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PEREIRA, G.S Acdao inibitéria dos flavonoides quercetina e rutina sobre a
ativacdo de neutréfilos humano. 2017. 62 f.: il. Dissertagdo de Mestrado em
Biociéncias — Faculdade de Ciéncias e Letras de Assis — Universidade Estadual
Paulista. Assis, 2017.

RESUMO
Rutina e Quercetina sédo flavonoides encontrados em diversos alimentos, incluindo
aqueles indicados como complemento no tratamento de doencas inflamatérias.
Durante o processo inflamatorio, neutréfilos sdo as primeiras células a serem
recrutadas por estarem diretamente relacionadas a ativacdo e resolucdo destes
processos. Assim, frequentemente estas células sdo alvos para novos compostos
anti-inflamatorios. A descri¢cao da atividade anti-inflamatoria de rutina e quercetina se
estende para varios ativadores das vias classicas dos neutrofilos. O estudo quanto
aos compostos forbol ésteres, como PMA (phorbol myristate acetate), que ativam de
maneira especifica a sinalizacdo da proteina quinase C, ainda sdo escassos.O
objetivo deste trabalho foi analisar a atividade anti-inflamatoria de rutina e quercetina
sobre neutrdéfilos ativados por PMA. Para tanto, foram analisadas etapas importantes
do processo inflamatorio mediadas pelos neutréfilos: adesdo, desgranulacéo, e
liberacdo das NETs (Neutrophil Extracelular Traps). Nossos resultados demonstraram
gue, ativacao de neutrofilos por PMA: (i) rutina e quercetina ndo inibem a adesao dos
neutrofilos, (i) quercetina inibe a desgranulgéo, (iii) ambos inibem a atividade da
mieloperoxidase (MPO), assim como (iv) inibem a liberacdo das NETs na auséncia de
morte celular. Analises de docking molecular sugerem que tais eventos podem estar

relacionados a geracdo de complexos quercetina/MPO e rutina/elastase.

Palavras-chave: Flavonoides, quercetina, neutroéfilos, inflamacéo.



Pereira, G.S. Inhibitory action of flavonoids quercetin and rutin on the activation
of human neutrophils 2017. 62 f.: il. Master dissertation in Bioscience— Faculdade

de Ciéncias e Letras de Assis — Universidade Estadual Paulista. Assis, 2017.

ABSTRACT
Rutin and Quercetin are flavonoids found in several foods, including those indicated
as a supplement in the inflammatory treatment diseases. During the inflammatory
process, neutrophils are the first cells to be recruited. They are directly related to the
activation and resolution of these processes. Thus, these cells often target new anti-
inflammatory compounds. The description of the anti-inflammatory activity of rutin and
guercetin extends to several activators of classical neutrophil pathways. Studies
involving forbol esters compounds, as PMA ((phorbol myristate acetate), which
activate in a specific manner the protein kinase signalling, it is still poor. The aim of this
study was to analyze the anti-inflammatory activity of rutin and quercetin on PMA-
activated neutrophils. For this, important steps of the inflammatory process mediated
by neutrophils were analyzed: adhesion, degranulation, and release of NETs
(Neutrophil Extracelular Traps). Our results demonstrated that neutrophil activation by
PMA: (i) rutin and quercetin did not inhibit neutrophil adhesion, (ii) quercetin inhibited
degranulation, (iii) both inhibited myeloperoxidase activity (MPO), as well as (iv) both
Inhibit the release of NETs in the absence of cell death. Molecular docking analyzes
suggest that such events may be related to the generation of quercetin/MPO and

rutin/elastase complexes.

Keywords: Flavonoids, quercetin, neutrophils, inflammation.
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1. INTRODUCAO GERAL
1.1 NEUTROFILOS NO PROCESSO INFLAMATORIO

Inflamacéo pode ser definido como o processo de “recrutamento e
ativacao de células do sistema imunolégico apds infecgao ou injurias” (Amulic et
al., 2012). Sao caracteristicas classicas do processo inflamatorio a dor, rubor,
calor e edema. Tais sintomas surgem devido a alteracBes no endotélio, que
levam ao aumento no volume do fluxo sanguineo, diminuicdo da velocidade do
fluxo e extravasamento de fluidos e proteinas do sangue.

O processo inflamatério tem inicio geralmente devido a injurias teciduais
ou infec¢des por microorganismos que podem ser detectada pelos macréfagos.
Estas células fagociticas, presentes nos tecidos, iniciam o recrutamento de
outros tipos celulares, através da secrecdo de substancias atraentes, como
citocinas e quimiocinas. O primeiro tipo celular a migrar para o local de
inflamacé&o séo os neutrdfilos, cuja principal funcdo também é fagocitica (Junior
et al., 2007).

Os neutrdfilos sdo leucdécitos de nucleo segmentado, assim como 0S
basofilos e eosindfilos. Por tal caracteristica, sdo chamados de leucocitos
polimorfonucleares (PMN’s). Assim como os outros PMN'’s, o neutréfilo possui
granulos em seu citoplasma, o que também permite chama-los de granuldcitos.
A afinidade por corantes neutros é a responsavel pela nomenclatura adotada
para os neutréfilos (Amulic et al., 2012). Sendo os leucécitos mais abundantes
na corrente sanguinea (50-70%), os neutréfilos sdo componentes da resposta
imune inata e adaptativa, possuindo funcao vital para a imunidade (Doeing et al.,

2003).
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O recrutamento de neutrofilos tem inicio pela liberacdo de mediadores
inflamat6rios como citocinas, cistenil-leucotrienos e histamina, liberados por
fagdcitos presentes no tecido e que causam alteracdes na superficie endotelial.
Neutrofilos recrutados, uma série de eventos da microcirculacdo, composta
basicamente pelas etapas de rolamento, adeséo e transmigracao (Kolaczkowska

e Kubes, 2013), também denominada cascata de ativacdo neutrofilica.

1.2 CASCATA DE ATIVAC}AO NEUTROFILICA

A presenca de diversos mediadores inflamatorios, principalmente IL-1- e
TNF-a, aumenta a expressao das moléculas de adeséo no endotélio, P-selectina
e E-selectina, dando inicio aos primeiros passos da cascata de ativacao
neutrofilica, a captura e rolamento. As L-selectinas e o Ligante de Glicoproteina
da P-selectina 1 (PSGL1) sdo moléculas presentes na membrana celular do
neutrofilo e interagirdo com ligantes presentes no endotélio - Lewis-x e as
selectinas P e E, respectivamente. A interacdo apresentada entre essas
moléculas é de baixa afinidade, o que faz com que a ligacdo seja rompida e
refeita ao longo do vaso sanguineo, o que promove a desaceleracdo do
neutrofilo, culminando na captura e rolamento do mesmo (Kolaczkowska e
Kubes, 2013). Uma vez que estdo em contato com o endotélio, os neutréfilos
podem iniciar o processo de firme adeséao.

A adesdo, assim como outros passos da ativacdo dos neutréfilos ao
endotélio, € dependente do rearranjo do citoesqueleto, que ocorrerd pela
ativacao intracelular de quinases das familias Src, HcK, Fgr e Lyn. A ativacao

das quinases garantira ainda a expressdo e mudanca de afinidade das
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integrinas, moléculas essenciais para a etapa de firme adesédo (Borregaard,
2010).

As integrinas da familia B2 integrinas, LFA-1 (Antigeno Associado a
Funcédo dos Linfécitos 1) e Mac-1 (Antigeno dos Macréfagos 1) sdo as principais
moléculas de adesdo expressas pelos neutréfilos. Ambas possuem grande
afinidade com as moléculas da familia das imunoglobulinas, expressas pelo
endotélio, como ICAM1 (Molécula de Adeséao Intercelular 1), ICAM2 (Molécula
de Adesao Intercelular 2) E VCAM (Molécula de Adesédo Vascular). A interacao
entre LFA-1 e ICAM1 é essencial para o processo de firme adesdo dos
neutrofilos ao vaso, que culminara no passo seguinte, a transmigragcao através
das células endoteliais (Yuan et al., 2012).

