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Figura 13 - Efeito de potenciais inibidores sobre a atividade

da fosfatase de membrana de linfocitos utilizande Tyr-P como
substrato.
Os inibidores foram adicionados diretamente no meio de reacdo. A
atividade foi determinada como descrita em Métodos 3.2.1.(d). A
atiidade na auséncia de compostos foi considerada como 100%. Os
experimentos foram realizados em triplicata e as barras representam os
desvios padrdes (SD).
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equilatera do programa ORIGIN 6.0°. Utilizou-se pNPP como substrato em
diferentes concentragdes conforme em Métodos 3.2.1.(¢). A atividade na
auséncia de compostos foi considerada como 100%. Os experimentos foram
realizados em triplicata e as barras representam os desvios padrdes (SD).
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equilatera do programa ORIGIN 6.0%. Utilizou-se Tyr-P como substrato em
diferentes concentragbes conforme em Métodos 3.2.1.(e). A atividade na
auséncia de compostos foi considerada como 100%. Os experimentos foram
realizados em triplicata e as barras representam os desvios padrdes (SD).
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Os flavondides foram adicionados diretamente no meio de reagfio. A
atividade foi determinada como descrita em Métodos 3.2.1.(c). A
atividade na auséncia de compostos foi considerada como 100%. Os
experimentos foram realizados em triplicata e as barras representam os
desvios padrdes (SD).

Figura 17 — Efeito da Concentracio de Fisetina e Morina

sobre ‘'a atividade Fosfatasica da CD45 utilizando pNPP come
substrato.
A atividade enzimatica foi determinada como descrito em métodos
3.2.1.(d), na auséncia e em presenga de diferentes concentragdes de
morina (e) e fisetina (). Os experimentos foram realizados em triplicata
¢ as barras representam os desvios padrdes (SD).

Figura 18 — Estudo da citotoxicidade dos flavondides nas

células HL60,
As barras mostram o efeito citotoxico provocado pelos flavonéides na
concentragdo de 200 pM nas células HL60. O controle foi obtido na
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foram realizados em placa de Petri, e a contagem de células foi realizada
utilizando-se 0 método de excluso por Tripan Blue.
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Figura 19 - Estudo da citotoxicidade de flavondides em
células HL60.
A wviabilidade das células HL60 foi avaliada através dos seguintes
pardmetros: dosagem da atividade fosfatasica (405 nm), quantificacdo de
proteina {660 nm) e redugdo do MTT (570 nm). Ao controle, auséncia de
flavonéides, foi atribuido o valor 100%. Os experimentos foram
realizados em triplicata e as barras representam os desvios padroes (SD).

Figura 20 - Estudo da citotoxicidade de flavondides em
cultura priméria de linfécitos normais.
A wviabilidade dos linfécitos foi avaliada através dos seguintes
parametros: dosagem da atividade fosfatdsica (405 nm), quantificacéo de
proteina (660 nm) e redugéio do MTT (570 nm). Ao controle, auséncia de
flavondides, foi atribuido o valor 100%. Os experimentos foram
realizados em triplicata e as barras representam os desvios padrdes {SD).

Figura 21 -~ Anilise por Western Blot das Proteinas Quinases
fosforiladas em cultura de HL60.
As células foram tratadas com diferentes concentragdes de fisetina e em
seguida preparadas para analise por Western Blot como descrito em
Meétodos 3.2.2 (g.4). A analise das bandas de proteinas foram realizadas
por quimiluminescéncia (ECL) em membrana de PDVF, apés incubagio
com 08 respectivos anticorpos primdrios € secundarios.

Figura 22 - Anilise por Western Blot das Proteinas
Fosforiladas em Tirosina em cultura de HL60.
As células foram tratadas com diferentes concentragdes de fisetina € em
seguida preparadas para analise por Western Blot como descrito em
Meétodos 3.2.2 (g.4). A anélise das bandas de proteinas foram realizadas
por quimiluminescéncia (ECL) em membrana de PDVF, apés incubagio
com os respectivos anticorpos primarios e secundarios.

Figura 23 - Efeito de flavonoides sobre o contetido total de
proteinas in vivo, : :
O conteudo total de proteinas foi determinado como descrito em métodos
3.2.2.(e). Nos camundongos do grupo controle foram aplicados o volume
correspondente em Oleo. Os experimentos foram realizados em triplicata
e as barras representam os desvios padrdes (SD). As diferengas
significantes foram determinadas por Student’s t-test (* p < 0,05).
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Figura 24 - Efeito de Morina sobre a atividade fosfatisica do
figado.
A analise for realizada como descrito em métodos 3.2.3.(d). Nos
camundongos do grupo controle foram aplicados o volume
correspondente em dleo. FAT significa fosfatase acida total; TRAP,
fosfatase acida tartarato resisténte; FAB, fosfatase acida de baixa massa
molecular relativa; e FAlc, fosfatase alcalina. Os experimentos foram
realizados em triplicata e as barras representam os desvios padrdes (SD).
As diferencas significantes foram determinadas por Student’s #-test.

Figura 25 - Efeito de Quercetina sobre a atividade fosfatasica
do figado.
A andlise foi realizada como descrito em métodos 3.2.3.(d). Nos
camundongos do grupo controle foram aplicados o volume
correspondente em Oleo. FAT significa fosfatase 4cida total; TRAP,
fosfatase acida tartarato resisténte; FAB, fosfatase acida de baixa massa
molecular relativa; e FAlc, fosfatase alcalina. Os experimentos foram
realizados em triplicata ¢ as barras representam os desvios padrdes (SD).
As diferencas significantes foram determinadas por Student’s r-test (* p <
0,05).

Figura 26 - Efeito de Morina sobre a atividade fosfatdsica do
rim.
A anilise foi realizada como descrito em métodos 3.2.3.(d). Nos
camundongos do grupo controle foram aplicados o volume
correspondente em o6leo. FAT significa fosfatase acida total; TRAP,
fosfatase acida tartarato resisténte; FAB, fosfatase acida de baixa massa
molecular relativa; e FAlc, fosfatase alcalina. Os experimentos foram
realizados em triplicata e as barras representam os desvios padrdes (SD).
As diferencas significantes foram determinadas por Student’s r-test (* p <
0,05 e ¥* p <0,01).

Figura 27 - Efeito de quercetina sobre a atividade fosfatasica
do rim,
A andlise foi realizada como descrito em métodos 3.2.3.(d). Nos
camundongos do grupo controle foram aplicados o volume
correspondente em O6leo. FAT significa fosfatase acida total; TRAP,
fosfatase acida tartarato resisténte; FAB, fosfatase acida de baixa massa
molecular relativa; e FAlc, fosfatase alcalina. Os experimentos foram
realizados em triplicata e as barras representam os desvios padrdes (SD).
As diferengas significantes foram determinadas por Student’s i-test (***
p <0,001).
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Figura 28 - Efeito de Morina sobre a atividade fosfatdsica do
plasma.
A anilise foi realizada como descrito em métodos 3.2.3.(d). Nos
camundongos do grupo controle foram aplicados o volume
correspondente em oOleo. FAT significa fosfatase acida total; FAB,
fosfatase acida de baixa massa molecular relativa; e FAlc, fosfatase
alcalina. Os experimentos foram realizados em triplicata e as barras
representam os desvios padrdes (SD). As diferencas significantes foram
determinadas por Student’s #-test (* p <0,05).

Figura 29 - Efeito de Quercetina sobre a atividade fosfatasica
do plasma.
A analise foi realizada como descrito em métodos 3.2.3.(d). Nos
camundongos do grupo controle foram aplicados o volume
correspondente em oOleo. FAT significa fosfatase 4acida total; FAB,
fosfatase acida de baixa massa molecular relativa; e FAlc, fosfatase
alcalina. Os experimentos foram realizados em triplicata e as barras
representam os desvios padrdes (SD). As diferengas significantes foram
determinadas por Student’s #-test (** p <0,01),

Figura 30. A estrutura do flavonol quercetina.
A representagdo através desta figura mostra os grupos mais importantes
para a atividade dos flavondides sobre os sistemas enzimaticos. O mais
importante destes grupos € o anel C de catecol dihidroxilado (circulado
em amarelo). Qutra parte importante inclui a presenga da insaturagio no
anel B (circulado em verde) e a presenga da fungéo 4-oxo (circulado em
laranja). As hidroxilas (circuladas em azul e amarelo escuro) possuem
capacidade de formar pontes de hidrogénio com moléculas de 4gua ou
capacidade quelante principalmente de fons Cu™ e Fe™.
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RESUMO

Flavonéides sdo compostos polifenélicos amplamente consumidos na dieta
humana, podendo chegar ao consumo diario de 1,0 grama. Uma variedade de efeitos
biologicos in vitro e in vivo € descrita para os flavondides tais como: inibigdo e
alteragio da expressdo enzimatica, antioxidantes e pré-oxidantes, sintese e reparo de
DNA, indu¢fo a apoptose e anti-tumorais. Fosfatases sdo enzimas da classe das
hidrolases que catalisam a desfosforilagdo de monoésteres fosfatos e sio divididas
em trés grupos principais: proteinas fosfatases, fosfatases acidas e fosfatases
alcalinas. Juntamente com as proteinas quinases, as proteinas fosfatases sdo
responsaveis pelo mecanismo de fosforilagdo/desfosforilagio que controla os
principais eventos celulares como crescimento, diferenciacio e divisdo celular.

Apés a purificagdo, caracterizagfo cinética e eletroforética da fosfoproteina
tirosina fosfatase de membrana de linfocitos (CD45), verificou-se que estd enzima
era inibida por morina na concentragio méaxima de 400uM (30%) e ativada por
fisetina na mesma concentragio (30%), sendo estes efeitos dependentes da
concentragdo dos flavondides analisados.

Nos testes biologicos com a linhagem de células promielociticas (HL60)
pode-se verificar que, na concentragio de 200uM, fisetina e morina foram capazes
de promover 90% de morte celular, tendo sido determinados os valores de ICs, para
os parametros de viabilidade celular. Trés parimetros foram utilizados para
estabelecer a viabilidade cellular: atividade de fosfatase, redugio de MTT e
contetdo proteico. Os resultados obtidos foram: 50 e 150uM para a atividade de
fosfatase acida total na presenga de rutina e fisetina respectivamente; 45, 190 e
80uM para redugdo de MTT na presenga de fisetina, morina e quercetina; e néo
foram obtidos valores correpondentes para o contelido total de proteinas. J4 para
cultura priméria de linfécitos humanos, fisetina foi o tnico flavonbide que
apresentou efeito téxico e determinagdo do ICsy para os trés pardmetros de

viabilidade celular sendo de 75uM (para conteudo de proteina total), 100uM (para
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atividade fosfatasica) e 200uM (para reducio de MTT). Por outro lado, a quercetina,
na concentragdo acima de 10uM, promoveu um aumento de 50% na quantidade de
proteina total de linfécitos, sendo um indicativo de que possa estar induzindo a
proliferagdo celular; no entanto, sem variar os outros pardmetros. Os resultados de
Western blotting para fisetina em cultura de HL60, indicaram a capacidade deste
flavondide de promover a ativagdo da MAPK p38 e de inibir as MAPKs ERK e
INK, sendo que este efeito pode resultar em atividade antiproliferativa nestas
células.

Os testes in vive de quercetina e morina mostraram que estes flavonoides
foram capazes de induzir o aumento de expressdo de proteinas no figado (17%). De
maneira geral, a morina foi capaz de diminuir as atividades da fosfatase acida total
(FAT) e da fosfatase alcalina (FAlc) em 10 e 60% respectivamente, nos rins, ¢ da
FAT e fosfatase 4cida de baixa massa molecular (FAB) em 45% e 40%
respectivamente, no plasma. Ja a quercetina apresentou a capacidade de aumentar a
atividade fosfatdsica em 15% para as FAB e FAlc no figado, 15%, 18% ¢ 75%
respectivamente, para as FAlc, FAB e TRAP (fosfatase acida resistente a tartarato),
nos rins € 100% da atividade fosfatasica da FAB no plasma sangiiineo. Assim, pode-
se verificar que os flavondides quercetina e morina, possuem todas as caracteristicas
estruturals importantes para apresentar os efeitos bioldgicos analisados, ¢ uma
pequena mudanga na posi¢io de uma hidroxila no anel do catecol ja foi o suficiente

para que estes flavondides apresentassem efeitos antagdnicos.
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ABSTRACT

Flavonoids are polyphenolic compounds largely consumed in the human diet,
and can reach a dairy consumption of 1.0 gram. A great variety of in vitro and in
vivo biological effects has been described for the flavonoids, such as, inhibition and
alteration of the enzyme expression, antioxidant and prooxidant, synthesis and repair
of DNA, apoptosis induction and antitumoral. Phosphatases are enzymes of the class
of hydrolases that catalyze the dephosphoryrilation of phosphate monoesters and are
divided into three main groups: protein phosphatases, acid phosphatases and alkaline
phosphatases. The protein phosphatases, in conjunction with the protein kinases, are
responsible for the mechanism of phosphorylation/dephosphorylation that controls
the main cellular events, such as, cellular growth, differentiation and division. A
protein tyrosine phosphatase - CD45 - was purified from human membrane
lymphocytes through gel filtration and ion exchange chromatograhies. The purified
enzyme was inhibited 30% by 400 uM of the flavonoid morin, and activated (30%)
at the same concentration of fisetin, in concentration-dependent processes.
Biological tests with the human mieloid leukemia cells (HL60) showed that fisetin
and morin promoted 90% of cellular death. Three parameters were used to establish
the cell viability: phosphatase activity, MTT reduction, and protein content. The
following IC50 flavonoid concentrations were obtained: 50 e 150 uM for the total
acid phosphatase activity in the presence of rutin and fisetin, respectively; 45, 190 e
80 uM for the MTT reduction in the presence of fisetin, morin and quercetin,
respectively; none corresponding flavonoid concentration values for the total protein
content were obtained. For the primary human lymphocytes cultures, fisetin was the
only flavonoid that exhibit toxic effects, with the following cell viability parameters:
75 uM (protein content), 100 puM (phosphatase activity) and 200 pM (MTT
reduction). On the other hand, concentrations of quercetin higher than 10 uM

promoted an increase of 50% in the protein content, an indication of cell
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proliferation, with no changes of the other parameters. Western blot tests for fisetin
in HL60 cultures indicated a capacity of this flavonoid to promote an activation of
MAPK p38 and inhibitions of MAPKs ERK and JNK; these effects in HL60 can
result in an antiproliferative activity . In vivo, quercetin and morin induced an
increase in the protein expression in the liver (17%). In general, morin decreased the
total acid phosphatase (FAT), and alkaline phosphatase (FAlc) activities in the
kidney of about 10 and 60%, respectively; and FAT and low-molecular mass acid
phosphatase (FAB) of 45% and 40%, respectively, in the plasm. In contrast,
quercetin increased the enzyme activities 15% for FAB and FAlc in the liver; 15%,
18% and 75%, respectively for FAlc, FAB and tartrate-resistant acid phosphatase
(TRAP) in the kidney; and 100% for the FAB activity in the plasm. Our results
showed that the antagonic effects of quercetin and morin were related to small
modifications in the structures of these flavonoids, ie, the change in the position of a
hydroxyl group in the cathecol ring.
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Introducdo

1. INTRODUCAO

1.1. Flavonéides

1.1.1. Consideracoes Gerais

Flavonoides sdo compostos polifendlicos amplamente encontrados no reino
vegetal. A quantidade de flavonoides consumidos diariamente varia de 6 a 64 mg,
podendo chegar até 1g/ dia, sendo largamente encontrados em chds verdes, vinho
tinto, frutas, vegetais, plantas medicinais e remédios derivados de ervas. Os
flavonoides foram primeiramente identificados como vitamina P e juntamente com
as vitaminas C e K, sdo importantes na manuten¢do da integridade e resisténcia dos
capilares sangiiineos.

Subseqiientemente, outras propriedades bioldgicas foram descritas para os
flavondides, incluindo: atividade anti-hipertensiva, antiarritmica, antiinflamatoria,
antialérgica, anti-coleresterolémica, anti-hemorragica, anti-tumoral, anti-trombdtica,
estabilizante de plaquetas e mastécitos e alguns flavondides também apresentam
atividade hepatotoxica (Formica e Regelson, 1995; Hertog, 1996; Rice-Evans et al.,
1996; Antdnio e Brito, 1998; Middleton et al., 2000; Havsteen, 2002; Bhatia e Jain,
2004).

