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“Nem tudo que se enfrenta pode ser modificado, mas nada pode
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RESUMO

Apocinina, um metoxi-catecol originalmente extraido da raiz da Picrorhiza
kurroa, tem sido usado como inibidor do complexo NADPH oxidase em células
fagociticas e ndo fagociticas. Seu mecanismo de inibicdo esta ligado a sua
prévia ativacdo através da acao de peroxidases levando a oxidacédo do produto
dimérico, diapocinina. Neste estudo a dipocinina foi sintetizada e investigado o
seu efeito como inibidor da NADPH oxidase em neutréfilos (PMN) ativados e
células mononucleares de sangue periférico (PBMC). A sintese da diapocinina
foi realizada pela oxidagdo da apocinina por persulfato de potassio em meio
adgua durante 5 minutos em temperatura ambiente. O precipitado foi filtrado e
lavado com agua e metanol. Diapocinina foi caracterizada por espectrometria
de massas. Os PMN e PBMC foram obtidos do sangue periférico de doadores
saudaveis e purificados para sedimentagdo com gelatina ou por centrifugacao
com Histopaque®, as hemacias foram lisadas com agua gelada ou cloreto de
amonio. Diapocinina ou apocinina foram incubadas com zimosan opsonizado,
para ativagcdo dos PMNs e liberacdo de anion superoéxido, estes monitorados
por ensaio quimiluminescente dependente de lucigenina. Descobrimos que
diapocinina ndo era melhor inibidor do que a apocinina nos PMN. No entanto,
diapocinina foi mais eficiente que apocinina como inibidor da NADPH oxidase
em PBMC. Em concluséo, considerando que PBMC s&o relativamente pobres
em peroxidases em comparagdo com PMN, nossos resultados sé&o
consistentes com a necessidade de oxidagao de apocinina durante o seu efeito
como inibidor da NADPH oxidase.

Palavras-chave: Diapocinina, Apocinina, NADPH Oxidase, Espécies Reativas

de Oxigénio, Fagdcitos.
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ABSTRACT

Apocynin, a methoxy-catechol originally extracted from the root of Picrorhiza
kurroa, has been used as an inhibitor of the NADPH oxidase complex in
phagocytic and nonphagocytic cells. Its mechanism of inhibition is linked to
their prior activation through the action of peroxidases leading to oxidation of
the dimeric product, diapocynin. In this study, dipocinina was synthesized and
investigated its effect as an inhibitor of activation NADPH oxidase in
neutrophils (PMN) and peripheral blood mononuclear cells (PBMC). The
synthesis of diapocinina was performed by oxidation of apocinina by potassium
persulphate in the midst of water for 5 minutes at room temperature. The
precipitate was filtered and washed with water and methanol. Diapocinina was
characterized by mass spectrometry. PMN and PBMC were obtained from
peripheral blood of healthy donors and purified for gelatin sedimentation, or
centrifugation with Histopaque ®, the red cells were lysed with ice water or
ammonium chloride. Diapocinina or apocinina were incubated with opsonized
zymosan, activation of PMNs and release of superoxide anion, these monitored
by chemiluminescent assay dependent lucigenina. We found that diapocinina
inhibitor was no better than the apocinina in PMN. However, diapocinina was
more efficient than apocinina as an inhibitor of NADPH oxidase in PBMC. In
conclusion, whereas PBMC are relatively poor compared with peroxidases
PMN, our results are consistent with the need for oxidation apocinina for its

effect as an inhibitor of NADPH oxidase.

Keywords: Diapocynin, Apocynin, NADPH Oxidase, Reactive Oxygen Species,

Phagocytes.
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1 INTRODUCAO

Os radicais livres, espécies dotadas de elétrons desemparelhados séo
moléculas bastante instaveis e reativas. Para sua estabilizacdo, reagem
rapidamente com determinadas substancias vizinhas. Em funcédo disso, possuem
meia vida curta, porém suficiente para desencadear reacdes que podem
comprometer e danificar biomoléculas, células ou tecidos. Na literatura é crescente
o surgimento de trabalhos que abordam o assunto nas suas varias vertentes.
Grande parte dessas discussdes correlaciona a producéo excessiva dos radicais no
organismo e seu envolvimento em varias doencas, tais como, diabetes, hipertensao,
aterosclerose, doencas cardiacas, renais, pulmonares, eventos mutagénicos e até
mesmo, carcinogénicos.

A producdo de radicais livres pelo organismo € inevitavel, pois muitas dessas
espécies sao oriundas do metabolismo do oxigénio. Os radicais livres que
pertencem a classe das ERO, espécies reativas de oxigénio, também conhecidas
por ROS, sigla de Reactive Oxygen Species, sao intermediarios oxidantes gerados
em organismos vivos. Entre estes, pode-se citar ERO nao radicalares como peroxido
de hidrogénio (H,0;), acido hipocloroso (HOCI), peroxinitrito (ONOQO’), oxigénio
singlete (*O,) e radicalares como anion radical superéxido (O,), 6xido nitrico (NO-),
radical hidroxila (OH-), radical perhidroxila (HO,:), radical alcoxila (RO-) e radical
peroxila (ROO:). (GUZIK; HARRISON, 2006). Contrariando seus efeitos maléficos,
as ERO também sdo essenciais para o desenvolvimento de algumas atividades
fisiologicas absolutamente vitais como a protecdo imune mediada por fagécitos e a

regulacdo da pressdo arterial pelo 6xido nitrico. No caso da defesa inata do
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organismo, os neutroéfilos fazem uso da producdo e do metabolismo das ERO para
eliminar invasores patogénicos.

