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A desregulacdo ou o acumulo de ions metalicos estao ligados a inUmeras
doencas. Assim, h4 uma crescente na busca por compostos terapéuticos que
possam atenuar a toxicidade exercida pelo acumulo de tais ions metélicos,
principalmente na pesquisa voltada para medicamentos. O estabelecimento de um
método a fim de testar o potencial quelante de uma vasta gama de compostos seria
vantajoso caso fosse facilmente utilizdvel e de baixo custo. Neste trabalho, um
método sensivel e bem estabelecido para a deteccdo do Cu em solucédo foi
adaptado em um ensaio para determinar o potencial quelante de polifenois
clinicamente importantes (tais quais (-)-epigalocatequina-3-galato (EGCG),
resveratrol, clioquinol e baicaleina). Estes compostos foram escolhidos a fim de
confirmar que a técnica utilizada é um método viavel para aplicacdo futura em novos
polifenois naturais ou compostos sintéticos que mostrarem potencial na terapida da
AD como quelante metalico.

Palavras-chave: Cobre, polifenois, quelantes metélicos, eletroquimica, voltametria

de pulso diferencial, eletrodos de pasta de carbono
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Metal ion dysregulation or accumulation has been implicated in a number of
diseases. As such, a rise in the search for potential therapeutic compounds that can
attenuate the toxicity exerted by the accumulation of such metal ions has been an
area of research targeted in medicine. To aid in this effort, the establishment of an
easy to use and cost-effective screening assay would be advantageous in order to
assess the ability of a wide range of compounds for their metal-chelating ability. In
this report, a well-established and sensitive method for the detection of Cu in solution
was adapted into an assay to determine the Cu-binding potency of clinically
important polyphenols (e .g. (-)-epigallocatechin-3- gallate (EGCG), resveratrol,
clioquinol and baicalein). These compounds were chosen to establish this proof-of-
concept technique as a viable method for later use with newly discovered natural
polyphenols or novel synthetic compounds that show potential in AD therapy as a
metal-chelator.

Keywords: Copper, polyphenols, metal chelation, electrochemistry, differential
pulse voltammetry, carbon paste electrodes.
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1 INTRODUCAO

Alguns metais de transicao tem um papel importantissimo como cofatores em
uma variedade de enzimas oxiredutases encontradas em humanos. Além disso, eles
tem participagdo em neurotransmissores (OPAZO et al., 2014) e processos de
transporte e metabdlicos (KAPLAN et al., 2009). Desta maneira, alguns metais como
o cobre (Cu) séo considerados nutrientes essenciais e podem ser obtidos através do

consumo de alimentos como verduras e algumas améndoas.

Apesar do corpo humano necessitar destes metais, a desregulacdo e o
consumo exagerado podem resultar em danos oxidativos irreversiveis e desordens
gue tem efeitos nocivos sobre o corpo. Existem patologias documentadas, tais qual
a Doenca de Wilson, onde a toxicidade primaria do Cu esta associada a
hipoceruloplasmina (HAYASHI et al., 2013). No cérebro, um acréscimo de trés a
cinco vezes na concentracdo de Cu tem sido documentado em pacientes
diagnosticados com a Doenca de Alzheimer (DA), onde os depdésitos deste meta sdo
geralmente encontrados proximos ou dentro dos agregados de beta-amiloide (-
amiloide) (LOVELL et al., 1998). O mecanismo de toxicidade do Cu inclui sua
habilidade em iniciar rea¢cdes quimicas de oxirreducdo que promovem, entdo, a
reducdo deste metal e a producdo de H,O, e outras espécies reativas de oxigénio
(ERO) pela catalise do O, (BALLAND et al., 2010).

Com o conhecimento desta toxicidade de metais como o Cu, o uso de
moléculas antioxidantes parece ser a opcdo mais viavel para o tratamento do dano
oxidativo causado por tais metais, ja que eles possuem a propriedade de reagir
preferencialmente com as ERO (NOGUCHI et al., 2000). Os flavonoides sdo uma
classe de moléculas que possuem caracteristicas como modulacdo de enzimas e de
caminhos metabdlicos para a diminuicdo da producdo excessiva de ERO, além de
possuirem baixa toxicidade no cérebro, o que leva esta classe a ser uma das mais

pesquisadas na busca de agentes neuroprotetores (DAJAS et al., 2003).

