioxidantes

Considerando a toxicidade do O, e a extensdao na qual o mesmo é
utilizado nos processos metabdlicos, pode-se supor que 0S organismos
aerdbicos somente sdo capazes de sobreviver sob uma atmosfera rica em
O,, gracas ao desenvolvimento de eficientes sistemas de defesa
antioxidante. A existéncia de substancias capazes de minimizar os efeitos
oxidantes deste gas sobre os componentes celulares é portanto de crucial

importancia para a manutencao da vida aerdbica na terra.

Por outro lado, ha autores que mencionam que uma protecao demasiada
por parte destes antioxidantes pode ser conflituosa do ponto de vista
evolutivo, ja que esta defesa excessiva poderia prevenir alteracoes
oxidativas do DNA as quais poderiam levar a mutagdes génicas e
eventualmente a outras estruturas celulares [Harman 1981].

A definicdo exata de antioxidante € pouco clara, por ser este um termo
bastante abrangente e arraigado em diversas areas do conhecimento, as
quais vao desde a curadoria de museus e restauracio de obras de arte, a
industria petroquimica, passando pela ciéncia de alimentos. Cada uma



destas areas tem sua prépria visdo sobre o que seria um bom
antioxidante. Em termos biolégicos, propdem-se comumente que um
antioxidante € “qualquer substancia que, quando presente em baixas
concentracbes comparadas aquelas de um substrato oxidavel,
significativamente previne a oxidacdo deste substrato” [Halliwell e
Gutteridge 2000]. O termo “substrato oxidavel” se refere a todo tipo de

molécula encontrada in vivo.

De qualquer modo, os sistemas de defesa antioxidante dos organismos
vivos podem ser divididos em quatro subclasses [Hermes-Lima 2004]:

i) Defesas antioxidantes primarias de natureza enzimatica e nao-
enzimatica, que estao diretamente relacionadas as espécies reativas
de oxigénio. Como exemplo cite-se a atividade das enzimas catalase
(acéo sobre H»>0y), e superdxido dismutase — SOD, (agéo sobre O,"),
além das vitaminas E (alfa-tocoferol, com agéo sobre radicais peroxil)
e C (acido ascérbico, com acao sobre ozénio e hidroxil).

i) Defesas auxiliares que dao suporte ao funcionamento das defesas
antioxidantes primarias, por exemplo, reciclando ou sintetizando
substratos de enzimas antioxidantes. E o caso também da vitamina C
a qual participa da reciclagem de alfa-tocoferol.

i) Proteinas complexantes de metais (ferritina e transferrina) ou
compostos de baixa massa molar que previnem ou minimizam a
participacdo de metais na geragcdo de radicais, devido a sua acao
quelante (Desferoxamina — DFO);

iv) Sistemas de reparo enzimatico capazes de reconstituir biomoléculas
degradadas, especialmente DNA oxidado (endonucleases e DNA

glicosilases).

E importante ressaltar que a maioria das defesas antioxidantes nao-
enzimaticas ndo sao sintetizadas endogenamente por animais, devendo
ser obtidas a partir da dieta. Portanto verifica-se a existéncia de uma
relagédo intima entre nutricdo e defesa antioxidante. O reino vegetal dispbe

de uma imensa gama de compostos com potencial atividade antioxidante
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in vivo (apesar de muitos outros compostos oriundos de plantas
apresentarem também atividade pro6-oxidante in vitro). Estes compostos
vegetais tém em geral grande importancia na dieta, como é o caso dos

polifendis, discutidos ao longo deste trabalho.

1.2 PIH

1.2.1 Historico

A piridoxal isonicotinoil hidrazona (PIH) foi descrita originalmente em 1954
por Sah, em estudos de sintese organica, sendo produto de uma reacéo
de condensagdo do piridoxal com a isoniazida [Sah 1954]. Porém
somente a partir de 1979 o interesse por esta substancia cresceu
consideravelmente, quando Ponka e outros pesquisadores relataram a
capacidade da PIH em mobilizar ferro acumulado em reticul6citos e induzir
a excrecao biliar deste metal em ratos [Ponka et al. 1979 e Cikrt et al.
1980]. Neste ponto é interessante mencionar que tal descoberta se deu
em grande parte gragcas a uma “serendipidade”, uma vez que Ponka
estudava o metabolismo de ferro em ratos tratados concomitantemente
com um co-fator da vitamina B6 (piridoxal-5-fosfato) e com acido

isoniazidico, uma droga usada no tratamento da tuberculose.

A partir de entdo diversos estudos clinicos foram conduzidos com a PIH
numa tentativa de caracterizar seu potencial farmacoldégico como
alternativa eficiente no tratamento de doencas correlacionadas ao
acumulo de ferro, tais como beta-talassemia e hemocromatose. Neste
contexto, apenas a substancia Desferoxamina (DFO) era usada como
farmaco, em um processo terapéutico relativamente caro e de baixo
rendimento em termos de absorcéo intestinal [Pippard 1989]. Estudos
recentes apontam também para o uso clinico da substancia Deferiprona
(DFP) combinada com o DFO no tratamento destas doencas [Kattamis
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2005 e D’Angelo 2004]. Atualmente, novos modos de administracao do
DFO foram desenvolvidos, o0 que propiciou um consideravel incremento na
comodidade do tratamento [Yarali et al. 2006]. Porém o tratamento

continua tendo um alto custo, o que dificulta sua popularizagao.

A PIH revelou-se ser um potente ligante de ferro intracelular, com alta
afinidade e seletividade por este metal, além de possuir estabilidade em
condigbes fisioldégicas e razoavel permeabilidade a biomembranas,
facilitando sua absorcdo e excreg¢ao [Johnson et al. 1982 e Brittenham
1990]. Estas caracteristicas, aliadas a inexisténcia de efeitos colaterais
em estudos toxicolégicos, sdo extremamente desejaveis do ponto de vista

clinico.

Conforme ja discutido anteriormente a respeito da reagdao de Fenton, a
habilidade de um composto em induzir balango negativo de ferro no
organismo, é especialmente importante na prevencao de danos oxidativos
em estruturas celulares causados por EROs. Na medida em que o ferro
exerce papel preponderante na formagdo de oxi-radicais, estando
envolvido em diversas patologias de cunho oxidativo, um eficiente

quelante de ferro é um potencial agente antioxidante.

Diante deste cenario, Schulman e Hermes-Lima investigaram as
propriedades antioxidantes da PIH in vitro, correlacionando-as a sua
capacidade quelante [Schulman 1995 e Hermes-Lima et al. 1998].
Estudos com simulacros biologicos evidenciaram a habilidade da PIH em
prevenir danos ao DNA [Hermes-Lima et al. 1998] e inibir a peroxidacao
lipidica em mitocéndrias [Santos 2001].

1.2.2 A acao antioxidante da PIH

A PIH é um ligante tridentado que forma um complexo bastante estavel
com Fe(lll) [Avramovich-Grisaru 1985] (Fig. 1).
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Fig. 1. Representacdo esquematica da Piridoxal Isonicotinoil Hidrazona — PIH,
evidenciando os sitios ligantes de ions Fe.

Conforme o modelo de simulacdo, os seis sitios do cation Fe(lll) estao
coordenados formando um complexo [Fe(PIH)sJ**, sendo o grupo
carbonila, o nitrogénio da hidrazona e a hidroxila fendlica, os principais
sitios ligantes (apesar do nitrogénio da piridina ser usualmente um bom
sitio complexante, supéem-se que devido a um impedimento estérico tal

nao ocorra no caso da PIH).

Em meios aquosos com pH proximo de 7 a literatura relata que podem ser
encontradas coexistindo as seguintes substancias : HoL (forma neutra) e
HL™ (forma monodesprotonada) [Murphy et al 1985]. Cada uma destas
espécies de PIH pode coordenar-se aos ions férricos gerando um
complexo numa proporcdo ligante:metal igual a 2:1. Gomes relata a
formacédo de pelo menos dois complexos diferentes a partir da oxidacao
do complexo ferroso [Gomes 2005].

Baseado na comparagcdo da PIH com outros ligantes metalicos e com
sequestradores de oxi-radicais classicos, Hermes-Lima e colaboradores
sugerem que o mecanismo de acao antioxidante da PIH se deve a sua
habilidade quelante, apesar de nao excluir a possibilidade de reacéo
direta da PIH com o radical hidroxil via hidroxilagdo do anel aromatico
[Hermes-Lima et al. 1998].
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Consideremos que sistemas contendo Fe(lll)-EDTA, ascorbato e oxigénio
dissolvido sdo capazes de gerar radicais hidroxil, segundo as reagdes
descritas nas equacoes 7-10 :

Fe(lll)— EDTA + Ascorbato —— Fe(Ill)— EDTA + ascorbil (equagéo 7)
Fe(Il)-EDTA+ O, —— Fe(lll)- EDTA + 02'_ (equacéo 8)
20, +2H" —— H,0,+0, (equagdo 9)
H,O, + Fe(ll)- EDTA —— Fe(Illl)- EDTA+OH™ + HO® (equagéo10)

Foi entdo proposto que o PIH quebraria a cadeia de reacbes acima
descrita, removendo o ion férrico do co-quelante EDTA e formando o ja
mencionado complexo mais estavel [Fe(PIH)z*conforme a equagéo 11 :

Fe(lll)— EDTA+2PIH ——> EDTA+ Fe(lll)— PIH, (equacdoi)

Tal complexo seria estavel o suficiente para minimizar de forma relevante
a reducao do Fe(lll), suprimindo portanto a formacédo do radical hidroxil,
produto final das reacdes de 7 a 10.

1.2.3 Fatos novos acerca da PIH

As caracteristicas ferro-mobilizadoras e antioxidantes relatadas acerca da
PIH desde a década de 80, aliadas a sua capacidade de se comportar
com desenvoltura em sistemas biolégicos, sem duvida nenhuma algaram
este composto a condigdo de “bom mocinho” em avalia¢des clinicas para
fins terapéuticos. No entanto, diversos estudos recentes tem revelado que
os efeitos biolégicos deste quelante, entre eles a sua toxicidade in vivo,
tém sido sistematicamente subestimada [Buss 2002]. Desta forma, um
lado menos benéfico da PIH tem ficado obscurecido desde a descoberta
de 1979.
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Uma das principais causas desta avaliacdo inconsistente do
comportamento bioquimico da PIH se deve principalmente a capacidade
deste composto em sofrer reacdes de hidrélise, quer em meio acido, quer
em meio basico. Estudos espectrofotométricos revelaram que os produtos
desta reacdo sao na verdade os precursores sintéticos da PIH,
estebelecendo-se portanto um equilibrio quimico entre a hidrdlise e a
condensacao [Buss e Ponka 2002].

Buss descreve que em funcao desta reacao, as concentragdes efetivas de
PIH nos experimentos de mobilizacdo de Fe provavelmente sdao bem
menores menores do que as originalmente relatadas, uma vez que estes
experimentos foram conduzidos em condi¢cdes nas quais a hidrolise ocorre
em uma extensao significativa. Por outro lado, no caso dos estudos de
toxicidade, a concentracdo de PIH nos quais se verificou inibicdo do
crescimento celular foram subestimadas, ja que as concentracdes de PIH
remanescente no meio reacional sdo bem menores que as concentracoes
iniciais. De qualquer forma, a hidrélise da PIH n&o tem significativo
impacto e relevancia para fins deste presente trabalho, ja que em pH
proximo do neutro, a reacdo de hidrolise ocorre muito mais

vagarosamente [Richardson et al. 1989].

Adicionalmente, em estudos subsequentes descreve-se a capacidade da
PIH e analogos em induzir a apoptose em células hematopoiéticas devido
a suas propriedades de quelante de ferro [Buss et al. 2003]. Nesse
referido estudo, é estabelecida uma relacédo entre a toxicidade celular da
PIH e a sua interagdo com o ferro intracelular, jA que o tratamento de
linfécitos Jurkat T com complexos Fe(lll)-(PIH)2, levou a morte celular.
Considerando que a PIH é capaz de mobilizar ferro de células, ocorre em
consequéncia uma acumulacdo do complexo Fe-quelante no citosol
(acumulacdo esta aumentada com a lipofilicidade do complexo). Desta
forma, presume-se que o estresse oxidativo causado pelo acumulo
intracelular do complexo Fe-quelante seja o responsavel pela toxicidade

verificada [Buss et al. 2004].
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Somando-se aos efeitos indesejados da PIH, Gomes relata que apesar da
PIH ter apresentado eficiente acdo antioxidante na autoxidacao de Fe(ll),
foi verificado um significativo efeito pré-oxidante em baixas
concentracoes de tampao fosfato [Gomes 2005]. Sistemas contendo Fe(ll)
e PIH promoveram uma maior degradagdo da 2-DR quando as
concentracbes de tampdo fosfato ficaram abaixo de 1 mmol/L.
Similarmente, em estudos de EPR Gomes e colaboradores verificaram
que em baixas concentracoes de fosfato, ocorre a formacao de espécies
radicalares quando em presenca de PIH.

Outro fato observado por Gomes € que a PIH promove a oxidagdo do
Fe(ll), na presenca de tampao fosfato, sem permitir no entanto que esta
oxidagao esteja envolvida em uma excessiva formacdo de EROs [Gomes
2005]. Esta oxidacdo do Fe(ll) pode possivelmente ser causada pela
propria PIH, tendo sido observada a formagdo de um complexo ferroso
(na proporgao 1:1) menos estavel que o férrico. Foi entdo postulado que o
complexo Fe(ll)-PIH é rapidamente oxidado a Fe(lll)-(PIH),, em
decorréncia da PIH promover a diminuicdo do potencial redox do par
Fe?*/Fe®. Assim, o Fe(ll) presente no meio seria rapidamente convertido
ao complexo férrico de PIH. Eliminando-se o Fe(ll) ou mesmo Fe(ll)-PIH
presente para reagir com o peroxido de hidrogénio gerado in situ, a

producédo de EROs ficaria desta forma inibida.