Nesse contexto, alguns compostos com propriedades antioxidantes estdo
sendo investigados devido a sua capacidade de neutralizar ou diminuir a toxicidade
dessas espécies reativas. Este trabalho apresenta uma breve discussdo sobre dois
compostos evidenciados como inibidores de NADPH oxidase, principal fonte de ERO

em células fagociticas e nao fagociticas, a apocinina e o seu produto dimeérico.

1.1 Neutréfilos e Monocitos

Os leucocitos ou glébulos brancos sdo células constituintes do sangue,
produzidos, assim como os eritrocitos, ha medula 6ssea. Os leucocitos sao células
responsaveis pela defesa do organismo contra agentes infecciosos e sao
subdivididos em dois grupos de células: os granuldcitos e os agranuldcitos. Dentro
do primeiro grupo enquadram-se os neutréfilos, denominados também como
polimorfonucleares (PMN). Os neutrofilos constituem aproximadamente de 50 a 70%
da quantidade total de leucdcitos e sdo evidenciados também pela sua capacidade
de realizar fagocitose (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). Os PMN se encaixam no
grupo dos granuldcitos por conterem em seu citoplasma granulos especificos e
também granulos azuroéfilos. Os granulos azuréfilos recebem esse nome por corarem
em tons de purpura e sao, na verdade, lisossomos (ROSS; ROWRELL, 1993). Na
composicdo desses granulos encontram-se muitas enzimas que contribuem para a
morte do microorganismo, com destague para a mieloperoxidase (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2008). Esta peroxidase € capaz de converter perdoxido de hidrogénio

em acido hipocloroso (WORM, 2001). Apés a fagocitose e por meio da degranulacao
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a mieloperoxidase € liberada no interior do fagossomo. Para a formacdo dos
produtos bactericidas a mieloperoxidase necessita da presenca de halogénios, como

CI, Br, I' (KLEBANOFF, 2005).

H.0, + CI ™°_ HOCI + HO

Os neutréfilos compdem a primeira linha de defesa e sdo os primeiros a
chegarem ao local de inflamacdo. Aléem dos PMN, outra linha de células de defesa,
oS mondcitos também realizam fagocitose e necessitam das ERO para
desempenhar sua funcédo (ROSS; ROWRELL, 1993). Os mondcitos ficam no sangue
por alguns dias, depois penetram em 0Orgaos e sofrem maturacdo e sdo chamados
de macréfagos. Tanto os neutrofilos como os macréfagos habitam o tecido
conjuntivo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Na presenca de um microorganismo, as células de defesa sédo chamadas aos
locais de inflamacé&o por sinalizadores quimicos, ou seja, quimiotaxia (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2008). Nesta condi¢cdo ocorre um aumento no consumo de oxigénio da
célula, processo antecessor a produgdo de ERO e conhecido como “burst” oxidativo
ou explosdo respiratoria. Durante a explosdo respiratéria 0 oxigénio molecular

consumido é convertido em anion radical superéxido (O2) (BABIOR, 1999).

1.2 NADPH oxidase

O complexo enzimatico NADPH oxidase (NOX) é o responsavel pela
formacdo de anion radical superoxido a partir do oxigénio consumido durante a
explosdo respiratéria. Trata-se de um complexo composto por varias enzimas que

sdo encontradas em ceélulas fagociticas, como o0s neutrofilos, mondcitos e
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macrofagos, e células que nédo realizam fagocitose como as células endoteliais,
fibroblastos, etc. (EL-BENNA et al., 2005).

O mecanismo de interacdo das subunidades da NADPH oxidase € mais
conhecido nas células leucocitarias, ja que o complexo multi-enzimatico dos
fagécitos € mais amplamente investigado (PARAVICINI; TOUYZ, 2008). Para
formacdo da NADPH oxidase s@0 necessarias varias proteinas, algumas presentes
na membrana plasmatica e outras, no citoplasma (KLEBANOFF, 2005). A proteina
de membrana é uma flavoproteina conhecida como citocromo bssg € é constituida
por uma glicoproteina designada por gp91°"> e um polipeptideo, o p22°"*. As outras
proteinas estdo presentes no citoplasma da célula. Sdo elas: p47°"™, p67°",
p40P"*  Racl. Para a ativacdo da NADPH oxidase (Figura 1), as proteinas
citossolicas migram para a membrana plasmatica, e se unem ao flavocitocromo bssg
(BABIOR; LAMBETH; NAUSSEEF, 2002). A proteina p47"" desempenha
importante funcdo de organizar e translocar os componentes citoplasmaticos para a
juncdo com o citocromo bssg. Com a ativacdo da NADPH oxidase o oxigénio
molecular recebe um elétron desse complexo, ou seja, é reduzido a O, (XIMENES

et al., 2007). A reagdo que ocorre é a seguinte:

NADPH + O, — NADP + H™ + Oy
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Ativacdo da NADPH oxidase

Meio Extracelular ou Fagossomo 0,

Cr- 02
HOCl, ), e

e

Membrana Celular e & o
- HO,

p40 !
2H:
pa7 )
phox *\
phox | phox NADPH |, NADP" + 2H°

Citoplasma

Figura 1. Ativagdo do Complexo NADPH Oxidase (MEDICAL IMMUNOLOGY).