Na literatura existem diversas revisdes sobre a relagdo atividade biolégica-
estrutura dos diferentes tipos de flavondides (Formica e Regelson, 1995; Di Carlo et
al., 1999; Middleton et al., 2000; Havsteen, 2002; Bhatia e Jain, 2004). Mais de
4.000 flavondides diferentes tém sido descritos e categorizados como flavonol,
flavona, flavan-3-ol, flavanonol, flavanona, isoflavona e antocianinas que podem ou
ndo ser glicosilados. Em plantas, flavondides sdo encontrados ligados a agucares
como glicosidios e sdo bastante estdveis (Hertog et al., 1993). Na Tabela 1 sdo
apresentadas as diferentes classes de flavondides mais importantes € com maior
atividade bioldgica de interesse. Como os flavondides estdo presentes na dieta

humana, é importante o entendimento das suas propriedades bioativas, sua absorc¢ao,
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sua subseqiiente distribui¢do, seu metabolismo e excrecao em humanos (Hollman e

Katan, 1998).

1.1.2. Absorcao e Biodisponibilidade dos flavondides

Até pouco tempo, a hidrdlise dos flavonéides glicosilados s6 era conhecido
em microrganismos. Mas, atualmente, ha dados obtidos em humanos (Hollman e
Katan, 1998) que sugerem a absor¢cdo de flavondides glicosilados em pequenas
quantidades no intestino, devido a acdo de bactérias alojadas no intestino grosso
(Day et al., 2000; Middleton et al., 2000; Havsteen, 2002; Bhatia e Jain, 2004). O
metabolismo destes compostos € bastante conhecido e estudado em animais; no
entanto, hd poucos dados concretos para o metabolismo em humanos. Alguns
autores, Hollman et al. (1996 e 1997) e Paganga e Rice-Evans (1997), mostram que
quercetina glicosilada é encontrada na circulacdo sangiiinea apds a ingestdo. Esta
pode ser rapidamente absorvida em pequenas quantidades, mas sua eliminacdo é
muito lenta, sendo a cinética da absorcao e biodisponidilidade dependente do tipo do
glicosidio ligado ao flavondide.

Um dos primeiros estudos da distribuicdao de flavonéides nao glicosilados,
por exemplo quercetina, em humanos ocorreu em 1975 (Glugler et al., 1975),
quando ministrou-se doses orais e intravenosas. A partir da dose intravenosa pode-se
determinar o periodo de meia-vida plasmatico e a sua distribui¢do corpdrea. Usando
técnicas analiticas de HPLC (cromatografia liquida de alto desempenho), Erlund et
al. (2001), demonstrou quantitativamente os niveis plasmaticos de flavonéides nao
glicosilados, e de seus metabdlitos como glucuronidios e/ou sulfatos conjugados.
Quanto as doses orais, observou-se que a biodisponibilidade plasmatica &
praticamente zero e quercetina € praticamente encontrada intacta nas fezes (Walle et

al., 2001; Erlund, 2004).
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Tabela 1: Classificacdo dos Flavonoéides (Di Carlo et al., 1999).

3!

Flavona glicosilada

5 6 7 4 5 6 7
Apigenn OH - OH OH Baicalin OH OH R
Baicalein
Chrysin R= B- glucopiranoronosil
Flavonol glicosilado

5 3 5 7 3 4
Quercetin OH OH - OH OH - Rutin R OH OH OH OH
Morin OH

Kaempferol ~ OH
Myricetin OH

R= Raminosilglucosidio

Isoflavona
5 7 4
Naringenin Genistein OH OH OH
Flavan - 3 - ol Flavononol
5 7 3 4 5 7 3 4
Catechin OH OH OH OH Taxifolin OH OH OH OH
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Uma vez que, os flavondides estejam disponiveis no plasma sanguineo, o
seu metabolismo é mediado por enzimas do complexo citocromo P450. Muitos
estudos té€m sido realizados para se determinar a interacao dos flavondides com estas
enzimas, os quais tém se mostrado excelentes inibidores de diferentes isoformas do
complexo P450, em particular, CYP1A1 e CYP1A2 (Tsyrlov et al., 1994; Lee et al.,
1998; Zhai et al., 1998; Moon et al., 2000). Em todos os casos a acdo dos

flavonoides sobre a atividade das isoformas de P450 levam a oxidagdo dos

flavondides (Doostdar et al., 2000; Otake e Walle, 2001; Hu et al., 2003).

1.1.3. Papel Biolégico dos Flavondides

A variedade dos efeitos biolégicos dos flavondides em intimeros sistemas
celulares in vitro, bem como in vivo, tem sido descrita por varios autores:

a) Inibicdo e alteracdo da expressdo enzimdtica - os flavondides podem
inibir muitas enzimas importantes nos sistemas celulares como: ATPase, fosfolipase,
prostaglandina ciclooxigenase, lipoxigenase, aldose redutase, hexoquinase, NADH
oxidase, succinoxidase, xantina oxidase, proteina quinase, hidrolases, peroxidases,
metalopeptidases e tirosinases (Srivastava, 1985; Ferriola et al., 1989; Cushman et
al., 1991; Formica e Regelson, 1995; Day et al., 2000; Ferreira et al., 2000;
Bormann e Melzing, 2000; Shimizu et al., 2000; Middleton et al., 2000; Havsteen,
2002; Bhatia e Jain, 2004). Podem ainda induzir vérias enzimas, como a aril
hidroxilase e a ep6xido hidroxilase (Das, 1994). Além disso, diversos trabalhos t€ém
mostrado o efeito inibitério de flavondides sobre DNA e RNA polimerases
dependentes de DNA e RNA e trancriptase reversa (Shinozuka et al., 1988; Ono e
Nakane, 1990; Chu et al., 1992; Formica e Regelson, 1995; Uddin e Choundhry,
1995; Solimani, 1997; Wang et al., 1998; Min et al., 2000).

b) Antioxidantes e Pr6-oxidantes - recentemente, muita aten¢do tem sido
dada para as propriedades antioxidantes dos flavondides e seu papel inibitério na

proliferacdo de células neopldsicas em cultura e em vdrios estigios do
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desenvolvimento tumoral estudados em animais (Le Marchand et al., 2000; Shimizu,
2000; Middleton et al., 2000; Havsteen, 2002; Bhatia e Jain, 2004). As atividades
antioxidante e quelante dos flavondides sdo, provavelmente, os fatores mais
importantes da sua agdo protetora contra degradacdo em tecidos e células por
radicais livres (Afanas’ev et al.,, 1989; Korkina e Afanas’ev, 1997). Alguns
flavondides podem modular o aumento no nudmero de processos celulares
envolvendo reagdes de oxirreducdo, incluindo a regulacdo da atividade da tirosina
fosfatase. Além disso, eles atuam na diminui¢ao da peroxidacao lipidica (Das e Ray,
1988; Bhatia e Jain, 2004), neutralizam os radicais livres nas células em diferentes
niveis: na iniciacdo, como seqiiestrador de O,", em reagdes com peroxil ou radicais
peroxil lipidicos, e na formagdo de OH®, provavelmente como quelante de ferro e na
producdo de peroxinitrito (Haenen et al., 1997; Metodiewa et al., 1999; Alia, 2003;
Hu et al., 2004). Metodiewa et al. (1999), discutiram a acdo da quercetina em
sistemas celulares e foi demonstrado que este possui acdo antioxidante, protegendo
os componentes celulares da degradacdo oxidativa e toxicidade de radicais livres,
reduzindo a morte celular promovida pela redu¢do dos antioxidantes celulares. No
entanto, tem-se verificado também que a quercetina pode possuir acao pré-oxidante
dependendo da concentragdo e surgimento dos radicais livres, sendo que este efeito
trata-se da transformacdo da quercetina em compostos pro-oxidantes como o-
semiquinona € o-quinona.

c) Sintese e reparo do DNA - os flavonoides podem afetar a sintese do DNA
indiretamente (ligando-se a metais) ou diretamente (alterando a estrutura do DNA).
A quercetina provocou inibicdo dose-dependente da sintese de DNA em células
HL60 (Kang e Liang, 1997). Abalea e colaboradores (1999) demonstraram que a
miricetina induziu reparo do DNA em hepatdcitos de ratos tratados com ferro.
Anélise da expressdo da DNA polimerase revelou que houve um aumento da
expressao desta enzima nos hepatdcitos tratados com a miricetina, o que pode ser a

causa da inducdo do reparo por este flavondide.
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d) Indugdo da apoptose - varios flavondides sdo capazes de induzir apoptose
em diferentes tipos celulares, sendo este efeito dependente da estrutura do
flavonéide e do tipo celular. Células tumorais podem morrer por apoptose quando
tratadas com concentragdes de flavondides de 1-100 mM (Ferguson, 2001). Este
efeito parece estar relacionado com a liberacao do citocromo ¢ da mitocondria para
o citosol. Além disso, baixas concentracdes de flavondides podem ativar proteinas
quinases ativadas por mitogenos, levando a expressdo de genes responsdveis pela
sobrevivéncia de varias linhagens de células de mamiferos (c-fos e c-jun) e que
concentragdes altas e suprafarmacoldgica destes compostos levam a apoptose e
necrose, respectivamente (Wang et. al., 1999).

e) Antitumorais - os flavondides sdao considerados como quimiopreventivos
do cancer por atuarem como antioxidantes, modulatores da atividade de enzimas e
induzirem o reparo do DNA, como mencionado acima. Estes compostos podem
afetar a proliferacdo, diferenciacdo e apoptose de diversas linhagens de células
tumorais (Di Carlo et al., 1999). A chalcona apresentou forte efeito citotoxico sobre
células tumorais de pulmio, c6lon humano e leucemia murina. O campferol e a
quercetina apresentaram atividades moduladoras da proliferacao das células HL60
(Kang e Liang, 1997). O mecanismo de agdo da atividade antitumoral dos
flavonoides ainda ndo estd bem elucidado. Alguns autores tém correlacionado este
efeito com a inibi¢do de proteinas tirosina quinases; a quercetina inibe a proteina
quinase C, enzima chave na regulacio da proliferacdo celular (Kang e Liang, 1997).
A flavona induziu a diferenciacdo e apoptose de células de cancer de c6lon humano,
cujo mecanismo proposto foi a alteragdo da expressdo de genes relacionados com o
ciclo celular e apoptose, incluindo o NFkB e bcl-X.

Assim, os flavondides parecem possuir muitas atividades promissoras que
os tornam excelentes agentes naturais modificadores da resposta biolégica. Portanto,
devido a este fato, varios estudos epidemioldgicos estdo sendo realizados utilizando-
se flavonoides. In vitro, tem se observado que os flavondides sdo capazes de inibir

enzimas envolvidas nos processos de desenvolvimento, diferenciacdo e proliferacao
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de células cancerosas e de diminuir a atividade de varios tipos de cancer como do
colo do ttero, ovarios, linféides, mama (Kuo, 1996; Lepley e Pelling, 1997; Lepley
et al., 1996, Takakura, 1999) e leucemia (Hirano et al., 1994; Carrero et al., 1998;
Wang et al., 1999). Quando quercetina e rutina foram administradas em ratos,
ocorreu uma diminuicdo significativa na incidéncia de tumores provocada por
agentes neopldsicos (Deschner et al., 1991) e a aplicacdo topica de alguns
flavondides em pele de ratos resultou em uma completa protecdo contra o
aparecimento de tumores e multiplicidade de carcinomas (Birt et al., 1997; Korkina
e Afanas’ev, 1997; Zi et al., 1997). Apesar dos estudos de flavondides em diversos
sistemas enzimaticos, em muitos outros ndo existem referéncias especificas, como,

por exemplo, no caso de proteinas fosfatases.

1.2. Fosfatases

As fosfatases sao hidrolases que catalisam a desfosforilagdo de monoésteres
de fosfatos. Estas enzimas podem ser divididas em trés grupos: proteinas fosfatases,
fosfatases dcidas e fosfatases alcalinas (Bernier e Wang, 1996; Jia, 1997; Aoyama,
2003). Estas hidrolases estdo amplamente distribuidas nos diferentes tecidos (Duff et
al., 1994; Ferreira et al., 1998) e compartimentos celulares (Lee et al., 1998).
Estudos citoquimicos revelaram a presenca destas enzimas em diferentes locais da
célula: nicleo, mitocondrias, membranas, lisossomo, complexo de golgi e reticulo

endoplasmatico (Lee et al., 1998).

1.2.1. Fosfatases Acidas

Fosfatases acidas (ortofosfato monoéster fosfohidrolases — E.C.3.1.3.2) de
mamiferos podem ser classificadas de acordo com a massa molecular relativa (Mr) e
inibi¢do, como fosfatase 4cida de alta Mr (acima de 100 kDa), Mr intermedidria (20

a 100 kDa) e baixa Mr (menor que 20 kDa) e sdo inibidas pelo tartarato, fluoreto e
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p-mercuribenzoato respectivamente. As fosfatases dcidas de alta e intermedidria Mr
podem apresentar na suas estruturas ferro, zinco ou magnésio e algumas vezes
carboidratos. As fosfatases dcidas de baixa massa molecular relativa sdo
classificadas como proteinas tirosina fosfatases. As fosfatases dcidas apresentam um
pH 6timo para catdlise em torno de 5,0 e utilizam como substratos compostos com

baixa massa molecular (por exemplo, actcares fosforilados).

1.2.2. Fosfatases Alcalinas

Fosfatases alcalinas apresentam um pH 6timo para catdlise em torno de 9,0.
Também atuam sobre substratos de baixa massa molecular relativa, no entanto, ha

necessidade de fons divalentes, como magnésio, cobalto ou manganés, para catélise.

1.2.3. Proteinas Fosfatases

Muitas  vias de  sinalizacdo  celular sdo  reguladas  por
fosforilagao/desfosforilacio de proteinas (Aoyama et al., 2003). A adi¢do ou
remocdo do grupamento fosfato de uma proteina, pode gerar um local de
reconhecimento para interagdo proteina-proteina, controle da estabilidade protéica e
o mais importante, modular a atividade de enzimas (Zhang 2003).
Aproximadamente 30% das proteinas celulares sdo fosfoproteinas (Cohen 2000).
Em células eucaridticas a maioria da fosforilagdo de proteinas ocorre em residuos de
serina e treonina. Fosforilacdo em residuos de tirosina representa somente 0,01-
0,05% do total de proteinas fosforiladas (Swanson et al., 1994).

Historicamente, proteinas fosfatases constituem uma grande familia de
enzimas com analogia semelhante a proteinas quinases em sua complexidade e
diversidade estrutural. Portanto, estudos genéticos e bioquimicos mostraram que
estas proteinas exercem efeitos tanto negativo quanto positivo nas vias de

sinalizacdo e no controle fisiolégico de uma variedade de tecidos (Zhang et al.,
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2002). Mudangas anormais na atividade dessas enzimas podem proporcionar
conseqiiéncias graves, que incluem neoplasias e doencas resultantes de defeitos
imunoldgicos (Jia et al.,1997; Harrison et al., 1999). Numa transformacgdo
oncogénica ou estimulacdo de fatores de crescimento, o nivel de proteinas
fosforiladas em residuos de tirosina aumenta de 1-2% na célula, podendo assim
levar a graves doengas incluindo o cancer e diabetes. (Neel e Tonks; 1997; Li e
Dixon 2000; Zhang 2002).

Com base na funcdo, estrutura, seqiiéncia e sensibilidade a inibidores, as
proteinas fosfatases podem ser classificadas em duas grandes familias: Proteinas
tirosina fosfatases e Proteinas Serina/treonina fosfatases.

As proteinas serina/treonina fosfatases e proteinas tirosinas fosfatases nao
apresentam similaridade estrutural quando comparamos seus dominios cataliticos

(Jia et al., 1997, Harrison et al., 1999, Zhang et al., 2002).

1.2.3.1. Proteinas Tirosina Fosfatases

As proteinas tirosina fosfatases (PTPs) sdo uma familia de enzimas (mais de
100 enzimas diferentes) responsaveis pela hidrélise do fosfato ligado a residuos de
tirosina. Sdo estruturalmente diversas, compreendendo receptores com a habilidade
de transmitir sinais diretamente através da membrana e enzimas citoplasmaticas que
agem tanto positiva como negativamente no controle da funcdo celular (Fischer et

al., 1991; Walton e Dixon, 1993; Harrison et al., 1999, Zhang, 2003) — (Figura 1).
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Figura 1: Representacao esquematica das proteinas tirosinas fosfatases

(PTPs).

De acordo com a especificidade, estas enzimas podem ser classificadas em:

- Proteinas Tirosina Fosfatases Especificas: hidrolisam residuos de tirosina
fosforilados (Tyr-P) alvos e subdividem-se em:

a) Tipo receptor (CD45, e PTPC ) — possui um dominio extracelular,
uma regido transmembrana e um ou dois dominios citoplasméaticos (Figura 1)
(Brady-Kalnay et al., 1995; Alexander, 2000; Noumi et al., 2000);

b) Intracelular (PTP 1B, VH1 e SHP-2) — possui um dominio simples e
vdrias extensdes amino ou carboxiterminal, com dominios do tipo SH2 (cisteinico)

(figura 1).
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- Especifica dual: sao capazes de hidrolisar fosfatos monoésteres de
peptidios contendo fosfotirosina e fosfoserina/treonina, essas enzimas regulam a
sinalizacdo mitogénica e desempenham um papel importante no controle do ciclo
celular (SH1, MKPs e cdc25) — (Zhang, 2001).