E interessante notar que em estudos espectrofotométricos, Gomes aponta
que o complexo formado entre Fe(lll) e PIH a partir da oxidagdo de Fe(ll)
é estruturalmente diferente daquele formado pela reacéo direta de Fe(lll)
com a PIH.
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1.3 Polifenodis

Os compostos polifendlicos, ou simplesmente polifendis, sdo geralmente
descritos na literatura como aqueles pertencentes a um vasto grupo de
compostos encontrados na natureza, 0s quais possuem como
caracteristica principal a presenca de multiplos grupos funcionais do tipo
fenol [Tuckmantel 1999]. Os polifendis estdo usualmente presentes em
plantas como produtos do metabolismo destas, exercendo papel
importante na morfologia e fisiologia vegetais, na medida em que estao
relacionados a diversos aspectos do crescimento e reproducdo vegetal
[Bravo 1998]. Entre uma de suas funcionalidades mais interessantes esta
a capacidade de proteger as plantas contra patégenos e predadores
herbivoros (alguns compostos podem atuar como toxinas naturais ou
conferir sabor indesejado ao alimento tornando-o menos palatavel) [Bravo
1998] e principalmente contra estresse fotossintético e formacdo de
espécies reativas de oxigénio [Yang et al. 2001].

Baseado em sua estrutura quimica, os polifenéis podem ser divididos em
pelo menos dez diferentes classes, sendo que as principais sdo 0s
flavondides, taninos e acidos fendlicos e derivados.

Flavondides

Classe com maior numero de substancias conhecidas e cuja estrutura
basica consiste de dois anéis aromaticos ligados entre si por trés
carbonos 0s quais geralmente formam um heterociclo oxigenado.
Subdividem-se em flavonas, catequinas, isoflavonas, flavondis e
antocianinas [Bravo 1998]. A Fig. 2 apresenta as férmulas estruturais
basicas dos flavanois, flavondis e isoflavonas, principais subclasses dos

flavonoides.
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Fig. 2. Representacao esquematica dos flavandis, flavonois e isoflavonas, principais
subclasses dos flavonoides (Yang et al. 2001).

Taninos

Sao compostos de massa molar relativamente alta e se apresentam
intensamente hidroxilados. Podem formar complexos insolUveis com
carboidratos e proteinas, inclusive as proteinas salivares, sendo esta a
razdo de sua caracteristica adstringente ao paladar. Um composto de
especial interesse no que diz respeito a capacidade antioxidante é o acido
tanico - AT, que demonstrou possuir efeito em reacdes oxidativas
mediadas por ions metélicos [Lopes et al. 1999].

Acidos Fendlicos

Classe subdivida em acidos hidroxibenzéicos e hidroxicinamicos. Nas
plantas usualmente ocorrem na forma de ésteres 0s quais podem ser
ambos soluveis (acumulando-se em vacuolos) ou insoluveis
(componentes da parede celular). Dentre os acidos hidroxibenzo6icos os
mais importantes sdo os acidos elagico e galico, os quais estao presentes

principalmente em frutas vermelhas e castanhas/nozes [Maas 1991].
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Os representantes mais importantes dos acidos hidroxicindmicos sdo o
acido caféico (AC) e o acido ferulico presentes no café e em diversas

frutas.

Os derivados dos acidos hidroxicinamicos sao também muito abundantes,
tais como o acido clorogénico (originario da reacao do acido caféico com o
acido quinico), o qual representa cerca de 7% do conteudo dos graos do
café e é um importante substrato na oxidagdo enzimatica responsavel
pelo escurecimento de frutas como macga e péra [Yang et al. 2001]. Este
derivado caféico esta especialmente presente em grande quantidade nos
diversos graos e sementes [Sondheimer 1958]. Os principais compostos

da sub-classe dos acidos hidroxicindmicos estdo representados na Fig. 3
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Fig. 3. Representacado esquematica do acido caféico (1), acido ferulico (2) e acido
clorogénico (3), principais componentes dos acidos hidroxicinamicos.

1.3.1 Dieta e biodisponibilidade

Por estarem amplamente distribuidos nas mais diversas espécies de
vegetais, os polifendis constituem-se em um importante componente da
dieta humana. A tabela 1 a seguir, fornece dados quantitativos da
distribuicdo dos principais polifen6is em alguns alimentos selecionados
[King e Young 1999]. Salienta-se que enquanto a maioria dos compostos
descritos na tabela 1 tém suas quantidades expressas em partes por
milhdo (ppm ou mg/kg), os &cidos hidroxicindmicos quantificados no café
em graos estdo expressos em g/kg, evidenciando sua forte presenca

neste fruto.
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Tabela 1. Distribuicdo dos principais polifenéis em alauns alimentos

Classes e

Subclasses Compostos Alimentos Quantidade
Flavonodides
Azeitona 270-830 mg/kg
Cebola 347 mg/kg
Alface 308 mg/kg
Tomate Cereja 17-203 mg/kg
i dcoli 102 k
Flavondis Quercetina, kaempferol, BFOCOEIS 02 mg/kg
miricetina Maca 21-72 mg/kg
Feijao 49 mg/kg
Endivia 46 mg/kg
Cha (folhas) 30-45 g/kg
Cha (preto) 20 mg/L
o . Aipo 130 mg/kg
Flavonas Apigenina, Luteolina )
Azeitona 6-29 mg/kg
Péra 70-420 mg/kg
Vinho tinto 274 mg/L
Flavanéis Catequina, Epicatequina Cha (folhas) 128-226 g/kg
Vinho branco 35 mg/L
Maga 23-30 mg/kg
Soja (gréao seco) 888-2407 mg/kg
Tofu 280-499 mg/kg
Isoflavonas Genisteina, Daidzeina Miso 256-540 mg/kg
Proteina Text. 1175-1191
Soja mg/kg
Leite soja 105-251 mg/L
Acidos Fendlicos
Mirtilo 1881-2112 mg/kg
Cereja 290-1280 mg/kg
Péra 44-1270 mg/kg
Acidos Caféico, lfe.ruhco, Maga 2-258 mg/kg
Hidroxicinamicos Clorogenico, Laranj 21-182 mg/k
Neoclorogénico aranja 162 mg/kg
Batata 100-190 mg/kg
Grapefruit 25-60 mg/kg
Café (graos) 56 g/kg
Acidos . . Framboesa 19-102 mg/kg
. . L Elagico, Galico
Hidroxibenzoicos Morango 21-89 mg/kg
Lentilha 3800 mg/kg
i ' Vinho ti 2567 mg/L
Taninos Polimeros da Catequina inho tinto mg
e Epicatequina Vinho branco 239 mg/L
Suco maga 8-87 mg/L
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Por diversas razdes, incluindo a grande diversidade estrutural, a auséncia
de métodos analiticos devidamente validados e a significativa variagdo na
composicao que ocorre em cada alimento, tem sido extremamente dificil
estimar a média de ingestao diaria de polifenois [Scalbert e Williamson
2000]. Grande parte dos autores se refere a dados publicados cerca de 30
anos atras, quando foi estimada uma ingestao fendlica diaria total de 1 g
em dietas ocidentais [Kuhnau 1976]. Tem sido relatado que frutas
geralmente sdo mais ricas em polifendis que vegetais, razao pela qual
uma grande fonte alimentar de polifendis € o consumo regular de bebidas
tais como café, vinho tinto e sucos de frutas, além de chéas [Scalbert 2000
e Macheix et al. 1990]. Os acidos fendlicos compreendem cerca de um
terco dos compostos fendlicos da dieta humana, sendo os outros dois
tercos correspondentes a ingestao de flavondides. Porém esta proporcao
depende fortemente do consumo de café [Clifford 1999], uma vez que
consumidores inveterados desta bebida estardo ingerindo mais &cidos

fendlicos que flavondides.

No entanto, independentemente da ingestdo, as propriedades biol6gicas
dos polifendis somente serdo aproveitadas se a biodisponibilidade dos
mesmos for favoravel. A estrutura quimica dos polifendis e a composicao
da microflora intestinal determinam a taxa e a extensao da absorcéo e a
natureza dos metabdlitos circulantes no plasma [Scalbert 2000]. A medida
direta da concentragdo destes compostos no plasma e urina e a medida
do aumento da capacidade antioxidante do plasma apés sua ingestao,
podem fornecer evidéncias de sua absorcao no trato gastrointestinal.

Estudos apontam para o fato de que principalmente polifen6is de alta
massa molecular ou aqueles ligados a fibras alimentares e proteinas e
que permanecem insollveis em solventes do tipo agua, metanol ou
acetona aquosa, sdao menos biodisponiveis. Um exemplo é o caso de
taninos condensados, que normalmente se apresentam na forma de
oligbmeros ou polimeros [Bravo 1998]. No entanto a enorme variedade de
compostos do grupo dos polifenéis, bem como a sua ocorréncia natural

sob a forma de misturas complexas de compostos fendlicos em diversas
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matrizes, tem sido uma dificuldade no estudo da biodisponibilidade destas

substancias.

1.3.2 Acéo antioxidante

Exatamente por se constituirem em fundamentais contribuintes da dieta,
os primeiros estudos dos polifendis estavam em sua maioria relacionados
ao efeitos antinutricionais destes compostos, como por exemplo a
diminuicdo na absorcdo e digestibilidade de alimentos devido a
capacidade destes compostos de se ligar e precipitar minerais e
macromoléculas tais como proteinas e carboidratos [Yang et al. 2001].
Mais recentemente o interesse principal tem recaido sobre o fato de que
diversos compostos deste grupo revelaram possuir atividades

antioxidantes, antiinflamatéria e anticarcinogénicas.

Diversos estudos epidemioloégicos tem sugerido associacées entre uma
dieta com alimentos ricos em polifendis e a prevencédo de doengas: O
consumo de cha pode evitar o cancer [Steinmetz 1996] e disfuncdes
cardiacas [Tjiburg 1997], assim como o consumo de uva e derivados
pode prevenir doencgas cardiovasculares [Criqui 1994]; frutas e verduras
estdo ha muito associadas a prevencao de canceres [Steinmetz 1996 e
Renaud et al. 1992] e a soja pode impedir 0 aparecimento de cancer de

mama e osteoporose [Adlercreutz et al.1997].

Muitos destes efeitos benéficos relacionados a prevencao de diversas
enfermidades estdo associados a prépria natureza quimica deste grupo
de compostos: devido a sua estrutura, polifendis sdao em geral bons
agentes redutores e juntamente com outros agentes redutores
encontrados na dieta tais como vitamina C, vitamina E e carotendides,

podem proteger tecidos e estruturas celulares contra danos oxidativos.

Deste modo, a habilidade destes compostos em prevenir doencas
conhecidamente associadas ao estresse oxidativo, tais como cardiopatias,
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alguns tipos de céncer e processo inflamatérios podem estar vinculadas
as propriedades antioxidantes dos polifendis reportadas recentemente.
Protecédo contra a peroxidacdo de LDL pode ser util no caso de doencas
cardiacas, enquanto que compostos com potencial de protecdo contra
danos oxidativos ao DNA podem ser relacionados ao tratamento contra

canceres ou disfuncées genémicas.

Como ja discutido, varios mecanismos antioxidantes responsaveis pelo
decréscimo da toxicidade de oxigénio celular podem estar operando em
sistemas biolégicos. No entanto os principais contribuintes da acgao
antioxidante total sao i) a habilidade de moléculas em capturar espécies
radicalares e ii)habilidade em quelar ions metalicos envolvidos na geracao
destas mesmas espécies radicalares.

Os compostos polifendlicos sdo reconhecidos por possuir atividade
antioxidante devido a sua habilidade em “sequestrar’ radicais livres,
interrompendo por exemplo a reagao radicalar em cadeia da peroxidacao
lipidica [Rice-Evans 1996]. Estes compostos interferem nas reacdes de
oxidacao de lipidios e outras moléculas por meio de uma rapida
transferéncia de atomos de hidrogénio aos radicais como por exemplo
hidroxil e peroxil.

Em termos estruturais, os principais responsaveis por esta atividade sao
os dois grupos hidroxila na posicao 3,4 do anel B, a dupla ligacado em
conjugacao com um grupo ceténico no carbono 4 do anel C e os grupos
hidroxila dos carbonos 5 e 7 do anel A, no caso dos flavonéis (Fig. 4).

Fig.4. Representagao dos anéis A, B e C e dos carbonos da estrutura basica dos flavonois
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Considerando o caso dos acidos fendlicos, a estrutura hidroxifendlica
conjugada com a dupla ligacdo da cadeia de ramificacdo, tem sido
reportada como o principal componente da atividade antioxidante [Rice-
Evans 1996].

Segundo Rice-Evans et al. em ensaios de TEAC* (capacidade
antioxidante equivalente ao Trolox) de modo geral, a insercao de um
grupo etilénico entre um anel fenélico contendo um grupo p-hidroxila e o
grupo carboxilato, tem um efeito fortemente favoravel nas propriedades
redutoras do grupo OH e portanto na capacidade de estabilizar uma
espécie reativa de oxigénio. Curiosamente os mesmos estudos indicaram
também que a introducdo de mais um grupo hidroxila em posicao vicinal
ao grupo p-hidroxi diminui a atividade antioxidante em fase aquosa
segundo o ensaio da TEAC, porém aumenta a atividade antioxidante em
sistemas lipofilicos [Rice-Evans 1996]. Este fatos tém grande impacto no
mecanismo de acdo do AC, conforme sera discutido ao longo desta

secao.

