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INTRODUCAO

As fenotiazinas (FTZs) sdo farmacos antipsicOticos utilizados no tratamento de
esquizofrenia. Estruturalmente, possuem uma estrutura de trés anéis, onde dois anéis
benzénicos estdo ligados por um atomo de enxofre e um de nitrogénio, o que caracteriza o
nucleo tiazinico. Esse farmaco em seu estado fundamental possui efeitos variados em
sistemas bioldgicos. Outros trabalhos mostram que as FTZs, em baixas concentragdes
(10 umol/L) diminuiram a geracdo de anions superdxido (Oz-) e perdxido de hidrogénio
(H20;) em mitocondrias isoladas, inibiram a lipoperoxidagdo da membrana
mitocondrial induzida por Fe*/citrato e a transicio de permeabilidade
mitocondrial/oxidacdo de grupamentos tiolicos de proteinas, induzidas por -BOOH/
Ca”>" (RODRIGUES et al., 2002).

A mitocondria ¢ uma organela de aproximadamente 0,5 pm de diametro e tem como
funcdo a geracdo da maior parte da energia das células na forma de ATP, participa da
homeostase celular do céalcio e ¢ responsavel pela geracdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs). Fisiologicamente uma pequena fragdo de todo o O, consumido
durante o transporte de elétrons na cadeia respiratoria sofre uma redug¢do incompleta
gerando anions superoxido (Oy”). O anion superoxido pode ser transformado na maioria
das espécies reativas de oxigénios (EROs) por reagdes sequenciais; assim a mitocondria
¢ reconhecidamente uma das principais fontes de EROs, pois os gera continuamente em
pequenas quantidades. Por esse motivo, essa organela possui um sistema de defesa
antioxidante que faz a conversdo do O, em perdxido de hidrogénio (H,O,) por reacdes
catalisadas pela superoxido dismutases (SOD), (FRIDOVICH, 1995). O H,0O;, na
presenca de Fe', pode ser convertido em radical hidroxil (OH-), um dos mais potentes
oxidantes em meios bioldgicos. A formagdo de OH, a partir de H,O,, ¢ catalisada por
metais de transicdo reduzidos, que por sua vez podem ser reduzidos novamente,
propagando esse processo. Quando a produ¢do de EROs est4 elevada ou a capacidade
do sistema de defesa antioxidante esta diminuida, ocorre um fenémeno associado a
danos oxidativos de macromoléculas chamado estresse oxidativo (LIOCHEV &
FRIDOVICH, 2000). Por esse motivo, a mitocondria ¢ um bom modelo biolégico para
o estudo de substancias com possivel atividade antioxidante

OBJETIVOS

Estudar a atividade antioxidante de derivados fenotiazinicos, além de outros andlogos
estruturais como os corantes azul de metileno e o vermelho neutro, para tentarmos
estabelecer as necessidades estruturais dessas moléculas triciclicas que contribuem ou
respondem pela atividade antioxidante observada.



METODOLOGIA

Redugiio de DPPH. Para avaliar se as fenotiazinas possuem atividade scavenger de
radicais livres, foi realizado o ensaio de reatividade com 1,1-difenil-2-picrilhidrazil
(DPPH), que ¢ um radical livre estavel em solug¢des hidroalcodlicas. Apds a incubagdo
de diferentes concentragdes de TR, a absorbancia foi determinada em 517 nm em um
espetrofotometro Hitachi U-3000 (BLOIS, 1958).

Geracao de anion superoxido. Para avaliar se as fenotiazinas apresentam atividade
scavenger de anions superdxido, foi usado o sistema xantina/xantina oxidase para a
geragdo dos anions superoxido, que foi determinada pela redugio de citocromo ¢ Fe®*
para citocromo ¢ Fe*', acompanhando as mudangas espectrais em 550 nm em um
espectrofotometro Fotodiodo MultiSpec-1501 (Shimadzu Co., Kyoto, Japao).

Geracao de radical hidroxil. Para avaliar se as fenotiazinas apresentam atividade scavenger de
radical hidroxil, este foi gerado pela reacdo de Fenton, usando H,O, ¢ F ¢’". TR foi incubada na
presenga de H,0O,, as mudancas espectrais foram acompanhadas em um espectrofotometro
Fotodiodo MultiSpec-1501 (Shimadzu Co., Kyoto, Japao).