E a subunidade gp91 que reduz o oxigénio molecular a anion superéxido, é
esta molécula que efetua, de fato, a transferéncia de elétrons para a molécula de O,
(WORM, 2001).

Uma vez formado, o &nion superéxido pode sofrer uma reacdo de
dismutacao, pela enzima superéxido dismutase (SOD) e ser convertido em peroxido
de hidrogénio (GOULART et al.,, 2007). A reacdo de dismutacdo € a seguinte

(ANDRADRE Jr et al., 2005):

02_ + Oz_ + 2H+ — 02 + H202

Apés a formacgédo do peroxido de hidrogénio e com a atividade catalitica da

7z

enzima mieloperoxidase, o acido hipocloroso é formado e contribui para a

eliminacdo do patégeno fagocitado (ROSS; ROWRELL, 1993). Portanto, apos a
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formacdo da espécie primaria, O,, varias reacdes podem ser desencadeadas e
outras EROs séo produzidas até que o microorganismo seja efetivamente eliminado
(Figura 2) (GUZIK; HARRISON, 2006). Como exemplo de ERO originadas a partir do
O, pode-se citar: radical oxido nitrico (NO’), radical hidroxila (HO’), peroxinitrito

(ONOO"), oxigénio singlete (*O,) (SIES, 1991).

2(3?
Oxigénio

NADPH oxidase

2 oly
Superdxido

2H* Superoxido dismutase
ou espontanea

HO,

Feacho de Peréxido de hidrogénio

eacao _ .

Fenton @ _ Mieloperoxidase
Fe2 | Ci

oW +oH~ e’ 0C™ + H0
Radical livre Hipoclorito

hidroxila J
\____, Bactericida (-——J

Figura 2. Producdo de ROS e Reac¢bes em Neutrdéfilos Ativados (KLEBANOFF, 2005).

1.3 Estresse Oxidativo

O predominio de radicais livres no organismo é conhecido como estresse
oxidativo. Nestas condi¢des, danos podem ser causados a células ou tecidos por
meio dessas espécies. No caso da atividade dos fagocitos, as EROs podem ir para o

meio extracelular, uma vez que a formacédo desses produtos muitas vezes se da
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antes do fagossomo se fechar completamente. Em casos onde a célula néo
consegue fagocitar o patdégeno, ela também pode liberar as EROs para o espaco
extracelular e, assim, danificar os tecidos adjacentes (SANTOS, 2007). E devido a
esses eventos, a relacdo existente entre o estresse oxidativo e muitas doencas
inflamatorias e degenerativas.

Substancias conhecidas como antioxidantes desempenham a funcdo de
neutralizar ou diminuir a reatividade dos radicais, bem como das EROs. O estresse
oxidativo €, portanto, resultado de um desequilibrio entre os radicais livres e as
substancias antioxidantes, onde as espécies oxidantes se sobrepdem as
antioxidantes (SIES, 1991).

O sistema de defesa antioxidante é subdividido em enziméatico e néo-
enzimatico. O enzimatico € composto por enzimas que desempenham a funcéo
antioxidante. As que mais se destacam sdo: superoxido dismutase (SOD), que
catalisa a dismutacdo do anion radical superéxido em peréxido de hidrogénio; a
catalase (CAT), por sua vez, decompde o peréxido de hidrogénio em oxigénio
molecular e 4gua; a glutationa peroxidase (GPx), que age sobre peréxidos em geral
e utiliza a glutationa como cofator. As reagbes de cada enzima estao representadas

abaixo:

20, + 2H" _5°° . H,0, + O

2H,0, + T, 2H,0 + O,

2GSH + 2H,0, ™, 2H,0 + GSSG
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Predominantemente, o sistema antioxidante enzimatico esta presente no
interior das células. O sistema antioxidante ndo-enzimatico, por sua vez, pode ser
representado pelas vitaminas A, E, C e também pelo R3-Caroteno Esses compostos
precisam ser absorvidos pelo organismo vivo através da alimentacdo (GOULART et

al., 2007).

1.4 Inibidores de NADPH Oxidase

Considerando a atividade da NADPH Oxidase, bem como a sua presenca em
diversos tecidos, a producdo de ROS e relacdo desses eventos com doencas
inflamatorias, algumas substancias com propriedades antioxidantes tém sido

investigadas como inibidoras deste complexo enzimatico.