Seja como for, nestes casos em que polifendis tem sua capacidade
antioxidante devido a sua acdo como sequestradores de radicais, pode-se
dizer que em geral a eficiéncia dos mesmos em prevenir danos oxidativos
depende diretamente da sua habilidade em formar intermediarios estaveis
apos reacao com os radicais.

Outro mecanismo de acao antioxidante dos compostos polifendlicos de
especial relevancia € a sua capacidade de se ligar a metais tais como ions
ferro e cobre, impedindo ou minimizando a participacdo destes em
reaces de Fenton. E o caso do AT, para o qual foi demonstrada sua
habilidade em inibir a formagdo de radicais hidroxil devido a sua acao
complexante de ions ferro [Lopes et al. 1999].

* O valor TEAC ¢ definido como a concentra¢io milimolar (mmol/L) de uma solucdo de Trolox, que
possua a mesma capacidade antioxidante de 1 mmol/L da solucdo da substancia em estudo.
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No entanto, dicotomicamente a interacao dos polifenéis com metais pode
conferir aos mesmos uma caracteristica pro-oxidante em alguns casos.
Compostos dos grupos dos flavondides e acidos fendlicos por exemplo,
demonstraram ser antioxidantes inibindo a formagéo de radicais peroxil e
hidroxil em diferentes sistemas oxidantes, porém na presenca de Cu?* os
mesmos se revelaram pro-oxidantes [Cao et al. 1997 e Yamanaka 1997],
provavelmente devido a reacdes de reducdo de Cu?* a Cu* induzidas pelo
polifenol, abrindo caminho para reacdes do tipo Fenton. Andrade Jr, em
estudos sobre a capacidade do AT em prevenir danos oxidativos ao DNA
induzidos por ions cobre, verificou um efeito pré-oxidante deste polifenol e
também do complexo AT-Cu em presenca de DNA [Andrade Jr 2004].
Esta atividade pré-oxidante induzida por metais, pode desempenhar um
papel central nas ja referidas patologias metalo-acumuladoras.

No entanto é importante ressaltar que uma protecdo contra a acao de
algumas espécies radicais in vitro, ndo necessariamente implica em
protecdo contra danos oxidativos em células. Por exemplo, Pool-Zobel
descreve que tanto compostos isolados quanto amostras complexas de
plantas contendo varias antocianinas e antocianidinas se mostraram
potentes antioxidantes in vitro. Porém, pelo menos em células tumorais do
colon humano, este grupo de compostos nao foi capaz de minimizar o

dano oxidativo endégeno ao DNA [Pool-Zobel 1999].

Da mesma forma, pequena atividade antioxidante in vitro, também nao
necessariamente significa que um composto ndao seja responsavel por
acao antioxidante in vivo. Cite-se o fato de que a interacao de flavonoides
tais como quercetina e catequina, com espécies antioxidantes
intracelulares do tipo glutationa peroxidase (GPx) pode aumentar
significativamente a atividade antioxidante destas [Ferguson 2001 e
Nagata 1999]. Neste sentido, a indugcdo de enzimas também pode ter
papel importante, como por exemplo no caso da genisteina que pode
induzir a expressdao de metalotioneina (uma proteina ligante de metais

com propriedades antioxidantes) em células Caco-2 [Kuo et al. 1999 ].
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1.3.3 Toxicidade

A despeito de diversos estudos revelarem uma gama de efeitos benéficos
dos polifendis, principalmente relacionados as propriedades antioxidantes
destes compostos, cabe referenciar a antiga afirmacdo atribuida a

Paracelso a respeito do uso terapéutico de qualquer substancia : “a

diferenca entre o veneno e o remédio estd na dose administrada”.

Infelizmente, os potenciais efeitos toxicos decorrentes da excessiva
ingestdo de flavonodides sdo comumente ignorados. Em doses altas,
flavondides podem agir como mutagénicos, geradores de radicais livres, e
inibidores de enzimas chave do metabolismo de horménios [Skibola et al.
2000].

Diversos estudos recentes tem revelado que além da atividade
antioxidante apresentada pelos polifendis, estes compostos uma vez
presentes em sistema biol6gicos, podem possuir outros mecanismos de
acao. Galati relata toxicidade mitocondrial associada a uma capacidade
dos polifendis em promover o colapso do potencial da membrana
mitocondrial [Galati et al. 2004]. J& Skibola, descreve a habilidade de
flavondides em inibir enzimas associadas ao DNA, como por exemplo a
topoisomerase [Skibola 2000]. A sintese de tiroxina também ¢é inibida por
certos polifendis, os quais agem como substratos alternativos na
iodinacao da tirosina, dando lugar a formacdo de mono, di ou tri-iodo-
isoflavonas [Divi et al. 1996]. Neste mesmo estudo, demonstrou-se que 0s
flavondides podem inibir irreversivelmente a tireoide-peroxidase, a qual é

essencial para a sintese do hormdnio da tiredide.

Apesar da toxicidade mitocondrial estar associada a uma atividade
anticarcinogénica (alteracbes na permeabilizacdo da membrana
mitocondrial estdo relacionadas a promocao de apoptose, sendo que a
inducao da apoptose por sua vez, suprime o desenvolvimento do cancer),
0s comportamentos acima descritos abrem espaco para uma melhor

avaliagdo do potencial toxico dos mesmos.
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Neste sentido, curiosamente compostos fendlicos podem ser ambos
antioxidantes ou proé-oxidantes, 0 que sugere que uma dieta rica em
flavondides e outros polifendis pode se constituir mais em um risco

oxidativo que em beneficio [Decker 1997]

Tem sido verificado que compostos fendlicos presentes na dieta, podem
agir como pro-oxidantes em sistemas contendo metais com potencial
redox fisiologicamente relevante. Na presenca de oxigénio, metais de
transicdo tais como cobre e ferro catalisam o ciclo redox de polifendis,
levando a formacao de EROs e radicais fenoxil que podem atacar o DNA,
lipideos e outras moléculas biologicas [Galati 2004]. Em presenca de
metais de transicdo, foi verificado que flavonois com grupos galoil ou
catecol também sdo capazes de se autoxidar levando a degradacao de
LDL [Galati 2004]. No mesmo estudo, o composto epigalocatequin-galato,
se mostrou capaz de induzir a geragcao de H>O. e o subseqiiente dano ao
DNA celular.

Tais comportamentos pré-oxidantes serdo de relevante interesse na
discussao dos resultados obtidos neste trabalho.

1.3.4 Acido caféico

Dentre os acidos hidroxicinamicos, aquele mais comumente encontrado e
de maior representatividade na dieta é o acido caféico (AC), composto

sensivel ao calor [Dimberg et al. 1996] e produzido a partir da L-

fenilalanina ou L-tirosina, conforme a Fig. 5.
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Fig.5. Precursores biosintéticos do acido caféico (Rice-Evans 1996)

Apesar do nome que o remete ao café, pode também ser encontrado em
frutas e vegetais como maca, ameixa, uvas e tomates, sendo possivel
isola-lo das folhas de Alsophila spinulosa, uma pteridéfita originaria da
China, com propriedades ja descritas para o tratamento de hepatite, gota
e reumatismo [Chiang et al. 1994].

Os estudos acerca dos efeitos fisioldgicos do AC incluem relatos sobre a
sua capacidade de atuar como antiinflamatério [Chen et al. 1995], inibidor
da xantina-oxidase [Chiang 1994], ligante metdlico [Nardini et al. 1995] e
como agente protetor contra citotoxicicidade induzida por perdxido de
hidrogénio [Nakayama 1994]. Estudos com AC em sistemas lipidicos
indicaram um potencial deste polifenol em atenuar a oxidacdo de
lipoproteinas de baixa densidade [Castellucio et al. 1996 e 1995] e mesmo
inibir a oxidacao de LDL catalisada por ions metélicos [Nardini 1995].

1.3.4.1  Aspectos estruturais

No que diz respeito ao potencial antioxidante do AC, sua atividade anti-

radical esta intrinsecamente correlacionada a sua estrutura molecular,

tanto em funcdo de sua capacidade de estabilizar por ressonéancia o
radical fenoxil gerado pela doacédo do seu H fendlico, quanto em funcéo
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de sua capacidade de interagir com metais indutores de reacdes de dano

oxidativo.

Estudos de anadlise conformacional por métodos ab initio (otimizagdo da
geometria da molécula e calculo de suas freqiéncias vibracionais, por
meio de métodos computacionais), revelam que as energias calculadas
para o AC e moléculas similares sugerem uma clara preferéncia por uma
geometria planar em um sistema completamente conjugado [Filuza et al.
2004 e VanBesien et al. 2003]. Segundo estes estudos, esta preferéncia
pela planaridade é previsivel, uma vez que favorece a deslocalizacao de
elétrons através de um sistema 1 expandido, estabilizando a molécula e
fornecendo energias conformacionais mais baixas. Esta estabilidade
molecular por deslocalizacao de elétrons em sistemas 1T conjugados, esta
fortemente correlacionada a capacidade antioxidante do AC,
principalmente no que diz respeito a estabilizacdo de radicais fenoxil.

Hotta por meio de estudos eletroquimicos demonstrou que o numero n de
elétrons envolvidos nas reacdes de oxidacdo do AC ¢ igual a 2 em pH
menor do que 7, porém este numero aumenta consideravelmente com o
aumento do pH [Hotta 2001]. O numero de 2 elétrons obtido por ensaios
voltamétricos € consistente com o numero de hidroxilas fendlicas deste

composto e, portanto com o mecanismo proposto na Fig. 6 abaixo:

OH O= 0
OH H'e ‘/'\,OH H'.e o
~ f - {
H e r H' e

Fig.6. Mecanismo proposto para oxidagdo do AC (Hotta 2001)

Os valores de n mais altos observados em pH maior que 7 sugerem que
em meio alcalino os polifendis com grupos catecol estao sujeitos a alguma
reacdo quimica (a qual se revelou irreversivel segundo os estudos
voltamétricos). Isto de algum modo altera sua estrutura, provavelmente
em termos do numero de hidroxilas [Hotta 2001]. Foi entdo proposto uma
reacdo de dimerizacao como principal geradora dos produtos de oxidacéo
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do AC em pH alcalino. Esta reagdo esta em concordancia com dados de
espectroscopia Raman os quais confirmam a possibilidade da existéncia
de estruturas diméricas (também previstas nos calculos ab initio)
[VanBesien 2003], corroborando o sugerido por Kokhar (diminuicado no
efeito quelante com o aumento da concentracdo de polifendis devido a
reagOes paralelas de dimerizagédo) [Kokhar 2003].

Outra possivel explicacdo para os elétrons adicionais envolvidos na
reacdo de oxidacdo do AC em pH maior que 7, é dada conforme o
mecanismo a seguir, expresso pela Fig. 7:

O‘> o
0 0
are — [T -q
HO( HO

Fig.7. Mecanismo alternativo para oxidagao do AC

No entanto, como uma das espécies formadas nesta reacéo é o hidreto, a
energia dos produtos gerados seria bastante alta, 0 que torna improvavel
que a oxidacao do AC ocorra por meio deste mecanismo.

Apesar dos estudos iniciais sobre a relagédo estrutura/atividade de acidos
fendlicos terem se concentrado na importancia do grupo catecol [Chen
1997 e Moon 1998], indicando ser este um grupo importante tanto na
estabilizacao de radicais livres [Hotta 2001] quanto na complexag¢ao de
metais [Kokhar 2003, Hynes et al.2004 e Boilet et al. 2005], o papel do

grupo etilénico e do grupo carboxilico devem também ser avaliados.

Teoricamente a dupla ligagdo seria importante para a atividade
antioxidante na medida em que a mesma é imprescindivel na
estabilizacdo de radicais fenoxil por conjugacédo, conforme ja discutido
[Rice-Evans 1996]. Porém no caso do AC, foi verificado que sua
habilidade antioxidante é relativamente menor que a de analogos sem a
presenca da dupla ligacdao [Hotta 2001 e Rice-Evans 1996]. Esta
observacao poderia estar relacionada a impossibilidade do grupo etilénico
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em efetuar rotagées livremente, diminuindo assim a eficiéncia estérica da

molécula em formar quelatos metalicos [Filuza et al. 2004].

Em relagdo ao grupo carboxilico, estudos tem demonstrado sua
participacdao central em algumas reacdes de complexacdo do AC com
metais [Boilet 2005 e Khvan 2001], uma vez que esta interacao tende a
ser facilitada em meio neutro ou levemente alcalino. Adicionalmente,
estudos espectroscopicos por UV e IR, realizados por estes autores
confirmam a existéncia de estruturas metal:AC, nas proporcdes 1:1 (no
caso do metal Pb?*) , 1:2 (no caso dos metais Cu?* e Zn?), 2:1 (também
no caso dos metais Pb?* e Cu?*) e 1:3 (no caso de AI**).

Cabe no entanto salientar que os diversos estudos da interacdo do AC
com diferentes metais demonstram justamente que extrapolacées de um
complexo para outro ndo podem ser utilizadas no que diz respeito ao sitio
ligante e aos mecanismos de complexacdo, posto que a natureza do

complexo varia com o ion considerado.

Por fim vale mencionar que a capacidade do AC em interagir com Fe(lll)
depende da concentracdo deste metal. Conforme reportado por Deiana
[Deiana et al. 1995], o AC é capaz de reduzir Fe(lll), formando o-quinona
ou decompondo-se completamente. A literatura relata ainda uma
decomposicao gradual de complexos Fe(lll)-AC [Hynes 2004], conforme o

mecanismo proposto na Fig. 8 a seqguir :
0]
”0:@/\/& 0
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Fig.8. Esquema da decomposicdo do AC mediada por ions Fe(lll) (Hynes 2004)
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Foi ainda verificada a pouca eficiéncia do AC em remover Fe(lll) de outro
quelante tipico, a Desferoxamina [Solinas et al. 1996]. Estas
caracteristicas do AC podem ser de relevante interesse uma vez que
espécies férricas estdo intimamente correlacionadas a presenca de
EROS, e influem grandemente na capacidade antioxidante das
substancias (vide item 1.2 a respeito da PIH).

