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RESUMO

A anfotericina B (AmB) é farmaco “padrio ouro” para
o tratamento de infec¢des fingicas invasivas desde
1960. Entretanto, a anfotericina B apresenta elevada
toxicidade, a qual manifesta-se mais frequentemente
nos rins e no figado. Sabe-se, desde 1985, que a auto-
oxidacio da AmB origina diferentes formas de espécies
reativas oxidativas e estas, por serem toxicas para a
célula, seriam responsaveis, em parte, pela toxicidade.
Diferentes estudos indicam que a hesperidina contribui
por meio do decréscimo do estresse oxidativo, para a
protecio renal e contra a injuria gerada pela isquemia.
Tal fato e o envolvimento da AmB na geracio de radicais
livres tornam interessante a avaliacio preliminar
do efeito da hesperidina e AmB (isoladamente ou
associadas) frente a espécies reativas do oxigénio e
radicais livres, bem como o estudo das mesmas em
modelos de citoxicidade. Frente ao ABTSe+, a AmB
apresentou IC, igual a 0,0124mg/mL, mas quando
associada a hesperidina este valor caiu para 0,0003mg/
mL. Frente ao HOCL, a Amb apresentou IC, igual a
0,0056, mas quando associada a hesperidina este valor
caiu para 0,0023mg/mL. No ensaio com DPPHe- e radical
anion superoxido as amostras nio foram efetivas. No
ensaio com células endoteliais em cultivo (HUVEC),
as associacoes reduziram a viabilidade celular. Estes
resultados preliminares evidenciam a interacdo dos
compostos com espécies reativas bem como indicam
possibilidade de exacerba¢io do dano pela AmB na
presenca dos antioxidantes em um modelo in vitro.
Palavras-chave: Hesperidina. Anfotericina B. Estresse
oxidativo. Citotoxicidade.
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INTRODUCAO

A anfotericina B (AmB) ¢ um agente antifungico
poliénico isolado pela primeira vez do Streptomyces
nodosus em 1955 (Kleinberg, 2006). A formulagdo
convencional da AmB (Fungizone®) ¢ de micelas mistas
com o desoxicolato de sodio, e desta forma ¢ o farmaco
de escolha para infecgdes sist€émicas com espécies de
fungos sensiveis (Barrat; Bretagne, 2007). A anfotericina
B ¢ antifungico “padrdo ouro” para infecgdes flingicas
invasivas desde 1960 (Khan & Owais, 2006).

E amplamente aceito que as moléculas de AmB
interagem com membranas celulares e formam canais
ionicos transmembrana. De acordo com a teoria mais
popular (“hipétese do esterol”), a presenca de esterdis
na membrana celular ¢ necessaria para a manifestacao
quimioterapéutica relevante da atividade formadora de
canais i6nicos pela AmB (Czub et al., 2007).

A anfotericina B exerce efeito sobre as células
fingicas formando complexos com o ergosterol e
fosfolipidios da membrana, permitindo o escape de ions
(Na+, K+ e Mg+2) e outros componentes vitais para a célula
(Lincopan et al.,2005). As cadeias poli-hidroxilicas formam
as paredes internas hidrofilicas destes poros (Kleinberg,
20006). A aplicagdo terapéutica da AmB ¢ baseada em sua
maior reatividade contra membranas contendo ergosterol
(principal esterol em fungos) do que membranas que
contenham colesterol (esterol de mamiferos). Entretanto,
este efeito diferencial da AmB entre células fungicas e
de mamiferos ¢ muito pequeno, o que caracteriza a baixa
seletividade responsavel pela toxicidade da AmB (Czub et
al., 2007).

Alguns estudos demonstraram que a capacidade
antifungica da anfotericina B ¢ muito mais complexa do
que a simples formagao de poros na membrana celular do
microrganismo, indicando que a formagao destes poros nao
¢ essencial para o efeito fungicida da AmB, enquanto outros
estudos concluiram que a ocorréncia de estresse oxidativo
por meio da liberagdo de espécies reativas de oxigénio
melhora a agdo da AmB no dano celular a C. albicans e C.
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neoformans (Gonzalez-Parraga et al., 2011). A geragdo em
excesso de radicais livres e acimulo de célcio, consequentes
da agdo da AmB, desencadeia a morte celular via apoptose
e necrose (Berdichevski & Manfro, 2003).

