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1 INTRODUCAO

A produgado de espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN),
entre outras, é parte integrante do metabolismo humano e tem sido observada em
diversas condi¢bes fisioldgicas, como na fagocitose,fenbmeno em que essas
espécies sao produzidas para eliminar microorganismos, células tumorais e outras
células que precisam ser removidas, bem como na sinalizagcado celular. Entretanto,
quando em excesso, as ER podem oxidar diversas biomoléculas, como os lipidios,
as proteinas e o DNA (Halliwell e Gutteridge, 2007).

A fim de evitar os efeitos danosos das espécies reativas, o organismo dispde
de mecanismos eficientes para a detoxificagdo desses agentes oxidantes,
conhecidos como defesas antioxidantes. Essas podem ser divididas em enzimaticas
(principalmente superéxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase), e nao
enzimaticas como por exemplo o acido ascérbico (vitamina C), o a-tocoferol
(vitamina E), os polifendis e a melatonina (Halliwell & Gutteridge, 2007).

Em condigdes fisiologicas, ha um balango entre a producdo de espécies
reativas e os sistemas de defesa antioxidante; porém, em certas condicdes
patolégicas pode haver aumento da producédo de oxidantes e/ou diminuigdo dos
niveis de antioxidantes, favorecendo a ocorréncia do estresse oxidativo (Halliwell &
Gutteridge, 2007).

A inflamagdo € uma reacdo de defesa do organismo e de seus tecidos a
estimulos danosos (Silbernagl e Lang, 2006). As ERO e as ERN desempenham um
papel importante dentro desse processo, atuando tanto na destruicdo do patégeno
como também modulando a resposta inflamatéria, uma vez que agem como
segundos mensageiros durante a liberacao de mediadores inflamatoérios (Federico et
al., 2007; Halliwell e Gutteridge, 2007; Valko et al., 2007). Estudos recentes tém
demonstrado que as doengas associadas a progressao dos processos inflamatorios
(artrite  reumatoide, diabetes, cancer, doenga de Parkinson e outras doengas
neurodegenerativas) estao relacionadas a formacao de espécies reativas nos sitios
de inflamagdo, indicando que o estimulo prolongado causado pelas doencgas
inflamatdrias crénicas pode levar a um desequilibrio na producao de radicais livres
causando lesdo em células e tecidos (Libby, 2008; Droge, 2002).

As chalconas, ou 1,3-diaril-2-propen-1-onas, sao cetonas a,B-insaturadas que
podem pertencer a familia dos flavonoides. De modo geral, os flavonodides possuem
estrutura ideal para o sequestro de radicais, sendo antioxidantes mais efetivos que
as vitaminas C e E (Dimmock et al., 1999). Derivados sintéticos das chalconas tém
sido sintetizados e testados como inibidores da ativacdo de mastécitos, neutrofilos,
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macrofagos e células microgliais, importantes mediadores de desordens
inflamatorias. Além da importante atividade anti-inflamatoria, estudos recentes tém
demonstrado que derivados das chalconas apresentam também atividade
antioxidante (Gacche et al., 2008; Oyedapo et al., 2008; Vogel et al., 2008).

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar a capacidade antioxidante de
derivados sintéticos das chalconas, permitindo a identificacdo de compostos
potencialmente uteis na terapéutica de doencas inflamatérias agudas e cronicas,
pela determinagéo da atividade in vitro através da técnica de captagao do radical 2,2
difenil-picril-hidrazila (DPPH).

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)
2.1 Compostos testados: Foram testados 6 compostos (Figura 1)
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Figura 1 — Chalconas testadas

2.2 Determinacdo da atividade antioxidante:

A determinagdo da agao antioxidante das chalconas foi realizada segundo o
método de Brand-Williams et al. (1995), baseado na captura do radical DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidrazila) por antioxidantes, determinado em espectrofotometro a 515
m.

=]

Foi preparada uma solugéo 60 uM de DPPH em etanol absoluto, a partir desta
foram preparadas solugées 10 uM e 30 uM de DPPH. As absorbéancias foram
determinadas a fim de estabelecer uma curva de concentracdo de DPPH
(estabelecer a relagéo entre absorbancia e concentragdo de DPPH). Também foram
preparadas solugdes 60 uM, 30 uM e 15 uM em etanol absoluto das diferentes
chalconas a serem testadas.

Utilizando as solugcdes de chalconas foram preparadas as reacdes entre os
compostos testados e o DPPH, utilizando 1mL da solugdo 60 uM de DPPH e 1 mL
dos compostos a serem testados. O etanol absoluto foi utilizado como branco para a
calibracdo do espectrofotdmetro. As absorbancias das reagcdes foram monitoradas
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nos tempos 0, 5, 15 e a cada 30 minutos até 6 horas, em comprimento de onda de
515 nm.

A partir da curva de calibragdo do DPPH e do monitoramento da reagao entre
as diferentes chalconas e o DPPH foi determinada a concentracdo de chalcona
necessaria para reduzir em 50% a concentracao inicial do radical DPPH (ECsy,
concentragdo eficiente).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

A capacidade antioxidante das diferentes chalconas foi testada com base na
captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) por antioxidantes, escolhida
por ser uma metodologia simples, rapida e sensivel, muito conveniente para avaliar
um grande numero de substancias.

A molécula do DPPH é caracterizada como um radical livre estavel que
apresenta uma cor violeta escuro em solugdo de etanol e uma banda de
absorbancia em torno de 515 nm. Quando a solugédo de DPPH & misturada com uma
substancia a qual pode doar atomos de hidrogénio, o DPPH se torna reduzido e
perde sua coloragao violeta. O potencial de diferentes compostos em sequestrar
radicais livres € expresso como concentracdo necessaria para reduzir o radical
DPPH em 50 % (ECso) (Molyneux, 2004).

No total foram testadas 6 chalconas e como controle utilizou-se o trolox, das
chalconas testadas, apenas o composto C09 apresentou atividade antioxidante.

A chalcona C09 apresentou ECsp de 40 uM e um percentual
remanescente de DPPH de 88,3% para C09 de 7,5 uM, 81,3% para 15 uM e 63%
para 30 uM, sendo considerado um bom antioxidante frente ao radical DPPH.
Apesar disso, a reagao pode ser considerada lenta, pois atingiu a estabilizagao
(equilibrio de reac&o) apenas apos 6 horas.

O trolox 150uM obteve 17% de porcentagem remanescente para o DPPH, em
um periodo inferior a 5 minutos.

Existem 3 tipos de comportamento cinético dependendo da natureza do
antioxidante testado: rapido, quando o equilibrio de reag&o € atingido em menos de
1 minuto, intermediario com equilibrio entre 5 e 30 minutos e lento quando o tempo
para atingir o equilibrio variar entre 30 minutos e 6 horas (Huang et al., 2005; Brand-
Williams et al., 1995).

4 CONCLUSOES

Enfim, apesar do comportamento lento da C09 e das demais chalconas nao
reagirem com o radical DPPH, é possivel que nos sistemas biologicos esses
compostos se comportem de forma diferente. Estudos tém demonstrado que muitos
antioxidantes que reagem lentamente ou mesmo sao inertes ao DPPH podem reagir
rapidamente com os radicais peroxila (Huang et al., 2005). Sendo assim, testes
envolvendo estudos in vivo sdo necessarios para verificar a atividade antioxidante
desses derivados das chalconas em condigbes bioldgicas.
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