Moléculas com caracteristicas antioxidantes sdo geralmente estruturas

polifendlicas e podem ser encontradas em uma variedade de produtos consumidos
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ao redor do planeta. Um exemplo é o &cido ascorbico (vitamina C) das frutas citricas,
B-caroteno das cenouras, (-)-epigalocatequina-3-galato (EGCG) do cha verde e o
resveratrol das uvas (NODA et al., 1997, BLOCK et al., 1992, BOVERIS et al., 1998,
BERGMAN et al., 2003). Corroborando com suas caracteristicas antioxidantes,
muitas destas moléculas mostram potentes propriedades quelantes, conferindo a
elas vantagens em relagdo a outras moléculas de atividade semelhante frente as
toxicidades associadas aos metais nas doencas neurodegenerativas. Na doenca de
Alzhaimer, foi mostrado que o Cu promove o acumulo de B-amiloide e a
neuroinflamacdo. Também foi documentado que os depdsitos de Cu nos cérebros
de individuos com a doenca de Alzheimer sdo mais ldbeis quando comparados com
aqueles em cérebros de individuos sadios (SINGH et al.,, 2013). Isto leva
subsequentemente a mais dano oxidativo nos tecidos adjacentes aos depdsitos de
amiloide. Pesquisa feita com compostos polifenélicos capazes de minimizar estes
efeitos mostrou que o resveratrol foi capaz de promover a fibrilagdo dos complexos
entre Cu e B-amiloide mais efetivamente do que complexos com outros metais como
Fe, Zn e Al. Os autores explicaram que poderia ser o efeito da forte afinidade entre o
Cu e o resveratrol levando a modulacao da estrutura do complexo (GRANZOTTO et
al., 2011). Além do mais, ja foi reportado que o resveratrol pode inibir a apoptose e
inflamacé&o dos neurdnios e melhorar as fungbes cognitivas nas doencas de
Alzheimer, Parkinson e Huntington (GRANZOTTO et al., 2014, TOME-CARNEIRO et
al., 2013).

Uma nova metodologia no desenvolvimento de drogas para o tratamento de
doencas neurodegenerativas foi o agrupamento de compostos com conhecido
comportamento neuroprotetor para criar o que se chamou de ligante direto de alvos
multiplos (MTDL, do inglés multi target direct ligand) que pode responder ao ataque
multifacetado destas doencas. Em estudo feito por Mao et al, os autores
demonstraram que uma nova molécula formada pela combinacdo de resveratrol e
clioquinol (um conhecido agente quelante metalico) foi capaz de agir como um
guelante bimetalico, um antioxidante com potencial comparado ao Trolox e um
inibidor da agregagao da B-amiloide (MAO et al., 2014). Similar ao resveratrol, o
clioquinol tem demonstrado apresentar efeitos neuroprotetores pela promoc¢édo da
degradacéo dos agregados de amiloide e os complexos desta com o cobre. Devido
ao seu sucesso em pesquisas com animais (MATLACK et al., 2014), o clioquinol,



13

juntamente com seu derivado PTB2, atingiu o estagio de testes clinicos e continua a
ser estudado in vitro na busca de outras propriedades neuroprotetoras (FAUX et al.,
2010).

