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RESUMO

Silva, G. S. Prospeccéo de sideréforos do tipo hidroxamato e quinona para tera-
pia de sobrecarga de ferro. 2019 (60 p.). Dissertacdo (Mestrado) — Programa de
P6s-Graduagdo em Quimica. Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo, Sdo
Paulo.

A sobrecarga de ferro € uma condigdo prejudicial para os pacientes, que apre-
sentam uma diminuicdo significativa na qualidade de vida. Os farmacos quelantes séo
moléculas que tém capacidade de uso clinico para atuar como atenuadores da sobre-
carga de metais. Neste trabalho apresentamos uma analise de sideroforos do tipo
hidroxamato e quinona, com o objetivo de ampliar a gama de terapia de sobrecarga
de ferro. Para cada composto foi realizado um ensaio competitivo com a sonda calce-
ina para verificar a capacidade de ligacao do ferro, e um ensaio antioxidante baseado
na supressao da oxidacao dependente de ferro da dihidrorrodamina (DHR) sob ascor-
bato. Foi observado que o hidroxamato ciclico piridoxatina apresentou capacidade de
sequestrar ferro de substratos de alta afinidade, tanto em meio tamponado quanto em
meio intracelular. Em ambas as situa¢des também se mostrou um antioxidante efici-
ente. Entretanto, parece ser o mais téxico do grupo dos hidroxamatos (que ainda con-
tinha o hidroxamato linear desferricoprogénio e o aromatico desferriastercromo). Ou-
tros compostos naturais também foram estudados como possiveis candidatos a far-
macos para sobrecarga de ferro. Complexos de ferro foram caracterizados por espec-
trofotometria para avaliar a estequiometria possivel, considerando os sitios de ligacao
para cada composto. Ensaios de fluorescéncia revelaram que entre os quatro com-
postos em estudo (acido clorogénico, lapachol, hemateina e hematoxilina), o com-

plexo entre ferro e hemateina apresenta maior estabilidade relativa do que outros.

Palavras-chave: ferro, desferrioxamina, fluorescéncia, terapia de quelacao, sidero-

foro



ABSTRACT

Silva, G. S. Prospection of Hydroxamate and Quinone-Type Siderophores for Iron
Overload Chelation Therapy. 2019. (60 p.). Master Thesis — Graduate Program in
Chemistry. Institute of Chemistry, University of Sdo Paulo, S&o Paulo.

Iron overload is a harmful condition for patients, who have a significant decrease
in life quality. Chelating drugs are molecules that have the capacity for clinical use to
act as attenuators of metal overload. In this work we present an analysis of hydrox-
amate and quinone-type siderophores, intending to broaden the range of iron overload
therapy. For each compound it was conducted a competitive assay with the fluorescent
probe calcein to verify the iron binding ability, and an antioxidant assay based on sup-
pression of the iron-dependent oxidation of dihydrorhodamine (DHR) under ascorbate.
It was observed that cyclic hydroxamate pyridoxatin displayed good ability to scavenge
iron from high affinity substrates both in buffer and in intracellular medium. It was also
an efficient antioxidant in both setups. However, pyridoxatin seems to be the most toxic
from the hydroxamate group (composed also by the linear desferricoprogen and the
aromatic desferriasterchrome). Other natural compounds have also been studied as
possible candidates for iron-overload drug therapy. Iron complexes were characterized
by spectrophotometry to assess the possible stoichiometry considering the binding
sites for each compound. Fluorescence assays revealed that among the four com-
pounds in study (chlorogenic acid, lapachol, hematein and hematoxylin), the complex

between iron and hematein has higher relative stability than others.

Keywords: iron, desferrioxamine, fluorescence, chelation therapy, siderophore
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1. Introducéo

1.1 O Ferro e sua importancia biolégica

O ferro (Fe) € o quarto elemento mais abundante na crosta terrestre apés Si, O
e Al, e é o metal de transicdo mais abundante e importante para 0s organismos, pois
desempenha papel vital no transporte e armazenamento de oxigénio e geracao de
energia. Esta presente em diversos compartimentos biologicos, tais como cofator de
enzimas do ciclo do &cido citrico, respiracdo mitocondrial e sintese de DNA, além de
integrar o grupo prostético heme das proteinas hemoglobina (transportadora de Oz na
corrente sanguinea) e mioglobina (armazenadora de Oz no tecido muscular) [1, 2].

O corpo humano contém entre 3 a 5 gramas de ferro, sendo localizado princi-
palmente como cofator do grupo heme na hemoglobina dos eritrécitos sanguineos (>2
g) ou armazenado na mioglobina de musculos (cerca de 300 mg). Pode também ser
encontrado em macrofagos no baco e figado em quantidades de cerca de 600 mg. O
excesso de ferro costuma ser armazenado na ferritina (cerca de 1 g). Apesar de pos-
suir um ciclo bem equilibrado, € necessaria a ingestao de ferro diariamente, pois uma
fracdo é eliminada pelo organismo. As perdas diarias, decorrentes de descamacéo,

sangramentos, menstruacdo somam de 1 a 2 mg por dia [1].

1.2 Homeostase do ferro

A absorc¢ao do ferro ocorre em sua grande parte no duodeno, por células deno-
minadas enterocitos [1] (Figura 1). A maior parte do ferro ndo-heme consumido diari-
amente pelo ser humano esta no estado de oxidacao Fe(lll). Entretanto, devido a sua
baixa labilidade, esta espécie é reduzida pelas ferriredutases presentes na membrana
exterior do enterdcito a forma Fe(ll). A seguir, atravessa a membrana apical do epitélio
intestinal em direcdo ao meio intracelular, sendo mediado pelo transportador de metal
divalente 1 (DMT1). O ferro heme, por sua vez, utiliza uma outra rota: o grupo heme
penetra a célula intacto, embora ndo se saiba exatamente os mecanismos desta ab-
sor¢ao [3]. Dentro da mesma, sofre a agcdo de uma heme oxigenase (HOX1), sendo
liberado como Fe(ll). Uma parte dessa espécie € armazenada no interior da célula

pela ferritina, enquanto o restante é transportado para fora da célula devido a acdo da
9



ferroportina, localizada na membrana plasmatica da célula. O fluxo de ferro transpor-
tado pela ferroportina € controlado pela hepcidina, produzida no figado. A ferroportina
atua em conjunto com a hefestina e a ceruloplasmina, proteinas dependentes de co-
bre que funcionam como ferroxidases, convertendo Fe(ll) a Fe(lll). A hefestina cos-
tuma se localizar junto a ferroportina na membrana plasmatica, enquanto a cerulo-

plasmina é produzida pelo figado.

Fe(lll) @
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Figura 1. Homeostase do ferro em mamiferos. [4]

Em seguida, a glicoproteina transportadora de ferro, transferrina, capta o ferro
livre no plasma e distribui para as regides do corpo de acordo com a necessidade
(Figura 2). A ligacdo entre ferro e transferrina € dependente do pH: sua associagcao
possui maior eficiéncia a pH 7, enquanto a dissociacdo aumenta com a diminuicdo do
pH. Cada molécula de transferrina pode se ligar a dois &tomos de ferro. Assim, a
transferrina pode ser encontrada em trés formas: ligada a nenhum ferro (apo-Tf), a um
ou a dois ferros (holo-Tf). Em geral, cerca de 30% da capacidade de armazenamento
de ferro na transferrina é utilizada, sendo a forma mono a mais comum em pessoas

saudaveis. Os principais destinos do ferro levado pela transferrina sdo a medula, onde
10



ocorre a formagdao de eritrocitos (eritropoiese), além do baco, figado e musculos (neste
ultimo armazenado sob a forma de mioglobina). Grande parte do ferro utilizado no
organismo é reciclado via a acdo de macrofagos. Contudo, uma parte é perdida em
processos de sangramentos, descamacao epitelial e secrecdes intestinais, justifi-
cando a reposicao diaria via alimentacao.

tyr

Figura 2. Coordenacao do ferro no sitio ativo da transferrina. Os residuos de amino-
acido da proteina sdo Asp (aspartato), Tyr (tirosina) e His (histidina). Um anion bicar-

bonato completa a esfera de coordenacao do Fe(lll) na Tf.

1.3 Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)

Apesar de todos os seus beneficios, o ferro leva a producéo de espécies reati-
vas de oxigénio, através da reacao de Fenton (Equacao 1.1), descoberta por Henry
John Horstman Fenton no fim do século 19.