- Baixa massa molecular Relativa (BMr): hidrolisam residuos de tirosina e
possuem importante papel na regulacdo da proliferacdo celular (Harrison et al.,

1999; Zhang, 2001).

As PTPs té€m sido alvo de estudo no controle de vérias vias de sinalizagao
celular em organismos eucaridticos. Proteinas tirosina fosfatases sdo caracterizadas
por aproximadamente 240 aminodcidos e possuem um dominio altamente
conservado com uma seqiiéncia assinatura no sitio catalitico caracteristico desta
familia (H/V)C(x)S5R(S/T), compartilhando um padrao de sitio ativo constituido de
uma cisteina e uma arginina que sdo essenciais para a catdlise enzimdtica. A
presenca da cisteina (C) no sitio ativo € responsdvel pela caracteristica comum das
proteinas tirosinas fosfatases de serem inibidas pelo pervanadato, p-
cloromercuribenzoato e outros agentes oxidantes (Tonks e Neel, 1996; Tsiani e
Fantus, 1997; Jin et al., 2000; Aoyama et al., 2003). As estruturas tridimensionais de
aproximadamente uma duzia de PTPs tem sido determinadas, o que t€ém contribuido
no entendimento da fun¢do das PTPs a nivel molecular por definir as interagdes que
estabilizam a estrutura do sitio ativo e a formac¢ao do complexo com substrato.

Estudos cinéticos e estruturais detalhados das subfamilias das PTPs
revelaram um mecanismo quimico comum para reagdes catalisadas por estas
enzimas (Figura 2). Além disso as PTPs possuem uma variedade estrutural de
dominios incluindo SH2 e dominios extracelulares ligantes (Harrison et al.,1999;

Zhang et al., 2002).
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Figura 2: Mecanismo catalitico das Proteinas Tirosina Fosfatases.

Estudos cinéticos, mutacdo sitio dirigida e identificagdo das estruturas das
PTPs, permitiram identificar a cisteina, arginina e a asparagina como residuos
extremamente importantes para catdlise enzimética (Zhang et al., 1997). A Figura 2
mostra a desprotonagdo do residuo de cisteina (Cys-215) essencial para catalise e
ataque nucleofilico ao fosforo da proteina fosforilada (Reagdo A) e subseqiiente
hidrdlise do intermedidrio cisteinil-fosfato por adicdo de uma molécula de dgua
nucleofilica, completando o ciclo catalitico pela regeneracdo da enzima ativa

(Reacao B).

1.2.3.2. Proteinas Serina/Treonina Fosfatases

As proteinas serina/treonina fosfatases apresentam mais de uma cadeia
polipeptidica, subunidade catalitica e regulatdria, tendo como caracteristica comum
a dependéncia de cdtions divalentes. Estas fosfatases podem ser agrupadas em duas
subfamilias, PPP e PPM. Os membros da subfamilia PPP, por exemplo, PP1, PP2A
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e PP2B (calcineurina) apresentam alta homologia na sequéncia dos dominios
cataliticos, mas diferem na especificidade por substratos e interacdes com proteinas
regulatdrias. PP1 e PP2A ndo t€ém uma necessidade absoluta de cations divalentes,
ao passo que PP2B e PP2C sdo Ca®*/calmodulina e Mg** dependentes,
respectivamente. PP2C é um membro representativo da outra subfamilia de
serina/treonina fosfatases, PPM (Jia, 1997). Mais recentemente outras fosfatases
pertencentes a familia PPP foram descobertas e estas sdo as PP4, PP5 e PP6
(Barford, 1996; Harrison et al., 1999; Chaudhuri, 2001).

Dados genéticos, farmacoldgicos e bioquimicos revelaram que PP1 modula
o metabolismo do glicogénio em resposta a insulina e adrenalina (Cohen, 1982),
mitose, meiose (Huchon et al., 1981), contracio muscular (Shenolikar, 1994), e
outros eventos do ciclo celular (Cyert e Thorner, 1989). Tanto PP1 quanto PP2A,
estdo relacionadas a regulacdo da proteina quinase dependente de Ca”*/calmodulina.
Algumas evidéncias genéticas colocam a PP2A como um regulador da progressdo
do ciclo celular por atuar sobre proteinas que controlam diferentes fases do mesmo,
como por exemplo atuando sobre a retinoblastoma, a qual é responsdvel pelo
controle da progressao do ciclo celular da fase G1 para S (Zolnierowicz, 2000).

PP2B, também conhecida como calcineurina, € ativada por um aumento do
Ca®* citoplasmdtico em linfécitos, causando desfosforilagdo da forma citoplasmatica
do fator de transcricdo nuclear de células T ativadas (NFAT) o qual inicia a
transcricao da interleucina-2, que é um fator de crescimento das células T (Harrison
et al., 1999; Baksh e Burakoff, 2000). A 6xido nitrico sintase (NOS) € um substrato
para a PP2B e tem sido proposto que a desfosforilacdo de NOS real¢a sua atividade
catalitica, resultando na formacdo do 6xido nitrico e consequentemente acdo
neurotoxica (Dawson et al., 1993).

Em eucariotos, a fosfatase PP2C participa na resposta celular ao estresse,
sendo dependente de Mg2+ e insensivel ao dcido okadéico (Moore et al., 1991). As
fosfatases PP2B também sdo insensiveis ao dcido okadéico, enquanto que a PP1 e

PP2A sio sensiveis a este inibidor.
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A PP4 pertence a mesma subfamilia da PP1 e PP2A, por demonstrar
aproximadamente 60% de homologia com este grupo. A distribui¢do celular desta
enzima € ampla, sendo encontrada em centrossomos, nticleo e citoplasma sugerindo
que PP4 tem fungdes variadas (Da Cruze et al., 1988; Brewis et al., 1993). Devido a
sua localizagdo, PP4 pode estar envolvida na duplicacdio do centrossomo, como
também foi detectada em vdrios estdgios da mitose (exceto tel6fase) (Brewis et al.,
1993; Harrison et al., 1999). Sugere-se que a PP5 esteja localizada provavelmente
no nucleo (Fischer et al., 1989). Esta enzima estd envolvida na regulacdo da sintese
de RNA, mitose e na sinalizacdo em resposta aos hormonios esterdides. A PP6 esta

envolvida na regulacdo da transcri¢ao (Harrison et al., 1999, Chinkers, 2001).

1.3. Proteinas Quinases

A fosforilacdo de proteinas é realizada pelas proteinas tirosina quinases e
serina/treonina quinases. Esta modificagdo pds-tradugdo altera a atividade de vérias
enzimas e, portanto, regula vdrios processos celulares (Yang e Gabuzda, 1998).
Dentre os diversos tipos de proteinas quinases, as proteinas serina/treonina quinases
(proteina quinase dependente de AMPc, proteina quinase C (PKC) e proteinas
quinases ativadas por mitogenos (MAPKSs) participam de vdrias vias de sinalizagdo
(Cano e Mahadevan, 1995).

A principal via para regulacido do crescimento e diferenciacdo celular se da
através de cascatas envolvendo as proteinas quinases ativadas por mitégenos, as
quais transmitem sinais da membrana plasmaética ao nucleo a partir da ligacdao de
fatores de crescimento (estimulo extracelular) a receptores especificos, os quais
apresentam atividade quinase intrinseca ou estdo acoplados a proteina G. A cascata
altamente conservada de proteinas quinases ativadas por mitogenos € composta de 3
quinases: MAPK quinase quinase (MAPKKK), MAPK quinase (MAPKK) e MAPK
(Sabbagh et al, 2001). Normalmente, a proteina G e a PKC servem como

“disparadores” desta cascata e ativam a MAPKKK (proteina Raf). A MAPKKK
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ativada fosforila a MAPKK em dois residuos de serina. A MAPKK fosforilada, por
sua vez, atua como uma treonina/tirosina quinase e fosforila MAPK em 2 sitios
conservados. Finalmente, a MAPK ativa, atua sobre diferentes substratos,
principalmente sobre proteinas do citoesqueleto, outras quinases, fosfatases,
fosfolipases e fatores de transcrigdo.

Este arranjo em cascata das MAPKSs permite ndo somente a amplificacdo do
sinal mas também € responsdvel pela cinética da via, ou seja, pela duragcdo e
amplitude do sinal. Estas trés etapas da cascata estdo presentes em todas as células
eucaridticas e desempenham vdrias fungdes como resposta ao estresse, controle do

ciclo celular, crescimento, diferenciacdo e apoptose.

1.3.1. Tipos de Proteinas Quinases Ativadas por Mitégenos (MAPKSs)

As MAPKSs pertencem a uma grande familia que inclui a quinase cJun N-
terminal (ou proteina quinase ativada por estresse - INK/SAPK), a proteina quinase
ativada por sinal extracelular (ERKI1, 2, e 5) e a subfamilia da MAPK p38. As
MAPKs JNK e p38 podem ser ativadas por varios fatores de estresses tais como
irradiacdo UV, estresse osmotico, citocinas proé-inflamatoérias, dano oxidativo e
xenobidticos (Wang e Ron, 1996; Minden e Karin, 1997; Feuerstein e Young, 2000;
Kong et al., 2001). As MAPKs p38 e JNK mediam, entre outros processos,

interrupcdo do ciclo celular, reparo ou apoptose (Tanoue et al, 1999, 2001).

1.3.2. Modulacao das MAPKSs

A regulacdo das proteinas quinases ativadas por mitégenos se d4,
basicamente, por fosforilagdo e desfosforilagdo. No entanto, outros fatores como o
sitio de ancoragem, dominio D, dominio Glu-Asp e as espécies reativas de oxigénio

(EROs), contribuem significativamente para a atividade e especificidade dessas
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enzimas (Minden e Karin, 1997; Camps et al, 1998; Holland e Cooper, 1999; Allen
e Tresini, 2000; Tanoue et al, 2001; Kong et al., 2001).

1.4. Modelos Experimentais Utilizados no Trabalho

1.4.1. In Vitro

1.4.1.1. Linfécitos Humanos

Os linfécitos T, facilmente cultivados in vitro, sdo células que ficam em
suspensdo apds serem plaqueadas. Sdo responsdveis pela producdo de diversas
substiancias entre elas mediadores inflamatorios, como as citocinas e estas sio
peptidios soluveis secretados por uma variedade de células. Estas incluem os
interferons (INF-a, B e y) e interleucinas (IL) (Yassad et al., 1997). As proteinas
fosfatases tém auxiliado na elucidacdo de varios eventos celulares dependentes de
desfosforilagdo/fosforilacdo envolvidos nestas fungdes. Estas células expressam uma
variedade de proteinas tirosina fosfatases (tabela 2) citoplasmaticas e de membranas

(Palou et al., 1997;Mustelin et al., 2004).
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Tabela 2: Proteinas Tirosina Fosfatases (PTPs) envolvidas na ativagdo de

células T (Mustelin et al., 2004).

PTPs Tipo de ativacao Mechanismo, funcio e substratos
CD45 Positiva Regula positivamente as familias de quinases
Lck e Fyn.

HePTP Negativa Desfosforila e inativa Erk e p38 no citosol.

CD148 Negativa Desfosforila PLCy e LAT

TCPTP Negativa Desfosforila Stat] nos ntcleo celulares.

LYP Negativa Desfosforila Lck, Fyn e atua nos loops de
ZAP-70.

PTP-PEST Negativa Liga-se a Csk e desfosforila Cas, She, Pyk2,
Fak.

SHP1 Negativa Mediacao da inibicdo através ITIM contendo
receptores, desfosforila ZAP-70 e Syk, etc.

SHP2 Positiva Aumenta a ativacdo de Erk por mecanismo
desconhecido.

PTP-MEG2 Nao é claro Regulacdo de secrecdo, ndo possui efeito sobre
sinalizacdo de TCR.

PTPH1 Negativa Inibicdo, desfosforilagao ITAMs e VCP.

PTP-MEG1 Negativa Inibicao, mecanismo desconhecido.

PAC-1 Negativa Desfosforilacdo de Erk em nucleo de células.

VHR Negativa Ativada por ZAP-70, desfosforila Erk e Jnk.

VHX Nao € claro Inibi a indugdo por TCR e reporta a ativacao
génica.

MKP6 Nao € claro Interage com CD28, pode regular MAP
quinases.

LMPTP Positiva Desfosforila ZAP-70 em Tyr-292.

PTEN Negativa Neutraliza PI3K, reduz a sobrevivéncia.
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Fosforilagao ¢ o mais comum e bem entendido mecanismo regulatério no
funcionamento celular. Os linfécitos T apresentam pelo menos dois tipos de proteina
fosfatases caracteristicas: uma PTP tipo receptor (CD45) presente na membrana e
uma proteina Ser/Thr fosfatase citoplasmadtica (calcineurina ou PP2B), as quais
apresentam importante papel na transducao de sinal.

A CD45 ¢ uma glicoproteina de peso molecular entre (180-220kDa) e é
expressa exclusivamente em células hematopoiéticas, exceto eritrocitos maduros e
plaquetas (Sasaki, et al. 2001). Em células T e B ela ocupa cerca de 10% da érea da
superficie celular, ¢ composta de trés por¢des distintas: um dominio extracelular
varidvel, um tnico dominio intramembranar e uma grande regido citopldsmatica
contendo dois dominios PTP. O primeiro dominio citoplasmdtico préximo a
membrana chamado de D1 tem atividade PTPase enquanto que o segundo dominio
D2 ndo tem atividade PTPase significante devido uma mudanca critica nos
aminodcidos essenciais para a catdlise. Entretanto, o dominio D2 é requerido para
propriedade de enovelamento e/ou recrutamento do substrato (Frearson e Alexander,
1996). A familia Src quinase € ativada pela CD45 através de desfosforilacdo no
residuo regulatdrio negativo de tirosina. A CD45 tem sido extensivamente estudada
e aceita pela comunidade cientifica como um regulador positivo dos receptores de
célula T (TCR) e B (BCR) mediando a sinalizagdo necessdria para ativagdo e
desenvolvimento de linfécitos (Figura 3) (Sasaki et al., 2001).

A ativacdo dos linfécitos via interleucina 2 (IL-2) necessita de segundos
mensageiros como o diacilglicerol (DAG) e o inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) e tem
um papel fundamental na ativacdo da Proteina quinase C (PKC) permitindo ativacao
da cascata de quinase ativada por mitégeno (MAPK) ou através da via RAS. O IP3 é
um importante elemento controlador da liberagdo do cdlcio do reticulo
endopldsmatico para o citoplasma e subsequente ativagdo de proteinas dependentes
de célcio como a calmodulina. Bloquear o receptor de IL-2 € uma estratégia

extremamente importante, pois doencas degenerativas neopldsicas ou de natureza
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infecciosa estdo diretamente

relacionadas

com ativagdo da célula T e

conseqiientemente a interagdo da IL-2 com o seu receptor (IL-2R).

CD45

CD4

0 f\MMﬂﬁMMMW(I PADINNTTIT

&=
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Figura 3 - Via de ativacdo dos linfécitos T. A via de ativacdo da
proliferacdo linfocitdria se inicia a partir da interacdo do antigeno com o TCR e
conjuntamente recrutamento das proteinas de membrana CD45 e CD4, as quais
indiretamente ativam duas vias de sinalizacdo que tem participagdo da proteina
ser/thr fosfatase(PP2B) e das MAPK(s) — (para detalhe das vias, vide texto).
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1.4.1.2. Linhagem Celular da Leucemia Mieloide Humana (HL60)

A leucemogénese ¢ um fendmeno complexo que € caracterizado pelo
desacoplamento an6malo da proliferacdo e diferenciacdo, que resulta no bloqueio da
maturacdo celular e expansdo leucémica clonal (Uzunoglu et al., 1999).

As células da leucemia mielocitica humana HL60 foram isoladas do sangue
de um paciente com leucemia mielocitica aguda e proliferam continuamente em
suspensdo, consistindo predominantemente de promieldcitos (Newburger et al.,
1979; Breitman, 1990). Porém, 4-5% delas mostram caracteristicas morfoldgicas de
células mieldides mais maduras, como mieldcitos, metamielocitos, bastdes e
leucdcitos polimorfonucleares (Newburger et al., 1979). Estas células representam
um sistema experimental para o estudo in vitro da diferenciacdo leucé€mica, bem
como alvo do estudo de possiveis drogas que poderdo ser utilizadas no tratamento
dos diferentes tipos de leucemias (Sokoloski e Sartorelli, 1997; Uzunoglu et al,
1999).