Outro composto polifendlico natural que aparenta ter promissora atividade
antioxidante é o (-)-epigalocatequina-3-galato (EGCG). Este composto €
abundantemente encontrado no cha verde, juntamente com outras catequinas as
quais também apresentam propriedades antioxidante e anti-inflamatoéria. Existem
dois mecanismos propostos para 0 modo de acdo do EGCG: o primeiro onde sua
habilidade de remover os radicais superoxidos formados ocorre durante a reacéo de
reducéo do fon férrico (Fe®") ao fon ferroso (Fe?"), e o segundo através da sua
habilidade de remover o excesso de Fe por quelacdo, reduzindo assim o seu
potencial dano oxidativo (WEINREB et al., 2009). Como a toxicidade do extrato do
cha verde ndo é documentada e a facilidade de obtencdo deste antioxidante é
grande, ele também tem sido uma escolha popular no estudo de outras funcdes
neuroprotetoras. Pelos mesmos motivos, a baicaleina, encontrada nas raizes da
planta Scutellaria baicalensis, também tem sido um composto a ser testado para
fungdes neuroprotetoras, ja que ele possui a habilidade de reduzir os niveis de [3-
amiloide em ratos modelo com a doencga de Alzheimer (Tg2576) (ZHANG et al.,
2013).

Conforme mais informacdo surge no mundo cientifico para discussdo de
novos antioxidantes, nasce também a necessidade de um ensaio simples de ser
utilizado e com baixo custo para mensurar a capacidade da criacdo antioxidante ou
guelante das potenciais moléculas terapéuticas. Avancos recentes na eletroquimica
permitram o uso de plataformas eletroquimicas de variados modos na
caracterizacdo de polifendis encontrados em diversas amostras (PORFIRIO et al.,
2014, NOVAK et al., 2009, CORDUNEANU et al., 2006). Em tais estudos, também
foi mostrado que o potencial antioxidante da amostra estava correlacionado com o
conteudo polifendlico que tal apresentava. Diversos compostos, tais como EGCG,
clioquinol e baicaleina (NEMCOVA et al., 2012, XIANG et al., 2009, ZHANG et al.,
2013, VESTERGAARD et al., 2005, ZHANG et al., 2013, ZHOU et al., 2012) tiveram
seus perfis eletroquimicos analisados tanto em solugdes tampfes quanto em
matrizes complexas. Contudo, flutuagdes no seu comportamento eletroquimico em

condicbes oxidantes ou com altas concentragcbes de metal podem levar estes
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compostos a se auto oxidarem com o tempo (NOVAK et al., 2009). Assim, a sua
concentracdo pode ser menor no momento da andlise e seu potencial como

guelante pode nao ser efetivamente mensurado.

Este trabalho, realizado em parceria com o laboratério do professor Kagan
Kerman, Universidade de Toronto, e presentemente submetido a revista Current
Alzheimer Research, apresentara uma plataforma eletroquimica com um ensaio que
visa determinar a habilidade quelante de Cu dos seguintes polifenois bem
conhecidos: resveratrol, clioquinol, EGCG e baicaleina. Seus potenciais terapéuticos
serdo comparados através do monitoramento da mudanca do sinal de oxidacdo do
Cu antes e depois da sua interacdo com os flavonoides em diversas concentracdes
e durante um periodo de 24 h. Os parametros experimentais foram otimizados para
a deteccdo do Cu na amostra e, entéo, aplicado durante todo o estudo.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Instrumentacgéo

As medidas eletroquimicas foram realizadas utilizando equipamento Autolab
PGSTAT302N (Methrom, Autolab, Utrecht, Holanda) e analisadas por meio de um
sistema de analise geral para fins eletroquimicos (GPES, do inglés General-purpose
electrochemical analysis system), O sistema estava dotado por um arranjo de trés
eletrodos, consistindo de um eletrodo de pasta de carbono (diametro interno de 3
mm), um fio de platina como contra eletrodo e um eletrodo de Ag/AgCl como
eletrodo de referéncia, todos obtidos de CH Instruments (Austin, USA). Para as
incubacbes, um agitador com incubadora de microplacas VWR symphony (VWR
International, Mississauga, Canada) foi utilizado, com rotacdo de 210 rpm a 37 °C a

menos que especificado de outra forma.