A transmigracdo é mediada através das integrinas, imunoglobulinas
CAMs (ICAM-1, ICAM-2 e VCAM) e proteinas de juncdo como a PECAM-1
(Molécula de Adeséao Celular e Endotelial Plaquetaria). Existe atualmente duas
possiveis formas descritas para a realizacdo da transmigracdo (ou diapedese):
a paracelular e a transcelular. No caso da paracelular, o neutrdfilo utiliza a juncéo
entre as células endoteliais para a migracdo. No processo transcelular, a
passagem é feita através de uma célula endotelial, que forma uma estrutura
chamada “domo”, e que envolve o neutrdfilo e possibilita sua passagem
(Kolaczkowska e Kubes, 2013).

Uma vez transposta a barreira endotelial, o neutréfilo segue direcionado
pelo gradiente quimiotatico. Tal gradiente é detectado pelos neutréfilos através
de receptores acoplados a proteina G (GPCR - G protein-coupled receptor, do
inglés) (Xu et al., 2003). Os principais receptores GPCR expressos em

neutrofilos sdo: para fMLP, leucotrieno B4, quimiocinas CXCL1 e CXCL2, fator
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ativador de plaquetas (PAF- PAFR) e componentes sollUveis do sistema
complemento C5a e C3a (Williams et al., 2011).

As vias classicas de estimulo para a cascata de ativacdo neutrofilica
consistem na interacdo com receptores expressos na membrana plasmaética,
sendo 0s mais importantes os Receptores Acoplados a Proteina G (GPCR),
Receptores Fc, Receptores de adesao (Selectinas e seus ligantes), Receptores
de Citocina e via de Receptores Toll-like (Futosi et al., 2013).

O Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) é um derivado do 6leo de croton
e potente ativador das fun¢des neutrofilicas. O estimulo proporcionado pelo PMA
foge das vias classicas de ativacdo do neutrofilo, uma vez que n&do ocorre via
receptores de membrana. O PMA possui capacidade de insercdo na bicamada
lipidica da célula, funcionando como intermediario para a Proteina Quinase C
(PKC) (Repine et al., 1974).

A Proteina Quinase C (PKC) é uma isoenzima, pertencente a familia das
Quinases AGC, juntamente com as quinases A e G. Tal proteina esta envolvida
no processo de sobrevivéncia, crescimento, proliferacdo, migracdo e apoptose
celular. Dentre as PKC’s, existe alguns subgrupos que sao classificados em:
convencionas (cPKC), novas (nPKC) e atipicas (nPKC). Cada grupo possui
diferentes representantes, os quais apresentam diferentes dominios regulatérios
(C1 e C2) e dominios cataliticos, como mostrado na Figura 1 (Wu-Zhang e

Newton, 2013).
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Isoforma o siig 5 o o
Subgrupo Dominios Regulatorios Dominios Cataliticos
C1 Cc2 c3 Cc4
ke apny N (I
DAG/PMA Sitio de ligagao ATP _Sybstrgto )
sitio de ligagao calcio Sitio de ligagdo Sitio de ligacdo
oeke  seno N ol
DAG/PMA ATP Substrato
sitio de ligagao Sitio de ligagdo  Sitio de ligagdo
Dominio ATP Substrato
Incompleto C1 Sitio de ligacao Sitio de ligagao

Figura 1. Estrutura de dominios dos subtipos da PKC, convencional, nova e atipica. As
isoformas convencionais (cPKC) sdo ativadas por calcio e Diacylglerol (DAG) ou phorbol esters
(PMA) Adaptado (Bertram e Ley, 2011).

Nos neutroéfilos encontram-se expressas as PKC’s dos tipos a e B —ambas
do subgrupo cPKC e PKC-6 das nPKC. Sao atribuidas as isoformas desta
proteina a influéncia em alguns eventos do neutréfilo como durante o processo
de adesao, em que auxilia na mudanca do pH interno da célula, na apoptose, na
montagem do complexo enziméatico da NADPH e na ativacdo do burst oxidativo.
O PMA tem como alvo o dominio regulatorio C1 da PKC, ativando diretamente a
proteina e eliminando a necessidade do intermediario DAG (diacylglicerol)
(Bertram e Ley, 2011). O esquema detalhado de ativacdo mediada por PMA
encontra-se na Figura 2.

Paralelamente e sinergisticamente a cascata de ativacao neutrofilica,
estas células promovem eventos intimamente relacionados a sua atividade
microbicida. Sao eles, a desgranulacdo, a fagocitose, a geracdo de EROS e

NETSs, os quais serao tratados no proximo item.
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Figura 2. Ativacao da via PKC por PMA em neutr6filos. PMA ativa diretamente PKC via
insercdo na membrana plasmatica, que resulta em adesao, desgranulacéo e geracdo de NETs
através de diferentes vias de sinalizacao (elaborado a partir de (Mashimo et al., 2008; Minguet
et al., 2013).

1.3.  ACAO NEUTROFILICA

Os neutrofilos, como células do sistema imune e fagocitos profissionais
possuem um arcabouco diverso de mecanismos que possibilitam a eliminacéo
de patogenos, que podem ser ainda intra ou extracelulares. Apds o recrutamento
até o foco de inflamacéo, os neutrdéfilos realizam a fagocitose de particulas ou
microorganismos, englobando-os através de uma complexa interacao de lipidios
de membrana, cascatas de sinalizacao intracelular e rearranjos do citoesqueleto.
A morte do microorganismo se d& no interior de vesiculas especializadas, os
fagolisossomos, cujos quais se fundirdo aos granulos citoplasmaticos, que
contribuirdo com enzimas digestivas e conteido antimicrobiano. Além dos
granulos, a geracdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROS) também

contribuem no processo de fagocitose (Kruger et al., 2015).
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Os granulos citoplasméaticos podem ainda ser liberados
extracelularmente num processo denominado desgranulacdo. Além das
vesiculas secretérias, os granulos dos neutrofilos podem ser classificados em
trés tipos: os primarios, também chamados de azurofilicos, os secundérios ou
especificos e os terciarios ou gelatinase. A nhomenclatura numérica adotada diz
respeito a ordem de formacdo desses granulos de acordo com o estagio de
maturacdo do neutrdéfilo. Entretanto, a propensao a desgranulacdo ocorre de
forma inversa, sendo as vesiculas secretérias as primeiras a se fundirem com a
membrana plasmatica, seguido dos granulos terciarios (gelatinase), granulos
secundarios (especificos) e por fim, com menor propenséo a desgranulacéo, 0s
primarios ou azurofilicos (Figura 3).

Em funcéo da variacdo na propensédo de mobilizacdo dos granulos, €
possivel associar a liberacdo dos conteudos granulares aos estados de ativacéo
dos neutrdfilos. As vesiculas secretoérias, por exemplo estdo associadas ao
processo de adesédo, uma vez que o contato com o endotélio induz sua liberacéo
(Amulic et al., 2012). Os granulos de gelatinase por sua vez, parecem estar
ligados ao processo de transmigracao (Delclaux et al., 1996). Ao alcancar o sitio
inflamatorio, tem inicio o processo de burst oxidativo e a mobilizacdo dos
granulos especificos (tendo como principais proteinas as lisoenzimas e
lactoferrinas). Por ultimo, os granulos azurofilicos contendo lisoenzimas,
defensinas, elastase e mieloperoxidase, que podem tanto fundir-se aos
fagossomos quanto serem expelidos para o tecido extracelular no processo de
desgranulacdo propriamente dito. A mobilizacdo e fusdo dos granulos
especificos as vesiculas fagociticas € de grande importancia, jA que estéo

contidos nesses granulos componentes do complexo enzimatico da NADPH
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oxidase necessaria para o burst oxidativo e a geracdo de EROS (Amulic et al.,

2012).