1.4.1 DPI (Cloreto de Difenilenoioddnio)

Constituido por dois anéis benzénicos e iodo, o DPI (Figura 3) caracteriza-se
como sendo uma molécula bastante eletrofilica. E um sélido branco, bem soltvel em

DMSO, possui peso molecular de 315,6.

Figura 3. Formula Estrutural do DPI (SELEMIDIS et al., 2008).

O DPI pode formar radical fenila e ligar-se covalentemente com 0 grupo

flavina. Esta ligacéo é irreversivel e inibe a atuacdo da enzima FAD. Mesmo sendo
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utilizado como inibidor da NADPH oxidase, o DPI pode também influenciar a
atividade de outras enzimas e proteina, até mesmo das que ndo contém 0 grupo

flavina (SELEMIDIS et al., 2008).

1.4.2 PR-39

Alguns peptideos também acabam inibindo o complexo NADPH oxidase. E o
caso da PR-39, um peptideo com 39 aminoacidos com alta por¢cdo de aminoacido
prolina. A sequéncia de aminoacidos da PR-39 esta esquematizada da seguinte

forma:

RRRPRPPYLPRPRPPPFFPPRLPPRIPPGFPPRFPPRFP

A Tabela 1 correlaciona as letras com o nome dos aminoacidos que elas

representam (LEHNINGER, 2002)

Tabela 1 — Significado das Abrevia¢des dos Aminoacidos da PR-39.

Abreviacéo Nome do Aminoacido
F Fenilalanina
G Glicina
I Isoleucina
L Leucina
P Prolina
R Arginina

Y Tirosina
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Dados da literatura indicam que a PR-39 se liga a subunidade da NADPH

phox phox phox

oxidase, p47 e que essa interacdo bloqueia a ligacdo da p47 com a p22
Acredita-se que a PR-39 se liga aos dominios SH3 da p47”" o que acaba por

impedir a juncéo e ativacdo da enzima NADPH Oxidase (SELEMIDIS et al., 2008).

1.4.3 Apocinina e Diapocinina

A apocinina ou acetovanilona (4-hidroxi-3-metoxiacetofenona) tem sido
testada como inibidora da geracdo de EROs produzidas pela ativacdo do complexo
NADPH oxidase em fagécitos e nao fagécitos. Esta substancia ndo téxica foi isolada
da raiz da planta Picrorhiza Kurroa em 1971 por Basu e seus colaboradores. A P.
Kurroa é uma planta originaria do Himalaia, muito utilizada na medicina Ayurveda.
Apocinina teve seu potencial antiinflamatério reconhecido em 1990 por Simons et al.
(SELEMIDIS et al., 2008).

A apocinina (Figura 4) € um metoxi-catecol com peso molecular de 166,17
sendo muito soldvel em agua quente e em solventes organicos (éter, alcool,

cloroférmio, DMSO, benzeno) (WORM, 2001).

O CHs

OCH;
OH
Apocinina

Figura 4. Formula Estrutural da Apocinina.
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O mecanismo de acédo dessa substancia ainda nao esta claramente definido.
Porém, ha suposicbes de que antes de agir a apocinina seja convertida no seu
dimero, trivialmente chamado de diapocinina, e que este seja o responsavel pela
inibicdo (WORM et al., 2001). Outra suposicdo é que o intermediario formado
durante processo de dimerizacdo, a forma radicalar da substancia, seja 0 composto
ativo. Isso implica dizer que para se ter um efeito inibitorio a reacdo de dimerizacao
precisa ocorrer (SELEMIDIS et al., 2008).

Na presenca de MPO e H,0,, a apocinina € oxidada. A reacdo de oxidacao

da apocinina resulta na formacéo do seu dimero e também trimero (Esquema 1).

CH,0O.
H202
peroxidase

Esquema 1. Reacdo de Dimerizacao da Apocinina, Envolvendo MPO e H,O, (SELEMIDIS et al.,
2008).

Sabe-se que na presenca da substancia apocinina, 0 componente
citoplasmatico da NADPH oxidase, p47°" é impedido de migrar para a membrana.
Uma vez que o componente p47°"™ n&o se desloca para membrana plasmatica, os
outros componentes também ficam impedidos de se unir ao citocromo bssg €, por
conseguinte ndo ocorre a ativagdo da NADPH oxidase (STEFANSKA; PAWLICZAK,

2008).
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Em 2007, Ximenes e seus colaboradores propuseram um mecanismo de
inibicdo para a molécula. Este mecanismo se baseia na formacdo radicalar da
apocinina, a partir da reacdo com MPO e H,0, seguido da formacédo da glutationa
radicalar (GS). Esta pode comprometer os grupos tiois da p47 "' inativando a
proteina e, consequentemente, desencadeando o evento inibitério (XIMENES et al.,

2007).

1.4.4 Sintese da Diapocinina

A apocinina € uma substancia que pode ser oxidada e, dessa forma, gerar o
seu dimero (Esquema 2). Com a utilizacdo do persulfato de potassio (K;S,0g) e de
sulfato de ferro Il (FeSQO,), a reacédo de oxidagcao ocorre rapidamente (SMITH et al.,
2008a), (SMITH et al., 2008b).