2.2 Reagentes

Resveratrol (3,5,4'-trihidroxi-trans-estilbeno) e clioquinol (5-cloro-7-iodo-
quinolin-8-ol) foram obtidos de Calbiochem (Etobicoke, ON). EGCG ((2R,3R)-5,7-
dihidroxi-2-(3,4,5-trihidroxifenil)-3,4-dihidro-2H-1-benzopiran-3-il 3,4,5-
triiydroxibenzoato) e baicaleina (5,6,7-trihidroxiflavona) foram obtidos de Sigma-
Aldrich  (Oakville, ON) e scyllo-inositol ((1R,2R,3R,4R,5R,6R)-Cyclohexano-
1,2,3,4,5,6-hexol) foi obtido de Tokyo Chemical Industry (Portland, OR). Cloreto de
cobre (Il) dihidratado, p6 de grafite (< 20 pm, sintético), oléo mineral,
dimetilsulféxido, Na;HPO, e KH,PO,4 foram obtidos de Sigma-Aldrich (Oakville, ON).

Todos os reagentes eram de grau analitico e foram utlizados sem prévias
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purificagcbes. Todas as solu¢gbes aquosas foram preparadas utilizando agua ultra-
pura (18,2 MQ+cm) obtida de um sistema de purificacdo Millipore Milli-Q.

2.3 Preparacao das amostras

Uma solucao estoque de 5 mM de Cu (Il) foi preparada em agua deionizada
e guardada ao abrigo da luz. As solucdes estoque de 5 mM dos polifendis foram
preparadas em dimetilsuféxido (DMSO) e guardadas sob refrigeracéo a -20 °C até o
momento da utilizacdo. Todas as solucdes de trabalho foram preparadas a partir da
solucdo estoque com diluicdo em solucdo tampao fosfato de 50 mM (pH 5,5) e

guardadas a 4 °C.

2.4 Preparacao do Eletrodo de Pasta de Carbono (EPC)

A pasta de carbono foi preparada utilizando uma proporcao de 3:2 em massa
de po6 de grafite e 6leo mineral. Os constituintes da mistura foram homogeneizados
até a obtencdo de uma pasta grossa e lisa e entdo empacotados em um corpo de
eletrodo com 3 mm de didmetro interno. A superficie do eletrodo de trabalho foi
renovada e polida entre cada experimento em papel de pesagem a fim de evitar

contaminacgdo cruzada.
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2.5 Medidas Experimentais

2.5.1 Voltametria de pulso diferencial (VPD) para a oxidac&o eletroquimica do Cu (ll)

O uso da VPD ja se mostrou um método mais sensivel para a deteccao da
oxidacdo do Cu (ll) com o uso de EPC (SOARES et al., 1995). As solucbes de
trabalho foram preparadas através da diluicdo da solucdo estoque de Cu (II) em
tampao fosfato de 50 mM (pH 5,5) para se obter a concentracdo desejada. As
solucbes entdo foram analisadas utilizando VPD com uma janela de potencial
variando de -0,25 V até 0,40 V vs. Ag/AgCl com um degrau de potencial de 5 mV e
uma amplitude de modulacdo de 25 mV. O valor de corrente, em Amperes, dado
pela altura do pico foi plotado em um gréafico contra a concentragédo das solucdes de

Cu (I1), em mol-L™, para obtencéo de uma curva de calibracéo.

2.5.2 Interagéo entre os polifenois e o cobre

Para as medidas de incubacao, solucdes de 5 uM de Cu (ll) e concentragbes
equimolares de polifendis foram incubadas juntas, a 37 °C por 4 h, com agitacao.
Para as analises, aliqguotas eram removidas das solucfes em incubacédo e medidas
usando as condicbes mencionadas no item 2.5.1. As mudancas de intensidade de
sinal do pico de oxidagdo do Cu eram monitoradas conforme as medidas eram

realizadas nos diferentes intervalos de tempo.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Primeiramente, a avaliacdo do comportamento do Cu em solugcdo foi
realizada. A seguir, a interacdo do Cu com os flavonoides foi analisada utilizando
eletrodos de pasta de carbono, tanto em condi¢cdes de aumento da concentracdo de

flavonoides quanto num periodo de tempo de 24 h com incubacé&o.

