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RESUMO

Investir no desenvolvimento de novas terapias preventivas contra a progressao de doencas
cronicas € essencial, visto que essas enfermidades compartilham etiologias comuns como a
inflamacdo e estresse oxidativo. Flavonoides como a naringenina tem sido objeto de varios
estudos na prevencdo, controle e tratamento de doencas cronicas. O objetivo deste trabalho foi
sintetizar uma nova entidade quimica e, a partir desta, explorar suas caracteristicas quimicas e
fisico-quimicas e suas atividades biologicas. A ACD41 foi sintetizada a partir da reacdo de
condensacdo entre a naringenina e aminoguanidina. Sua estrutura quimica foi elucidada por
meio das técnicas de ESI-MS, MS-MS, RMN e FTIR e aspectos fisico-quimicos estudados
utilizando TG, DSC, DTA e DRX. As atividades bioldgicas exploradas contemplaram 0s
ensaios relacionados ao estresse oxidativo, glicacdo e inflamacdo. A ACD41 apresentou-se
como um solido cristalino, com rendimento de 81%, massa molecular de 328,33 g/mol, tempo
de retencdo de 12,1 minutos na analise por CLAE e com menor resisténcia térmica comparada
a naringenina. A ACD41 apresentou baixa citotoxicidade com Clsg superior a 1000 pg/mL em
macrofagos humanos (THP-1) e 767,4 £ 18,71 pg/mL em fibroblastos humanos (MRC-5).
Apresentou atividade sequestrante contra os radicais ABTS™ (Clsg = 5,26 + 0,10 pg/mL) e
DPPH® (Clso = 8,33 + 0,49 pg/mL). Reverteu os niveis de ROS e preservou a integridade da
membrana mitocondrial em THP-1. Nos ensaios de glicacdo in vitro, a ACD41 inibiu a
formagédo de AGEs pelas vias oxidativa (Clso = 2,58 + 1,67 ug/mL) e ndo oxidativa (Clsp =
72,23 + 2,28 pug/mL). Em macro6fagos ativados por LPS, inibiu a producdo de TNF-a nas
concentragfes de 5 e 10 ug/mL. A ACDA41 inibiu em 87,95% a producdo de hidroperoxido
pela LOX e nos estudos in silico interagiu com a enzima COX-2, apresentando uma energia
de ligacdo igual a -10.3 kcal/mol. O presente estudo, pela primeira vez, descreve a molécula
(2E)-2-[5,7-diidroxi-2-(4-hidroxifenil)-2,3-dihidro-4H-cromen-4-ilideno]hidrazina carboximi-
damida e demonstra o potencial antioxidante, antiglicante e anti-inflamatorio desta nova
entidade quimica, a qual pode ser promissora no desenvolvimento de novas terapias para

doencas crénicas.

Palavras-chave: Flavonoides, naringenina, inflamacao, estresse oxidativo, glicagéo.



ABSTRACT

Investing in the development of new preventive therapies against the progression of chronic
diseases is essential, since these diseases share common aetiologies such as inflammation and
oxidative stress. Flavonoids such as naringenin have been the subject of several studies in the
prevention, control and treatment of chronic diseases. The objective of this work was to
synthesize a new chemical entity and, from this, to explore its chemical and physicochemical
characteristics and its biological activities. ACD41 was synthesized from the condensation
reaction between naringenin and aminoguanidine. Its chemical structure was elucidated using
ESI-MS, MS-MS, NMR and FTIR techniques, and physicochemical aspects studied using
TG, DSC, DTA and XRD. The biological activities explored included the trials related to
oxidative stress, glycation and inflammation. ACD41 was presented as a crystalline solid,
with 81% yield, 328.33 g / mol molecular mass, retention time of 12.1 minutes in HPLC
analysis and with lower thermal resistance compared to naringenin. ACD41 showed low
cytotoxicity with IC50 greater than 1000 pg / mL in human macrophages (THP-1) and 767.4
+ 18.71 pg / mL in human fibroblasts (MRC-5). It presented sequestering activity against the
radicals ABTS" " (IC 50 = 5.26 + 0.10 pg / mL) and DPPH" (IC 50 = 8.33 + 0.49 pg / mL). It
reversed ROS levels and preserved mitochondrial membrane integrity in THP1. In the in vitro
glycation assays, ACDA41 inhibited the formation of AGEs by oxidative (IC 50 = 2.58 + 1.67
pg / mL) and non-oxidative (IC 50 = 72.23 +2.28 ug / mL). In LPS-activated macrophages, it
inhibited the production of TNF-a at concentrations of 5 and 10 pg / mL. ACD41 inhibited
the production of hydroperoxide by 87.95% by LOX and in the in silico studies it interacted
with the COX-2 enzyme, presenting a binding energy equal to -10.3 kcal / mol. The present
study describes for the first time the molecule (2E) -2- [5,7-dihydroxy-2- (4-hydroxyphenyl) -
2,3-dihydro-4H-chromen-4-ylidene] hydrazine carboxymidinedide And demonstrates the
antioxidant, anti-inflammatory and anti-inflammatory potential of this new chemical entity,

which may be promising in the development of new therapies for chronic diseases.

Keywords: Flavonoids, naringenin, inflammation, oxidative stress, glycation
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1. INTRODUCAO

O aumento na expectativa de vida através da medicina moderna tem intensificado a
prevaléncia de doencas cronicas relacionadas & idade como as doencgas cardiovasculares,
diabetes, sindrome metabdlica e doengas neurodegenerativas (LUSCHER, 2015). Essas
doencas, embora se desenvolvam de forma Unica, compartilham etiologias comuns, dentre as
quais, as principais sdo o estresse oxidativo cumulativo e a inflamacgéo crénica (PETERSEN
& SMITH, 20186).

A inflamacdo é uma defesa natural contra antigenos endogenos e ex0genos
(KHANSARI et al., 2009). E uma resposta fisiolégica normal que tem a funcdo de remover
células e tecidos danificados, conduzindo-os ao reparo. Quando descontrolada, esta resposta
inflamatoria resulta em danos celulares e teciduais, causando a destruicdo desses e,
consequentemente, estabelecendo um quadro de inflamacdo persistente que esta associada a
vérias doencas cronicas (SANCHEZ et al., 2015).

Durante o processo inflamatorio, as células liberam grandes quantidades de espécies
reativas de oxigénio no local da inflamacéo, levando ao estresse oxidativo que também ativa
vias de sinalizacdo que induzem a producdo de citocinas pro-inflamatérias (BISWAS, 2016)

Estresse oxidativo € definido como um desequilibrio entre a producdo de radicais
livres ou espécies reativas de oxigénio (ROS) e sua eliminacdo pelos sistemas antioxidantes a
favor dos oxidantes (REUTER et al., 2010). ROS sdo gerados como resultado de um
metabolismo celular normal que em baixas concentragdes desempenham varias funcgdes
fisiologicas, mas que em altas concentracbes provocam modificacdes estruturais nos
componentes celulares contribuindo para o surgimento de diversas condicdes patoldgicas
(BIRBEN et al., 2012).

Dentre essas modificagdes causadas pelos niveis elevados de ROS est4 a oxidacdo de
lipidios e acUcares redutores que podem gerar produtos intermediarios ou especies reativas de
carbonila, acelerando a formacéo dos produtos finais de glicacdo avangada (AGEs) (OTT et
al., 2014). O acumulo de AGEs pode gerar patologias através de reacdo cruzada destes com
proteinas, alterando suas estruturas e fungdes ou através da ativacao de vias de sinalizacdo que
induzem o aumento da producdo de ROS e de citocinas pro-inflamatdrias (URIBARRI et al.,
2015).

A correlagcdo entre esses processos celulares e moleculares é fundamental para
compreender o desenvolvimento de patologias cronicas. Porém, tdo importante quanto

elucidar os mecanismos que causam estas condic¢des cronicas, € investir na busca de terapias
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preventivas potenciais que contribuam para o retardo da doenca (PETERSEN & SMITH,
2016) visto que entre as dez principais causas de morte no mundo, sete séo resultados de
doencas cronicas (FRIEDEN, 2014).

Neste contexto, 0s produtos naturais tém desempenhado grande papel no
desenvolvimento e criacdo de novos agentes terapéuticos pela industria farmacéutica
(STONIK, 2009), sendo alvos de modificacdes estruturais por exercerem efeitos potentes e
atuarem em multiplas vias de sinalizacdo (KUMAR et al., 2014; ZHANG et al., 2016a).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi sintetizar uma nova entidade quimica
através da condensacdo entre a naringenina e aminoguanidina e, a partir do produto formado,
elucidar sua estrutura quimica, explorar suas caracteristicas fisico-quimicas e investigar suas

atividades bioldgicas sobre o estresse oxidativo, a glicacdo e a inflamacéo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DOENCAS CRONICAS

As doengas cronicas sdo multifatoriais de lenta progresséo e longa duracdo (MARTIN,
2007), geralmente podem ser controladas, mas raramente tém cura definitiva. Sdo doencas
debilitantes que impedem as funcgdes fisicas e mentais, reduzindo a habilidade em executar as
atividades diarias (CDPM, 2007).

As doencas cronicas sdo altamente prevalentes. Um estudo realizado por Ward e cols
(2014), nos EUA, estimou que uma a cada quatro pessoas tem uma ou duas doencas crénicas
associadas. Essas doencas matam 40 milhGes de pessoas por ano, o equivalente a 70% das
mortes anuais. E dentre estes numeros, estima-se 31 milhdes de mortes afetam,
principalmente, os paises em desenvolvimento (OMS, 2017).

Entre as mais prevalentes estdo as doencas cardiovasculares, doenca pulmonar
obstrutiva cronica, asma, diabetes, cancer, artrite, obesidade e doencas mentais como a
depressdo (CLONINGER, 2013).

As doencas cronicas sdo um dos maiores e mais desafiadores problemas de saude no
século 21, ndo somente pelo sofrimento humano que elas causam, mas também pelos
prejuizos socioecondmicos que elas infringem, principalmente, nos paises em
desenvolvimento (CHESTNOV, 2014).

Segundo dados do Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC, 2016), em
2010, nos EUA, dos gastos relacionados a salde, 80% foram de pessoas com uma ou mais
condicdes cronicas.

As doencas cronicas sdo causadas pela combinacdo dos habitos de vida como a
inatividade fisica, m& alimentacdo, estresse e uso de alcool e tabaco, e dos fatores genéticos
(OMS, 2017). Essas doencas, embora se desenvolvam de forma unica, elas compartilham
etiologias comuns, dentre as quais, as principais sdo o estresse oxidativo cumulativo e a
inflamacdo cronica, desencadeados pelos habitos de vida. (PETERSEN & SMITH, 2016).
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2.2. INFLAMACAO

Inflamacdo é a primeira resposta do sistema imune contra infeccdes e injurias teciduais
(ZHANG & KAUFMAN, 2008). E um processo benéfico que conduz & remocdo do fator
desencadeante e a restauracdo da homeostase e da estrutura tecidual (RICCIOTTI &
FITZGERALD, 2011).

E um evento fisiologico (CEKICI et al., 2014) que envolve componentes celulares e
moleculares, tais como células residentes (macréfagos, fibroblastos, mastocitos e células
dendriticas), leucdcitos circulantes (principalmente neutréfilos e mondcitos) (NEWTON &
DIXIT, 2012), componentes do sistema complemento, anticorpos e mediadores inflamatorios
como: citocinas, quimiocinas, aminas vasoativas, eicosanoides e radicais livres
(MEDZHITOV, 2008).

As respostas inflamatorias sdo heterogéneas nos tipos celulares e mediadores
moleculares envolvidos o que as distinguem em diferentes modalidades: aguda e crénica
(OKIN & MEDZHITOV, 2012). A resposta de fase aguda dura horas a poucos dias e origina
0s sinais agudos da inflamac&o, descritos por Aulus Cornelius Celsus no século I, conhecidos
como sinais cardinais: rubor, calor, tumor e dor (RICCIOTTI & FITZGERALD, 2011,
LIBBY, 2012). A fase aguda envolve a deteccdo do patdgeno ou trauma no local do estimulo
pelas células imunes residentes através da fagocitose (HAWKINS & STEPHENS, 2015),
influxo de leucdcitos, remocéo do estimulo e reparacdo do tecido (WEISS, 2008).

Ja a inflamacdo crénica é persistente (MURAKAMI & HIRANO, 2012) e ocorre
como consequéncia do insucesso da fase aguda em eliminar o fator desencadeante. Esta fase
adquire outras caracteristicas que a determinam como a infiltracdo de células mononucleares
(mondcitos, macrofagos e linfocitos), proliferacdo vascular, fibrose e perda da fungéo que é o
quinto sinal cardinal descrito por Galeno (GRANGER & SENCHENKOVA, 2010; LEYVA-
LOPEZ et al., 2016).

A inflamagdo cronica esta associada a diversas doengas cronicas e autoimunes como
artrite reumatoide, asma, aterosclerose, Alzheimer, Parkinson, doengas metabdlicas como
diabetes tipo 2 e obesidade, doencas renais crénicas, doencas gastrointestinais autoimunes,
esclerose multipla, dentre outras (SANCHEZ et al., 2015; LEYVA-LOPEZ et al., 2016).
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2.2.1. Mecanismo da resposta inflamatdria

A inflamacdo consiste de uma cascata firmemente regulada por processos
imunologicos e fisioldgicos que sdo orquestrados por moléculas sinalizadoras denominadas
citocinas (ASHLEY et al., 2012).

O primeiro evento da cascata inflamatoria é o reconhecimento da infecgdo ou do dano.
A deteccdo dos patdgenos se da através do reconhecimento de moléculas conservadas
denominadas de padrdes moleculares associados a patdgeno (PAMPS) que sdo essenciais para
a sua sobrevivéncia. Dentre estes, destacam-se os acidos nucleicos microbianos, lipoproteinas,
glicoproteinas de superficie, componentes de membrana como peptidioglicanos, &cido
lipotecoico e lipopolissacarideo (LPS) (TANG et al., 2012).

Da mesma forma, a detec¢do do trauma se da atraves do reconhecimento de moléculas
enddgenas sinalizadoras de dano ou necrose como DNA, ATP, &cido Urico, proteinas ligantes
de DNA, espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ROS/RNS) que podem gerar uma
resposta imune e sdo denominadas alarminas ou padrdes moleculares associados ao dano
(DAMPs) (SAID-SADIER & OJCIUS, 2012).

