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RESUMO

InUmeras patologias tém a sua génese e/ou progressao relacionadas
a producdo desregulada de intermediarios oxidantes. O complexo
multienzimatico NADPH oxidase é um dos componentes de maior
relevancia neste contexto, pois € uma das principais fontes de anion
superéxido no organismo animal. Sendo expresso em inumeros
tecidos, incluindo leucocitos e células do tecido endotelial, o
desenvolvimento de inibidores eficientes deste complexo enzimatico
podera significar uma nova terapéutica para o tratamento de
doencas inflamatorias crénicas. Com objetivo de explorar a relagéo
entre a estrutura molecular, as propriedades quimicas e atividades
bioldgicas, utilizamos o éster fenetilico do acido cafeico (CAPE)
como inibidor do complexo enzimatico NADPH oxidase e
comparamos sua eficacia com o seu precursor acido cafeico e os
derivados, éster fenetilico do acido cinamico e o acido clorogénico,
correlacionando-os a respeito a sua hidrofobicidade, propriedades
redox e inibicho do complexo NADPH oxidase em leucdcitos
ativados. A hipoétese seria de que um aumento da hidrofobicidade
provocado pela esterificagdo do acido cafeico poderia facilitar o seu
acesso a membrana celular e assim alterar seu efeito como possivel
inibidor de NADPH Oxidase. Os resultados, em ensaios in vitro,
mostraram que as altera¢cdes na hidrofobicidade ndo provocaram
alteracdes significativas no potencial de oxidacdo e potencial
antioxidantes dos compostos testados. Quando testados em
leucdcitos ativados (modelos ex vivo), a esterificacdo provocou uma
melhora significativa na capacidade de inibicdo do complexo NADPH
oxidase. Este potente efeito se propagou as EROs decorrentes de
anion superoxido e produzidas por leucdcitos, como peréxido de
hidrogénio e &cido hipocloroso, entretanto, sem alterar a capacidade
fagocitica dos leucécitos. Os resultados deste estudo mostram que
nos ensaios celulares o CAPE foi o composto mais potente em
relacdo ao seu precursor acido e acido clorogénico, sendo
significativamente mais efetivo na inibicdo da producdo das EROs.
Da mesma forma, CAPE foi o inibidor mais eficaz da expressao de
TNF-a e IL-10 por Staphylococcus aureus células estimuladas. Em
conclusao, a presenca do grupo catecol e a maior hidrofobicidade,
do CAPE, foram essenciais para os efeitos biologicos, confirmando
nossa hipétese. Considerando-se o0 envolvimento da NADPH-
oxidases na génese e progressdo de doencas inflamatorias, CAPE
deve ser considerada como uma droga anti-inflamatéria promissora.

Palavras-chave: NADPH Oxidase. Anion superdxido. Ester
fenetilico do acido cafeico. Leucocitos.



ABSTRACT

Several diseases have their genesis and / or progression related to
unregulated  production of oxidants intermediates. The
multienzymatic complex NADPH oxidase is one of the most
important components in this context because it is a major source of
superoxide anion in animal organisms. It is expressed in numerous
tissues, including leukocytes and endothelial tissue cells. Developing
effective inhibitors of this enzyme complex may indicate a new
therapy for the treatment of chronic inflammatory diseases. Several
studies have described numerous anti-inflammatory properties
attributed to caffeic acid phenethyl ester (CAPE), an active
component found in propolis. In order to explore the relationship
between the molecular structure, chemical properties and biological
activities, we used CAPE to inhibit the enzyme complex NADPH
oxidase and compare its efficacy with the its precursor caffeic acid
and derivatives, phenethyl ester of cinnamic acid and chlorogenic
acid, correlating them with regard to hydrophobicity, redox properties
and inhibition of NADPH oxidase complex on activated leukocytes.
The hypothesis was that an increase of hydrophobicity caused by the
esterification of caffeic acid could facilitate access to cell membranes
and thereby alter its effect as a possible inhibitor of NADPH oxidase.
The results (in vitro), showed that the changes in hydrophobicity did
not provoke significant changes in the oxidation potential and
antiradical potency of the tested compounds. But when tested in
activated leukocytes (ex vivo), the esterification caused a significant
improvement in the ability to inhibit the NADPH oxidase complex.
This potent inhibition effect resulted also in the blockage of
production of hypochlorous acid, however, without altering the
phagocytic ability of leukocytes. The results of this study show that in
cellular assays, CAPE was the most potent compound in comparison
to caffeic acid and chlorogenic acid, significantly more effective in
inhibiting the production of ROS. Likewise, CAPE was the most
effective inhibitor of expression of TNF-a and IL-10 in
Staphylococcus aureus stimulated cells. In conclusion, the presence
of the catechol moiety and the higher hydrophobicity of CAPE were
essential for the biological effects. Considering the involvement of
NADPH oxidases in the genesis and progression of inflammatory
diseases, CAPE should be considered as a promising anti-
inflammatory drug.

Keywords: NADPH Oxidase. Superoxide anion. Caffeic acid
phenthyl ester. Leucocytes.
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1. INTRODUCAO

1.1 NADPH OXIDASE

Nicotinamida Adenina dinucleotideo fosfato oxidase, ou
NADPH oxidase, é um complexo multienzimatico, NADPH
dependente, responsavel por catalisar a reducdo de oxigénio
molecular em anion superoxido (O2*) (JOHNSON et al., 2002).

Esse complexo de proteinas associadas a membrana

consiste em seis componentes:

Proteinas de membrana: gp91phox e p22phox. Essa fracdo também
€ conhecida como citocromo b558 e s&o caracterizadas como a
porcdo catalitica da enzima. Essas ficam em estado dormente na
auséncia de outras subunidades (JOHNSON et al., 2002,
GROEMPING; RITTINGER, 2005; MORA-PALE et al., 2012).

Subunidades de citosol consistem em: p47phox, p67phox e
p40phox. Assim como a GTPase Rac, membro da familia Rho, a
menor das GTPases (JOHNSON et al.,, 2002; GROEMPING,
RITTINGER, 2005; MORA-PALE et al., 2012).

1. GP91phox: A unidade GP9lphox é a responsavel pelo
transporte de elétrons pela membrana, que ocorre em duas
etapas: a primeira os elétrons sédo transferidos de NADPH
para FAD (Flavina Adenina Dinucleotideo) e entdo para o
grupo heme para reduzir oxigénio molecular a anion
superéxido (GROEMPING; RITTINGER, 2005).

2. P22phox: Em associagdo com a gp91phox, contribui para a
maturacdo de estabilidade do complexo de membrana. Essa
fracdo € a responsavel pela ligagdo com as unidades de
citosol, onde porcdo C-terminal apresenta uma regido de

motivo chamada PRR (proline rich region) que contém o



17

motivo PxxP que conhecidamente se liga a por¢do SH3 (Src
homologa 3) das subunidades p47phox. (JOHNSON et al.,
2002; MORA-PALE et al., 2012)

. P47phox: E uma proteina que se transloca e se liga a
subunidade de membrana depois de ativagdo. Os dois
dominios SH3 dessa subunidade sofre uma ligacéo proteina —
proteina e alguns sdo alvos de fosforilacdo, sendo essa a
porcao mais fosforilada das subunidades de NADPH oxidase,
onde ao todo ja foram estudados 11 sitios de fosforilacao,
todos na regido C-terminal do dominio SH3. Alguns estudos
sugerem que a actina do citoesqueleto pode desempenhar
um papel importante na regulacdo desta enzima ou interacao
dessa subunidade com as outras subunidades do complexo
(GROEMPING; RITTINGER, 2005; MORA-PALE et al., 2012).
. P67 Phox: A proteina se liga a Rac em uma forma
dependente de GTP pelo dominio TPR, o qual é conhecido
por promover ligacbes proteinas-proteinas (GROEMPING;
RITTINGER, 2005).

. P40 phox: Foi a ultima proteina do complexo de NADPH
oxidase a ser identificada. Ela interage com a p67phox
através do seu dominio PB1, e com a p47phox através do
dominio SH3 (GROEMPING; RITTINGER, 2005).

. Rac: Rac pertence a familia das pequenas GTPases, uma
molécula que regula uma variedade de sinaliza¢des, incluindo
a remodelacéo do citoesqueleto e quimiotaxias. Sua atividade
€ determinada pela interacdo com o tipo de nucleotideo que
esta ligado: GDP mantem a proteina em seu estado inativo
enquanto a GTP mantém em estado ativado, permitindo
assim, no caso da NADPH Oxidase a ligacdo das
subunidades de membrana e citosol (GROEMPING;
RITTINGER, 2005).
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Atualmente, existem sete diferentes isoformas de NADPH
Oxidase descritas na literatura que consistem em: Nox1, Nox2,
Nox3, Nox4, Nox5, Duox1 e Duox?2.

Esse complexo multienzimatico, dependendo da membrana
biolégica na qual as diferentes isoformas sdo expressas, pode ser
encontrado em células epiteliais (Nox1), células fagociticas (Nox2),
células fetais e do tecido auricular (Nox3), células renais, vasculares,
osteoclastos, fibroblastos, queratindcitos, hepatécitos e neurbnios
(Nox4). J& a Nox5 é expressa em células do tecido linfoide,
testiculos, préstata, ovarios e pancreas. As Duox 1 e 2 estdo
presentes principalmente na tiredide, células endoteliais do sistema
respiratério (BARBIOR, 2004; BROWN; GRIENDLING, 2009, WANG
et al., 2013).