3.1 Comportamento do Cu em solucéo

A concentracdo de Cu foi variada em incrementos nao-lineares a fim de
determinar o comportamento dos eletrodos em uma grande faixa de concentragcéo
do metal. Era de se esperar que um aumento nado-linear na concentracdo de Cu
deveria refletir em um aumento n&o-linear no sinal de oxidagcdo do Cu. Como
mostrado na figura 1, a resposta da corrente gerada através da oxidagdo do Cu na
faixa dos nanomolares e micromolares aumentou de forma exponencial e
demonstrou que o eletrodo de pasta de carbono respondeu de forma satisfatéria,
tanto em niveis baixos e altos de Cu. O desempenho de tais eletrodos ou de
eletrodos com tipos similares de materiais na deteccao de ions metalicos como o
cobre ja foram estudados no passado em condicBes similares as utilizadas neste

estudo.

Por exemplo, Lin et al (Lin et al., 2009), utilizando um eletrodo de pasta de
carbono modificado com um co-politiofeno reportaram uma resposta linear frente ao
sucessivo aumento na concentracdo de Cu na faixa dos micromolares. Além do
mais, o potencial de oxidacdo do Cu (lI) ao Cu (Ill) tem sido observado em
potenciais ao redor de 0,2 V (vs. Ag/AgCl) nas condigcdes experimentais
apresentadas, o que foi congruente com o potencial de pico encontrado entre 0,15 V
e 0,25 V (vs Ag/AgCl) em um eletrodo de ouro modificado com cisteina por Liu et al

(LIU et al., 1999) e um eletrodo de pasta de carbono baseado em parafina sélida por
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Silva et al (SILVA et al., 2011), respectivamente. No caso do trabalho feito por Silva
et al (SILVA et al., 2011), outra técnica eletroquimica conhecida como voltametria de

redissolucdo anddica foi utilizada para a determinacéo do Cu.

Contudo, esta técnica requer uma etapa de pré-concentracdo do ion na
superficie do eletrodo, o que pode levar a analises mais trabalhosas e mais
demoradas. Estas caracteristicas podem ser fatores inconvenientes na adaptacao
de um método para uso futuro que seja barato e produtivo na determinacdo de
flavonoides durante desenvolvimento de novos medicamentos.

Os eletrodos de pasta de carbono utilizados neste trabalho se mostraram
efetivos na deteccdo do Cu sem a etapa de pré-concentracdo, o que possibilitou o

seu uso na investigacao do poder quelante dos flavonoides escolhidos.
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Figura 1 - Valores da corrente de pico para os experimentos de voltametria de pulso diferencial, os
quais refletem a mudanca no sinal de oxidagdo do Cu em diferentes concentracdes. As medidas
foram realizadas em tampéo fosfato 50 mM (pH 5.5) e as barras de erro representam o desvio padrao
para medidas em triplicata (n=3). As demais condi¢des sdo as mesmas descritas na se¢éo 2.5.1
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3.2 Andlise eletroquimica do poder quelante dos polifenois frente ao Cu

A interacéo entre os flavonoides e o Cu foi inicialmente estudada aumentando
a razado molar entre ambos. As mudancas observadas na corrente e no potencial de
oxidacdo do Cu na presenca de diferentes flavonoides estdo mostradas na Figura 2.
Foi, entdo, sugerida a hipotese de que com a adicdo de um forte quelante metalico a
disponibilidade de Cu livre que poderia sofrer reacdo de oxirreducao na superficie do
eletrodo deveria diminuir. Assim sendo, o mais forte quelante escolhido deveria
produzir a maior diminuicdo na corrente de oxidag&do conforme a raz&o molar fosse
aumentada. As mudancas observadas no sinal de oxidacdo mostraram que EGCG,

resveratrol e clioquinol foram eficientes na quelacéo do Cu.