Esses estimulos sdo reconhecidos pelas células do sistema imune (Fig.1 - 1) através de
receptores transmembrana especificos, denominados receptores de reconhecimento de padréo
(PRRs) (AHMED, 2011), dentre os quais, destacam-se os receptores like Toll (TLRs) que
estdo presentes nas superficies de células dendriticas, macrofagos residentes, mondcitos,
histidcitos e outros granulécitos (MUNN, 2017).

Uma vez ativados, os TLRs recrutam uma proteina adaptadora denominada MyD88
que recruta uma serina quinase (IRAK) que juntos propagardo o sinal pré-inflamatério (Fig.1
- 1) (OZINSKY et al., 2000), resultando na ativacdo de duas vias de sinalizacdo principais,
NF-kB e MAPK que estimulardo a transcri¢do de varios genes relacionados com a resposta
inflamatoria (Fig.1 - 111), principalmente, interleucina-1-beta (IL-1p), interleucina 6 (IL-6) e
fator de necrose tumoral (TNF-a), bem como a ativagdo das enzimas relacionadas com o
metabolismo dos eicosanoides como as COXs e LOXs. (AHMED, 2011).

A liberacdo de citocinas e quimiocinas inflamatorias pelas células residentes
promovem mudancas hemodinamicas em vénulas pos-capilares, resultando em vasodilatagéo,
aumento da perfusdo sanguinea, aumento da permeabilidade vascular (HAWKINS &
STEPHENS, 2015), bem como uma reorganizacdo da estrutura das células endoteliais que

passam a expressar, em suas superficies celulares, moléculas de adesdo (Fig.1 - 1V) que
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promovem uma firme interacéo, sobretudo, entre os neutréfilos/mondcitos (células efetoras) e
o endotélio (CHANSON et al., 2005; FILIPPI, 2016).

A deposicdo desses mediadores inflamatdrios na superficie endotelial induz a ativagédo
das ceélulas aderidas. Em resposta a esses mediadores, as células efetoras sofrem uma
mudanga na sua forma celular e atravessam o endotélio vascular, processo conhecido como
diapedese (Fig.1 - V). Posteriormente, essas células extravasam para a matriz extracelular e

sdo direcionadas até o local da injdria juntamente com componentes do plasma como

complemento e anticorpos (FILIPPI, 2016).
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Figura 1. Mecanismo do processo inflamatério: no local da infec¢do ou injdria, as células residentes
mastécitos, macrdéfagos e células dendriticas reconhecem os PAMPs ou DAMPs (1), ativam vias de sinaliza¢do
pré-inflamatérias (I1) e liberam mediadores inflamatorios (I11) que estimulam a expressdo de moléculas de
adesdo nas células endoteliais, 0 aumento do fluxo sanguineo, o recrutamento de neutréfilos e mondcitos e
aumento da permeabilidade vascular (IV). Neutréfilos e mondcitos, pelo processo de rolamento, aderem as
células endoteliais via moléculas de adesdo. Uma vez aderidas, estas células sofrem diapedese (V) e migram
para o local do estimulo, promovendo a fagocitose, a producdo de ROS/RNS e degranulacdo. Posteriomente,
migram aos linfonodos e apresentam os antigenos as células T naive (VI1) (Adaptado de NEWTON & DIXIT,
2012).
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No local da injaria, os neutrofilos e os macrofagos derivados dos mondcitos, 0s
macrofagos residentes e células dendriticas agem via fagocitose (Fig.1 - VI). Apds o
reconhecimento e fagocitose do patégeno ou dano, as células migram para os 6rgéos linfoides
e apresentam 0s antigenos processados para as células T naive (Fig.1 - VII). Os antigenos
apresentados estimulam receptores de células T especificos e moléculas coestimulatorias que
em conjunto com o perfil de citocinas secretadas determinardo a polarizagdo das células T
efetoras em seus fendtipos Thl, Th2 ou Th17 (KAIKO et al., 2008).

A resposta Thl estd envolvida na protecdo contra virus, bactérias e outros
microrganismos intracelulares. A resposta Th2 é responsavel pela defesa contra parasitas e a
resposta Th17 esta envolvida na ativacdo de neutrofilos que combatem bactérias no ambiente
extracelular (KAIKO et al., 2008). Esses neutrdfilos criam um ambiente citotdxico pela
liberacdo de seus granulos citoplasmaticos ricos em enzimas antimicrobianas, processo
conhecido como degranulagdo. Além disso, também liberam espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio provenientes da cadeia respiratdria (ASHLEY et al., 2012; MUNN, 2017 ). Uma
vez removido o estimulo, a reacdo inflamatoria aguda € atenuada e segue para a fase final de
reparacao tecidual (RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011).

2.2.2. Vias de sinalizagéo intracelular

2.2.2.1. NF-xB

Os dimeros de NF-kB sdo mantidos inativos no citoplasma através da associa¢do com
proteinas inibidoras de kB (IkB). Na via canonica, membros da familia IKK (IKKo/ IKKf)
formam um complexo com uma proteina adaptadora NEMO (Fig.2 - 1V) (também conhecida
como IKKy). A presenca de estimulo indutor desencadeia a ativacdo do complexo que conduz
a fosforilagdo, ubiquitinagdo e degradagdo de IkBa no proteassoma (Fig.2 - V) (VERHELST
et al., 2013). O dimero de NF-xB (p50/p65) ¢ liberado e translocado para o nucleo (Fig.2 —
V1), liga-se as regides de DNA «B e induz a expressdo de citocinas pro-inflamatérias (Fig.2 —
VI1) como interleucina 1 beta (IL-1pB), IL-6, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interferon
gama (IFN-y), entre outros (GHOSH et al., 2012; ASHLEY et al., 2012).

Na via ndo canonica ou alternativa, a ativacdo de uma quinase indutora de NF-xB
(NIK) induz a ativagao do dimero de IKKa (Fig.2 - 1V). Este dimero induz a ubiquitinacéo e
0 processamento do precursor p100 na proteina p52 que forma dimero com RelB (Fig.2 - V).

Este dimero é translocado para o nudcleo (Fig. 2 - VI) e induz a transcri¢do de varios genes
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(SUN, 2011). Essas duas vias, além dos genes pro-inflamatorios relacionados a imunidade,
também induz a transcricdo de genes relacionados a sobrevivéncia, proliferagdo e

diferenciacéo celular, genes do metabolismo e oncogenes. (TORNATORE et al., 2012).

2.2.2.2. COXs

As ciclooxigenases (COXs) também conhecidas como prostaglandina H sintases ou
prostaglandina  endoperoxidase  sintases, sdo oxigenases de acidos  graxos
(CHANDRASEKHARAN & SIMMONS, 2004). Essas enzimas catalisam a dioxigenagéo e
subsequente reducdo do acido araquidénico (AA) em prostaglandinas (PGs) (ROUZER &
MARNETT, 2009).

A presenca de estimulo inflamatério ativa a fosfolipase A2 que hidrolisa os
glicerofosfolipidios de membrama, liberando acido araquidénico (Fig.2 — VIII) (YANG et al.,
2007). O AA é oxigenado pela COX e origina a prostanglandina G, (PGG,) que ,
posteriormente, é reduzida a prostaglandina H, (PGH,). A PGH, é metabolizada em diferentes
prostanoides que sdo relacionados estruturalmente: prostaglandina E2 (PGE,), prostaciclina
(PGI,), prostaglandina D2 (PGD,), prostaglandina F2a (PGF,,) e tromboxano A2 (TXA,)
(STOLFI et al., 2013) (Fig. 2 - IX).

As ciclooxigenases sdo expressas em duas isoformas: COX-1 e COX-2. A COX-1¢éa
forma constitutiva expressa em diversos tecidos e as PGs produzidas por esta enzima
desempenham funcdes de manutencdo (housekeeping) como citoprote¢do da mucosa gastrica,
regulacdo do fluxo sanguineo renal e agregacdo plaquetaria (ZARGHI & ARFAEI, 2011).

Em contraste, a COX-2 ndo é detectada em muitos tecidos normais, mas sua expressao
é rapidamente induzida por alguns estimulos como citocinas pro-inflamatorias (IL-1 e TNF-
a), LPS, mitogenos oncogenes, fatores de crescimento, hormonios e desequilibrios
eletroliticos, resultando no aumento da sintese de PG. Esta forma induzida da enzima esta
implicada em muitos processos patolégicos envolvendo inflamacdo (ZARGHI & ARFAEI,
2011).

Entretanto, alguns estudos tém mostrado que a COX-1 contribui com o processo
inflamatdrio (VERMA et al., 2016) e a COX-2 é constitutivamente expressa em alguns 0rgéos
como cérebro, timo, intestino e rins (KIRKBY et al., 2013)

As prostaglandinas (PGs) desempenham um papel chave na geragdo da resposta
inflamatdria. Esses mediadores estdo aumentados nos tecidos inflamados e contribuem para o
desenvolvimento dos sinais cardinais da inflamacao aguda. (RICCIOTTI & FITZGERALD,
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2011). Dentre as PGs, a PGE; é o principal produto das COXs. Ela regula muitos aspectos da
inflamacdo, promovendo vasodilatagdo, atracdo e ativacdo de neutrofilos, mastdcitos,

monocitos e macrofagos para o local da inflamacao (KALINSKI, 2012).

2.2.2.3. LOXs

As lipoxigenases (LOXs) sdo um grupo de enzimas oxidativas com um atomo de ferro
ndo-heme no seu sitio ativo que estdo envolvidas na regulacdo da resposta inflamatoria pela
geracdo de mediadores pro-inflamatorios, os leucotrienos, ou mediadores anti-inflamatorios,
as lipoxinas (WISASTRA & DEKKER, 2014).

As LOXs apresentam diferentes isoformas e de acordo com a posi¢cdo em que
oxigenam os &cidos graxos poliinsaturados, principalmente o acido araquiddnico ou acido
linoleico, sdo nomeadas em 12-LOX, 15-LOX e 5-LOX. Destas isoformas, a 5-LOX é uma
das principais enzimas envolvida na biossintese dos leucotrienos (MOHAMED et al., 2013).

Apds o estimulo pro-inflamatério, a 5-LOX catalisa a oxidacdo do &cido araquidénico,
liberado pelas fosfolipases A2, convertendo-o ao acido hidroperoxieicosatetraenoico (5-
HPETE) e ao leucotrieno LTA, (Fig.2 - 1) com o auxilio da proteina ativadora de 5-LOX
(FLAP). O LTA, é instavel e pode ser convertido tanto pela LTA, sintase em LTB, quanto
pela LTC, sintase em leucotrienos cisteinicos LTC,4 LTDs e LTE, (Fig.2 - II)
(STEINHILBER & HOFMANN, 2014).

LTB,; e LTC, sdo importantes mediadores pro-inflamatérios que atuam através de
receptores ligados a proteina G, respectivamente, BLT-1 e CysLT1l. LTB,; promove a
quimioatracdo de neutréfilos e eosinofilos para o local da infeccdo ou injaria, estimula a
producdo de radical anion superdxido, promove o influxo de ions e aumenta a liberacdo de
enzimas lisossomais Ja 0s leucotrienos cisteinicos sdo responsaveis pelo aumento da
permeabilidade vascular (YASHASWINI et al., 2017). Alem disso, os leucotrienos estdo
envolvidos na ativacdo da via de sinalizagdo do NF-«xB (Fig.2 - 11l) (WISASTRA &
DEKKER, 2014).
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NF-xB que induz a expressdo e ativagdo da COX-2, produzindo prostaglandinas e tromboxanos (Adaptado de
WISASTRA & DEKKER, 2014).
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2.2.3. TNF-a

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) é uma potente citocina pro-inflamatéria. E
considerado o maior regulador da producao de citocinas pro-inflamatdrias e esta envolvido na
patogénese de varias doencas inflamatdrias cronicas (HORIUCHI et al., 2010). O TNF-a atua
em diferentes vias de sinalizacdo atraves de dois receptores TNFR1 e TNFR2, exercendo
efeitos pleiotropicos em varios tipos de células. Ele atua ativando a inflamacéo via NF-«xB e
SAPKs e também regulando vias apoptéticas (ZHANG & AN, 2007). Além disso, 0 TNF-a
também aumenta a liberacdo de mediadores inflamatérios como as prostaglandinas e o fator
ativador de plaquetas (PAF) (PARAMESWARAN & PATIAL, 2010).

O TNF-a ¢ sintetizado como uma proteina transmembrana que € clivada por uma
metaloproteinase de matriz em sua forma soltvel (GRAY & BLOCH, 2012). Ele é sintetizado
em vérias células, mas primeiramente, nas células da linhagem monocitica como o0s
macréfagos (PARAMESWARAN & PATIAL, 2010). Nos macrofagos, o0 TNF-a promove a
producdo de espécies reativas de nitrogénio pela inducdo da sintase induzivel de 6xido nitrico
(iNOS) que produz 6xido nitrico (NO") (PARAMESWARAN & PATIAL, 2010).

2.3. ESTRESSE OXIDATIVO

O oxigénio, ou oxigénio molecular (O,), é vital para a sobrevivéncia de todos os
organismos aerébicos. No metabolismo aerdbico em células normais, o oxigénio é reduzido a
agua atraves do recebimento de quatro elétrons provenientes das coenzimas NADH e FADH,
que sdo oxidadas na cadeia transportadora de elétrons. Durante este processo ocorre a
formacdo de radicais livres ou espécies reativas de oxigénio/nitrogénio (ROS/RNS)
(KALYANARAMAN, 2013).

O termo radical livre refere-se as espécies quimicas reativas que contém um ou mais
elétrons desemparelhados e que sdo, geralmente, instaveis e de curta duracdo (ASMAT et al.,
2016). Ja o termo ROS ou RNS é mais abrangente e compreende tanto os radicais livres
guanto as espécies nao radicalares (KRUMOVA & COSA, 2016).

Dentre os ROS estdo o radical anion superoxido (O,7) e o radical hidroxila ("OH),
além dos ndo radicais oxidantes como perdxido de hidrogénio (H,0,) e 0 oxigénio singlete
(*O,) (ZOROV et al., 2014). E dentre os RNS destacam-se o radical 6xido nitrico (NO’), o
peroxinitrito (ONOQO") e o radical dioxido de nitrogénio (NO;") (DHAWAN, 2014).
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O radical livre mais abundante nos tecidos humanos é o anion superoxido (O;")
gerado pela adigdo de um elétron ao oxigénio molecular. Sua principal fonte esta nos
complexos | e 11l da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial, os quais convertem 1-3%
do oxigénio em anion superoxido. Outra fonte de O, sdo as reagdes catalisadas pela enzima
xantina oxidase e pelo complexo enzimatico de membrana NADPH oxidases (NOX)
(PIECHOTA-POLANCZYK & FICHNA, 2014).