2. Materiais e Métodos

2.1 Oxidacdo do Ascorbato

A taxa de oxidacao do ascorbato induzida por ions férricos, fornece uma
avaliacao indireta da extensao da reducao de ions Fe(lll) a Fe(ll), reducao
esta de relevante interesse bioquimico por gerar o reagente de Fenton e
permitir a posterior formagdo de EROs. As absorbancias de sistemas
contendo Fe(lll) previamente ligado a um co-quelante (EDTA, NTA ou
citrato conforme o caso), tampao Hepes a pH 7,2 e PIH seguido da adicéo
de ascorbato, foram medidas a 265 nm (comprimento de onda no qual
ocorre absorcdo de luz por parte do ascorbato) durante 3 minutos. As
respectivas inclinacdes da reta foram entao calculadas, obtendo-se assim
a taxa de oxidacdo de ascorbato em Abs./min, sendo que 0s controles
correspondem a sistemas sem adicio de PIH. A menos que
expressamente indicado nas figuras, o tempo entre a adicdo de PIH e

ascorbato foi de cerca de 8 minutos.

Neste ensaio foram utilizadas solugcdes estoque recém preparadas de PIH
(0,5 e 2 mmol/L) e cloreto férrico (Immol/L em solucao diluida de HCI),
além de solucbes de tampao Hepes (20 mmol/L) e Fe(lll)-co-quelantes
(EDTA, NTA e Citrato). Todas as medicoes foram realizadas em
espectrofotobmetro Hitachi U-2001 a temperatura ambiente.
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2.2 RPE do Radical ascorbil

A formacao do radical ascorbil em sistemas reacionais tamponados por 20
mmol/L Hepes a pH 7,2, contendo Fe(lll)-EDTA e PIH em diferentes
concentragdes, seguidos da adicdo de ascorbato foi acompanhada por
meio de estudos de ressonancia paramagnética eletrbnica. A
quantificagéo do radical ascorbil formado em cada reagao foi proporcional
a altura do pico obtido nos espectros, medido em unidades arbitrarias e ja
considerada uma linha base do sinal igual a 0,5 unidades arbitrarias. As
medidas foram realizadas em um equipamento Bruker ESP 300 do
Instituto de Fisica da Universidade Federal de Goias - UFG, nas seguintes
condicoes instrumentais: freqliéncia de microondas de 9,42 GHz,
frequéncia de modulacdo igual a 100 kHz, potencia de microondas de 10
mW amplitude de modulacdo igual a 0,25 G e um ganho de 6,3.10°.
Todos os sistemas foram incubados a temperatura ambiente, sendo a
medicao iniciada sempre 3,5 minutos apods a adicdo de ascorbato e os
espectros obtidos por acumulacéo de duas varreduras.

2.3 Dano oxidativo a 2-DR

Utilizou-se o ensaio do TBARS que consiste na degradacao oxidativa do
acucar 2-Deoxi-D-ribose (2-DR) por espécies reativas de oxigénio,
formando entre outros produtos o malondialdeido (MDA), o qual reage em
meio acido com o acido tiobarbiturico (TBA) na proporcao de 2:1 formando
um éster com absorgcdo caracteristica a 532 nm [Halliwell 1987 e
Gutteridge 1981].

Neste ensaio utilizaram-se solucbes estoque de 2-DR 125 mmol/L
mantidas sob refrigeracdo, solucdo de TBA 1% em NaOH 50 mmol/L
preparada a cada 5 dias e solucédo de acido fosférico a 4%. As solucdes
estoque de AC 0,5 mmol/L foram preparadas diariamente por dissolucéo
do composto em agua a 45° C. O dano oxidativo a 2-DR foi induzido por
um sistema gerador de radicais, do tipo Fenton, utilizando-se solucao de
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peroxido de hidrogénio preparada diariamente e solucdo de sulfato de
ferro (apenas nos experimentos descritos nas figuras 16 e 19, foi utilizado
sulfato de ferro amoniacal) preparada também diariamente.

No caso especifico dos ensaios com PIH, ndo houve adicao de reagentes
de Fenton (peroxido e Fe(ll)) e sim os precursores, Fe(lll) e ascorbato.
Como etapas do ensaio, o agucar foi colocado no meio contendo a reagéao
de Fenton, incubando-se a reacédo a 372 C (ou 100° C) em banho-maria e
posteriormente adicionando-se 500 puL de TBA e acido fosforico. O meio
resultante foi levado a fervura por 15 minutos, ao final do qual se
obtiveram solucées cuja coloracdo € proporcional ao dano oxidativo
causado pelas espécies reativas geradas, podendo-se desta forma
mensurar suas absorbancias a 532 nm em espectrofotdmetros Hitachi U-
2001 e Milton Roy. Utilizaram-se como brancos, dois sistemas : um
contendo todos os reagentes exceto ferro e outro sem DR.

Nos ensaios do AC as reagdes foram pré-incubadas na presenca de Fe(ll)
por 15 minutos, exceto quando expressamente mencionado outros
tempos de pré-incubagcdo. Nestes ensaios, todos os sistemas foram
tamponados utilizando-se solugdes de uma mistura equimolar de Hepes e
MES com concentragdes finais iguais a 20 mmol/L e 8 mmol/L (apenas
nos estudos espectrofotométricos) em dois diferentes pHs : 5,6 e 7,2.

Os dados correspondem a média de trés experimentos independentes
(diferentes dias), cada um realizado em triplicata, a menos que

expressamente indicado.

2.4 Reducgéo do complexo Fe(lll)-(PIH). promovida pelo ascorbato

A reducao do complexo Fe(lll)-(PIH). promovida pelo ascorbato foi medida
espectrofotométricamente acompanhando-se durante 45 minutos a
diminuicdo da absorbancia a 476 nm, de sistemas contendo Fe(lll) e PIH
seguidos da adicdo de quantidades variaveis de ascorbato (0,1 a 50
mmol/L). A regido de 476 nm corresponde ao pico de absorcdo do
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complexo Fe(lll)-(PIH)2, conforme descrito na literaura (Hermes-Lima et al.
2000). Os meios reacionais foram mantidos em pH 7,2 pela adicdo de 5
mmol/L de tampao fosfato. As solugdes foram previamente borbulhadas

com gas nitrogénio de modo a prevenir a re-oxidagao de ions Fe(ll).

3. Resultados e Discussao

3.1 Estudos sobre a acdo antioxidante da PIH

3.1.1 Influéncia da natureza do co-quelante na atividade antioxidante da
PIH

Sistemas contendo 20 mmol/L de tampéao Hepes em pH 7,2 e 100 umol/L
de ascorbato demonstram que 100 umol/L da PIH conseguem inibir em
cerca de 100%, a oxidagao de ascorbato causada por até 20 umol/L de
Fe-NTA (Fig 9). Porém, a partir deste ponto esta inibicao promovida pela
PIH decresce com o aumento da concentracdo de Fe-NTA, na medida em
que a taxa de oxidacao do ascorbato aumenta proporcionalmente.
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Fig. 9. Dependéncia da oxidagdo do ascorbato com a concentracdo de Fe-NTA
(Quadro A). Concentracdes finais : ascorbato ( 100 pmol/L), Hepes 20 mmol/L pH
7,2), PIH (0 e 200 ymol/L ), Fe-NTA (variaveis sempre na proporcao 1:2). O quadro B
€ uma reapresentacao dos mesmos dados do quadro A, mostrando o percentual de
inibicdo da reacao de oxidacao do ascorbato pela PIH em relacdo aos controles (sem
PIH).
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Comparando estes resultados com aqueles obtidos em sistemas contendo
Fe-EDTA (na propor¢éao 1:1) (Fig 10), observa-se que a protecao da PIH
decresce abruptamente com aumento das concentragdes de Fe, sendo

esta protecao diminuida para apenas 20% em concentracdes iguais a 20

pumol/L .
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Fig. 10. Dependéncia da oxidagdo do ascorbato com a concentragdo de Fe-EDTA
(Quadro A). Concentragdes finais : ascorbato ( 100 pmol/L), Hepes 20 mmol/L pH
7,2), PIH (0 e 200 ymol/L ), Fe-EDTA (variaveis sempre na proporcao 1:1). O quadro
B é uma reapresentacdo dos mesmos dados do quadro A, mostrando o percentual de
inibicdo da reacao de oxidacao do ascorbato pela PIH em relacdo aos controles (sem
PIH).

Estes resultados sdo comparaveis aqueles obtidos em ensaios de RPE,
nos quais a extensdo da reacdo de oxidagdo do ascorbato €
acompanhada por meio da medicdo do radical ascorbil gerado in situ. A
Fig. 11 , utilizando a técnica da RPE, demonstra que a eficiéncia da PIH
(200 pmol/L) em prevenir a formagdo de ascorbil é inversamente

proporcional a concentracao de Fe-EDTA.
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Fig. 11. Dependéncia da formacao do radical ascorbil com a concentracdo de Fe-
EDTA (dados de RPE). Concentracoes finais : ascorbato ( 1Tmmol/L, adicionado ap6s
30 minutos de pré-incubacao), Hepes (20 mmol/L pH 7,2), PIH (0 e 200 ymol/L ), Fe-
EDTA (variaveis sempre na proporcdao 1:1). O “inset” € uma reapresentacao dos
mesmos dados do quadro A, mostrando o percentual de inibicdo da reacdo de
oxidacao do ascorbato pela PIH em relacdo aos controles (sem PIH). Dados obtidos
a partir de 4 experimentos independentes

Conforme os resultados expressos nas figuras 9, 10 e 11 foi observado
que a presenca da PIH de fato causou um efeito inibitdério na oxidacéo do
ascorbato, porém a eficiéncia do PIH em prevenir esta oxidacao é
dependente da concentracdo de Fe e principalmente da natureza da
substancia co-quelante previamente ligada aos ions férricos. A presenca
deste co-quelante de Fe(lll) nos sistemas experimentais delineados para
este trabalho é importante pois além de ions Fe(lll) serem insolluveis no
pH utilizado, pretendeu-se nestes experimentos simular condi¢coes
fisioldgicas, nas quais estes ions também ndo sdo encontrados em sua

forma livre.

Propdem-se que as reagOes expressas nas equacoes 12-15 e 9

descritas a seguir estariam em curso no meio reacional utilizado :
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Fe(Ill) — Quelante + Ascorbato ——> Fe(Il) — Quelante + ascorbil (equagao 12)

2Ascorbil —— Ascorbato + dehidroascorbato (equagéo 13)
Fe(Il) - Quelante + O, —— Fe(Ill) — Quelante + 02°_ (equagao 14)
20, +2H" —— H,0,+0, (equagéo 9)

H,O0, + Fe(Il) — Quelante ——> Fe(IIl) — Quelante+ OH ™ + HO" (equagao 15)

Dentro deste cenario, a PIH estaria formando um complexo estavel com
os ions Fe(lll), competindo pelo ferro com os co-quelantes. Este complexo
Fe-PIH de alguma maneira seria menos suscetivel a sofrer reducao do
que os complexos com EDTA e NTA, inibindo portanto a reagdo de
oxidacdo do ascorbato. No entanto, os resultados da Figura 9, 10
demonstram que a PIH ndo é capaz de remover Fe(lll) do co-quelante
EDTA tao eficientemente como o faz quando o co-quelante é o NTA.

Adicionalmente, a influéncia do co-quelante também pode ser identificada
pelos espectros de RPE da Fig. 12, nos quais se verifica que na presenca
de 5 umol/L de Fe-NTA (na proporcédo 1:2) (A e B), a PIH foi capaz de
inibir drasticamente a formacdo da espécie ascorbil (0,9 Unidades
Arbitrarias — UA, contra 2,33 UA observados nos controles sem PIH, o que
significa cerca de 61% de inibicdo). Contrariamente, sistemas contendo
PIH em presengca de 5umol/L de Fe-EDTA (na proporcao 1:1),
apresentaram apenas cerca de 25%de inibicao (Fig 12, C e D).
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Fig. 12. Efeito da PIH na redugédo do sinal do radical ascorbil com diferentes co-
quelantes. Concentragdes finais : ascorbato ( Tmmol/L), Hepes (20 mmol/L pH 7,2),
PIH (200 pymol/L ), Fe-NTA (5 ymol/L na proporcao 1:2 — A e B), Fe-EDTA (5 pmol/L
na proporcao 1:1 — C e D. Os espectros foram obtidos por acumulacdo de 2
varreduras. Os quadros A e C correspondem aos controles sem PIH.

Além disto, tanto os resultados das figura 9, 10 e 11 quanto aqueles da
figura 12, estdo plenamente de acordo com os dados obtidos em ensaios
de dano oxidativo a 2-DR (utilizando-se o método do TBARS, no lugar
dos métodos de oxidacdo do ascorbato e RPE, percebe-se que a
complexacdo da PIH com Fe(lll) também depende da natureza do co-

quelante). Estes dados estdo expressos na tabela 2 a seguir :

Tabela 2. Percentual de protecdo da PIH contra oxidagdo da 2-DR com diferentes co-
quelantes. Concentragbes finais : 2-DR ( 5 mmol/L), ascorbato ( 0,7 mmol/L). As
reacoes foram tamponadas em pH 7,2 (10 mmol/L tampéao fosfato) e pré-incubadas
por 10 minutos antes da adicao do ascorbato.

