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O estresse oxidativo vem sendo amplamente associado a diversas doengas, incluindo
doencas neurodegenerativas, cancer, transtorno bipolar e envelhecimento. Com o objetivo de
reduzir os inimeros danos decorrentes do estresse oxidativo e suas consequéncias, muitos
estudos tém sido realizados com a finalidade de encontrar novos compostos antioxidantes.
Uma das estratégias recentes para reduzir o estresse oxidativo é o desenvolvimento de
complexos metalicos com atividade redox. Alguns desses complexos sdo capazes de
decompor espécies reativas de oxigénio, evitando assim as lesdes celulares causadas por
essas.

Assim, empregando cepas de Saccharomyces cerevisiae como modelo eucaridtico, o
principal objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de dois complexos de ferro,
tricloro[bis-(2-piridilmetil)amin]ferro (I1l) (Cla) e diclorodi-pu-metoxibis[2-{[(piridin-2-
ilmetil)amino]metil} fenolato]diferro (111) (Cle), em proteger as células contra os efeitos
nocivos do estresse oxidativo. As células foram submetidas a tratamentos com os complexos
antes de serem submetidas a condigdes severas de estresse oxidativo, e entdo plaqueadas para
avaliar a tolerancia conferida por esses tratamentos frente as condi¢Ges de estresse utilizadas.

Nossos resultados indicam que ambos 0s complexos sdo capazes de proteger as células
da cepa sodl4 contra a acdo do O,". No entanto, somente Cla foi capaz de aumentar a
sobrevivéncia celular na cepa selvagem quando estressada com O,", enquando Cle ndo
demostrou provover protecdo contra essa ERO. Ambos os complexos foram capazes de
aumentar a sobrevivéncia celular contra o estresse causado por peréxido de hidrogénio em
uma cepa selvagem, mas ndo em uma cepa deficiente em catalase (ctt14).

Tomados em conjunto 0s nossos resultados sugerem que estes dois complexos podem
proteger as células contra o estresse oxidativo. Ambos promovem um aumento na atividade
da Ctt1, uma vez que foram capazes de promover protecdo na presenca dessa enzima, mas ndo
na auséncia da mesma. Os complexos podem portanto estar ativando essa enzima,
promovendo assim protecdo as células. Os resultados relativos a Sod1 sugerem que Cla age
mimetizando a atividade dessa enzima, uma vez que confere protecdo independente da
presenca da mesma. Ja o complexo Cle promove protecdo ao O," somente na auséncia da
Sod1.

Palavras-chave: complexos de ferro, compostos miméticos, antioxidantes sintéticos, estresse
oxidativo, catalase, superoxido dismutase, Saccharomyces cerevisiae.
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1 INTRODUCAO

Doencas neurodegenerativas, cardiovasculares e tumores malignos séo
algumas das inumeras patologias que vém acometendo a populagdo mundial.
Estudos demonstram que a incidéncia dessas patologias esta intimamente
relacionada as lesGes causadas as células, quando submetidas a uma condi¢céo
denominada estresse oxidativo. Essa se estabelece em decorréncia da alta
concentragcdo celular de diferentes espécies reativas geradas no metabolismo do
oxigénio. Existem diversas moléculas enzimaticas e ndo enzimaticas, podendo ser
de origem natural ou sintética, que apresentam a capacidade de degradar as
espécies responsaveis por tais lesdes.

Diante dessa conjuntura, € crescente a busca por novos compostos que
apresentem a capacidade de neutralizar e eliminar tais espécies reativas, e que,
consequentemente, possam vir a reduzir a ocorréncia de doencas relacionadas as
lesBes causadas pelas mesmas.

Dentre as estratégias abordadas, uma que vem se destacando é a sintese de
complexos capazes de mimetizar o centro ativo de enzimas constituintes do sistema
de defesa antioxidante das células (BATINIC-HABERLE, REBOUCAS e
SPASOJEVIC, 2010).

Células de S. cerevisiae foram utilizadas como modelo de estudo celular para
avaliar a atividade antioxidante de dois complexos de ferro, sintetizados e
gentilmente cedidos pelo Professor Adolfo Horn Junior, do Laboratério de Ciéncias
Quimicas da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(LCQUI/UENF).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Estresse oxidativo

Nos organismos aerébios, o oxigénio é utilizado como aceptor final de
elétrons no processo de respiracao celular. Tal fato permitiu que esse metabolismo
apresentasse alta eficiéncia energética frente ao metabolismo fermentativo, utilizado
pelas células até o surgimento desse elemento na atmosfera, ha cerca de dois
bilhdes de anos (PEREIRA et al., 2003).

A mitocOndria € uma organela cujo principal objetivo é a geracdo de energia
na forma de ATP a partir de nutrientes. Além disso, a mitocondria também participa
de outros processos, como a biossintese de moléculas organicas e a conversao de
biomoléculas (PAN, 2011).