NADPH oxidases sdo encontradas nos leucocitos polimorfonucleares, mondcitos e
macrofagos (BIRBEN et al., 2012). No estado basal, os componentes do complexo NADPH
oxidases estdo presentes no citosol e nas membranas de varias organelas intracelulares. Apos
a fagocitose, os componentes sdo carreados para uma vesicula que posteriormente se funde as
vesiculas fagociticas ou a membrana plasmatica, liberando o radical anion superdéxido para o
meio extracelular, resultando na atividade bactericida (PATLEVIC et al., 2016).

O éanion superdxido é convertido em peroxido de hidrogénio (H;O,) pela enzima
superéxido dismutase (SOD). O H,O, ndo é um radical livre, € menos reativo que 0,7, e,
devido sua natureza apolar, é capaz de se difundir pela membrana plasmatica de organelas e
células, atuando como segundo mensageiro em vias de transducdo de sinais. O H,O, é

convertido em agua pelas enzimas catalase e glutationa peroxidase (GPx) (Fig. 3).
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Figura 3: Producéo do radical O,*~ e H,O,: O anion superoxido é produzido pelos complexos | e I1l. Uma vez
gerado, o radical é dismutado em peréxido de hidrogénio (H,O,) pela enzima superéxido dismutase (SOD).

Posteriormente, o H,O, é convertido em agua pela glutationa peroxidase (GPx) (Adaptado de LI et al., 2013).

E importante que estes sistemas enzimaticos antioxidantes atuem em conjunto, pois
havendo um desequilibrio nas concentragcdes de superoxido e peroxido de hidrogénio pode
resultar na formagé&o do radical hidroxila (OH") (BURTON & JAUNIAUX, 2011).

O radical hidroxila pode ser gerado por reacdes envolvendo metais de transicdo como

ferro e cobre. Em condigdes de estresse oxidativo, altas concentracbes de peroxido de
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hidrogénio gera OH" pela reagdo de Fenton: H,0, + Fe?* — Fe** + OH + OH+ (PIECHOTA-
POLANCZYK & FICHNA, 2014). Dentre os radicais livres, o OH" é o mais reativo e pode
causar danos celulares através da peroxidacdo lipidica, desnaturacdo de proteinas e
modificagdes no DNA podendo causar envelhecimento, mutagenicidade e carcinogenicidade
(KANNO et al., 2012).

Além do anion superoxido, o 6xido nitrico (NO’) também é um dos primeiros radicais
livres a ser gerado nas células (RAHAL et al., 2014). O 6xido nitrico pode ser gerado por trés
diferentes isoformas da enzima 6xido nitrico sintase (NOS): neuronal NOS (nNOS), induzivel
NOS (iNOS) e endotelial NOS (eNOS). Todas as isoformas utilizam como substrato a L-
arginina que é reduzida a citrulina e 6xido nitrico (FORSTERMANN & SESSA, 2012).

O NO’ é uma molécula mensageira que atua em uma diversidade processos biologicos
como neurotransmissdo, regulacdo da pressdo sanguinea, regulacdo da resposta imune e
mecanismos de defesa e relaxamento do musculo liso (LONE et al., 2013).

Nos macrofagos, o NO', sintetizado pela iNOS, reage com radical anion superoéxido,
induzindo a formacdo de peroxinitrito, o qual aumenta a atividade bactericida e o potencial
citotoxico dos macrofagos. In vivo, a geracdo de peroxinitrito tem sido atribuida a varias
doencas inflamatérias como acidente vascular cerebral, infarto agudo do miocérdio,
insuficiéncia cardiaca cronica, choque sistémico, diabetes, cancer e doencas
neurodegenerativas (CASTANEDA et al., 2017).

ROS/RNS sdo gerados a partir de estimulos enddgenos e exdgenos. Dentre 0s
estimulos enddgenos estdo inflamacao, estresse, exercicios excessivos, isquemia, infeccdes,
cancer e envelhecimento (KABEL, 2014). E os estimulos exdgenos sdo os fatores ambientais
como luz ultravioleta, radiacdo ionizante, poluentes e substancias quimicas (KRUMOVA &
COSA, 2016).

As mitocéndrias sdo importantes fontes de ROS e a producdo destas espécies reativas
contribui com a sinalizacdo redox desta organela com o restante da célula, mas também com o
dano mitocondrial observado em diversas patologias (MURPHY, 2009).

As mitocdndrias apresentam quatro camadas estruturais: membrana mitocondrial
externa, espago intermembranoso, membrana interna e matriz mitocondrial (STOWE &
CAMARA, 2009). A geracdo de ROS mitocondrial (MROS) ocorre, principalmente, na cadeia
transportadora de elétrons (CTE), localizada na membrana interna, durante o processo de
fosforilagdo oxidativa que utiliza o oxigénio para produzir energia em forma de ATP para a
célula (LI et al., 2013a).
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A cadeia transportadora de elétrons (CTE) consiste em cinco complexos enzimaticos
(I-V) de proteinas integrais de membrana: NADPH-CoQ redutase (complexo 1), Succinato-
CoQ redutase (complexo I1), CoQ-citocromo c redutase (complexo I1l), citocromo ¢ oxidase
(complexo 1V) e ATP sintase (complexo V) (GAO et al., 2008). A passagem de elétrons pela
CTE promove o bombeamento de prétons da matriz mitocondrial (carregada negativamente)
para 0 espago intermembranoso (carregado positivamente), resultando em um potencial de
membrana (A¥Wm) (LI et al., 2013).

O potencial de membrana mitocondrial é essencial para a manutencdo da funcao
fisiologica da CTE e faz parte da forca préton-motriz que permite a geracdo de ATP quando
os elétrons reentram a matriz mitocondrial através do complexo ATP sintase. O A¥Ym ¢ um
indicador de injaria celular que quanto mais negativo (mais polarizada), maior € a deplecéo de
energia das células e subsequente morte celular (JOSHI & BAKOWSKA, 2011).

Além da CTE nas mitocondrias, outros sistemas enzimaticos como citocromo P450,
lipoxigenase e ciclooxigenase, xatina oxidase, sintase de 6xido nitrico e outras organelas
como nos reticulos endoplasmaticos e nos peroxissomos ha producdo de ROS/RNS (Fig. 4)
(PETERSEN & SMITH, 2016).
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Figura 4: Fontes intracelulares de ROS. Estimulos exogenos (UV, radiagdo, poluentes) e enddgenos
(inflamacdo, estresse, infecgBes, cancer) estimulam a produgdo de ROS por vérias organelas como as
mitocondrias, o reticulo endoplasmatico e o peroxissomo. E também através de vérias enzimas oxidases e
oxigenases (Adaptado de HOLMSTRON & FINKEL 2014).
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Ao mesmo tempo em que essas espécies sdo geradas, sistemas antioxidantes sdo
ativados, buscando converter ROS/RNS em moléculas mais estaveis (UTTARA et al., 2009).
Os antioxidantes sdo moléculas nucleofilicas e redutoras capazes de reagir com oxidantes,
geralmente eletrofilicos, doando-lhes um ou mais elétrons (ESPINOSA-DIEZ et al., 2015)
Dentre os antioxidantes pode-se citar as enzimas supéroxido dismutase (SODs), glutationa
peroxidases (GPx) e catalase; as proteinas albumina, transferrina e metalotioneina; além da
glutationa, arginina, taurina, creatina, selénio, zinco, acido Urico, acido lipoico, ubiquinol,
tocoferol/vitamina E e flavonoides (UTTARA et al., 2009; RAHAL et al., 2014)

Em baixas ou moderadas concentracdes, os radicais livres estdo envolvidos em
respostas fisiolégicas como parte de processos de sinalizacdo de diferenciacdo e migracéo,
bem como, mecanismos de defesa contra agentes infecciosos. Porém, essas espécies
oxidativas, quando produzidas em excesso, podem se comportar como produtos toxicos e
deletérios causando danos ao DNA, as proteinas e aos lipidios, resultando em estresse
oxidativo (ESPINOSA-DIEZ et al., 2015; ASMAT et al., 2016 ).

Estresse oxidativo é a falta de equilibrio entre a ocorréncia de espécies reativas de
oxigénio/nitrogénio (ROS/RNS) e a capacidade do organismo em neutralizar suas acoes
através de sistemas antioxidantes. E um estado onde ocorre o aumento da geracdo de
ROS/RNS ou reducdo da capacidade dos sistemas enddgenos em combater as espécies
reativas (PISOSCHI & POP, 2015). Os danos celulares causados pelos ROS/RNS estéo
relacionados com alguns processos biolégicos como envelhecimento, inflamacéo, estresse,
glicacdo e varias doencas crénicas como diabetes mellitus, doencas cardiovasculares, cancer,
catarata, doencas hepaticas, insuficiéncia renal e doengas neurodegenerativas (SANCHEZ,
2016).

2.4. GLICACAO E PRODUCAO DE AGEs

Niveis elevados de ROS implicam na oxidacdo de proteinas, lipidios e acidos
nucleicos. Geralmente, as proteinas oxidadas sdo degradadas pelo sistema proteassoma-
ubiquitina (UPS) localizado no citosol e no nucleo das células (OTT et al., 2014). Porém, em
condi¢gdes normais ou patologicas como na diabetes, os niveis aumentados de glicose e
estresse oxidativo induzem uma reacdo ndo enzimatica entre acgtcares redutores e proteinas,
lipidios ou &cidos nucleicos denominada reacdo de Maillard ou glicagdo que da origem aos
produtos finais de glicacdo avancada (AGEs) (SINGH et al., 2014; NOWOTNY et al., 2015).
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Os AGEs sdo um grupo heterogéneo de produtos irreversiveis e volumosos que
bloqueiam o sitio catalitico do UPS, diminuindo a atividade proteolitica deste sistema (OTT et
al., 2014). Elevados niveis de AGEs induzem a producéo de estresse oxidativo e este, por sua
vez, acelera a formacdo dos AGEs, causando disfuncdo mitocondrial. O acimulo deles na
matriz extracelular dos tecidos contribui com o envelhecimento e com varias doengas cronicas
como artrite, diabetes mellitus, doencas cardiovasculares, cancer e doencas neuroldgicas
(BYUN et al., 2017). Dentre os AGEs estdo a pentosidina, crossline, carboximetil-hidroxil-
lisina (CML), carboxietil-lisina (CEL), hidroimidazolonas derivadas de metilglioxal, frutose-
lisina, dimeros de glioxal-lisina e dimeros de metiglioxal-lisina (GKOGKOLOU & BOHM,
2012).

A formacdo dos AGEs é um processo molecular complexo que envolve varias etapas e
requer dias e semanas para concluir (YEH et al., 2017). Uma das vias pelas quais sdo gerados
é através da reacdo de Maillard, onde um grupo carbonila de agucares redutores como glicose,
frutose ou ribose reage com o grupo aminoterminal de uma proteina, lipidio ou acido
nucleico, gerando uma base instavel de Schiff. Esta base sofre rearranjos gerando produtos
mais estaveis denominados produtos de Amadori (STIRBAN et al., 2014).

Os AGEs sdo também gerados pela via glicoxidativa, assim denominada pelo
envolvimento de estresse oxidativo, a partir de espécies reativas de carbonila (RCS) dentre as
quais se destacam o glioxal, metilglioxal e 3-deoxiglicosona (NOWOTNY et al., 2015).

As RCS sdo oriundas da oxidacdo dos produtos de Amadori, da oxidacdo de agUcares
redutores, da via dos polidis, da peroxidacdo lipidica e ddo origem a outros AGEs (Fig. 5)
(YOUNUS & ANWAR, 2016). Essas espécies podem se ligar aos residuos de arginina e
lisina de proteina, formando ligag&o cruzada (crosslink) com elas. Além das fontes enddgenas,
0s AGEs também sdo provenientes de alimentos processados (YEH et al., 2017).

Os AGEs exercem suas funcdes celulares através da interacdo com receptores
especificos (YANG et al., 2013a). Eles podem interagir com dois tipos de receptores de
superficie: receptores scavenger envolvidos na captura, degradacéo e remocéo dos AGEs e 0s
receptores de AGEs (RAGE) que sdo os mais estudados e estdo envolvidos em eventos
especificos de sinalizacdo celular (BYUN et al., 2017), ativando varias proteinas sinalizadoras
e fatores de transcricdo como Src, NADPH oxidases, Ras/ERK1/2, PI3K/PDK1/Akt, p38
MAPK, NF-kB e AP-1 (YANG et al., 2013a).
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Figura 5. Formacao de espécies reativas de carbonila (RCS) e AGEs. Os AGEs séo originados pela reagdo de

Via dos poliois

Maillard (via ndo oxidativa) e também a partir de RCS (via oxidativa) que sdo oriundas da oxidagdo dos
produtos de Amadori ou de agUcares redutores, da peroxidacao lipidica e também dos intermediarios da via dos
polidis (Adaptado de STIRBAN et al., 2014 e NOWOTNY et al., 2015).

Alguns compostos sdo conhecidos por inibir o processo de glicacdo o que é uma
estratégia efetiva capaz de suprimir reacdes inflamatdrias e o estresse oxidativo, contribuindo
para o retardo do envelhecimento e o surgimento de doencas cronicas (YEH et al., 2017). A
primeira de classe de compostos compreende a aminoguanidina (AMG) que é um dos mais
usados como agente inibidor da formacdo de AGEs (OAK et al., 2009). E um derivado da
hidrazina que atua sequestrando espécies reativas de carbonila e, consequentemente, inibindo
a formacdo de AGEs (JARIYAPAMORNKOON et al., 2013). A AMG previne as
complicacdes da diabetes, principalmente, nefropatia, neuropatia e vasculopatia (YOUNUS &
ANWAR, 2016).