As células HL60 apresentam pelo menos 5 tipos de proteinas fosfatases:
proteina serina/treonina fosfatases (PP1 e PP2A), proteinas tirosina fosfatases CD45,
SHP-1 e cdc25. A modulagdo da atividade da CD45 apresenta importante papel na
diferenciagdo e/ou manutencdo de vdrias linhagens de células leucémicas num
estado antiproliferativo (Buzzi et al., 1992). A proteina tirosina fosfatase SHP-1
também estd envolvida na regulacdo da diferenciacdo destas células (Uesugi et al.,
1999). A proteina tirosina nuclear controla a progressao do ciclo celular da fase G1
para S, e a expressao desta fosfatase estd associada com um aumento da quantidade
da proteina c-myc (Ganapati et al., 2001). A PPI1 estd envolvida na indugdo de
apoptose pela desfosforilacdo da proteina retinoblastoma (pRb). A proteina Rb
fosforilada € responsavel pela progressao do ciclo celular de G1 para S, através da
indugdo da expressdo de ciclinas e liberacdo do fator EF2 (Wang et al., 2001). A
PP2A participa na regulacdo do metabolismo, transcri¢cao, processamento do mRNA

(“splicing”), traducdo, diferenciacdo, ciclo celular, transformag¢do oncogénica e
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transducgdo de sinal. A atividade desta enzima pode ser modulada por fosforilagio e
metilacdo do C-terminal. A ac@o antiapoptética das fosfatases PP1 e PP2A foi
evidenciada com a utilizacdo de inibidores destas enzimas (4cido okaddico e
caliculina, respectivamente) os quais induzem apoptose das células HL60 (Uzunoglu

et al., 1999).

1.4.1.3. Fosfatases como Biomarcadores

Biomarcador € definido como qualquer substancia bioldgica capaz de dar
indicacdes sobre o funcionamento célula/6rgao (Yamaga et al., 1999).

Devido ao fato das fosfatases participarem de diferentes processos celulares,
as mesmas podem servir como ferramenta para se avaliar a viabilidade celular
através de estudos de citotoxicidade. Nestes tipos de estudos se avalia a fungdo
celular através da integridade da membrana, funcionamento de organelas
(mitocondria e lisossomo), conteido de DNA, além da atividade de certas enzimas
como succinato desidrogenase (Loveland et al., 1992; Repetto e Sanz, 1993; Olivier
et al., 1995). Além disso, as mesmas podem ser uteis como indicadores da via
envolvida na resposta celular frente a agentes externos, como farmacos. Aoyama et
al. (2000), propuseram a utilizagdo de proteinas fosfatases como biomarcadores da
viabilidade de fibroblastos tratados com dacido okaddico (inibidor de proteinas
serina/treonina fosfatases), uma vez que os resultados obtidos revelaram uma
reprodutibilidade e boa resposta na avaliacio da viabilidade celular quando
comparado com outros parametros usualmente empregados.

De maneira geral, os estudos sobre o controle do crescimento celular
implicam na identificacdo e caracterizacdo das enzimas envolvidas no processo, bem
como no conhecimento dos possiveis substratos e moduladores fisioldgicos. A
identificacdo e utilizacdo de compostos que alteram a atividade das enzimas que

controlam o ciclo celular também sdo ferramentas importantes tanto para a
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compreensdo do mecanismo cinético como também potenciais instrumentos

terapéuticos.

1.4.1.4. Estudos de Citotoxicidade

A legislacdo atual exige que novas drogas sejam testadas antes de serem
liberadas para uso farmacoldgico ou alimenticio, onde a toxicidade € um fator
importante e limitante para a liberacdo e consumo (Freshney, 1994). Assim, a
descoberta e caracterizagdo fisico-quimica de substancias causaram um grande
aumento da demanda de ensaios bioldgicos necessdrios para avaliagdo das atividades
toxicoldgicas destas substancias (Groth et al., 1995; Clemedson et al., 1996).

A determinacdo da toxicidade de um xenobidtico € tdo importante quanto a
verificacdo de sua atividade biolégica. E de fundamental importancia a andlise do
efeito terapéutico versus a toxicidade de um composto para determinar o seu indice
terapéutico.

O estudo toxicoldgico in vivo tem sido preterido em virtude da utilizacdo de
elevado nimero de animais, acarretando alto custo financeiro, além de aspectos
éticos questionados por entidades protetoras de animais. Desta forma, estudos in
vitro tém sido cada vez mais utilizados, ja que o efeito deletério de um xenobidtico
em determinada linhagem celular € um indicativo da sua toxicidade in vivo. Além
disto, apesar das limitagdes da cultura de células, os resultados obtidos sao muito
reprodutiveis (Freshney, 1994; Rodriguez e Haun, 1999).

Citotoxicidade é a medida do potencial de um agente causar injdria celular
tais como alteragcdes morfoldgicas, lesdes na membrana, perda de atividades
metabolicas, viabilidade e adesdo, inibicdo do crescimento celular, danos no
material genético (genotoxicidade) e morte celular.

Estudos de citotoxicidade sdo realizados para avaliar a viabilidade celular,
os quais podem avaliar a funcdo celular através da integridade da membrana e de

organelas, conteido celular (metabdlito ou macromolécula) e atividade enzimatica
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(Loveland et al., 1992; Repetto e Sanz, 1993; Olivier et al., 1995). Varios métodos
foram descritos nas dltimas décadas, para a avaliacdo da toxicidade in vitro, sendo
ainda usualmente empregados:

Exclusdo do azul de tripan - avalia a integridade da membrana celular, pois

células viaveis excluem este corante (Renzi et al., 1993).

Reducdo do MTT [brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil

tetrazolio]- avalia a func¢do mitocondrial através da atividade de enzimas como a
succinato desidrogenase (Mosmann, 1983).

Incorporacdo do vermelho neutro (cloridrato de 2-amino-3-metil-7-dimetil-

amino fenanzina) - analisa a funcdo lisossomal (Renzi et al., 1993).

Conteudo de acidos nucléicos e proteina - fornecem uma estimativa do

numero de células (Cingi et al., 1991).

Atividade da fosfatase total - d4 indicacdo do metabolismo celular em

relagdo ao metabolismo do fosfato (Aoyama et al., 2000).

1.4.2. Estudo in Vivo de Flavonoides

Por um longo tempo, as ciéncias relacionadas a saide humana tém
concentrado esfor¢cos em potentes toxinas de plantas que podem ser ingeridas
acidentalmente podendo levar a morte ou em substincias que possuem um elevado
potencial médico. Em contraste, produtos naturais, que sdao regularmente ingeridos
em altas quantidades com componentes alimentares da dieta humana, com baixa ou
insignificante toxicidade, sdo ignorados. Os flavondides estdo nesta categoria de
compostos. Recentemente, a ingestdo destes compostos de baixa toxicidade estd
adquirindo destaque farmacoldégico por acumular-se nos principais 6rgaos como o
figado, ou por induzir modifica¢des no sistema imunoldgico. Os flavondides estdo
incluidos nesta categoria de compostos investigados (Di Carlo et al., 1999; Wada et
al., 1999; Alia et al., 2003; Bhatia e Jain, 2004). As razdes mais importantes para a

baixa toxicidade dos flavondides sdo: a baixa solubilidade em dgua da aglicona
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(flavondide sem agucar) e o rapido catabolismo do nicleo pirrdlico no figado. A
baixa solubilidade dos flavondides em dgua também se apresenta como uma grande
dificuldade de aplicacdo destas substancias para drea médica. Entretanto, com o
desenvolvimento de flavondides semi-sintéticos, com solubilidade em 4dgua maior
que 0s compostos naturais, como, por exemplo, flavondides usados no tratamento de
hipertensio e reposi¢do hormonal, tem mostrado um grande avango no estudo dos

efeitos destas substancias (Calias et al, 1996).
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2. OBJETIVOS

Os flavondides tém despertando grande interesse das ciéncias da satde, nos
ultimos anos, devido as suas propriedades preventivas em relagdo a estresse
oxidativo, doengas cardiacas, canceres e outros. J4 as fosfatases possuem um papel
bioldgico importante no desenvolvimento e manutencdo das atividades celulares,
podendo ser também, consideradas marcadores em progndsticos de diferentes tipos
de cancer estando relacionada com mecanismos de controle de proliferacao celular.
Este trabalho tem a finalidade de estudar o efeito de flavonoides sobre a atividade de
fosfatases in vitro e in vivo por modulagdo quimica ou por oxirreducdao. Apesar de se
conhecer algumas funcdes das fosfatases dcidas, como citado anteriormente, sua
modulacdo por agentes quimicos ou oxirredutores in vivo t€ém muito por ser
analisado, apesar dos resultados apresentados nesta tese. Desta forma, o objetivo foi
analisar o efeito de moduladores quimicos, flavondides, em diferentes estigios:
diretamente sobre a atividade fosfatasica in vitro; a influéncia de flavondides sobre a
viabilidade celular usando as fosfatases como biomarcadores (comparando com
métodos largamente utilizados); e o efeito de flavondides sobre a atividade
fosfatasica in vivo. Assim, este trabalho foi dividido em trés objetivos principais:

a) Purificacdo e caracterizagdo de uma fosfatase de membrana de
linfécitos (CD45), e andlise in vitro do efeito de agentes oxidantes e
flavonodides;

b) Estudo da viabilidade celular de linfécitos humanos normais e
células HL60 na presenca de flavondides utilizando as fosfatases
como possiveis marcadores bioldgicos e avaliando, também, o
efeito da fisetina na expressao e atividades das MAPKs;

c) Estudar o efeito de flavondides quercetina e morina, in vivo, sobre a
atividade fosfatdsica em camundongos.

Desta forma, os resultados e as discussOes destas trés etapas serdao

apresentados individualmente.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

Os linfécitos foram obtidos de sangue periférico de voluntarios sauddveis que
ndo estavam fazendo uso de medicamentos (conforme aprovacio pela Comissio de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas - UNICAMP, n® 219/2000).

As células HL60 foram generosamente doadas pelo Dr. Rui Curi e Dr. Valdemir
Vieira Colleone, do Instituto de Ciéncias Biomédicas - USP.

Os camundongos foram obtidos do CEMIB (Centro de Bioterismo da
UNICAMP). Todos os experimentos realizados encontravam-se de acordo com os
Principios Eticos na Experimentagio Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacio Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissdo de Etica na
Experimenta¢do Animal, do Instituto de Biologia da UNICAMP (Protocolo n® 578-1).

Os flavondides, substratos, resinas cromatograficas, marcadores de massa
molecular e outros compostos especificos foram obtidos da Sigma Chemical Company e

Amersham Biosciences (GE Health Care).
3.2. Métodos

3.2.1. Purificacdo e Caracterizacdo Cinética das Fosfatases de Linfocitos

Humanos Normais

a) Obtencgado dos linfocitos

Os linfécitos foram obtidos por centrifugacdo em gradiente, utilizando-se o

reagente Ficoll-Paque™ Plus (Amersham Biosciences).
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b) Obtencdo das fosfatases totais de linfécitos

Os linfécitos obtidos pela centrifugacdo em gradiente foram ressuspensos em
tampao Tris-HC] 50mM (pH 7,4) contendo 0,5% (v/v) de ditiotreitol (DTT), 0,25mM de
EDTA, 0,25mM de EGTA e 150mM de NaCl (Tampao A). Os linfécitos (mantidos a
0°C) foram sonicados com 6 pulsos de 30s de duragdo para ruptura da membrana, em
equipamento da Sonics e Materials Inc., modelo VC50, com freqiiéncia de 20kHz e
poténcia de SOW. O lisado foi centrifugado a 1.000 x g por 10 min, a 4°C. O precipitado
foi descartado e o sobrenadante coletado foi centrifugado a 9.000 x g por 10 min, a 4°C.
O sobrenadante resultante foi utilizado para determinacdo das fosfatases presentes em

linfocitos.

¢) Determinagdo da atividade fosfatdsica dcida

A atividade enzimdtica foi determinada através da formacdo do p-nitrofenol,
utilizando-se o p-nitrofenil fosfato (p-NPP) como substrato. Para um volume final de 1,0
ml, a reacdo foi iniciada pela adi¢do do extrato de linfocitos que continha as fosfatases a
um meio contendo 100 mM de tampao acetato de sédio (pH 5,0) e 5,0 mM de p-NPP. A
paralisacdo da reacdo ocorreu pela adi¢dao de 1,0 ml de NaOH 1,0 M, apds incubagio por
40 min a 37°C. A formagdo do p-nitrofenol foi determinada espectrofotometricamente
pela leitura da absorbancia a 405 nm, tomando-se o valor de 18.000 M'ecm! como
coeficiente de extin¢cdo molar do p-nitrofenéxido (Chaimovich e Nome, 1970).

Na presenca de flavondides e aminoacidos fosforilados (Tyr-P, Ser-P e Thr-P) a
atividade enzimdtica foi determinada através da quantificacdo do fosfato inorginico
durante a hidrdlise do substrato (p-NPP), como descrito por Lowry e Lopez (1946). Para
um volume final de 1,0 mL, a reacdo foi iniciada pela adicdo da enzima a um meio
contendo tampao acetato de s6dio 100 mM, pH 5,0 e de p-NPP 5,0 mM. A paralisacio
ocorreu pela adi¢ao de 1,0 mL de molibdato de amoénio 3% (em acetato de s6dio 200 mM,
pH 4,0). A coloragdo foi desenvolvida pela adicao de 0,ImL de 4cido ascorbico 1% (em

acetato de sédio 200 mM, pH 4,0). Nos controles, a enzima foi adicionada apds a
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paralisacdo com molibdato de amoénio 3% em todos os ensaios. Apds 30 minutos a
temperatura ambiente, mediu-se a absorbancia a 700 nm. O coeficiente de extin¢do molar

do azul de molibdénio é 4.000 M lcm™..

d) Efeito de inibidores na atividade das fosfatases de linfocitos

A atividade enzimatica foi determinada, utilizando-se pNPP ou aminoédcidos
fosforilados como substrato, de acordo com o método descrito acima. Foram analisados
como inibidores: fluoreto, tartarato e p-cloromercuribenzoato (pCMB).

A atividade de fosfatase total ¢ medida na auséncia de inibidores. Na presenca de
fluoreto, toda a fosfatase acida lisossomal € inibida; a atividade residual observada é
devida a fosfatase dcida de baixa Mr. Na presenca de tartarato e pCMB, a atividade

residual € devida a fosfatase acida tartarato-resistente.

e) Determinagdo dos pardametros cinéticos (Km, Kcat, Kcat/Km)

Os parametros cinéticos, Km e Vmax, foram determinados através do ajuste da
curva (V x [S]) utilizando o modelo da hipérbole retangular. A constante catalitica, Kcat,
foi obtida pela razdo entre a Vmax e a concentracio molar da enzima utilizada nos
experimentos.

Os parametros cinéticos também foram determinados na presenca do aminoacido

fosforilado Tyr-P como substrato.

f) Determinacdo do efeito do pH
A atividade enzimdtica foi determinada como descrito acima, utilizando-se
tampdes na concentragdo final de 0,1 M, nos seguintes valores de pH: 2,5 e 9,0 (glicina);

3,0 (citrato); 3,5 - 5,5 (acetato); 6,0 - 7,0 (bis-tris); 8,0 (hepes).

g) Obtencao de Fosfatase de Membrana de Linfocitos
O sobrenadante resultante do item 3.2.1 (b) foi submetido a ultracentrifugacdo de

100.000 x g por 1 hora. O sobrenadante foi armazenado para andlise das fosfatases
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citosdlicas e o precipitado foi ressuspenso no Tampao A, sendo submetido a ultra
centrifugacdo de 100.000 x g por 1 hora. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
formado foi ressuspenso em tampao A contendo Triton X-100 0,5% (v/v) para
solubilizacdo das proteinas de membranas. Para auxiliar este processo apds ressuspensao
da membrana, o material foi sonicado, no mesmo equipamento citado anteriormente, com
4 pulsos de 30s de duracdo. Em seguida foram realizadas dosagens de proteina, pelo

método de Bradford (1976), e de atividade enzimatica.

h) Cromatografia de Troca Ionica (DEAE-Sephadex)

As proteinas extraidas da membrana de linfcitos com o Tampao A e Triton X-
100 (0,5%) foram submetidas a cromatografia de troca idnica (DEAE-sephadex), com
fluxo de 2,0 mL/ min. As proteinas que aderiram a resina foram eluidas com o mesmo
tampao A (com Triton X-100) contendo 1,0 M de NaCl. A eluicao foi acompanhada com

dosagem da atividade enzimatica e com eletroforese SDS-PAGE.

i) Cromatografia de Exclusdo por Massa Molecular (Sephacryl-5200)

As fracdes que apresentaram atividade enzimdtica apds a eluicdo da
cromatografia de troca idnica foram reunidas e concentradas em sistema de filtracio
centrifuga Ultrafree-15 de membrana Biomax-PB, em polietersulfona (Millipore) a 2.000
X g. Apd6s a concentragdo, o pool contendo fosfatase de membrana foi submetido a
cromatografia de exclusdo (Sephacryl-S200), com fluxo de 0,5 mL/min. A elui¢do foi

acompanhada por dosagem da atividade fosfatasica e eletroforese SDS-PAGE.

J) Estudos eletroforéticos em condicoes ndo desnaturantes, em pH 8,3

A mobilidade eletroforética, em condicdes ndo desnaturantes, foi determinada
por eletroforese em gel de poliacrilamida 10%, de acordo com a técnica de Weber e
Osborne (1969).