Neste caso o Fe?" age como catalisador da reacao:

S,0¢% + 2H' 2" — 2HSO,

S208” Fe* SO + (SO4 + S04.2)
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OCHg,
o) OH
O
K2S,04 )
HO FeSO,
HO
OCH;,

OCHs,
Apocinina Diapocinina

Esquema 2. Oxidagdo da Apocinina e Formacao da Diapocinina (SMITH et al., 2008a).

A hip6tese de que a diapocinina € a responséavel pela inibicdo do complexo
NADPH oxidase em fagocitos é evidenciada pelo fato destas células possuirem
guantidades significativas de MPO. Esta peroxidase € capaz de desencadear a
reacao de formacgao da diapocinina (XIMENES et al., 2007).

Porém, comparando os fagécitos, neutréfilos e mondcitos, as quantidades de
mieloperoxidase sdo distintas em cada um deles. Os neutrofilos possuem uma
guantidade consideravelmente maior de granulos azurdfilos, consequentemente,
maior concentracdo de MPO (KLEBANOFF, 2005), (PEDRO, 2003). Isto implica
dizer que a apocinina pode agir como um inibidor da ativagdo da NADPH oxidase,
com maior eficiéncia em neutrofilos do que em mondcitos.

Considerando esses propésitos, nesse estudo, sintetizou-se a diapocinina e
sua acado inibitéria foi investigada em neutréfilos e mondcitos (PBMC),

comparativamente com a apocinina.
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2 OBJETIVOS

Nesse estudo, a diapocinina foi sintetizada e investigou-se seus efeitos como
inibidor da ativacdo do complexo NADPH oxidase em neutréfilos (PMN) e em células

mononucleares de sangue periférico (PBMC).



27

3 MATERIAIS E METODOS EXPERIMENTAIS

3.1 Compostos quimicos e solventes

Apocinina (4-hidroxi-3-metoxiacetofenona), sulfato de ferro 1l (FeSOy),
persulfato de potassio, acetona, pentano, Histopaque®1077 e Histopaque®-1119,
zimosan e lucigenina foram obtidos da companhia Sigma-Aldrich.

Os sais utilizados na preparacdo de tampdes foram de grau analitico e
solventes utilizados na preparacdo de fases moéveis, de grau cromatografico e

obtidos no mercado nacional.

3.2 Preparo de Solucdes

Foi preparada uma solugao estoque de lucigenina 3 mM. As solugbes estoque
de apocinina e diapocinina foram obtidas pela dissolugdo das substancias em agua
com adicdo de NaOH para ajudar na solubilizacdo. Preparou-se também o tampao
fosfato salino (PBS) com pH proximo de 7,4. Para a suplementacdo do PBS
preparou-se as solucdes estoques de d-glicose-anidra 100 mg/mL, CaCl, 100 mM e
MgCl, 50 mM. O PBS era suplementado e as concentragbes finais dos seus

componentes eram: glicose 50 mM CacCl, 1,0 mM e MgCl, 0,5 mM.

3.3 Preparo do zimosan opsonizado

Pesou-se 10 mg de zimosan que foi ressuspendido em 10 mL de solugéo

salina. Essa solucdo foi levada a fervura em banho-maria por trinta minutos.
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Passado esse tempo a suspensao foi centrifugada a 373 G por 5 minutos e
ressuspendida em 5 mL de PBS.

No dia do uso, essa solucéo foi novamente centrifugada a 373 G durante 5
minutos. Apos a centrifugacdo, o precipitado foi ressuspendido em 1 mL de soro
sanguineo (mistura de trés soros de pessoas diferentes). Essa solucéo foi incubada
em banho-maria a 3C por 30 minutos. Apds a incubagdo, centrifugou -se
novamente a solucao e o precipitado obtido foi lavado por 3 vezes com PBS. Depois
das lavagens, o precipitado foi ressuspendido em 1 mL de PBS. Essa solucéao de

zimosan esta opsonizada e pronta para 0 uso.

3.4 Sintese do Dimero da Apocinina

Uma massa de 2 g de apocinina foi dissolvida em 200 mL agua, levada ao
aquecimento sob agitacdo constante. Apos sua total diluigdo foi adicionado 0,15 g
sulfato ferroso e 1,6 g persulfato de potassio. Houve a formagéo de um precipitado
marrom. Apos 5 minutos sob agitacéo, o precipitado formado foi filtrado a quente e a
Vacuo.

Para a purificagao da diapocinina, o filtrado foi dissolvido com uma solucgéo de
hidréxido de aménia 3 M. Em seguida, a solugcdo foi reprecipitada pela adicdo de
acido cloridrico 6 M em banho de gelo. Lavou-se o filtrado por trés vezes com agua
morna e também com metanol. Apés as lavagens o filtrado foi colocado em um

dessecador para secagem (SMITH et al., 2008a).
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3.5 Anélise da Apocinina e da Diapocinina

A pureza da diapocinina foi analisada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) e caracterizada por espectrometria de massas.