Outras classes incluem os medicamentos para diabetes tipo 2 como metformina e
pioglitazona, os blogueadores do receptor de angiotensina, inibidores da enzima conversora
de angiotensina e pentoxifilina, além dos antioxidantes como vitamina C e E, ions metalicos e
flavonoides (SADOWSKA-BARTOSZ & BARTOSZ, 2015).
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2.5. FLAVONOIDES

Os flavonoides sdo metabdlitos secundarios das plantas produzidos em resposta a
fatores ambientais. Eles pertencem a uma familia de compostos fendlicos e estdo presentes
nas frutas, sementes, flores, vegetais, bulbos, tubérculos, ervas, chas e vinhos (MA et al.,
2016; CHEN et al., 2016).

Os flavonoides séo sintetizados a partir da via dos fenilpropanoides em que ha a
transformacdo da fenilalanina em 4-cumaroil-CoA, o qual entra na rota biossintética dos
flavonoides (FALCONE FERREYR et al., 2012). A estrutura bésica dos flavonoides consiste
de dois anéis aromaticos (A e B) conectados por uma cadeia de trés carbonos que formam um
anel heterociclico oxigenado (anel C). As principais classes de flavonoides sdo (Fig. 6):
flavonois, flavanois flavonas, flavanonas, isoflavonas e antocianidinas (LEYVA-LOPEZ et
al., 2016).

®
) ceodlies
OH ZoH OH

antocianidinas

flavanois flav%nois

Flavonas flavanonas

isoflavonas

Figura 6: Estrutura basica das principais classes de flavonoides (adaptado de Higdon, 2005 — Instituto Linus

Pauling)

Os flavonoides sdo bem reconhecidos por seu grande potencial terapéutico, como
antioxidantes, anti-inflamatdrios antibacterianos, antivirais, antitumorais, antialérgicos e

hepatoprotetor (JANG et al., 2017). Porém, a principal e a mais estudada atividade biologica
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dos flavonoides é sua atividade antioxidante. Esses compostos atuam como radicais de
varredura (scavengers), devido sua habilidade em estabilizar radicais livres ou outras espécies
reativas (CHERRAK et al., 2016)

Estudos de estrutura-reatividade tém demonstrado que a atividade antioxidante dos
flavonoides esté relacionada com algumas caracteristicas estruturais como: a presenca de um
grupo catecol no anel B (diidroxilado), a presenca de uma ou varias hidroxilas livres, presenca
de uma dupla ligacéo entre os carbonos C2-C3 no anel C, a presenca de uma 3-hidroxila no
anel C ou uma 5-hidroxila no anel A (FLORA, 2009; CHERRAK et al., 2016).

Outro mecanismo potencial pelo qual os flavonoides atuam como antioxidantes € a
interacdo desses compostos com enzimas antioxidantes. Alguns flavonoides ativam enzimas
antioxidantes como o sistema NADPH oxidase e a glutationa-S-transferase (CHERRAK et
al., 2016). Além deste mecanismo, os flavonoides podem também atuar através da quelacédo
de metais, da redugdo de radicais de a-tocoferol, inibicdo de oxidases e outros
(PROCHAZKOVA & WILHELMOVA, 2011).

Varios estudos também tém relacionado a caracteristica antioxidante dos flavonoides
com sua atividade anti-inflamatoria devido a habilidade desses compostos em modular a
producdo de espécies reativas nos fagdcitos que podem gerar altos niveis de ROS/RNS, no
local da inflamagé&o, contribuindo com o aumento da injuria local e com o desenvolvimento de
doencas cronicas. Dessa forma, os flavonoides utilizam diversos mecanismos antioxidantes e
ndo antioxidantes como a inibi¢do de enzimas envolvidas nas vias de sinalizacdo fagocitica e
de producdo de ROS/RNS (KHLEBNIKOV et al., 2007).

Diversos estudos tém demonstrado que os flavonoides atuam de forma semelhante aos
anti-inflamatoérios ndo esteroidais (AINES), inibindo as enzimas ciclooxigenases (COXs).
Mas, além disso, também atuam inibindo a atividade e a expressdo génica de outros
mediadores inflamatorios como citocinas e inibindo a ativacdo de fatores de transcri¢do como
0 NF-kB e MAPK (Tabela 1) (LEYVA-LOPEZ et al., 2016).



Tabela 1: Atividade anti-inflamatéria dos flavonoides
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Flavonoide Efeitos Mecanismos moleculares envolvidos Referéncia
Apigenina Diminuicdo dos niveis de mMRNA Inibicdo da ativacdo de NF-xB pela SOARES et al.,
de TNF-o, IL-1B e IL-6. Inibicdo hipofosforilagdo da subunidade p65 in 2006
da secre¢do de CCL5, da vivo. Inibicdo da ativacdo de NF-xB e
expressdo de ICAM-1e VCAM-1 ERK1/2, COX-2 e caspase-1. ZHANG et al.,
e prostaglandina E, (PGE,) 2014a
Quercetina Diminuicdo dos niveis de NO, Inibicdo da ativagdo de NF-xkB, AP-1 CHEN et al,
IL-6, IL-8, TNF-a e IL-1p ou MAPK. Inibicdo de iNOS, COXs e 2016;
LOX. Inibicio da formacdo do Lletal, 2016
complexo TLR4/MyD88/P13K
Luteolina Diminuicéo da producdo de NO e Inibicdo da ativacdo de NF-kB e AP-1; PARK etal., 2013;

PGE; e TNF-a.

inibiclo da expressdo de iNOS e COX-2

KANAI et al,
2016

Hesperetina

Diminuicdo dos niveis de TNF-«,
IL-1a, IL-18, IL- 6, IFN-y ¢ da
expressdo de CCL2, CCL5, MIP-
la, MIP-18 e CXCLS5.

Inibi¢do dos niveis do mRNA de IxB-a
e consequente inibicdo da ativacdo de
NF-«B.

FORDHAM et al.,
2014

Rutina

Diminuicéo do estresse oxidativo

Diminuicéo de TNF-a, IL-6

Aumento da expressdo de SOD, CAT e
GPx; diminuicéo da expressdo de iNOS

Diminuicdo da expressdo de p38-
MAPK, NF-kB, i-NOS e COX-2

AKONDI et al.,
2011;KANDEMIR
etal., 2015
NAFEES et al,
2015; LI
2017

et al.,

2.5.1. Naringenina

A naringenina (NAR) ou 5,7,4"-triidroxiflavanona (fig. 7) é uma flavanona encontrada

abundantemente em frutas citricas como laranjas e toranjas (grapefruit) e também na casca de
tomates (AKBARZADEH et al., 2016). Possui peso molecular igual a 272.26g/mol e é
praticamente insoluvel em 4&gua, mas solivel em solventes organicos como alcool
(SUMATHI et al., 2015).
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Figura 7: Estrutura quimica da naringenina (ACD/CHEMSketch)

A naringenina é o ponto de partida para a sintese de outros flavonoides visto que é a
primeira a ser sintetizada quando uma molécula de 4-cumaroil-CoA reage com a 3 moléculas
de malonil-CoA através da enzima chalcona sintase (fig. 8) originando uma naringenina
chalcona que posteriormente é convertida a naringenina por uma chalcona isomerase (WU et
al., 2014).
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Figura 8. Rota biossintética da naringenina. Durante a glicolise e a via das pentoses sdo formados,
respectivamente, a eritrose-4-fosfato e o fosfoenolpiruvato. A partir desses metabdlitos, varios outros serdo
formados e dardo origem ao chiquimato, corismato e posteriormente aos aminoacidos como fenilalanina e
tirosina que entrardo na via dos fenilpropanoides. A tirosina é transformada em acido p-cumarico que é
transformado em 4-cumaroil-CoA. Este junto com 3 moléculas de malonil-CoA da origem a naringenina

chalcona que é, posteriormente, transformada em naringenina(adaptado de Tzin et al., 2013 e Alvarez-Alvarez et

al., 2015).
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Diversos efeitos farmacoldgicos tém sido reportados para a naringenina. Dentre estes,
pode-se citar os efeitos anti-inflamatdrio, anticancer, antiaterogénico e antioxidante (JI et al.,
2016).

Quanto o seu potencial antioxidante, é relatado na literatura que a naringenina tem
atividade sequestrante sobre o radical anion superoxido e o radical hidroxila (CAVIA-SAIZ et
al., 2010; ALAM et al., 2014) o que se deve ao aumento da expressao de SOD, GPx e CAT
pela naringenina (VEZZA et al., 2016; MANCHOPE et al., 2016; MAATOUK ET AL.,
2016), além disso tem efeito protetor contra a peroxidacéo lipidica (LI et al., 2007).

Diversos trabalhos da literatura evidenciam o potencial anti-inflamatério da
naringenina através da inibicdo da producdo de mediadores pré-inflamatérios como TNF-a e
IL-6 (LIU et al., 2016; PINHO-RIBEIRO et al., 2016), NO e iNOS (VAFEIADOU et al.,
2009; YILMA et al., 2013), através da inibicdo da translocacdo do NF-xB e fosforilagdo das
enzimas ERK1/2 e p38 das MAPKSs (LIU et al., 2012) e através da inibicdo da expressdo da
COX-2 (CHAO et al., 2010).

Além desses efeitos, ha trabalhos que também relatam a propriedade antiglicante da

naringenina como o de Wu e Yen (2005) e Zhang e cols (2014b).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Obter uma nova entidade quimica, e a partir desta, elucidar sua estrutura quimica,

explorar suas caracteristicas fisico-quimicas e investigar suas atividades bioldgicas.

3.2. Objetivos Especificos

v Sintetizar uma nova entidade quimica a partir da condensacdo entre
naringenina e aminoguanidina.

v Caracterizar quimica e fisico-quimicamente o novo derivado.

v Estudar as atividades antioxidante, antiglicante e o efeito anti-inflamatério in

vitro e in silico desta nova molécula.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

Marca Sigma Aldrich: DPPH, ABTS, glioxal, aloumina bovina, frutose, quercetina,
rutina, aminoguanidina, LPS (E. coli sorotipo 0111:B4), MTT, resazurina DCFDA,
DiOC6(3), PMA, lipoxigenase de soja (soybean), NBT, NADH, PMS, EDTA, ferrozina,
hidroxilamina hidroclorada. Outras marcas: azida sodica (Nuclear); RPMI, SBF,
penicilina/estreptomicina (Gibco®, Life Technologies); kit TNF-o humano (Invitrogen ™)

4.2. Sintese da ACDA41

Pesou-se a naringerina (50,8 mg; 0,1866 mmol) em baldo de reacdo de 50 mL e
adicionou-se aminoguanidina (51,5 mg; 0,4659 mmol) em 10 mL de EtOH, HCI concentrado
(1 mL) e &gua destilada (1 mL), deixou-se sob agitacdo e aquecimento (A=70 °C) por 6h. A
formacéo do produto foi acompanhado por CCD usando AcOEt: Acetona: H,CO, (4:1:0,5) e
a reacao foi finalizada. A solucéo foi colocada em um becker para secar totalmente. O residuo
foi dissolvido com éagua destilada (20 mL) e extraido com AcOEt (3x 20 mL). A solucdo
AcOEt foi lavada com NaHCO3 (2x 20 mL) e extraida novamente com AcOEt (3x 20 mL). A
fase organica foi lavada com &gua destilada (20 mL) e foi seca com Na,SO, anidro.
Posteriormente foi filtrada em papel de filtro e evaporada. O residuo seco foi redissolvido em
EtOH (10 mL) adicionado de HCI 1M (10 mL) e deixado em agitacdo por 1h. A mistura foi
evaporada e o residuo foi recristalizado em EtOH para precipitar o produto da reacdo na
forma de sal de HCI. O derivado ACD41 tem peso molecular igual a 328,33 g/mol e
C16H16N4O4 (Adaptado de FUKUMOTO, 2002).

4.3. Analise do perfil cromatogréafico por CLAE

A analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi efetuada de acordo
com MOHEBALI et al. (2016) com pequenas modificacdes, utilizando cromatdgrafo liquido
da marca Shimadzu, modelo Proeminence com detector UV/VIS em arranjo de diodos. A
analise cromatografica da naringenina e do seu derivado foi obtida utilizando a coluna Cig
150 mm x 4,6 u, a uma temperatura controlada de 25 °C. A fase movel consistiu em

solvente (A) acido fosforico a 0,1% (marca Neon) e solvente (B) metanol a 100% (marca
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Sigma Aldrich) grau HPLC. Utilizou-se o programa de gradiente como se segue: 0-30
minutos de 5% de B a 100%; 33-35 minutos de 80% de B a 5%. O caudal e o volume de
injeccdo a ser utilizado foi de 1,0 mL/min e 10 pL, respectivamente. Os espectros de

UV/VIS foram registrados nos comprimentos de onda entre 200 e 600 nm.

4.4. Elucidacéao estrutural

A identificacdo da estrutura quimica da ACDA41 foi realizada através da espectrometria
de massas sequencial (ESI-MS/MS-MS) e da ressonancia magnética nuclear (RMN) de
hidrogénio nos Laboratérios de espectrometria de massas e RMN da Central Analitica da
Universidade Federal do Amazonas. E também por espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) na Universidade Federal do Rio Grande do Norte.

Os espectros de massas foram registrados em espectrémetro do tipo fon-trap, modelo
LCQ Fleet (Thermo scientific), operando com fonte de eletron spray (ESI). J& os espectros de
RMN de *H foram obtidos no equipamento modelo Bruker Ascend (500 MHz). A amostra foi
solubilizada em DMSO deuterado (CD3),SO e o tetrametilsilano (TMS) foi utilizado como
padrao de referéncia interna. Os deslocamentos quimicos foram expressos em ppm (0) € as
constantes de acoplamento (J) foram registradas em Hertz (Hz).

Os espectros do infravermelho foram registrados em espectrometro Shimadzu, modelo
IR Prestige-21. Os espectros foram obtidos com resolucéo espectral de 4 cm™ e 20 varreduras
da regido de 400 a 4000 cm-".

4.5. Anélise Térmica

A Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) foi realizada pesando-se
aproximadamente 2,0 mg da amostra em cadinho de aluminio , sob atmosfera de nitrogénio,
fluxo do géas de purga de 100mL/min, razdo de aquecimento de 10° C/min com temperatura
final de 250°C.

Ja para a analise Termogravimétrica (TG), amostra de aproximadamente 5 mg foi
pesada em cadinho de alumina, sob atmosfera de nitrogénio, fluxo do gas de purga de 50
mL/min, raz&o de aquecimento de 10° C/min, com temperatura final de 900°C.