Durante a reducdo do oxigénio molecular a 4gua é comum gue ocorra apenas
a reducao parcial da molécula de oxigénio, gerando intermediarios reativos, 0s quais
podem reagir com essas e ocasionar danos diversos (Figura 1). Esses
intermediarios reativos sdo denominados espécies reativas de oxigénio (EROs). A
mitocondria é a principal fonte dessas espécies reativas, e cerca de 2 a 5% do
oxigénio captado pelo organismo é convertido em EROs. Além de formadas no
metabolismo aerdbio, as EROs também podem ser originadas a partir de agentes
oxidantes exégenos (HERRERO, ROS, BELLI, 2008) (PAN, 2011) (MORANO,
GRANT, MOYE-ROWLEY, 2012).
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Figura 1. Geracao de espécies reativas de oxigénio durante a reducédo parcial do oxigénio
molecular. O anion superoxido (O,") é formado a partir do recebimento de um elétron pelo
oxigénio molecular. A degradacdo do anion superoxido pela superéxido dismutase gera o
peréxido de hidrogénio (H,O,), que por sua vez € levado a agua por peroxidases e
catalases. O perdxido de hidrogénio pode ser reduzido a radical hidroxila por ferro (Fe®"),
de acordo com a reacdo de Fenton. O radical hidroxila também pode ser formado pela
reacdo de Habber-Weiss, onde o radical superoxido € convertido a radical hidroxila

catalisado por Fe*",



O radical superéxido (O.°), o radical hidroxila (HO") e o peréxido de
hidrogénio (H,0,) sdo as EROs mais importantes geradas pelas células. A formacao
dessas € inerente ao metabolismo aerdbio, sendo resultado da propria respiracao e
da beta-oxidacdo dos &cidos graxos, além de processos inflamatorios e diferentes
condicdes de estresse. Em condigbes fisioldgicas, as EROs desempenham um
importante papel na defesa contra patdgenos e no controle de mecanismos
celulares, como, por exemplo, a divisdo celular (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1999)
(VALKO et al., 2006).

Concentragbes de H,O, acima das consideradas fisiolégicas podem ser
capazes de oxidar os fons Fe?", e H,0, acaba por ser reduzido a HO", de acordo
com as reacOes de Fenton e de Harber-Weiss. O radical hidroxila € um forte agente
oxidante e extremamente danoso, sendo capaz de oxidar inUmeras biomoléculas,
tais como lipidios, proteinas, carboidratos e DNA (MORANO, GRANT, MOYE-
ROWLEY, 2012).

De acordo com a reacdo de Fenton, H,O, pode oxidar Fe?*, gerando HO' e
anion hidroxido (HO). A reacdo de Habber-Weiss mostra que, catalisados por ferro
tanto na sua forma oxidada quanto na sua forma reduzida, O," e H,O, podem gerar
OH’, OH" e oxigénio molecular, o qual pode ser fonte de mais espécies reativas
(IUPAC, 1997).

Reacao de Fenton:
Fe” + O, - Fe® + 0,"
20" +2H" > 0, + HO,
Fe*"+ H,0, > Fe®* + OH + OH'

Reacado de Habber-Weiss:
Fe* + 0" & Fe? + O,
Fe*"+ H,0, >Fe’+ OH + OH’
O, + Hy02 > Oy + OH+ OH’

As células, ao longo do processo evolutivo, adquiriram um sistema de defesa

antioxidante capaz de lidar com tais espécies, mantendo 0s niveis dessas em



patamares adequados. Contudo, quando a producdo de EROs excede a capacidade
de defesa antioxidante da célula, é estabelecida uma condicdo denominada estresse
oxidativo. Sob essa condicdo, as EROs reagem com diversas biomoléculas,
prejudicando a resposta celular e causando inUmeros danos as estruturas celulares,
tais como oxidacdo de proteinas, carboidratos e bases nitrogenadas, peroxidacdo
lipidica, modificacbes nas cadeias de aminoacidos e modificacdo do DNA, por
exemplo.

Diversos estudos tém relacionado as EROs a inUmeras doencas, como o Mal
de Alzheimer e de Parkinson, doengas cardiovasculares e pulmonares, diabetes e
cancer, por exemplo (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1999), (BATINIC-HABERLE,
REBOUCAS e SPASOJEVIC, 2010), (MORANO, GRANT e MOYE-ROWLEY, 2012).

2.2 Sistema de defesa antioxidante

Com o objetivo de evitar a elevacdo dos niveis de EROs no organismo e 0s
danos causados pelas mesmas, as células adquiriram diversos mecanismos de
protecdo celular ao longo de sua evolucdo, constituindo um complexo sistema de
defesa antioxidante.

Esse sistema € altamente especializado, sendo constituido por enzimas e
moléculas ndo enzimaticas capazes de eliminar as EROs ou reparar os danos
causados nas moléculas e minimizando assim 0s danos causados por essas
(PEREIRA et al., 2003).

O sistema ndo enzimatico antioxidante conta com moléculas de baixo peso
molecular que atuam como antioxidantes, como a glutationa, e as vitaminas C e E,
por exemplo, enquanto o sistema enzimatico é constituido por peroxidases,
catalases e superoxido dismutases, por exemplo. Além do sistema de defesa
antioxidante do organismo, existe ainda iniUmeros compostos de origem natural e
sintética que podem apresentar atividade antioxidante, minimizando assim os danos
causados pelas EROs (VALKO et al., 2006) (HERRERO, ROS e BELLI, 2008).

Tao logo o balanco oxidativo celular é alterado, todo um sistema de protecéo
€ ativado, gerando uma resposta inicial imediata. Imediata € também a ativacao de
um mecanismo de sinalizacdo celular, que por sua vez leva a ativacdo de uma

resposta secundaria, resultando na posterior sintese de proteinas e moléculas



envolvidas na protecéo celular. As defesas priméarias atuam eliminando as EROs e
consistem em moléculas antioxidantes, enquanto as defesas secundarias reparam
ou removem os produtos de danos oxidativos nas estruturas celulares (MORADAS-
FERREIRA et al., 1996) (COSTA e MORADAS-FERREIRA, 2001).

2.2.1 Sistema enzimatico de defesa antioxidante

O sistema enzimatico de defesa antioxidante consiste em um grupo de
enzimas que esté relacionado a eliminacdo das EROs e ao reparo das biomoléculas
danificadas por tais espécies.