Para o HPLC utilizou-se uma coluna de fase reversa C18 e fase movel
48/52/0,31 (v/ivlp) de metanol/agua/acetato de amoénio (SMITH et al., 2008a).
Padrdes de apocinina e do seu dimero foram preparados com concentracdo de 0,1
mM e injetadas em HPLC com detectores PDA e fluorescéncia. Na analise, o fluxo

foi de 0,5 mL/min e o tempo de elui¢éo foi de 20 minutos.

3.6 Obtencdo das Células

Os PMN e PBMC foram obtidos do sangue periférico de doadores saudaveis
e isolados por meio da centrifugagcdo do sangue utilizando um gradiente de
densidade com Histopaque® . Foram coletados 20 mL de sangue com heparina e
adicionou-se 10 mL de tampao PBS. Em um tubo falcon foi adicionado 10 mL
Histopaque® 1119 e sobre este, cuidadosamente, adicionou-se mais 10 mL
Histopaque®- 1077. Em seguida o sangue foi adicionado, vagarosamente, sobre as
duas fases de Histopaque®. O volume total no tubo falcon foi de 50 mL. O material
foi centrifugado a 598 G durante 30 minutos a 25°C. Apés a centrifugacéo
obtiveram-se varias fases que compreendem (de cima para baixo no tubo) o plasma
sanguineo, as células PBMC, as células PMN e as hemacias. A figura 5 mostra

como fica a disposicéo do sangue e do Histopaque® antes da centrifugac&o.
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Figura 5: Sangue e Histopaque® antes da centrifugacdo (LABORATORIO DE FISIOLOGIA CELULAR
DA UFRGS).

J4 a figura 6 traz uma imagem das diversas fases obtidas depois da

centrifugacgéo.

Figura 6: Fases do Sangue e Histopaque® depois da centrifugacdo (LABORATORIO DE FISIOLOGIA
CELULAR DA UFRGS).

Os PMN e PBMC foram colocados isoladamente em tubos falcon limpos e

secos. As células foram lavadas com solugéo salina e centrifugadas a 373 G por 5
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minutos. Junto com os PMN era comum aparecer tracos de hemacias, estas eram
lisadas com agua gelada. Para isso, adicionou-se as células de 1 a 2 mL de agua
previamente gelada, passado 1 minuto o volume do tubo foi completado com
solucéo salina, NaCl 0,15 M. A lise das hemacias também foi feita com NH4CI 0,83
%, porém a agua gelada tinha o mesmo efeito e a vantagem de que era
desnecessario realizar lavagens nas ceélulas para eliminar os tracos do cloreto de
amonio. Em seguida, as células foram levadas a centrifugacdo mais uma vez a 373
G por 5 minutos.

ApOs a separacgao, tanto mondécitos quanto neutroéfilos foram ressuspendidos
em PBS enriquecido com solucdo de CaCl,, MgCl,, glicose e gelatina 0,1%. Para
evitar o grume das células foi indispensavel o uso da solugcédo de gelatina. A gelatina
deve ser preparada em solucéo salina, NaCl 0,15 M.

Para contagem das células, 20 pL destas foi acrescido de 380 pL de solucao
de Lézarus. Apés homogeneizacdo uma aliquota desta solug¢do foi colocada na
camara de Neubauer e esta, levada ao microscépio para posterior contagem dos

guadrantes.

3.7 Estudos Quimiluminescentes

Nessa etapa do estudo, utilizou-se microplacas brancas opacas de 96 pocos
com capacidade méxima para 300 plL/poco. Depois de isoladas e contadas, as
células foram levadas as microplacas e pré-incubadas com as drogas por 10
minutos a 37°C. As células foram estimuladas com zimosan opsonizado.

Nos ensaios com PBMC, 2,0x10° células/mL foram estimuladas com 1 mg/mL

de zimosan e incubadas com a apocinina e seu dimero em diferentes
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concentracbes, em PBS a 37C. As mesmas condi¢gdes foram adotadas para os
polimorfonucleares, mas a concentracdo de células utilizada foi de 4,0x10°
células/mL.

Monitorou-se a producdo de anion radical superéxido pelas células por
quimiluminescéncia. Isso foi possivel através do uso de lucigenina, uma sonda
especifica para detectar radicais anions superoxido. A concentragcdo da sonda nos
ensaios foi de 10 uM.

As reac0des foram levadas ao lumindmetro BIOOrbit 1251 (Turku, Finland). As
reacdes foram monitoradas no aparelho por 30 minutos. A area sobre a curva serviu
como parametro analitico. A figura 5 € uma foto do luminémetro utilizado para as

medidas.