- Primario Secundario Terciario Vesiculas
Tipo de Granulo (azurofilice) (especifico) (gelatinase) secretorias
Estagio de Mieloblasto Pro-mieldcito Mielocito Metamielocito Granulopoiese PMN
formagédo
Propenséo a __7___7_——7———*___7___7__ —‘
desgranulagéo -~ e
Proteinas Lisozima Receptor de complemento 1
Caracteristicas
Mieloperoxidase Lactoferrina FeyRIIl
Elastase Gelatinase
Defensina
Outras proteinas  Catepsina G, PR3, GP91phow/p22phox, CD11b, GP91phox/p22phox, GP91phox/p22phoy,
BPI, azurocidina, colagenase, NCAP18, NGAL, CD11b, MMP25, CD11b, MMP25, C1g-R,
sialidase B12BP, SLP!I, haptoglobina, arginase-1, B2- FPR, fosfatase alcalina,

CD10, CD13, CD14,

P-glucuronidase pentraxina 3, oroscumoide, microglobulina, CRISP3 :
proteinas do plasma

[2- microglobulina,
heparanase, CRISP3

Figura 3 - Os granulos do neutréfilo. Os neutréfilos possuem trés tipos de granulos contidos
em seu citoplasma, sendo eles os azurofilicos, especificos e gelatinase acrescidos das vesiculas
secretorias. Os granulos possuem composicdes diferentes, que podem ser observadas na figura.
Além disso divergem no tempo de maturacdo durante a hematopoiese e na propensao a

desgranulacdo. (Adaptado de Amulic et al., 2012)

Por fim, uma elevada ativacdo pode fazer com que o neutrofilo produza
armadilhas extracelulares, as chamadas NETs (Neutrophil Extracelullar Traps).
Formadas por DNA descondensado, histonas e proteinas nucleares/granulares,
as NETs sao capazes de capturar e matar alguns patdgenos externos a célula —
esquema apresentado na Figura 4.

Recentemente, os mecanismos de formacdo das NETs vém sendo
examinados, visando compreender melhor por quais vias ocorre esse fenémeno.
Sabe-se que a elastase (presente nos granulos primarios) esta envolvida no

processo de descondensacdo do material genético celular, e que as EROS,
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formadas em especial pela NADPH e pela mieloperoxidase possuem papel de
grande importancia na geracdo das NETs. Entretanto, estudos apontam que a
via de ativacdo do neutrofilo é fundamental para compreender o processo

desenvolvido até a liberacdo das armadilhas extracelulares (Kruger et al., 2015).
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Figura 4. Esquema de liberacdo das armadilhas extracelulares do neutré6filo. O neutréfilo
libera extracelularmente as cromatinas descondensadas associadas a histonas, enzimas e

conteldo dos granulos citoplasmaticos (Adaptado de Miyata e Fan, 2012).

Diante do exposto, pode-se afirmar que processo inflamatorio traz
diversos beneficios, dentre eles, podemos citar: diluicdo das toxinas, acesso de
anticorpos, proteinas de fase aguda e componentes do sistema complemento no
local de infeccdo/lesdo, transporte de drogas, eficacia no processo de
coagulacdo, aumento da oxigenacdo e nutricdo local e inducdo da resposta
imunolégica adaptativa. No entanto, a exacerbacdo destes processos pode
resultar no desenvolvimento de diversas patologias (diabetes, doenca de

crohn,artrites, etc). Com o intuito de restaurar o equilibrio da resposta
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imunologica e, consequentemente, melhorar a qualidade de vida dos individuos
afetados, novas substancias capazes de interferir na atividade inflamatoria dos
neutréfilos e, com efeitos colaterais reduzidos, tem sido alvos de pesquisas
recentes. Os vegetais produzem uma ampla gama de compostos, denominados
metabdlitos secundarios (ex, os flavonoides), que tém demonstrado grande

importancia na inibicdo de processos inflamatorios.

1.4. FLAVONOIDES
Flavonoides sdo compostos fendlicos encontrados em vegetais como
metabolitos secundarios. Sabe-se que nas plantas sua principal sua funcéao &
evitar o0 estresse oxidativo (Agati et al., 2012) além de ter papel também na
regulacéo do crescimento (Taylor e Grotewold, 2005). A estrutura quimica basica
€ formada por quinze atomos de carbono, estruturados em dois anéis aromaticos
(benzenos) (A e B, como mostrado na figura 1) e ligados por um anel pirano (C)

(Figura 5).

5 4

Figura 5. Estrutura bésica da molécula de flavonoide. Os anéis aroméaticos (benzenos)

estdo indicados pelas letras A e B, enquanto a letra C demonstra o anel pirano.
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Dentre os flavonoides, existem classes, cujos compostos Sao
classificados de acordo com sua estrutura quimica. Essa diferenciagcédo entre as
classes é feita com base nos niveis de oxidagéo e pelo padréo de substituicdes
no anel pirano (C). J& a organizacdo dentro das classes, é baseada no padrdo
de substituicbes nos anéis arométicos (A e B) (Middleton Jr, 1998). Flavona,
flavonol, flavanona, antocianidinas e isoflavondides sdo algumas das classes
existentes.

Uma questdo muito relevante quanto a estrutura quimica desses
metabdlitos € a glicosilacdo. Os compostos podem se apresentar na forma
aglicona, glicosidica (mono, di ou tri) e ainda como derivados metilados. A
estrutura basica do flavonoide é a forma aglicona. Quando a molécula interage
e se liga com carboidratos, geralmente nos carbonos 3 ou 7, dizemos que O
flavondide é glicosidico. Essas interagcbes sdo importantes pois a forma
apresentada influencia na absorcdo dos compostos pelo organismo, quando
ingeridos pela dieta e também em suas atividades biolégicas (Kumar e Pandey,
2013). Segundo literatura, a forma aglicona possui potencial antioxidante maior
guando comparado a sua forma glicosidica (Ratty e Das, 1988). Entretanto,
outros discutem se a glicosilacdo pode aumentar a biodisponibilidade do
flavonoide (Hollman et al., 1999).

Por apresentarem resultados promissores nos tratamentos e/ou
prevencdo de diversas patologias, as pesquisas acerca dos flavonoides vém
sendo ampliadas ha alguns anos. Dentre seus efeitos, ja foram descritas acéo
antibacteriana (Mori e Nishizawa, 1987; Borris, 1996; Cushnie e Lamb, 2005),
antiviral (Gerdin e Svensjo, 1982), hepatoprotetora (Saller et al., 2001; He et al.,

2004), antitumoral (Lamartiniere et al., 1995; Singhal et al., 1995), anti-
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inflamatoria (Middleton e Kandaswami, 1992; Tunon et al., 2009; Pan et al., 2010)
e antioxidante (Rice-Evans et al., 1996; Van Acker et al., 1996; Pannala et al.,
2001; Kumar e Pandey, 2013).

A classe “Flavonol” € uma das mais amplas e é representada dentre
outros, pelos compostos: quercetina, kaempferol, galengina, kaempferid, rutina
e myricetina (Stewart et al., 2000; Fabre et al., 2001). Além de diversas
atividades bioldgicas descritas para os flavonéides desse grupo, a ingestéao usual
pela dieta por grande parte da populacdo, torna ainda mais interessante e

necessario o conhecimento do potencial desses compostos.

1.4.1. QUERCETINA

A quercetina (3,3',4',5,6-Pentahidroxiflavona) € o flavonéide mais
presente em alimentos usuais da dieta humana. Pode ser encontrado em
cebolas, macés, uvas, tomates, chas, vinho tinto, entre outros (Stewart et al.,
2000). Nas plantas, a quercetina geralmente esta presente como um de seus
derivados glicosidicos, dificiimente em sua forma aglicona (Figura 6). Na cebola
por exemplo, pode estar presente como quercetin-4’-glucoside e quercetin-3,4’-
glucoside. Outros exemplos de derivados glicosidicos da quercetina sao
Quercetin-3-rhamnoglucoside, Quercetin-3-galactoside, Quercetin-3-
rhamnoside, Quercetin-3-glucoside, onde ocorre a interacdo de uma ou mais

moléculas de glicose no carbono 3 do anel pirano (C) (Erlund, 2004).
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Figura 6. Estrutura da molécula de quercetina em sua forma aglicona.