Nesse grupo encontram-se a catalase e a superoxido dismutase, as quais sao
as principais metaloproteinas envolvidas na eliminagdo de H,0, e O;7,
respectivamente (HERRERO, ROS e BELLI, 2008).

2.2.1.1 Superoéxido dismutase

A superoxido dismutase (Sod), presente em todos 0s organismos eucariotos e
em algumas bactérias, € a responsavel por catalisar a conversdo do anion
superoxido (0O27) a peréxido de hidrogénio (H20):

Sod
20,7 +2 H+—’02 + H»0»

Essa conversao é realizada em duas etapas: a primeira consiste na reacao do
anion superéxido com o grupo prostético da Sod na sua forma oxidada, ocorrendo a
reducdo da enzima e a formacdo de oxigénio molecular; ja na segunda etapa, a
forma reduzida da enzima reage com um segundo anion superoxido e um proéton,
liberando H,O, e retornando assim a sua forma oxidada (JOHNSON, F., GIULIVI, C.,
2005).

EZOX + (02.-) + H+ 9 EZred(H:) + OZ
EZred(H+) + 02.- + H+ 9 EZox+ HZOZ



Sua atividade deve-se a atividade redox dos ions metélicos presentes em seu
centro catalitico. As isoformas de superéxido dismutase diferem entre si
principalmente pela constituicdo do centro ativo — Cu/Zn, Mn, Fe ou Ni - e por sua
localizac&o celular. Por ndo ser uma espécie neutra, o radical superoxido nédo é
permeavel a membranas bioldgicas, e por isso € necessaria a presenca de Sods em
diferentes localiza¢6es celulares. A Cu/Zn-superoxido dismutase (Sodl) (Figura 2),
por exemplo, € sintetizada a partir do gene SOD1, e é normalmente encontrada na
sua forma dimérica no citoplasma e espaco intramembranar mitocondrial e, no caso
de mamiferos, também no espaco extracelular, na sua forma tetramérica. A
existéncia de uma isoforma de Sod no espaco extracelular é justificada pela
necessidade de uma defesa celular contra fontes exdgenas de anion superoéxido. Ja
a Mn-superoxido dismutase (Sod2) é codificada pelo gene SOD2 e € localizada na
matriz mitocondrial de todos os organismos aerébios obrigatorios. A Mn-Sod também
€ encontrada nos organismos anaerobios facultativos. A Fe-superéxido dismutase e
a Ni-superoxido dismutase sdo encontradas nos organismos procariéticos
(FRIDOVICH, 1995) (RILEY, 1999) (BARONDEAU D. P., 2004) (HERRERO, ROS e
BELLI, 2008) (MIRIYALA et al., 2012)

Apesar de o centro ativo da Sod1 ser composto por cobre e zinco, somente 0
cobre esta envolvido nos ciclos de oxidacdo e reducdo na dismutacdo do anion
superoéxido. O zinco, por sua vez, € responsavel por manter a configuracédo do centro
catalitico da enzima, facilitando assim todo o processo redox. Acredita-se que a
enzima Sodl também tenha participacdo na homeostase intracelular de cobre, o0 que
pode, indiretamente, evitar o estresse oxidativo por diminuir a disponibilidade de
cobre para possiveis reacées homélogas a de Fenton (EL-MISSIRY, EL-SAYED e
OTHMAN, 2001).
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Figura 2. Estrutura tridimensional da enzima homodimérica Cu/Zn-superdxido
dismutase (Sodl) humana. Estédo representados na figura, em azul e laranja, os ions cobre
e zinco, respectivamente (Disponivel em PDB. Acessado em 10/08/2012.).
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2.2.1.2 Catalase

A catalase foi a primeira enzima a ser descoberta e caracterizada, e esta
presente em todos 0s organismos aerdbios. Devido a sua alta conservagéo
evolucionaria e sua capacidade de decompor o peréxido de hidrogénio de forma
eficiente, a catalase vem sendo apontada como uma das principais enzimas que
permitiram que os organismos utilizassem o oxigénio em seu metabolismo sem que
sofressem com os efeitos deletérios das espécies reativas que sao formadas ao
longo do processo de respiragdo. A catalase € a responsavel pela eliminacdo do
H.O,, que, apesar de ndo apresentar reatividade elevada, é precursor do radical
hidroxila, uma ERO extremamente reativa. Essa enzima & encontrada até mesmo
em alguns organismos anaerobios como forma de defesa contra fontes exdgenas de
H,O, (RAUEN et al., 2004) (LIMOLI et al., 2006) (VALKO et al., 2006).

A catalase presente nos organismos eucarioticos € um tetramero e cada uma
de suas subunidades apresenta um grupo heme contendo Fe®* no centro catalitico
(Figuras 3 e 4). A catalase apresenta alta especificidade para o H,O,, sendo uma
das mais eficientes enzimas encontradas em células: uma molécula de catalase é
capaz de degradar até aproximadamente 4 x 10’ moléculas de peréxido de
hidrogénio por segundo, gerando oxigénio molecular e 4gua. A catalase também
pode atuar como uma peroxidase, oxidando pequenas moléculas com capacidade
doadora de hidrogénio, como metanol, etanol ou acido férmico (RAUEN et al., 2004)
(VALKO et al., 2006) (DAY, 2008) (PINTO, MENEZES, 2009).

catalase
2H,O0, —» 2H,O0+0,

catalase
RH; + H,Op —» 2H, O +R

O Fe** contido no grupo heme é primeiramente oxidado por uma molécula de
H.O,, que se reduz a agua. Uma segunda molécula de H,O, é a responsavel por
reduzir o ferro ao seu estado inicial, Fe®*", formando O, e mais uma molécula de
agua (SUSTMANN et al., 2007).
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EZO)(+ H202 9 EZred + Oz + HZO

As células de Saccharomyces cerevisiae apresentam duas catalases
ortélogas as observadas em mamiferos. A catalase A (Ctal) é localizada no
peroxisomo e codificada pelo gene CTAL, enquanto a catalase T (Cttl) € localizada
no citoplasma, e € codificada pelo gene CTT1. A expressdo da CTAL é ligada ao
metabolismo de acidos graxos peroxissomais; ja a expressdo da CTT1 é induzida
por condicBes de estresse, inclusive o estresse oxidativo (MORADAS-FERREIRA et
al., 1996), (MORANO, GRANT e MOYE-ROWLEY, 2012).