Os dominios cataliticos de todas as sete isoformas s&o
homolégos e compartilham uma funcdo biolégica em comum, a
catalise da formacéo de espécies reativas de oxigénio (HIRANO et
al., 2015)

e Nox 1: Encontrada em células endoteliais, Utero, placenta,
prostata (LEE et al., 2005; BROWN; GRIENDLING, 2009)

e Nox2: Também conhecida como Nox dos fagocitos por ser
altamente expressa nas células fagociticas. Mas também é
expressa em células vasculares, fibroblastos, musculatura
esquelética e células tronco hematopoeiticas (BEDARD,
KRAUSE, 2007; BROWN; GRIENDLING, 2009; PANDEY;
FULTON, 2011).

e Nox3: Aparentemente inativa no tecido adulto, & encontrada
em ceélulas do tecido fetal do baco, rim, pulmdo e créanio
(CHENG et al, 2001; BANFI et al, 2004; BROWN;
GRIENDLING, 2009).
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Nox 4: é altamente expressa em células renais, nas células
da musculatura lisa, células endoteliais, fibroblastos,
neurénios e hepatoécitos. A distribuicdo tecidual da Nox4 é
bastante onipresente e altamente expressa em relacédo a seus
outros homdlogos NOX (BEDARD; KRAUSE, 2007; BROWN;
GRIENDLING, 2009).

Nox5: Encontrada em células do tecido linfatico, células
endoteliais, células da musculatura lisa vascular, pancreas e
Gtero, préstata e linhagens de células cancerigenas.
Pesquisas indicam que a Nox5 desempenha um importante
papel na proliferacdo celular, um indicativo da qual estar
altamente expressa em diversas linhagens de células
cancerigenas. Também € a Unica que apresenta uma porcao
amino terminal que codifica quatro sitios de ligacdo para
calcio. A elevacao do calcio intracelular é detectada por estes
ligantes, desencadeando uma mudanca conformacional
intramolecular, facilitando o fluxo de elétrons e a producédo de
O2 * por esta Nox (KAMIGUTI et al, 2005; BEDARD;
KRAUSE, 2007; JAY et al.,, 2008; BROWN; GRIENDLING,
2009; PANDEY; FULTON, 2011).

Duoxl e Duox2: Apresentam um dominio peroxidase
extracelular e um dominio homologo da gp9lphox. Estdo
presentes na tireoide, onde sédo responsaveis por produzirem
H202, que € utilizado na oxidacéo do iodeto durante a sintese
hormonal da tireoide. Algumas pesquisas sugerem que uma
mutacdo na Duox2 implicaria em hipotireoidismo. Também
sdo largamente encontradas no epitélio das vias aéreas (DE
DEKEN et al., 2000; PFARR et al., 2006; RIS-STALPERS et
al., 2006; BROWN; GRIENDLING, 2009).
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1.2 ATIVACAO DA ENZIMA NADPH OXIDASE — NOX2

Duas subunidades dessa enzima, como dito anteriormente,
sdo localizadas na membrana: a gp9lphox e a p22phox, juntas
formam o flavocitocromo b558 (Figura 1), que constitui a parte
catalitica da enzima. As outras subunidades, presentes no
citoplasma, sdo a p47phox, p67phox, p40phox e a pequena proteina
Rac, como ilustra a figura 1 (GROEMPING; RITTINGER, 2005;
DRUMOND et al., 2011).

Figura 1 - Esquema da ativacdo da NADPH Oxidase (Nox2)

Inativa Ativada

Estimulos
membrane )
eeeceace Mediadores

inflamatorios

citoplasma

(Adaptado de MCCANN; ROULSTON, Brain Sci., 2013)

A gp91phox, na sua porgéo terminal N tem seis membranas
a-hélices, enquanto em sua porgdo C-terminal tem sitios de ligacdo
FAD e NADPH. Os elétrons séo transferidos de FAD para NADPH e
entdo para o grupo heme, como pode ser observado na figura 2
(GROEMPING, RITTINGER, 2005; DRUMMOND et al, 2011).

A p22phox, em associagdo com a gp91phox contribui para a
sua maturacdo e estabilizagdo. Na sua porcdo N-terminal, tem trés

membranas a-hélice e em sua por¢éo C-terminal, um sitio de ligacao
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PRR (regido rica em prolina), ilustrado na Figura 2. Este sitio € 0
responsavel por se ligar ao dominio SH3 (Src homodlogo 3) da
p47phox (GROEMPING, RITTINGER, 2005; DRUMMOND et al.,
2011).

Figura 2 - Modelo do flavocitocromo b558

(GROEMPING; RITTINGER. Biochem. J., 2005).

Primeiramente, a p40phox se liga fortemente a p67phox através de
seus respectivos dominios PB1. Consecutivamente, a p47phox liga-
se ao dominio SH3 da p67phox através de seu dominio PRR, na
regido C-terminal. Esta ligacdo € importante para a associacdo das
proteinas no citoplasma em seu estado inativo, tanto para o
recrutamento da p67phox para a membrana (flavocitocromo b558).
A interacdo da p47phox com a p40phox ocorre através da ligacédo do
seu dominio SH3 ao PRR da p47phox, porém esta ligacdo € muito
fraca em relacdo ao conjunto p47phox-p67phox, ilustrados na figura
3 (GROEMPING; RITTINGER, 2005).
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Figura 3 - Modelo dos dominios das subunidades p40phox, p47phox
e p67phox
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(GROEMPING; RITTINGER. Biochem. J., 2005).

A p47phox controla e facilita a translocagdo do complexo
p40phox-p67phox para a membrana. Essa translocacdo s6 ocorre
devido a fosforilacdo da p47phox, a proteina mais fosforilada do
complexo. Diversas quinases estdo envolvidas neste processo,
como PKA (Protein kinase A), PKC (Protein kinase C), MAPKs
(Mitogen Activated Protein Kinase), embora a PKC tem um papel
dominante sobre a ativagdo por FMLP (Formyl-Methionyl-Leucyl-
Phenylalanine) ou PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate) em
neutréfilos humanos (DRUMMOND et al., 2011).

Um ponto crucial na formacdo do complexo NADPH Oxidase € a
interacdo da p67phox com a Rac, que ocorre quando ambas, de
forma independente, translocam-se para a membrana. A p67phox é
capaz de regular a atividade catalitica da enzima através de uma
sequéncia chamada dominio de ativacdo. Acredita-se que este sitio
presente em p67phox seja capaz de iniciar a transferéncia de
elétrons de NADPH para FAD (GROEMPING; RITTINGER, 2005).

1.3 NOX2: PRODUCAO DE EROs

Como descrito acima, uma das principais fontes de producao
de EROs enddégena se da pela ativacdo do complexo NADPH-

Oxidase, catalisando a transferéncia de elétrons do citosol através

526
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das membranas bioldgicas, tanto intracelular quanto extracelular.
Quando ativada, os elétrons retirados da NADPH séao transferidos
através da cadeia de transporte de elétrons dentro da subunidade
catalitica (gp91phox), constituida por uma molécula denominada
Flavina Adenina Dinucleotideo (FAD) ligada a uma cauda carboxi-
terminal e dois grupos heme ligados a residuos de histidina
localizados na regido transmembrana da proteina. O oxigénio atua
como aceptor final de elétrons, para posterior formacdo do Oz tanto
extracelular quanto fagolisosomal. (DRUMMOND et al., 2011;
PANDEY; FULTON, 2011; HIRANO et al., 2015).

Em termos bioquimicos, as Nox catalisam a producdo do
radical anion superoxido usando como doador de elétrons a
coenzima NADPH (BARBIOR, 1999; BARBIOR, 2004), através da
seguinte reagao:

NADPH Oxidase

»
»

202 + NADPH 202+ NADP* + H*

Uma vez gerado, Oz~ sofre conversdes para outras espécies
reativas de oxigénio (HAMPTON; KETTLE; WINTERBOURN, 1998),

como ilustra a figura 4.
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Figura 4 - Reacgéo da formacéo das espécies reativas de oxigénio e
a acao de antioxidantes
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Peréxido de Hidrogénio (H202): O Oz sendo inicialmente

NO-

convertido em peréxido de hidrogénio (H202) por dismutacao
espontanea, ou catalisada pela enzima superéxido dismutase
(SOD). O H202 tem atividade bactericida somente em altas
concentracdes, e 0 O2* gerado exogeneamente, provavelmente nao
tem atividade bactericida direta. Mesmo n&o sendo considerado um
radical livre, visto que néo possui elétrons desemparelhados em sua
altima camada, o H202 € um metabdlito altamente toxico e deletério
para as células, tem vida longa e é capaz de atravessar camadas
lipidicas, podendo reagir com membranas biologicas. No entanto,
pode ser neutralizado por peroxidases, como a glutationa peroxidase
ou catalase intracelulares, resultando na producédo de agua (Hz20) e
oxigénio (0O2) (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; HAMPTON;
KETTLE; WINTERBOURN, 1998; SILVA, 2001; BROWN;
GRIENDLING, 2009).

Acido Hipocloroso (HOCI): O H202 formado pode ser utilizado pela
mieloperoxidase (MPO), enzima localizada nos gréanulos azurdfilos
de neutrdfilos, para oxidar uma variedade de compostos aromaticos,

além de oxidar o ion cloreto gerando o potente acido hipocloroso
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(HOCI). O HOCI ¢ o principal e o mais potente microbicida produzido
por essas células (SILVA, 2001). Por outro lado, é capaz de atacar
biomoléculas de importancia fisioldogica, como tidis, aminas,
aminoacidos, nucleotideos e tecidos, visto que células de mamiferos
ndo sdo capazes de inibir a acao deste radical por via catalitica ndo
possuindo defesas enziméticas contra oxidantes clorados
(LAPENNA; CUCCURULLO, 1996; EL-BENNA et al, 2005;
BROWN; GRIENDLING, 2009).