Percentual de protecao contra oxidacao da 2-
DR em relacao aos controles
. Fe(lll)- Fe(lll)-
Concentracao Fe(lll)-NTA _
EDTA Citrato
PIH (10 uMol/L)
(10 yMol/L) (10 uMol/L)
20 uMol/L 14% 48% 32%
100 pMol/L 32% 83% 93%
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Nestes ensaios, em meios contendo tampéao fosfato (pH 7,2) e 10 umol/L
Fe-NTA (ou Fe-Citrato, sendo o citrato um ligante fisiolégico de ferro,
encontrado em “pools” intracelulares deste metal [Britton et al. 1994], a
eficiéncia da PIH (20 umol/L ) em prevenir a degradagéo da 2-DR foi cerca
de 2 a 3 vezes maior que em meios contendo igual concentracdo de Fe-
EDTA.

Estes resultados como um todo, sugerem que uma vez formado um
complexo de Fe com a substancia co-quelante EDTA, NTA ou Citrato, a
PIH é capaz de remover o ion Fe deste complexo, formando um novo
complexo, possivelmente do tipo Fe-(PIH).. Esta remocao é tanto mais
dificil ou demorada, quanto maior for a afinidade do co-quelante pelo
metal. De fato, avaliando-se as constantes de formacao ja reportadas na
literatura [Roche et al. 1990] para Fe(lll)-EDTA (log B11 = 25,5), Fe(lll)-
NTA (log B11 = 8,3) e Fe(lll)-Citrato (log B11 = 7,3) [Konigsberger et al.
2000], percebe-se que NTA e Citrato formam complexos de certa forma
mais “fracos”, dos quais & mais facil a remogéao do ion Fe para posterior
complexagé&o com a PIH (log B11 = 24,8) [Webb et al. 1988 e Vitolo et al.
1990]. Apenas a titulo de comparacédo, a constante de formacao Fe(lll)-
DFO foi calculada como log B11 = 30,6 [Hou 1994].

Estes resultados, se encontram em harménica associacdo com aqueles
descritos nas secbes seguintes, como se verd, levando a uma evidéncia
experimental adicional de que o mecanismo de acdo antioxidante da PIH
se deve a sua complexacdao com ions Fe(lll). Neste sentido, a PIH ao
substituir o co-quelante no complexo com Fe(lll), é capaz de formar uma
estrutura tal que o novo complexo Fe-(PIH), apresenta capacidade menor

de promover a oxidacao do ascorbato.
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3.1.2 Influéncia do tempo de pré-incubacdo na atividade antioxidante da
PIH

A fim de investigar o comportamento da PIH ao longo do tempo nas
reagdes descritas pelas equacdes de 7 a 10, foi testado o efeito da pré-
incubacado sobre : i) a oxidacdo do ascorbato; ii) a formacéao do radical
ascorbil e iii) degradacdo da 2-DR. O tempo de pré-incubagéao
corresponde ao intervalo antes da adicao de ascorbato ao meio reacional
contendo o metal e o PIH, j4 que esta substancia é responsavel por iniciar
a reacao.

Aumentando o tempo de pré-incubacdo de 0 para 85 minutos, de um
sistema contendo 100 pmol/L de PIH e 20 pumol/L de Fe-EDTA (na
proporcao 1:1), observa-se um aumento de quase o dobro da inibicdo do
PIH sobre a oxidacao do ascorbato (Fig. 13).
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Fig. 13. Efeito da pré-incubacao de Fe(lll)-EDTA e PIH na oxidagdo do ascorbato
(Quadro A). Concentracdes finais : ascorbato ( 100 uymol/L), Hepes (20 mmol/L pH
7,2), PIH (0 e 100 ymol/L ), Fe-EDTA (20 ymol/L na propor¢ao 1:1). O ascorbato foi
adicionado ap6s cada periodo de pré-incubagéo a temperatura ambiente. O quadro B
€ uma reapresentacao dos mesmos dados do quadro A, mostrando o percentual de

inibicdo da reacao de oxidagado do ascorbato pela PIH em relagao aos controles (sem
PIH)
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Empregando a RPE, foram obtidos os resultados da Fig. 14, os quais
corroboram o0s achados anteriores. Estes resultados mostram que
sistemas contendo PIH e Fe-EDTA pré-incubados por 90 minutos antes
da adicdo de ascorbato, apresentaram percentual de inibicdo sobre a
geracao do radical ascorbil igual a 72%, contra apenas 8% de inibicao de

sistemas sem pré-incubagéo.
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Tempo pré-incubacao (min)

Fig. 14. Efeito da pré-incubagédo de Fe(lll)-EDTA e PIH na formagédo do radical
ascorbil. Concentragées finais : ascorbato ( 1 mmol/L), Hepes (20 mmol/L pH 7,2),
PIH (0 e 200 ymol/L ), Fe-EDTA (10 pmol/L na proporgado 1:1). O ascorbato foi
adicionado apds cada periodo de pré-incubagéo a temperatura ambiente.

Apenas para confirmagédo foi utilizado o ensaio da 2-DR também em
sistemas contendo PIH e Fe-EDTA pré-incubados. Assim como nos
experimentos anteriores, a eficiéncia do PIH em prevenir a reacdo de
reducédo de Fe(lll) ( e no caso deste ensaio, a eficiéncia em prevenir o
dano a 2-DR por espécies radicalares oriundas desta reacao), aumenta
com o tempo. O dano a 2-DR decresce em mais de 50% ap06s 2 horas de
pré-incubacao (Fig. 15).
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Fig. 15. Efeito da pré-incubacdo de Fe(lll)-EDTA e PIH na degradagdo da 2-DR.
Concentragdes finais : ascorbato ( 0,7 mmol/L), Hepes (10 mmol/L pH 7,2), PIH (0 e
200 pmol/L ), Fe-EDTA (10 umol/L na proporcéao 1:1). O ascorbato e a 2-DR foram
adicionados ap0s cada periodo de pré-incubagao a temperatura ambiente.

As Figuras 13, 14 e 15 analisadas em conjunto demonstram que a
habilidade da PIH em prevenir tanto a oxidacdo do ascorbato, quanto o
dano a 2-DR ou a formagao radical ascorbil, todos induzidos por espécies
férricas, € dependente do tempo de pré-incubacdo da PIH com o
complexo Fe-co-quelante. Quanto maior o tempo em a PIH permanece em
contato com o complexo Fe(lll)-coquelante, maior a habilidade protetora

da PIH contra a oxidagéao do ascorbato.

Sugere-se portanto que a remocao de ions Fe(lll) do co-quelante pela PIH
e a posterior formacao do complexo Fe(lll)-(PIH)., é um processo lento, e
tdo mais lento o serd, quanto maior for a afinidade do co-quelante pelo ion
metalico. Estudos de pré-incubacdo de PIH com Fe-NTA em condicoes
idénticas, revelaram que nao houve alteracdo da oxidagdo do ascorbato

em funcédo do tempo de pré-incubacao, sugerindo que a remocao de Fe
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neste caso é bastante rapida, o que estda em bom acordo com as
observacodes relatadas no item 3.1.1.

Desta forma, considera-se que tais resultados sao explicaveis pelo fato de
estar em curso uma competicdo entre a PIH e o co-quelante pela
complexacdo com os ions Fe(lll), em um sistema reacional onde co-
existam estes trés componentes. E portanto esperado que seja mais
dificil (e por conseguinte mais demorado) para a PIH, remover ions Fe(lll)
de co-quelantes com altas constantes de formacao.

Neste sentido, Hermes Lima determinou as velocidades de remocgéao de
ions Fe(lll) do EDTA e do NTA pela PIH e a conseqiente formagcao do
complexo Fe(lll)-(PIH), [Hermes Lima et al. 2000]. Acompanhando a
formacao deste complexo a 476 nm, foi relatado que o mesmo € formado
em poucos segundos quando se utiliza NTA como co-quelante,
diferentemente do caso do EDTA, onde somente se observa formacao do
complexo com PIH apés cerca de 30 minutos nas condicoes
experimentais ali descritas. Estes resultados, em conjunto com aqueles
apresentados neste trabalho, explicam a diferenca de comportamento da
PIH em ralagdo a sistemas contendo EDTA ou NTA ou mesmo outro
ligante de Fe(lll) tal como Citrato.

3.1.3 Influéncia da concentracdo de PIH e da propor¢cao entre os ligantes

PIH e co-quelantes) e o Fe.

Verificou-se que o efeito da PIH tanto na oxidacdo do ascorbato quanto
na formacdo do radical ascorbil dependem das concentracdes deste
quelante, sendo a agao antioxidante da PIH, diretamente proporcional a

sua concentragao.

A Fig. 16 demonstra o efeito da concentragdo de PIH sobre a taxa de
oxidacdo do ascorbato em dois diferentes tempos de pré-incubagao
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(circulos fechados = 8 minutos; circulos abertos = 2 horas). O valor do Iso
em solucdes pré-incubadas por 2 horas € igual a 90 umol/L de PIH, em
contraste com aquele obtido para solugdes pré-incubadas por 8 minutos
(Iso igual @ 500 umol/L de PIH).
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Fig. 16. Efeito da concentracdo de PIH na oxidacdo do ascorbato em dois diferentes
tempos de pré-incubacdo. Concentragdes finais : ascorbato ( 100 pmol/L), Hepes (20
mmol/L pH 7,2), PIH (variaveis), Fe-EDTA (10 ymol/L na proporgdo 1:1). O ascorbato
foi adicionado apés cada periodo de pré-incubacéo a temperatura ambiente. Circulos
fechados = 8 minutos e circulos abertos = 2 horas pré-incubacgéo.

A tabela 3 a seguir, indica 0 mesmo perfil em relacdo a formagao do
radical ascorbil, observando-se um Isy igual a 375 pmol/L de PIH em
solugdes contendo 5 umol/L de Fe-EDTA e pré-incubadas por 30 minutos.

Tabela 3. Efeito da concentracdo de PIH na formacdo do radical ascorbil.
Concentracbes finais : ascorbato ( 1 mmol/L), Hepes (20 mmol/L pH 7,2), PIH
(variaveis), Fe-EDTA (5 pymol/L na proporgéo 1:1). O ascorbato foi adicionado apés
30 minutos de pré-incubacao a temperatura ambiente.

Concentracao de PIH Intensidade do sinal RPE
(umol/L) (unidades arbitrarias)
0 3,75 + 0,41
100 3,11 +£0,17
200 2,79 £ 0,36
300 2,21 +0,17
390 1,983 +£0,15
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A necessidade de concentracdes relativamente mais altas de PIH para
produzir um efeito antioxidante eficiente quando utilizadas soluc¢des de Fe-
EDTA esta em total conformidade com a discussao apresentada no item
3.1.1. a respeito da natureza do co-quelante e sua afinidade com os ions
de Fe(lll). Teoricamente quanto mais forte for a interacdo entre os ions
ferro e o co-quelante, maior quantidade de PIH sera necessaria para a
producéo de um efeito antioxidante.

Um fato de relevante interesse é o comportamento do PIH frente a
diferentes propor¢des entre os ions féerricos e o EDTA. Conforme o
esperado, verificou-se que a habilidade da PIH em prevenir a oxidacédo do
ascorbato é significativamente menor quando a propor¢cdo Fe:EDTA
aumenta para 1:5 (Fig. 17).
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Fig. 17. Efeito da concentragdo de PIH na oxidacdo do ascorbato em duas diferentes
proporgcoes Fe-EDTA. Concentragdes finais : ascorbato ( 100 ymol/L), Hepes (20
mmol/L pH 7,2), PIH (variaveis), EDTA (10 ymol/L na propor¢do 1:1 e 50 ymol/L na
proporgdo 1:5). O ascorbato foi adicionado apds 2 horas de pré-incubagdo a
temperatura ambiente.

46



Incrementos na concentragcdo de PIH nao alteram este comportamento,
pois mesmo em meios contendo 100 umol/L de PIH e 50 umol/L de EDTA
(na proporcéo 1:5 em relagéo ao Fe), a taxa de oxidagao do ascorbato é
cerca de 40 % maior em relacdo a meios contendo Fe-EDTA na proporgao
1:1. Semelhantemente ao ja discutido para os resultados obtidos na pré-
incubacao (figuras 13, 14 e 15) e na titulagéo de PIH (figura 16 e tabela 3),
percebe-se que quanto mais favorecida for a interacdo entre o co-quelante
o os ions férricos, menor sera o efeito protetor da PIH. Obviamente o
favorecimento desta interacdo depende fortemente da concentracdo de
co-quelante no meio reacional. Assim, uma provavel explicacdo para a
menor protecdo da PIH quando se utiliza Fe-EDTA na proporcéo 1:5, é
que a presenca de excesso de EDTA ndao complexado ao Fe tornaria a
formagcdo do complexo Fe(lll)-(PIH). mais dificil devido a competigcdes

mecanisticas.
3.1.4 Efeito da agao redutora do ascorbato sobre o complexo Fe(lll)-(PIH),

Considerando que a presenca de ascorbato € capaz de reduzir ions Fe(lll)
mesmo estando estes complexados a moléculas quelantes do tipo EDTA
(vide resultados dos controles figura 10), o efeito da acdo redutora do
ascorbato sobre o complexo Fe(lll)-(PIH). foi investigada. Com base na
afinidade da PIH por ions férricos e nos resultados ja relatados, presume-
se que o Fe(lll) complexado ao PIH € menos suscetivel a sofrer reducao.