Figura 7: Foto do Lumindmetro do Laboratério.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizagdo da diapocinina por espectrometria de massas

A diapocinina sintetizada, bem como a apocinina, foi caracterizada por
espectrometria de massas acoplada a cromatografia liquida (LC-MS). Este
procedimento néo foi realizado em nosso laboratorio. Apos a sintese o composto foi
enviado ao laboratério de Farmacocinética de Araraquara (UNESP) para a
realizacdo das analises. Os espectros com a caracterizacdo dos compostos estao
mostrados a seguir (Figura 8). A apocinina possui massa molecular de 166,17 g/mol,
ja o seu dimero possui massa molecular de 330,3 g/mol. Os dados obtidos nos

espectros estado condizentes com os valores tedricos.
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Figura 8: Espectros de massas da apocinina e diapocinina. Condigées: As
amostras purificadas (10pg/ml) foram injetadas (10 pL/min) no espectrémetro de massa (Quatro Il
Micro, Triplo quadrupolo, Micromass, Manchester, Reino Unido), equipado com uma fonte de
ionizacao eletron-spray. O espectrdometro de massa foi operado com ionizacdo negativa no modo de
varredura completa (100 - 600 m/z). A Tensdo do Spray de elétrons foi fixada em 4,5 kV, a
temperatura do capilar em 150 ° C e fluxo do gas de dessolvacéo fixado em 300 L/h.

4.2 Analise da diapocinina por HPLC

Este procedimento foi realizado no nosso laboratério conforme descricdo no
item materiais e métodos experimentais. Apds o acerto das condi¢cdes do HPLC,

iniciaram-se as analises das amostras. Para isso, foram preparadas as solugfes
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padrdo de diapocinina e apocinina. Esses padrdes foram preparados em agua e
para auxiliar na diluicdo adicionou-se uma solucdo de NaOH 0,1 M até completa
dissolucéo. A figura 9 mostra o perfil cromatografico dos padrdes de apocinina e

diapocinina, ambos na concentracao de 0,1 mM.

50 . .
a0 Diapocinina
304
=
£ A
104 Apocinina
0+ ¥ 28104 hinutes
¥ 00513 mAl
100
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% 50|
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Figura 9: Cromatogramas da Analise da Apocinina e da Diapocinina.
Condicdes: Coluna de fase reversa C18, fluxo de 0,5 ml/min em 48/52/0,31 (v/vip) de
metanol/agua/acetato de amonio.

4.3 Estudos Quimiluminescentes

Para os estudos com as células varias tentativas foram realizadas até acertar
as condi¢Bes dos ensaios. O zimosan opsonizado foi utilizado como estimulo para a
producdo de superoxido pelas células. Este composto é um carboidrato insoltvel
obtido da parede celular de bactérias. No processo de opsonizacdo, anticorpos e
proteinas do sistema de defesa presentes no plasma sanguineo se ligam ao
zimosan tornando-o capaz de ser reconhecido pelos fagécitos e, dessa forma,

iniciando a producéo de ERO.
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A sonda especifica para detectar anion radical superoxido utilizada foi a
lucigenina, composto que na presenca de O,’, gera um composto no estado excitado
e posteriormente libera fotons (hv). Os fétons gerados sdo detectados pelo
lumindmetro (TRUSH et al., 1998). O esquema 3 apresenta as rea¢des envolvendo

a sonda lucigenina.

Lucigenin

one ¢ |reduction

Lucigenin Cation Radical

Oy Lucigenin

Lucigenin Dioxetane Vi

i
N
I
+
N-Methylacridone N-Methylacridone @ 0

(excited state) (ground state) &, N-Methylacridone

Photon (hv) Lucigenin Dioxetane

Esquema 3. Reacdes Envolvendo Lucigenina na Deteccdo de Anion Superdxido (TRUSH et al.,
1998).

A apocinina e seu dimero foram testados comparativamente. Para calcular a
inibicdo causada pelas substancias, foram feitos controles nos quais as células eram
estimuladas na auséncia dos inibidores. Assim, os valores obtidos correspondiam a
producdo de superéxido pelas células. Quando as células eram incubadas com as
substancias inibidoras, os valores obtidos eram menores, indicando que havia
inibicdo ou supressao da producao de superdxido.

A férmula utilizada para o calculo da inibicdo foi a seguinte:
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Area do Controle - Area encontrada

x 100

Area do Controle

A Figura 10 ilustra a cinética de emissédo da reacdo e também o efeito da

apocinina no processo de inibicdo do anion radical superoxido em neutrofilos.
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Figura 10: Grafico de cinética e do efeito da apocinina como inibidora.

Condicdes: PMN (4 x 10° cel/mL), lucigenina 10 pM e zimosan opsonizado (1 mg/mL) foram
incubados em PBS a 37°C por 30 min. As reac¢des foram realizadas no luminémetro BIOOrbit 1251
(Turku, Finland).

4.3.1 Efeito da apocinina e diapocinina como inibidores da liberacéao de

superoxido por neutrofilos ativados

Neste ensaio observou-se a inibigcdo ou supressao da producéo de superoxido
pelos neutrofilos. A Tabela 2 mostra as concentracfes das drogas usadas, bem

como as médias da inibicdo de superoxido em porcentagem.
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Tabela 2 - Inibigdo (em %) de Superéxido pelas Substancias em Neutrofilos.

Concentracao Inibicao
(HM) (%)
Apocinina Desvio Diapocinina Desvio
Padrao Padrao
2,5 39 - 13 -
5,0 54,5 2,12 28 9,89
10,0 62,6 3,51 39,3 10,50
20,0 70 - 46 -

Os valores da Tabela 2 estao representados graficamente na Figura 11.