Oxigénio Singlete (102): E o oxigénio molecular eletronicamente
excitado, ndo possui elétrons desemparelhados. Pode ser produzido
de duas formas: através da reacdo do H202 com HOCI, ou pela
dismutacdo espontanea do Oz (FERREIRA; MATSUBARA, 1997,
SILVA, 2001; RADA et al., 2008).

Radical Hidroxila ("OH): Para a producéo do radical hidroxila ("OH)

existem dois mecanismos possiveis: 1. A reagdo de Fenton (Fe?* +

H202 & Fe3* + "OH + "OH), onde a reducdo do H20: é catalisada por

metais de transicdo apropriados (ions ferrosos, por exemplo); ou 2.

Pela reacdo de Haber-Weiss (02 + H202 &+°OH + OH + Og)
(HAMPTON; KETTLE; WINTERBOURN, 1998; SILVA, 2001). Sua
alta reatividade é confirmada por sua ligagdo extremamente rapida
com metais, podendo causar danos ao as bases purinicas ou
pirimidicas do DNA, caso este esteja fixado a um metal. Tem
capacidade de inativar varias proteinas, como membranas celulares
e enzimas, ao oxidar seus grupos sulfidrilas (-SH) a pontes dissulfeto
(-SS) e iniciar a peroxidacao lipidica, oxidando acidos graxos
poliinsaturados das membranas celulares (FERREIRA,;
MATSUBARA, 1997; LIMA; ABDALLA, 2001).

Oxido Nitrico (NO?): O Oxido Nitrico (NO°) é formado por via
independente, pela acdo da enzima O6xido nitrico sintase e o0s

neutréfilos ndo possuem grande producédo deste radical, mas em
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células endoteliais, como mencionado acima, o 6xido nitrico € um
importante vasodilatador e atua como molécula de sinalizacdo em
células endoteliais (SILVA, 2001; HAMPTON; KETTLE;
WINTERBOURN, 1998).

Peroxinitrito (OONO"): Também pode ser produzido a partir do Oz
por meio de sua reacdo com o0 Oxido nitrico (NO®), e pode se
decompor dando origem a ‘OH e ao radical dioxido de nitrogénio
(NO2), quando had uma desregulacdo na Nox2, a formacédo de
peroxinitrito pode levar a uma disfuncdo endotelial e, portanto,
aumento da pressao arterial (SILVA, 2001; HAMPTON; KETTLE;
WINTERBOURN, 1998).

1.4 FAGOCITOS: NEUTROFILOS E MONOCITOS

Os leucécitos, polimorfonucleares neutréfilos (PMN) e
mondcitos (PBMC), constituem a primeira barreira interna de
imunidade inata e participam da primeira linha de defesa do
organismo, desempenhando um papel essencial na defesa do
hospedeiro contra patdégenos microbianos e nas reacbes
inflamatorias. (VASSELON; DETMERS, 2002).

Os neutréfilos compreendem mais de 50% dos leucécitos
circulantes no organismo. S&o células polimorfonucleares, e
constituem um dos meios mais poderosos de defesa do hospedeiro
contra fungos e bactérias. S&o células originarias da medula 6ssea
contendo em seu citoplasma granulos que contém diversas enzimas
proteoliticas (EL-BENNA et al.,, 2005; EL-BENNA; DANG;
GOUGEROT-POCIDALO, 2008).

Esses granulos citoplasmaticos incluem peroxidase-positivos
primarios, também conhecidos como granulos azurofilos, composto
pela enzima mieloperoxidase (MPO), proteina de aumento da

permeabilidade/bactericida (BPI), defensina, serina protease de
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neutrofilo, elastase e catepsina G; peroxidase-negativos
secundéarios, também denominados de granulos especificos
contendo lactoferrina e catelicidina; e peroxidase-negativos terciarios
composto por gelatinases e (glicoproteinas (FAURSCHOU;
BORREGAARD, 2003; FLANNAGAN; COSIO; GRINSTEIN, 2009;
CHEN et al., 2011).

Estes fagocitos sdo capazes de hidrolisar polissacarideos
simples e complexos, como também proteinas e lipidios. Englobam
e digerem o0s microrganismos através da acao de proteinas e
enzimas microbicidas digestivas contidas nos seus granulos
citoplasmaticos, descritos acima (FREIRE; QUELUZ, 1995; RINALDI
et al., 2007). O processo de digestdo do microrganismo envolve
basicamente dois eventos celulares: degranulagdo no vacuolo
fagocitico com a formacédo do fagolisossomo e o burst oxidativo com
a producdo de EROs, como Oz e H202. Essas EROs, associados
aos peptideos microbianos e proteases celulares formam um potente
arsenal microbiano (HAMPTON; KETTLE; WINTERBOURN, 1998;
BABIOR; COHEN, 2000; FLANNAGAN; COSIO; GRINSTEIN, 2009).

Os neutrdfilos circulantes fluem livremente num estado
dormente, com baixa eficiéncia de captura e prisdo de patdégenos no
endotélio quiescente/repouso. Quando ha uma situacdo de infecgéo
e inflamacdo, mediadores pro-inflamatoérios induzem alteracdes no
endotélio vascular. A expressdo de moléculas de adesédo, como
selectinas (e-selectinas) integrinas (CAMP-1 e VCAMP-1),
promovem a atragdo da célula pelo endotélio e garantem a migracéo
dos leucécitos através do endotélio vascular (EL-BENNA et al.,
2005; EL-BENNA; DANG; GOUGEROT-POCIDALO, 2008; MOON et
al., 2009).

A internalizacdo do patdégeno é caracterizada por uma
extensdo da membrana plasmatica ao redor da particula, formando o
chamado fagossoma. A partir deste fagossoma, que se funde com

as vesiculas secretorias e os granulos, forma-se um fagolisossoma.
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Isso da inicio ao processo de ativacdo do fagocito que induz a
liberac@o de peptideos antimicrobianos, proteases e EROs, seguida
da destruicdo do microrganismo e a morte celular (EL-BENNA et al.,
2005; ELBENNA; DANG; GOUGEROT-POCIDALO, 2008;
FLANNAGAN; COSIO; GRINSTEIN, 2009).

Os mondcitos constituem cerca de 5% dos leucdcitos totais
do sangue e assim como os neutréfilos, mondcitos/macréfagos séo
fagdcitos essenciais na imunidade inata.

Seu ciclo de vida consiste na sua maturacdo, na medula
0ssea, seu deslocamento através do sangue e a migracdo para 0s
tecidos onde se diferenciam em macréfagos. Diferente dos
granulécitos, os mondcitos apresentam apenas finas granulacdes
azurofilas no seu citoplasma, cuja formacdo € iniciada ainda na
medula 6ssea, durante sua maturagao celular. Os mondcitos contém
cerca de um terco apenas da quantidade de granulos azuroéfilos em
relacdo ao neutrofilo. Isso porque, apesar de ser altamente expressa
em promieldcitos, a medida que estas células vao se diferenciando
em linhagem granulociticas e monociticas, a expressdo da MPO
diminui nos mononucleares (KLEBANOFF, 2005; HANSSON;
OLSSON; NAUSEEF, 2006).

Os macrofagos sdo potentes células efetoras antimicrobianas
que participa da resposta inflamatéria classica. A fase de resposta
aguda é atribuida pelos altos niveis de citocinas pré-inflamatodrias,
como a TNF-a (Fator de necrose tumoral — alfa) (METSIOS et al.,
2010).

A libertacdo de TNF-a através da ativacdo de fatores de
transcricdo redox sensiveis, como o fator NF-kB, pode iniciar a
ativacdo do complexo NADPH-oxidase. Descobertas recentes
mostram a influéncia de TNF-a no mecanismo de disfungéo
endotelial, induzindo a ativacdo de NADPH oxidase e aumentando a
producdo de &anion superoxido prejudicando a vasodilatacdo do

endotélio. TNF-a induz o estresse oxidativo em células neuronais,
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pela ativacdo da NADPH-oxidase através um mecanismo mediado
por ceramida. Além disso, TNF-a ajuda a preparar 0 estresse
oxidativo de neutrofilos através da fosforilacdo parcial de p47phox, o
componente citosélico mais fosforilado do complexo NADPH-oxidase
(HUANG et al.,, 2012; BARTH et al.,, 2012). Muitas substancias
capazes de inibir a NADPH-oxidase sdo também substancias
capazes de reduzir a producéo de citocinas.

A interleucina-10 (IL-10) € uma citocina anti-inflamatéria
potente, que suprime a producdo TNF-a por macréfagos. IL-10 é
produzida por macréfagos, células dendriticas (DC), células B e
varios subconjuntos de CD4* e CD8* (COUPER; BLOUNT; RILEY,
2008).

A IL-10 tem emergido como uma citocina imunorreguladora
chave durante a infeccbes com virus, bactérias, fungos,
protozoarios, melhorando a excessiva resposta de Thl e CD8* das
células T (Caracterizado pelo excesso de producao de IFN-y e TNF-
a), que sdo responsaveis por grande parte da imunopatologia
associado com infec¢cbes (COUPER; BLOUNT; RILEY, 2008).

Em um estudo conduzido por Kassan e colaboradores (2011),
observou-se um aumento significativo na atividade da NADPH-
oxidase, quando comparada com o controle e apds a incubacdo com
IL 10. O efeito sobre a atividade da NADPH-oxidase foi
significativamente reduzido quando as células foram pré -
estimuladas com IL-10 (KASSAN et al., 2011).