Tanto por sua disponibilidade, quanto pela férmula quimica, sendo a
molécula aglicona a base para muitos derivados, a quercetina é o flavonoide
melhor descrito atualmente. Ja foram reportadas para este metabolito acdes anti
carcinogénica (Verma et al., 1988; Deschner et al., 1991; Huang et al., 1997),
anti-inflamatoria (Ferry et al., 1996; Suyenaga et al., 2014), antiviral (Kaul et al.,
1985; Vrijsen et al., 1988), antioxidante (Chopra et al., 2000; Carvalho et al.,
2010), cardioprotetora (Hollman et al., 1999), dentre outras.

Entretanto, os mecanismos de a¢ao da quercetina a nivel molecular e até
mesmo celular, por vezes ainda permanecem desconhecidos. As propriedades
da quercetina estdo associadas a algumas caracteristicas bioquimicas, como a
de quelar ions de metal, sequestrar radicais livres de oxigénio, inibicdo de
enzimas, inducdo da expressdo de enzimas protetivas, entre outras (Erlund,

2004).
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1.4.2. RUTINA

O flavondide rutina (Quercetin-3-rhamnoglucoside ou 3,3,4',5,7-
pentahydroxyflavone-3-rhamnoglucoside) pertencente também a classe dos
flavonois possui como estrutura basica, uma molécula de quercetina, ligada a
duas moléculas de glicose, sendo elas respectivamente, uma glicose e uma
rhamnose, substituintes na posicao 3 do anel pirano. A combinacao dessas duas
moléculas é denominada rutinose, o que confere o nome ao composto (Khalifa

et al., 1983) (Figura 7).

OH
HO 0
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0 HO7 5 OH
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Figura 7. Estrutura da molécula de rutina.

A rutina, assim como a quercetina e demais flavonoides pode ser
encontrada em frutas, vegetais e plantas em geral, presentes em nosso
cotidiano, como chas, macas, feijao, tomate, etc (Thompson et al., 1999). Um
dos principais frutos em concentracdo de rutina é a fava, fruto do faveiro
(Dimophandra mollis), espécie arbérea nativa do cerrado brasileiro (Chaves e
Usberti, 2003).

Assim como muitos flavondides, a rutina é objeto de estudo de diversas

pesquisas, buscando elucidar suas possiveis acodes, funcionalidades e
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mecanismos efetores. Dessa forma, € possivel encontrar em literatura alguns
estudos em que a rutina atua de forma satisfatoria no combate, prevencgéo ou
melhora de quadros patolégicos.

Podemos citar como exemplo o efeito gastroprotetivo (Abdel-Raheem,
2010) in vivo para Ulceras e lesdes gastricas (La Casa et al., 2000). Potencial
anti-diabético (Cervantes-Laurean et al., 2006; Hao et al., 2012), neuroprotetivo
(Choi et al., 2006; Gulpinar et al., 2012), anticarcinogénico (Deschner et al.,
1991), antioxidante (Yang et al., 2008; Korkmaz e Kolankaya, 2010; Mahmoud,
2012) e anti-inflamatério (Shen et al., 2002; Han, 2009; Lee et al., 2012).

A rutina foi descrita ainda como um potente agente “scavenger”, ou seja,
com capacidade de sequestrar radicais livres de oxigénio (Kerry e Abbey, 1997).
Rutina apresentou ainda otimo efeito quando testada no tratamento de artrite em
modelo experimental, com reducdo de até 100% nas lesbes observadas

(Guardia et al., 2001).
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2. OBJETIVOS

Rutina e Quercetina tiveram algumas de suas atividades anti-inflamatérias
descritas diante de estimulos relacionados as vias classicas de receptores de
ativacao dos neutrofilos, como GPCR, Fc, receptores de adeséo, receptores de
citocina e TLR.

O presente estudo buscou avaliar a acdo destes flavonoides sobre
neutréfilos estimulados por PMA (Phorbol 12-Myristate 13-Acetate), um forte
indutor da ativagdo neutrofilica via sinalizagdo de PKC. Para tanto, foram
realizados testes de adesao, desgranulacao, liberacdo de NETs e simulacao de

interacdo molecular.
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RESUMO

Rutina e Quercetina sédo flavonoides encontrados em diversos alimentos,
incluindo aqueles indicados como complemento no tratamento de doencas
inflamatdrias. Durante o processo inflamatoério, neutrofilos sédo as primeiras
células a serem recrutadas por estarem diretamente relacionadas a ativacao e
resolucdo destes processos. Assim, frequentemente estas células sdo alvos
para novos compostos anti-inflamatorios. A descricdo da atividade anti-
inflamatdria de rutina e quercetina se estende para varios ativadores das vias
classicas dos neutrdéfilos. O estudo quanto aos compostos forbol ésteres, como
PMA (phorbol myristate acetate), que ativam de maneira especifica a sinalizacéo
da proteina kinase C, ainda sdo escassos.O objetivo deste trabalho foi analisar
a atividade anti-inflamatodria de rutina e quercetina sobre neutrdfilos ativados por
PMA. Para tanto, foram analisadas etapas importantes do processo inflamatorio
mediadas pelos neutrofilos: adeséo, desgranulacdo, e liberacdo das NETs
(Neutrophil Extracelular Traps). Nossos resultados demonstraram que (i) rutina
e quercetina ndo inibem a adesao dos neutrofilos, (i) quercetina inibe a
desgranulc¢éo, (iii) ambos inibem a atividade da mieloperoxidase (MPO), assim
como (iv) inibem a liberacdo das NETs na auséncia de morte celular. Analises
de docking molecular sugerem que tais eventos podem estar relacionados a

interacdo destes flavonoides com enzimas MPO e elastase.

Palavras-chave: rutina, quercetina, neutroéfilos, inflamacao, PMA, PKC.
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INTRODUCAO

A inflamacdo é um processo que inclui uma resposta imune complexa,
gue ocorre em Varias etapas e pode ser causada por agentes quimicos, fisicos,
microbiologicos e imunologicos. Ela envolve o recrutamento de leucécitos, em
primeira linha neutrdfilos. Os neutréfilos foram considerados um alvo para
intervencdo farmacoldgica dada a sua capacidade para matar microorganismos,
para iniciar e amplificar o processo inflamatoério. O recrutamento de neutrdfilos e
a ativacéo de suas atividades inflamatérias requerem uma complexa sequéncia
de eventos, incluindo a adesao celular, desgranulacédo e, mais recentemente,
armadilhas extracelulares dos neutrdfilos liberagdo (NET) (Kruger et al., 2015).
O controle do processo inflamatério € fundamental devido aos riscos associados:
danos nos tecidos, perda da funcionalidade de érgdos ou mesmo morte.

Compostos inflamatorios podem estimular vias classicas de ativacao dos
neutrofilos através de receptores expressos na membrana plasmatica, como:
receptores acoplados a proteina G (GPCR), receptores Fc, receptores de
adesdo, receptores de citocina e receptores Toll-like (Futosi et al., 2013).
Alternativamente, a ativacdo neutrofilica proporcionada por agentes forbois,
como Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA), ocorre através do estimulo da
Proteina Quinase C (PKC) e ndo por receptores de membrana como nas vias
classicas.

Plantas medicinais e seus ativos assumem destaque na medicina popular,
principalmente pelas suas atividades anti-inflamatérias no tratamento de feridas
e infec¢des (Baliga, 2011; Rizvi e Mishra, 2013). Substancias de natureza

guimica diversas (flavondides, taninos e terpenos) sao responsaveis por varios
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destes efeitos bioldgicos (Costa et al., 2000; Grangeiro et al., 2006; Leite et al.,
2010; Tenfen et al., 2015).