Dim 20uM} Z
Apo 20uM} Z)
Dim 10u|;/-|" )
Apo 10uM} 7
Dim 5u|;/-l" )
Apo 5uM} Zn
Dim 2,5u|;/_|"m
Apo 2,5uM]| 7]
0 10 20 30 40 50 60 70
Inibic&o (%)

Figura 11:. Grafico da Inibicdo (em %) de Superoxido em PMN. Condigoes:
PMN (4 x 10° cel/mL), lucigenina 10 uM e zimosan opsonizado (1 mg/mL) foram incubados em PBS a
37°C por 30 min. As reacdes foram realizadas no luminémetro BIOOrbit 1251 (Turku, Finland). A area
sobre a curva serviu como parametro analitico.
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4.3.2 Efeito da apocinina e diapocinina como inibidores da liberacéao de

superoxido em células mononucleares de sangue periférico

O mesmo procedimento feito com os PMN foi realizado com as células
mononucleares de sangue periférico (PBMC). De modo que tornasse possivel
comparar a producdo de superéxido nos dois tipos de células quando incubadas
com a apocinina e o seu dimero.

Os valores de concentracao da apocinina e diapocinina utilizadas juntamente

com as meédias da porcentagem de inibicdo estao contidos na Tabela 3.

Tabela 3 - Inibicdo (em %) de Superoxido pelas Substancias em PBMC.

Concentracao Inibicao
(HM) (%)
Apocinina Diapocinina
10 11 21
100 40 44,5
200 74 81
500 86 92
1000 87 95

Os dados apresentados na Tabela 3 compdem o grafico apresentado na

Figura 12.
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Figura 12: Gréafico da Inibicdo (em %) de Superoxido em PBMC. cCondigées:
PBMC (2 x 10° cel/mL), lucigenina 10 pM e zimosan opsonizado (1 mg/mL) foram incubados em PBS
a 37°C por 30 min. As reacdes foram realizadas no luminédmetro BIOOrbit 1251 (Turku, Finland). A
area sobre a curva serviu como parametro analitico.
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5 DISCUSSAO

Com o objetivo de verificar a inibicdo da ativacdo do complexo enzimatico
NADPH oxidase dos dois tipos de fagoécitos, ou seja, neutrofilos e mondcitos, a
apocinina e diapocinina foram incubadas com os mesmos. A ativacdo das células
com zimosan opsonizado leva a producdo do anion radical superoxido, ou seja,
promove a ativacdo do complexo NADPH oxidase. Nossos estudos, embora
preliminares, mostram a capacidade que a apocinina e a diapocinina desempenham
como inibidores deste processo.

Os resultados presentes na literatura cientifica indicam que a acdo da
apocinina como inibidora do complexo NADPH oxidase esta relacionada a sua
metabolizacdo via acdo catalitica de peroxidases resultando na producdo de seu
dimero, ou seja, a diapocinina (WORM et al., 2001). Os resultados obtidos neste
trabalho corroboram com a literatura, uma vez que a comparacao da inibicdo da
apocinina e diapocinina parece depender do tipo celular estudado. Especificamente
deve-se considerar que o0s neutréfilos apresentam granulos azuréfilos com alto
conteddo da enzima MPO. Sob ativacdo, estas células langam MPO ao meio
extracelular (KLEBANOFF, 2005). Como se sabe, esta peroxidase é capaz de oxidar
a apocinina levando a producao de diapocinina (XIMENES et al., 2007). Portanto,
nos neutréfilos a apocinina pode ser rapidamente oxidada em diapocinina e, como
resultado, a diferenca do potencial inibitério entre apocinina e diapocinina pura
poderia ser reduzida ou inexistente, como de fato, oS nossos resultados parecem
indicar. As células mononucleares, por sua vez, nao possuem quantidades
significativas de MPO como os neutréfilos (PEDRO, 2003). Assim, pode-se esperar

que a eficiéncia de oxidacdo da apocinina seja menor nestas células. Portanto, se a
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oxidacdo da apocinina a diapocinina € de fato fundamental para o seu mecanismo
de acdo, entdo tais células poderiam ser mais susceptiveis a presenca da
diapocinina pura. Isso de fato parece ocorrer como 0S nossos resultados, embora

preliminares, parecem indicar.
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6 CONCLUSOES

1.

Suposi¢cdes quanto ao mecanismo de inibicio da NADPH oxidase pela
apocinina deve considerar o tipo de células estudadas.

A concentracdo de MPO das células influencia na conversdo da apocinina a
diapocinina.

Nos neutrofilos a apocinina pode ser oxidada a diapocinina e a ocorréncia
desta reacdo no meio intracelular pode contribuir significativamente para a
inibicdo do complexo NADPH oxidase. A reacado de oxidacdo da apocinina &
favorecida pelo alto teor de mieloperoxidase que essas células possuem.

Nos mondcitos, PBMC, o uso da diapocinina sintetizada favoreceu a inibicao
da NADPH oxidase. Nesse caso, a apocinina apresentou um desempenho
menos eficiente no efeito inibitorio, ocorréncia que pode ser explicada pela

baixa concentracdo de MPO nesta linha de células.
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