1.5 CELULAS ENDOTELIAIS

Células endoteliais geram espécies reativas de oxigénio como
02* e H202, e os componentes de NADPH Oxidase em células
endoteliais sdo analogos a NADPH Oxidase presente nos fagocitos,
apresentando os mesmos componentes fundamentais, incluindo a

gp91phox e p47phox, sendo suas sequencias 90% homodlogas aos
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neutréfilos (LI; SHAH, 2002; LASSEGUE; CLEMPUS, 2003; MORA-
PALE et al., 2012; COMINACINI et al., 2003).

Estudos sugerem que a producdo de EROs pelas células
endoteliais ocorre de forma continua, diferente do que ocorre em
fagécitos, inclusive num nivel baixo ou ausente de estimulos,
sugerindo que parte da oxidase € previamente montada, no entanto,
a translocacédo apos estimulo foi observada em células endoteliais e
vasculares (LI; SHAH, 2002; LASSEGUE; CLEMPUS, 2003).

Outra diferenca entre a producdo de EROs por células
endoteliais e por fagocitos é que a maior producdo de EROs
produzidas por células endoteliais ocorrem de forma intracelular (LI;
SHAH, 2002; MCCANN; ROULSTON, 2013; KOMIYA et al., 2015).

Um estudo conduzido por Li e Shah (2002), confirma que a
enzima esta associada ao citoesqueleto intracelular, especialmente
distribuido de forma perinuclear. O estudo nos confirma por
microscopia confocal a associacao da gp91lphox com microtubos do
citoesqueleto, na regido perinuclear, sugerindo, portanto, que o0s
elementos do citoesqueleto pode ser um suporte para que 0S
componentes da enzima oxidase se liguem rapidamente e que a
estabilidade desta ligacdo seja mantida. (LI; SHAH, 2002)

Estudo feito em 2003, confirma que ocorre a translocacao de
p47phox e Racl em ensaios com cultura celular de tecido umbilical
humano (HUVEC) e que a NADPH Oxidase endotelial pode ser a
fonte de espécies reativas geradas pela ativacdo do receptor
endotelial LOX-1. (COMINACINI et al., 2003)

Devido sua localizagéo, entre o tecido e o sangue, as células
endoteliais sdo as primeiras a sofrerem dano, como disse
anteriormente a migracdo das células sanguineas (Neutréfilos e
mondcitos) para o local da infeccdo, através da liberacdo de

mediadores pré-inflamatérios. Células do endotélio vascular séo
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fonte de geracéo de espécies reativas de oxigénio ao mesmo tempo
que € o alvo destas (ARNOULD; MICHIELS; REMACLE, 1994).

Endotélio tem um importante papel na regulacdo dos tbnus
vasculares, sendo o 6xido nitrico o principal fator de relaxamento
endotelial. No entanto, esse relaxamento esté ligado a diminuicdo da
producdo de NO°® ou de sua atividade biolégica no endotélio.
Quando a geracdo de Oz estd aumentada em artérias com
aterosclerose, o anion superoéxido pode inativar o NO®, formando
peroxinitrito. A inativagao desse NO* tem sido uma importante causa
de disfuncao endotelial. (COMINACINI et al., 2003)

1.6 NADPH OXIDASE: SEUS EFEITOS FISIOLOGICOS E
PATOLOGICOS

A NADPH Oxidase tem papel fundamental na regulacéo de
processos fisiologicos, incluindo crescimento celular, diferenciacéo
celular, apoptose e remodelacdo do citoesqueleto. Também
apresentam funcdes especializadas como a defesa do organismo
(Nox2), formacéo do ouvido interno (Nox3), iodagdo do hormonio da
tireoide (Duox2) e controle dos ténus vasculares (Nox2) (BROWN;
GRIENDLING, 2009).

A producgéao excessiva de EROs resulta no estresse oxidativo,
um processo deletério que pode causar danos em estruturas
celulares e seus constituintes, incluindo lipideos e membranas,
proteinas e DNA. E o responsavel pela génese e progressédo de
doencas como aterosclerose, doencas vasculares associadas ao
diabetes, artrite reumatoide, faléncia renal, asma, colite ulcerativa,
mal de Alzheimer, hipertensdo, entre outras (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 1990; CAVE, et al.,, 2005; GROTE, et al., 2006;
BROWN; GRIENDLING, 2009; KLENIEWSKA et al., 2012).
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Aterosclerose é uma inflamagdo cronica causada por altos
niveis de colesterol, levando a formacdo de placas e o
endurecimento das artérias. Estes efeitos aumentam o risco de
infarto do miocéardio, acidente vascular cerebral e outras
complicagBes sistémicas. A progressao desta doenca € induzida por
diversos mecanismos, incluindo o estresse oxidativo. (WEN et al.,
2013). Estresse oxidativo esta associado a todos os fatores de risco
de doencas cardiovasculares, incluindo a hipertensao,
hipercolesterolemia, fumo, obesidade, diabetes e esta envolvido em
diversos processos da formacdo de placas de ateroma. Um dos
mecanismos mais caracterizado para a comprovacao que EROs
promove doencas vasculares é a desregulacdo das vias de
sinalizacdo do oxido nitrico (vasodilatador). Oz reagindo com NO*
promove a formacéo de peroxinitrito (BROWN; GRIENDLING, 2009).

Inimeros estudos clinicos mostram que microinflamacéo
tem sido associada com diversos processos que pode
diretamente ou indiretamente levar a formacdo da
aterosclerose. Um grande numero de mediadores inflamatorios
é liberado, como TNF-a que induz a expressao de moléculas
de adesdo em células endoteliais e facilitam a infiltracdo de
leucocitos nestas células, um importante passo no

desenvolvimento da aterosclerose (CHAI et al., 2008).

Uma desregulacdo ou auséncia de certas isoformas de Nox
tem sido reportada como causa de uma variedade de doencas,
como a Doenca Granulomatosa Croénica (DGC), causada pela
auséncia da Nox2 ativa ou suas subunidades. (BROWN;
GRIENDLING, 2009). Pacientes com DGC nao séo capazes de
gerar anion superoxido e a doenca é caracterizada, portanto, com

desenvolvimento de severas infecgfes que sédo de dificil tratamento



33

e frequentemente fatais (YU et al, 1998; BARBIOR, 2004;
CROTZER et al., 2012).

Doencas neurodegenerativas sdo caracterizadas por uma
perda longa e gradual da populacdo de neurdnios no sistema
nervoso central (SNC). Mais de 36 milhdes de pessoas sofrem com
a Doenca de Alzheimer ou Doenca de Parkinson. Alto consumo de
oxigénio, alta producéo de EROs, grande oxidacao de lipideos, baixa
defesa de antioxidantes e uma renovacgao e regeneracao restrita dos
neurdnios torna as ceélulas neurais suscetiveis a ataques oxidativos
(GAO; ZHOU; HONG, 2012; ZHANG et al., 2016).

Muitos estimulos inflamatérios podem aumentar a atividade
da Nox na microglia e causar uma morte neural, e estes efeitos
ocorrem predominantemente via Nox2. Estudos recentes mostram
que EROs produzidas pela Nox2 sdo gerados por neurdnios em
resposta a angiotensina Il circulante, levando a um aumento do fluxo
simpético, causando hipertensdo, ativacdo das células T circulantes
e aumento da inflamacédo do sistema vascular. Por outro lado, as
EROs produzidas por NADPH Oxidase ajudam a manter o fluxo

sanguineo cerebral e a funcdo neural (DRUMMOND et al., 2011).

1.7 INIBIDORES DA NADPH OXIDASE

Para ser considerado um potente inibidor de NADPH Oxidase,
sua atividade inibitéria ndo pode ser por seu potencial scavenger de
radicais livres, ou com nenhuma interferéncia com reagentes de
deteccdo de EROs ou inibicdo de vias anteriores, mas sim inibindo a
atividade especifica da enzima NADPH Oxidase (HIRANO et al.,
2015).

Inibidores de NADPH oxidase podem agir de diferentes
formas tais como, bloquear sua transferéncia de elétrons, prevenir

e/ou inibir 0 acesso a oxidase pela interagdo com suas subunidades



34

a nivel molecular, reduzir a expressdo da proteina e do gene da
subunidade e modificar a enzima e/ou seus ativadores (SELEMIDIS
et al. 2008; KLENIEWSKA et al., 2012). Atualmente, ndo existe um
inibidor de NOX especifico e potente que seja capaz de inibir a
producdo de EROs em células que expressam NADPH oxidase sem
que a producdo de EROs por outras fontes, enziméticas ou nao
enzimaticas, seja bloqueada (JAQUET et al., 2009; DRUMMOND et
al., 2011)

Um dos inibidores mais utilizados em pesquisas,
diphenyleneiodonium (DPI) (Figura 5), bloqueia a producdo de EROs
em neutrofilos, bloqueando a transferéncia de elétrons pelo
flavocitocromo b558, geradora de O2*. Isto o torna um inibidor de
outras enzimas dependentes de flavinas, como a oxido nitrico
sintetase, xantina oxidase, complexo mitrocondrial I, citrocromo p450
redutase, além de inibir todas as outras isoformas da familia Nox. In
vivo, pode estimular a captacdo de glicose nas células musculares
esqueléticas, e reduzir o consumo de oxigénio, também pode ser
usado como bloqueador neuroprotetor no tratamento de sintomas
associados a injuria de reperfusdo incluindo acidente vascular
cerebral e hemorragia cerebral. (LI et al., 2006; HUTCHINSON et al.,
2007; HIRANO et al., 2015; ZHANG et al., 2016.)

Figura 5 - Estrutura molecular do DPI

O

Outro inibidor comumente estudado, é o PR-39. PR-39 & um

peptideo rico em prolina e arginina, que se liga ao dominio SH3, que
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em neutréfilos é conhecido por inibir a translocagdo da proteina
p47phox para a membrana, inibindo, portanto, a ativagao da NADPH
Oxidase (JOHNSON et al., 2002). In vivo, estimula a angiogénese e
tem efeito protetor contra isquemia. Porém, seu uso € severamente
restrito devido sua susceptibilidade de ligacdo com outras proteinas
que contenham dominios SH3 (KAWAHARA et al., 2005;
DRUMMOND et al., 2011; KLENIEWSKA et al., 2012).