Para o célculo da DTG e analise das curvas obtidas foi utilizado o software TA

Instruments Universal Analysis 2000.
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4.6. Difracéo de Raio X (DRX)

A caracterizacdo cristalina e perfil cristalino da molécula foram obtidos em
difratometro Bruker, modelo D2 Phaser, utilizando radiacdo CuKa (A=1,54A) com um filtro
de Ni, na variacdo de 10-45° (20), com passo de 0,02°, corrente de 10 mA, voltagem de 30kV,
utilizando um detector Lynxeye, usando a técnica de Difracdo de Raios-X do po.

4.7. Cultura Celular

As linhagens de mondcitos humanos THP-1 e fibroblastos humanos MRC-5 foram
adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). No Laboratério de Cultura Celular
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Amazonas
(FCF/UFAM), as celulas foram cultivadas, respectivamente, em RPMI e DMEM,
suplementados com 10% de soro fetal bovino (FBS) e 1% de penicilina-estreptomicina. As
ceélulas foram incubadas em estufa a 37 °C e 5% de CO..

Os monacitos THP-1, por serem células em suspensdo, foram ativados a macréfagos

aderentes com acetato miristato de forbol (PMA) a 200 ng/mL.

4.8. Viabilidade Celular

48.1. MTT

A citotoxicidade da ACD41, aminoguanidina e naringenina foi avaliada na linhagem
THP-1 pelo método do MTT que é um método colorimétrico baseado na reducdo do MTT
(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio), amarelo, em cristais de formazan
purpuros e insolaveis.

Neste ensaio, 0s monocitos THP-1 foram ativados com PMA e foram plaqueados em
placa de 96 pogos, a uma densidade de 100.000 células/poco e incubados por 48 horas. Os
macrofagos aderentes foram lavados com meio de cultura fresco e deixado em repouso
durante 2 dias, com troca de meio diariamente. Posteriormente as células foram tratadas com
1, 10, 100 e 1000ug/mL das substancias durante 48 h. Como controle positivo foi utilizado a
estaurosporina (Staur - Sug/mL) e controle negativo o meio de cultura e o diluente DMSO
(0,1% v/iv).
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Apobs o periodo de tratamento, o meio contendo as substancias foi removido e as
células foram lavadas duas vezes com 100uL de Tampédo Fosfato-Salino (PBS) 1X. Apds a
remocao do PBS, adicionou-se 90uL de meio de cultura RPMI e 10puL de MTT (5mg/mL)
nos pocos. As células foram incubadas durante 3h e a solucdo foi, em seguida, removida.
Adicionou 100uL de DMSO e a placa foi deixada por 20 minutos sobre agitacdo, para total
dissolucdo dos cristais de formazan. Por fim, a leitura da absorbancia foi realizada em
espectrofotbmetro a 560nm. A porcentagem de células viaveis foi calculada com base no
controle negativo (Adaptado de MOSMANN, 1983).

4.8.2. Alamar Blue

Na linhagem MRC-5, a citotoxicidade das substancias foi avaliada pelo método do
Alamar Blue. O Alamar Blue também conhecido como resazurina, em seu estado oxidado, é
azul ndo fluorescente. Em células viaveis, as enzimas presentes no interior das mitocondrias
reduzem a resazurina em resofurina de cor rosa e fluorescente (RAMPERSAD, 2012).

Neste ensaio as células foram plaqueadas na densidade de 5 x 10° células/poco em
placas de 96 pogos. ApoOs 24 horas de incubacdo e aderéncia das células, as mesmas foram
tratadas com as substancias nas concentragdes de 12.5, 50, 200, 800 e pg/mL. Como controle
positivo de morte foi utilizada a doxorrubicina (10 ug/mL) e como controle negativo, o meio
de cultura e o diluente DMSO (0,1% v/v). Ap6s o periodo de tratamento 24 horas foram
adicionados 10 pL de resazurina 0,4% (diluida 1:20). Posterior ao tempo de metabolizacao da
resazurina de 3 horas foi realizada a leitura da fluorescéncia em espectrofotdometro com
excitacdo em 570 nm e emissdao em 610nm. A porcentagem de células viaveis foi calculada
com base no controle negativo (NAKAYAMA et al. 1997).

4.9. Ensaios antioxidantes

4.9.1. Atividade sequestrante do radical DPPH’

O ensaio foi realizado segundo metodologia utilizada por Marxen e cols (2007), com
modificacdes. Para a realizacdo do teste, primeiramente, foi calibrada a absorbancia do
DPPH (2-difenil-1-picril-hidrazila) entre 0,8-1,00 £ 0,1 nm. Posteriormente, 30 puL das
substancias foram adicionados juntamente com 170 pL de DPPH em microplacas de 96

pocos. A quercetina (50 ug/mL) foi utilizada como controle positivo. Em seguida, a
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microplaca foi incubada por 30 minutos em temperatura ambiente no escuro. Por fim, a
placa foi lida em espectrofotdmetro (DTX800, Beckman Coulter) a 517 nm. Os célculos de
inibicdo foram realizados por meio da seguinte formula:

% inibicdo DPPH = 100 — (Abs da amostra/média controle) * 100

4.9.2. Atividade sequestrante do radical ABTS™

O ensaio foi realizado segundo metodologia adaptada de Jemli e cols (2016) com
modificacbes. O 2,2 -azino-bis(&cido-etilbenzoalina-6-sulfénico (ABTS) foi, primeiramente,
diluido em &gua destilada e oxidado com persulfato de potassio a 5 mM por 24 horas, no
escuro, em temperatura ambiente. 270 pL do ABTS foram adicionados a 30 pL das
substancias. A quercetina (50 pg/mL) foi utilizada como controle positivo. Em seguida, a
microplaca foi incubada em temperatura ambiente, no escuro, por 30 minutos.
Posteriormente, a leitura da analise foi realizada em espectrofotdmetro (modelo DTX800,
Beckman Coulter) a 630 nm. Os calculos de inibicao foram realizados por meio da seguinte
formula:

% inibicdo ABTS = 100 — (Abs da amostra/média controle) * 100

4.9.3. Atividade quelante do ferro

O ensaio foi realizado segundo metodologia descrita por Ebrahimzadeh e cols (2008).
Em placa de 96 pocos foram adicionados 200 pL das substancias, nas concentragdes de 31,25
a 1000 pg/mL e 10 pL de cloreto férrico (2mM). A placa foi incubada por 5 minutos a 37°C e
posteriormente foi realizada a primeira leitura (Al) em espectrofotdmetro a 562 nm. Em
seguida foram adicionados 10 pL de hidroxilamina hidroclorada (300mM) e 30 pL de
ferrozina (5mM). A placa foi incubada por 15 minutos a 37°C e, por fim, foi realizada a
ultima leitura (A2). O EDTA (1mg/mL) foi utilizado por controle positivo. A porcentagem de
inibicdo foi calculada pela formula:

% inibicdo da quelagéo do ferro = 100 — (A2-Al da amostra/A2-Al controle) * 100

4.9.4. Varredura do radical anion superéxido

O ensaio foi realizado segundo metodologia descrita por Santos e cols (2014). Foram
preparados inicialmente os reagentes NBT (250 uM), NADH (390 uM) e PMS (10 uM) em
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tampéo Tris-HCI (16 mM, pH=8,0) e, em seguida, em uma placa de 96 pocos foram
adicionados: 30 pL das substancias nas concentragoes de 31,25 a 1000 pg/mL, 90 pL de
NADH e 90 uL de NBT. A absorbancia inicial (Al) foi obtida a partir da leitura da
microplaca a 560 nm. Em seguida foram adicionados 90 pL de PMS. A placa foi entdo
incubada a 25 °C por 5 minutos e, logo apos, realizada a leitura da absorbéancia final (A2) a
560 nm. A atividade foi calculada através da seguinte formula:

% inibicao de superoxido = 100 — (A2-Al da amostra/A2-Al controle) * 100

4.9.5. Detec¢do de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) intracelular

Os niveis de ROS intracelular foram analisados através da sonda fluorescente 2'7'-
Acetato Diclorofluoresceina (DCFDA). A DCFDA difunde-se pela membrana celular e €
hidrolisada por esterases intracelulares, formando a diclorofluoresceina (DCF, néo
fluorescente), que reage com ROS intracelular, formando a diclorofluoresceina oxidada
(oxDCF, fluorescente) (TETZ et al., 2013).

Células THP-1 foram plagueada na densidade de 10x10%/mL em placas de 96 pocos
(ativadas com PMA). Apo6s 48 horas, as células THP-1 foram tratadas com as substancias nas
concentragdes de 50 e 200 pg/mL juntamente com o H,O, (50uM) como indutor de ROS.
Apo6s 24 horas a DCFDA (25uM) foi adicionada as células por 45 minutos, a 37°C em 5% de
CO,, a0 abrigo da luz. As placas foram raspadas para remocao das células e os niveis de
fluorescéncia foram medidos em espectrofotdmetro (Chameleaon™ V Multitechnology Plate
Reader) com 450nm de excitacdo e 535nm de emissdo (Adaptado de KUMAR et al., 2015a).

4.9.6. Determinacao do Potencial Elétrico de Membrana Mitocondrial (Aym)

Células THP-1 foram plagueadas na densidade de 10x10%/mL em placas de 96 pocos
(ativadas com PMA). Apds 48 horas, as celulas foram tratadas com as substancias nas
concentragOes de 50 e 200pg/mL. Apos 24 horas, as células foram incubadas com DiOC6
(2uM) em estufa por 20 minutos, e posteriormente, foram retiradas da placa (raspagem) e
lavadas 3x com 100puL de PBS 1X. Os niveis de florescéncias foram medidos em
espectrofotdmetro (Chameleaon™ V Multitechnology Plate Reader) com excitacio de 450nM
e emisséo 500nM (adaptado de JIN et al., 2009).
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4. 10. Ensaio de glicacéo in vitro

O ensaio foi realizado segundo as metodologias descritas por Malakul e Sirinat
Pengnet (2017) e Esmaeili (2014) com modificaces.

Primeiramente foi preparada uma solucdo de Tampdo Fosfato a 200mM, pH 7,4 com
conservante Azida Sédica 3mM. Posteriormente foram obtidas as solu¢des de do Glioxal a
30mM, da Frutose a 0,5M e da albumina a 10 mg/mL em Tamp&o Fosfato na concentragéo e
pH supracitados. Posteriormente, em uma placa escura de 96 pocos, foram adicionados em
cada pogo 135 pL do agucar ou do glioxal, 135 uL da proteina e 30 uL das substancias.

Em seguida foi realizada a leitura por fluorescéncia, em espectrofotdometro (DTX800,
Beckman Coulter), com excitagdo em 365nm e emissdo em 465nm que correspondeu ao dia 0
da reacdo. Apds a leitura, a placa foi vedada e incubada na estufa a 37 °C por 24h para a
reacdo com glioxal, e 5 dias para a reacdo com frutose, quando a leitura foi realizada
novamente para avaliar a inibicdo da reacdo pela amostra. Como controle positivo foi
utilizado a quercetina. Em seguida, foram efetuados os calculos por meio da seguinte formula:

% Inibicdo AGEs = 100 - (luminescéncia da amostra / luminescéncia do controle) x 100

4.11. Inibicdo da ativacdo de macrofagos por LPS e producdo de TNF-a

Células THP-1 foram plaqueadas em placa de 96 pocos, na quantidade 10° células por
poco. Para a inducdo de diferenciacdo dos mondcitos a macrdfagos, acetato de forbol
miristato (PMA) foi adicionado a suspensdo celular. Ap6s 24h de incubacdo as células ndo
aderidas foram eliminadas e as aderentes foram carenciadas pela reducéo na concentracéo de
soro fetal bovino no meio de cultura de 10% para 0,5%. Apds 16h de carenciamento as
células foram tratadas com os diferentes compostos nas concentragdes 1, 5 e 10 ug/mL. Apds
2h horas as células foram ativadas com LPS (GUSMAN et al., 2015).

Em seguida, ap6s 6 horas, o sobrenadante foi coletado e submetido a ensaio

imunoenzimatico (ELISA — Invitrogen ™) para a quantificacdo dos niveis de TNF-a.

4.12. Inibicéo da lipoxigenase (LOX) in vitro

A atividade da lipoxigenase foi mensurada baseada na formacdo de hidroperoxido
originado pela oxidacdo enzimatica do &cido linoleico (Adaptado de D"ALMEIDA et al.,
2013).
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No ensaio foram misturados 1750 pL de tampéo fosfato de sodio (20 mM), 50 uL de
lipoxigenase (0,1 mg/mL) e 50 pL (20 pg/mL) das substancias que foram incubados por 5
minutos a temperatura ambiente. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 234 nm
durante 5 minutos. Antes de iniciar a leitura, o aparelho foi zerado, foram adicionados 50 uL
do &cido linoleico (40 uM) e a leitura iniciada imediatamente.

A porcentagem de inibic&o foi calculada a partir do controle positivo sem adi¢do das

substancias.

4.13. Ancoragem molecular

O procedimento de ancoragem molecular foi realizado com a estrutura cristalografica
da proteina ciclooxigenase-2 (COX-2), complexada com o ligante rofecoxib (RCX). Essa
proteina, de origem humana (Homo sapiens), esta disponivel no banco de dados Protein Data
Bank (PDB) (cddigo: 5KIR), com resolugdo de 2,7A. (ORLANDO & MALKOWSKI, 2016).
As estruturas tridimensionais (3D) dos ligantes rofecoxib e naringenina foram obtidas a partir
do banco de dados ZINC (IRWIN et al., 2012) e a estrutura 3D do derivado ACDA41 foi
gerada atraves do software Marvin Sketch (CHEMAXON, 2017).

A otimizacdo geométrica de todos os ligantes foi feita através do método semi-
empirico PM7 (STEWART, 2013) disponivel no software MOPAC2016 (STEWART, 2016).
A preparacdo do receptor e dos ligantes foi alcancada através do software Autodock tools
(MORRIS et al., 2009), sendo o grid box definido em relacdo ao sitio ativo ocupado pelo
ligante RCX. O procedimento de ancoragem foi entdo realizado através do software Autodock
Vina (TROTT & OLSON, 2010). Os resultados foram processados através do software
Discovery Studio (Discovery Studio Visualizer, 2016).