Conforme observado nos experimentos realizados anteriormente, a analise
de solucdes de 5 pM de Cu indicaram que o valor da corrente estava na parte
inferior da faixa dos pA (conforme mostrado pela figura 1). Com a adicdo de
polifenois efetivos na quelacdo do cobre, a intensidade da corrente foi diminuida em
valores entre 0,8 YA e 0,4 pA. Na presenca de 10 uM de resveratrol, o sinal de
oxidagdo do Cu teve seu valor diminuido a 0,52 pA. A intensidade do sinal continuou
a diminuir conforme a concentracdo de resveratrol era aumentada para 25 uM (1:5,
Cu:polifenol), 50 pM (1:10), 75 pM (1:15) e 100 uM (1:20). A mudanca mais
proeminente foi observada com a concentracdo de 100 uM de resveratrol, quando
um valor de corrente de 0,11 pA exemplificou a forte habilidade quelante frente ao
cobre deste polifenol natural. Conforme o observado, pode sugerir-se que quanto
maior o decréscimo no sinal de oxidacdo do Cu, mais forte € a habilidade quelante
do composto frente ao cobre. Na mais baixa concentracdo de 10 uM de polifenol, o
mais potente quelante mostraria o menor sinal de oxidacdo do Cu. Levando isto em
consideracao, foi descoberto que sob estas condigbes experimentais o EGCG foi 0
mais forte quelante de Cu ja que uma razédo de 1:2 promoveu a reducao do sinal em
aproximadamente 0,45 pA. Este resultado esta em concordancia com estudos
realizados anteriormente, os quais discutiram o potencial do EGCG como quelante
de ions metalicos (ZHANG et al., 2013, DE SOUZA et al., 2005). Em estudos com
espectrometria de UV-Vis, Zhang et al (ZHANG et al., 2013) reportaram uma

mudanca espectral induzida pela presenca do Cu em interagdo com o EGCG, na
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qual o pico de absorvancia caracteristico em aproximadamente 320 nm diminuiu
conforme o aumento da concentracdo de Cu. O trabalho também reportou que o
tempo de interacdo entre as duas espécies era curto, contribuindo assim para a
nocédo de que o EGCG era um forte quelante do Cu. Além do mais, um pico de
ombro em aproximadamente 0,35 V (vs Ag/AgCl) foi observado em todos os
voltamogramas das solugdes de Cu-EGCG e seguiu 0 mesmo padréo de diminuicéo
de sinal do Cu conforme a concentracdo de EGCG era aumentada. Este pico de
ombro ja foi mostrado por diversos outros grupos, notadamente por Novak et al
(NOVAK et al.,, 2009) onde estes descreveram a ocorréncia do mesmo pela
oxidacao do préprio EGCG conforme o pH da solugdo era aumentado. A mudanca
observada nestes experimentos pode ser explicada pela diminuida disponibilidade
do EGCG para ser oxidado na superficie do eletrodo apés a complexacdo com o Cu
ou entdo esta pode variar devido as mudancas no pH da solugdo conforme mais
EGCG é titulado na solugdo. Assim sendo, os dois picos de oxidacdo eram
resolvidos o suficiente para mostrar a mudanca na oxidacdo do Cu frente as

mudancas nas concentracdes de EGCG.

O clioquinol foi outro polifenol que exemplificou as promissoras habilidades de
agente neuroprotetor por possuir propriedades de quelante metalico. Como discutido
previamente, ions metalicos como Cu, Zn e Fe tém sido encontrados em abundancia
nas regides de depdsitos de B-amiloide. Em um trabalho feito por Cherny et al
(CHERNY et al., 2001), um decréscimo de 49% dos depodsitos de B-amiloide foi
observado quando ratos transgénicos receberam administracdo de clioquinol
durante um periodo de 9 semanas. A estrutura do complexo formado entre Cu e
clioquinol ja foi demonstrada por Pushie et al (PUSHIE et al., 2014), trabalho no qual
0s autores descreveram que a vantagem adicional do clioquinol no tratamento da DA
pode ser devido a alta lipofilicidade do ligante livre e suas propriedades de guelante
metdlico. Logo, é reafirmado o potencial do clioquinol como um agente terapéutico
viavel no tratamento da acumulacdo de ions metalicos e um composto que deve ser
utilizado neste estudo a fim de estabelecer uma plataforma eletroquimica que
permita estudar novos compostos fendlicos no futuro os quais talvez possuam
habilidades quelantes frente ao Cu. Neste estudo eletroquimico, o clioquinol também
foi capaz de diminuir o sinal de oxidacdo do Cu conforme sua concentracdo era