A solucdes contendo 50 pumol/L Fe(lll) e 100 pmol/L da PIH, adicionaram-
se quantidades crescentes de ascorbato, acompanhando-se entédo
durante 30 minutos o comportamento do sistema a 476 nm (regidao do
espectro correspondente ao pico de absorcao do complexo Fe(lll)-(PIH)z).
Concentragdes de ascorbato variando de 0,1 a 2,5 mM, nao foram
capazes de reduzir em larga escala o ferro ligado. Na verdade, apenas
16% do ferro ligado foi reduzido por 2,5mM de ascorbato apds 15 minutos
de reacdo. No entanto, 5, 10 e 50 mM de ascorbato provocaram

respectivamente 70%, 92% e 100 % de reducao apos 0,5 minuto.
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Estes resultados parecem concordar com 0s anteriores, uma vez que a
julgar pelo comportamento do PIH em relacdo a taxa de oxidagdo do

ascorbato verificada nos experimentos ja relatados, espera-se que a
reducdo do complexo Fe(lll)-(PIH). ocorra mais lentamente que no caso

dos complexos Fe-NTA, Fe-Citrato e mesmo Fe-EDTA.

3.2 Estudo da acao do acido caféico

3.2.1 Atividade antioxidante do acido caféico (AC) e efeito do pH
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Fig. 18. Efeito da presenca de AC na degradacao da 2-DR. Concentragdes finais : 2-

DR (10 mmol/L), Tampao Hepes/MES (20 mmol/L pH 7,2 e 5,6), H,O, (100 pmol/L),

Fe(ll) (30 umol/L). O perdxido foi adicionado apds 15 minutos de pré-incubagédo de
AC e Fe(ll) a temperatura ambiente. Apds a adicdo de peréxido, todo o sistema foi
incubado a 37°C por 20 minutos.

A fim de caracterizar o potencial antioxidante do AC foi medida a

capacidade do mesmo em prevenir o dano oxidativo a 2-DR induzido por
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30 umol/L de Fe(ll) em uma tipica reagao de Fenton. Os meios reacionais
contendo 200 pmol/L de AC, incubados a 37° C apresentaram uma
protecdo de cerca de 71% em relacdo ao controle sem AC em pH 7,2
(Fig. 18), evidenciando que este polifenol eficientemente inibe a
degradacao oxidativa da 2-DR.

Ja em sistemas tamponados em pH 5,6 observou-se que esta protecao
cai para cerca de 26% em relagdo ao controle sem AC. Estas
observacbes estdo em bom acordo com os estudos relatados por Boilet,
onde nenhuma complexacdo de AC com Pb(ll) ocorre quando a fungéo
carboxilica e o grupo catecol estdo totalmente protonados, como por

exemplo em metanol puro [Boilet 2005].

E interessante notar que a reacdo de Fenton sem a presenca de AC,
propicia maior dano oxidativo a 2-DR em pH 7,2 que em pH 5,6.

Em estudos com o acido elagico (AE) foi verificado semelhantemente que
a habilidade antioxidante deste composto também depende do pH. Em
sistemas de Fenton, observou-se que o AE € mais eficiente em inibir
reacoes de degradacgado oxidativa em pHs mais altos, tendo sido este fato
correlacionado com a desprotonacao deste polifenol [Ginani 2005].

Os resultados descritos na figura 18, em associacdo com aqueles
reportados por Boilet, demonstram que o pH exerce papel importante no
mecanismo de acao antioxidante do AC. Propbe-se aqui que este efeito
do pH seria devido ao favorecimento da formagédo de um complexo Fe(ll)-
AC pela desprotonacao do grupo carboxila e das hidroxilas fenélicas, em

meios alcalinos.

Considerando que o pKa; e pKa, do AC sao iguais a 4,36 e 8,48
respectivamente [Silva et al. 2000], estima-se que em pH 7,2 j& ocorra a
desprotonacdo de parte das hidroxilas fendlicas. Os estudos
espectrofotométricos descritos a seguir fornecem evidéncias adicionais de
que a complexacao depende substantivamente do grupo catecol.
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Uma vez que foi observado um incremento significativo na protecéo
oferecida pelo AC em pH 7,2 , e considerando que tanto em pH 5,6
quanto em pH 7,2 o grupo carboxila ja estd quase que completamente
desprotonado, sugere-se que o grupo catecol do anel tenha grande
influéncia na ligagao com ions Fe(ll).

Na verdade, em face dos valores das constantes de dissociacdo acida
medidos por potenciometria [Silva et al. 2000], € bem provavel que a
complexacdo ocorra no grupo catecol, conforme a Fig. 8 descrita
anteriormente, especialmente em pH 7,2.

No entanto, ndo pode ser descartada a hipétese de que a complexacao
com ions Fe(ll) esteja ocorrendo também em funcao do grupo carboxila.
desprotonado. Analogamente ao reportado por Khvan em sistemas
contendo Cu?* [Khvan 2001], é possivel que a formacdo de um complexo
Fe(ll)-AC esteja ocorrendo por meio de um mecanismo ibnico de
complexacdo pelo grupo carboxila, acompanhado pela liberacdo de
protons conforme a equacao 16:

ACH + Fe** —— AC Fe** + H* (equagao 16)

De qualquer forma, independentemente do grupo considerado, postula-se
que a desprotonagdo de um ou mais hidrogénios exerceria forte influéncia
na estabilizacdo do complexo Fe(ll)-AC, em funcdo da deslocalizacao
eletrénica ao longo da molécula do AC. Esta deslocalizagdo permitiria
escrever estruturas de ressonancia envolvendo as hidroxilas fendlicas, o

anel aroméatico, o grupo etilénico e a carboxila, todos em conjugacao.

No entanto, a identificacao precisa dos sitios ligantes do AC em relacao
aos ions Fe(ll) carece ainda de aprofundamentos, devendo ser
empregadas outras técnicas analiticas tais como difracao de raio-X,
espectroscopia de infra-vermelho, cromatografia, e ressonancia magnética

nuclear.
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3.2.2 Estudos espectrofotométricos da ligacdo de ions Fe(ll) ao AC

Com o objetivo de investigar o efeito do pH sobre a habilidade
antioxidante do  AC, foram conduzidos alguns estudos

espectrofotométricos na regidao do UV-VIS.

As Figuras 19 a,b,c representam o espectro de absorcédo tipico das
espécies presentes no meio reacional. Considerando que o sistema tem
coloracédo azulada, supbéem-se que o complexo formado tenha absorcao
na regiao do visivel. Por esta razdo a Figura 19 d foi composta, sendo a
mesma apenas uma ampliacdo das escalas das figuras 19 a,b,c na regiao

de interesse.
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Fig. 19a. Perfil espectral do AC puro e do AC em presenca de Fe(ll) em pH 4,0.
Concentracbes finais : Fe(ll) (8 pmol/L), AC (80 pmol/L). Os sistemas foram
incubados a temperatura ambiente por até 90 minutos.
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Fig. 19b. Perfil espectral do AC em presenca de Fe(ll) em pH 7,2. Concentragcbes
finais : Fe(ll) (8 umol/L), AC (80 umol/L), Tampao Hepes/MES (8 mmol/L e pH 7,2).
Os sistemas foram incubados a temperatura ambiente por até 90 minutos.
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Fig. 19c. Perfil espectral do AC em presenca de Fe(ll) em pH 5,6. Concentracbes
finais : Fe(ll) (8 umol/L), AC (80 umol/L), Tampao Hepes/MES (8 mmol/L e pH 5,6).
Os sistemas foram incubados a temperatura ambiente por até 90 minutos.
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Fig. 19d. Reimpressdo dos dados das figuras 17 a, b e ¢ em escala ampliada. Os
dados correspondem aos sistemas contendo Fe(ll) (8 ymol/L), AC (80 pmol/L), e
Tampao Hepes/MES (8 mmol/L) em diferentes pHs.

Segundo as figuras 19 a,b,c e d percebe-se que o perfil espectral das
espécies pode ser caracterizado por : i) AC (pico duplo bem definido na
regido de 300-400 nm e nenhum pico observavel na regido de 600 nm); ii)
AC + Fe(ll) em pH 7,2 (pico unico com ombro discreto na regido de 300-
400 nm e pico largo duplo na regiao de 600 nm); iii) AC + Fe(ll) em pH 5,6
(pico duplo bem definido na regido de 300-400 nm e pico Unico
extremamente discreto na regido de 600 nm), sugerindo que em meios

mais acidos a complexacao é desfavorecida ou ocorre mais lentamente.

Conforme o observado por Garcia, o espectro de absorcao de solucdes de
AC nao oxidado, as quais foi adicionado ferro, mostram um pico discreto
na regiao de 600 nm [Garcia et al. 1996]. Shindo também reportou nesta
mesma regido, um pico largo correspondente ao complexo Fe-catecol
[Shindo e Huang 1984]. A figura 19 d revela claramente que tal pico
aparece principalmente em um sistema contendo AC e ferro cujo pH é 7,2,
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sendo observada apenas uma formacao exrtremamente reduzida em pH
5,6 ou 4,06. Tal fato estd consistente com a proposta de que a formagéao
do complexo Fe(ll)-AC é favorecida pela desprotonacédo do grupo catecol

apos a desprotonacao da carboxila.

A Fig. 20 representa a formacao ao longo do tempo (medida a 604 nm),
de uma espécie que originalmente ndo estava presente em solugao
aquosa de AC, formagéao esta iniciada pela adicao de Fe(ll) (o tempo zero
corresponde a leituras realizadas imediatamente antes da adigao de ions
ferrosos). Neste ensaio as concentracbes de AC e Fe(ll) foram as

mesmas ja descritas para a figura 18.
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Fig. 20. Acompanhamento temporal da formacdo de espécie quimica a 604 nm.
Concentracoes finais : Tampao Hepes/MES (20 mmol/L pH 7,2 e 5,6), Fe(ll) (30
pmol/L) e AC (200 pmol/L). O curso temporal da reacdo foi acompanhado a
temperatura ambiente.

Considerando o resultado da Fig. 20 e as observacdes de Garcia e
Shindo, sugere-se que a absorbancia medida a 604 nm corresponde a
formagdo de um complexo Fe-AC através do sitio ligante catecol.

Conforme anteriormente mencionado, € interessante reiterar que a
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formagdo deste complexo parece ocorrer mais rapidamente em pH
levemente alcalino, provavelmente porque a desprotonacdo do AC gera
cargas eletrbnicas delocalizadas ao longo de sua estrutura, facilitando a
interacao do sitio ligante com cations Fe(ll). A inexisténcia de absorcao
em pH 4,0 (pH da solugdo de AC puro), também esta consistente com a
proposta de que em pH levemente alcalino, a complexacdo com ions
ferrosos é facilitada. Desta forma, propdem-se que a complexacao Fe-AC
ocorra preferencialmente quando o AC se encontrar em sua forma bi-

desprotonada.

3.2.3 Efeito da temperatura de incubacao

Curiosamente, incubando-se a 98° C a mesma reacao descrita na figura
18, foi verificado um efeito pro-oxidante do AC. A Fig. 21 revela que em
pH 7,2 a presenga de AC promove um incremento na oxidacado da 2-DR

de cerca de 176% em relagao ao controle sem AC.
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Fig. 21. Efeito da presenca de AC na degradagéo da 2-DR a 98°C. Concentragdes
finais : 2-DR (10 mmol/L), Tampao Hepes/MES (20 mmol/L pH 7,2 e 5,6), H.O,
(100 pmol/L), Fe(ll) (30 umol/L). O peréxido foi adicionado apos 15 minutos de pré-
incubacao de AC e Fe(ll) a temperatura ambiente. Apds a adicao de peréxido, todo
o sistema foi incubado a 98°C por 20 minutos.
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E notoriamente sabido que o aumento da temperatura favorece a
ocorréncia de reacdes endotérmicas, podendo neste caso estar ocorrendo
paralelamente uma série de reagdes simultdneas responsaveis pelo
aumento da oxidacao da 2-DR. Seria ainda possivel a degradacao térmica
da 2-DR, induzida por outras espécies geradas in situ. Entretanto, como
os sistemas controle sem AC forneceram valores consideravelmente
menores que aqueles com 200 umol/L de AC, supbe-se de algum modo
ser o AC o responsavel pelo “dano oxidativo extra”. Ressalta-se que os
controles utilizados foram iguais, tanto em reacdées a 37°C quanto em

reacdes a 98°C, em qualquer dos valores de pH.

Dimberg et al. utilizando ensaios de HPLC, relata que a quantidade de AC
presente em grdos de aveia decresce significativamente apos
processamento térmico de graos hidratados, por aquecimento em forno a
1002 C por 10 minutos, processo este que simula o tratamento industrial
de aveia [Dimberg 1996]. Com base nestes resultados Dimberg e King
[King e Young 1999] propéem que o AC é sensivel ao calor, podendo dar

lugar a produtos de sua decomposi¢ao térmica.

Hota et al, utilizando técnicas de eletrblise verificou que o nuimero de
elétrons (n) envolvidos na oxidagdo de 4&cidos fendlicos aumenta
dramaticamente com o aumento do pH. Este resultado foi correlacionado
a possibilidade de formacao de um radical semiquinona. Este radical, por
ser termodinamicamente estabilizado por estruturas de ressonancia,
estaria em maior abundancia, permitindo que reagcdes de polimerizacao
envolvendo 4 elétrons, ocorressem preferencialmente [Hotta 2001].