Desta forma, ¢ objetivo deste trabalho uma avaliagao
preliminar da associacdo de um antioxidante natural 8 AmB
na agdo contra agentes oxidantes in vitro bem como sobre
células endoteliais HUVEC em cultivo.

MATERIAL E METODOS

Acdo scavenger sobre o radical ABTS*+

A acdo das amostras frente ao radical ABTS**
(2,2°-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) -
Sigma-Aldrich) foi verificada segundo metodologia descrita
por Pellegrini et al. (1999), com pequenas modificagdes.
Os ensaios foram realizados em tampao fosfato de sodio
10mM (pH 7,0) por meio do decréscimo da absorbancia em
734 nm, de acordo com Vellosa et al. (2007).

Acdo scavenger sobre radical DPPH*

A agdo das amostras sobre radicais livres foi avaliada
por meio do decréscimo da absorbancia em 531nm da
solu¢@o de DPPH* (2,2 Diphenyl-1-picrylhydrazyl - Sigma-
Aldrich) na concentragdo de 60 uM em etanol absoluto,
segundo Soares et al. (1997).

Atividade scavenger sobre o HOCI

As reagdes foram feitas de acordo com Costa et
al. (2004), com algumas modificagdes. A concentracao
da solugdo de HOCI (Acido Hipocloroso) ¢ determinada
espectrofotometricamente em 295nm. As reagdes foram
realizadas em tampdo fosfato de sodio 50mM, pH 7,4
com incubag¢do de 10 minutos das amostra com HOCI
(30 uM) e por mais 5 minutos apos adigdo de TMB
(3°,5,5-Tetramethyl-benzidine -  Sigma-Aldrich) na
concentragdo de 2,8 mM. A leitura das absorbancias foi
feita em 652nm.

Atividade scavenger sobre o anion superoxido

Este ensaio foi realizado de acordo com Kakkar
(1984). O anion superoxido reage com o NBT (Nitro blue
tetrazolim - Sigma Chemical) para formar o cromoéforo
(formazana) cuja intensidade de cor, medida em 560 nm, ¢
diretamente proporcional a concentragdo do radical.

Citotoxicidade:  células  endoteliais HUVEC
(ATCC® CRL-2873™)

As células HUVEC (células endoteliais de veia
umbilical humana), gentilmente cedidas pela Profa. Dra.
Dulcinéia Saes Parra Abdalla da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Sdo Paulo — USP, foram mantidas em
meio RPMI (RPMI Medium 1640 — Sigma) suplementado
com 10% de soro fetal bovino, 1% de solugdo de
antibidticos/antimicoticos (Sigma), 1% de L-glutamina
200mM, 2g de bicarbonato de sodio e 4,682 de HEPES,
¢ mantidas em estufa de 5% CO2 a temperatura de
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37°C. Para o ensaio de citotoxicidade, em uma placa de
microtitulagdo de 96 cavidades de fundo plano (Corning,
Inc.), utilizou-se 5x10° céls HUVEC (células aderentes)/
mL, dispersas em meio de cultura completo apropriado
(RPMI-1640-C) (C = completo - contendo soro fetal
bovino e mix de antibidticos e antimicoticos) por cavidade.
O método baseado na capacidade que as células viaveis tém
em clivar o anel tetrazolico presente no MTT (brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2, 5-difenil-tetrazolio) pela acao
de enzimas desidrogenases contidas na mitocondria ativa,
formando cristais de formazana (Mosmann, 1983).

Andalise estatistica

Todas as analises foram realizadas em triplicata
e os resultados sdo apresentados como Média + DP.
Foram realizadas as analises de Teste t para as amostras
isoladas, e quando estas estavam associadas em diferentes
concentragdes foi realizada a analise de variancia (ANOVA)
de duas vias, considerando-se p<0,05.