A expressdo das catalases € reprimida durante a fase de crescimento
exponencial, devido a repressdo catabdlica causada por altas concentracdes de
glicose. Portanto, somente ha a expressdo das mesmas quando as células estédo
submetidas a condi¢cdes que favorecam o metabolismo respiratorio (MORANO,
GRANT e MOYE-ROWLEY, 2012).



Figura 3. Estrutura tridimensional da enzima tetramérica catalase citoplasmatica humana.
Os grupos heme estado representados por esferas verdes, azuis e vermelhas (Disponivel em
PDB. Acessado em 10/08/2012.).

H:C

HiC

OH 0]

Figura 4. Esquema da estrutura do grupo heme localizado no centro ativo da catalase.

13
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2.3 Saccharomyces cerevisiae como modelo eucaridtico de estudo

A levedura Saccharomyces cerevisiae € um organismo unicelular eucariotico
de ocorréncia no solo, na agua, nos vegetais, insetos e animais.

Por ser facilmente cultivada em meio de cultura simples, possuir um tempo de
geracdo pequeno comparado as células animais, e ter seu genoma completamente
elucidado, sendo portanto grande a facilidade de obtencdo de mutantes através de
todas as técnicas de genética classica e molecular, a S. cerevisiae € amplamente
utilizada como modelo de estudo eucariotico (PEREIRA et al., 2003).

A S. cerevisiae possui inUmeras caracteristicas que a assemelha as células
animais, como o controle do ciclo celular, sistema antioxidante, a capacidade de
armazenar glicogénio e a presenca do reticulo endoplasmatico rugoso, do complexo
golgiense e de lisossomos, por exemplo. Aproximadamente 30% dos genes
relacionados a doencas humanas possuem ortélogos em levedura. Além disso,
varios mecanismos observados em ceélulas humanas sdo conservados em S.
cerevisiae (Figura 8), o que torna a utilizacdo da levedura como modelo de estudo
para tais processos (KHURANA e LINDQUIST, 2010) (MAGER e WINDERICHX,
2005).

Outra caracteristica da levedura que desperta grande interesse na sua
utilizacdo como modelo eucaridtico para estudos € o fato de apresentar duas
importantes vias metabdlicas. Essas vias estdo intrinsecamente ligadas a
disponibilidade de nutrientes: quando exposta a elevadas concentracdes de glicose,
seu metabolismo é fermentativo, e parte do seu sistema respiratério é reprimido por
um fendmeno denominado repressao catabdlica, que é causada pela glicose. Por
outro lado, quando expostas a fontes de carbono ndo fermentaveis, como o glicerol,
por exemplo, passam a apresentar metabolismo respiratério, e € nessa condi¢do
gue a expressao das enzimas do sistema antioxidante passa a ser completa, para
que possam lidar com as EROs produzidas no processo de respiracdo. Essa
caracteristica ganha importancia uma vez que, dependendo das condi¢gBes as quais
a S. cerevisiae for exposta, pode-se induzir ou ndo o desenvolvimento de seu
sistema antioxidante (PEREIRA et al., 2003) (MORANO, GRANT e MOYE-
ROWLEY, 2012).



15

Biologia dos lipidios
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Figura 5. Processos celulares humanos conservados em S. cerevisiae. Mecanismos
relacionados a proteinas, composicdo da membrana lipidica, funcionamento das
mitocondrias, geracdo de EROs, controle do ciclo celular e mecanismo de morte celular
programada sdo algumas das caracteristicas de células humanas conservadas em S.
cerevisiae e que podem portanto ser estudadas nesse modelo celular (modificado a partir de
KHURANA e LINDQUIST, 2010).
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2.4 Novas substancias antioxidantes

Devido a relacdo entre os danos oriundos do estresse oxidativo e o
desenvolvimento de inUmeras patologias, como o0 cancer e doencas
neurodegenerativas, por exemplo, a busca por novas substancias que apresentem
atividade antioxidante vem aumentando consideravelmente nos ultimos anos
(BERALDO, 2005).

Muitos estudos abordam a acdo de antioxidantes ja conhecidos, sendo a
maioria deles de origem natural, enquanto outros se atém ao desenvolvimento de
novos compostos com acéo antioxidante. Estudos relacionados a complexos com
atividade antioxidante vém se destacando ao longo dos anos, devido a possibilidade
de serem empregados no combate aos danos relacionados as EROs.

Complexos metélicos de baixa massa molecular, estaveis em condi¢des
fisiolégicas e com significativo potencial antioxidante sdo o0os que mais tém
despertado interesse para o tratamento de males relacionados ao estresse oxidativo
(DAY, 2008).