aumentada, o que demonstrou sua habilidade de quelar o Cu. Em comparacédo a
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outros fortes quelantes como resveratrol e EGCG, o clioquinol necessitou maiores
concentracOes para desenvolver a mesma diminuigdo no sinal do Cu. Isto pode ser
explicado pela menor quantidade de grupos funcionais hidroxila no clioquinol quando
comparado com resveratrol e EGCG, caracteristica essa pivd na habilidade de um
composto quelar metais. No caso do clioquinol, uma maior razdo Cu:polifenol seria
necesséria para obter o mesmo numero de sitios quelantes quando comparado com
o resveratrol e EGCG a fim de diminuir o sinal de oxidacdo do Cu na mesma

extensao.

De modo contrario, a baicaleina mostrou comportamento inverso na
habilidade de quelar o cobre quando comparado com os outros polifenois analisados
neste estudo. Um trabalho anterior realizado por Vestergaar et al (VESTERGAARD
et al., 2005) sugeriu uma possivel razdo de ligacdo de 1.6 para a baicaleina e
conclui que, apesar de esta ja ter sido demonstrada como um forte quelante para o
Fe (SQUITTI et al.,, 2009, RiHA et al., 2014), a habilidade de quelar o Cu é
insignificante quando comparada com outros polifenois, como catequina-galato e
quercertina. Indo além, seria de se esperar uma diminuigdo na corrente sugerindo
gue houve a guelacdo, porém o que se observou foi que conforme a concentracéo
de baicaleina era aumentada, também aumentava a intensidade da corrente. Esse
comportamento oposto pode ser o resultado de condicbes ndo ideais para a
interacdo entre baicaleina e Cu. Outros estudos notaram uma dependéncia desta
com o pH, onde ambientes mais &cidos promoveram a quelacdo do Cu (RIHA et al.,
2014). E possivel que para melhor determinacio da habilidade quelante de
flavonoides similares a baicaleina, uma mudanca nas condicbes de pH do meio
possa ser considerada. Contudo, esta mudanca na acidez pode néo coincidir com as
condicbes ideais de funcionamento dos eletrodos de pasta de carbono para
determinacdo do Cu (KUMAR JENA et al., 2008, YUAN et al., 2012, RAMAN et al.,
2005). Deste modo, em pesquisas futuras, novos materiais para eletrodos ou
modificacdes na superficie poderdo ser aplicados para determinacdo de tais

compostos.

Como um controle negativo para tais experimentos, um estereoisomero do
inositol, scyllo-inositol, foi escolhido jA& que ndo demonstra possuir quaisquer
propriedades de quelante metélico. Esta molécula foi recentemente popular na area

da terapida da DA por mostrar proeminentes propriedades de modulacdo da
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formacdo de peptideos de B-amiloide (DA SILVA et al., 2010, MCLAURIN et al.,
2000, FENILI et al., 2007). Apesar de ter sido direcionada diretamente para estudos
clinicos como possivel droga terapéutica na DA, seu modo de acdo ainda nao foi
documentado como sendo pela quelacdo de ions metalicos. Assim sendo, é
esperado que com o aumento da concentragdo de scyllo-inositol ndo ocorra
mudanca na oxidagdo do Cu. Mostrado na parte inferior da figura 2, o sinal da
corrente de pico ndo possui quaisquer perfil, seja de aumento ou diminuicéo, a ponto
de sugerir um processo de quelacdo entre Cu e scyllo-inositol. Mais, o0s
voltamogramas mostrados a direita ndo mostram o surgimento de um pico adicional
gue poderia sugerir interacdo. Estas observagdes estdo de acordo com a inabilidade

de uma pequena molécula de acucar agir como quelante de Cu.
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Figura 2 - Mudanca no sinal de oxidagdo do Cu apos 24 h na presencga de resveratrol, EGCG, clioquinol, baicaleina ou scyllo-inositol. Os valores da corrente
de pico estdo mostrados mais a esquerda, onde as barras de erro indicam o desvio padréo de medidas em triplicata (n=3). Os voltamogramas de pulso
diferencial associados a cada polifenol estdo mostrados mais a direita. Todas as medidas foram realizadas em tampéao fosfato 50 mM (pH 5.5) a 37 °C, sob

agitacdo. As demais condi¢des séo as mesmas descritas na segéo 2.5.1.
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3.3 Interacdes entre Cu e polifenois com o tempo