4.14. Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média £ D.P.M. (desvio padrdo da média) de dois
ensaios independentes. As médias foram analisadas pelo software GraphPad Prisma® 6.0
através da andlise de variancia one-way ou two-way ANOVA seguidas, respectivamente, dos
testes de Tukey ou Dunnett de comparacdes multiplas com nivel de significancia de p <0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Sintese e obtencédo da molécula

A reacgdo de condensagdo entre a naringenina e aminoguanidina (Fig. 9) deu origem a
molécula (2E)-2-[5,7-diidroxi-2-(4-hidroxifenil)-2,3-dihidro-4H-cromen-4-ilideno] hidrazina
carboximidamida (ACD/ChemSketch), a qual foi codificada como ACD41. A molécula
apresentou-se como um solido cristalino (Fig. 18) de colora¢do cinza com rendimento de
81%.

NH

NH 4 EtOH/HCI /H,0

HoN NH, 70°C/ 6hs

aminoguanidina

HN" SNH

naringenina ACD41

Figura 9: Reacdo de condensacdo entre naringenina e aminoguanidina em ambiente &cido com etanol, acido

cloridrico concentrado e agua, sob refluxo a 70° C, durante 6 horas, originando a ACD41.

A ACDA41 foi submetida a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) de fase
reversa para avaliar, de modo qualitativo, sua pureza e confirmar a reacdo de sintese.

De acordo com os cromatogramas da fig. 10 observa-se que a ACDA41 apresentou um
perfil cromatografico com um pico predominante no tempo de 11,87 minutos diferente da
naringenina que apresentou tempo de retengéo de 24,24 minutos.

A ordem de eluicho na CLAE de fase reversa é baseada no aumento da
hidrofobicidade dos solutos (AGUILAR, 2004), ou seja, quanto maior o tempo de retencao,
mais apolar é a substancia. Com isso, pode-se inferir, com base nos tempos de retencéo, que a
ACDA41 é menos hidrofobica ou mais hidrossolvel que a naringenina, caracteristica esperada

visto que a aminoguanidina é uma substancia solivel em agua (ABCAM - ab120123).
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Figura 10: Cromatogramas e espectros de absor¢do UV-VIS da ACDA41 (A e B) e da naringenina (C e D). As
amostras foram injetadas (10 pL) em cromatégrafo liquido acoplado ao detector UV/VIS com arranjo de diodos

(HPLC/UV-VIS), marca Shimadzu, modelo Proeminence.

Os espectros de absorcdo UV-VIS de ambas as moléculas foram semelhantes,
apresentando absor¢do maxima na regido ultravioleta, com Amax igual a 306 nm para ACD41

e 289 nm para naringenina

5.2. Determinacao estrutural

O peso molecular esperada para esta substincia era, aproximadamente, de
328,33g/mol. Logo, a molécula foi submetida a analise por espectrometria de massas (ESI-
MS). O espectro de ions totais, modo positivo, (Fig. 11) revelou a presenca de um pico base
de m/z 329 correspondente a massa esperada da molécula sintetizada ja que no modo positivo

ha o acréscimo de uma unidade de massa devido a adi¢do de um préton na molécula.
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Figura 11: Espectro de massas da molécula ACD41 no modo positivo [M*H]", registrado no espectrémetro tipo

fon-trap, modelo LCQ Fleet (Thermo scientific) com fonte de eletronspray (ESI).

O espectro de fragmentagdo (MS/MS) do ion de m/z 329 (Fig. 12) revelou a presenga
dos fragmentos com m/z 312 e m/z 270, os quais podem ser resultantes das perdas,
respectivamente, de um grupo amina e da guanidina, evidenciando a reacdo entre naringenina

e aminoguanidina.
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Figura 12: Espectro MS/MS do ion m/z 329 registrado no espectrdmetro tipo fon-trap, modelo LCQ Fleet

(Thermo scientific) com fonte de eletronspray (ESI).
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Também se observou a presenca do fragmento de m/z 209 que deve ser proveniente da
perda do grupo 4-etilfenol da naringenina que ja é um padrdo de fragmentacdo caracteristica
de flavonoides, denominada reacédo de retro-Diels-Alder como proposto por Li e cols (2013b)
e Brito e cols (2014). Por fim, observou-se a presenca do fragmento de m/z 203 que pode ser
referente a perda do grupo 1,3,5-trihidroxibenzeno da naringenina. A proposta de

fragmentacédo para o ion m/z 329 é mostrada na figura 13.

HO .
OH
OH
\N/NH
D

OH OH

H
\> ) HO O
A S~ O ‘ / m/z 209
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H
C+
XNH

m/z 312 m/z 270

Figura 13: Proposta de fragmentagdo do ion m/z 329.

No espectro de RMN de 'H (figura 14 e tabela 2), o derivado ACD41 apresentou
perfil com sinais da naringerina (Andrade et al., 2010) e aminoguanidina (Fukumoto et al.
2002) onde observou-se singletos em 610,77 (NH) , sinais dupleto em 85,10 ppm (12 e 3,2
Hz) para H-2, sinais multipletos em 62,94 (16,6 e 12 Hz) e 3,17 ppm (16,6 e 3,2 Hz) para H-3
e um singleto em 65,92 (2,4 Hz) e 85,95 ppm (2,4 Hz) atribuido ao hidrogénios H-6 e H-8,
respectivamente. Sinais dupleto em 67,32 (8,8 Hz) e 66,81 ppm (8,8 Hz) para os hidrogénios
H-2’ e H-6’ ¢ H-3’ ¢ H-5" do anel B.
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Figura 14: Espectro RMN de 'H da molécula ACD41 obtido no equipamento modelo Bruker Ascend (500
MHz). A amostra foi solubilizada em DMSO deuterado (CD3),SO e o tetrametilsilano (TMS) foi utilizado como

padréo de referéncia interna.

Tabela 2. Dados de RMN de *H da ACD41 ((CDs),SO; DMSO)

6'H (ppm) 0'HRef. 1,2 6'™H (ppm) 0'HRef. 1,2

1 - - 11 - -

2 5,10dd (12 e 3,2 Hz) 5,24dd r - -

3 2,94dd (16,6 e 12 Hz) ; 3,17dd 2,99dd; 3,03dd 2 7,32d (8,8 Hz) 7,23d

(16,6 e 3,2 Hz)

4 - - 3 6,81d (8,8 Hz) 6,74d

5 - - 4 - -

6 5,92d (2,4 Hz) 5,815 5° 6,81d (8,8 Hz) 6,74d

7 - - 6° 7,32d (8,8 Hz) 7,23d

8 5,95d (2,4 Hz) 5,815 NH - -

9 - - =NH - 12,31s
10 - - NH, 10,77s 10,77s (1)

Fonte: (1) Fukumoto et al. 2002; (2) Andrade et al., 2010.
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De forma complementar & sua elucidacdo estrutural, a ACD41 foi submetida a
espectroscopia no infravermelho para identificar os grupos funcionais que compdem a
molécula (Fig. 15).

A ACDA41 sendo um derivado da naringenina apresenta algumas regides de absorcao
no infravermelho semelhantes a esta molécula e j& descritas pela literatura. Estas bandas
caracteristicas referem-se ao estiramento do —C=0 (1600-1800 cm™), estiramento C-O (1080-
1250 cm™), alongamento d OH (3100-3290 cm-1), alongamento da ligacdo C-C (1150 cm™) e
0 estiramento C=C (1450-1630 cm™) (TURKKAN et al., 2012; KUMAR et al., 2015b). Em
especifico, a molécula apresenta pico forte na regi&o de 3000 a 3500 cm™ corresponde a picos
combinados de vibracdo de alongamento que ocorre nas ligagcdes O-H e N-H (ZHANG et al.,
2016b). O pico em 1490 cm™ pertence a vibracéo de flexdo N-H.
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Figura 15: Espectro no infravermelho da ACDA41 por FTIR, utilizando espectrdmetro Shimadzu, modelo IR
Prestige-21.

Todos os dados apresentados referentes a elucidacdo estrutural e a andlise
cromatogréafica evidenciaram a reacdo entre a naringenina e aminoguanidina, originando a
molécula ACD41.

Uma pesquisa foi realizada no SciFinder, um conjunto de bases de dados desenvolvida
pelo Chemical Abstracts Service (CAS) que dispde de ferramentas de busca de moléculas, a

fim de verificar se a ACD41 esta entre os derivados da naringenina ja registrados no CAS.
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Dentre os inimeros derivados da naringenina presentes no SciFinder, quarenta
moléculas apresentaram semelhanca com a ACD41 em relacdo ao padrdo de substituicdo do
oxigénio da carbonila no anel C por um atomo de nitrogénio. Porém, nenhuma dessas ¢é igual
a ACDA41, indicando que, pela primeira vez, essa molécula estd sendo descrita e que muito

provavelmente seja inédita.
5.3. Analise Térmica

A ACD41 foi explorada quanto a&s suas caracteristicas fisico-quimicas através da
Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) e da anélise Termogravimétrica (TG) para
verificar a estabilidade da molécula em funcéo da temperatura.

Analisando a curva de DSC da ACD41 (Fig. 16), observa-se inicialmente um evento
endotérmico sutil atribuido a perda de agua e solvente residual do processo de sintese com
Tonset de 95.3°C °C (AH = - 19,30 J.g%, Tpeak =114.9°C). O segundo pico endotérmico
indicativo da fusdo da molécula apresenta Tonset de 134.2°C °C (AH = - 18,23 J.g*, Tpeak
=142.4°C). Substancias de carater cristalino costumam apresentar ponto de fusdo bem
definido. Ja o terceiro evento endotérmico é atribuido a decomposicédo e ocorre com Tonset de
149.5°C (AH = - 7,83 J.g*, Tpeak =154.8°C).

DSC
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2.00I-

1.00f

~_154.8°C

0.00}
[ decomposi¢do

/

I 114.9°C 'T
1.00. Perdade agua e solvente 142.4°C
[ residual Indicativo do processo de fusio
100 200
Temp [C]

Figura 16: Curva DSC do ACD41 na razdo de aquecimento 10°C.min -1

Esta fusdo seguida de decomposi¢cdo pode ser confirmada quando associada a curva

TG (Fig.17), a qual se observa uma perda de massa na faixa de temperatura entre 128.1 —
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155.5°C (Am = 3,48 %), sendo esta perda de massa atribuida a decomposi¢cdo da ACD41.
Ap0s a decomposicdo a linha de base da curva DSC progride no sentido exotérmico.

128.1 —155.5°C

TGA - 0, DTA
3 / (Am = 3,48 %) A
100.0
80.0 -50
60.0
4 -10.0
40.0
I 1-15.0
20.0
200 400 600 800
Temp [C]

Figura 17. Curva TG e DTA do ACDA41 na raz&o de aquecimento 10°C.min™

A curva DTA, para a ACD41 em atmosfera de nitrogénio com razdo de 10°C.min™
apresentou 5 eventos endotérmicos, sendo suas temperaturas de pico 113.2°C, 144.4°C,
155.5°C, 224.5°C e 337.2°C, respectivamente. O primeiro pico é relacionado a evaporagdo de
agua ou outros solventes presentes, o segundo esta atrelado a fusdo da molécula e o terceiro e
0 quarto eventos podem ser atribuidos a decomposicdo e volatilizacdo dos produtos de
degradacéo.

Assim como discutido anteriormente, quando se associa 0 segundo e o terceiro pico ao
TG, verifica-se uma leve perda de massa em torno de 3,48% relacionada a primeira etapa de
decomposic¢édo. O derivado ACD41 apresenta menor resisténcia térmica quando comparado a
naringenina, segundo Yang e cols (2013b), onde os eventos de fusdo e degradacdo da
naringerina iniciam-se em torno de 255°C.

Na tabela 3, é possivel verificar numericamente todas as etapas dos eventos térmicos e

calorimétricos da molécula.



56

Tabela 3 - Dados termoanaliticos do ACD 41 na razio de 10°C.min™

DSC TG DTA
Transicio  Evento Tonset/  Tpeak/ AH/l AT/ m/  Tonset/ Tpeak/ AH/l
°C °C J.g °C % °C °C J.g
1 95.3 1149  -1930 98.05-1157 3.69 95.6 113.2  -250.65

134.2 1424  -18.23 128.1-1555 348 1371 1444  -97.61
1495 1548 -7.83 192.7-236.6 553 1509 1555 -0,02
260.6—365.0 24.29 2117 2245 -278.63

2855 337.2 -948.33

Endo

abhowN

5.4 Difracéo de Raio X

Os aspectos morfoldgicos da ACDA41 foram explorados através da difracdo de raio X
(DRX).

O difratograma (Fig. 18) demonstra o perfil cristalino do prot6tipo, caracterizado por
diversas reflexdes cristalinas de diferentes intensidades, no plano de difracdo até 34°. Uma
reflexdo cristalina de maior intensidade destaca-se em torno de 26.8° além de reflexdes
acentuadas em 21.5° e 24.7° e de média intensidade em 14.3° e 20° Este padrdo de
cristalinidade corrobora com os descritos por Khan e cols (2014) para a naringerina, segundo
0 autor, o padréo de difracdo desta mostrou-se predominantemente cristalino e indicado por
reflexdes cristalinas intrinsecas em 10.7°, 15.7° e 20.3°, entretanto, o prototipo apresenta uma

cristalinidade mais acentuada.
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Figura 18: Difratograma da ACD41
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Este grande numero de reflexdes cristalinas sdo caracteristicas de substancias de
caréter cristalino, o que pode ser confirmado através de técnicas microscopicas como a MEV.
Pode-se associar o perfil cristalino de um farmaco ou de uma molécula, a sua baixa
solubilidade em agua, pois substancias cristalinas, apresentam carater hidrofébico, devido a
maior dificuldade de penetracdo da &gua nas moléculas dos cristais, por serem mais
organizadas do que em substancias amorfas (MURDANDE et al., 2011). Dessa forma, pode-
se inferir que mesmo que a adicdo da aminoguanidina tenha aumentado a hidrossolubilidade

da molécula, ela ainda manteve suas caracteristicas hidrofébicas.

5.5. Atividades bioldgicas

5.5.1. Viabilidade Celular

A fim de conhecer a seguranca da nova molécula em testes in vitro, a ACDA41 foi
submetida a ensaios de citotoxicidade nas linhagens celulares de mondécitos humanos THP-1 e
fibroblastos humanos MRC-5.

Uma curva dose-resposta da ACD41, aminoguanidina e naringenina foi construida
para verificar quais as concentracBes seguras para 0s outros ensaios celulares e também para
calcular a concentragdo que inibe a viabilidade em 50% (Clso).