Fe?* + H202 — Fe® + OH + OH"
Equacéo 1.1 Reacéao de Fenton
As espécies reativas de oxigénio sdo compostos altamente instaveis e capazes

de reagir rapidamente com outras moléculas com as quais colidem. Elas podem ser

espécies radicalares (radicais livres), 0s quais possuem um numero impar de elétrons
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em sua camada de valéncia, ou espécies moleculares com elétrons desemparelha-
dos, o que favorece sua reatividade.

Em organismos sob condi¢des aerobias, mais de 90% do oxigénio consumido
é transformado em agua pela acao da citocromo oxidase na cadeia transportadora de
elétrons, baseado em um mecanismo de 4 elétrons e que ndo produz nenhuma ERO
durante o processo (Figura 3). Menos de 10% do oxigénio é reduzido através de varias
reacoes seguidas com transferéncia de apenas um elétron em cada. Nessas reacdes
séo formadas espécies reativas como os radicais superéxido (O2™) e hidroxila (OH"),
além de H20:.

0, > 0, —— H,0,—=—>HO' +HO
) 2 H202 HO* +HO
4¢ |4l
. &, H" (H)
2H,05
H*

Figura 3. Reducéo do Oz via 4 elétrons e 1 elétron [5]

Espécies de ferro ndo coordenado podem catalisar a formacdo de espécies
reativas de oxigénio em organismos aerébios. Entre essas espécies destaca-se o ra-
dical hidroxila (OH-), altamente reativo, capaz de reagir com varios tipos de moléculas
como carboidratos, lipidios, proteinas e acidos nucleicos, gerando dano oxidativo.
Desse modo, o ferro pode causar danos ao equilibrio redox da célula quando fora dos
compartimentos bioquimicos adequados. Assim, os niveis de ferro nesses reservaté-
rios devem ser estritamente controlados, através da regulacdo de sua homeostase,
para garantir niveis nao-téxicos desse importante nutriente [6]. Com a descoberta da
superéxido dismutase, enzima responsavel pela dismutacdo do superéxido em oxigé-
nio e peroxido de hidrogénio (Equacao 1.2), os estudos acerca das espécies reativas

de oxigénio ganharam maior visibilidade.

202"+ 2H* — H202+ O2

Equacdo 1.2 Reacao de dismutagédo do superoxido catalisada pela enxima supero-

xido dismutase (SOD)
12



No soro, o ferro livre € denominado NTBI (non-transferrin-bound iron, ferro néo
ligado a transferrina), mas a sua natureza quimica ainda ndo é totalmente definida.
Este € um termo que engloba varias espécies que podem ou ndo possuir habilidade
redox. Algumas destas espécies redox-ativas sdo labeis, termo que neste caso se
refere a complexos que mudam de ligante rapidamente. Essa condi¢cdo é essencial
para que o ciclo redox aconteca [7], e sera causadora dos principais danos associados

ao excesso de ferro, como veremos a seguir.

1.4 Desordens relacionadas ao metabolismo do ferro

Nos seres humanos a principal desordem relacionada ao metabolismo do ferro
€ a sua falta, a anemia ferropriva, tratada na maioria dos casos com melhora na dieta
ou suplementacao deste mineral. Entretanto, em certas condigdes o corpo pode en-
contrar-se sobrecarregado de ferro, problema mais complexo de resolver. Doencas
como a hemocromatose hereditaria ocasionam acumulo de excesso de ferro em va-
rios tecidos, especialmente no figado. Ja a aceruloplasminemia hereditaria ocorre
guando h& mutacao no gene da ceruloplasmina, alterando sua funcéo de ferroxidase
do ferro, provocando sobrecarga [3].

A sobrecarga de ferro ocorre sempre que, por algum motivo, o organismo ad-
quire mais ferro do que o necessario para o seu funcionamento adequado. Instauram-
se entdo os chamados reservatérios de ferro labil, que podem ser plasméaticos ou ci-
tossdlicos. Os reservatoérios plasmaticos como vimos sdo conhecidos pelo nome de
NTBI, e séo resultados de doencas como a hemocromatose hereditaria, ou apos lon-
gos periodos de transfusdes (como no caso das talassemias). A composi¢cao quimica
desses reservatoérios € indefinida [8], envolvendo espécies monoméricas ou oligomeé-
ricas de Fe com albumina, citrato, aminoacidos ou outros ligantes séricos [9, 10]. Den-
tre todas as espécies de Fe que compdem o NTBI, existe uma parcela com elevada
reatividade, denominada LPI (Labile plasma iron; Ferro labil plasmatico), e € essa par-
cela que deve ser 0 alvo de qualquer tipo de terapia de remoc¢éo do excesso do metal
[11].

Estima-se que 4,5% da populagdo mundial seja afetada pela talassemia e do-
encas associadas. Os paises com mais casos se encontram no chamado cinturdo da

talassemia, que compreende a regidao do mediterraneo, passando pela Arabia Saudita,
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Afeganistao, Paquistdo e alcancando paises do Sudeste Asiatico como Tailandia e
Indonésia. Nessa doenca, a hemoglobina é defeituosa e o paciente deve se submeter
a continuas transfusdes de sangue, 0 que causa ferro em excesso em um curto es-

paco de tempo [12].
1.5 Tratamentos para a sobrecarga de ferro

O tratamento mais usual para a sobrecarga de ferro consiste na flebotomia. Ele
€ indicado por ser seguro, efetivo na maioria dos casos e de baixo custo [13]. Sua
recomendacao € para pessoas com sobrecarga de ferro sem anemia severa na qual
a eritropoiese é relativamente normal [14]. Entretanto, podem ocorrer efeitos colaterais
como nauseas, sudorese, palidez e até mesmo desmaios. Em casos mais graves
ocorrem espasmos musculares e convulsdes [15].

Outro tratamento muito utilizado € a terapia de quelacao, indicado para pacien-
tes que ndo podem passar por flebotomia, seja pela ineficacia da eritropoiese ou pela
severa anemia. Esta € a principal alternativa para pacientes com beta-talassemia se-
vera ou outros tipos de anemia cronica associados a eritropoiese ineficaz. Envolve a
administracéo de um quelante (Figura 4) por via intravenosa (desferrioxamina, sidero-
foro de origem natural) ou oral (deferiprona e deferasirox, ambos sintéticos) isolada-
mente ou em combinacéo, dentro de um regime de tratamento voltado a mobilizar o
ferro dos seus reservatérios para posterior excrecao. As células sdo permeaveis aos
guelantes deferiprona e deferasirox (mas ndo a desferrioxamina) [16].
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Figura 4. Quelantes de uso clinico para a remocéao de ferro em sobrecarga
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A desferrioxamina foi o primeiro quelante aprovado pela Food and Drug Admi-
nistration (FDA), em 1968 [17]. Contudo, algumas dificuldades sdo observadas em
relacdo ao uso destes quelantes. A desferrioxamina, por sua elevada solubilidade, nao
€ absorvida via oral, sendo entdo administrada por via intravenosa entre 8 a 12 horas,
ao menos cinco dias por semana. Essa baixa praticidade diminui a aderéncia ao tra-
tamento e a qualidade de vida do paciente, e aumenta a possibilidade de infec¢cao
local. Por esses motivos, em 1987 foi aprovado o uso da deferiprona, tratamento mais
econdmico. Apesar de ser utilizado em grande quantidade na Europa e Asia, n&o pos-
sui licenca para uso na América do Norte desde que foram descobertos pacientes os
guais desenvolveram agranulocitose (condi¢cdo que resulta na diminuicdo dos glébu-
los brancos). O deferasirox, por outro lado, é extremamente insollvel em agua, e deve
ser administrado em forma de suspensdao preparada pelo préprio paciente, diminuindo
sua praticidade.

Além disso, vérios efeitos colaterais da terapia de quelacédo foram registrados.
A desferrioxamina pode causar danos na visao e audicao, reacdes alérgicas, defeitos
0sseos e, em doses elevadas, danos neuroldgicos e pulmonares. No caso da deferi-
prona, se observaram disturbios gastrintestinais, neutropenia/agranulocitose e artral-
gia. O deferasirox pode causar disturbios gastrintestinais, erupcdo cutanea, faléncia
hepética e renal [18]. Além disso, foi relatada uma preocupacao de que os testes cli-
nicos do deferasirox ndo foram executados cuidadosamente, o que poderia estar na
raiz de alguns Obitos associados a pacientes que também fizeram uso desse medica-
mento [19, 20].