Assim, é possivel que o aumento da temperatura associado ao pH
alcalino, promova estas reacdes de dimerizacdo ou polimerizacao. Porém
foi verificado em outros experimentos deste trabalho, que a presencga de
ferro no sistema é de fundamental importancia para o curso destas
provaveis reacdes e o consequente aparecimento do efeito pré-oxidante.
Neste sentido, duas solugdes distintas de AC puro preparadas a 37°C e a
98°C, foram testadas em um ensaio de TBARS e em estudos

56



espectrofotométricos. As solucdes de AC puro preparadas a 37° e a 98°C
nao apresentaram diferenca significativa no espectro UV-VIS obtido.
Adicionalmente, ambas as solucdes (AC preparado a 37° e a 98°C),
quando utilizadas em um ensaio de TBARS a 37° C se mostraram
antioxidantes, nao havendo diferenca significativa entre os dois
resultados. Tais resultados indicam que ndo é a degradacao térmica do
AC puro, a responsavel pelo efeito pro-oxidante. Desta forma propéem-se
que AC e ions ferro a altas temperaturas sofram reacées e modificagdes
estruturais tais que promovam o aparecimento do efeito pré-oxidante
observado.

Uma outra possivel explicagao para o comportamento pré-oxidante do AC
em altas temperaturas, além das reacdes de dimerizacdo, € a ocorréncia
de uma reacao redox por meio de um mecanismo de esfera externa. O
Fe(ll) presente no meio reacional ao ser oxidado pelo perdxido, produz
Fe(lll) o qual se complexa com o AC. Neste mecanismo, ocorreria uma
transferéncia de elétrons aos ions férricos do complexo Fe(lll)-AC,
formando-se entdo um complexo do tipo Fe(ll)-AC. O Fe(ll) presente
neste complexo, poderia de alguma forma participar da formacao de
radicais hidroxil, embora em menor escala em relagcdo a sua forma livre

(ions em solucéo).

A ocorréncia desta reacdo redox por esfera externa, depende de uma
certa quantidade de energia requerida para levar os reagentes envolvidos
ao estado de transicdo (energia de ativacdo) [Mingos 1998]. Gerloch
menciona que esta energia de ativacdo esta relacionada aos
comprimentos de ligacdo entre o metal e o ligante, sendo que geralmente
complexos de ions ferrosos tem ligagcdes mais longas que aquelas de ions
férricos [Gerloch e Constable 1994]. Desta forma, estados de transicao
onde o0s reagentes possuem comprimentos de ligacdo assimétricos
possuem energia de ativacao mais alta, de modo que quanto maior a
diferenca nestes comprimentos, maior a energia de ativacao requerida
[Cotton e Wilkinson 1978].
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Esta reacdo redox depende também de uma quantidade adicional de
energia requerida para rearranjar as esferas de solvatacdo dos
complexos, de modo a acomodar as novas dimensdes dos mesmos
[Douglas et al. 1983] (a transferéncia de elétrons implica em mudanca nas
dimensdes dos ions envolvidos). Assim, quando se aquece o sistema
reacional a 98°C, esta reacdo redox por esfera externa é grandemente
favorecida, justificando-se assim o grande efeito pré-oxidante verificado a

altas temperaturas.

3.2.4 Efeito da pré-incubacao

A pré-incubacdo de AC com Fe(ll) antes da adicdo de perdxido de
hidrogénio como iniciador da reacao de Fenton, indica ndo haver variacéo
na habilidade protetora do AC com o tempo, a partir de 1 minuto (Fig. 22).
Neste estudo, foram utilizadas as mesmas condicdes relatadas na figura
16 e no ensaio de DR descrito no item materiais e métodos.
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Fig. 22. Efeito do tempo de pré-incubagdo sobre a degradagdo da 2-DR.
Concentracoes finais : 2-DR (10 mmol/L), Tampao Hepes/MES (20 mmol/L pH 7,2 e
5,6), H.O, (100 pmol/L), Fe(ll) (30 umol/L). O perdxido foi adicionado apds cada
tempo de pré-incubagédo de AC e Fe(ll) a temperatura ambiente. Apos a adicao de

peroxido, todo o sistema foi incubado por 20minutos a 37°C.
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A pequena variacao na protecdo do AC observada com o incremento do
tempo de pré-incubacdo a partir de 1 minuto, pode sugerir que a reacao
de complexacdo € bastante rapida em pH 7,2. Uma possivel explicacao
seria a de que todo o AC disponivel para interagir com Fe(ll) ja teria se

complexado antes de 1 minuto.

Tais resultados estdo consistentes com aqueles descritos na figura 20,
onde nao mais se observa incrementos na absorbéncia em 604 nm
(formacdo do complexo Fe-catecol) a partir de 1 minuto. Entretanto,
segundo os resultados da figura 20, seria esperado pequeno aumento no
poder antioxidante do AC em pH 5,6 com até 30 minutos de pré-

incubacgao, o que nao foi verificado.

Considerando os resultados obtidos com a pré-incubacao do &cido tanico
— AT, [Lopes et al. 1999], observou-se aumento no poder antioxidante da
molécula estudada em funcéo do tempo de pré-incubacao na presenca de
ions ferro. Este estudo revela que a reagdo de complexacao deste ligante

com ions ferro é significativamente lenta.

E importante notar que estes resultados de pré-incubagdo podem apontar
para a possibilididade de que o AC também esteja agindo como
sequestrador de radicais. Se hipotéticamente considerarmos que a
complexacdo do AC com ions ferrosos é bastante lenta ou mesmo
inexistente, a protecdo observada seria exclusivamente devida a
habilidade sequestradora do AC, sendo portanto justificavel o efeito
protetor independente do tempo de pré-incubacéo.

Outro ponto de interesse é o fato de que em pH 7,2 parece haver grande
influéncia do tampéao na inibicdo da degradacao da 2-DR especialmente
se considerada uma reacao de longo curso (ap6s 1 hora e 45 minutos de
pré-incubacdo apenas com tampdo, a absorbéancia relativa ao dano
oxidativo na 2-DR cai cerca de 30%).
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Tal resultado pode ser explicado pela possibilidade de um dos
componentes do tampao estar ligando ferro, ou funcionando como

sequestrador de oxi-radicais .

Outra possibilidade é a de que o tampao esteja promovendo a
autoxidacao de Fe(ll), fazendo com que menor quantidade de ions
ferrosos estejam presentes para reagir com o peroxido de hidrogénio
adicionado posteriormente. Este efeito do tampédo sobre as taxas de
autoxidacao de Fe(ll) foram também relatadas por Aust num estudo onde
se demonstrou que em pHs mais altos, a autoxidacao € favorecida ao
longo do tempo [Aust et al. 2002].

3.2.5 Efeito dos ions Fe(lll) sobre a degradacao da 2-DR e sobre o AC

Considerando que Fe(lll) pode exercer papel importante na formacéao de
EROs conforme ja discutido anteriormente, foi estudado o efeito destes
ions no sistema reacional e sua interacdo com o AC (Figuras 23a, b ).

Nas mesmas condicdes experimentais relatadas na figura 18, substituiu-
se o Fe(ll) por cloreto férrico na concentracdo final de 30 umol/L. Os

resultados revelam que :

a) Em sistemas contendo Fe(lll) e perdxido de hidrogénio, a presenca de
200 umol/L de AC nao demonstra protecao significativamente diferente
em relacdo aos controles sem AC (Fig. 23a). Cabe neste ponto
referenciar um estudo similar realizado com o composto polifendlico
verbascosideo [Zhao et al. 2005]. Diferentemente do AC, o polifenol
verbascosideo foi capaz de inibir dano oxidativo ao DNA tanto em
presenca de Fe(ll) quanto Fe(lll).
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Fig. 23a. Efeito do AC sobre a reacao de degradacéo da 2-DR promovida por Fe(lll) e
peréxido de hidrogénio. Concentragdes finais : 2-DR (10 mmol/L), Tampéao
Hepes/MES (20 mmol/L pH 7,2 e 5,6), H,O, (100 umol/L), Fe(lll) (30 pmol/L diluido
em 10mmol/L HCI). O perdxido foi adicionado ap6s 15 minutos de pré-incubacéo de
AC e Fe(lll) a temperatura ambiente. Apés a adicdo de perdxido a reacao foi
incubada por 20minutos a 37°C.

b) O dano observado em sistemas contendo Fe(lll) & significativamente

menor, quando comparado com sistemas classicos de Fenton com

ions ferrosos nas mesmas condicoes experimentais (Fig. 23b). Tais

observacbes estdo consistentes com a proposta das equacoes

anteriormente discutidas, que prevéem a geracao de EROs a partir de

Fe(lll), porém em escala menor que no sistema classico de Fenton

com Fe(ll).
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Fig. 23b. Comparagéo das reagbes de degradagédo da 2-DR promovidas por peroxido
de hidrogénio e Fe(ll) (Reagao de Fenton) ou por Fe(lll). Condigcbes experimentais
idénticas as das figuras 18 e 23a.

A fim de investigar o comportamento do AC em presenca de ions Fe(lll),
foi realizada uma varredura na regiao de comprimento de onda de
interesse, de um sistema contendo 8 mmol/L de tampao (pH 7,2), 80
pumol/L de AC, 8 umol/L de Fe(lll) e 800 umol/L de EDTA (Fig. 24a).

Considerando que o sistema contendo Fe(lll) tem coloragdo esverdeada,
prevé-se a formacado de um complexo, o qual tenha absor¢cédo na regido do
visivel. Por esta razdo a Figura 24b foi composta, sendo a mesma apenas

uma ampliagdo na escala dos mesmos dados descritos na figura 24a.
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Fig. 24a. Comparagédo do perfil espectral de sistemas contendo Fe(ll) ou Fe(lll).
Concentragdes finais : Tampao Hepes/MES (8 mmol/L pH 7,2), Fe(lll) (8 pmol/L
diluido em 10mmol/L HCI), AC (80 pmol/L), EDTA (800 umol/L).
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Fig. 24b. Reimpressédo dos dados da figura 24a em escala ampliada na regido de
comprimento de onda de interesse.
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Das figuras 24 a e b, observa-se que o espectro de solugdes contendo AC
e Fe(lll) é razoavelmente diferente daquele contendo Fe(ll). Com base
nestes espectros, conclui-se que ocorre a formacgao tanto do complexo de
AC com Fe(ll) quanto com Fe(lll), sendo observados picos de absorcao
dos complexos a 610 nm e 600 nm respectivamente. Cabe ressaltar que
apesar das concentracées de Fe(ll) e Fe(lll) serem idénticas nos dois
sistemas (8 umol/L), as absorbancias verificadas nos meios contendo
Fe(lll) sdo cerca de metade daquelas referentes aos sistemas com Fe(ll)
(Fig. 24Db).

A comprovacado da ocorréncia do complexo com Fe(lll) é fornecida
quando EDTA ¢é adicionado ao meio reacional contendo Fe(lll) e AC.
Neste caso, ndo se verifica o pico caracteristico na regidao de 600 nm.
Estes dados demonstram que o EDTA é capaz de remover ions férricos
complexados previamente com AC, desfazendo o complexo originalmente

formado.

Das observacbes acima expostas, surgem duas possiveis explicacdes
para a ineficiéncia do AC em proteger a 2-DR contra danos oxidativos

quando em presenca de ions Fe(lll), quais sejam :

a) O AC reduz Fe(lll), conforme ja discutido no item 1.3.4.1 [ Deiana et al.
1995 ] e a forma oxidada deste polifenol ndo é capaz de complexar
eficientemente o Fe(ll) gerado in situ, deixando-o livre para catalisar a
formacédo de oxiradicais. Neste caso haveria uma pequena atividade
pré-oxidante do AC quando em presenca de ions férricos, ja que o
Fe(ll) gerado in situ poderia participar de reacbes de Fenton

subsequentes;

b) Mesmo complexado ao AC, os ions ferro sdo capazes de catalisar a
formacao de radicais hidroxil. O complexo Fe(lll)-AC poderia de
alguma forma sofrer reacoes de esfera externa, nas quais o AC
funcionaria como uma espécie de ponte para a transferéncia de

elétrons ao Fe(lll). Através de seu sistema = conjugado, o AC poderia
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estar promovendo a transferéncia de elétrons aos ions férricos por
meio de um mecanismo de esfera externa, resultando em um
complexo do tipo Fe(ll)-AC. O Fe(ll) deste ultimo complexo, apesar de
menos suscetivel a participar de reacdes de Fenton do que o préprio
Fe(ll) livre, poderia ainda assim catalisar o formacédo de radicais

hidroxil.

3.2.6 Efeito da concentracdo de 2-DR e AC

A Fig. 25a mostra a variacado no perfil de protecado do AC em funcao das
diferentes concentragées de 2-DR, molécula alvo da agéo oxidativa dos

radicais hidroxil gerados in situ.
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Fig. 25a. Efeito da variacdo da concentragdo de 2-DR. Concentragdes finais :
Tampao Hepes/MES (20 mmol/L pH 7,2), H,O, (100 pmol/L), Fe(ll) (30 pmol/L). O
peroxido foi adicionado ap6s 15 minutos de pré-incubacdo de AC e Fe(ll) a
temperatura ambiente. Ap6s a adicdo de perdéxido a reacdo foi incubada por
20minutos a 37°C.
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Como o esperado verifica-se um aumento na degradacdo da 2-DR,
proporcional ao aumento da concentracdo deste acucar no meio
reacional. No entanto, verifica-se adicionalmente que para uma mesma
concentracao de AC (200 umol/L), o percentual de protecdo deste
polifenol decresce proporcionalmente ao aumento da concentragéo de 2-
DR, verificando-se que meios contendo 25 mmol/L de 2-DR apresentaram
uma protecao cerca de 27% menor que meios contendo 5 mmol/L (Fig.
25b).
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Fig. 25b. Percentual de protecao oferecido pelo AC contra a degradagao da 2-DR em
diferentes concentracées da molécula alvo. Os dados correspondem aqueles
apresentados na figura 25a.