As substancias foram testadas na linhagem THP-1, a mesma utilizada para os outros
ensaios, nas concentragdes de 1, 10, 100 e 1000 pg/mL por 48 horas pelo método do MTT. E
na linhagem MRC-5 foram testadas nas concentragdes de 12.5, 50, 200 e 800 pg/mL por 24
horas pelo método do Alamar Blue.

Como mostrado na figura 19A, a ACD41 e AMG apresentaram, em todas as
concentragoes, viabilidade superior a 80% e Clsp maior que 1000 pg/mL. A NAR, somente na
concentracdo de 1000 pg/mL, apresentou viabilidade inferior a 80% e Cls igual a 253,95 +
5,02 pg/mL em monadcitos THP-1.

Nos fibroblastos MRC-5 (Fig. 19B), a AMG apresentou viabilidade superior a 80%
em todas as concentragdes testadas com Clsp superior a 1000 pg/mL. A ACD41 e a NAR,
somente na concentracdo de 800 ug/mL, apresentaram viabilidade inferior a 80% com Cls
igual a 767,4 £ 18,71 pug/mL e 524,45 + 12,23 pg/mL respectivamente.
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Figura 19: Viabilidade celular. ACD41, AMG e NAR foram testadas em células THP-1 por 48 horas e MRC-5
por 24 horas. Dados expressos como média + desvio padrdo analisados por two-way ANOVA seguido do teste
de Dunnett. * p< 0,05. * p< 0,0001 do controle

A 1SO 10993-5 (2009) é uma padronizacdo internacional dos testes de citoxicidade in
vitro que determina alguns parametros quantitativos e qualitativos de avaliacdo da
citotoxicidade, dentre o0s quais, 0s primeiros sao preferiveis. De acordo com esta
padronizacdo, quando a porcentagem de células vidveis estd acima de 80% considera-se
nenhuma citotoxicidade; entre 80 e 60% baixa; 60 e 40% moderada e abaixo de 40% alta
citotoxicidade.

De acordo com estes parametros, a ACDA41 apresentou moderada e nenhuma

citotoxicidade, respectivamente, em MRC-5 e THP-1. A aminoguanidina apresentou nenhuma
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citotoxicidade nas concentracGes testadas em ambas as células. E a naringenina apresentou
alta citotoxicidade nas concentracbes de 800 e 1000 ug/mL para MRC-5 e THP-1
respectivamente. Esses dados estdo de acordo com os estudos reportados por Park e cols
(2008) e Shi e cols (2015) que demonstraram que a naringenina diminuia a viabilidade a partir
de 200 ug/mL em células THP-1. E também com o estudo de Zingarelli e cols (1997) que ndo
reporta citotoxicidade para a aminoguanidina em concentragdes superiores a 3000 mM.

Além disso, esses resultados refletem a baixa citotoxicidade dessas substéncias,
corroborando com seus altos valores de Clsp quando comparadas a estaurosporina
(staurosporine) com Clsg igual a 6,16 ng/mL (MAUGG et al., 2015) e doxorrubicina igual a
5,71 pg/mL (YONG et al., 2015). Dessa forma, todas as concentracfes utilizadas para 0s

ensaios posteriores ndo interferiram nos resultados apresentados.

5.5.2. Atividade Antioxidante

A capacidade antioxidante da ACD41, aminoguanidina e naringenina foi avaliada, por
ensaios colorimétricos, através da atividade sequestrante dos radicais DPPH e ABTS™ (Fig.
20 A-B), inibicdo da formacéo do radical superdxido e inibigdo da quelagéo do ferro (Fig. 21)
Os resultados foram expressos em porcentagem de inibicéo.

[ quercetina (50ug/mL)
BN acd4l 1 quercetina (50ug/mL)
Em aminoguanidina BN acd4l
A CJ naringenina B Em aminoguanidina
] naringenina
1001 | 100+ .
- — 1
S -
80+ 9\/ 804
a
604 o 60+
(m)
40- g 40-
O
= 20+ = ns
20+ = - rE
044 0+~
Q 100 50 25 125 625 3,12 Q 100 50 25 125 625 3,12
Concentracao (ug/mL) Concentragcao (ug/mL)

Figura 20: Atividade sequestrante do radical ABTS (A) e do radical DPPH (B). Dados expressos como média +
desvio padrdo analisados por one-way ANOVA seguido do teste de Tukey. **** p< 0,0001 - todas as
concentragdes foram estatisticamente significativas em relacdo ao controle quercetina. ** p<0,05 e nenhuma
significancia (ns) entre aminoguanidina e naringenina.
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No ensaio do ABTS, a ACDA41 apresentou Clsy igual 5,26 + 0,10 pg/mL em
comparacdo a AMG e NAR que apresentaram, respectivamente, Clsg igual a 1.025,5 + 1,73
pug/mL e 1.080 + 3,07 pg/mL. Ja no ensaio DPPH, a ACD41 obteve Clsp igual a 8,33 + 0,49
ug/mL, enquanto a AMG e NAR apresentaram Clspigual a 86,73 £ 1,05 pg/mL e 122.731,5 +
2,95ug/mL.

J& se sabe que capacidade antioxidante dos flavonoides esta relacionada com suas
hidroxilas. Porém, ndo somente o nimero de hidroxilas livres, mas também a posicéo que elas
ocupam € importante para atividade antioxidante. A naringenina possui algumas hidroxilas
livres, dentre as quais, uma estd no C5 do anel A cuja posicdo € uma das exigidas para a
capacidade antioxidante (FLORA, 2009).

Essa caracteristica estrutural, talvez, seja o porqué da naringenina ser considerada um
fraco antioxidante contra os radicais ABTS e DPPH (WYBRANOWSK et al., 2013) como
pode ser observado nos valores de Clso comparados com os da literatura: 630 + 0,02 uM para
ABTS ¢ 9.990 + 0,01 uM para DPPH (BRODOWSKA & SYKULA, 2016).

A aminoguanidina, por sua vez, é também considerada um antioxidante em algumas
condicdes in vitro, como na inibicdo da peroxidacdo lipidica e na inibicdo da enzima induzida
Oxido nitrico sintase (iNOS) (KARATAS et a., 2011). Porém, mesmo sendo considerada
como um agente nucleofilico, pela presenca dos grupamentos aminas (THORNALLEY,
2003), de forma semelhante a naringenina, a aminoguanidina também se apresentou como um
fraco antioxidante contra o radical ABTS, mas apresentou uma atividade moderada contra o
radical DPPH em relacdo a naringenina e ACD41.

As aminas sdo um dos reagentes mais importantes nas sinteses organicas. Elas
apresentam caracteristicas basicas e sua nucleofilicidade é fortemente dependente dos
solventes em que sdo solubilizadas (KANZIAN et al., 2009). As aminas apresentam um par
de elétrons desemparelhados e por isso sdo capazes de funcionar como nucledfilos ou
doadoras de elétrons que participam de reacGes com eletréfilos ou aceptores de elétrons
(DERUITER, 2005) como € o caso das reagdes envolvendo os radicais DPPH e ABTS.

Portanto, pode-se inferir que a adicdo dos grupamentos aminas da aminoguanidina na
estrutura do flavonoide juntamente com suas hidroxilas pode ter potencializado a atividade da
ACDA41 contra os radicais DPPH e ABTS visto que a mesma apresentou maior capacidade
antioxidante frente 8 NAR e AMG com valores menores de Cls.

Além da atividade sequestrante dos radicais citados, as moléculas também foram
testadas quanto a sua capacidade de inibir a produgdo do radical anion superoxido e inibir a

quelacéo do ferro. Nestes ensaios, somente a naringenina apresentou uma inibicdo melhor da
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formacdo do radical superdxido, enquanto a ACD41 e aminoguanidina ndo apresentaram
atividade quando comparadas com os controles positivos quercetina e EDTA, respectivamente
(Fig. 21).

[ EDTA (31,25ug/mL) [ quercetina (500pg/mL)
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Figura 21: Inibigdo da quelagdo do ferro (A) e inibigdo da formacdo do radical dnion superdxido O2¢ (B).
Dados expressos como média + desvio padréo analisados por one-way ANOVA seguido do teste de Tukey.

Apds o resultado prévio dos ensaios colorimétricos, o possivel potencial antioxidante
da ACD41 também foi avaliado num ambiente celular induzido ao estresse oxidativo com
peroxido de hidrogénio.

Na figura 22 é possivel observar que todas as moléculas, nas concentracdes testadas,
conseguiram reverter os niveis elevados de ROS (Fig. 22A-C), bem como conseguiram
preservar a membrana mitocondrial (Fig. 22D-F).

Os niveis elevados de ROS podem gerar a ativacdo dos mecanismos de controle
através dos sistemas antioxidantes que atuardo de forma a minimizar os possiveis danos
causados pelas espécies reativas, transformando-as em produtos menos reativos como no caso
do perdxido de hidrogénio que é reduzido a agua pelas enzimas catalase ou glutationa
peroxidase (LI etal., 2013).

Caso haja falha ou deficiéncia dos sistemas antioxidantes, os niveis elevados de ROS
podem induzir mais ainda a producéo de ROS (L1 et al., 2013), gerando espécies reativas mais
toxicas que poderdo causar danos irreversiveis as células como o radical hidroxila gerado a
partir do H,O, (PIECHOTA-POLANCZYK & FICHNA, 2014).



ROS (% H,0,)

ACD41
150
100
50
o= I T [ T I
N o o" > O
o ° N Qo‘? Q¥
Ie) Vv
&2
Q
Concentragao (ug/mL)
D ACD41
80
o
o 607 —
< 40 =
o
1 T
°
S
< T
3 |
P20+
<
-40 T T
v Q Q
N o (o) o “
o on PN v
[¢]
&
Q

0 Concentracao (pg/mL)

ROS (% H,0,)

150

1001

501

m

. Al'm (% controle)

IN
o

aminoguanidina C
=
o
~
T
S
0
o
x
— = I T I T .
< o o" S o
@) ° Q& éﬂ QP\
<> v
>

©
o

(2]
o
1

IS
o

N
o

o

N
o
L

Concentragao (pg/mL)

aminoguanidina

- T 15
]

Q
QO Concentragao (ug/mlL)

150

100+

501

m

A¥m (% controle)

62

naringenina

xx
= III.I
A2 oo oY N QQ
@] N Qﬂ QQ 43
Qp v
N

80

60

401

201

-201

-40

Concentracao (Hg/mlL)

naringenina

T T-%%

S Q;L v
&
Q

Concentragao (ug/mlL)

Figura 22: Potencial antioxidante em ambiente celular induzido ao estresse oxidativo. Os monécitos THP-1

foram induzidos ao estresse com H,0, (50 uM) e tratados com as moléculas nas concentra¢des de 200 e 50

pug/mL por 24 horas. Para detec¢do dos niveis de ROS intracelular (A-C) foi utilizada sonda fluorescente DCF-

DA e para mensurac¢do do potencial de membrana (Aym) (D-F) a sonda DioC6(3). Dados sdo expressos como

média + desvio padrdo (em relacdo ao controle) analisados por two-way ANOVA seguido do teste de Dunnett. *
e ** p < 0,05*** p=0,0001 **** p< 0,0001 em relacdo ao H,0,.

Dentre esses danos celulares estd a disfuncdo mitocondrial que é caracterizada,

sobretudo, por valores anormais de potencial de membrana (A¥m) (BAGKOS et al., 2014).

A manutencdo do A¥m é fundamental para o desempenho normal e sobrevivéncias das

células. Durante periodos prolongados de estresse oxidativo ocorre uma brusca queda de

potencial de membrana (mais negativo) que pode resultar na abertura irreversivel de poros de

transi¢do de permeabilidade que induzirdo o processo apoptotico (SKARKA & OSTADAL,

2002).

Neste contexto, foi possivel observar que os sistemas antioxidantes celulares,

sozinhos, ndo foram efetivos em diminuir os altos niveis de ROS como visto no controle

positivo somente com H,O,. Porém, no tratamento dessas células com ACD41, AMG e NAR
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observou-se que todas as moléculas conseguiram diminuir os niveis de ROS, bem como
favoreceram a integridade mitocondrial e celular através da manutencdo do potencial de
membrana (positivo), corroborando a estreita relacdo entre esses dois fatores.

Os resultados destes testes sdo condizentes com outros trabalhos na literatura que
apresentam a eficacia da naringenina e da aminoguanidina em diminuir os niveis de ROS e
também aumentar o potencial de membrana. Sdo exemplos os trabalhos realizados por Kapoor
e cols (2012) que observaram o papel efetivo da naringenina em prevenir a apoptose celular
induzida por hiperglicemia e o trabalho realizado por Muthaiah e cols (2013) que avaliaram o
papel neuroprotetor da naringenina na neurotoxicidade induzida por carbaril em células de
neuroblastoma murino.

Da mesma forma, Alizadeh e cols (2016) avaliaram o efeito antioxidante da
aminoguanidina ao inibir a producdo de NO, aumentando a motilidade, a viabilidade e

potencial de membrana dos espermatozoides de ratos com varicocele.

5.5.3. Atividade antiglicante

AGEs sdo importantes na préatica clinica pois estdo associados com 0 estresse
oxidativo e com a inflamacgéo que sdo processos envolvidos na patogénese de muitas doencas
cronicas, incluindo doencas cardiovasculares, diabetes, doenca renal e doengas
neurodegenerativas. (URIBARRI et al., 2015).

Baseado na importancia clinica dos AGEs e na relacdo destes com o estresse
oxidativo, bem como na estrutura molecular da ACD41 que contempla a naringenina e
aminoguanidina que sdo substancias ja relatadas na literatura como agentes antiglicantes (WU
& YEN, 2005; MEEPROM et al., 2013), principalmente a AMG que ja € estabelecida na
pratica clinica, foi explorada a capacidade antiglicante da ACDA41.

Na figura 23 é possivel observar que na formagdo de AGEs via glioxal, a ACD41
somente apresentou uma melhor inibicdo na concentracdo de 100 pug/mL semelhante a
naringenina. Em menores concentragdes apresentou um baixo perfil de inibigdo semelhante a
aminoguanidina. Nesta via, a ACD41, AMG e NAR apresentaram Clsg, respectivamente,
igual a 72,23 £ 2,28 pg/mL, 1.394 £ 9,26 ng/mL e 23,54 + 1,02 pg/mL.