Complexos metélicos, também conhecidos como compostos de coordenacéo,
consistem basicamente em um atomo central que possui pelo menos um orbital
vazio capaz de receber elétrons (acido de Lewis) circundado por atomos, ions ou
moléculas capazes de doar elétrons ao atomo central (bases de Lewis), 0s quais sao
denominados ligantes. Os ligantes podem ser classificados de acordo com o nimero
de atomos ligados ao ion metalico, podendo ser monodentados, bidentados,
tridentados ou polidentados, com um, dois, trés ou mais atomos ligados ao ion

metalico, respectivamente (SHRIVER et al., 2008).

2.5 Complexos com atividade mimética

Os farmacos derivados de complexos metélicos (metalofarmacos) podem
apresentar atividade devido: (i) a todo o complexo inerte apresentar atividade; (ii) a
todo o complexo reativo apresentar atividade; (iii) a um fragmento do complexo
apresentar atividade; (iv) ao complexo liberar um metal ativo; (v) ao complexo liberar
um ou mais ligantes ativos; (vi) ao complexo causar sensibilizacdo a radiacdo, (vii)

ao complexo apresentar atividade radioterapica (HAMBLEY, 2007).
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Os metalofarmacos podem atuar em diferentes alvos e através de diferentes
mecanismos. Como muitas das enzimas do sistema antioxidante apresentam ions
metalicos em seus centros cataliticos, uma das estratégias que vém despertando
interesse é a de desenvolver complexos metalicos analogos a essas enzimas.
Nesse intuito, muitos trabalhos descreveram complexos com potencial antioxidante
significativo e/ou atividade mimética as enzimas superoxido dismutase, catalase e
peroxidase, por exemplo. Esses complexos podem conter nos seus centros
cataliticos, metais como manganés, ferro, cobre, zinco, vanadio, litio e cobalto
(RAUEN et al., 2004) (FISCHER, LAU e DECLAN, 2005) (HAMBLEY, 2007) (DAY,
2008).

Uma vez que a enzima superoxido dismutase converte o anion superoxido a
peréxido de hidrogénio, que por sua vez é eliminado pela acdo da catalase, o
complexo ideal a ser desenvolvido deve apresentar a capacidade de degradar essas
duas espécies reativas. O complexo ideal também deve ser solivel em agua, o que
significa que, consequentemente, deve ser solivel também em ambiente fisiologico.
Também é interessante que o complexo seja permeavel a membrana celular, ndo
toxico e fisiologicamente estavel (GONZALEZ-ALVARES et al., 2005) (LIMOLI et al.,
2006).

A remocao das EROs é baseada sobretudo em reacfes redox. Por essa
razdo, o desenvolvimento com complexos baseia-se primeiramente em metais com
atividade redox e com uma rica quimica de coordenacdo (BATINIC-HABERLE,
REBOUCAS e SPASOJEVIC, 2010).

A maioria dos compostos relacionados as enzimas catalase e superdxido
dismutase sdo baseadas em porfirinas de ferro ou manganés. Contudo, ao se utilizar
o ferro como metal de coordenacdo, deve-se atentar a estabilidade do complexo,
uma vez que ions ferro ndo complexados podem, de acordo com as reacdes de
Fenton e de Harber-Weiss, gerar radical hidroxila, que é uma espécie extremamente
danosa as células (RAUEN et al., 2004) (BATINIC-HABERLE, REBOUCAS e
SPASOJEVIC, 2010).

Devido as ilimitadas possibilidades de construcédo de ligantes e a existéncia
de diversas enzimas que apresentam centros do tipo ndo heme, mono e binucleares,
h& um numero crescente de complexos com ligantes de perfil diferente das porfirinas
sendo desenvolvido com o intuito de apresentar atividade semelhante as enzimas do

sistema antioxidante. Os derivados de Mn-Salen (Salen =
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bis(salicilaldeido)etilenodiamina), como os complexos da classe EUK (Figura 5), tém
obtido grande destaque entre os complexos ndo heme. Relatos na literatura
apontam que os Salens apresentam atividades catalase e SOD e tém se mostrado
eficientes contra doencas relacionadas ao envelhecimento e estresse oxidativo
(LIMOLI et al., 2006) (MUNROE et al., 2007) (DAY, 2008). (BATINIC-HABERLE,
REBOUCAS e SPASOJEVIC, 2010).

Outros complexos também tém apresentado excelentes resultados, como o
TAAl-Fe, estudado por Rauen e colaboradores, que promove grande protecdo ao
estresse causado por peroxido de hidrogénio in situ (Figura 6) (RAUEN et al., 2004).

Ja Carvalho e colaboradores e Chen e colaboradores, por exemplo,
estudaram a atividade antioxidante de complexos de ferro ndo heme, mononuclear e
binuclear, respectivamente (Figura 7), analogos aos utilizados nesse estudo,
obtendo resultados positivos quanto a atividade antioxidante contra o peréxido de
hidrogénio (CHEN et al., 2001) (CARVALHO et al., 2006b).
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Figura 6. Complexo TAA-1/Fe, o qual apresenta atividade catalase mimética (RAUEN et al,

2004)..
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Figura 7. Compostos da classe EUK (LIMOLI et al., 2006).
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Figura 8. Complexos de ferro ndo heme com atividade antioxidante contra o H,O,. O complexo (a)
foi relatado por Carvalho e colaboradores, enquanto (b), (c) e (d) foram estudados por Chen e
colaboradores (CHEN et al., 2001) (CARVALHO et al., 2006b).
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2.6 Complexos de ferro utilizados nesse estudo