Os flavonoides chamam a atencdo por possuirem uma gama de efeitos
promissores para o desenvolvimento de farmacos. A quercetina apresenta bons
resultados como antioxidante, anti-inflamatério, anti-histaminico,
imunomodulador, dentre outros (Formica e Regelson, 1995; Kumar e Pandey,
2013). A rutina também j& foi descrita por sua acao anti-inflamatéria em
processos de lesdo pulmonar aguda (Chen et al., 2014; Huang et al., 2014),
gastrites (Abdel-Raheem, 2010) e lesdes gastricas (La Casa et al., 2000) além
da funcéo antioxidante (La Casa et al., 2000; Afanas’eva et al., 2001; Guardia et
al., 2001).

Diversos trabalhos tém relatado a atividade anti-inflamatoria de
Quercetina e Rutina em neutréfilos classicamente ativados. No entanto, existe
ainda uma caréncia de estudos que avaliem o potencial destes flavonoides que
apresentam a via de PKC ativada. Aqui, nosso objetivo foi realizar a avaliacédo
da atividade anti-inflamatéria da quercetina e da rutina em neutrofilos

estimulados por PMA.

MATERIAIS E METODOS

Quercetina e Rutina
Os compostos utilizados foram adquiridos, ja isolados e puros, da marca Sigma.
Para todos os ensaios as concentracfes utilizadas foram as mesmas, sendo

elas: 3.12-50 uM para quercetina e 9-150 uM para rutina.
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Isolamento de neutrdéfilos por método de gelatina
O sangue periférico foi em tubos contendo anticoagulante citrato de sodio 3,2%.
A puncdo venosa foi realizada em voluntarios saudaveis que ndo estavam
fazendo uso de substancias anti-inflamatorias. O isolamento de neutrofilos foi
realizado de acordo com a metodologia previamente descrita (Henson, 1971b;
a; Lucisano e Mantovani, 1984). Os tubos contendo o sangue foram
centrifugados (10 minutos, 12509g) e o plasma removido. Foi entdo adicionada
solucéo de gelatina a 2.5% em NaCl 0.15M, que permaneceu dessa maneira por
15 minutos em banho maria a 37°C. O sobrenadante contendo neutrofilos foi
entdo diluido em NaCl 0.15M e centrifugado novamente (10 minutos, 800g). Para
a lise das hemécias remanescentes foi adicionado 5ml de NaCl 0.2% por 1
minuto. Em seguida, foi adicionado 5 ml de NaCl 1.6% e levado a centrifuga (10
minutos, 800g). O sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas em 1
mL de solucéo tamponante (especifica para cada ensaio). Os neutréfilos foram
corados com Turk para a realizacado da contagem em camara de Neubauer.
Todos os ensaios foram realizados seguindo os principios éticos em
pesquisa humana, recomendados pelo Comité de Etica da Faculdade de
Ciéncias e Letras de Assis, UNESP (procedimentos aprovados sob registro n°

57233716.8.0000.5401).

Viabilidade Celular (Ensaio MTT)
A citotoxicidade foi avaliada através do método colorimétrico com MTT (3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl) 2,5-Diphenyl Tetrazoilium bromide), o qual consiste em

medir indiretamente a viabiliadade celular pela atividade enzimatica mitocondrial.



32

Os neutrdfilos humanos, em concentracéo de 2.5x10° foram dispostos em
uma placa de cultura de 96 pocos, onde foram incubados em diferentes
concentracbes de Quercetina (3.12-50 pM) e Rutina (9-150 pM) diluidas em
100uL de meio de cultura. Apés 1-4hs de incubacao sob 37°C, foi adicionado
10uL da solugéo de MTT (1mg/mL) e aguardas mais duas horas. Os cristais de
formazan presentes nas células viaveis foram diluidos pela adi¢cdo de 50uL de
DMSO (Dimethyl Sulfoxide) e a absorbancia das amostras mensurada em
espectrofotdbmetro a 560nm. Neutrdfilos foram incubados somente em meio de
cultura para controle negativo e em meio de cultura acrescido de agua oxigenada
(H202) como positivo de morte. A metabolizagdo do sal é diretamente
proporcional a viabilidade celular, possibilitando inferir a viabilidade celular a
partir da absorbancia mensurada. Os valores das absorbancias foram
convertidos em porcentagens pela equacéao: Citotoxicidade celular (%) = valor

da amostra x 100 / média controle.

Adeséao Celular

Neutréfilos humanos (4x10°) diluidos em meio de cultura RPMI com 5% de Soro
Fetal Bovino foram incubados em placas de 96 pocos, na presenca de diferentes
concentracfes de Quercetina (3.12-50 pM) e Rutina (9-150 pM) durante 15
minutos, para que fosse possivel a sedimentacéo celular. As células foram entao
estimuladas com Phorbol Myristate Acetate (PMA 20nM) por 1 hora a 37°C. As
células que ndo aderiram foram removidas através da lavagem da placa com
NaCl 0.15M. O teste Bicinchoninic Acid (BCA, Pierce) foi utilizado para evidenciar
0 conteldo proteico presente nos pocos em virtude da células aderentes. A

absorbancia dos pocos foi mensurada a 560nm em um leitor de microplaca.
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Secrecao de Mieloperoxidase

A liberagcdo de mieloperoxidase (MPO) no processo de desgranulagao foi
mensurada de acordo com o seguinte processo: Neutréfilos humanos (2x10°),
purificados através do método histopaque, foram diluidos em meio de cultura e
incubados por 30 minutos, na presenca de diferentes concentracdes de
Quercetina (3.12-50 puM) e Rutina (9-150 uM), e entdo, estimulados através de
PMA (80 nM) por 3 horas a 37°C. Ao fim da incubacdo, neutrofilos serédo
centrifugados (457 g, por 5 minutos) e o sobrenadante, incubado na presenca de
TMB (3,3',5,5"-Tetramethylbenzidine) — um substrato para peroxidases. Apos 10
minutos e a amostra ter obtido tom azulado, é adicionado o stopper, que para a
reagcdo. A absorbancia das amostras foi mensurada a 405nm no leitor de

microplaca.

Atividade da Mieloperoxidase

Neutrofilos humanos (2x10°), purificados através do método histopaque, foram
diluidos em meio de cultura e estimulados através de PMA (50 nM) por 3 horas
a 37°C em placa de 6 pocos. Ao fim da incubacédo, neutréfilos foram
centrifugados (457 g, por 5 minutos) e ao sobrenadante foram adicionadas
diferentes concentracdes dos flavonoides rutina e quercetina e em seguida
incubado na presenca de TMB (3,3',5,5-Tetramethylbenzidine) — um substrato
para peroxidases. Ap6s 10 minutos e a amostra ter obtido tom azulado, foi
adicionada solucédo stopper. A absorbéncia das amostras foi mensurada a

405nm no leitor de microplaca.
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Liberacédo de NETs

Neutréfilos humanos (2x10°) foram incubados com diferentes concentracées de
Quercetina (3.12-50 pM) e Rutina (9-150 puM) durante 30 minutos e entéo
estimulados com PMA (80nM) por 4 horas, a 37°C. As NETs geradas pela
atividade neutrofilica foram quantificadas no sobrenadantes daquelas células
utilizando Picogreen dsDNA kit (Invitrogen), de acordo com o recomendado pelo

fabricante.