Algumas drogas vém sendo recentemente avaliadas em animais e testes clini-
cos limitados. Entre elas se destacam polimeros de desferrioxamina-amido adminis-
trados via parenteral, e os compostos deferitrina e LINAII (1-alil-2-metil-3-hidroxipirid-

4-ona), ambos administrados via oral [14].

1.6 Produtos naturais como quelantes

Os dados apresentados justificam o interesse crescente na busca de novos
guelantes para a terapia de remocéao/redistribuicdo de ferro em sobrecarga, os quais
possam cumprir a funcéo de sobrecarga de ferro intracelular e transferir o metal para

a apo-transferrina circulatoria [21]. Neste projeto, foram avaliadas as potencialidades
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de produtos naturais nesse tipo de tratamento, provenientes de colaboragdes com
outros laboratorios.

Para que um quelante seja eficiente na remocéo do ferro ele deve interferir o
minimo possivel com outros cations existentes no organismo. Fe(lll) de alto spin é
classificado como &cido duro devido a sua alta densidade eletrdnica. Ligantes que
preferem a espécie Fe(ll), a qual possui menor densidade de carga, possuem atomos
doadores mais moles, como por exemplos grupos piridina, que contém nitrogénio aro-
matico. Contudo, em geral esses ligantes ndo séo especificos apenas para o ferro: no
organismo ha outros metais moles divalentes, como os ions Zn(ll) e Cu(ll). Ja quelan-
tes que preferem o Fe(lll) possuem atomos duros, como os atomos de oxigénio car-
regados nos grupos hidroxamatos e catecolatos. Esses ligantes sdo mais especificos
para a complexagcdo com ferro, pois outros metais trivalentes com caracteristicas se-
melhantes ao Fe(lll), como Al(lll) e Ga(lll), ndo séo essenciais e estdo em menor
guantidade no organismo, o que torna a forma férrica um alvo melhor de atuacéao.
Além disso, quelantes com alta afinidade com Fe(lll), guando em situacdes aerdbicas,
também conseguem complexar a forma ferrosa e, através de auto-oxidacéo, trans-
forma-la na forma férrica [22].

Os complexos de Fe(ll) e Fe(lll) possuem coordenacéo preferencialmente he-
xacoordenada, com geometria octaédrica. Estas espécies possuem orbitais d ndo pre-
enchidos, caracteristica comum dos metais de transigao.

O ferro esta presente em condi¢des aerdbicas na forma de minerais extrema-
mente isolUveis, como hematita, goetita e pirita ou na forma de carbonatos e silicatos.
Para conseguir captar estas espécies de ferro, bactérias desenvolveram compostos
chamados sideroforos, os quais possuem elevadas constantes de complexacdo com
este metal.

Ao analisar os sideréforos existentes naturalmente produzidos por bactérias,
nota-se que eles em geral utilizam a mesma estratégia: utilizando seus atomos oxigé-
nio, eles fazem seis ligacbes com o atomo de ferro, completando sua esfera de coor-
denacéo. Do ponto de vista termodinamico a eficiéncia de um ligante hexadentado é
a maior, por possuir grande variacao entropica entre o metal solvatado e quelante livre

e o0 complexo formado.
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1.6.1 Hidroxamatos

O desferriastecromo (Figura 5a) € um metabdlito produzido pelo Aspergillus
terreus, e Aspergillus fumigatus e possui uma estrutura com acido hidroxamico.

O desferricoprogénio (Figura 5b) é um tris-hidroxamato produzido pela cepa de
fungos CMB-W045, obtida da vespa Sceliphron laetum (vespa-do-barro australiana)
[23]. Sua atividade como sideréforo ja é conhecida, sendo capaz de formar um com-
plexo hexacoordenado com o ferro. Seu desempenho como ajuvante para uma terapia
de quelacéo de ferro, contudo, ainda n&o foi investigado.

A partir do fungo Chaunopycnis sp, associado a caracois-do-mar do género
Siphonaria encontrados em Manora Park, Shorncliffe, Queensland, foi isolado o pos-
sivel sideroforo piridoxatina (Figura 5¢). H& estudos preliminares sobre a habilidade
guelante de ferro da piridoxatina [24].
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Figura 5. Quelantes (a) desferriastecromo, (b) desferricoprogénio e (c) piridoxatina

(centro), analogos ao hidroxamato, e (d) oosporeina, analoga a quinona
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1.6.2 Oosporeina

A oosporeina (Figura 5d), um derivado da quinona, foi obtida através de fungos
nao identificados, cultivados a partir de esfregacos de rochas litoraneas obtidos entre
marés no litoral de Queensland, Australia. E soltvel em pH fisiol6gico mas instavel em
meio alcalino, por ser um acido de forca consideravel (pKa = 2,42) [25]. Possui mode-
rada atividade antifungica [26] e antibacteriana Gram-negativa [27], mas ainda ndo ha
resultados em relacao a terapia de quelacao de ferro.

As quinonas s&o conhecidas por participarem de reagbes de formacéo de
EROs (Figura 6), devido a seu carater eletrofilico, Essa caracteristica, apesar de ser
utilizada para tratamento de tumores, confere a esses compostos certa toxicidade,
pois as reacdes subsequentes a formacao de EROs nao séo totalmente seletivas [28].
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#

Reactive oxygen species (ROS)

Figura 6. Ciclo redox de metabdlitos da quinona e EROs [28]

Os compostos apresentados nas secdes 1.6.1 e 1.6.2 sdo oriundos de colabo-
racdo com o laboratério do Dr. Robert Capon, pesquisador do Institute of Molecular
Bioscience, University of Queensland (Australia), onde o orientador deste projeto, Dr.
Breno Pannia Espdsito, foi professor visitante no segundo semestre de 2014. Devido
a ensaios preliminares na University of Queensland constatarem sua capacidade que-
lante, estes compostos foram considerados o escopo principal da pesquisa. Deste

modo, foram submetidos a uma gama maior de experimentos.
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1.6.3 Neoflavonoides

Outra classe de compostos cuja complexacao com ferro é bem conhecida sao
os flavonoides, classe de compostos fendlicos encontrados em plantas, comumente
conhecidos por suas cores intensas e gama de atividade biolégica [29]. Um subgrupo
denomidado neoflavonoides, possui como caracteristica o grupo arila ligado ao car-

bono 4 [30], como mostrado na Figura 7.

Figura 7. Estrutura geral dos neoflavonoides

O neoflavonoide hematoxilina (Figura 8a) é um pigmento tradicional na indus-
tria téxtil, sendo encontrada no campeche (Hematoxylum campechianum), arvore na-
tiva da América Central e Caribe [31]. E conhecida como um derivado hidroxilado da
brasileina, pigmento presente no pau-brasil. Ap6s oxidacdo ao ar, a hematoxilina é
convertida a hemateina (Figura 8b), molécula normalmente empregada na industria
téxtil. Essa forma oxidada também apresenta excelentes propriedades quelantes de

cations duros como o Fe(lll) [32-35].
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Hematoxilina Hemateina

Figura 8. Estruturas dos neoflavonoides (a) hematoxilina e (b) hemateina

1.6.4 Outros compostos naturais

Neste projeto, introduzimos também outros dois produtos naturais nas nossas
investigacoes, fruto de colabora¢cdes com outros grupos de pesquisa (Dr. Olimpo Gar-
cia, Universidad de Chile; Dra Evelina Ferrer, Universidad Nacional de La Plata, Ar-
gentina).

O lapachol (Figura 9a) € um composto do grupo das naftoquinonas, o qual foi
inicialmente isolado de arvores do género Tabebuia, entre elas o ipé-amarelo (Tabe-
buia serratifolia) e o ipé-roxo (Tabebuia avellanedae, Tabebuia rosea), encontradas
principalmente nas regides de floresta amazénica, cerrado e mata atlantica. Também
foi isolado a partir de arvores de diversas Familias, entre elas Verbenaceae, Protea-
ceae, Leguminosae, Sapotaceae, Scrophulariaceae e Malvaceae. Ha séculos o ex-
trato do lenho de ipés tem sido utilizado pelos nativos da regidao no tratamento de
diversas doencas, incluindo malaria, sifilis, Ulceras, eczema, herpes, febre, infeccbes
bacterianas e fangicas. Tem sido amplamente estudado em funcédo de sua possivel
atividade antitumoral, antimetastética, antimicrobiana, anti-inflamatoéria, entre outras
[36, 37].