Os complexos utilizados nesse estudo, tricloro[bis-(2-piridilmetil)amin]ferro (III)
(Cla) e diclorodi-y-metoxibis[2-{[(piridin-2-ilmetil)Jamino]metil}fenolato]diferro  (lll)
(Cle), foram gentilmente cedidos pelo Prof. Adolfo Horn Junior, do LCQUI/UENF,
sendo obtidos e caracterizados como reportado na literatura (CARVALHO et al.,
2006a) (LUBI, 2011).
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Figura 9. Estrutura quimica dos complexos metalicos: (a) C1,H14ClsFeN; (Cla) e
(b) CagH3sCloFe;N4Og (Cle). Os complexos foram sintetizados, caracterizados e gentilmente
cedidos pelo Prof. Adolfo Horn Junior, do LCQUI/UENF
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3 JUSTIFICATIVA

Com o aumento da expectativa de vida da populacdo mundial, vem crescendo
nos ultimos anos a incidéncia de doencas relacionadas ao estresse oxidativo e ao
envelhecimento. Sendo assim, cresce também a cada dia a busca por novas
substancias que reduzam os danos causados por essa condi¢ao.

Atualmente, uma das estratégias que vem sendo abordada é o
desenvolvimento de compostos de coordenagdo que possam mimetizar a acdo de
enzimas antioxidantes.

Dessa forma, este estudo, que se propde a investigar o potencial antioxidante
de dois complexos contendo ions ferro, em células de S. cerevisiae, surge como
uma tentativa valida de elucidar os efeitos antioxidantes de novos compostos
sintéticos. O modelo celular escolhido, S. cerevisiae, € amplamente utilizado em
estudos relacionados ao envelhecimento e estresse oxidativo, apresentando-se

como um excelente modelo eucariético.
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4 OBJETIVO

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito antioxidante de dois complexos
contendo ions ferro, utilizando a levedura S. cerevisiae como modelo de estudo, e,
além disso, investigar a possibilidade dos mesmos atuarem mimetizando a atividade
das metaloenzimas catalase e superoxido dismutase em condi¢cdes de estresse

oxidativo.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Cepas de leveduras utilizadas e condicdes de cultivo

As cepas de S. cerevisiae selecionadas para serem utilizadas nesse estudo
apresentam deficiéncia especifica na expressdo de genes relativos ao sistema de
defesa antioxidante celular, e estdo listadas na Tabela 1. As cepas foram estocadas
em meio YPD 2% sélido (1% de extrato de I1évedo, 2% de glicose, 2% de peptona e
2% de &gar) em condicdes apropriadas para evitar a selecdo de petites e

supressores.

Tabela 1. Cepas de S. cerevisiae empregadas como modelo de estudo.

Cepas Genotipos Gene em estudo
EG103 MATa, leu2, his3A1, trpl1-289a, ura3-52, GAL+, mal Grupo controle
EG118 Isogénica a EG103 exceto por sodl::URA3 SOD1

EG223 Isogénica a EG103 exceto por cttl::URA3 CTT1

Para todos os experimentos relativos a toxicidade dos complexos metalicos e
a superoxido dismutase, nos quais foram utilizadas as cepas EG103 e EG118, as
células foram inoculadas em um volume de meio YPD 2% liquido correspondente a
1/5 do volume do erlenmeyer utilizado, a 28 °C e 160 rpm, crescidas até a metade
da primeira fase exponencial de crescimento (0,8 a 1,0 mg de células (peso
seco)/mL). Para os experimentos relacionados a catalase, onde sdo empregadas as
cepas EG103 e EG223, as células foram cultivadas em meio YPGIy 4% liquido (1%
de extrato de Iévedo, 2% de peptona e 4% de glicerol) até atingirem a concentragao
de 0,8 a 1,0 mg de células (peso seco)/mL).

A determinacado da concentracdo celular foi realizada através de turbidimetria,
onde é realizada a leitura da absorvancia das suspensdes celulares a 570 nm, a
qual é posteriormente relacionada a concentracdo celular por meio de uma curva de

peso seco (dados ndo mostrados).
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5.2 Determinacdo da viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada através do plagueamento, em triplicata,
em meio YPD 2% solido, apos coleta de 400 pg de peso seco de células e diluicdo
de 1000 vezes. As células foram incubadas a 28°C por 72 h e as colbnias foram
contadas. A viabilidade celular foi determinada antes e ap0s os tratamentos com 0s
complexos e/ou condi¢des de estresse, e a tolerancia foi expressa em porcentagem
de sobrevivéncia, através de uma relacado entre o niumero de unidades formadoras

de col6nia presentes apés e antes do processo de estresse oxidativo.

5.3 Determinacdo das concentracdes de complexo a serem empregadas

As células, cultivadas em meio YPD 2% liquido até a metade do crescimento
exponencial, foram expostas a concentracfes crescentes dos complexos a serem
estudados por uma hora, a 28 °C e 160 rpm. ApGs o tratamento foi determinada a
viabilidade celular com a finalidade de avaliar a toxicidade dos complexos e assim
determinar as concentracfes ideais a serem empregadas no ensaio de atividade

antioxidante in vivo.

5.4 Condicdes de estresse

As células foram submetidas por uma hora, a 28 °C e 160 rpm, as
concentracfes minimas ndo letais de agente oxidante apresentadas na Tabela 2.
Tais concentracbes foram determinadas por meio de realizacdo de screening de

concentragcéo nas cepas estudadas (dados ndo mostrados).



Tabela 2. Concentracdes de agente oxidante empregadas.
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Enzima em estudo Agente oxidante Cepas Concentracdo (mM)
Sod1 Menadiona EG103 30

EG118 20
Cttl H,O, EG103 140

EG223 70

A determinacdo da concentracdo minima de agente oxidante ndo tolerada

pela célula foi realizada expondo as células, crescidas em meio YPD 2% ou YPGly

4% até a concentracdo de 0,8-1,0 mg de células (peso seco)/mL, a diferentes

concentracfes de agentes oxidantes por uma hora, a 28 °C e 160 rpm, e verificando

posteriormente a viabilidade celular.