As estatinas, além do seu potencial efeito redutor de
colesterol, boa parte do seu efeito antioxidante pode ser atribuida a
sua inibicdo da acetilacdo de Rac, prevenindo entdo sua ligacédo as
fracbes de membrana. Podem também diminuir a expressdo de
p22phox e NOX1. As estatinas também inibem a producéo de EROs
induzida por angiotensina-ll (ANG-Il) e fatores de crescimento
epidermais (EGF), inibindo a atividade da Rac. In vivo, elas
aumentam a expressdo de eNOS e sao efetivas no tratamento de
doenca cardiovascular, especialmente em pacientes com niveis
elevados de colesterol, devido a sua conhecida atividade redutora de
colesterol (WASSMANN et al., 2002; LASSEGUE; CLEMPUS, 2003;
KLENIEWSKA et al., 2012).

Interessantemente, estudos mostram que a regido PRR tem
receptores para polifendis, por consequéncia, acido fendlicos tém
sido muito utilizados como inibidores de NADPH Oxidase (MORA-
PALE et al., 2009).

A apocinina, um composto pertencente a classe dos metoxi-
catecois, (4-hidroxi-3-metoxiacetofenona) (Figura 6), tem sido um
dos compostos fendlicos mais utilizados como um eficiente e nao
toxico inibidor do complexo NADPH oxidase em muitos modelos
experimentais (MORA-PALE et al., 2012; ZHANG et al., 2016).
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Figura 6 - Estrutura molecular da apocinina
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Estudos reportam que o mecanismo de acdo da apocinina
envolve sua metabolizacdo por meio da acdo catalitica da MPO e a
consequente geracdo de um produto dimérico, este metabdlito ativo,
portanto, impede a agregacdo e translocacdo dos componentes
citosélicos do complexo NADPH oxidase para a membrana. O
mecanismo de inibicdo da enzima envolve o comprometimento da
translocacdo do componente p47phox citosélico do complexo
NADPH oxidase para a membrana, inibindo assim sua ligacdo ao
p22phox. (JOHNSON et al., 2002; DODD-O et al.,, 2004; MORA-
PALE et al., 2009). In vitro e ex-vivo, tem efeitos anti-inflamatorios e
antioxidantes como a reducédo do burst oxidativo dos fagdcitos, a
reducdo da ativacdo, da quimiotaxia de polimorfonucleares
granulécitos, inibicdo de OONO- e H202 e em células néo-
fagociticas, age como um potente antioxidante e ndo como inibidor
de NADPH Oxidase. (DRUMMOND et al., 2011; KLENIEWSKA et
al., 2012).

Outro composto fenolico tem chamado a atencdo por seu
potencial antioxidante, um derivado do &cido cafeico, chamado éster
fenetil do acido cafeico (CAPE). E um componente ativo do prépolis,
derivado do mel de abelha e tem sido utilizado na medicina popular
durante muitos anos. Além da sua propriedade antioxidante, CAPE é
conhecido por seu potencial anti-inflamatério, antimicrobiano e

imuno-modulatério.
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1.8 ACIDOS FENOLICOS E ESTER FENETILICO DO
ACIDO CAFEICO

Acidos fenolicos estdo largamente distribuidos em vegetais e
se destacam por suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias,
anti-carcinogénicas, entre outras. (MADDOX; LAUR, 2010;
KUDUGUNTI et al., 2010; KUDUGUNTI et al., 2011).

Inimeros relatos tém apontado para uma melhora significativa
nas propriedades biolégicas de &cidos fendlicos quando os mesmos
séo esterificados. Neste sentido, em um trabalho recente de nosso
grupo de pesquisa, verificou-se que ésteres do acido protocatecuico
foram duas vezes mais eficientes que seu precursor acido no
sequestro de radicais e inibigdo do complexo NADPH-oxidase (DE
FARIA et al., 2012).

A porcao hidrofobica do galato de dodecila esta associada
com atividade antioxidante na prevencao de peroxidacéo lipidica
mitocondrial (KUBO et al., 2002); Chalas e colaboradores (2001)
verificaram que a esterificacdo de éacidos fendlicos foi capaz de
aumentar suas eficiéncias na inibicdo da peroxidacdo de LDL e no
ataque radicalar em membranas eritrocitarias por AAPH (CHALAS et
al., 2001); galato de metila e galato de propila foram mais eficazes
na inibicdo da peroxidacdo de fosfolipideos cerebrais que seu
precursor acido galico, quando em presenca de HOCI (ARUOMA et
al., 1993).

Em estudos realizados por Lu e colaboradores (2006),
verificou-se que o efeito neuroprotetor de derivados de acido galico
varia de acordo com a cadeia na ordem galato de metila > galato de
propila > galato de octila > galato dodecil. Estes resultados sugerem
que esterificacdo do &cido desempenha um importante papel no
efeito antioxidante. Este estudo mostrou que o pré-tratamento com

os derivados de acido galico suprimiu o estresse oxidativo induzido
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pela 6-hidroxidopamina (uma conhecida neurotoxina que induz
estresse oxidativo em células neurais levando-as a apoptose pela
producdo de EROSs) (LU et al., 2006).

Fiuza e colaboradores (2004), em estudo com derivados de
acido cafeico e acido gélico com efeitos anticarcinogénicos sugerem
que a atividade citotoxica de compostos fendlicos depende da taxa
de incorporacéo nas células diretamente relacionada, tanto com sua
lipofilicidade, quanto sua capacidade antioxidante (FIUZA et al.,
2004). Este estudo nos mostra que ésteres propilicos (cafelato e
galato) mostraram um efeito antitumoral consideravel, contra as
linhagens HelLa e L-132, ao comparar com seus analogos octil e
metil. Reis e colaboradores (2010) ao testar o &cido protocatecuico e
alguns ésteres alquilicos na inibicdo da oxidacéo de &cido linoleico,
mostraram que a incapacidade do acido protocatecuico em bloquear
inicialmente a oxidacdo de &cido linoleico pode estar ligada a
dificuldade da sua difusdo através da matriz lipidica (REIS et al.,
2010).

Acido hidroxicinamicos constituem uma grande classe de
polifendis largamente distribuida em frutas, vegetais e bebidas,
como o café. O Acido cafeico (Figura 7) € um dos mais abundantes
hidroxicinamicos encontrados na dieta humana. Pode ser
encontrado em sua forma livre ou conjugado com outros compostos.
Entre os mais comuns esta o conjugado do acido cafeico com acido
quinico, também conhecido como &cido clorogénico. Muito

encontrado em café, mirtilo e macés (GONTHIER et al., 2006).

Derivados do &cido cafeico sdo naturalmente encontrados e
reportados ndo somente por suas propriedades antioxidantes, mas
também como por suas caracteristicas anti-inflamatdrias,
antibacterianas e anticarcinogénicas. Entre os derivados do acido
cafeico mais amplamente estudado, encontra-se o éster fenetilico de
acido cafeico (CAPE) (Figura 7) (KUDUGUNTI et al., 2010; GASPAR
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et al., 2010; KUDUGUNTI et al., 2011). Isolado de propolis, suas
atividades antibiéticas, anti-inflamatdrias, antioxidantes, antivirais e a
especialmente sua capacidade antitumorigénica tem sido
amplamente estudada. (KUDUGUNTI et al., 2010; WATANABE et
al., 2011; ZHAO et al., 2012; HA et al., 2012).

Figura 7 - Estrutura molecular do acido cafeico e éster fenetilico do
acido cafeico
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Neste sentido, Kudugunti e colaboradores (2010) mostraram
em um trabalho recente diversos analogos do acido cinamico, entre
eles &cido cafeico, acido clorogénico e CAPE, seus resultados
mostraram o CAPE € 40 mil vezes mais soluvel que o acido cafeico
em meio lipidico, portanto, CAPE pode particionar mais facilmente
que seu precursor em membranas lipidicas (KUDUGUNTI et al.,
2010).

No entanto, a substituicdo 3,4 di-hidroxil no anel aromatico
fornece ao CAPE a sua principal capacidade de scavenger de
radicais livres. (MOTAWI; DARWISH; EL TAWAB, 2010). Uma das
principais propriedades das EROs é reagir com a membrana lipidica
das células, causando peroxidacdo lipidica, 0 que causa uma
desorganizacao na estrutura e consequentemente na funcao celular.
O CAPE, por sua capacidade antioxidante, € capaz de neutralizar a
acdo do anion superoxido, radical hidroxila, oxigénio singlete e
radical peroxila, além de proteger a membrana lipidica celular
(MOTAWI; DARWISH; EL TAWAB, 2010; ZHAO et al., 2012).
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Estudos relatam a capacidade do CAPE em inibir a
transcricdo do fator NF-kB, um dos principais fatores de transcricdo
envolvido na regulacdo da expressdo dos genes responsaveis por
proliferacédo celular e resposta inflamatoria. Isso mostra que, inibindo
este fator, ha uma consequente diminuigdo na produgéo de enzimas
pro-inflamatorias, citocinas e supressédo da enzima MPO através da
reducdo de TNF-alfa, que estimula a adesédo dos neutréfilos no
endotélio (MOTAWI; DARWISH; EL TAWAB, 2010; WATANABE et
al., 2011; ZHAO et al., 2012).