O &cido clorogénico (acido cafeoilquinico, figura 9b) € um derivado do &cido
cinamico produzido por esterificacdo do acido caféico e acido quinico. E encontrado
no café e em frutas como maca, pera e cereja, possuindo efeito antioxidante compro-
vado in vitro [38, 39].
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Lapachol Acido clorogénico

Figura 9. Estruturas dos polifenois (a) lapachol e (b) acido clorogénico

Os compostos das secbes 1.6.3 e 1.6.4, por nao serem o alvo inicial da pes-
guisa, foram submetidos a apenas alguns dos experimentos, como sera descrito na
secao 3.

Todos estes compostos apresentam grupos funcionais largamente utilizados
como quelantes de ferro: hidroxamatos, acido a-hidroxicarboxilico e catecol (Figura
10).

R' N
HO OH

Figura 10. Estruturas dos grupos funcionais (a) hidroxamato (b) acido acido a-hidro-
xicarboxilico e (c) catecol
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2. Objetivos

2.1 Hipotese

Baseado no comportamento de sideréforos naturais em bactérias e fungos, os
guais complexam com os ions ferro em solu¢do aquosa, parte-se da hipotese que
alguns dos compostos naturais em analise podem possuir capacidades analogas,
além da permeabilidade celular, necessaria para a captacao e retirada dos reservatoé-
rios de ferro labil.

2.2 Objetivo geral

Verificar a capacidade de produtos naturais como quelantes na terapia de re-

mocao/redistribuicdo de ferro labil.

2.3 Objetivos especificos

a) Avaliar a capacidade quelante de produtos naturais com ferro, determinar a
estequiometria da formacéo do complexo e investigar sua atividade antioxidante.

b) Verificar a permeabilidade celular e atividade antioxidante intracelular destes
compostos.

c) Avaliar a toxicidade dos quelantes contra células tumorais.
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3. Parte Experimental

3.1 Reagentes, Solventes e Tampdes

Tabela 1. Reagentes e solventes

Reagente Marca Grau de pureza

Acetometoxicalceina (cal-am) Sigma Aldrich 99,0%

Acido clorogénico - -

Acido nitriloacético (nta) Vetec Analitico

i Equipamento Millipore

Agua deionizada Ultra-pura
(Bedford, EUA)

Ascorbato

Bicarbonato de sodio

Calceina (cal) Synth Analitico

Chelex® Sigma Aldrich -

Cloreto de diidrorodamina (dhr) Biotium Analitico

Cloreto de sédio Synth Analitico

Desferriastecromo - -

Desferricoprogénio - -

2,2-difenil-1-picril-hidrazila (dpph) Sigma Aldrich 99,9 %

Dimetilsulfoxido (dmso) Sigma Aldrich 99,0 %

Hemateina Sigma Aldrich 99,0 %

Hematoxilina Sigma Aldrich 99,0 %

Lapachol - -

Mesilato de desferrioxamina (dfo) Novartis 99,0%

Metanol Sigma Aldrich Analitico

Oosporeina - -

Piridoxatina - -

Sulfato ferroso amoniacal Sigma Aldrich 98,0%

Nos experimentos foi utilizada solu¢cdo tampao HBS/Chelex isenta de ferro,

uma precaucao importante contra reacdes de Fenton colaterais indesejadas catalisa-

das por tracos de Fe(lll). Sua preparacao ocorre a partir de Hepes 20 mM e NaCl 150
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mM, seguido de lavagem da solugao com resina Chelex® (1 g/100 mL) e ajuste de pH
a 7,4. Os meios utilizados para cultivo celular foram DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium) e D10 (DMEM acrescido de 10% de soro fetal bovino).

3.2 Ensaios com hemateina, hematoxilina, lapachol e &cido clorogénico
3.2.1 Titulacéo espectrofotométrica

Foram realizadas titulagdes espectrofotométricas de hematoxilina, hemateina,
lapachol e acido clorogénico com sulfato ferroso amoniacal (FAS). As analises foram
conduzidas em microplacas de 96 pocos, utilizando leitor de microplacas (Spectramax
M4, Molecular Devices). As solu¢cdes de quelantes foram preparadas por dissolucéo
dos mesmos em DMSO. A solugéo de FAS foi produzida utilizando agua mili-Q como
solvente, e preparada imediatamente antes do uso. Os espectros foram registrados

no intervalo de comprimento de onda entre 350 e 750 nm.
3.2.2 Estudo da estabilidade dos complexos frente a calceina

A calceina (Figura 11) € um composto organico que, ao ser excitado a 485 nm,
emite fluorescéncia a 520 nm. Quando complexada a uma série de ions metalicos,

entre eles o ferro(lll), sua fluorescéncia € suprimida.
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Figura 11. Estrutura da calceina

A adicdo de um quelante a uma solug¢do de complexo calceina e ferro (“CAFe")

causa o deslocamento do ion ferro para a formagdo do complexo ferro:quelante,
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desde que o guelante tenha maior afinidade ao ferro e/ou esteja em excesso molar
suficiente. Deste modo, a calceina recupera sua fluorescéncia (Figura 12). Por essa
razao ela foi utilizada para avaliar a estabilidade relativa dos complexos entre ferro e
os quelantes em estudo. Quanto maior a estabilidade do complexo formado entre ferro
e guelante maior é a quantidade de calceina livre na solu¢do, aumentando a fluores-

céncia da mesma [40].

@ - &
B

Figura 12. Recuperacao de fluorescéncia da calceina

Em uma placa de 96 pocos foram utilizadas oito colunas, duas para cada que-
lante, em duplicatas. Inicialmente foram adicionados 190 uL de solugao contendo cal-
ceina e sulfato ferroso amoniacal ambos a 2 yM, tamponada por HBS (pH 7,4). Foi
analisada a fluorescéncia emitida através de um fluorimetro leitor de placas (Fluostar
Optima). Apés a estabilizacdo do sinal (cerca de 10 minutos), foi feita uma curva de
titulagdo adicionando em cada poco 10 pL de solugéo de quelantes, variando suas
concentracdes finais de 0 a 10 uM. Foi utilizada concentracéo de quelante em excesso
para facilitar o processo de substituicdo de calceina pelo quelante. Apés a adicdo dos
compostos foi realizada nova leitura fluorimétrica por mais 80 minutos. O experimento

foi repetido variando a concentracdo da solucao calceina-FAS para 0,1 uM.
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3.3 Ensaios com desferriastecromo, desferricoprogénio, piridoxatina e

oosporeina

3.3.1 Estudo da estabilidade dos complexos frente a calceina

Em microplacas transparentes de 96 pocos foram adicionados 95 L de solu-
cao de calceina 2 uyM, tamponada por HBS/Chelex (pH 7,4). A fluorescéncia emitida
foi detectada através de um fluorimetro leitor de placas (BMG Fluostar Optima). Apés
a estabilizacao do sinal (cerca de 15 minutos), foram adicionados 95 yL de uma solu-
¢cdo aquosa de sulfato ferroso amoniacal (FAS) 2 yM, com o objetivo de formar in situ
o complexo CAFe, de fluorescéncia suprimida. A leitura € feita até a estabilizacdo do
sinal (cerca de 25 minutos). A seguir, foi construida uma curva de titulacdo adicio-
nando em cada poc¢o 10 pL de solucdo de quelante em DMSO, com concentragcbes
finais na microplaca variando entre 0 a 50 uM. Apdés a adi¢do dos compostos a placa

foi novamente levada ao fluorimetro para analise por mais 80 minutos.

3.3.2 Quantificacao da atividade antioxidante mediada por ferro

Foi utilizado um método fluorimétrico de avaliacdo da atividade antioxidante
mediado por ferro, que usa condi¢cdes de pH, temperatura e salinidade semelhantes
as do plasma humano. Em linhas gerais, lanca-se mao do principio que formas de
ferro livre plasmaticas (aqui mimetizadas pelo complexo FENTA, nitrilotriacetato fér-
rico, Figura 13), em presenca de niveis fisiolégicos normais de ascorbato, pode causar
um ciclo de reacfes redox esquematizado na Figura 14. Essas espécies oxidantes
formadas séo detectadas pela sonda DHR, que se converte na forma fluorescente
rodamina, sendo a intensidade de fluorescéncia diretamente proporcional & concen-
tracdo de ferro presente na amostra. Quelantes antioxidantes bloqueiam essa oxida-
cao, seja por tornarem o potencial de reducao Fe(lll)/Fe(ll) muito negativo, seja por
bloquearem completamente o ambiente de coordenacao do metal [11].