Docking Molecular

Os dockings proteina-ligantes foram executados com o programa Auto-Dock
Vina 1.1.2, usando o plugin AutoDock/Vina PyMOL (Trott e Olson, 2010). Os
arquivos SDF da quercetina e da rutina foram obtidos da base de dados
PubChem, sendo convertidos a arquivos de PDB e completos com hidrogénios
usando o programa UCSF Chimera (Pettersen et al., 2004). O programa UCSF
Chimera também foi usado para minimizar as estruturas dos compostos. A
simulacao de docking foi realizada usando o algoritmo genético como gradiente
local de optimizacdo. Para cada simulacdo de docking da elastase uma caixa
de 108,27 x 82,34 x 19,68 (grid points nos eixos X, Y, Z) que foi centralizada nos
sitios cataliticos ALA70, ASN117, HIS57 e SER195 e nos sitios ativos (ASN61,
LEU99, LEU143). Para Mieloperoxidase as dimensdes foram de 29,41 x 4,54 x
38,53 que foi centralizada no agrupamento heme. A afinidade dos compostos
dockados foi expressa em termos de energia de ligacado (kcal/mol). Cada
simulacao de docking levou cerca de 10 minutos em uma estacédo de trabalho

Intel i7 CPU.
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Andlise estatistica

Os dados experimentais foram avaliados por andalise de variancia (ANOVA one-
way) seguido por teste de Bonferroni. Adotou-se um nivel de significancia de 5%.
Todos os ensaios foram realizados em triplicata, pelo menos, em trés ensaios

independentes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O processo inflamatério € um evento extremamente regulado e
sincronizado em que as primeiras células a serem recrutadas para o sitio de
dano/infeccdo sédo os neutroéfilos. A migracdo dos neutrofilos apresenta etapas
fundamentais para que estas células cheguem ao foco inflamatério e exercam
suas funcbes microbicidas. Dentre elas, podemos citar a adesdo, a
desgranulacéo e aliberacdo das NETs. Neste estudo, nos avaliamos tais etapas
em neutroéfilos humanos pré-incubados com quercetina ou rutina e estimulados
por PMA.

A adesdao dos neutréfilos € um evento inicial na migracao destas células
e que é dependente de moléculas de adesdo (integrinas) presentes tanto na
superficie dos neutréfilos como do endotélio. Neutréfilos estimulados por PMA
aderiram firmemente em placas de 96 pocos apés 1h de incubacéo (Figuras 1A
e 1B). O mesmo efeito foi observado em neutréfilos estimulados por PMA mas
gue haviam sido pré-incubados com quercetina (Figura 2A) ou rutina (Figura 2B).
Assim, podemos dizer que nenhum dos flavonoides testados foi capaz de inibir

a adesao de neutrdfilos induzida por PMA.
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150- A

neutrofilos aderidos (%)

CP CN 31 62 125 25 50
Quercetina (uM)

150+

100 T

Neutréfilos aderidos (%)

CP CN 937 1875 375 75 150
Rutina (M)

Figura 1. Quercetina e Rutina ndo alteram a adeséo de neutroéfilos. Neutrofilos (4x10°) foram
incubados em diferentes concentracdes de quercetina (A) ou rutina (B) e posteriormente
estimulados a adesdo por PMA (20nM). A aderéncia foi quantificada por método colorimétrico
BCA. Neutrdfilos foram estimulados com PMA para Controle Positivo (CP) de adesdo e
neutréfilos apenas em meio de cultura foram utilizados como Controle Negativo (CN). * p <0.05

em relagdo ao CN.
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Segundo Souto et al., 2011, a quercetina reduz o recrutamento de
neutrofilos, porém néo pela diminuigdo de receptores de membrana relacionados
a adesdo celular. (Suyenaga et al., 2014) apontam inclusive que a quercetina
aumenta a expressao de moléculas envolvidas na adesao, como a L-Selectina e
B2 Integrina, sem afetar sua afinidade. A inibigcdo do recrutamento apresentado
pela quercetina esta ligada a expressdo das quinases intracelulares que ao
serem inibidas, impedem a polimerizagdo do citoesqueleto, o que inviabiliza a
migragdo quando estimulada por agentes ativadores das vias classicas (Souto
et al., 2011). A ativacdo direta da Proteina Quinase C (PKC) por PMA poderia
assim estar impossibilitando a inibicdo desta quinase pela quercetina e
consequentemente do processo de adesao celular.

A rutina ja foi apontada como uma moduladora para a expressado de
moléculas de adeséao de células epiteliais (Son et al., 2001), entretanto é relatado
em modelo in vivo que a rutina ndo exerce papel inibitério na migracdo de
neutrofilos (La Casa et al., 2000; Suyenaga et al., 2014), o que demonstra que 0
processo de adesédo nao sofreu alteracdes. Portanto, a literatura auxilia e reforca
a ideia de que quercetina e rutina ndo apresentam efeito direto na inibicdo da
adeséo neutrofilica.

Os primeiros estagios de ativacdo dos neutrofilos envolvem também o
inicio do processo de desgranulacdo. A liberacdo dos granulos nos neutréfilos
ocorre seguencialmente sendo as vesiculas secretérias as primeiras a se
mobilizarem seguidas pelos granulos secundarios (gelatinase), granulos
especificos e por fim, os azurofilicos. A enzima elastase se encontra
especialmente concentrada nos granulos azurofilicos, assim como a enzima

Mieloperoxidase (MPO). Assim, a quantificacdo de ambas enzimas no
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sobrenadante dos neutréfilos indicam se as células realizaram a secrecao de
todos os 4 tipos de granulos, tendo sido completo o processo de desgranulacéo.
Portanto tal mensuracgéo traz importantes informacdes a respeito do nivel de
ativacao celular.

A liberacéo do conteudo dos granulos auxilia o neutréfilo na execucao das
diferentes etapas necessarias ao seu recrutamento e acdo microbicida, ja que
sdo também imprescindiveis para a fagocitose e liberacdo das NETs (armadilhas
extracelulares do neutrofilo). Em um estudo recente de Costa e colaboradores,
2016, foram apresentados dados demonstrando que o extrato das folhas da
espécie arborea Eugenia punicifolia, a qual contém dentre outros flavonoides,
alguns derivados de quercetina, é capaz de inibir a desgranulacéo de neutrofilos.
Visando analisar a possivel inibicdo dessa funcéo neutrofilica pelos flavonoides,
foi realizada a dosagem de Mieloperoxidase (MPO) presente no sobrenadante
apos estimulo com PMA.

Como esperado, a quercetina apresentou funcéo inibitéria no processo de
desgranulacdo neutrofilica, uma vez que os niveis de Mieloperoxidase no
sobrenadante foram inferiores a amostra controle, que foi incubada apenas na
presenca de PMA. Nas concentracdes de 25uM e 50uM, as taxas de MPO sao
significativamente menores do que aquela apresentada pelo PMA somente (CP).

A desgranulacdo é uma funcdo de extrema importancia para o sistema
imune, ja que libera mediadores importantes para a eliminacdo de patdégenos
extracelulares. Entretanto, sabe-se que a liberacdo dos granulos pode levar
também a injurias no tecido saudavel, uma vez que os granulos ndo possuem

especificidade, podendo estar associado inclusive aos casos como artrite
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pulmonares, entre outras. Desta forma, suprimir esse

processo pode ter grande relevancia para resolucdo do quadro inflamataorio.
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Figura 2. Quercetina interfere no processo de desgranulacdo. Neutréfilos humanos (2x10°)

foram incubados com diferentes concentracdes de quercetina (A) ou rutina (B) por 30 minutos e

entdo estimulados & desgranulacdo com PMA (80nM). A guantificacdo de MPO liberada foi feita

utilizando-se o método de TMB. Neutrdfilos foram estimulados com PMA para Controle Positivo

(CP) de desgranulacéo e

neutréfilos mantidos apenas em meio de cultura foram utilizados como

Controle Negativo (CN). * p<0,05 em relacéo ao controle negativo (CN); #p<0.05 em relacdo ao

controle positivo (CP).
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Ao contrario da quercetina, a rutina ndo apresentou capacidade de conter
o0 processo de desgranulacdo, uma vez que os niveis de MPO livre no
sobrenadante ndo possuem diferenca estatistica em relacdo ao controle positivo
(CP), demonstrando que todos os tipos de granulos foram mobilizados.