RESULTADOS

Avaliag¢do antioxidante

Foi possivel observar que a atividade da hesperidina
(IC,;= 0,0044mg/mL) foi maior que a da anfotericina
(IC,;=0,0124mg/mL, Grafico 1 e Tabela 1), sendo que as
duas substancias obtiveram uma boa ag¢do na captura do
radical ABTSe+.

Quando foram associadas diferentes concentragdes
de hesperidina com diferentes concentragdes de anfotericina
B (Tabela 2) também se pdde notar que as duas substancias
em conjunto foram capazes de capturar o radical ABTSe+
mais eficientemente, quando comparados com os dados da
tabela 1. A associagdo da hesperidina a anfotericina reduziu
o IC, desta tltima para 0,0003mg/mL.

Conforme apresentado no grafico 2 e tabela 3,
anfotericina B e hesperidina praticamente ndo apresentaram
acao sobre o radical DPPHe e quando associadas (Tabela 4)
observa-se ligeira alteracdo na captura do radical.

No ensaio frente o acido hipocloroso, tanto a
anfotericina quanto a hesperidina apresentaram agdo na
captura do oxidante, apresentando IC,, de 0,0056mg/mL e
0,0109mg/mL, respectivamente (Grafico 3, Tabela 5).

Na associag@o entre a hesperidina e a anfotericina
(tabela 6), frente a hesperidina 0,004mg/mL e 0,002mg/
mL a AmB apresentou valores de IC,, de 0,0023mg/mL
e 0,0043mg/mL, respectivamente, aumentando a acdo
antioxidante da anfotericina neste modelo de estudo.

As inibicdes maximas pelas amostras frente ao
radical anion superoxido foram alcangadas na concentragao
de 0,167mg/mL sendo que a hesperidina alcangou 25,7%
de inibigdo (Grafico 4, Tabela 7).

A anfotericina, na maior concentracdo testada,
alcangou inibigdes de 26% na auséncia de hesperidina
(tabela 7) e 36,3% (tabela 8) quando associada a mesma,
indicando que, quando associadas, apresentam agdo
scavenger de radical superoxido potencializada.
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Grafico 1 - Agdo scavenger da anfotericina e hesperidina sobre
o radical ABTS«+, em tampao fosfato de sédio 10mM, pH 7,0.
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Grafico 2 - Acdo scavenger da anfotericina e hesperidina
sobre o radical DPPHe (60uM), em etanol absoluto.
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Grafico 3 - Acdo scavenger da anfotericina e hesperidina
sobre 0 HOCI (**** p< 0,0001, *** p<0,001, **p<0,01).
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Grafico 4 - Acdo scavenger da anfotericina e hesperidina
sobre o anion superoxido (**p<0,01).
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Tabela 1 - Acdo scavenger da anfotericina e hesperidina
sobre o radical ABTSe+.

Anfotericina B Hesperidina

Concentragio

(mg/mL) Média +DP Média +DP
0,00001 0,6434 0,0140 0,6503 0,0110
0,00005 0,6117 0,0507 0,65 0,0076
0,0001 0,6423 0,0042 0,6337 0,0012
0,0005%#* 0.6313 0,0015 0,599 0,0061
0,001 0,5987 0,0479 0,5707 0,0025
0,005%* 0,5093 0,0214 03153 0,0346
0,02%% %+ 0,173 0,0061 0,0107 0,0078
0,05 0 0 0,0193 0,0104

# concentragdes em que houve diferenca estatistica entre os grupos (**** p<0,0001,
#kk p<0,001, **p<0,01)

Tabela 3 - A¢do scavenger da anfotericina e hesperidina
sobre o radical DPPHe.