O meio fluorogénico consiste em uma solu¢do de DHR 50 pM e acido ascorbico
40 uM (preparada a partir de estoques congelados 100 mM em DMSO e 8 mM em
agua, respectivamente), em tampao HBS isento de ferro (pH 7,4). Em um experimento

tipico, aliquotas de 10 uL de FeNTA e 10 uL dos quelantes sédo tratadas com 180 uL
26



do meio fluorogénico em uma placa transparente de 96 pocos, de modo a perfazer
concentracoes finais de ferro de 10 uM e de quelantes de 0 a 50 uM. O leitor de mi-
croplacas € um BMG Fluostar Optima, operando com incubacgéo a 37 °C € Aexc/Aemis =
485/515 nm. A intensidade de fluorescéncia de cada poco € medida em intervalos de
dois minutos durante 40 minutos. Ao final, a inclinacdo de cada uma das curvas ciné-
ticas (correspondente a taxa de oxidacdo da DHR) é obtida no intervalo de 15 a 40

minutos. Todas as determinagdes sao feitas em duplicatas [11].

@)
OH

HO N
‘>:O
O HO

Figura 13. Acido nitriloacético (nta)
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Figura 14. Processo de formacédo da espécie rodamina fluorescente. (a) Principio
guimico da deteccao fluorimétrica de formas labeis de ferro redox-ativas atravées da
auto-oxidacéo do acido ascorbico (Hasc) catalisada por ferro. EROs sao formadas,
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gque convertem a sonda DHR na sua forma oxidada fluorescente rodamina (Rhod). (b)
Quelantes de ferro de alta afinidade e interesse clinico (retangulo marrom) blogueiam
a etapa de reducéo do ferro e, portanto, toda a cascada de processos oxidativos,

impedindo que a DHR seja oxidada.

3.3.3 Remocéao de metal em células sobrecarregadas com ferro

Com a finalidade de verificar a capacidade dos quelantes de penetrar as células
e complexarem o ferro citossolico livre, células das linhagens HelLa (cancer de cérvix
humano) e HepG2 (hepatoma humano) foram propagadas em meio DMEM contendo
10% de soro fetal bovino, glutamina e antibiéticos, em incubadora a 37°C, 5% CO:z e
3% de umidade.

O protocolo utilizado foi adaptado da literatura [41, 42], e consiste nas seguintes
etapas:

1) Ligar o equipamento Fluostar Optima (BMG, Alemanha) e inicializar o termos-
tato (para 37°C).

2) Colocar no banho-maria (37°C): 7 mL de DMEM incolor (sem indicador “phenol
red”), 7 mL de HBS contendo probenecid (0,5 mM) e 15 mL de HBS.

3) Preparar 7 mL de solucdo de acetometoxi calceina (CAL-AM) 3 uM em DMEM
incolor pré-aquecido. Isto é feito imediatamente antes de usar, pare evitar foto-
degradacéo da sonda.

4) Remover o conteudo da placa de células (20 mil células/poc¢o) e secar a borda
(por inversédo sobre folha de papel toalha).

5) Adicionar 100 uL da solucao de CAL-AM em cada poco.

6) Levar aincubadora (5% CO32, 37 °C, 20 minutos).

7) Remover o contetdo da placa de células e secar a borda (por inversao sobre
folha de papel toalha).

8) Lavar 1x com HBS.

9) Adicionar 100 uL de HBS contendo probenecid (0,5 mM), pré-aquecido, e levar
a leitora de microplacas BMG. Iniciar a leitura.

10)Apo6s 5 — 10’, adicionar 2 uL de hidroxiquinolina férrica (Fe(HQ)) 125 uM em

cada poco. Prosseguir a leitura até estabilizacdo de fluorescéncia.
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11)Adicionar 1 uL de DTPA 10 mM em cada poc¢o. Prosseguir a leitura até estabi-
lizac&o de fluorescéncia.

12)Adicionar os quelantes, sempre no volume de 2 uL na concentracédo inicial 1
mM, em quadruplicata. Como controle positivo, utilizar 2 uL de SIH (Salicylal-
dehyde Isonicotinoyl Hydrazone) 2,5 mM em DMSO. Como controle negativo,
utilizar 2 uL de DMSO ou do solvente utilizado para dissolver os quelantes.

13)Prosseguir a leitura até estabilizacdo de fluorescéncia.

Esse protocolo baseia-se em que o controle de carregamento de Fe nas células
é feito através da incubacdo das mesmas com a forma esterificada, nao-fluorescente
da calceina, a acetometoxi-calceina (CAL-AM). No meio citossolico, a CAL-AM é cli-
vada por esterases e convertida a forma fluorescente calceina (Figura 15). Entretanto,
na presenca de excesso de Fe(lll), ocorre a formacdo de um complexo escuro com o
metal, suprimindo a fluorescéncia. Se o quelante for permeavel a membrana, entdo a

fluorescéncia é regenerada.
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Figura 15. Processo de entrada da sonda fluorescente calceina na célula
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3.3.4 Atividade antioxidante intracelular

Este experimento baseia-se na oxidacao intracelular da sonda DCFDA medi-

ada pelo sistema ferro/peroxido (Figura 16). O protocolo, adaptado da literatura [43] €

descrito abaixo:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)
9)

Ligar o equipamento Fluostar Optima (BMG, Alemanha) e inicializar o termos-
tato (para 37 °C).
Colocar no banho-maria (37 °C): 7 mL de DTPA 100 uM em HBS, 7 mL de
HBS/glicose e 15 mL de HBS normal.
Remover o conteudo da placa de células e secar a borda (por inversdo sobre
folha de papel toalha).
Lavar 1x com HBS.
Adicionar 100 uL de HBS/Chelex em cada poco.
Adicionar 6.4 pL de Fe(HQ) 125 uM em cada poco. Incubar no préprio leitor de
microplacas a 37 °C por 20'.
Nesse interim, preparar 7 mL de solu¢cdo de H202 50 uM em HBS/glicose.

e Essa solugcao deve ser preparada pouco antes do uso, para evitar a de-

gradacédo do peroxido. Nao pode ser armazenada.

Lavar os pocos 1x com DTPA 100 uM em HBS.
Adicionar 100 uL de solugéo de H202 50 uM em HBS/glicose em cada poco.

Incubar no préprio leitor de microplacas a 37 °C por 20'.

10)Adicionar a cada poco 2 uL de DCFDA 1 mM em DMSO (estoques no freezer).

Iniciar a leitura de fluorescéncia no BMG.

11)Apo6s ~ 15 — 20, adicionar quelantes ou controles (2 uL), ao menos em dupli-

cata. Marcar o numero do ciclo nc imediatamente seguinte ao do reinicio da

leitura. Prosseguir a leitura até o final.

12)Determinar as inclinacdes das curvas (intensidade de fluorescéncia x tempo

em minutos) desde o ciclo nc até o final da leitura.
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Figura 16. Processo de entrada da sonda DCFDA na célula, e de sua oxidagdo me-

diada por Fe/peroxido

3.3.5 Viabilidade celular

Para o desenvolvimento de novos farmacos, é necessério conhecer a toxici-
dade dos compostos em analise quando submetidos a diferentes linhagens celulares,
guantificando o niamero de células viaveis ou mortas [44]. Ensaios de viabilidade ce-
lular ou citotoxicidade possuem a finalidade de mensurar a atividade citotoxica de di-
ferentes compostos e solucdes frente a determinados tipos celulares. Os ensaios mais
comuns utilizam sais de tetrazolio, dentre os quais o0 MTT, brometo de [3-(4,5-dimetil-
tiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolio]. Uma vez dentro da célula, o MTT sofre uma reducao
catalitica por desidrogenases mitocondriais, as quais utilizam NADH/NADPH como

substrato, conforme indicado na Figura 17.
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Figura 17. Reacgao de reducdo do MTT a formazan
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Uma vez que NADH e NADPH séo formados durante o ciclo metabdlico da
célula, a reacdo com o MTT é diretamente proporcional a atividade mitocondrial e,
portanto, pode ser utilizada para medir a citotoxicidade.