Os géis de corrida (10%) e de empacotamento (5%) foram preparados em tampao

Tris-HClI  03M (pH 88 e 6,8 respectivamente) e colocados para
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polimerizar em placas de (7,0 x 10,0 cm). Os dois compartimentos da cuba foram
preenchidos com o tampado de corrida (0,2M de glicina e 25 mM de Tris pH 8,3). As
amostras para a corrida, sendo 25,0 pg da amostra para coloragdo da atividade e 25,0 pg
da amostra para as coloragdes de proteina, foram preparadas tomando-se 1 volume de
cada amostra e 1 volume do tampdo da amostra (10% de glicerol, 0,08% do tampao Tris-
HCI 1M, pH 6,8 e 2 gotas do azul de bromofenol 0,2%). Realizou-se uma pré-corrida de
2h utilizando o mesmo tampao de corrida em uma corrente de 60 mA e, em seguida,
correu-se a amostra por Sh, sob refrigeracdo. O azul de bromofenol foi utilizado como
marcador da corrida. Apds o término da corrida os géis foram corados para atividade

fosfatasica e proteina.

k) Coloracgdo para detecgdo de proteina

A coloracdo dos géis foi realizada durante 12h com uma solu¢do contendo 500
mg de "Coomassie Brilliant Blue" em uma mistura de 400 mL de metanol, 100 mL de
acido acético glacial e 500 mL de H,O. A descoloracao foi obtida apds lavagens
sucessivas em uma solugdo contendo 100 mL de acido acético glacial, 400 mL de metanol
e 500 mL de dgua deionizada. Logo apds, os géis foram armazenados em dcido acético

T%.

1) Coloragdo para detecgdo da atividade enzimdtica

A atividade enzimadtica foi demonstrada no gel, de acordo com a técnica de
Gomes (1978). Apds a corrida o gel foi incubado a 37°C em tampao Bis-Tris 100 mM,
pH 6,0, contendo 50 mM de B-naftil fosfato e 1 mg de fast blue BB/mL, até o
aparecimento da coloragdo. Esta variou conforme a quantidade de enzima utilizada na
corrida. Logo apés a coloragdo, o gel foi descorado por lavagens em solucao contendo 80
mL de 4cido acético e 250 mL de etanol por litro de solu¢do e mantido em 4cido acético

7%.
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m) Eletroforese SDS-PAGE em condigoes desnaturantes

A mobilidade eletroforética em condi¢cdo desnaturante foi determinada por
eletroforese em gel de poliacrilamida, cuja concentracdo foi de 5% de acrilamida e 10%
de bis-acrilamida. A solu¢do de acrilamida foi preparada em tampao Tris-HCI1 0,3 M (pH
8,8) contendo 0,1% de SDS e polimerizada em placas de vidro de 12,0 X 8,0 cm. O
tampao de corrida foi constituido de 0,2 M de glicina, 25 mM de Tris (pH 8,3) e 0,1% de
SDS. As amostras para corrida, 25 pg de proteina total, foram preparadas por diluicdo 1:1
em tampao apropriado (10% de glicerol, 4% de SDS, 0,08% de tampao Tris-HCI 1 M, pH
6,8 e 2 gotas de azul de bromofenol 0,2%). A coloragdo e a descoloracgdo dos géis foram

realizadas como descrito no item 3.2.1 (k).

3.2.2. Estudos de Citotoxicidade com HL60 e Linfocitos humanos Normais

a) Cultura de células da leucemia mieloide humana

As células HL60 foram mantidas em cultura continua, através de repiques
periédicos (72 horas), quando atingiram uma densidade de 1 x 10° células/mL. O cultivo
foi realizado em meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute) contendo glutamina 0,2
g/L, antibidticos (100 UI/mL de penicilina, 100 ug/mL estreptomicina) e suplementado
com 10% de soro fetal bovino inativado. A incubacéo foi feita em estufa a 37°C sob

atmosfera umida e contendo 5% de CO.,.

b) Avaliacdo da Viabilidade Celular

As células HL60 foram cultivadas em placas de 24 cavidades (3,0 x 10°
células/mL), incubadas a 37°C sob atmosfera imida contendo 5% de CO,. Setenta e duas
horas apds o plaqueamento, parte do meio foi cuidadosamente retirado e as células
tratadas com diferentes concentracdes de 0 a 200uM de flavonoéides (catequina, fisetina,
morina, quercetina, rutina e taxifolina) durante 24 horas a 37°C. Em seguida, foram

realizados os estudos de viabilidade: reducdo do MTT, dosagem de proteinas e atividade
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fosfatasica.

¢) Redugao do MTT

O meio foi removido e trocado por outro sem soro contendo MTT (0,5 mg/mL), e
as células incubadas durante 3 a 4 h (37°C), tempo necessario para a reducdo do corante.
O meio foi retirado cuidadosamente e o formazan produzido foi dissolvido em 1 mL de
etanol. As placas foram agitadas por 5 minutos e a absorbancia correspondente a cada

poco foi lida no espectrofotometro a 570 nm (Mosmann, 1983; Denizot e Lang, 1986).

d) Dosagem da Atividade Fosfatdsica Acida

O meio de cultura foi retirado cuidadosamente de cada pogo e entdo, adicionado
o tampao acetato 1 mM pH 5,5 para que houvesse a lise celular, com conseqiiente
obtencao da enzima no extrato celular. A atividade enzimatica foi determinada utilizando-
se pNPP como substrato, incubando-se por 30 min a 37°C, como descrito no item 3.2.1 (c)

(Aoyama et al., 2000).

e) Dosagem de Proteina
A concentracdo de proteina foi determinada pelo método de Lowry, como

descrito por Hartree (1972).

J) Exclusdo do Azul de Tripan

As células (3 x 10° células/mL) foram mantidas em cultura continua por 72 horas
quando atingiram uma densidade de 1 x 10° células/mL. Apés este periodo de tempo a
viabilidade celular foi avaliada pelo teste de exclusdo do azul de tripan (Morita et al.,
1992). As células foram coletadas, para contagem em microscopio Optico, e adicionou-se
o corante azul de tripan. As células vidveis ndo permitem a entrada deste corante

formando um anel azul ao redor da membrana celular. As células ndao viaveis
32



Materiais e Métodos

permitem a entrada do corante, apresentando o corante em todo seu interior.

g) Cultura primdria de linfocitos

g.1) Isolamento de células mononucleares do sangue total

O sangue total coletado foi homogeneizado por inversdo e diluido com meio de
cultura ndo suplementado RPMI, na proporcao de 1:1. O sangue diluido (11mL) foi
colocado em tubos de centrifuga contendo 3 mL de Ficoll-paque™ Plus® e centrifugado
por 30 minutos a 1500 rpm. Em seguida, a nuvem linfocitdria foi retirada com pipeta
Pasteur e lavada duas vezes com meio de cultura RPMI nao suplementado para remocao

de plaquetas. Em seguida, os linfécitos foram utilizados para cultura de células.

g.2) Cultura de Linfocitos

Das células obtidas, como descrito anteriormente, 90% sdo células
mononucleares. Os linfécitos foram plaqueados numa densidade de 1,0 x 10° células/ mL
em placas de 24 pocos e mantidos em meio de cultura RPMI 1640 suplementado com
10% de soro fetal bovino inativado, antibidticos 100 pg/mL (estreptomicina e penicilina e
fitohemaglutinina Spg/mL (mitégeno). Os linfécitos foram incubados em estufa (Forma
Scientifica®) a 37°C com 5% de CO, durante 48 horas ou nos tempos indicados. Apés o
periodo de incubacdo, o meio foi removido e adicionado um novo meio de cultura RPMI
com diferentes flavondides (catequina, fisetina, morina, quercetina e taxifolina) e
incubados por 24 horas nas condicdes citadas anteriormente. Apds o tratamento das
células, foram utilizados como parametros de viabilidade celular: atividade fosfatisica

total, conteudo total de proteinas e redu¢ao de MTT.

g.4) Western Blotting
As células (3 x107) foram lisadas com 200 ul de tampdo de lise [Tris—HCI 50
mM (pH 7.4), Tween 20 (1%), deoxicolato de sédio 0,25%, NaCl 150 mM, EGTA 1 mM,

O-Vanadato 1 mM, NaF 1 mM e inibidores de proteases (aprotinina 1 pg/ml, leupeptina
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10 pg/ml e PMSF 1 mM) e deixadas em banho de gelo por 2h. Em seguida, o extrato foi
clarificado por centrifugacdo a 14.000 rpm por 5 minutos e a concentragdo de proteina
determinada pelo método de Lowry. O precipitado foi descartado e ao sobrenadante foi
adicionado tampao de amostra na propor¢do de 1:1 [Tris—HCI 100 mM (pH 6,8), DTT
200 mM, SDS 4%, azul de bromofenol 0.1 % e glicerol 20%]. As amostras foram fervidas
por 5 min e aplicadas em gel de poliacrilamida (12%) contendo SDS (SDS-PAGE). Apo6s
a corrida, realizou-se a transferéncia para membranas de PDVF. As membranas foram
bloqueadas com leite (2%) ou com BSA (3%) preparado em tampao Tris contendo Tween
20 (0,05%) - TBST e incubadas “overnight” com os anticorpos primarios diluidos 1:1000.
Em seguida, as membranas foram lavadas com TBST e incubadas com anticorpos
secunddrios (1:2000) por 1h. Apds lavagem das membranas com TBS, as bandas foram
detectadas por quimiluminescéncia (ECL).

3.2.3. Efeito de Flavonéides, in Vivo, sobre a Atividade de Fosfatases

a) Experimentacdo Animal

Os camundongos albinos machos da linhagem Swiss, com idade de 8 semanas,
com peso variando entre 25 e 35 gramas foram submetidos a ciclos claro/escuro de 12
horas, com dgua e alimentacdo ad libitum, temperatura ambiente monitorada entre 22°C,
alojados coletivamente (5 animais por gaiola) e aclimatados ao local de experimentagdo
por pelo menos 7 dias. Os animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos: grupo
controle de solug@o oleosa (6leo de milho), grupo de quercetina, e grupo de morina. Foi
administrado a cada animal dos grupos quercetina e morina 300mg de flavondides/kg de
animal, para que a concentracdo final administrada fosse de 100uM. Para os animais dos
grupos controles, foi administrada a mesma quantidade em volume de 6leo de milho que
correspondesse a quantidade de flavondides ministrada aos outros grupos. A
administracao foi realizada subcutaneamente na regido lombar de cada animal, com um
volume maximo de solugdo de 0,1 mL. Apds 24 horas a administracdo, cada animal foi

sacrificado por deslocamento cervical e foram coletados os figados, rins € o sangue para a
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extragcdo do plasma.

b) Tratamento dos orgaos

Os orgaos (figado e rins), ap6os extraidos, foram pesados e colocados em solugdo
tampao acetato de sédio 0,1 M gelado (contendo 0,5% em volume de B-mercaptoetanol e
10mM de fosfato inorginico) na propor¢ao de 1g de 6rgao/4 mL de solugdo. Os 6rgados
foram triturados em um homogeneizador (Omnixer, Sorvall), seguida de centrifugacdo a
17.000 rpm para separagao do tecido dilacerado do extrato contendo as enzimas a serem
estudadas. Em seguida, o extrato enzimdtico foi mantido a 4°C para realizacdo dos

ensaios enzimaticos.

¢) Obtengdo do plasma

O sangue foi coletado em tubos Eppendorf de 2mL e diluidos em solugdo salina
0,9% na proporcao de 1:1. Em seguida, o sangue foi centrifugado por 10 minutos a
12.000 rpm. O sobrenadante, constituido de plasma, foi separado e armazenado a 4°C

para andlise enzimatica.

d) Dosagem das Fosfatases presentes nos extratos

d.1) Fosfatase Acida Total (FAT):

Para um volume final de 1,0 mL, a rea¢do foi iniciada pela adi¢do do extrato a
um meio de reacdo contendo SmM de pNPP como substrato, determinando-se a
quantidade de produto formado (pNP), apds incubag¢do por 10 minutos a 37°C, como

descrito anteriormente. Nos controles o extrato foi adicionado apds a colocacdo do NaOH

(Taga e Van Etten, 1982).

d.2) Fosfatase Acida Resistente ao Tartarato (TRAP)
O ensaio foi realizado como descrito acima, exceto pela adi¢do de pCMB e

tartarato. O pHMB inibe toda a atividade de fosfatase dcida de baixa Mr e o tartarato inibe
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a atividade de fosfatase de alta Mr. A atividade residual corresponde a atividade da

TRAP.

d.3) Fosfatase Acida de Baixa Massa Molecular Relativa (FABMr)
O ensaio foi realizado como descrito acima, exceto pela adi¢do de tartarato e
fluoreto, que sdo inibidores de fosfatases de alta e média massa molecular relativa,

respectivamente.

d.4) Determinacdo da Fosfatase Alcalina de Membrana (FAlc)

A atividade enzimdtica, para um volume final de 1,0 mL, foi determinada através
da formagdo do pNP, em um meio de reacdo contendo glicina 25mM (pH 9,4), 2mM de
MgCl,, 1 mM de pNPP e 0,05mL da amostra, por incubagdo a 37°C, por 10 minutos
(Ciancaglini et al., 1992).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacao Cinética das Fosfatases de Linfocitos Humanos Normais

e Purificacdo da Fosfatase de Membrana

4.1.1. Caracterizacao Cinética da Fosfatases Totais de Linfocitos Humanos
Normais

As fosfatases totais de linfécitos foi caracterizada cineticamente sob varios
aspectos: pH 6timo para catélise, afinidade pelo substrato, efeito de cdtions e de
potenciais inibidores. Estes estudos sdo necessarios e fundamentais para se estudar os
efeitos de qualquer composto na atividade destas enzimas. Além disto, nos ensaios de
citotoxicidade, que serdao mostrados a seguir, um dos parametros analisados foi a
atividade das fosfatases totais presente nas células HL60 e linfécitos normais (Freire et
al., 2003).

A Figura 4 mostra que as fosfatases presentes nos linfocitos apresentaram um pH
otimo para catdlise de 6,5, além disso no pH fisiol6gico as mesmas ainda mantiveram
expressiva atividade.

Outro parametro analisado foi a especificidade por substratos (Figura 5). O
“pool” de fosfatases de linfocitos hidrolisou de forma significativa a tirosina fosforilada
(60%), quando comparamos com a hidrdlise do pNPP. Todas as fosfatases podem
hidrolisar o p-nitrofenilfosfato (pNPP), um substrato sintético, portanto, a atividade
enzimdtica quando o mesmo foi utilizado como substrato, foi considerada como sendo
100% (Tsuchiya et al., 1997; Kawada et al., 1999). Os outros aminoécidos fosforilados
utilizados, serina fosfato e treonina fosfato, ndo foram significativamente hidrolisados.
Nossos resultados estdo de acordo com os relatados na literatura. Freire e colaboradores
(2003) e Mustelin e colaboradores (2004) demonstraram que o principal tipo de fosfatase

presente em linfocitos e também em células HL60 se tratava de proteina tirosina fosfatase.
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Na andlise dos principais inibidores de fosfatases e cations que poderiam
modular a acdo de algumas fosfatases, observou-se que as fosfatases de linfécitos foram
significativamente inibidas pelo vanadato, pPCMB e Cu** (Figura 6). Estd alta inibigdo
pelo vanadato se deve a sua analogia estrutural com o fosfato, uma vez que este inibidor é
especifico para classe das tirosinas fosfatases. O pPCMB e o Cu*” se ligam especificamente
aos grupamentos —SH livres no sitio ativo de enzimas, essenciais para a catdlise (Laidler
et al., 1982; Zhang e Dixon, 1993, Cuncic et al., 1999; Tracey, 2000). A inibi¢do por estes
compostos refor¢cou que a enzima presente em linfécitos € uma tirosina proteina fosfatase,
enzima que contém dois residuos de cisteina no sitio ativo. Os demais fons metélicos
(Mg**, Ca™ e K*) ndo apresentaram nenhum efeito, o que demonstrou a independéncia
destas enzimas por estes metais para sua atividade.

Um composto redutor de grupos sulfidrilas (3-mercaptoetanol) e um quelante de
metais divalentes (EDTA — dado ndo mostrado) foram analisados e ndo apresentaram
efeito sobre as fosfatases de linfécitos. O fluoreto inibiu somente 15% da atividade
enzimdtica. A auséncia de inibicdo por dcido okaddico, auséncia de ativacdo por Mg** e
Ca*™, e auséncia de atividade em presenca de serina-fosfato e treonina-fosfato, sugerem
que a principal fosfatase de linfécitos ndo se trata de uma proteina serina/treonina

fosfatase (PP1, PP2A e PP2B).
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Figura 4 - Efeito do pH na atividade das fosfatases de linfocitos.