Concentragio Anfotericina B Hesperidina
(mg/mL) Média +DP Média +DP
0,00001 0,576 0,010° 0,578 0,007
0,00005 0,5793 0,0125 0,578 0,0044

0,0001 0,5733 0,0159 0,5757 0,0086
0,0005 0,5717 0,0051 0,5743 0,0091
0,001 0,576 0,0104 0,5713 0,0081
0,005 0,554 0,0147 0,566 0,0165
0,01 X X 0,564 0,0118
0,02 0,5253 0,0067 0,5523 0,0117
0,05 0,486 0,0042 0,4893 0,0125

# ndo houve diferenga estatistica entre os grupos.

Tabela 5 - Acdo scavenger da anfotericina e hesperidina
sobre o HOCL.

Concentragio Anfotericina B Hesperidina
(mg/mL) Média +DP Média +DP
0,0002 0,4212 0,0120 0,4822 0,0078
0,0004 0,4657 0,0170 0,5067 0,0042
0,002 0,4135 0,0021 0,417 0,0190
0,004** 0,3145 0,0064 0,3777 0
0,02 0,1085 0,0332 0,1415 0,0035
0,04 *** 0,0093 0,002 0,0533 0,0014
0,06 0,0612 0,0050 0,0392 0,0219

# concentragdes em que houve diferenga estatistica entre os grupos (*** p<0,001, **p<0,01)

Tabela 7 - Acdo scavenger da anfotericina e hesperidina
sobre o anion superoxido.

Concentragio Anfotericina B Hesperidina
(mg/mL) Média +DP Média +DP
0,33333 0,3307 0,0200 0,3563 0,0159
0,16667 0,3093 0,0120 0,3313 0,0085
0,08333 0,3593 0,0141 0,3633 0,0092

0,06667** 0,3157 0,0066 0,3372 0,0021
0 0,4460 0,0148 0,4460 0,0148

# concentragdo em que houve diferenga estatistica entre os grupos (**p<0,01).
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Tabela 2 - Agao scavenger sobre o radical ABTSe+: hesperidina associada com Anfotericina em diferentes concentragdes.

ConC. Hesperidina 0mg/mL(A) Hesperidina 0,005mg/mL(B) Hesperidina 0,00lmg/mL(C)  Hesperidina 0,0005mg/mL(D)
Anfo. (mg/ SignificAncia*
mL) Média +DP Média +DP Média +DP Média +DP
*(AeC)
0,001 0,5987 0,0479 0,203 0,01769 0,556 0,01 0,586 0,008 ****(AeB,Be
C,BeD)
****¥(AeB,Be
0,005 0,5093 0,0214 0,14833 0,01097 0,41967 0,02359 0,432 0,01908 C,BeD,AeC,
AeD)
**** (AeB,Ae
0,01 0,173 0,0061 0,073 0,01179 0,29267 0,02259 0,31 0,02227 C,AeD,BeC,
BeD)

#(FE < 0,0001, %% p<0,001, **p<0,01)

Tabela 4 - Agdo scavenger sobre o radical DPPHe: hesperidina associada com Anfotericina em diferentes concentragdes.

ConC. Anfo Hesperidina 0mg/mL(A) Hesperidina 0,05mg/mL(B) Hesperidina 0,02mg/mL(C) Hesperidina 0,01mg/mL(D) Sienifi .
y : ignificincia
(mg/mL) Meédia +DP Média +DP Meédia £DP Meédia £DP
#x% (B g C)
ok (B e D
0,001 0,576 0,0104 0,623 0,0072 0,655 0,0045 0,674 0,0118 AeBALC
AeD)
** (BeD)
##% (Be C)
0,005 0,554 0,0147 0,631 0,0081 0,663 0,0066 0,659 0,0093 sr5x (A0 BA
eC,AeD)
#% (BeC,B
0,02 0,5253 0,0067 0,594 0,003 0,6257 0,0065 0,6293 0,0071 e ng BA
eC,AeD)
# (5 p<0,0001, %% p<0,001, **p<0,01)
Tabela 6 - Agdo scavenger sobre 0 HOCI: hesperidina associada com Anfotericina em diferentes concentragdes.
Concentracio Hesperidina 0mg/mL(A) Hesperidina 0,002mg/mL(B) Hesperidina 0,04mg/mL(C)
Anfotericina Significincia*
(mg/mL) Média +DP Média +DP Média +DP
0,002 04135 0,0021 0,4243 0,0530 03713 0,003 :*((’]*;c%))
** (B e C)
0,004 0,3145 0,0064 0,432 0,0297 0,364 0,0014 rx (A )
0,02 0,1085 0,0332 03557 0,0141 0,2997 0,0014 * ,E’:;?AE %gz)
0,04 0,0093 0,002 0,2853 0,0239 0,064 0 #xx% (Ae C,BeC)
0,06 0,0612 0,0050 0,0447 0,0355 0,0192 0,0021 *i*(‘?/f ;3%)