Em microplacas de 96 pogos foram semeadas 100 puL das linhagens de células
em meio D10. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. No dia seguinte, com
as células ja aderidas ao fundo dos pocos, retirou-se o meio D10. A seguir, foram
adicionados em cada poco 100 pL de solugdo do meio e, logo em seguida, as aliquo-
tas das amostras estudadas. As microplacas voltaram a estufa por mais 24 horas. No
terceiro dia, o meio foi novamente retirado, lavou-se em duplicata com 100 pL de so-
lucéo salina e, apds sua remocao, foram adicionados 100 pL de meio DMEM e 10 pL
de MTT (5 mg/mL). Apds 3 horas de incubagéo, retirou-se o meio e foram adicionados
100 pL de DMSO. As microplacas foram colocadas sob agitagéo por 10 minutos para
a completa dissolucéo dos cristais precipitados. Fez-se a leitura da absorbanciaa A =

570 nm com subtracéo do background a 650 nm.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Ensaios com hemateina, hematoxilina, lapachol e &cido clorogénico

4.1.1 Titulacédo espectrofotométrica

Para a realizacdo do experimento foi utilizado sulfato ferroso amoniacal devido
a sua maior estabilidade em meio aquoso, nao interferindo no pH do meio, como
ocorre com os sais férricos. Além disso, o ion Fe(ll) € mais labil do que o Fe(lll), o que
faz com que o equilibrio seja atingido mais rapidamente. Entretanto, todos os quelan-
tes apresentam ambiente de coordenacéo tipico de Fe(lll). Portanto, é de se esperar
gue a espécie de ferro efetivamente coordenada aos quelantes seja o ion férrico, dado
gue os ions ferrosos podem rapidamente se oxidar em meio aquoso aerado para for-
mar o complexo mais estavel.

Os resultados do primeiro experimento estao apresentados na Figura 18. Na au-
séncia de ferro, o lapachol possui uma banda de absorbancia que se inicia no ultravi-
oleta e se estende no visivel até 480 nm. Em concentracdes mais altas tende a saturar
o detector. De acordo com dados da literatura [18], os picos mais evidentes do lapa-
chol possuem Amax iguais a 251, 278 e 331 nm, regido ndo incluida na faixa de com-
primentos de onda estudados. No espectro do &cido clorogénico é possivel inferir um
pico na regido do ultravioleta, mas ndo ha uma banda definida no espectro visivel. O
espectro da hematoxilina revela que ela possui duas bandas no intervalo de compri-
mento de onda utilizado. Em um dos picos se verifica um “ombro”. Ha indicios de um
possivel pico adicional no ultravioleta. A hemateina possui absorbancia muito alta no
visivel, sendo que em determinadas concentracdes houve saturacdo do pico obser-

vado.
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Figura 18. Comparativo entre os quelantes isolados (625 uM em DMSO) ou ligados a
Fe na proporgcéo molar 1:1. LAPA, lapachol; CLOR; acido clorogénico; HEMX, hema-
toxilina; HEMT, hemateina

Comparando com dados da literatura, o lapachol possui uma banda na regiao
de 270 nm (ndo captada na leitura), e uma na regido de 515 nm, referente ao anel
quinonoide [45]. Esta banda sofre variacdo com a formacdo do complexo, o que é
condizente com o sitio de complexacédo que se localiza neste anel.

Conforme evidente na Figura 18, a presenca de ferro perturba significativa-
mente 0s espectros, provocando o deslocamento ou aparecimento de novas bandas,
indicando a formagéao dos complexos. Para avaliar com mais detalhes essas intera-
cOes, realizamos a titulacdo espectrofotométrica dos quelantes com uma solucao de
FAS. Os espectros obtidos para cada ligante sdo apresentados nas Figuras 19 a 22,

e as curvas de titulacdo sdo apresentadas na Figura 23.
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Figura 19. Espectros da titulacdo do lapachol com ferro. Os valores a direita se refe-

rem a proporcao molar Fe:quelante.
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Figura 20. Espectros da titulacdo do acido clorogénico com ferro. Os valores a direita

se referem a propor¢cdo molar Fe:quelante.

35



HEMATEINA

45 -
4 _
3,5 -
—0
3 .
© ——0,15625
C
82,5 1 ——0,3125
S 5. ——0,625
=
15 - —1,25
T ~— —
1 - \ —215
0,5 - 5
O T T T T T T T 1 10
350 400 450 500 550 600 650 700 750

Wavelength (nm)

Figura 21. Espectros da titulacdo da hemateina com ferro. Os valores a direita se

referem a propor¢céo molar Fe:quelante.

Absorbance
o = N w
(6] = (6] N ()] w (5] SN

o

HEMATOXILINA

—

N———

400 450 500 550 600 650 700
Wavelength (nm)

350

—0
—0,15625
—0,3125
—0,625
—1,25
—2,5
—5
—10

750

Figura 22. Espectros da titulacdo da hematoxilina com ferro. Os valores a direita se

referem a propor¢cdo molar Fe:quelante.
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Figura 23. Curvas de titulacdo dos quelantes com ferro. Para hemateina e hematoxi-

lina foram monitorados mais de um comprimento de onda.

As saturacdes sao verificadas para uma propor¢ao Fe:Q igual a 0,3 (lapachol),
2,0 (4cido clorogénico e hematoxilina) e 1,0 (hemateina). Esses resultados indicam
gue o complexo entre ferro e lapachol € do tipo FeQs, os complexos entre ferro e acido
clorogénico ou hematoxilina séo do tipo Fe2Q, e o complexo entre ferro e hemateina
€ do tipo FeQ. Esses resultados sdo coerentes com as estruturas apresentadas nas
Figuras 8 e 9. Entre hemateina e hematoxilina, a diferenca € que, no caso da primeira
molécula, um dos grupos hidroxila esta ausente, entdo a molécula deixa de ser um
biscatecol. O lapachol, sendo aparentemente menor do que os demais ligantes,
consegue formar um complexo que preenche as seis posi¢cdes de coordenacdo do
metal, formando um tris-derivado e comportando-se como um quelante bidentado. J&
o0 acido clorogénico tem dois ambientes de coordenagdo, um carboxilato e um
catecolato, que podem estar envolvidos na complexacéo a dois ions metalicos.

Alguns autores na literatura ja inferiram sobre as estruturas dos complexos

estudados. No caso do lapachol, a estrutura do tipo FeQs é a mais aceita [46], como
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mostra a figura 24. Para a hemateina, contudo, publica¢cdes afirmam que a proporgéo
entre ferro e quelante é 1:2, formando um complexo do tipo FeQ:z [47]. Deve-se
ressaltar, todavia, que a comparacao entre resultados experimentais deve ser feita
levando em conta todas as condi¢des. Grande parte dos experimentos realizados com
estes compostos foram feitos em meio acido, o que claramente ndo pode ocorrer neste
trabalho, visto seu uso como medicamento em condi¢cdes plausiveis, isto é, a pH

sanguineo, cerca de 7,4.

=
Me  C—CH—CH, o™ CH , — CH — CMe ,
O\ O\ /O_
Fe 3+
>~

Me , C— CH— CH, ‘

0

Figura 24. Estrutura do complexo entre ferro e lapachol

4.1.2 Estudo da estabilidade dos complexos formados

As figuras 25 e 26 mostram os valores absolutos de fluorescéncia para os
guatro quelantes estudados quando estes sdo submetidos a duas concentracoes
distintas de ferro. Os valores em questdo sdo as médias de cada duplicata. Nas duas
figuras nota-se um comportamento semelhante para os quatro quelantes estudados.
A solucao contendo hemateina € a que produz maior fluorescéncia em relacdo aos
outros quelantes, sugerindo alta afinidade do ferro com a hemateina. A calceina néao-

complexada, em maior quantidade, produz mais fluorescéncia.
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Exceto pelo lapachol, todos os quelantes obtiveram fluorescéncia crescente, indi-
cando que em todos os casos houve formacao de complexos entre ferro e quelante.
O teste de supresséo e recuperacao de fluorescéncia mostrou que o complexo entre
ferro e hemateina possui estabilidade relativa superior aos demais complexos em
estudo. O lapachol, por sua vez, possui a menor afinidade entre os compostos anali-
sados, dado que nao houve variacéo significativa da fluorescéncia com o aumento
da concentracao de lapachol. A hematoxilina e o &cido clorogénico possuem estabili-
dades intermediérias.

4.2 Ensaios com desferriastecromo, desferricoprogénio, piridoxatina e

oosporeina

4.2.1 Estudo da estabilidade dos complexos frente a calceina

A desferrioxamina (DFO), sendo um controle padréo ouro de quelacéo de ferro,
apresenta constante de formacao metal-ligante logkmL = 30 [48], e portanto observa-
se que sua competicao pelo ferro com o complexo CAFe é praticamente estequiomeé-
trica, atingindo os 100% quando [DFO] = [CAFe] = 2 uM (Figura 27).