A atividade foi determinada de acordo com Materiais e métodos 3.2.1.(f). Os
tampdes utilizados na concentra¢ao de 0,1M foram: Glicina (pH= 2,5), Citrato (pH=3,0 ¢
3,5), Acetato de soédio (pH= 4,0, 4,5, 5,0, 5,2, 5,5 e 5,7), Bis-Tris (pH= 6,0), Tris-HCI
(pH= 6,8 ¢ 8,8) e Imidazol (pH= 7,4). Os experimentos foram realizados em triplicata e as

barras representam os desvios padrdes (SD).
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Figura 5 - Atividade das fosfatases de linfocitos sobre diferentes substratos.

Os substratos serina fosfato (Ser-P), treonina fosfato (Thr-P), e tirosina fosfato
(Tyr-P) foram utilizados numa concentragdo final de 5SmM. A atividade foi determinada
como descrito em Métodos 3.2.1.(c), pelo fosfato inorgéanico liberado. A atividade quando
o p-NPP foi utilizado como substrato foi considerada como 100%. Os experimentos

foram realizados em triplicata e as barras representam os desvios padroes (SD).
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Figura 6 - Efeito de cations e potenciais inibidores sobre a atividade das
fosfatases de linfécitos.

Os cétions e inibidores foram adicionados diretamente no meio de reagdo
concentragdes de: Fluoreto= 10mM, Vanadato= ImM, pCMB= 1mM, Fosfato
inorganico= ImM, Mg"™= 10mM, Ca™= 10mM, K'= 10mM, Cu™'= 10mM, DTT=
100mM, B-Mercaptoetanol= 100mM, Tartarato= 1mM e Acido Okadsiko= 11,9nM. A
atividade da enzima foi determinada como descrito em Métodos 3.2.1.(d). A atividade na
auséncia de cations e inibidores (controle) foi considerada como 100%. Os experimentos

foram realizados em triplicata e as barras representam os desvios padrdes (SD).
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Os resultados discutidos até aqui indicam que a maioria das fosfatases presentes
em linfécitos sao PTPs. Como foi relatado na literatura ha diferentes tipos e isoformas de
PTPs nessas células, assim, realizamos um estudo eletroforético das proteinas totais
extraidas dos linfécitos. Pode-se observar na Figura 7 que existem, pelo menos, cinco

fosfatases que podem ser observadas no gel em condi¢des nativas (Figura 7B e 7D).
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Al B

Figura 7 — Estudo eletroforético das fosfatases de linfécitos.

As condigdes de corrida foram descritas em Métodos 3.2.1 (j, k, 1). Foram aplicados
25ug de proteinas. Os géis A e C representam as proteinas totais e os géis B e D foram corados
para atividade fosfatdsica. O nimero 1 representa a lise celular com solug@o hipotdnica e o
nimero 2 por sonicacdo. As setas indicam a existéncia de atividade fosfatdsica no gel de
eletroforese.
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4.1.2. Caracterizacio Cinética da Fosfatase de Membrana de Linfocitos

Humanos Normais

Virios autores t€m relatado que as principais fosfatases presentes na membrana
de linfécitos sao as PTPs, CD45 e CD148 (Palou et al., 1997 e Sasaki et al., 2001;
Mustelin et al., 2004) com as suas respectivas isoformas, sendo a mais expressa a CD45
(Huntington e Tarlinton, 2004; Cannons e Schwartzberg, 2004). A CD45 compreende
10% do total de todas as proteinas expressas na membrana e € essencial para as funcgdes
de proliferacao, diferenciacao e sinalizac¢do celular (Huntington e Tarlinton, 2004). CD45
¢ a PTP responsavel pela modulagdo das proteinas tirosinas quinases (PTK) da familias
das Lck e Src.

A ativagdo do receptor de antigeno em células T (TCR) € a chave dos eventos de
disparo da sinalizagdo celular a resposta fisioldgica aos antigenos de células T. A
antecipacao do chamado do TCR nos passos de sinalizacao celular, como fosforilagdes
em tirosina, ativacdo de proteinas como ras e inducdo do fluxo de Ca**, sdo iniciados na
membrana plasmatica das células T. Estes processos tem sido associados a membrana
plasmatica, especificamente em determinadas regides designadas como dominios de
membrana (DRMs) ricos em colesterol e esfingolipidios (designados como lipidios
conjugados), que sdo capazes de formar plataformas para a regulagcdo e transdugdo de
sinais do TCR da membrana plasmdtica. Para que ocorra a tranducao de sinal durante uma
sinapse imunoldgica os DRMs possuem a capacidade de locomocdo horizontal e,
consequentemente, aproxima a maior parte das proteinas ancoradas internamente a
membrana necessdrias a ativacdo das células T. Como as sinalizagdes celulares se
desenvolve por processos de fosforilagdo realizadas pelas proteinas tirosina quinases
(PTKSs), como por exemplo, as familias Lck e Src (reguladas pela acdo da CD45), as
proteinas tirosina fosfatases sdo excluidas destes complexos de membrana.

No entanto, durante a ativacdo de linfécitos do tipo T por antigenos mitogénicos,
CD45 mostrou-se necessdria para a regulacdo do TCR promovendo a ativagdo da

fosfolipase C e mobilizacdo de Ca*™. Esta PTP de membrana também pode regular a
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atividade das PTKs que realizam a mediagdo dos sinais ocorridos na membrana destas
células no complexo TCR para outras moléculas envolvidas na sinalizagcdo celular durante
a sinapse imunoldgica. Acredita-se que a PTP CD45 seja capaz de manter estas PTKs
(Lck e Src) em estado de prontidao, através de desfosforilacdo, para participarem na
transducao de sinal.

Desta forma, estudos tem sido realizados no sentido de determinar-se a
localizagdo da CD45 juntamente com as outras proteinas de membrana responsaveis pela
sinalizacdo celular. Assim, estudos foram realizados no sentido de verificar a influéncia
dos componentes dos tampdes de extracdo, inclusive de detergentes ndo iOnicos como
Triton X-100 e série Brij. A purificagcdo da CD45 pode ser utilizada para verificar a acio
de substancias moduladoras e o efeito destas sem a influéncia dos complexos moleculares
envolvidos na sinalizagdo celular capazes de modificar a acdo destas substincias, como
por exemplo, os flavonodides.

Da mesma forma que foram caracterizadas as fosfatases de linfécitos, realizamos
a mesma caracterizacdo para as fosfatases de membrana, para que assim, fossem obtidos
resultados mais conclusivos (Figura 8). O efeito dos potenciais inibidores foi
extremamente importante para se determinar qual a fosfatase predominante presente na
membrana. As fosfatases foram inibidas na presenca do vanadato 1,0mM (100%), pCMB
0,01mM (10%), tartarato ImM (20%) e nao foi inibida por fluoreto 10mM.

Os metais foram acrescentados ao meio de reacao e testados para determinar o
efeito sobre a enzima. Observou-se uma inibi¢do na presenga do Cu*? (60%). Os demais
fons metdlicos (Mg**, Ca™ , K*) ndo apresentaram nenhum efeito; isto confirma a
independéncia destas enzimas por estes metais para sua atividade.

Um composto redutor de grupos sulfidrilas (3-mercaptoetanol) e um quelante de
metais divalentes (EDTA) foram analisados e ndo apresentaram efeito sobre a fragdo das

enzimas de membrana.
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membrana de linfocitos.

atividade foi determinada como descrita em Métodos 3.2.1.(d). A atividade na auséncia de

compostos foi considerada como 100%. Os experimentos foram realizados em triplicata e

Os inibidores foram adicionados

as barras representam os desvios padroes (SD).
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Figura 8: Efeito de potenciais inibidores sobre a atividade das fosfatases de

diretamente no meio de reacdo.
concentragdes dos compostos foram de: 10mM de Mg*, Ca*™, K*, Cu*?, EDTA, DTT,
Mercaptoetanol e Fluoreto; 1mM de Vanadato, Tartarato e Fosfato; 0,0lmM de pCMB. A
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4.1.3. Purificacdo da CD45 de Membrana de Linfocitos

Para a purificacdo da CD45 de membrana de linfécitos utilizou-se cromatografias
de troca i6nica (DEAE-Sepharose) e gel filtracdo (Sephacryl-S200) no sentido de obter-se
a enzima com alto grau de pureza e homogeneidade.

O cromatograma para a troca i0onica (Figura 9) mostra que as fracoes de 9 a 15 e
54 a 59 apresentaram atividade enzimaética. Estas fracOes foram utilizadas em eletroforese
SDS-PAGE para a verificacdo do grau de pureza das amostras eluidas (Figura 10). As
fragdes de 56 a 59 apresentaram banda na faixa de 220 kDa, quando comparadas com os
marcadores de alta massa molecular. Nesta faixa, a proteina fosfatase de membrana é a
CD45, portanto, estas fragdes foram concentradas para cromatografia de exclusdo
molecular. Nas fracdes 10 e 15, as proteinas que aparecem sdo de massa molecular baixa
(aproximadamente 18,5 kDa), que correspondem as proteinas que ndo se ligaram a resina
DEAE (pI < 8,0) e foram eluidas com o tampdo A (inicio da corrida). Pode-se observar
que as fracdes apresentam um bom grau de pureza.

A fosfatase de membrana (fracdes 56 a 59) possuia uma alta concentracdo salina
(32% de NaCl) e ainda certas proteinas de baixa massa molecular que poderiam interferir
no ensaios cinéticos. Desta forma, a amostra foi aplicada a uma coluna de gel filtracao
(Sephadryl S200) com a finalidade de se obter um grau de pureza maior e efetuar a
substituicdo do tampao A inicial por outro que possuisse menos interferentes quimicos
como altas concentracdes de DTT e EDTA. Entdo, o tampao utilizado foi Tris-HC] 50mM
(pH 8,0) contendo 0,1% de B-mercaptoetanol e 0,1% de Triton-X-100 (Figura 11). O
cromatograma mostra um pico de proteina coincidente com o pico de atividade
enzimdtica. No entanto, a amostra apresentou-se muito diluida, resultando em um SDS-
PAGE pouco visivel (resultado ndo mostrado). Observou-se que a separagao por exclusao
molecular ndo foi a técnica mais indicada, uma vez que, nao houve uma nitida separacao
entre o pico da fosfatase e outra proteina desconhecida de massa molecular proxima.
Porém, como os resultados com a DEAE-Sepharose indicaram que a amostra ja
apresentava um grau de pureza bastante elevado, observado através do SDS-PAGE
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(Figura 10), os parametros cinéticos foram determinados com as amostras obtidas logo
apo6s a Sephacryl S200. Como a prioridade era classificar e avaliar o efeito de compostos
sobre a atividade fosfatdsica, através de parametros cinéticos, o grau de pureza obtido foi
o suficiente para realizacdao dos experimentos seguintes.

Para comparar com os dados iniciais de inibidores especificos para as PTP
realizou-se os mesmos testes com a proteina eluida da cromatografia de exclusdo
molecular. A enzima foi inibida por vanadato 1 mM (95%), pervanadato 10 nM (20%),
peroxido de hidrogénio 0,1 mM (85%) e pCMB 1 mM (80%) (Figura 12). A enzima nao
apresentou dependéncia por cdtions divalentes e foi altamente inibida por um coquetel
inibidor de PTP adquirido da Sigma. O peréxido também atua em residuos especificos de
—SH provocando a sua oxidagdao podendo gerar pontes de dissulfeto (-S-S-), acido
sulfénico (-SOH), acido sulfinico (-SO,H) e &cido sulfonico (-SO;H) que podem ser
formas irreversiveis de oxidacao (Aoyama et al., 2003).

Vetter e colaboradores (2000) relataram que algumas fosfatases podiam atuar
sobre um aminodcido isolado, no entanto eram incapazes de atuar sobre um residuo de
aminodcido em um peptideo. Desta forma, optou-se por analisar o efeito dos inibidores
especificos sobre a atividade enzimdtica utilizando-se o substrato especifico para proteina
tirosina fosfatase — a tirosina fosfato (Figura 13). Assim, pode-se observar que a enzima
foi inibida por vanadato 1 mM (60%), pervanadato 10 nM (75%) e pCMB 1 mM (75%).
Os resultados foram semelhantes aos observados quando se analisou os mesmos
inibidores utilizando-se pNPP como substrato.

Apés a caracterizacdo cinética e eletroforética da proteina tirosina fosfatase,
determinou-se os parametros cinéticos, como constante de Michaelis (Km), velocidade
maxima (Vmax) e constante de especificidade (Vmax/Km), utilizando-se pNPP (Figura
14) e Tyr-P (Figura 15) como substratos.

Estes parametros cinéticos sdo mostrados na Tabela 3. Observa-se através dos
resultados descritos nesta tabela que a Km da enzima é dez vezes maior quando se
utilizava Tyr-P como substrato, em compara¢do com pNPP, mas como a Vmax manteve-

se na mesma ordem de grandeza, a constante de especificidade (Vmax/Km) para Tyr-P foi
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cerca de sete vezes menor que para pNPP, como substrato, indicando que a CD45

reconhecia mais eficientemente o substrato sintético pNPP.
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Figura 9: Cromatograma de troca Ionica (DEAE-Sepharose) da fracao de
membrana de linf6citos humanos.

O procedimento foi realizado conforme descrito em Métodos 3.2.1.(h). A linha
em preto representa a quantidade de proteinas a 280nm e a linha em vermelho a atividade

enzimatica realizada conforme Métodos 3.2.1.(c).
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Figura 10: Eletroforese SDS-PAGE das fracoes que apresentaram atividade
enzimatica na eluicao da cromatografia DEAE-Sepharose.
O procedimento foi realizado conforme descrito em Métodos 3.2.1.(m). HWM

representa os marcadores de massa molecular padrao obtidos da Amersham Bioscience.
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Figura 11: Cromatograma de exclusao de massa molecular (Sephacryl-S200)
das fracoes 56 a 59 eluidas da DEAE-Sepharose.

O procedimento foi realizado conforme Métodos 3.2.1.(1). A linha em preto
representa a quantidade de proteinas a 280nm e a linha em vermelho a atividade

enzimatica realizada conforme Métodos 3.2.1.(c).

52



Resultados e Discussdo

Coquetel 4

Magnésio |- !

Célcio |- —t—

Fosfato |- —

Tartarato [~ H

pCMB |- HH

Peréxido |- HH

m-vanadato E|»<

Pervanadato |- —t—

Controle |-

Atividade Relativa (%)

Magnésio= 10 mM, Calcio= 5 mM, Fosfato= 1 mM, Tartarato= 1 mM
pCMB= 1 mM, Pero6xido= 0,1 mM, m-vanadato= 1 mM
Pervanadato= 10 nM e coquetel inibidor de Tirosina Fosfatase

Figura 12 - Efeito de potenciais inibidores sobre a atividade da fosfatase de
membrana de linfécitos utilizando pNPP como substrato

Os inibidores foram adicionados diretamente no meio de reacdo. A atividade foi
determinada como descrita em Métodos 3.2.1.(d). A atividade na auséncia de compostos
foi considerada como 100%. Os experimentos foram realizados em triplicata e as barras

representam os desvios padroes (SD).
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Figura 13 - Efeito de potenciais inibidores sobre a atividade da fosfatase de
membrana de linfécitos utilizando Tyr-P como substrato.

Os inibidores foram adicionados diretamente no meio de reacdo nas
concentragdes de Vanadato 2mM, pCMB 1mM, Fosfato 1mM e Pervanadato 10nM. A
atividade foi determinada como descrita em Métodos 3.2.1.(d). A atividade na auséncia de
compostos foi considerada como 100%. Os experimentos foram realizados em triplicata e
as barras representam os desvios padrdes (SD).
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Figura 14 — Determinacao dos parametros cinéticos Km e Vmax para CD45
utilizando pNPP como substrato.

Os parametros cinéticos foram obtidos por ajuste de curva hiperbdlica equilétera
do programa ORIGIN 6.0°. Utilizou-se pNPP como substrato em diferentes

concentracdes conforme em Métodos 3.2.1.(e). Os experimentos foram realizados em

Data: CD45
Model: Hyperbl

Chi"2 = 0.00117
R*2 = 0.98098

Vmax 0.7339 £0.02117
Km 0.766 +0.10177

15
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triplicata e as barras representam os desvios padrdes (SD).
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Figura 15 — Determinacao dos parametros cinéticos Km e Vmax para CD45
utilizando Tyr-P como substrato.

Os parametros cinéticos foram obtidos por ajuste de curva hiperbdlica equilétera
do programa ORIGIN 6.0°. Utilizou-se Tyr-P como substrato em diferentes
concentragdes conforme em Métodos 3.2.1.(e). Os experimentos foram realizados em

triplicata e as barras representam os desvios padrdes (SD).
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Tabela 3: Determinacao dos Parametros cinéticos para a Proteina Tirosina
Fosfatase CD45.
Os valores de Km e Vmax foram obtidos dos graficos de Michaelis, utilizando-se

pNPP (Figura 14) e Tyr-P (Figura 15) como substratos.