# (*%0% < 0,0001, *** p<0,001, **p<0,01, *p<0,05)

Tabela 9 - Viabilidade (%) de células endoteliais (HUVEC) frente a anfotericina e suas associagdes com hesperidina, na
auséncia de estimulo LPS.

Anfotericina (A) Hesperidina (B) Anfo + Hesp (0,07810mg/mL) (C)
ConC. mg/mL SignificAncia*
Média +DP Média +DP Média +DP
*(AeC)
0,3125 34,30 5,54 59,97 9,68 29,07 8,19 % (A ¢ B)
0,0391 83,03 533 90,67 16,17 36,93 3,72 ¥***(AeC,BeC)
0,0195 94,55 6,29 93,23 8,24 38,90 0,46 ****(AeC,BeC)
0,0098 93,03 8,46 99,83 0,29 50,57 0,76 ****¥(AeC,BeC)

# (*%0% p< 0,0001, *** p<0,001, **p<0,01, *p<0,05)

Tabela 10 - Viabilidade (%) de células endoteliais (HUVEC) frente a anfotericina e suas associagdes com hesperidina, na
presenca de estimulo LPS.

ConC. mg/ Anfotericina (A) Hesperidina (B) Anfo + Hesp (0,07810mg/mL) (C) Significancia*
mL Meédia +DP Meédia +DP Meédia +DP
0,3125 33,26 4,12 54,46 3,82 10,56 2,13 AN
0,0391 88,93 4,99 84,72 2,57 51,87 1,63 % (A C,B e C)
0,0195 98,68 1,40 96,10 4,55 61,33 3,16 ##5% (Ae C,B e C)
0,0098 99,27 0.89 96,16 1,57 88.89 1,68 #4% (AcB,AcC,BeC)

# (R p< 0,0001, *¥* p<0,001, **p<0,01, *p<0,05)
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Tabela 8 - Acdo scavenger sobre o anion superoxido:
hesperidina associada com anfotericina em diferentes
concentragoes.

Concentracio Hesperidina 0mg/mL Hesperidina 0,167mg/mL
Anfotericina
(mg/mL) Média +DP Média +DP
0,33333 0,3307 0,0200 0,285 0,0050
0,16667 0,3093 0,0120 0,2843 0,0154
0,08333%** 0,3593 0,0141 0,307 0,0072
0 0,4460 0,0148 0,4460 0,0148

# concentragdo em que houve diferenca estatistica entre os grupos (**p<0,01)

-o- Anfotericina B
90+ -O- Hesperidina

% de células viaveis
[
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N N
N S
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Figura 5 - Efeito das amostras sobre células endoteliais
(HUVEQC) nativas (sem estimulo) (¥*p<0,05).

Avaliagdo da citotoxicidade frente a células
endoteliais: HUVEC (ATCC® CRL-2873™)

No teste de avaliagdo de citotoxicidade das
amostras pelo MTT, a AmB e a hesperidina apresentaram
citotoxicidade consideravel a medida que, com o aumento
da concentra¢do, houve redugdo no numero de células
viaveis (Grafico 5). Quando as amostras foram associadas
(tabela 9) houve diminui¢do do niimero de células viaveis
quando comparado as amostras sozinhas, demonstrando
que quando associada a hesperidina, a AmB apresenta
maior potencial de citotoxicidade.