Todos os outros quelantes analisados também exibiram recuperacéo de fluo-
rescéncia (Figura 27), isto é, liberacdo da calceina livre a partir da coordenacao dos
guelante com o ferro, entretanto tiveram que ser usadas concentragcdes maiores para
se obter um efeito semelhante ao da DFO.

Os complexos com desferriastecromo e piridoxatina, cujas razdes molares que-
lante:ferro € igual a 3:1, mostraram perfis semelhantes, atingindo maximo de satura-
¢ao a concentracOes maiores do que p. ex. a DFO ou o outro quelante tris-hidroxa-
mato, o desferricoprogénio. Hidroxamatos lineares como desferricoprogénio e DFO
possuam pKai em torno de 9, enquanto que nos aromaticos (piridoxatina) esse valor
cai para a faixa de 6, e nos derivados de pirazinona (desferriastercomo) cai para entre
4 e 5 pela maior extensdo do efeito deslocalizador de carga do anel aromético para o
anel aromatico hetero-substituido (Figura 28) [49]. Apesar de que a maior acidez des-
tes compostos favoreca a quelacdo com Fe3* em meio fisiolégico devido a quase total

desprotonacao dos ambientes quelantes, parece que o efeito quelato promovido pelos
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ligantes hexacoordenantes seja mais importante ao exigir menores concentragdes de
guelante para a competicdo com calceina, mesmo tendo valores de pKa maiores.
Mas, de qualquer forma, todos sé&o excelentes quelantes que poderiam, segundo este
critério, ser usados clinicamente.
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Figura 27. Capacidade quelante através de recuperacéo de fluorescéncia da calceina.
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Figura 28. Quelantes e seus analogos
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A piridoxatina € um membro da classe das hidroxipiridinonas (HPOS).
Corresponde a uma 1,4-di-hidroxipiridin-2-ona contendo um substituinte adicional 6-
etenil-2,4-dimetilciclo-hexil na posigéo 3.

As hidroxipiridinonas podem ser divididas em trés classes: 1,2-hidroxipiridino-
nas (do qual a piridoxatina é representante), 3,2-hidroxipiridinonas e 3,4-hidroxipiridi-
nonas (a qual pertence a deferiprona, composto ja utilizado no tratamento da sobre-
carga de ferro) [50] (Figura 29). HPOs combinam caracteristicas dos grupos hidroxa-
mato e catecolato, formando anéis de cinco membros nos quais o metal esta ligado a
dois oxigénios vicinais. Para que isto aconteca, é necessario que o grupo hidroxila
esteja desprotonado. As diferencas entre as posicoes relativas dos grupos hidroxila e
cetona influenciam em diferentes valores de pKa. Dentre estes trés tipos, as 3,4-hi-
droxipiridinonas sdo as mais estudadas por possuirem os maiores valores de pFe3* !
devido a menor delocalizacdo do par de elétrons néo-ligantes do nitrogénio sobre o

anel e, por conseguinte, maior densidade de carga sobre os oxigénios (Figura 30).

1 pFe®t = -log [Fe**] quando [Fe3*]wotal = 10° M e [ligante]tota = 10° M a pH 7,4.
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Figura 29. Trés distintas classes de hidroxipiridinonas. [50]
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Figura 30. Estruturas de ressonéancia da deferiprona (representante da classe das

3,4-hidroxipiridinonas) a diferentes estados de protonacéo [50]

4.2.2 Quantificacao da atividade antioxidante mediada por ferro

A capacidade dos quelantes inibirem a auto-oxidacdo do ascorbato mediada

por ions Fe(lll) € uma das melhores formas de avaliar o potencial de uma molécula
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numa terapia de quelagéo de sobrecarga de ferro. Essa acdo e convenientemente
testada em microplacas de 96 pocos através de cinética de fluorescéncia (velocidade
de oxidacéo da sonda dihidrorodamina, DHR) num sistema de alto desempenho [6].
Por outro lado, o desferricoprogénio, além de exibir certa recuperacao de fluo-
rescéncia, revelou capacidade antioxidante similar ao DFO (Figura 31). Tais resulta-
dos sugerem a importancia da estrutura destes quelantes. Ambos séo tris-hidroxama-
tos, sendo capazes de formar um complexo hexacoordenado com o ferro, estabilizado
pelo efeito quelato. Ligantes bidentados como a oosporeina precisam de concentra-

¢Oes mais elevadas para obter o mesmo resultado.

1,2
‘.-I'S ’/
€ 1
hd
-
E’ 0,8
E Si¢ =X Desferrioxamina
Lo6 f Desferricoprogénio
o .. .
ol Piridoxatina
S04 Oosporeina
o =¥ Desferriastecromo
© 0'2 -
2
|_

0 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Concentracéo (UM)

Figura 31. Ensaio antioxidante com a sonda DHR.

Entretanto, curiosamente, o desferriastercromo ndo apresenta capacidade sig-
nificativa antioxidante, embora tenhamos visto anteriormente que esse ligante é capaz
de ligar ferro nas condicfes de estudo. Esse efeito pode ser devido ao fato de que o
desferriastercromo apresenta um ambiente indélico substituido muito volumoso, o que
pode dificultar a formagédo em soluc@es diluidas do complexo 1:3. Caso numeros de
coordenacao menores ocorram, apesar da ligacao estavel, o complexo ainda sera ca-
paz de realizar reacfes pré-oxidantes devido aos sitios de coordenacdo disponiveis
para a catélise. Esse efeito € marcadamente presente em outros complexos estaveis

de Fe(lll), como p. ex. o edetato férrico [11].
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4.2.3 Remoc¢dao de metal em células sobrecarregadas com ferro

Nos ensaios de permeabilidade celular apenas o desferriastecromo e a pirido-
xatina apresentaram recuperacédo de fluorescéncia significativa tanto na linhagem
HelLa quanto na HepG2 (Figuras 32 e 33), provavelmente devido a maior hidrofobici-
dade dos substituintes proximos do ambiente de coordenacéo hidroxamato. Ja o des-
ferricoprogénio, um tris-hidroxamato linear (como a DFO), e a oosporeina, densa-
mente carregada a pH fisioldgico, ndo demonstraram resultados que diferissem do
controle.

Como neste caso o objetivo é a coordenacdo com o ferro adicionado ao meio
intracelular é possivel que exista alguma seletividade para a entrada destes compos-
tos na membrana celular. Ambas as moléculas sao hidroxipiridinonas, e quando des-
protonadas apresentam uma estrutura de ressonancia aroméatica zwitteriénica, na qual
h& um acumulo de carga eletrénica no oxigénio da carbonila, contribuindo para maior
estabilidade do complexo com ferro [51]. Logo, nesse modelo celular, assim como na
linhagem Hela, tanto desferriastecromo quanto piridoxatina mostraram capacidade
de penetrar na célula e complexar com o ferro retido no citoplasma.

E importante lembrar que este ensaio no indica a quantidade total de ferro livre
presente na célula. A calceina formada no citosol € hidrofilica, a qual ndo consegue
facilmente escapar por permeacgéo das membranas. Assim, apesar de se manter con-
finada no citossol, ndo alcanca outros compartimentos em que se sabe que ha um
relativo acimulo de ferro livre, como os lisossomos. Além disso, como a complexacao
entre calceina e ferro € dependente do pH, ela ndo ocorrerd em compartimentos com
pH consideravelmente inferior ao citosoélico (no caso, os lisossomos possuem pH entre
4-5) [52].
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Figura 32. Permeabilidade e recuperacao de fluorescéncia em células HelLa.
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Figura 33. Permeabilidade e recuperacao de fluorescéncia em células HepG2.
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4.2.4 Atividade antioxidante intracelular

No teste antioxidante intracelular, desta vez com a sonda diacetato de 2°,7’-
diclorofluoresceina (DCFDA), novamente a piridoxatina apresentou os melhores re-
sultados, reduzindo em cerca de 50% a taxa de oxidacao da sonda na linhagem HelLa
e 30% na linhagem HepG2 (Figura 34). Nota-se que, para as duas linhagens testadas,
a piridoxatina é o composto que possui melhor permeabilidade celular e agdo antioxi-
dante.