Tais resultados sugerem que o AC pode apresentar em sua acao
antioxidante uma componente sequestradora de oxi-radicais. Este
comportamento ndo seria de todo inesperado, ja que a estrutura do AC,
conforme anteriormente discutido, € capaz de estabilizar por conjugacgéo,
um possivel radical fenoxil gerado pelo ataque de radicais hidroxil
diretamente ao AC.
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Se o AC funcionasse apenas como quelante de ferro, nao haveria
diferenga significativa no percentual de protecdo em relacdo aos
controles, em diferentes concentracées da 2-DR. Neste caso, o AC nao
estaria interferindo na reacao entre oxiradicais e a 2-DR, e sim impedindo
a propria formacao do radical e por conseguinte agindo antes da colisdo
deste com a molécula alvo. Este é justamente o caso da PIH, conforme
verificado no ja referido trabalho [Hermes-Lima et al. 2000].

Uma pequena acao seqliestradora do AC é relatada em ensaios da TEAC
[Rice-Evans et al. 1996]. Tal ensaio € comumente utilizado para medir a
capacidade de substancias em sequestrar oxi-radicais. Entretanto, neste
estudo observou-se que a atividade sequestradora do AC, apesar de
existente, € significativamente menor que a de outras substancias
analogas, como por exemplo 4cido ferulico, acido p-cumarico, acido 3,4-
dihidroxi-fenilacético. A atividade do AC também foi menor que a aquela
apresentada por flavonéides como catequina, quercetina, acido galico e
epigalocatequina galato (estes dois altimos, flavondides
reconhecidamente seqlestradores de oxi-radicais). Neste sentido, em
outros estudos de TEAC [Kokhar et al 2003] sugere que caracteristicas
estruturais de compostos com alta eficiéncia em ligar ferro sdo opostas as
caracteristicas existentes em compostos com atividade sequiestradora de
radicais , exceto pela presenca de grupos 3,4 dihidroxi, importantes tanto
para quelacdo quanto para a captura de radicais.

Considerando o0 exposto, sugere-se que o AC atue tanto como
sequestrador de oxi-radicais quanto como quelante, sendo esta ultima no
entanto, a principal componente da atividade antioxidante do AC. Tal
observagdo esta em bom acordo com as conclusées reportadas em
relacdo ao AT [Andrade et al 2005].

A Fig. 26 apresenta o comportamento do sistema em diferentes
concentragcdes de AC, mostrando que a eficiéncia deste polifenol em inibir
a degradacao da 2-DR é dependente da concentracdo. Considerando trés
diferentes meios reacionais contendo 5 mmol/L, 10 mmol/L e 25 mmol/L
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de 2-DR, 100 umol/L de AC foi capaz de inibir, respectivamente 57%, 54%
e 40% da reacdo de degradacdo em relacdo aos controles. Tais
resultados, corroborando aqueles descritos na figura 25b, demonstram
que quanto menor a concentracao de 2-DR, maior a eficiéncia do AC em

inibir o dano oxidativo.

Com uma concentracao apenas trés vezes superior a concentragdo de
ions Fe(ll) presentes no meio, o AC é capaz de reduzir o dano oxidativo a
2-DR em mais de 50% (considerando [PIH]=100 umol/L, [Fe]= 30 umol/L e
[DR]= 10 mmol/L). Comparando-se estes resultados com aqueles obtidos
em condi¢des similares com um antioxidante classico, a Desferoxamina
(DFO), percebe-se que a agado antioxidante do AC é também eficiente.
Em sistemas contendo concentracbes idénticas de Fe(ll) e perdxido de
hidrogénio, 100 umol/L de DFO apresentou um percentual de inibicdo de
58% em relagcédo aos controles [Hermes lima et al. 1999].
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Fig. 26. Efeito da variagao da concentragdo de AC em diferentes concentragdes de
2-DR. Concentracoes finais : 2-DR (5,10 e 25 mmol/L), Tampao Hepes/MES (20
mmol/L pH 7,2 e 5,6), HO, (100 umol/L), Fe(ll) (30 pmol/L). O peroxido foi
adicionado apés 15 minutos de pré-incubagédo de AC e Fe(ll) a temperatura
ambiente. Apds a adicao de perdxido a reacao foi incubada por 20minutos a 37°C.
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4. CONCLUSAO

Em relagcdo a atividade antioxidante da PIH, verificou-se que a mesma
esta inequivocamente relacionada a capacidade deste composto em

prevenir a reducao de ions férricos a ferrosos.

Com base nos resultados obtidos verificou-se que esta capacidade diz
respeito a habilidade da PIH em remover ions ferro previamente
complexados a outros quelantes (por exemplo citrato, em meio fisiolégico).

Por conseguinte a atividade antioxidante da PIH depende fortemente de:

a) tempo de pré-incubacdo da PIH com os ions Fe(lll), uma vez que
maiores tempos de pre-incubacdo fornecem menores taxas de
reducao do Fe(lll) e conferem maior protegéo contra danos oxidativos;

b) natureza do co-quelante de ferro, ja que foi verificado que esta
atividade antioxidante é tanto maior quanto menor for a afinidade do
co-quelante em relagéo a ions Fe(lll);

c) concentracdo do co-quelante de ferro e sua propor¢cao em relacao aos
ions férricos, ja que proporcdes mais baixas permitem maior protecao

contra danos oxidativos.

Com base nestas observacdes experimentais, demonstra-se que o
mecanismo de acgao antioxidante da PIH in vitro, se deve a sua habilidade
em se ligar a ions Fe(lll), segundo a equacao 11 :

Fe(Ill)- EDTA+2PIH ——> EDTA+ Fe(Ill)— PIH, (equagaot1)

e consequentemente impedir que as reagdes descritas nas equacoes de
7 a 10 tomem parte em sistemas nos quais ions Fe(lll) e ascorbato
estejam presentes.

Fe(lll)— EDTA + Ascorbato —— Fe(Il)— EDTA + ascorbil (equagéo 7)

Fe(ll)— EDTA+ 0O, —> Fe(lll)— EDTA+ O, (equagao 8)
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20, +2H" —— H,0,+0, (equacéo 9)

H,O0, + Fe(Il)- EDTA —— Fe(lll)-EDTA+OH +OH" (equagéo10)

A similaridade e harmonicidade de comportamento da PIH quer seja como
inibidor da reacado de oxidacdo do ascorbato, quer seja como inibidor da
formacdo de radical ascorbil ou da degradacdo da 2-DR, claramente
demonstram que a acdo antioxidante da PIH se deve principalmente a
inibicdo da reacao descrita na equacao 7. Quanto menor taxa de
oxidacao do ascorbato mediada por Fe(lll), menor a concentracdo de
Fe(ll) presente no meio reacional e por conseguinte, menor a extensao da
reacao de Fenton e a consequente formacao de radicais hidroxil.

Verifica-se que o complexo Fe(lll)-(PIH), formado é substancialmente
menos suscetivel a sofrer redugédo, ou em outras palavras, a promover a
oxidacao do ascorbato. Propbem-se entdo que tal caracteristica se deve
ao fato de que ao ocupar todos os seis sitios ligantes do Fe(lll) com
grupos funcionais de alta densidade eletrbnica [Murphy 1985 e
Avramovici-Grisaru 1985], a PIH inibe a transferéncia de elétrons do
ascorbato para o ion férrico. Tal transferéncia somente ocorre a taxas

relevantes, em altas concentracdes de acorbato.

No que diz respeito a atividade antioxidante do AC, verifica-se que este
composto é capaz de eficientemente inibir reagcdes de degradacgao
oxidativa causada por espécies reativas de oxigénio, geradas via reacoes

de Fenton.

Em carater hipotético propde-se que tal atividade antioxidante possa ser
explicada pela capacidade do AC em complexar Fe(ll), e
subsequentemente ser atacado pelo radical hidroxil antes que este ataque
a 2-DR ou qualquer outro substrato oxidavel. Assim, as seguintes reagoes
descritas nas equacoes 17, 18 e 19 poderiam estar acontecendo :
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Fe(ll) + AC —— Fe(ll)-AC (equagéo 17)
Fe(ll)-AC + H-O, —— Fe(lll)-AC + HO  + OH (equagio 18)
Fe(ll)-AC + HO® —— Fe(lll)-AC" + OH (equagéo 19)

Tal proposta encontra paralelo nas proposi¢cées de Andrade e Ginani, em
estudos com os polifendis AT e AE respectivamente (Andrade et. al 2005
e Ginani 2005). Porém para o aprofundamento de tal proposta seria
necessario um estudo adicional envolvendo a caracterizagdo do radical
AC em presenca de 2-DR ou outro substrato oxidavel alvo dos radicais

hidroxil.

Outra possivel explicacao para a atividade antioxidante do AC seria a de
que ela se deve em especial a capacidade deste composto em formar
complexos estaveis com cations de ferro, os quais, semelhantemente ao
ja discutido para a PIH, se tornam inaptos a participar da reacédo de

Fenton.

Adicionalmente, propdem-se que a complexacdo do AC com ions ferro é
fortemente influenciada pela desprotonagao do grupo catecol e carboxila ,
uma vez que a eficiéncia do AC em inibir reacdes de degradacao oxidativa
depende em grande escala do pH do meio reacional. O seguinte esquema

€ entao sugerido :

a) ACH : nao ocorre complexacao;

b) ACH" : ndo ocorre complexagdo ou a mesma € lenta ou com
interacdes fracas;

c) AC? :ocorre complexagéo efetiva envolvendo o grupo catecol.

Com base no aparecimento de um pico na regido de 604 nm para
sistemas ferro-AC, propéem-se que a complexagao ocorra no sitio catecol.
No entanto ndo pode ser descartada a possibilidade de estar sendo
formado um quelato bidentado envolvendo uma hidroxila fendlica

desprotonada e o grupo carboxilato, ou mesmo um mecanismo de
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complexacdo ibnica envolvendo apenas a carboxila. Os resultados
apontam também para uma maior afinidade do AC por ions Fe(ll), ja que
nenhuma protecdo significativa foi observada em reacbes de Fenton
induzidas por ions Fe(lll) (em presenca de ions Fe lll, o AC nédo se
mostrou eficiente em prevenir danos oxidativos a 2-DR).

Verificou-se também um comportamento pro-oxidante do AC em altas
temperaturas de incubagado da reacao de Fenton (982 C), provavelmente
devido a degradacdo térmica do AC induzida por ions ferro. Tal fato
poderia ser também causado pela capacidade do AC em reduzir ions
férricos [Deiana et al. 1995] gerados in situ pela acao do perdxido de
hidrogénio, possibilitando assim a reciclagem de Fe(ll) e consequente
dano adicional por reagao de Fenton.

E possivel que a reagdo de dimerizacdo do AC anteriormente referida, em
funcdo dos 4 elétrons envolvidos poderia de algum modo provocar a
reducao de Fe(lll), o qual em presenca de H-O, poderia novamente gerar
radicais hidroxil via Fenton. Desta forma, em um meio reacional a altas
temperaturas, as seguintes reacdes poderiam estar ocorrendo
simultaneamente, levando a um ciclo redox, expresso pelas equacoes 20,
21,22 e9:

Fe(lll) +AC —— Fe?* + AC (forma oxidada inapta a ligar ions ferrosos) (equagao 20)

Fe(ll) + Oo —— Fe(lll) + O" (equagéo 21)
205" + 2H' —— Hy05 + O (equacdo 9)
Fe(ll) + H:0p ——> Fe(lll) + HO" + OH (equacio 22)

Além de das reagdes descritas nas equacoes 23 e 24 :

Fe(lll) + H,0, ——> Fe(ll) + O," + 2H" (dependente do ligante de ferro) (equagédo 23)

H,0s + 0" —— Oy + OH + HO' (equacéo 24)
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Uma outra alternativa mais provavel para explicar o comportamento pré-
oxidante do AC em altas temperaturas, € a ocorréncia de uma reacgao
redox por meio de um mecanismo de esfera externa. Neste mecanismo,
ocorreria uma transferéncia de elétrons aos ions férricos, formando-se um
complexo do tipo Fe(ll)-AC. O Fe(ll) presente neste complexo, apesar de
menos suscetivel a participar de reacdes de Fenton do que o préprio
Fe(ll) livre, poderia ainda assim catalisar o formacéo de radicais hidroxil.
Considerando que a transferéncia de elétrons por meio de mecanismos de
esfera externa possuem uma consideravel energia de ativacao, justifica-se
o grande efeito pro-oxidante quando o sistema é aquecido a 98°C.

Este mecanismo explicaria inclusive o comportamento ineficiente do AC
em proteger a oxidacao da 2-DR diante de ions Fe(lll), ja que o complexo
Fe(ll)-AC formado nesta transferéncia de elétrons poderia propiciar uma
pequena formacao de oxiradicias.

Por fim, propde-se neste trabalho que as condicbes de preparo das
solucdes estoque de AC bem como as condi¢gdes reacionais, ndo sao fator
trivial no que diz respeito ao estudo das propriedades deste polifenol. Na
literatura existente, a maior parte das referéncias bibliograficas sequer
menciona a forma e as condi¢des de preparo de solucdes de AC.

Considerando que o AC é :

a) razoavelmente insolivel em agua pura (solubilidade em etanol a
quente € de 50 mg/mL conforme Merck Index, 12th ed., #1673);

b) sensivel a variacdes de pH (além do efeito do pH relatado neste
trabalho, estudos preliminares do AC em nosso laboratério revelam
que quando o0 mesmo é preparado em meio basico — adicido de NaOH
1 mol/L para propiciar solubilizacdo — a capacidade antioxidante é
bastante diminuida);

c) sensivel a grandes variacdes de temperatura em presenca de ions

ferro.
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propomos que as propriedades deste polifenol € grandemente afetada
pela forma de preparo de suas solugbes, sendo necessario um estudo
mais criterioso a respeito, especialmente no que concerne ao seu

comportamento frente a ions de ferro em altas temperaturas.
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