E presente na literatura a ago inibitoria de ambos os flavonoides sobre a
atividade da Mieloperoxidase (Kostyuk et al., 2003; Regasini et al., 2008). A
mieloperoxidase € uma enzima da familia das peroxidases e esta presente nos
granulos dos neutréfilos. A principal acdo da MPO consiste em catalisar a reacdo
entre ions cloreto (CI), brometo (Br) e iodeto (I) com o peréxido de hidrogénio
(H20.), advindo da atividade da NADPH, para a formacdo acido hipocloroso
(HOCI), acido hipobromoso e acido hipoiodoso, respectivamente (Ribeiro et al.,
2015). Aléem disso, a MPO é liberada juntamente com os filamentos de DNA no
momento da extrusdo das NETs e tem papel também na geracdo das mesmas,
nao so6 pela geracdo das EROS (Papayannopoulos et al., 2010).

Tendo em vista os dados da literatura e a importancia dessa enzima para
as funcdes neutrofilicas, foi realizado o teste catalitico da enzima. Os neutroéfilos
foram estimulados com PMA e incubados por 4 horas, tempo suficiente para que
ocorra total mobilizacdo dos granulos. Apés o tempo estipulado, foram
adicionados aos pocos diferentes concentra¢fes dos flavonoides se na presenca
deles, MPO seria capaz de oxidar o substrato TMB (3,3,5,5-
Tetramethylbenzidine).

O resultado encontrado corrobora com o descrito na literatura. Tanto
rutina quanto quercetina foram capazes de diminuir a atividade enzimatica da
Mieloperoxidase (Figura 3). Apesar de apresentar uma tendéncia a queda na

maioria das amostras, a quercetina em concentracdao de 50uM foi a que
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apresentou diferenca estatisticamente relevante, demonstrando decréscimo em
torno de 40% na capacidade oxidativa da enzima. Embora mais discreta, a rutina
em concentracdo de 150 uM apresentou também queda na taxa de atividade da

MPO.
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Figura 3. Quercetina e rutina inibem a acdo enzimética da Mieloperoxidase. Neutrofilos
humanos (2x10°) foram estimulados com PMA (80nM) e incubados por um periodo de 4 horas.
Apb6s o tempo determinado foram adicionadas diferentes concentracdes de quercetina (A) ou
rutina (B) por 10 minutos. A atividade enzimética foi aferida pelo substrato para MPO (TMB).
Neutrdfilos estimulados com PMA, sem adi¢&o dos flavonoides foram utilizados como Controle

Positivo (CP). * p<0,05 em relacé@o ao controle positivo PMA.



42

Apesar da rutina ja ter sido utilizada como inibidora da Mieloperoxidase
(Maseneni et al., 2013), € descrito que a quercetina possui melhor acao inibitéria
da enzima quando ambas séo testadas (Pincemail et al., 1988; Kostyuk et al.,
2003; Regasini et al., 2008), acompanhando 0 que nOSSOS ensaios
apresentaram.

O resultado inibitério de ambos os flavonoides pode ser relacionado a
estrutura quimica, ja que a presenca do grupo catecol é considerado de grande
importancia para a capacidade de inibicdo da mieloperoxidase (Kanashiro et al.,
2007; Regasini et al., 2008). A quercetina possui na posi¢cdo C3 uma hidroxila
livre, que é um grupo de importancia para a funcado scavenger do flavonoide
(Bors et al., 1990). Em contraponto, a rutina, que € um derivado glicosidico da
guercetina, possui na mesma posicdo uma porcao glicosidica, sendo a
substituicdo feita por uma glicose e uma ramnose. A glicosilagdo diminui o
potencial antioxidante dos flavonoides em geral, que também é uma afirmacao
correta em relacéo a rutina e quercetina (Regasini et al., 2008). A substituicéo
no C3 pode ser a razao do resultado mais expressivo da quercetina.

Além dos mecanismos classicos utilizados pelos neutréfilos no processo
inflamatorio como o burst oxidativo, a desgranulacéo e a fagocitose existe ainda
mecanismos mais recentes como as NETs — Armadilhas Extracelulares dos
Neutréfilos (Neutrophil Extracellular Traps). A liberacédo das NETs € a dltima das
ferramentas do neutrdfilo para a captura e eliminacdo dos patdgenos, onde o
neutrofilo expele seu material genético (DNA e histonas) juntamente com o

conteldo de seus granulos (Amulic et al., 2012).
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Neutrofilos estimulados por PMA apresentaram liberacdo das NETs de
acordo com a descricdo da literatura (Figuras 4A e 4B). Em nossas amostras-
teste, neutrofilos foram primeiramente incubados com quercetina ou rutina e
posteriormente estimulados com PMA. A presenca da quercetina foi capaz de
reduzir a liberagdo das NETs de maneira estatisticamente significativa apenas
na concentracado de 50 uM (Figura 4A). Concentragcfes abaixo de 50 pM né&o
apresentaram qualquer efeito. Por outro lado, a pré-incubacdo dos neutréfilos
com rutina ndo somente reduziu como inibiu por completa a liberacéo das NETs
induzida por PMA (Figura 4B). Tal resultado ampara-se no que foi descrito por
Kirchner e colaboradores em 2013, em relacdo a rutina, que n&o inibiu
desgranulacdo, quimiotaxia, nem a capacidade fagocitica, porém inibiu a
geracao de NETSs.

A liberacdo das NETS tem sido relacionada a producdo de espécies
reativas do oxigénio (EROS) pelos neutréfilos durante a ativacdo do burst
oxidativo pelas enzimas NADPH oxidase e Mieloperoxidase (Fuchs et al., 2007;
Patel et al., 2010; Metzler et al., 2011). A acdo antioxidante dos flavonoides
consiste no sequestro de radicais livres de oxigénio, funcdo também chamada
de “scavenger’. Esta reducdo na disponibilidade de EROS prejudica o
funcionamento das enzimas NADPH e da mieloperoxidase. Assim, se néo fosse
pela capacidade antioxidante reduzida da rutina em comparacao a quercetina, o
sequestro de EROS poderia explicar o resultado inibitério de NETs ora

apresentado.
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Figura 4. Quercetina e Rutina reduzem a liberacdo das NETs. Neutr6filos humanos (2x10°)
foram incubados com diferentes concentra¢des de quercetina (A) ou rutina (B) por 30 minutos e
entdo estimulados a liberacdo de NETs com PMA (80nM). Neutrdéfilos foram estimulados com
PMA para Controle Positivo (CP) de NETs e neutréfilos mantidos apenas em meio de cultura
foram utilizados como Controle Negativo (CN). * p<0,0001 em relacdo ao controle negativo (CN);

# p<0.05, ## p<0.01, ## p<0.001 em relacdo ao controle positivo (CP).
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Figura 5. A viabilidade celular dos neutréfilos néo é alterada pela presenca de quercetina
ou rutina. Neutrdfilos humanos, em concentracdo de 2.5x10°, foram incubados em diferentes
concentracdes de quercetina (A) e rutina (B). A viabilidade foi avaliada em 1, 2, 3 e 4 horas
através do método de MTT (1 mg/mL). Meio de cultura e 4gua oxigenada (H202; 50uM) foram

utilizados como Controle Negativo (CN) e Controle Positivo (CP) de morte, respectivamente.
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Uma segunda hipotese, poderia relacionar a redugdo na liberacdo das
NETs com a morte celular que eventualmente a presenca destes flavonoides
tenha induzido. A fim de avaliar esta questao, neutréfilos foram incubados com
guercetina ou rutina nas mesmas concentracées utilizadas previamente. O
periodo de incubagéo foi estendido de 1-4 horas. Em todas as concentracdes
testadas, na presenca de ambos flavonoides, os neutréfilos mantiveram taxas de
viabilidade celular semelhantes aquelas apresentadas pelo controle negativo de
morte (Figuras 5A e 5B). A andlise estatistica ndo demonstrou qualquer diferenca
entre as amostras, exceto em relagéo ao controle positivo de morte.