Ja na formagéo de AGEs via frutose, ambas ACD41 e AMG apresentaram um melhor
perfil de inibicdo enquanto a NAR manteve 0 mesmo comportamento anterior com Clsy,
respectivamente, igual a 2,58 £ 1,67 pg/mL, 5,28 + 3,19 pg/mL e 25,09 + 3,09 pg/mL. Esses

dados condizem com o trabalho de Meeprom e cols (2013) que demonstram que a
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aminoguanidina, a 5 mM, apresenta 87,3% de inibi¢do da glicacdo entre albumina e frutose,
com o trabalho de Wu & Yen (2005) que relata Clsp igual a 4,1 pg/mL para inibigdo da
glicacdo entre albumina e glicose e com o estudo de Gutierrez (2012) que apresenta um valor
de Clsp igual a 195 pg/mL para inibi¢do da glicagdo com metilglioxal. O estudo de Zhang e
cols (2014b) relata para a naringenina inibi¢do superior a 70% na glicacdo entre caseina e

glicose.
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Figura 23: Atividade antiglicante. ACD41, AMG e NAR foram avaliadas quanto a sua capacidade de inibir as
reacOes de glicagdo in vitro com glioxal (A) e frutose (B). Dados sdo expressos como média + desvio padréo (em
relagdo ao controle) analisados por two-way ANOVA seguido do teste de Dunnett. * p < 0,05, **p < 0,001 e * p

< 0,0001 em relacdo a aminoguanidina.

Os AGEs podem ser formados por um via ndo oxidativa que é classicamente
caracterizada pela reacdo de Maillard entre um acUcar redutor e uma proteina com formacao
dos produtos de Amadori ou por uma via oxidativa conhecida como reagdo de glicoxidacao
pelo envolvimento de ROS (NOWOTNY et al., 2015).

Os produtos de Amadori podem sofrer oxidacdo e dar origem a espécies reativas de
carbonila (RCS) que podem também se originar da oxidagdo de agucares redutores como
durante a autoxidacdo da glicose e a via dos poliois e também durante a peroxidacdo lipidica
dando origem a outros AGEs (YOUNUS & ANWAR, 2016).

Neste trabalho, duas vias foram exploradas. Uma via mais precoce envolvendo a

frutose, e outra mais avancada ja envolvendo uma espécie reativa de carbonila, o glioxal.
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Ambas foram inibidas pela ACDA41, porém aquela que envolveu a frutose apresentou melhor

perfil de inibi¢do contra a formagao de AGEs.
Este comportamento pode indicar que a molécula preveniu a oxidacdo do agucar

redutor bem como preveniu os efeitos das RCS, corroborando as informaces da literatura que
afirmam que as caracteristicas antiglicantes dos flavonoides podem estar associadas com suas

propriedades antioxidantes (YEH et al., 2017). Entéo, neste contexto, é possivel que a ACD41

também tenha apresentado este potencial antiglicante devido suas caracteristicas

antioxidantes.

5.5.4. Atividade inibitoria sobre a ativacao de macrofagos e producdo de TNF-a.

Os resultados anteriores evidenciaram um possivel potencial antioxidante da ACD41
ao reduzir os niveis de ROS, conduzindo-nos a investigar a possivel atividade anti-
inflamatoria desta molécula, partindo do pressuposto que os ROS atuam como moléculas
sinalizadoras e como mediadores da inflamacdo (MITTAL et al., 2014). Em macrofagos
ativados por LPS foi realizada a mensuracdo da producdo de TNF-a, uma das principais

citocinas envolvidas no processo inflamatério (HORIUCHI et al., 2010).
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Figura 24: Efeito inibitdrio na producdo de TNF-a. Macr6fagos derivados de mondcitos humanos (THP-1)
foram ativados com LPS e tratados com ACD41, NAR e AMG nas concentragdes de 1, 5 ¢ 10 pg/mL por 24
horas. Dados sdo expressos como média * desvio padrdo (em relagdo ao LPS) analisados por two-way ANOVA

seguido de teste de Dunnett * p < 0,05. ** p < 0,005. **** p < 0,0001 em relagdo ao LPS.
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Como esperado, pelos diversos trabalhos relatando o potencial anti-inflamatorio da
naringenina (LIU et al., 2016; PINHO-RIBEIRO et al., 2016), esta molécula apresentou
inibicdo na producdo de TNF-a na concentragdo de 10 ug/mL (Fig. 24), enquanto a ACD41
inibiu nas concentragdes de 5 ¢ 10 ug/mL em relagao ao controle positivo LPS. Em contraste,
a AMG ndo apresentou efeito inibitorio nas concentragdes testadas.

ACDA41, ainda sim, pode apresentar um potencial anti-inflamatério, pois mesmo em baixas
concentracdes apresentou uma inibicdo que variou entre 35 a 39% em relacao ao LPS.

Com isso, um possivel mecanismo anti-inflamatério pode ser proposto baseado na via
de sinalizacdo do TNF-o que é um dos principais mediadores pro-inflamatorios (WAJANT et
al., 2003) cuja producdo € induzida, principalmente, pela ativacdo de NF-xB
(PARAMESWARAN & PATIAL, 2010).

Entdo, de forma subjetiva, é possivel inferir que uma das vias pelas quais a ACD41
exerca seu efeito anti-inflamatorio seja através da inibicdo da ativacdo de NF-xB, semelhante
ao relatado para a naringenina (YILMA et al., 2013; LIM et al., 2013).

5.5.5. Inibicao da lipoxigenase (LOX) in vitro

Alguns estudos relatam a capacidade da naringenina em inibir a producdo de
eicosanoides através da inibicdo da lipoxigenase (LOX) (MIRZOEVA & CALDER, 1996;
D’ALMEIDA et al., 2013).

A lipoxigenase oxida &cidos graxos insaturados que contém o sistema cis,cis-1,4-
pentadieno como os acidos araquidodnico e linoleico, dando origem a hidroperoxidos. A LOX
contém um atomo de ferro ndo-heme capaz de capturar o elétron de um atomo hidrogeénio,
produzindo um intermediario radical de &cido graxo que reage com o0 oxigénio triplete,
gerando o radical peroxil. Ap0Os varias reacdes € gerado o hidroperdxido caracterizado pelo
sistema 1-cis,3-trans-dieno que é fortemente absorvido na regido ultravioleta diferente do
sistema 1,4-dieno (FUKUSHIGE et al., 2005).

A atividade da LOX foi mensurada através da quantificacdo de hidroperoxidos
formados apds a oxidacdo do acido linoleico pela enzima antes e ap0s o tratamento com a
ACD41, AMG e NAR (Fig. 25).
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Figura 25: Producéo de hidroperoxidos. A atividade enzimatica da lipoxigenase foi mensurada através da
producdo de hidroperdxidos gerados a partir da oxida¢do do acido linoleico (40 uM) antes e apos a adigdo de

ACDA41, AMG e NAR (20 pg/mL). A quantidade de hidroperdxidos foi mensurada em espectrémetro a 234 nm.

A ACDA41 apresentou inibigdo de 87,95 %, a AMG de 94 % e a NAR de 98,87 % na
concentragdo de 20 pg/mL. Esses resultados mostram que a ACD41 foi capaz de inibir a
producdo de hidroperdxido, provavelmente, por sua caracteristica nucleofilica capaz de doar

elétrons a enzima, inibindo a oxidacédo do &cido linoleico semelhante as moléculas de origem.

5.5.6. Ancoragem Molecular

Outro possivel mecanismo anti-inflamatério da naringenina relatado na literatura € a
inibicdo da ciclooxigenase-2 (CHAO et al., 2010; MADESWARAN et al., 2012;
MALDONADO-ROJAS & OLIVERO-VERBEL, 2011).

A relacdo estrutura-atividade da molécula ACD41 também foi explorada, utilizando
ferramentas de ancoragem molecular, a fim de avaliar a possivel inibi¢cdo da enzima COX-2
que a isoforma responsavel pela producdo de PGs envolvidas na inflamacdo e um dos
principais alvos terapéuticos para medicamentos anti-inflamatorios pelo menor nimero de
efeitos adversos (DHANJAL et al., 2015).

No estudo in silico foi utilizado como inibidor seletivo de COX-2, o rofecoxib, para
validacao do sistema (Fig. 26). Esta molécula apresentou duas interacdes de hidrogénio entre
seu grupo metil sulfona e os residuos de Arg-513 e His-90, semelhante ao trabalho realizado
por Orlando e Malkowski (2016), além de intera¢cdes hidrofobicas com os residuos de Phe-
518, Leu-352, Ala-527, Val-349, Ser-530 e Val-523.
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Figura 26: Interacdo entre rofecoxib e COX-2. Modelo 2D indicando todas as interacbes com os residuos de

aminodcidos da enzima e modelo 3D destacando as interacfes de hidrogénio, em verde, com os residuos de His-
90 e Arg-513.

A naringenina apresentou interac6es hidrofébicas com os residuos Leu-352, Val-349 e
Val-523, além de interacdes desfavoraveis que podem ter sido decorrentes da repulsdo entre
grupos funcionais de mesma carga (Fig. 27).
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Figura 27: Interacdo entre naringenina e COX-2. Modelo 2D indicando todas as intera¢cfes com o0s residuos

de aminoé&cidos da enzima e modelo 3D destacando apenas as intera¢des desfavoraveis em vermelho.

Por outro lado, diferente de sua molécula de origem, a ACD41 formou interagdes de
hidrogénio entre seu grupo guanidina e os residuos de Met-522 e Ser-530 e interacOes
hidrofobicas com os residuos de Leu-352, Val-523, Ala-527, Ser-353 e Val-349, muitas das

quais foram semelhantes ao rofecoxib (Fig. 28).
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Figura 28: Interacio entre ACD41 e COX-2. Modelo 2D indicando todas as interagfes com os residuos de
aminodcidos da enzima e modelo 3D destacando as interagdes de hidrogénio, em verde, com os residuos de Met-

522 e Ser-530 e a interagdo com residuo Val-523 em roxo.

Ja é bem relatado na literatura que a COX-2 apresenta trés regides ativas importantes.
Um bolso hidrofébico caracterizado pela presenca dos residuos dos aminoacidos Tyr-385,
Trp-387, Phe-518, Ala-201, Tyr-248, Leu-352, Ala-527, Val, 349, Ser-530, Met-522 e Ser-
353. A segunda regido é associada com trés residuos de aminoacidos hidrofilicos Arg-120,
Glu-524 e Tyr-355 que estdo localizados na entrada do sitio ativo enquanto a terceira regido é
um bolso lateral caracterizada pela presenca de His-90, Arg-513 e Val-523 (KRISHNA et al.,
2013).

Tseng e cols (2016) afirmam que a seletividade dos inibidores especificos de COX1/2
depende das interacdes formadas com os residuos de aminoacidos ndo conservados
especificos de cada isoforma. Logo, os residuos Arg-513 e Val-523, que substituiram His-513
e lle-523 na COX-1, séo essenciais para a interacdo de inibidores seletivos de COX-2. Neste
contexto, a interacdo da ACD41 com o residuo de Val-523, semelhante a naringenina e ao
rofecoxib, prevé uma possivel seletividade desta molécula para COX-2.

Tambeém é relatado na literatura que o &cido araquiddnico é capaz de se configurar de
forma invertida na COX-2, interagindo com o residuo Ser-530 e Tyr-385, refletindo num
modo ndo catalitico ou modo de ligacdo inibitorio onde ndo ha a formacéo de produtos viaveis
(ROWLINSON et al., 2003; BLOBAUM & MARNETT, 2007; XU et al., 2014).

Portanto, é possivel inferir a interacdo de hidrogénio entre o grupo guanidina e Ser-
530 também favoreca a inibicdo da COX-2 semelhante a esta conformacéo invertida do AA e
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de outros medicamentos como o diclofenaco que também interage com este residuo (XU et
al., 2014).

Além disso, a adicdo da aminoguanidina na estrutura do flavonoide favoreceu o
aumento da estabilidade do sistema através da diminuigé@o da energia de interacdo (Tabela 4),
a qual foi semelhante & do rofecoxib e menor que a da naringenina, prevendo que a ACD41
interage espontaneamente com a COX-2 (HASANAH et al., 2011).

Tabela 4. Energias de ligacao entre os ligantes e o sitio ativo da COX-2

Ligante Energia de ligacéo
(kcal/mol)
Rofecoxib -10,3
Naringenina -9,9
ACDA41 -10,3

*Calculadas através do software AutoDock Vina

Este comportamento pode ser explicado pelas interacfes de hidrogénio e pelo numero
de interacfes hidrofobicas entre a ACD41 e a enzima cuja maioria foi semelhante ao
rofecoxib. Este estudo preditivo indica a possibilidade da ACD41 ser um inibidor seletivo de
COX-2.

O presente trabalho descreveu pela primeira vez a entidade quimica (2E)-2-[5,7-
diidroxi-2-(4-hidroxifenil)-2,3-dihidro-4H-cromen-4-ilideno]  hidrazina carboximidamida,
avaliou algumas de suas caracteristicas fisico-quimicas e demonstrou algumas atividades
bioldgicas da molécula.

Os resultados apresentados, principalmente os que se referem as atividades bioldgicas,
sdo preliminares, sendo necessarios estudos mais aprofundados que busquem consolidar essas
atividades, além de estudos detalhados que procurem elucidar os mecanismos de acdo pelos
guais a ACDA41 exerce seus efeitos. Dessa forma, sugere-se que a ACD41 também seja
explorada através de ensaios bioldgicos in vivo a fim de verificar se a molécula apresenta o

mesmo potencial em sistemas mais complexos.
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6. CONCLUSOES

A partir da reacdo de condensacao entre a naringenina e aminoguadidina foi possivel
obter a nova entidade quimica (2E)-2-[5,7-diidroxi-2-(4-hidroxifenil)-2,3-dihidro-4H-cromen-
4-ilideno] hidrazina carboximidamida (ACDA41).

A ACDA41 apresentou atividade sequestrante sobre os radicais ABTS e DPPH; reverteu
os elevados niveis de ROS e preservou a integridade das membranas mitocondriais nos
ensaios celulares.

A molécula inibiu a producdo de TNF-a em macrofagos humanos ativados por LPS,
inibiu a enzima lipoxigenase e, nos estudos preditivos de ancoragem molecular, apresentou
interacdes com a enzima COX-2.

Nos ensaios de glicacdo, a ACDA41 inibiu a formagdo de AGEs, principalmente,
através da via glicoxidativa.

Todos os resultados observados no presente estudo, embora sejam preliminares,

indicam o potencial antioxidante, antiglicante e anti-inflamatorio da ACD41.
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