Substrato Km Vmax Vmax/Km
(mM) (Absorbancia)

pNPP 0,766 0,7339 0,95
Tyr-P 7,017 0,9548 0,13

4.1.4. Efeito Dos Flavondéides na Atividade da Fosfatase deMembrana

Quando se analisou o efeito de flavondides sobre a atividade enzimatica da CD45
(Figura 16), pode-se observar que houve inibicao por morina (30%) e ativacao por fisetina
(30%). Nas mesmas condi¢des, quercetina, narigina, taxifolina, catequina, rutina e
hesperitina nio apresentaram efeitos significativos. Em resultados anteriores, observou-se
que a morina apresentou também um efeito inibitério, para proteina tirosina fosfatase
purificada de rim bovino (Miranda et al, 2005). Uma vez que, os efeitos ativador da
fisetina e inibitério da morina pudessem ser dependentes de suas concentragdes,
determinou-se a atividade enzimatica relativa (%) em diferentes concentracdes destes
flavonoides (Figura 17). Interessante destacar que o aumento da concentracao de fisetina
proporcionou um aumento significativo da atividade enzimadtica, sendo que a ativacio
maxima ocorria em 300uM (cerca de 80%) e em seguida ocorria uma queda na ativacao.
Ja o aumento da concentragdo de morina mostrou um efeito inibitério, com méaximo de

inibicdo em 100puM (aproximadamente em 20%), mantendo-se praticamente constante até

400pM.
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Figura 16 — Efeito dos flavonoides sobre a Atividade da Fosfatase CD45
utilizando pNPP como substrato.

Os flavondides foram adicionados diretamente no meio de reagdo. A atividade foi
determinada como descrita em Métodos 3.2.1.(c). A atividade na auséncia de compostos
foi considerada como 100%. Os experimentos foram realizados em triplicata e as barras

representam os desvios padroes (SD).
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Figura 17 - Efeito da Concentraciao de Fisetina e Morina sobre a atividade
Fosfatasica da CD45 utilizando pNPP como substrato.

A atividade enzimatica foi determinada como descrito em métodos 3.2.1.(d), na
auséncia e em presenca de diferentes concentracdes de morina (o) e fisetina (M). Os
experimentos foram realizados em triplicata e as barras representam os desvios padrdes
(SD).
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4.2. Estudos da citotoxicidade dos flavonoides sobre as células HL60 e

Linfocitos normais

Vérios compostos naturais origindrios de plantas (fitoquimicos) sdo potenciais
quimiopreventivos e quimioterdpicos. Como agentes terapéuticos, os fitoquimicos podem
matar células cancerosas ou evitar seu crescimento promovendo a remissdo do cancer em
modelos animais. Alguns dos agentes quimioterdpicos para cancer derivam de plantas que
sdo usualmente utilizados em clinica, como por exemplo, paclitaxel (Taxol), vincristine
(Oncovin), podophyllotoxin e captothecin (Pezutto, 1997).

Para realizar os testes do potencial biolégico de fitoquimicos utilizam-se,
normalmente, linhagens de células tumorais humanas ou culturas primérias como passos
iniciais para a avaliacdo de produtos como potenciais agentes de prevengdo ou tratamento
para cancer (Williams et al., 2004). Um importante grupo de compostos com potente
atividade antitumoral é pertencente aos flavondides, encontrado na forma sintética ou
como constituinte de alimentos e bebidas de consumo humano.

Desta forma, foram analisados os efeitos de seis flavondides, de diferentes
classes, que poderiam apresentar atividade citotoxica sobre a linhagem de células de
leucemia mielocitica humana (HL60) e linfécitos humanos normais. Os resultados sdo
mostrados nas Figuras 18, 19 e 20.

Na Figura 18 estdo representados os resultados obtidos para o tratamento das
células HL60 com 200 uM de flavondides por 24h. Estes resultados foram obtidos por
contagem de células vidveis, capazes de excluir o azul de tripan. Pode-se observar que os
flavondides que apresentaram maiores efeitos foram fisetina e morina, provocando
aproximadamente 90% de morte celular. J4, catequina e taxifolina induziram morte
celular acima de 30%, sendo considerada significativa em relagdo ao controle. A rutina
ndo apresentou efeito significativo.

Para os flavonodides utilizados na Figura 18, procurou-se obter os valores de 1Cs
(concentracao do flavondide que promove a redugdo de 50%) quando foram analisados os
seguintes parametros de viabilidade celular: quantificacdo de proteina total, reducdo do
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MTT e atividade fosfatdsica total. A reducdo do MTT avalia a funcdo mitocondrial das
células revelando uma diminui¢cdo no ndmero de células vidveis; o decréscimo no
conteido de proteina pode significar uma diminuicdo na massa celular, ndo podendo
afirmar a ocorréncia de morte ou diferenciacdo celular; a redugdo da atividade fosfatdsica

indica alteracao no metabolismo celular em relagdo ao metabolismo do fosfato.
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Figura 18 — Estudo da citotoxicidade dos flavondides nas células HL60.

As barras mostram o efeito citotéxico provocado pelos flavondides na
concentragdo de 200 puM nas células HL60. O controle foi obtido na auséncia destes
compostos e tomado como 100%. Todos os experimentos foram realizados em placa de
Petri, e a contagem de células foi realizada utilizando-se o método de exclusdo por Tripan

Blue.
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Como observado na figura 19, a ICs, para o parametro fosfatase dcida total foi de
50 e 150uM, para rutina e fisetina, respectivamente. Para os demais flavonodides
(catequina, morina, quercetina e taxifolina) ndo foi possivel a obtengcdo dos valores de
ICsy nas mesmas condi¢des experimentais. Também ndo se obteve os valores de ICs, para
nenhum dos flavondides estudados, quando foi avaliado o contetido total de proteina.
Quanto a redug¢do do MTT, obteve-se 45, 190 e 80uM de ICs, para fisetina, morina e
quercetina respectivamente. Assim, podemos verificar que, isoladamente, nenhum dos
parametros utilizados para avaliacdo da viabilidade celular pode ser utilizado para
confirmar o efeito citotoxico da fisetina e morina apresentados na Figura 18.

A Figura 20 mostra o efeito dos flavondides na cultura primdria de linfécitos
humanos normais, tendo sido obtidos os valores de ICs, para proteina total e atividade
fosfatasica total apenas para fisetina, com valores de 75 e 100uM respectivamente. Para
os demais flavondides (catequina, morina, quercetina e taxifolina) ndo foram obtidos
valores de ICsy para nenhum dos parametros avaliados nas condi¢cdes experimentais
utilizadas. No entanto, para morina e taxifolina houve um aumento de 40% e 20% no
conteudo total de proteina, nas concentracdes de 10 e 20uM, respectivamente. J4 para
quercetina, a partir da concentragdo de 10uM houve um aumento de 50% no conteddo
total de proteina. O aumento deste parametro pode indicar que esteja havendo proliferacao
celular, ou seja, um aumento no nimero total de células sem que haja uma alteracdo
significativa dos outros parametros avaliados. Para o parametro atividade fosfatésica total
observa-se um aumento da atividade de 10% e 40%, para catequina e morina, nas
concentragdes de S0uM e 20uM respectivamente.

Observou-se, nestes estudos de citotoxicidade, uma alta toxicidade para as
células HL60 quando tratadas com fisetina e quercetina (90% de morte celular) e com
morina (60%) na concentracdo de 200uM. Para linfocitos, a fisetina foi o unico
flavon6ide que apresentou efeito toxico, tendo sido possivel obter a sua ICsy. O efeito
apresentado por estes flavondides pode ser associado com a relagdo estrutura-atividade do

composto. Vdrios autores vém discutindo a importancia da estrutura do flavondide e sua
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influéncia nos sistemas analisados. E de comum acordo que para apresentarem efeitos
toxicos os flavondides devem ter grupos —OH ligados ao anel B (Tabela 1). Estes pontos
possuem alta densidade eletronica, propicia para intera¢cdes como pontes de hidrogénio do
tipo intermolecular (Ferriola et al., 1989; Williams et al., 2004) e a variacdo destes grupos

modifica o tipo de efeito provocado.
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Figura 19 - Estudo da citotoxicidade de flavondides em células HL.60.

A viabilidade das células HL60 foi avaliada através dos seguintes parametros:
dosagem da atividade fosfatdsica (405 nm), quantificacdo de proteina (660 nm) e reducao
do MTT (570 nm). Ao controle, auséncia de flavonéides, foi atribuido o valor 100%. Os

experimentos foram realizados em triplicata e as barras representam os desvios padrdes
(SD).
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Figura 20 - Estudo da citotoxicidade de flavondides em cultura primaria de
linfécitos normais.

A viabilidade dos linfécitos foi avaliada através dos seguintes pardmetros: dosagem da
atividade fosfatdsica (405 nm), quantificacdo de proteina (660 nm) e redu¢do do MTT (570 nm).
Ao controle, auséncia de flavondides, foi atribuido o valor 100%. Os experimentos foram
realizados em triplicata e as barras representam os desvios padrdes (SD).
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Uma outra parte importante nos flavondides, relacionada com a estrutura-
atividade, estd na dupla ligacdo nas posi¢des 2 e 3 e um grupo —OH ligado ao carbono 3
(Tabela 1). Esta caracteristica confere ao flavondide a capacidade de realizar uma
tautomeria do tipo ceto-enol, importante para o efeito anti ou pré-oxidante dos
flavonoides. Além desse fato, esta dupla ligacdo na posi¢do 2, através de deslocamentos
de densidade eletronica do anel B, poderia intensificar e potencializar o efeito do
flavondide, como a quercetina e a morina (Nikolovska-Coleska et al., 1998; Kim et al.,
1999; Williams et al., 2004).

Ja a glicosilagdo ou metilacdo dos grupos —OH nas posi¢des indicadas
anteriormente diminui drasticamente o efeito dos flavondides (Murakami et al., 1999;
Williams et al., 2004; Galati e O’Brien, 2004). E o caso da rutina que apresenta uma
glicosilagdo, com uma rutinose no grupo —OH da posi¢do 3. A substituicdo que ocorre
nesta posicao anula o efeito que a dupla ligacdo nos carbonos 2 e 3 poderia ter de
deslocamento da densidade eletronica, intensificando o efeito do flavonoide.

Um fato importante a ser salientado em relacao aos flavondides utilizados nos
estudos de citotoxicidade com linf6citos normais e linhagem de leucemia mielocitica, € o
potencial que estes compostos apresentam no tratamento de diferentes doengas inclusive o
cancer, apresentados em vdrios artigos recentes (Williams et al., 2004; Galati e O’Brien,
2004; Walle, 2004).

Além dos estudos cinéticos, o efeito dos flavonoides sobre a atividade das
proteinas tirosina fosfatases, quinases totais e sobre as MAPKs também foi determinado
pela utilizacdo de anticorpos contra proteinas fosforiladas em residuos de tirosina e
MAPKSs fosforiladas (ativas). Através desse experimento o perfil da atividade de proteinas
quinases também pode ser avaliado de forma indireta.

Dos vérios flavondides analisados o Gnico que apresentou efeito consideravel foi
a fisetina, que através da andlise do western blotting da Figura 21 pode-se verificar um
aumento crescente na atividade da proteina quinase p38 (o anticorpo € especifico para a
forma ativa da p38) com o aumento da concentracdo da fisetina. Por outro lado,

observamos uma inibicdo das ERKs (p42/44) e INK (Figura 21).
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Na literatura vdrios trabalhos relatam a atividade antiproliferativa dos
flavonoides em células HL60 (Kong, et al., 2001; Allen e Tresini, 2000). Existem alguns
possiveis mecanismos da acdo da fisetina, como por exemplo, a inibicao de proteinas
tirosina quinases (como verificado para as MAPKs ERK e JNK) que sdo responsdveis
pela regulagdo da proliferacao celular. Outro possivel mecanismo € a ativacdo da via de
sinalizacdo celular (como observamos a ativacdo da p38) que pode levar a interrup¢do do
ciclo celular e consequentemente reparo ou apoptose.

A Figura 22 representa a andlise por western blotting da quantidade total de
proteinas fosforiladas em tirosina. Pode-se observar que hd um aumento na intensidade de
bandas de proteinas fosforiladas em tirosina nas concentragdes utilizadas de 25, 50 e
100uM de fisetina. Desta forma, esse resultado sugere a inibi¢do das proteinas tirosina
fosfatases em células HL60 tratadas com a fisetina. As proteinas tirosina fosfatases sao
responsaveis por regular a acao das proteinas quinases, e desta forma regula os processos
de sinalizagdo celular (Mustelin et al., 2004). Portanto, este resultado indica que a

inibicdo de PTPs pode ser crucial para a interrup¢do da proliferacao celular.
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Figura 21 — Analise da expressao e fosforilacao das proteinas ativadas por mitégenos
(MAPKS).

As células foram tratadas com diferentes concentracdes de fisetina e em seguida
preparadas para andlise por Western Blot como descrito em Métodos 3.2.2 (g.4). A
andlise das bandas de proteinas foram realizadas por quimiluminescéncia (ECL) em

membrana de PDVF, apds incubagdo com os respectivos anticorpos primdrios e
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Figura 22 — Analise por Western Blot das Proteinas Fosforiladas em
Tirosina em cultura de HL60.

As células foram tratadas com diferentes concentra¢des de fisetina e em seguida
preparadas para andlise por Western Blot como descrito em Métodos 3.2.2 (g.4). A
andlise das bandas de proteinas foram realizadas por quimiluminescéncia (ECL) em
membrana de PDVF, apds incubagdo com os respectivos anticorpos primdrios e

secundarios.
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4.3. Efeitos in vivo de Flavonoides sobre a Atividade de Fosfatases

E possivel que os flavonéides possam agir sobre a atividade das fosfatases,
modulando-as, de trés maneiras: aumentando a atividade das enzimas antioxidantes e
niveis de GSH, atuando diretamente sobre aminodcidos importantes para a catdlise
enzimatica (por exemplo, residuos de -SH) ou como seqiiestradores diretos de espécies
reativas de oxigénio. Desta forma, avaliou-se o efeito dos flavonéides morina e quercetina
sobre o conteddo total de proteinas, a atividade das fosfatases acidas totais (FAT),
tartarato resistente (TRAP), proteina tirosina fosfatases (FAB) e fosfatase alcalina (FAlc).
Pode-se observar nestes resultados que a acao destes flavondides pode ser dependente da
sua estrutura, do 6rgdo e/ou sistema alvo e da fosfatase analisada.

Na Figura 23, pode-se observar que a quantidade total de proteina sofreu
alteracdo no figado e nos rins quando administrados os flavon6ides morina e quercetina e
quando comparados com o controle. No figado a morina aumentou a quantidade total de
proteina em aproximadamente 17%, enquanto a quercetina nao provocou nenhuma
alteracdo considerdvel. Pelos valores estatisticos de significancia (p < 0,05) pode se
indicar que hd uma possivel inducdo de sintese protéica pelo flavondide morina em
relacdo ao controle (administragdo apenas de 6leo) e a quercetina. Nos rins, tanto morina
quanto quercetina provocaram alteracdes considerdveis na quantidade total de proteinas.
Observa-se uma diminui¢do de 10% na quantidade total de proteina provocada pela acdo
da morina, enquanto que a quercetina provocou uma diminui¢do de 17%. No entanto,
devido aos valores de desvio padriao serem considerados nos testes estatisticos, nao houve
uma significancia relevante para estes resultados. A diminui¢do na quantidade total de
proteinas, possivelmente, estd associada a acdo inibitéria que os flavondides possuem
sobre o metabolismo de DNA e RNA (Middleton et al., 2000).

Nas Figuras 24 e 25 estdo representadas as andlises feitas dos efeitos de morina e
quercetina sobre as atividades das fosfatases dcida e alcalina do figado. Pode se verificar
que a morina ndo provocou nenhuma alteracdo significativa nas atividades destas

enzimas. No entanto, a quercetina provocou uma diminui¢do na atividade da fosfatase
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dcida tartarato resistente (TRAP) da ordem de 17% com signficancia menor que 0,05 e
uma ativagdo da ordem de 15% para a fosfatase acida de baixa massa molecular relativa
(FAB) e fosfatase alcalina (FAlc). Porém, os resultados para FAB e FAlc ndo
apresentaram significancia considerdvel através das anélise estatistica.

Nos rins a morina diminuiu a atividade da fosfatase 4cida total (FAT) em 10% e
da FAlc em 60% (Figura 26). No entanto, foi considerado como resultado significativo
apenas a inibi¢do da FAlc (p < 0,01). Ja a quercetina (Figura 27) aumentou as atividades
de TRAP (75%), FAB (18%) e da FAlc (15%). Porém, apresentaram resultados com
significancia estatistica a ativacdo da TRAP e FAB (p < 0,001). E importante destacar o
efeito dos flavondides morina e quercetina sobre a atividade fosfatdsica nos rins.
Enquanto a morina possui uma tendéncia clara de inibicdo fosfatdsica a quercetina possui
uma tendéncia a ativar estas enzimas. Podemos verificar este fato quando observamos as
enzimas TRAP, ativada por quercetina e inalterada pela morina, e FAlc praticamente
inalterada para quercetina e inibida por morina.