Além disso, como pode ser observado na tabela
10, quando se estimula as células com LPS, e, portanto,
se induz a produgdo de ERO/ERN, ha ligeira alteragdo na
morte celular promovida pelas amostras isoladamente, mas
essa citotoxicidade ¢ alterada significativamente quando
as amostras sdo associadas, o que parece indicar um
envolvimento importante das ERO neste processo.

DISCUSSAO

A AmB ¢ tida como agente pro-oxidante de
membranas que causa estresse oxidativo devido a geragdo de
radicais livres (Osaka et al., 1997). De acordo com Wilson
et al. (1991), a anfotericina também ¢ uma substancia pro-
oxidante na medida em que ¢ capaz de ativar macrofagos
e aumentar a produgdo de anion superdxido. O estimulo
deste “burst” oxidativo em macrofagos pode sugerir que
anfotericina B ativaria estas células via efeito direto na
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membrana plasmatica (Fillipin & Souza, 2006). Kudva et
al. (2011) verificaram que a presenga do produto natural
curcumina reduziu significativamente a lise dos globulos
vermelhos promovidos pela anfotericina B, indicando
a possibilidade de moderar os efeitos toxicos da mesma.
Desta forma, a associagdo de um agente scavenger de
radicais livres ou antioxidante, tal como a hesperidina,
poderia reduzir a atividade citotoxica da AmB.

A anfotericina quando associada as diferentes
concentragdes de hesperidina - 0,005mg/mL, 0,001mg/mL
e 0,0005mg/mL - apresentou alteragdo no valor de sua IC;
contra o radical ABTSe+ respectivamente para 0,0003mg/
mL, 0,0074mg/mL e 0,0083mg/mL. Isto demonstra que
a presenga do produto natural melhora a ag¢do na captura
de radicais livres pelo antifungico. Essa a¢do em que a
AmB associada a um antioxidante poderia ter sua atividade
favorecida ja havia sido proposta por Lamy-Freund ef al.
(1985).

Conforme obtido a partir da tabela 3, as inibigdes
maximas pelas amostras frente ao DPPHe foram
alcancadas na concentragdo de 0,05 mg/mL sendo que a
hesperidina e anfotericina alcangaram 22% de inibicao.
Com 0,02 mg/mL, anfotericina e hesperidina promoveram
respectivamente 15,8% ¢ 11,5% de inibi¢do. Jain ¢ Parmar
(2011) em seus estudos ja haviam demonstrado que a
hesperidina nao possuia agdo na captura do radical DPPH-e.
A anfotericina 0,02 mg/mL quando associada a hesperidina
(tabela 4) alcangou 10%, 5% e 4% de inibigdo estando
a hesperidina nas concentragdes 0,05, 0,02 ¢ 0,0lmg/
mL, respectivamente, indicando que, quando associadas,
anfotericina e/ou hesperidina ndo apresentaram o mesmo
potencial individual.

No estudo da acdo contra o acido hipocloroso,
pode-se notar que a anfotericina apresentou melhor agio
que a hesperidina, podendo isso ser explicado pela propria
estrutura da anfotericina (sete ligagdes duplas conjugadas)
(Osaka et al., 1997). Ainda assim, a hesperidina apresenta
boa agdo que pode contribuir com a agdo antioxidante
das frutas citricas em que a hesperidina esta presente. No
estudo de Ramful et al. (2010) para a laranja foi encontrada
IC,, de 3,98mg/mL e para o limdo IC,, de 10,70mg/mL,
valores que quando comparados ao produto natural isolado
sdo relativamente ruins, mas que podem ser explicados
pelo processamento da fruta, conservagao ou ainda pela
presenca de outros constituintes da mistura que podem
interferir na agéo final.

Na acdo sobre o anion superoxido, as duas
substancias testadas isoladamente ou associadas ndo
apresentaram uma atividade consideravel, discordando de
Jovanovic et al. (1994), em que afirmaram que a hesperidina
teria a propriedade de neutralizar o anion superoxido.