Novamente o desferriastercromo ndo apresentou atividade antioxidante. Desta
vez, a atividade antioxidante esperada poderia ser através do sequestro de ferro do
composto Fe(HQ), ou pelo sacrificio da por¢cdo organica oxidavel de cada quelante.
Desferriastercromo poderia em tese sequestrar ferro de HQ, mas possivelmente com
0S mesmos problemas discutidos acima de nédo-fechamento da esfera de coordena-
¢cdo, o que faria com que o complexo resultante seguisse redox-ativo. Alternativa-
mente, note-se que a piridoxatina contém um ambiente semelhante a um fenol, que é

oxidavel, e esse ambiente ndo se encontra no desferriastercromo.

Portanto, quelacéo eficiente a ferro e/ou sacrificio da molécula poderiam ser
explicagcbes para o melhor desempenho da piridoxatina em relacéo ao desferriaster-

cromo.

Desferricoprogénio, ndo sendo permeavel, coerentemente nao apresentou ati-
vidade antioxidante intracelular. Oosporeina, embora ndo tenha aparecido permeavel
no experimento anterior, curiosamente mostrou-se aqui antioxidante intracelular.
Como os sistemas de entrega de ferro foram distintos em cada caso (CAFe e Fe(HQ)),
€ possivel que nas condi¢cdes do experimento de permeabilidade a oosporeina tenha
tido acesso a célula, mas em concentracao insuficiente para competir com a calceina.
Teria sido o caso, entdo, de um falso negativo de permeabilidade. Sendo ela dotada

de rico ambiente quinolinico, como de outros produtos naturais, ndo é improvavel que
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tenha sido antioxidante caso estivesse dentro da célula. Entdo, talvez, seja antioxi-
dante mas nao por sequestro de ferro (ou, ao menos, do sequestro de ferro de com-

plexos de alta afinidade).
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Figura 34. Ensaios antioxidantes intracelulares nas linhagens HeLa e HepG2. Os que-
lantes Q estavam sempre a 20 uM. DMSO € o controle negativo. * P < 0.05 em relagéo

ao controle com ferro mas sem quelante; foi feita a comparagdo apenas para os pares
“+Fe-Q” e “+Fe+Q".
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A oosporeina foi identificada inicialmente no pigmento do fungo Oospora colo-
rans [53], e apresenta grande atividade antimicrobiana [54, 55] porém importante to-
xicidade para organismos superiores [56, 57]. Embora seu complexo com ferro nédo
tenha sido descrito, a oosporeina é uma detoxificadora de metais ndo-essenciais
como aluminio e chumbo [58, 59], 0 que sugere uma possivel atividade protetora aos
organismos que vivem em territérios contaminados. Também poderia ser um quelante
interessante para fins de biorremediacéo.

Em relagdo ao desferriastercromo, poucas referéncias existem sobre sua ob-
tencdo e capacidade de ligagao ao ferro. Foi inicialmente identificado em 1980 como
seu complexo férrico (1:3 metal:ligante) durante uma prospeccao pelos metabdlitos
de Aspergillus terreus. A forma demetalada s6 péde ser obtida apds a reducao a Fe(ll),
sem que quelantes como a 8-hidroxiquinolina tivessem efeito, indicando a grande es-
tabilidade do complexo. A partir dai, sua estrutura pdde ser determinada [60]. Em A.
fumigatus, uma variante desse complexo férrico foi identificada, o hexahidroaster-
cromo [61].

O desferricoprogénio utilizado nesta dissertacao foi um metabdlito dos fungos
Talaromyces sp, cuja associacao a ferro(lll) foi estudada através da reacdo com o
complexo CAFe [62]. Assim como o desferriastercromo, foi isolado pela primeira vez
nos anos 1970 na forma do complexo férrico (coprogénio), do fungo Penicillium citri-
num. E, semelhantemente a desferrioxamina, o desferricoprogénio foi reconhecido
como um tris-hidroxamato linear, capaz de formar complexos 1:1 com o metal [63].
Também ocorre em exudatos de outras espécies, como o fungo Epicoccum purpuras-
cens [64].

A piridoxatina ja € uma substancia mais conhecida, tendo sido isolada a partir
de culturas de fungos Acremonium sp, onde foi reconhecida como um sequestrador
de radicais livres [65]. No nosso caso, foi isolada como o principal metabdlito de fun-
gos Chaunopycnis sp e reconhecida também como um sequestrador de ferro eficiente
com uma constante de afinidade aparente comparavel a da deferiprona [66]. Forma
complexos com varios ions metalicos, sendo que um destes, Cu(piridoxatina)z, foi es-
sencial na resolugéo da estrutura do ligante [67].

Nossos resultados colocam o quelante piridoxatina (e, talvez, a oosporeina) no
rol dos quelantes antioxidantes permeaveis as células. A esse grupo pertencem que-

lantes de alta afinidade como o SIH (salicylaldehyde isonicotinoyl hydrazone, Figura
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35) [68, 69], que foi reportado inclusive como um carregador de ferro para reticulécitos
[70], e seu analogo PIH (pyridoxal isonicotinoyl hydrazone, Figura 34) [71]. Os novos
guelantes ativos via oral, deferiprona [72] e deferasirox [73], também apresentam a
mesma capacidade. Finalmente, nosso grupo ja relatou quelantes naturais como a
guercetina [21] ou artificais como a desferrioxamina-cafeina [16] com capacidade se-

melhante.

Figura 35. Novos quelantes: SIH (esquerda, indicando os sitios de coordenacdo com
ferro) e PIH (direita).

4.2.5 Viabilidade celular

Uma limitacdo deste teste é que o MTT pode reagir a formazan diretamente em
contato com a amostra, caso esta tenha atividade redutora, como antioxidantes e po-
lifendis. Outro fator que pode ocasionar erros sao as sucessivas etapas de lavagem
dos pocos, nas quais as células podem se desprender da microplaca [74]. Além disso,
aumentos de viabilidade apds um tratamento também podem significar que a célula
engaja sua maquinaria metabdlica para eliminar um agressor externo, e um olhar des-
cuidado sobre o experimento poderia concluir que o tratamento esta sendo benéfico
para a célula.

No nosso experimento, as células foram tratadas com 1 ulL de quelantes ou
controles a 1 mM, perfazendo uma concentragao final de 10 uM. Portanto, a concen-
tracdo de DMSO nunca passou de 1%.

A viabilidade de células HelLa perante tal dose Unica dos quelantes em estudo
€ apresentada na Figura 36. Percebe-se que os quelantes sdo todos significativa-
mente menos toxicos que a cisplatina, padrdo de atividade antitumoral, embora os

hidroxamatos ciclicos paregcam mais toxicos do que os demais quelantes.
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Figura 36. Viabilidade celular de células HelLa avaliadas pela formacéo de formazan

(a A=570 nm) em funcao dos tratamentos com quelantes e com cisplatina (10 uM).

Essas observacdes sdo consistentes com dados da literatura. A piridoxatina foi
inicialmente reconhecida como um potente inibidor de metaloproteinases de matriz
(que, por sinal, sédo proteinas dependentes de Ca e que contém Zn) e citotéxica contra
diversas cepas tumorais [75]. Os mesmos valores de IC50 na faixa de 0,3 a 0,4 uM
para a piridoxatina foram em seguida observados frente as linhagens tumorais SW620
(adenocarcinoma colorretal humano), NCI-H460 (carcinomas de células pulmonares
nao pequenas) e KB3-1 (carcinoma cervical humano) [66]. Para HelLa, sua IC50 foi
determinada como 1,0 ug/mL (3,8 uM [65]), 0 que € coerente com nossas observacdes
(Figura 36).
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5. Conclusbes

Em relacdo aos compostos hematoxilina, hemateina, lapachol e acido clorogé-
nico, foi possivel verificar fotometricamente a sua complexacéo com ferro, em solugéo
de 4gua:DMSO, bem como analisar a estabilidade dos quelantes frente a complexa-
cao com ferro através de estudos fluorimétricos.

Para os compostos desferriastecromo, desferricoprogénio, piridoxarina e 00s-
poreina, a piridoxatina é o composto que possui melhor permeabilidade celular e acéo
antioxidante em meio intracelular, sendo este um forte candidato a possivel farmaco
para a terapia de remocéo de ferro em sobrecarga.

A partir destes resultados, tem-se que uma boa perspectiva para os proximos
passos. O grupo de pesquisa poderd avancar com a caracterizacdo e propriedades
dos complexos entre ferro e produtos naturais, através de, por exemplo, testes com
linhagens de células saudaveis e a eficiéncia da transferéncia de ferro entre o com-

plexo e a transferrina transportadora.
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