5.5 Tratamentos adaptativos com os complexos estudados

As células foram submetidas por uma hora, a 28 °C e 160 rpm, a tratamento

com concentracées nédo letais dos complexos. As células foram lavadas com agua

estéril por duas vezes e ressuspendidas em meio original da cultura previamente

centrifugado, e entdo submetidas a estresse oxidativo por uma hora a 28 °C e 160

rpm. Por fim, foi verificada a viabilidade das mesmas.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Consideracdes gerais

Tendo em vista o objetivo de analisar a possivel atividade antioxidante de dois
complexos de ferro in vivo, diferentes cepas de S. cerevisiae — selvagem e as
mutantes sodlA e cttlA — foram submetidas a tratamento adaptativo com tais
compostos. As células foram crescidas até atingirem a concentracdo de 0,8 - 1,0 mg
de células (peso seco)/mL, concentracdo essa que corresponde a metade da
primeira fase exponencial de crescimento em metabolismo fermentativo. Escolheu-
se trabalhar nessa fase de crescimento em metabolismo fermentativo, pois, devido
ao fenbmeno de repressdo catabodlica causado pela exposicdo das células a altas
concentracbes de glicose, a expressdo das enzimas envolvidas no sistema de
defesa antioxidante celular é reprimida. Com o sistema de defesa antioxidante
celular ainda ndo estabelecido € possivel avaliar com mais clareza se o possivel
efeito antioxidante observado deve-se aos tratamentos com 0s complexos em
estudo (SILVA, 2007) (RIBEIRO, 2011).

6.2 Complexos estudados

Nesse estudo foram avaliadas as atividades de dois complexos de ferro com

diferentes ligantes, Cla e Cle, em S. cerevisiae contra o estresse oxidativo causado
por menadiona, geradora de anion superoéxido, e peroxido de hidrogénio.
Tais complexos apresentam estruturas semelhantes a de complexos ja relatados na
literatura com atividade antioxidante, como o0s estudados por Carvalho e
colaboradores e Chen e colaboradores. Espera-se portanto que tais complexos
venham a desempenhar alguma atividade antioxidante, devido a analogia estrutural
a esses compostos. Carvalho e colaboradores inclusive ja relataram em estudos
anteriores a acdo mimética in vitro do complexo Cla a oxigenase e a superoxido
dismutase (CARVALHO et al., 2007).
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6.3 Citotoxicidade dos complexos estudados

Primeiramente foi verificado se os complexos estudados apresentavam
alguma citotoxicidade a cepa EG103 (selvagem). As células foram crescidas em
YPD 2% até a metade da primeira fase exponencial, tratadas por uma hora, a 28 °C
e 160 rpm, com 10, 50, 100, 500 e 1000 uM dos complexos Cla e Cle, e entéo foi
verificada a viabilidade das mesmas através de plaqueamento em meio YPD 2%

sélido, como mostra a Figura 10.
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Figura 10. Viabilidade celular da cepa de S. cerevisiae EG103 aplds a exposicdo a
diferentes concentragfes dos complexos Cla e Cle (média de trés experimentos + desvio

padrao).
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Com base nos resultados observados na Figura 10, pode-se afirmar que 0s
complexos Cla e Cle ndo foram citotoxicos & EG103 nas concentracoes
analisadas. Cle apresenta certa citotoxicidade na concentracdo de 1000 puM; contudo, tal
resultado néo é relevante nesse estudo.

Nos estudos referentes a uma possivel atividade antioxidante promovida por
Cla e Cle, as células foram submetidas a tratamento com 25 pyM e 50 uM de
complexo, as quais se mostraram concentragdes ndo citotoxicas de acordo com a

Figura 10.

6.4 Protecdo celular ao dnion superoxido

Para a avaliacdo da possivel protecdo proporcionada pelos complexos a
exposicdo ao anion superoxido, células das cepas EG103 (selvagem) e EG118
(sod1A) foram crescidas em YPD 2% até a metade da primeira fase exponencial e
tratadas por uma hora, a 28 °C e 160 rpm, com 25 e 50 uM dos complexos Cla e
Cle. As células foram lavadas com &gua estéril por duas vezes para que se
retirasse o excesso de complexo do meio, que poderia dismutar 0 anion superoxido
antes gue este fosse assimilado pelas células, e ressuspendidas em meio de cultura
original previamente centrifugado. As cepas EG103 e EG118 foram expostas a 30
mM e 20 mM de menadiona, respectivamente (concentracdes minimas letais) por
uma hora, a 28 °C e 160 rpm, e entdo plagueadas em meio YPD 2% soélido em
triplicata para que fosse verificada a viabilidade das mesmas. Os resultados estéo

apresentados na Figura 11.
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Figura 11. Viabilidade celular das cepas de S. cerevisiae (a) EG103 e (b) EG118 apds
tratamento adaptativo com os complexos Cla e Cle e posterior estresse gerado por menadiona
(média de trés experimentos + desvio padrao).
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Os resultados acima mostram que a cepa EG103 quando tratada com 25 uM
do complexo Cle apresenta discreta elevacdo na tolerdncia a exposicdo a
menadiona; ja& quando tratada com 50 puM ndo ha aumento da tolerancia a
menadiona em relacdo ao controle negativo. Contudo, o tratamento com Cla
aumentou a viabilidade celular para niveis superiores a 80%.