A lipofilicidade e hidrofobicidade destas substancias pode ser
um fator decisivo em seus efeitos biolégicos, mesmo quando o grupo
oxidavel dos mesmos nédo é alterado em sua esterificacdo. Sendo
assim, estudar os efeitos biolégicos em leucdcitos causados pelo
aumento da lipofilicidade de derivados do acido cafeico nos permite
avaliar se essas substancias sdo candidatas a possiveis inibidores
da enzima NADPH Oxidase e agentes terapéuticos promissores no

tratamento de doencas inflamatérias.
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OBJETIVOS

Este projeto visa ampliar e elucidar os conhecimentos sobre a

dependéncia da hidrofobicidade no que diz respeito as

caracteristicas antioxidantes e inibidoras sobre a producdo de

oxidantes em leucadcitos ativados.

2.1

Objetivos especificos

Explorar a relacdo entre a estrutura molecular, as
propriedades quimicas e atividades biol6gicas do composto
éster fenetilico do acido cafeico (CAPE) como inibidor do

complexo enziméatico NADPH oxidase;

Comparar sua eficacia com o seu precursor, acido cafeico
(CA) e os derivados éster fenetilico do acido cinamico (CIPE)

(C4) e o acido clorogénico (ClorA).

Avaliar o efeito das substancias sobre a funcédo efetora de

fagdcitos (Fagocitose).

Avaliar a possivel capacidade imunorreguladora das
substéancias em estudo, no que diz respeito a

producao/inibicdo de citocinas pré e antiinflamatérias.

Avaliar o mecanismo de acdo das substancias frente a

translocacado da proteina p47phox.
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Materiais e Métodos
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ETICA

O protocolo de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de
Araraquara — UNESP, para a autorizacdo da coleta de sangue dos
voluntarios e processamento das amostras para 0s experimentos ex
vivo, nos quais se fez necessaria a utilizacdo de leucécitos e
eritrécitos humanos. (Protocolo de aprovacdo: CEP/FCF/Car n°

540.142 - conforme documento apresentado no Apéndice 1).

3.2 CASUISTICA

Apés esclarecimento do projeto de pesquisa, voluntarios
saudaveis com idade entre 25 e 45 anos foram submetidos a coleta
do material biolégico, sangue periférico. As amostras de sangue
foram colhidas por puncédo venosa, utilizando-se sistema de coleta a
Vacuo ou seringas descartaveis, em tubos estéreis e descartaveis,
contendo heparina, como anticoagulante. O volume de sangue
colhido foi de 20 mL, destinado a separacdo de leucdcitos e
eritrocitos para analises realizadas em ensaios ex vivo (avaliacdo do
efeito inibidor do acido cafeico e derivados do &cido cafeico sobre a
inibicdo da enzima NADPH oxidase e a producdao de EROs,
avaliacdo da inibicdo do dano oxidativo na membrana de eritrocitos

pelas substancias em estudo e cultura de células mononucleares).

3.3 SUBSTANCIAS DE ESTUDO: ACIDO CAFEICO E
DERIVADOS

Todos os acidos fendlicos utilizados neste estudo foram
adquiridos de Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).
Sao eles: Acido cafeico, Ester fenetilico do acido cafeico, acido
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clorogénico e éster fenetilico do acido cinamico, ilustrados na figura
8.
Figura 8 - Estrutura dos acidos fendlicos utilizados
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3.4 ESTIMAGAO DO LOGARITMO DE COEFICIENTE DE
PARTICAO (LOG P)

A hidrofobicidade molecular dos compostos em estudo foram
calculados com base em seus valores de log P (coeficiente de
particdo n-octanol/dgua) com base no método de Crippen e
realizados utilizando software ChemDraw (ChemDraw Ultra 7.0.1,
CambridgeSoft) (GHOSE; CRIPPEN, 1987).

3.5 MEDIDAS DE VOLTAMETRIA CigLICA PARA
DETERMINACAO DO POTENCIAL DE REDUCAO

Estudos voltamétricos foram realizados em colaboragdo com a
Dra. Maria Luiza Zeraik, sob supervisao do Prof. Dr. Sergio Antonio
Spinola Machado, no laboratério de Grupo de Materiais
Eletroguimicos e Métodos Eletroanaliticos (GMEME), do Instituto de
Quimica da USP de Séao Carlos. Os potenciais redox foram obtidos
utilizando um potenciostato/galvanostato Autolab 30 PGSTAT (Eco-

Chemie, Utrecht, Holanda). As curvas voltamétricas foram registadas
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a temperatura ambiente utilizando uma célula eletroquimica de
compartimento Unico contendo trés eletrodos: um eletrodo de
referéncia de Ag/AgCI/KCI 3,0 mol L%, uma folha de platina de 0,5
cm? como contra eletrodos e um eletrodo de trabalho de carbono
vitreo com 0,07 cm? de &rea geométrica. A janela de potencial usada
foi de Ei= -0,2 V, Eina= +1,3 V e Ein2= -1,2 V. A superficie do
eletrodo de trabalho foi cuidadosamente polida com 0,5 pum de
suspensao de alumina antes de cada experiéncia e completamente
enxaguado com agua destilada. Uma solucdo de PBS 0,2 M (pH = 7)
foi usada como um eletrdlito de suporte. As solugbes foram
purgadas com nitrogénio durante 5 minutos antes de gravar 0s
voltamogramas. As solucdes etandlicas (5 mM) das substancias
foram diluidas na célula eletroquimica em concentracdes finais de
0,1 mM utlizando a solucdo de eletrdlito de suporte. Os
voltamogramas ciclicos foram registrados em uma taxa de varredura
de 5mV s-1.

3.6 ESTUDO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE
(REDUCAO DO RADICAL ESTAVEL DPPH)

A capacidade sequestradora de radicais livres do CAPE e
derivados do é&cido cafeico foi determinada pelo seu potencial de
redugédo sobre o radical 1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), como
descrito por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995). As
substéancias testadas em diferentes concentra¢cbes foram incubadas
durante 30 minutos, no escuro, em solucédo etandlica de DPPH a 100
MM (Sigma Aldrich®, St. Louis, MO, USA). O Trolox foi utilizado
como padrdo deste ensaio. A leitura da absorbancia foi feita em
comprimento de onda de 515 nm em espectrofotometro UV-Mini
1240 em relagdo a um branco constituido de alcool etilico. Os
experimentos foram efetuados em triplicata e o percentual de
sequestro do radical DPPH foi calculado tendo como referéncia o

controle,na auséncia de tratamento:
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[(absorbancia do controle - absorbancia da amostra) / (absorbancia
do controle)] x
100

A partir dos valores das porcentagens de inibicdo foi calculado o
EC50 das amostras, ou seja, a capacidade da substancia analisada

de reduzir 50% do radical DPPH presente.

3.7 INIBICAO DE PEROXIDACAO LIPIDICA PELO
METODO OLEO TUNGUE

Primeiramente, preparou-se uma solucdo de Brij 35 (Sigma-
Aldrich®, St. Louis, MO, USA) dissolvendo 4mg do mesmo em 100
mL de agua milli-Q (Millipore, Belford, MA, USA). Posteriormente,
diluiu-se 5 mg de o6leo Tung em 25 mL de solucdo de Brij
previamente preparada em frasco ambar. Preparou-se também uma
solugdo 4 mM de AAPH (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA). Para
uso nas reag0es foi preparado uma solucao 1:1 de tag (Tag: solucéo
de brij + 6leo tung e PBS). Em placa foram adicionados solu¢céo de
APPH, Tag, na auséncia (controle) ou na presenca dos compostos
de estudo em pocos de uma microplaca, com volume final de 300
pML. Como padréo deste ensaio, utilizou-se o composto Trolox. O
progresso das reacdes foi imediatamente monitorado pela
diminuicdo da absorbancia a 273 nm. As medi¢des foram realizadas
a cada minuto durante 4 horas, a 37°C, com 5 segundos de agitacao
antes de cada medida, utilizando um leitor de microplacas
(Spectramax M2 Microplate, Molecular Devices, EUA) (LAGUERRE
et al., 2008).

3.8 ACAO REDUTORA SOBRE RADICAIS
PEROXILA/AAPH

Este ensaio se baseia no decaimento da fluorescéncia da
piranina quando submetido a oxidacao por radicais peroxila. Utilizou-

se uma solucao de 5 mM do composto fluorescente piranina (Sigma-



48

Aldrich®, St. Louis, MO, USA) e 40 mM de AAPH em PBS (pH 7,4) a
37°C na auséncia (controle) ou na presenca dos compostos de
estudo em pocos de uma microplaca preta durante 3 horas. Como
padrao utilizo-se o composto Trolox. O volume final da reacao foi de
300 pyL. O decaimento de fluorescéncia da piranina foi monitorado
utilizando os comprimentos de onda de excitagcdo de 456nm e
comprimento de onda de emissdao de 512nm em um leitor
Spectramax M2 Microplate (Molecular Devices, EUA). A capacidade
antioxidante foi avaliada em funcdo do tempo de inducgéo, ou seja, 0
atraso no decaimento de fluorescéncia da piranina provocado pela
presenca dos compostos em estudo.