Para o plasma, nas Figuras 28 e 29, observa-se uma diminuicdo da atividade
enzimdtica para a FAT (45%) e FAB (40%) provocada pela acdo da morina. Porém,
apenas a inibicdo da FAT pode ser considerada estatisticamente significante com p <
0,05. Enquanto isto, a quercetina aumentou a atividade enzimdtica da FAB em 100% (p <
0,01). Novamente, pode-se observar o efeito antagdnico dos flavondides na atividade da
FAB do plasma.

De maneira geral, pode-se observar que a morina provoca uma diminui¢ao na
atividade fosfatdsica in vivo. Isto pode ser verificado pela diminuicdo das atividades
enzimaticas das FAT e FAlc (nos rins — Figura 26), FAT e FAB (no plasma — Figura 28).
Ja a quercetina possui a capacidade de aumentar a atividade enzimdtica das fosfatases,
também in vivo, observado pelo aumento da atividade enzimdtica das FAB e FAlc nos
dois 6rgdos analisados e no plasma (Figuras 25, 27 e 29). Estes resultados sdo iguais aos
obtidos in vitro para o efeito destes flavondides sobre a atividade enzimatica da proteina

tirosina fosfatase de baixa massa molecular relativa (Miranda et al., 2005).
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O figado é o principal 6rgio responsavel pela metabolizacdo de xenobidticos, e
com isto possui uma taxa metabdlica elevada e € sujeito a muitos problemas em potencial
causados pelo estresse oxidativo. Conseqiientemente, uma manutencdo correta do sistema
de defesa antioxidante hepdtico é de grande importancia para a manutencao da satde. O
figado €, também, o 6rgdo principal envolvido no metabolismo de polifendis junto com a
mucosa intestinal e os rins, nos quais chegam através da corrente sangiiinea apds a
absorcdo ao longo do trato gastrintestinal ou por outro método de administracdo.
Conseqlientemente, os potenciais efeitos benéficos dos polifendlicos ocorreriam
primeiramente no figado e também no sangue e rins (Alié et al., 2003). Foi verificado que
os flavondides podem alterar o estado redox nos 6rgaos e nas células sanguineas,
melhorando a capacidade antioxidante basal pela atividade de enzimas antioxidantes do
figado, suportando o conceito dos efeitos benéficos a saude de produtos naturais. Embora,
os niveis de flavondides sejam baixos na circulacdo sanguinea, com uma absor¢ao liquida
reduzida e um tempo de meia vida relativamente rdpido nas vias de excrecdo, as
concentracoes aumentadas destes compostos no plasma sanguineo e nos rins aumenta a
capacidade antioxidante total. Isto é comprovado nos testes realizados in vivo dosando-se
as principais enzimas envolvidas no mecanismo de defesa antioxidante: superdéxido
dismutase, catalase e glutationa redutase, bem como os elevados niveis de glutationa
reduzida remanescente.

Os radicais livres (ex: espécies reativas de oxigénio como superdxidos, radicais
hidroxil, peréxido de hidrogénio, oxigénio singlete, hipoclorito e 0z6nio) podem degradar
estruturas importantes nas células como os lipidios da membrana celular, proteinas e o
DNA. Os radicais livres estdo envolvidos em mais de 100 doencas diferentes incluindo
doencas cardiovasculares e cancer (Wiseman, 1996). Muitas proteinas do organismo
importantes nas catélises enzimadticas, regulacdes génicas e dos componentes celulares
podem ser degradadas por oxidagcdo e podem ser consideradas um importante marcador
biologico para a agdo do estresse oxidativo (Minato et al., 2003). As fosfatases
possivelmente podem ser uma destas enzimas marcadoras do estresse oxidativo,

principalmente as serina/treonina fosfatases e proteina tirosina fosfatase. Estas enzimas,
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por possuirem um grupo sulfidrila no sitio catalitico susceptivel a acdo de espécies
reativas de oxigénio, podem ser inativadas por oxidacdo irreversivel destes grupos
(Aoyama et al., 2003).

Ambos os flavondides quercetina e morina possuem as caracteristicas necessarias
para a apresentarem efeitos sobre estes sistemas enzimdticos: a presenga de um anel de
catecol hidroxilado (3’e 4’para quercetina e 2’e 4’ para a morina), dupla ligacao e funcao
cetona no anel B conferindo a possibilidade de tautomeria ceto-enol aumentando a
capacidade antioxidante do composto e anel aromético hidroxilado (anel A) — (Figura 30).
A tnica diferenga entre a quercetina e a morina ¢ a mudanga na posi¢do de uma das
hidroxilas do anel de catecol (anel C). Esta pequena diferenca, para as fosfatases, é capaz
de provocar o efeito antagdnico observado em resultados in vitro (Miranda et al., 2005) e
in vivo. Enquanto a quercetina possuia um efeito ativador sobre as fosfatases, a morina
possuia um efeito inibitério. Como as fosfatases fazem parte de diversos mecanismos de
controle celular, e atuam antagonicamente com as proteinas quinases, estudar o efeito
destes compostos naturais com diferentes efeitos sobre estes sistemas pode ser uma
maneira de compreendé-los e aplicd-los no tratamento de diferentes doengas envolvidas

com o desbalanco entre quinases e fosfatases (Cannons e Schwartzberg, 2004).
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Figura 23 - Efeito de flavonéides sobre o contetido total de proteinas in vivo.

O conteudo total de proteinas foi determinado como descrito em métodos
3.2.2.(e). Nos camundongos do grupo controle foram aplicados o volume correspondente
em Oleo. Os experimentos foram realizados em triplicata e as barras representam os
desvios padrdes (SD). As diferencas significantes foram determinadas por Student’s #-test

(* p <0,05).
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Figura 24 - Efeito de Morina sobre a atividade fosfatasica do figado.

A andlise foi realizada como descrito em métodos 3.2.3.(d). Nos camundongos
do grupo controle foram aplicados o volume correspondente em 6leo. FAT significa
fosfatase acida total; TRAP, fosfatase acida tartarato resisténte; FAB, fosfatase acida de
baixa massa molecular relativa; e FAlc, fosfatase alcalina. Os experimentos foram
realizados em triplicata e as barras representam os desvios padrdes (SD). As diferencas

significantes foram determinadas por Student’s r-test.
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Figura 25 - Efeito de Quercetina sobre a atividade fosfatasica do figado.

A andlise foi realizada como descrito em métodos 3.2.3.(d). Nos camundongos
do grupo controle foram aplicados o volume correspondente em 6leo. FAT significa
fosfatase acida total; TRAP, fosfatase acida tartarato resisténte; FAB, fosfatase acida de
baixa massa molecular relativa; e FAlc, fosfatase alcalina. Os experimentos foram
realizados em triplicata e as barras representam os desvios padrdes (SD). As diferengas

significantes foram determinadas por Student’s z-test (* p < 0,05).
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Figura 26 - Efeito de Morina sobre a atividade fosfatasica do rim.

A andlise foi realizada como descrito em métodos 3.2.3.(d). Nos camundongos
do grupo controle foram aplicados o volume correspondente em 6leo. FAT significa
fosfatase acida total; TRAP, fosfatase acida tartarato resisténte; FAB, fosfatase acida de
baixa massa molecular relativa; e FAlc, fosfatase alcalina. Os experimentos foram

realizados em triplicata e as barras representam os desvios padrdes (SD). As diferengas

significantes foram determinadas por Student’s #-test (* p < 0,05 e ** p < 0,01).
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Figura 27 - Efeito de quercetina sobre a atividade fosfatasica do rim.

A andlise foi realizada como descrito em métodos 3.2.3.(d). Nos camundongos
do grupo controle foram aplicados o volume correspondente em 6leo. FAT significa
fosfatase acida total; TRAP, fosfatase acida tartarato resisténte; FAB, fosfatase acida de
baixa massa molecular relativa; e FAlc, fosfatase alcalina. Os experimentos foram
realizados em triplicata e as barras representam os desvios padrdes (SD). As diferengas

significantes foram determinadas por Student’s #-test (*** p < 0,001).
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Figura 28 - Efeito de Morina sobre a atividade fosfatasica do plasma.

A andlise foi realizada como descrito em métodos 3.2.3.(d). Nos camundongos
do grupo controle foram aplicados o volume correspondente em 6leo. FAT significa
fosfatase acida total; FAB, fosfatase acida de baixa massa molecular relativa; e FAlc,
fosfatase alcalina. Os experimentos foram realizados em triplicata e as barras representam
os desvios padroes (SD). As diferencas significantes foram determinadas por Student’s #-

test (* p < 0,05).
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Figura 29 - Efeito de Quercetina sobre a atividade fosfatasica do plasma.

A andlise foi realizada como descrito em métodos 3.2.3.(d). Nos camundongos
do grupo controle foram aplicados o volume correspondente em 6leo. FAT significa
fosfatase acida total; FAB, fosfatase acida de baixa massa molecular relativa; e FAlc,
fosfatase alcalina. Os experimentos foram realizados em triplicata e as barras representam
os desvios padroes (SD). As diferencas significantes foram determinadas por Student’s #-

test (** p <0,01).
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Figura 30. A estrutura do flavonol quercetina.

A representacdo através desta figura mostra os grupos mais importantes para a
atividade dos flavonodides sobre os sistemas enzimaticos. O mais importante destes grupos
¢ o anel C de catecol dihidroxilado (circulado em amarelo). Outra parte importante inclui
a presenca da insaturacdo no anel B (circulado em verde) e a presenca da funcdo 4-oxo
(circulado em laranja). As hidroxilas (circuladas em azul e amarelo escuro) possuem
capacidade de formar pontes de hidrogénio com moléculas de dgua ou capacidade

quelante principalmente de fons Cu™ e Fe™.
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5. CONCLUSOES

Os flavonodides sdo os compostos naturais mais estudados nos dltimos anos
devido as suas promissoras atividades como modificadores da resposta bioldgica.
Devido a este fato muitos estudos foram e estdo sendo realizados no sentido de
explorar todo este potencial. Pode-se observar a enorme quantidade de trabalhos
realizados com flavondides in vitro e in vivo, que surgem a cada ano nas bases de
dados eletronicos. No sentido de contribuir com resultados que auxiliem na
elucidacdo do mecanismo de acgdo bioldgica destes compostos, este trabalho
verificou a acdo dos flavondides sobre a atividade de fosfatases in vitro e in vivo. As
fosfatases, de uma maneira geral, sdo divididas em grandes familias responsaveis
pela desfosforilagdo de proteinas e regulacdo de processos importantes na fisiologia
celular. Assim, dos resultados obtidos pudemos concluir que:

- Como verificado anteriormente (Miranda et al., 2005), o efeito dos
flavondides é depende da sua férmula estrutural e, para verificarmos os efeitos
destes compostos na atividade da proteina tirosina fosfatase de membrana de
linfécitos humanos normais foi necessdrio realizar a purificagdo e caracterizacdo
cinética desta proteina obtendo-a em grau de pureza adequado para andlise cinética.
Assim, através da andlise de inibidores especificos e pela caracterizacdo
eletroforética, concluimos que a fosfoproteina tirosina fosfatase que analisamos foi a
CD45 de membrana de linfécitos. A importincia de estudar esta enzima estd
relacionada com o fato de ser a principal fosfatase de membrana de células imune e
ser responsavel pelo controle da sinalizagdo celular. Assim, pudemos observar que a
morina (inibi¢do de 30%) e a fisetina (ativagcdo de 30%) apresentaram efeitos
significativos sobre esta enzima de maneira dose - dependente ;

- Os fitoquimicos (neste caso os flavondides) sdo potenciais
quimiopreventivos e quimioterdpicos e como agentes terapéuticos eles podem matar
células cancerosas e evitar o seu crescimento. Para realizar os testes de

potencialidade bioldgica escolhemos a linhagem de células de leucémia mielocitica
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(HL60) e cultura priméria de linfécitos normais. Pode-se verificar que fisetina e
morina foram capazes de promover 90% de morte celular em HL60. Foi também
realizada a determinagdo da ICs, (concentracdo que inibe 50%) para os seguintes
parametros de viabilidade celular: quantificagdo de proteina total, redu¢do de MTT e
atividade fosfatasica. Foram obtidos os seguintes resultados: as ICs, obtidas para o
pardmetro fosfatase acida total foi de 50 e 150uM para rutina e fisetina,
respectivamente; quanto a reducdo de MTT, obteve-se uma ICsy de 45, 190 e 80uM
para fisetina, morina e quercetina, respectivamente; e nao foi obtido os valores de
ICs para o parametro quantidade de proteina total;

- Para a cultura primdria de linfécitos humanos, analisando os mesmos
parametros de viabilidade celular obteve-se os seguintes resultados: o valor de 1Cs
para o contetdo de proteina total e atividade fosfatisica apenas para fisetina e foram
de 75 e 100uM, respectivamente; nenhum outro flavondide ou parametro de
viabilidade celular apresentaram ICso. E importante destacar que para o pardmetro
proteina total a morina, taxofolina e quercetina apresentaram aumentos
considerdveis podendo indicar proliferacio celular. Para a atividade fosfatésica total,
ha um aumento de 10% e 40% para catequina e morina nas concentragdes de 50 e
20uM, respectivamente. Pode-se também verificar, que fisetina foi o unico
flavonodide que apresentou efeito toxico, sendo obtido os valores de ICsy para os trés
parametros de viabilidade celular. Verifica-se para os ensaios de citotoxicidade em
HL60 e cultura primdria de linfécitos que nenhum dos trés parametros isolados pode
ser utilizado para determinacdo do efeito téxico dos flavonoides;

- Os resultados de western blotting para o tratamento de HL60 com
fisetina indicaram a capacidade deste flavondide de promover a ativagdo da MAPK
p38 (forma ativa), crescente com o aumento da concentragdo e inibir as MAPKs
ERK (dependente da concentragdo) e JNK (na concentracdo de 200uM). A atuacdo
deste flavondide sobre a atividade destas enzimas pode resultar em atividade

antiproliferativa de células cancerosas.
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- Os testes in vivo com quercetina e morina foram capazes de indicar o
aumento da expressdo de proteinas no figado quando ministrado morina (17%). De
uma maneira geral, a morina foi capaz de diminuir a atividade fosfatasica in vivo.
Isto pode ser verificado pela diminui¢do das atividades enzimdticas de 10% e 60%
respectivamente das FAT e FAlc (nos rins) e 45% e 40% para FAT e FAB
respectivamente no plasma. J4 a quercetina apresentou a capacidade de aumentar a
atividade enzimatica das fosfatases em 15% como FAB e FAlc no figado. Nos rins,
houve um aumento da atividade fosfatdsica de 15%, 18% e 75% para FAlc, FAB, e
TRAP respectivamente. No plasma sangiiineo houve 100% de aumento na atividade
enzimdtica para FAB;

- De todos os flavondides analisados, quercetina € morina possuem as
caracteristicas estruturais citadas pela literatura, para que apresentem os efeitos
bioldgicos in vitro € in vivo analisados neste trabalho. No entanto, a Unica diferenca
existente entre morina e quercetina (a mudanga de uma hidroxila no anel de catecol
de 2’ para 3’) foi capaz de resultar no efeito antagdnico observado nos resultados
analisados. Enquanto a quercetina possui um efeito ativador sobre as fosfatases, a

morina apresenta um efeito inibitorio.
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6. PERSPECTIVAS

As fosfatases fazem parte de diversos mecanismos de controle celular e
atuam antagonicamente com as proteinas quinases. Estudar o efeito destes
compostos naturais com diferentes efeitos sobre estes sistemas pode ser uma
maneira de compreender e aplicar os conhecimentos obtidos no tratamento de
diferentes doencas envolvidas com o desbalanco de fosforilacao nas células.

Recentemente, muitos estudos tem sido apresentados a comunidade
cientifica sobre a atuacdo de fitoquimicos como potenciais auxiliares no tratamento
de diversas doencas como o cancer. Alguns resultados prévios, obtidos em nosso
laboratério de enzimologia, indicam que antocianinas (uma classe de flavondides)

~ %

extraidas das cascas dos frutos de “Jambolao” e jabuticaba possam ter os efeitos
benéficos descritos na literatura. Em um outro aspecto, muito tem sido falado da
capacidade de seqiiestrarem radicais livres apresentadas por flavondides em sistemas
bioldgicos. Em continuagdo a este trabalho, serdo realizados experimentos in vivo
que estimulem o estresse oxidativo e serdo analisados capacidade dos flavonéides de
inibir este estresse. Estard sendo associado a estas andlises o efeito que o estresse

oxidativo ocasiona nas fosfatases, podendo estas serem utilizadas como marcadores

bioldgicos do estresse oxidativo e a possivel prote¢ao pelos flavonodides.
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