Ambos os tratamentos com 0s complexos apresentaram um grande aumento
da viabilidade apdés exposicdo da cepa EG118 ao anion superdxido. Quando
comparados 0s ensaios realizados com as duas cepas, pode-se observar que Cla
confere protecdo as duas, mas de forma mais pronunciada na cepa EG118. Ja o
complexo Cle ndo promoveu protecado contra o estresse oxidativo a cepa EG103,
mas aumentou os niveis de viabilidade da cepa EG118 contra 0 anion superoxido

para niveis acima de 75%.

6.5 Protecao celular ao peréxido de hidrogénio

Para o estudo da possivel protecdo antioxidante ao perdxido de hidrogénio
foram utilizadas as cepas EG103 e EG223 (ctt1A).

As células foram crescidas em YPGly 4% até 0,8-1,0 mg de células (peso
seco)/mL e tratadas por uma hora, a 28 °C e 160 rpm, com 25 e 50 puM dos
complexos Cla e Cle. Foi utilizado o meio de cultura YPGly 4% para que fosse
induzido o metabolismo respiratério das células e a consequente expressao do gene
da catalase. As células foram lavadas com agua estéril por duas vezes para que se
retirasse o excesso de complexo do meio e ressuspendidas em meio de cultura
original previamente centrifugado. As cepas EG103 e EG223 foram expostas a 140
mM e 90 mM de peroxido de hidrogénio, respectivamente, por uma hora, a 28 °C e
160 rpm, e entdo plaqueadas em meio YPD 2% para verificar a viabilidade das
mesmas. O resultado relativo as cepas EG103 e EG223 estdo apresentados na
Figura 12.
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Figura 12. Viabilidade celular das cepas de S. cerevisiae (a) EG103 e (b) EG223 apls
tratamento adaptativo com os complexos Cla e Cle e posterior estresse gerado por
peroxido de hidrogénio (média de trés experimentos + desvio padréo).
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Os resultados apresentados na Figura 12 mostram que Cla, em ambas as
concentracbes, e Cle, na concentracdo de 50 puM, ofereceram protecdo a cepa
EG103. Contudo, os 25 pM de Cle ndo foram suficientes para aumentar a
viabilidade celular. Nos experimentos relacionados a cepa EG223, nenhum dos
tratamentos com os complexos ofereceram aumento na tolerancia frente ao estresse
com peroxido de hidrogénio.

Baseado nos resultados observados apOs esses experimentos, podemos
sugerir que a possivel protecdo conferida a atividade dos complexos metalicos
utilizados nesses tratamentos pode estar relacionada a atividade da enzima
catalase. Podemos propor esse possivel mecanismo de prote¢cdo uma vez que, apos
0s tratamentos adaptativos com os complexos metélicos na cepa selvagem EG103,
€ possivel observar um aumento nos niveis de viabilidade celular. A cepa EG103 é
capaz de expressar todo o sistema de defesa antioxidante, incluindo a catalase, que
€ o alvo desses experimentos. Em contrapartida, na cepa mutante EG223, a qual
nao € capaz de expressar a enzima catalase, ndo foi observada nenhuma melhora
nos niveis de viabilidade celular em relacdo ao controle negativo de tratamento
adaptativo. Sendo a principal diferenca entre essas duas cepas a deficiéncia na
expressado dessa enzima, podemos assim sugerir que os efeitos dos complexos
estudados sobre as cepas EG103 e a mutante EG223 baseiam-se em algum tipo de
interacdo com a catalase, ou mesmo em um aumento da ativacdo ou expressao da
mesma. Em razdo desse provavel mecanismo de protecdo, nenhuma melhora na
defesa antioxidante pdde ser observada na cepa EG223.

Como descrito, a atividade de um complexo pode ser devido ao metal, ao
ligante, ou ao complexo como um todo. Nao se espera, entretanto, que as atividades
observadas nesse trabalho se devam ao metal de coordenacédo, o ferro, uma vez
gue esse participa das reacdes de Fenton e Harber-Waiss, gerando radical hidroxila,
que € extremamente reativo. De fato, estudos feitos em nosso laboratério, utilizando
0 organismo S. cerevisiae como modelo de estudo, mostram que o tratamento com
sais de ferro ndo oferece nenhuma prote¢éo contra o estresse oxidativo, bem como

diminui a viabilidade celular quando comparado ao controle negativo.
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7 CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste trabalho mostram que os tratamentos
adaptativos realizados com os complexos Cla e Cle apresentam atividade
antioxidante.

O complexo Cla conferiu as células grande tolerancia ao anion superdéxido,
tanto no ensaio com a cepa selvagem EG103 quanto com a cepa mutante EG118, o
gue sugere que o complexo substitui o papel da enzima Sod1l. O complexo Cle néao
conferiu tolerancia ao anion superéxido a EG103, mas elevou de forma significativa
a tolerancia da cepa mutante EG118 a essa ERO.

O complexo Cla, em ambas as concentracdes analisadas, e o complexo Cle,
a 50 uM, conferiram tolerancia a cepa EG103 ao estresse com peroxido de
hidrogénio. No entanto, nenhum dos complexos foi capaz de conferir qualquer
tolerancia a cepa mutante EG223. Tal resultado sugere que ambos 0s complexos
ndo apresentam atividade mimética a enzima Cttl, mas suas atividades
antioxidantes estdo relacionadas a presenca da enzima catalase, uma vez que
potencializa de alguma forma a atividade da mesma nha cepa selvagem, mas nao
confere nenhum aumento na tolerancia ao peroxido de hidrogénio a cepa sem a

presenca da catalase.
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