3.9 DETERM’INAQAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
PELO METODO DE REDUCAO DO FERRO (FRAP)

O ensaio do FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), Poder
Antioxidante de Reducdo de Ferro, estima a capacidade dos
antioxidantes em reduzir o complexo de Ferro Feérrico
Tripiridiltriazina (Fe3*-TPTZ) ao complexo de Ferro Ferroso
Tripiridiltriazina (Fe?*-TPTZ) em pH3.6, formando uma solucéo de
coloracdo azul intensa com absorcdo maxima de 593 nm, sendo
possivel medir o efeito antioxidante monitorando a formacédo do
complexo Fe?*-TPTZ com um espectrofotometro. O reagente TPTZ
foi preparado usando uma solucdo de TPTZ em solucéo FeCls.6H:0,
a solucéao trabalho foi preparada misturando tampéao acetato pH3,6,
a solucdo TPTZ e a solucéo FeCls.6H20 e esta mistura foi chamada
solugdo FRAP. Pipetou-se em microplaca 96 pocgos, 290 pyL da
solucdo de FRAP e 10uL das substancias de estudo e o padréo
trolox, em diferentes concentragbes. Em seguida, a placa foi
incubada em uma estufa a 37°C por 30 minutos. A leitura foi
realizada em espectrofotometro a 593 nm (LUQMAN et al., 2012).
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3.10 SEPARACAO DOS GRANULOCITOS NEUTROFILOS
(PMN) E MONOCITOS (PBMC) POR GRADIENTE
DUPLO DE DENSIDADE EM FICOLL-HYPAQUE

A coleta do sangue periférico foi feita por puncdo venosa,
utilizando-se seringas descartaveis e agulhas descartaveis, em
tubos conicos estéreis e descartaveis contendo heparina como
anticoagulante.

Método que utiliza HISTOPAQUE®-1119 e HISTOPAQUE®-
1077 (Sigma-Aldriche, St. Louis, MO, USA) para separar as células
mononucleares e o0s polimorfonucleares.

Em tubo cbnico e estérii foram adicionados 3 mL de
HISTOPAQUE®-1119, cuidadosamente acrescentou-se 3 mL de
HISTOPAQUE®-1077e 6 mL de sangue total. Centrifugou-se a 700 x
g por 30 minutos a temperatura ambiente. Apés a centrifugacéao,
formaram-se duas camadas distintas de células separadas pela sua
densidade, como esta ilustrado na figura 6. O plasma e o Histopaque
foram aspirados utilizando-se uma pipeta de Pasteur e desprezados.

As camadas compostas de PMN e PBMC foram transferidas
para outro tubo coénico estéril e adicionados 10 mL de tampao PBS
(pH7,4) para 12 lavagem, centrifugando-se por 10 minutos. Apés
centrifugacdo o0 sobrenadante foi descartado e adicionado
novamente 10 mL de PBS para a segunda lavagem. Novamente, o
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em
1,0 mL de PBS suplementado (10 mL de PBS mais glicose (1
mg/mL), cloreto de magnésio (0,5 mM) e cloreto de calcio (1 mM)).

A contagem de células foi realizada em camara de Neubauer,
onde as células foram diluidas a 1/20 (10 yL de suspensédo de
polimorfonucleares em 190 pL de Liquido de Lazarus). Apés a
contagem a suspensao celular foi ajustada para a concentracdo de
5x10° células/mL e empregadas nos ensaios na concentracéo final

de 1x10° células/mL.
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Figura 9 - Demonstracao ilustrativa da separacao celular por
Histopaque 1077 e 1119

Sangue total Plasma

Camada de PBMC

Centrifugacéo

Histopaque
1077

Camada de PMN

Histopaque Eritrécitos
1119

3.11 TESTE DE VIABILIDADE CELULAR POR EXCLUSAO
DO CORANTE AZUL DE TRYPAN

O teste de viabilidade celular por exclusdo do corante azul de
Trypan, descrito por Strober (2001), foi realizado para a
determinacdo das concentracdes do acido cafeico e seus derivados
a serem utilizadas nos ensaios ex vivo, a fim de garantir que as
células estivessem viaveis durante 0s ensaios na presenca de
determinadas concentragcdfes das substancias de estudo e evitar
possivel citotoxicidade devido a altas concentracdes das mesmas.
As células (1x10° células/mL) foram incubadas em PBS (pH7,4) na
presenca ou na auséncia (controle da reacdo) das substancias de
estudo nas concentragdes de 100 uM, 10 uM e 1 uM.

O ensaio foi realizado em trés tempos diferentes: 30 minutos,
1 hora e 1 hora e 30 minutos de incubacao. O volume final da reacéo
foi de 250 uL. Decorridos os tempos de incubacdo, 50 yL da solucao
da reagéo foram adicionados a 20 pL de solugdo azul de Trypan.
Cem células foram contadas em camera de Neubauer e a partir do
resultado, obteve-se a porcentagem de células vivas (ndo coradas,

portanto integras e viaveis) e mortas (aquelas que se apresentavam
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azuis, devido a permeabilizacdo da membrana que permite a

entrada do corante).

3.12 DETERMINACAO DA PRODUCAO DO RADICAL O3~

POR LEUCOCITO ATIVADOS. (ENSAIO
QUIMILUMINESCENTE DEPENDENTE DE
LUCIGENINA)

A quimiluminescéncia dependente de lucigenina € uma
técnica para deteccdo de anion superodxido extracelular, sensivel,
reproduzivel e confiavel. Nessa reacdo, o O2" reduz a lucigenina
para seu radical cétion, que reage com um segundo &anion
superoxido para formar a molécula rica em energia dioxetano, que
emite um foton (KITAGAWA et al., 2003).

Foi preparada uma solucdo estoque de lucigenina (Sigma-
Aldrich®, St. Louis, MO, USA) 250 uM dissolvendo 25 uL desta em
975mL de tampé&o PBS, estando uma concentracéao final a 10 yM. O
estimulo do “burst” oxidativo foi PMA (100 nM). Para realizacédo dos
ensaios adicionou-se a placa de leitura: tampdo PBS suplementado,
suspensdo celular de neutréfilos (1x108 células/mL), lucigenina
(1x10° M), as substancias em diferentes concentragées (10 uM e 1
MM) e o estimulo do “burst” oxidativo, em um volume final de 250 pL.
Como padréo utilizamos um conhecido inibidor de NADPH Oxidase,
0 composto Apocinina. Apds posicionamento da placa na camara de
leitura no lumindmetro (Centro Microplate Luminometer LB960,
Berthold Technologies, Oak Ridge, TN, USA), o monitoramento da
reacao foi iniciado. O tempo de reacdo foi padronizado em 30
minutos. (KANEGAE et al., 2007; KITAGAWA et al., 2003).

A emissao de luz integrada foi utilizada como um parametro
analitico para o O2" extracelular produzido pelas células
estimuladas. O potencial de inibicdo foi calculado utilizando a area

sob a curva da emissao de luz gerada versus tempo, pelo controle
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positivo, no qual as células ativadas foram incubadas na auséncia

das substancias testadas.

3.13 DETERMINAC;AO DA PRODUCAO DO RADICAL O~
POR NEUTROFILOS ATIVADOS (ENSAIO DO WST-1)

O ensaio foi realizado segundo Tan e Berridge (2000) com
pequenas modificacdes a fim de determinar o potencial de inibicdo
das substancias sobre o O2" produzido por células ativadas. Para
tanto, o WST, solivel em &gua e impermeével a membrana, foi
utiizado como sonda cromogénica. A produgcdo de Oz foi
determinada pela quantidade de formazana produzida a partir da
decomposicdo da sonda pelo radical.

Em microplaca, células PMN (1x10° células/mL) foram pré-
incubadas a 37°C durante 15 minutos em PBS suplementado na
presenca do acido cafeico, acido clorogénico e ester fenetilico do
acido cafeico e o padrédo do ensaio, a apocinina (concentracdes
finais de 10 yM e 1 pM). Em seguida, WST-1 (500 uM) foi
adicionado a placa. PMA (100nM) foi utilizado para estimular a
producdo do radical anion superoxido pelas células e a reducdo do
WST-1 foi medida espectrofotometricamente por 30 minutos a 450
nm, a uma temperatura de 37°C, utilizando um leitor de placas
(SpectraMax M2, Molecular Devices). O potencial de inibicdo foi
calculado utilizando a absorbancia do controle, o qual as células
foram estimuladas com PMA e incubadas na auséncia das

substancias testadas.

3.14 INIBIDORES DA PRODUCAO DE ANION
SUPEROXIDO PELO SISTEMA ENZIMATICO
XANTINA/XANTINA OXIDASE

Atravées da reacdo de reducdo do WST-1 (sal tetrazélio

sulfonado) a sais de formazana soluvel pelo anion superoxido, o qual
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é produzido via xantina/xantina oxidase, é possivel avaliar a inibi¢cao
deste radical apds o tratamento com a substancia de interesse. Em
microplaca, foram adicionados em cada poco: PBS (pH7,4), xantina
(0,1 mM), a substancia a ser testada em diferentes concentracoes,
WST-1 (0,5 mM) ((Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)
e por ultimo, xantina oxidase (0,05 pM/mL). A reducdo do WST-1
pelo O2™ foi medida por espectrofotdmetro utilizando um leitor de
placa (SpectraMax M2, MolecularDevices). Para o branco, além das
substancias, a xantina oxidase também n&o foi adicionada. Incubou-
se por 30 minutos a 37°C e a leitura foi realizada a 450 nM em ponto
final.

O resultado foi obtido a partir da determinacdo da producédo de
02" no controle negativo, na auséncia de tratamentos com as
substancias de estudo, em relacdo a inibicdo do radical nas

amostras, onde as substancias foram adicionadas a reagao.