Oxidacdo de lipideos. As mitocondrias foram isoladas de figado de rato, por
centrifugacdo diferenciada. A suspensdo mitocondrial (1,0 mg de proteina) foi incubada
em um meio contendo KCI 130 mmol/L e HEPES-KOH 10 mmol/L, pH 7,4, adicionado
de succinato de potassio 5 mmol/L, rotenona 2,5 mmol/L, (NHy), Fe(SO4), 50 mmol/L
e citrato de s6dio 2 mmol/L por 30 minutos, a 37 °C (volume final de 1,0 mL). Em
seguida foi adicionado 1,0 ml de é4cido tiobaritirico (TBA) 1 % (m/v) (preparado em
NaOH 50 mmol/L), 0,1 mL de NaOH 10 mol/L e 0,5 mL de acido fosférico 20 %,
seguido por incubacao durante 20 minutos, a 85°C. O complexo MDA-TBA foi extraido
com 2 mL de n-butanol e a absorbancia determinada em 532 nm.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Reducdo de DPPH. As fenotiazinas em seu estado fundamental e irradiadas nao
apresentaram atividade scavenger de DPPH nem nas maiores concentragdes da droga se
comparado ao quercetim, que ¢ um flavondide com acdo antioxidante ja descrito na
literatura.

Atividade scavenger de dnions superoxido. A xantina, na presenga da enzima xantina
oxidase ¢ oxidada a 4cido urico e um elétron da reacdo ¢ doado para O,, que ¢ reduzido a anion
superoxido. O 4nion superoxido pode reduzir o citocromo ¢ Fe'™ para citocromo ¢ Fe *. A
fenotiazina TR apresentou atividade scavenger de O,*’, impedindo a reducdo do citocromo c.
Ocorreu uma competi¢do entre a droga e o citocromo ¢ pelo O,*’, comprovando a
atividade scavenger de superdxido apresentada por TR, visto o aumento da
concentra¢do da fenotiazina resultou em maior a atividade scavenger de O,°".
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Fig. 1 — Efeito de TR sobre a reducio de citocromo ¢ induzida por anion superoéxido.
Cinética em 550 nm feita para acompanhar a reducdo do citocromo ¢, na presenga de diferentes
concentracdes de TR.

Atividade scavenger de radicais hidroxil (OH’). A fenotiazina foi incubada na presenca
de H,0, e Fe*" para verificar se a droga pode atuar como scavenger de radicais hidroxil.
O pH pode interferir nas reacdes, pois a formag¢ao do cation radical da fenotiazina ¢é
favorecida em pH 4acido e a desprotonagdo do peroxido ¢ favorecida em pH alcalino.
Assim, o ensaio foi realizado nos pH 4, 7 e 11. Ocorreram mudangas espectrais nas
bandas de TR na presen¢a tanto de H,O, quanto na presenca de H,O, ¢ Fe*". As
mudancas espectrais indicam que alguma reagdo ocorreu levando a formacdo de
produto(s). Entretanto, neste caso, a incubagdo com peroxido na auséncia de Fe*'
(condi¢@o onde ndo ha geracdo de radicais hidroxil) promoveu alteragdes no espectro de
TR, indicando que esta reage com H,O,, sendo que este efeito serd posteriormente
estudado. As alteragdes na presenga de perdxido e ferro podem indicar reagdo com
radicais hidroxil, mas ndo ¢ possivel afirmar, havendo necessidade de outros métodos
para se investigar tal reatividade.

Oxidagdo de lipideos. As FTZ e os corantes azul de metileno e vermelho neutro foram
testados nas concentragdes de 5, 10, 25 e 50 mM. Todas as FTZ e os corantes
protegeram as mitocondrias da oxida¢do de lipideos de maneira concentragdo-
dependente com diferentes poténcias, sendo o azul de metileno o mais potente. A figura
2 mostra a inibicdo da oxidagdo de lipideos das membranas mitocondriais pelas
fenotiazinas e andlogos na concentrac¢do de 25 mM.
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Fig. 2 — Inibicao de lipoperoxidacdo (LPO) pelas fenotiazinas e corantes analogos. As
mitocdndrias foram incubadas na presenca das fenotiazinas flufenazina (FP), tioridazina (TR),
clorpromazina (CPZ), triflupromazina (TFPZ) e trifluoperazina (TFP) e dos corantes azul de
metileno (AM) e vermelho neutro (VN) na concentragdo de 25 mM durante 30 minutos a 37°C,
na presenca de Fe’". A porcentagem de protegdo do processo de lipoperoxidagdo foi calculada
em relagio ao controle positivo (na presenga de Fe’* e na auséncia de drogas), que foi
considerado como 100%.

CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos € possivel concluir que TR no estado fundamental
possui atividade scavenger de anions superoxido. Entrentanto ndo foi possivel verificar
a reatividade com radicais hidroxil devido a reacdo da fenotiazina com perdxido de
hidrogénio. Tal atividade pode contribuir para o mecanismo de acdo antioxidante
responsavel pela protecdo contra a oxidagdo de lipideos das membranas mitocondriais
observada.
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