As células endoteliais vasculares foram escolhidas
devido a seu envolvimento na troca de metabdlitos
nos tecidos e por apresentarem papel fundamental na
fisiologia normal e fisiopatologia do corpo humano (Bala
et al., 2011). A AmB como sendo agente pro-oxidante de
membranas, causa estresse oxidativo devido a geragao de
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radicais livres (Osaka ef al., 1997). Desta forma, de acordo
com os ensaios antioxidantes realizados, a associagdo da
anfotericina com um produto natural promove uma boa
acdo antioxidante o que poderia alterar os efeitos nocivos
da anfotericina relacionados a radicais livres (Osaka ef al.,
1997). Entretanto, o contrario foi observado em nossos
ensaios com células endoteliais, os quais evidenciaram
a exacerbacdo da citotoxicidade da anfotericina quando
da associagdo com a hesperidina. Este efeito pode ser
consequencia da agdo de um possivel produto formado da
interacdo dos dois compostos ¢ estudos mais aprofundados
da interacdo entre as moléculas tornam-se necessarios e
estimulam a continuidade desta linha de pesquisa.

Yen et al. (2003) descreveram que flavonoides
induziram dano no DNA de linfocitos por estimularem o
estresse oxidativo nestas células, com redugdo dos niveis
de antioxidantes, tais como grupos tiol da membrana e por
induzirem lipoperoxidagdo. Ainda neste mesmo artigo,
os autores relatam que alguns flavonoides poderiam se
auto-oxidar e, desta forma, gerar radical anion superoxido
e peroxido de hidrogénio.Desta forma, os resultados
apresentados neste trabalho estariam coerentes com este
mecanismo auto-oxidativo dos flavonoides.

Sendo assim, este estudo proporcionou uma
avaliagdo prévia dos efeitos da associa¢do da anfotericina
com um antioxidante natural sobre agentes oxidantes. Esta
alteracdo no processo oxidativo relacionado a anfotericina
pode vir a ser considerada um mecanismo relevante
no desenvolvimento de novas formula¢des contendo o
antifungico. Por outro lado, nossos resultados preliminares
indicam elevagdo da citotoxicidade sobre células
endoteliais quando da associagdo do antifungico com a
hesperidina e, portanto, novos estudos sdo necessarios
para esclarecer in vivo, as doses, a geracao de produtos e
possiveis consequéncias decorrentes desta associagao.
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ABSTRACT

Preliminary assessment of the association between
amphotericin and hesperetin with oxididants and huvec
cells

Amphotericin B (AmB) is drug “gold standard” for
the treatment of invasive fungal infections since 1960.
However, amphotericin B has high toxicity, which
manifests itself most often in the kidneys and in the liver.
It is known, since 1985, that self-oxidation of AmB gives
different forms of reactive oxidative species and these,
being toxic to the cell, would be responsible, in part, by
its toxicity. Different studies indicate that hesperidin
contributes, through the reduction of oxidative stress, to
protect against renal injury generated by ischemia. This
fact and the involvement of AmB in the generation of free

684

radicals make it interesting the preliminary evaluation
of the effect of hesperidin and AmB (alone or associated)
against reactive oxygen species and free radicals, as well
as the study on models of cytotoxicity. Front ABTSe+,
AmB presented IC_ equal to 0.0124 mg/mL, but when it
was associated to hesperidin this value has decreased to
0.0003 mg/mL. Front HOCl, Amb presented IC_ equal
to 0.0056, but when it was associated to hesperidin this
value has decreased to 0.0023 mg/mL. In the trials with
DPPHe and the superoxide anion radical samples were
not effective. In the assay with endotelial cell culture
(HUVEC cells), the association has decreased cell
viability. These preliminary results demonstrate the
interaction of the compounds with reactive species as
well as indicate the possibility of damage exacerbation
by AmB in the presence of antioxidants in an in vitro
model.

Keywords: Hesperidin. Amphotericin B. Oxidative stress.
Cytotoxicity.
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