A habilidade de cada flavonoide quelar o Cu em um periodo de 24 h também
foi testada usando este método. Os experimentos anteriores nos quais diferentes
concentracdes de flavonoides foram testadas utilizaram um periodo de incubacéo de
um dia. Contudo, a habilidade de quelante de uma molécula também pode ser
comparada pelo tempo necessario para produzir uma mudanca observavel no sinal
de oxidacdo do Cu. O sinal de oxidacdo do cobre observado nos periodos de 0, 6,
12, 18 e 24 h esta mostrado na figura 3. Concentracdes equimolares de Cu e
flavonoides foram utilizadas ja que permitem uma interpretacdo mais simples e a
comparacao de qual molécula foi o mais potente quelante do Cu. Como esperado,
0s guelantes mais fortes encontrados neste estudo foram também aqueles que
necessitaram a menor quantidade de tempo para diminuir o sinal de oxidac&o do Cu.
Similar as carateristicas observadas na figura 2, EGCG foi 0 mais potente, seguido
entdo pelo resveratrol e clioquinol. Para o EGCG e resveratrol, 6 h foram suficientes
para determinar se houve alguma interacdo. Contudo, para o clioquinol, somente a
partir do periodo de 12 h houve uma diminuigdo observavel no sinal de oxidacéo do
Cu. O potencial dos trés flavonoides mencionados concordou com o encontrado no
estudo eletroquimico realizado neste trabalho e também por outros grupos (GULCIN
et al., 2010, BURKITT et al., 2000, BELGUENDOUZ et al., 1997, RITCHIE et al.,
2003). Mais uma vez, a baicaleina nao demonstrou quaisquer propriedades quelante
frente ao Cu nestas condi¢cdes, comportando-se da mesma maneira que o scyllo-
inositol, o qual também nédo demonstrou quaisquer caracteristicas quelante do Cu no
periodo de 24 h.
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Figura 3 - Mudanca no sinal de oxidacdo do Cu ao longo do tempo na presence de resveratrol,
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4 CONCLUSAO

A andlise eletroguimica do Cu em amostras contendo importantes
flavonoides em diferentes concentracdes foi realizada a fim de estabelecer uma
metodologia que buscava provar a habilidade quelante de cobre destas moléculas
gue possuem potenciais terapéuticos.

Os flavonoides foram escolhidos com base na literatura que mostrava que
tais moléculas possuiam uma ou ambas as caracteristicas de ligantes metalicos e
agentes neuroprotetores contra doencas neurodegenerativas como Doenca de
Alzheimer e Parkinson.

O trabalho apresentado apresenta de modo pioneiro um ensaio que utilizou
a sensibilidade da deteccédo eletroquimica para ions metalicos em solucdo na
determinacao das carateristicas quelantes de compostos polifendlicos naturais.

Foi mostrada a diferenca no sinal de oxidagdo do Cu em ambos os casos
onde foi variada a concentracéo do polifenol e num periodo de 24 h de incubacéo.

Os resultados sugeriram que o potencial quelante de Cu dos flavonoides
segue a seguinte ordem onde EGCG > resveratrol > clioquinol > baicaleina — scyllo-
inositol.

Foi descoberto que os grupamentos hidroxila tem um papel fundamental na
habilidade dos flavonoides de diminuir o sinal de oxidacdo do Cu, resultados esses
concordantes com outros estudos presentes na literatura.

O método desenvolvido € facilmente utilizado, barato e podera ser
empregado no futuro para investigacdo até mesmo de novos compostos sintéticos

gue possuam caracteristicas similares a dos compostos naturais aqui estudados.
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