Descartada a possibilidade de morte celular, pode-se ainda sugerir uma
possivel interacdo do tipo proteina-ligante entre os flavonoides e proteinas
importantes no processo de liberagcdo das NETs. A elastase € uma enzima
descrita como fundamental no processo de descondensacdo do DNA e, portanto,
na geracao das NETs. Mieloperoxidase, embora nédo seja fundamental, age em
sinergismo com elastase, potencializando a liberagdo das armadilhas
extracelulares de forma independente da sua acdo enzimatica
(Papayannopoulos et al., 2010).

Ferramentas computacionais foram utilizadas para investigar possiveis
interacdes entre as enzimas elastase e mieloperoxidase e os flavonoides rutina
e quercetina. O docking molecular, que consiste em uma simulacao da interacéo
entre 0s compostos, demonstrou que ambos flavonoides interagem com o radical
heme de Ferro da mieloperoxidase, através da interacdo na regido de anéis
aromaticos chamada de stacking aromatico (Figuras 6 e 7). Tal ligacdo é muito
estavel, o que explica a inibicdo apresentada, ja que o grupo heme é uma regido

de grande importancia (Cockroft et al., 2005).
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A energia de interacdo entre as moléculas foi bem proxima para
guercetina (-8,4 kcal/mol) e rutina (-8,8 kcal/mol). A quercetina interagiu com o0s
residuos GLN91, SER233 e ainda com o HIS95, sitio catalitico da enzima, por
meio de interacbes de carga (Figura 6) (Davey e Fenna, 1996). A Rutina
demonstrou interacdo com os residuos, GLU102, ARG232, GLN91, MET87 e
também com o sitio catalitico HIS95 (Figura 7) (Davey e Fenna, 1996).

Sendo a quercetina uma molécula hidrofébica (Shiba et al., 2008), a
interagcdo com a regido do bolsdo do radical heme, também hidrofébica, é
favorecida em relacao a rutina, que possui substituicao glicosidica na posi¢éo C-
3 de sua estrutura, o que confere caracteristica mais hidrofilica a molécula. A
caracteristica hidrofébica da quercetina, associada aos dados de docking
molecular, corroboram com os dados experimentais onde quercetina foi mais
eficiente na inibicdo da liberacdo e atividade enzimatica de MPO.

A interacdo entre elastase e os compostos foi também satisfatoria, ja que
ambos flavonoides apresentaram interacdo proxima ao sitio catalitico da enzima
(Allen et al., 1996; Mattos et al., 2006). A energia de ligacdo para a quercetina
foi de -6,4 kcal/mol e a da rutina de -7kcal/mol. A quercetina interagiu com o0s
residuos GLY193 e CYS58, enquanto a rutina interagiu com GLY193 e VAL215
(Figuras 8 e 9). Neste caso, o complexo elastase-rutina demonstrou maior
estabilidade em virtude de sua baixa energia de ligacdo em relacéo a quercetina.
Além disso, a interacéo da rutina com o residuo de VAL215 ocorreu numa regiao
muito préoxima (VAL 216) daquela ja descrita para outros potentes inibidores de

elastase (Von Nussbaum et al., 2016).
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Figura 6. Docking molecular do complexo Quercetina / Mieloperoxidase. A) Estrutura
tridimensional da mieloperoxidase humana (PDB ID 4C1M), representada em cartoon. A
molécula foi obtida no banco de dados PDB (Protein Data Bank). Em amarelo encontram-se
destacados os sitios de ligagao da molécula (residuos LEU260, ARG405, LEU408, ASP409), em
azul o sitio ativo (ASN261), em verde o sitio catalitico (HIS95 e LEU239), em rosa estao
marcadas as liga¢cdes com metal (GLN333, MET336, ARG338, ASP340 e GLY502). B) Local de
interacdo da quercetina, representada em sticks na cor azul. Em laranja estdo marcados os
residuos com os quais ha interacéo polar (HIS95 — sitio catalitico, GLN91, SER233) entre o
ligante e a proteina. D) MPO em representagdo de superficie no docking com a quercetina.
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Figura 7. Figura 6. Docking molecular do complexo Rutina / Mieloperoxidase. A) Estrutura
tridimensional da mieloperoxidase humana (PDB ID 4C1M), representada em cartoon. A
molécula foi obtida no banco de dados PDB (Protein Data Bank). Em amarelo encontram-se
destacados os sitios de ligacdo da molécula (LEU260, ARG405, LEU408, ASP409), em azul o
sitio ativo (ASN261), em verde o sitio catalitico (HIS95 e LEU239), em rosa estdo marcadas as
ligacdes com metal (GLN333, MET336, ARG338, ASP340 e GLY502). B) Local de interacédo da
rutina, representada em preto. Em laranja estdo marcados os residuos com os quais ha interacéo
polar (HIS95, GLU102, ARG232, GLN91, MET87) entre o ligante e a proteina. D) MPO em
representacdo de superficie no docking com a quercetina.
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Figura 8. Figura 6. Docking molecular do complexo Quercetina / Elastase. A) Estrutura
tridimensional da elastase neutrofilica humana, obtida no banco de dados Protein Data Bank
(PDB ID 3Q76), representada em cartoon. Em verde encontram-se os residuos cataliticos
(ALA70, ASN117, HIS57 e SER195) e em azul os sitios ativos (ASN61, LEU99, LEU143). B)
Local de interagcdo da quercetina, em azul claro. C) Zoom no ponto de interacdo da quercetina.
Em rosa estdo marcados os residuos em que ha interacdo polar (GLY193 e CYS58) entre o
ligante e a proteina. D) A elastase em representacao de superficie no docking com a quercetina.
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Figura 9. Figura 6. Docking molecular do complexo Rutina / Elastase. A) Estrutura
tridimensional da elastase neutrofilica humana, obtida no banco de dados Protein Data Bank
(PDB ID 3Q76), representada em cartoon. Em verde encontram-se os residuos cataliticos
(ALA70, ASN117, HIS57 e SER195) e em azul os sitios ativos (ASN61, LEU99, LEU143). Na cor
chumbo esta a molécula de rutina. B) Zoom no ponto de interagdo da rutina. Em rosa estdo
marcados os residuos em que ha interacao polar (GLY193 e VAL215) entre o ligante e a proteina.
C) A elastase em representagdo de superficie no docking com a rutina, mostrando que a
interacdo da rutina acontece préximo aos sitios de ligagéo (azul) e catalitico (verde).
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Com base em nossos resultados, concluimos que rutina e quercetina
ndo inibem adesdo de neutrdfilos induzida por PMA em ensaios in vitro e na
auséncia de endotélio e quercetina, diferentemente de rutina, possui habilidade
de inibir a desgranulacdo. Além disso, a associacdo entre os dados
experimentais obtidos in vivo e in silico, nos auxilia a entender e a propor um
mecanismo molecular pelo qual os flavonoides inibem a geracdo das NETSs.
Embora, quercetina interaja e iniba mais fortemente MPO, esta ndo é uma
enzima fundamental no processo de NETose. Por outro lado, o papel de
destaque da elastase na descondensacao da cromatina pode ser melhor inibido

pela acdo da rutina.
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CONCLUSOES GERAIS

Rutina e quercetina interferem na ativacdo da via PKC em neutréfilos

estimulados por PMA, onde:

1.

2.

Rutina e Quercetina ndo inibem a adesédo de neutrdfilos;

A Quercetina é capaz de inibir a desgranulacao, a rutina nao.

Quercetina e Rutina inibem a acéo catalitica da mieloperoxidase.
Quercetina e Rutina, principalmente, inibem a liberacdo das NETS;

A inibicdo na liberagéo das NETSs pelos flavonoides ndo estéd associada a
morte celular;

Quercetina e rutina possuem potencial de interagcdo com MPO e elastase.
No entanto, os complexos de quercetina/MPO e rutina/elastase

apresentam parametros mais promissores.
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