3.15 DETERMINACAO DA INIBICAO DA PRODUCAO DE
PEROXIDO DE HIDROGENIO EXTRACELULAR POR
AMPLEX® RED

Este ensaio teve como objetivo avaliar o potencial de inibicao
das substancias em estudo, sobre o H202 extracelular liberado por
polimorfonucleares (PMN) ativadas utilizando o Amplex® Red (10-
acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine — Invitrogen, Eugene, Oregon,
USA), uma sonda altamente estavel e sensivel que, na presenca de
uma peroxidase, é capaz de reagir com H202, resultando num
produto vermelho altamente fluorescente, a resorufina. Baseada na
metodologia descrita por Rinaldi e colaboradores (2007), em
microplaca preta, foram adicionados PBS suplementado e 1x10°
células/mL, as quais foram incubadas na presenca das substancias
testadas neste estudo; ou na auséncia destes (controle positivo e
negativo). A incubacao foi mantida durante 15 minutos em estufa a

37°C. Em seguida, as células foram estimuladas com PMA (100 nM)



54

(com excecdo do controle negativo) e o Amplex Red (0,5 mM) foi
adicionado. A leitura foi realizada em leitor de placas (Synergy
Hybrid Reader, Biotek) durante 30 minutos em excitacdo e emissao
maxima de 530/590 nm.

3.16 AVALIA(;L&O DO EFEITO INIBIDOR SOBRE A
PRODUCAO DE ACIDO HIPOCLOROSO (HOCI) POR
NEUTROFILOS ATIVADOS

A fim de avaliarmos o efeito inibidor das substancias em
estudo sobre a producdo do HOCI, foi realizado um ensaio onde a
qguantidade de HOCI produzido foi medido pela quantidade de
taurina-cloramina produzida apos reacdo da taurina com o &cido
hipocloroso liberado no meio. A taurina-cloramina € capaz de oxidar
o TMB, revelador utilizado neste ensaio.

Em microtubos, foram adicionados PBS (pH7,4) contendo
taurina (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA) (10 mM), as células
PMN (1x108 células/mL) e &cido cafeico, CAPE, &cido clorogénico
(10 uM e 1 pM) e fluortryptamina, um conhecido inibidor de H20z2,
utilizado como padréo deste ensaio. Uma pré-incubacéao foi realizada
em estufa de 37°C, durante 15 minutos. Em seguida, as células
foram estimuladas com PMA (100 nM) e nova incubagcéo em estufa
de 37°C foi realizada, durante 30 minutos com homogeneizacédo dos
tubos a cada 10 minutos. A reacédo foi interrompida pela adicdo de
catalase (20 pg/mL) e os tubos foram centrifugados a 300 x g.
Duzentos microlitros do sobrenadante foram transferidos para uma
placa de 96 pocos e 50uL de uma de solugdo de TMB a 10 mM
foram adicionados.

A leitura foi realizada a 655 nm. O potencial de inibicdo foi
calculado em relacdo a medida da quantidade de taurina cloramina
produzida no controle, onde as células foram incubadas na auséncia

das substancias testadas.
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3.17 PRODUCAO DE HOCI: MPO/H;0, (SISTEMA LIVRE
DE CELULAS). AVALIACAO DO EFEITO INIBIDOR
SOBRE A ACAO CLORINANTE DA ENZIMA
MIELOPEROXIDASE (MPO)

A medida da producdo de HOCI pela oxidacdo do cloreto
catalisada pela MPO foi baseada na reagdao do HOCI com taurina,
para produzir taurina cloramina, a qual oxida o TMB. O experimento
foi realizado de acordo com Ximenes e colaboradores (2009). Em
placa de 96 pocos, onde foram adicionados PBS (pH7,4) contendo
taurina (5 mM), as substancias testadas nas concentracdes de 10
MM e MPO (Planta Natural Products, Vienna, Austria) (50 nM). As
reacoes foram desencadeadas pela adicdo de H202 (50 uM). Como
padrao utilizou-se a fluortryptamina. A placa foi deixada sob agitacéo
durante 5 minutos e em seguida realizou-se uma incubacéo de 25
minutos a 37°C. O volume final da reacao foi de 200 uL. Decorrido o
tempo de incubacéo, as reacdes foram interrompidas pela adicéo de
catalase (20 pg/mL) e o acumulo de taurina cloramina foi medido
apods a adi¢ao de 50 uL da solugcédo de TMB a 10 mM.

A leitura foi feita espectrofotometricamente a 655 nm
utilizando um leitor de placas (SpectraMax M2, Molecular Devices).
A capacidade de inibicdo da atividade clorinante (consequente
inibicdo da producdo de acido hipocloroso) da MPO foi calculada
considerando-se a quantidade de taurina cloramina produzida em
relacdo ao controle, no qual as substancias testadas n&do foram
adicionadas. Uma curva padrédo foi gerada pela adicdo de HOCI em
PBS contendo taurina e usada para calcular a quantidade de HOCI

produzido pela MPO.
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3.18 DETERMINACAO DA INIBICAO DE PEROXIDO DE
HIDROGENIO INTRACELULAR ENSAIO DE
DIHIDRORODAMINA 123 (DHR) POR CITOMETRIA DE
FLUXO

Este ensaio foi realizado sob a superviado e colaboracao da
Dra. Patricia Palmeira do Laboratério de Investigacdo Médica (LIM-
36) do Instituto da Crianca do Hospital das Clinicas — FMUSP.

A avaliagdo da inibicdo de H20: intracelular produzido por
neutréfilos e mondcitos ativados com PMA ou Staphylococcus
aureus foi realizada utilizando o DHR (Sigma-Aldrich®, St. Louis,
MO, USA), o qual pode ser oxidado por peroxido de hidrogénio
produzindo rodamina 123, que é altamente fluorescente e pode ser
detectada por citometria de fluxo. O ensaio foi realizado de acordo
com Richardson e colaboradores (1998) e algumas modificacdes. A
coleta do material biolégico (sangue periférico) foi feita com material
estéril e descartavel, em tubos contendo heparina. Estes foram
submetidos a contagem de células através de um contador
automatico (Abbott Cell-Dyn CD-1700 Hematology Analyzer). O
sangue total foi adicionado a placa, de modo que cada poco
apresentasse 3x10° leucocitos/mL. Em seguida, o acido cafeico e
seu éster, éster fenetilico do acido cafeico foram adicionados e uma
incubacdo de 30 minutos foi feita em estufa a 37°C. Os estimulos,
PMA (2 pM) ou Staphylococcus aureus (na proporcédo de 10
microrganismos para 1 célula), foram adicionados e foi feita uma
incubagéo de 20 minutos nas mesmas condigdes anteriores.

Posteriormente, o DHR (20 ug/mL) foi adicionado. O volume
final da reacdo totalizou 100 pL, sendo que a quantidade suficiente
para tal volume foi completada com PBS (pH7,4). Decorridos 7
minutos de incubagédo a 37°C, fez-se uma lavagem com Staining
Buffer (PBS 7,4, acrescido de 1% de SFB e 0,1% de azida sodica),

onde uma centrifugacao foi feita a 630 x g durante 7 minutos.
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O sobrenadante foi desprezado e as hemacias foram lisadas
com BD FACSTM Lysing Solution, permanecendo na auséncia de
luz durante 20 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, duas
lavagens foram realizadas utilizando Staining Buffer. As células
foram ressuspendidas em 300 pL da mesma solugéo e este volume
resultante em cada poco da placa foi transferido para seus
respectivos tubos com filtro, especificos para citometria de fluxo,
preparados previamente. A aquisicao pelo citdmetro de fluxo FACS
LRS Il Fortessa (BD Biosciences) foi realizada em seguida, de
acordo com 0s seguintes parametros: as células foram analisadas
de modo que as populacbes de mondcitos e neutrofilos estivessem
delimitadas através de gates, utilizando como parametros o tamanho
(forward scatter, FSC) e a granulosidade celular (side scatter, SSC).
Foram salvos 2000 eventos no gate de mondcitos e neutrdéfilos e os
dados obtidos foram analisados no software FlowJo.

Os resultados foram expressos pela Média de Intensidade de
Fluorescéncia (MFI, mean fluorescence intensity) e porcentagem de
células produtoras de H202. A partir destes, o calculo de
porcentagem de inibicdo foi determinado pelo resultado de cada
amostra em relacdo a seu controle. Sendo que este ultimo foi isento
da adicdo das substancias em estudo. Um controle negativo para
cada reacao também foi realizado, o qual foi isento da adicdo tanto
das substancias em estudo quanto de qualquer estimulo, a fim de
verificarmos a producdo espontanea de H20:2 pelas células. Os
valores obtidos nesta producdo espontédnea foram descontados

durante as analises no software FlowJo.

3.19 ENSAIO DE FAGOCITOSE POR CITOMETRIA DE
FLUXO

O ensaio do DHR nos possibilitou avaliar conjuntamente a

atividade fagocitica de neutréfilos estimulados com Staphylococcus
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aureus conforme descrito por Hasui e colaboradores (1989).
Portanto, foi possivel determinar se o tratamento prévio com o &cido
cafeico e CAPE poderia resultar numa possivel inibicdo ou
interferéncia desta funcao efetora.

Para tanto, vale ressaltar que no ensaio descrito no item 3.15
foram utilizadas bactérias Staphylococcus aureus marcadas com
iodeto de propidio. A bactéria marcada com iodeto de propidio foi
cedida do grupo de pesquisa da Dra. Patricia Palmeira do
Laboratdrio de Investigacdo Médica (LIM-36) do Instituto da Crianca
do Hospital das Clinicas — FMUSP pela Profa. Dra. Alice Maria
Melville Paiva Della Libera do Departamento de Clinica Médica —
VCM da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sdo Paulo. A eficacia da marcacédo bacteriana foi
previamente confirmada pelo grupo de pesquisadores do LIM-36, por
citometria de fluxo e microscopia confocal confirmando a presenca
de S. aureus no interior dos fagocitos. Os nucleos dos fagdcitos
foram marcados em azul com fluorocromo DAPI (4-6-diamidino-2-
fenilindol) e as bactérias em vermelho com iodeto de propidio
(resultados n&o mostrados). A fagocitose de S. aureus por
neutréfilos ativados foi avaliada juntamente ao ensaio de DHR e,
portanto, as células foram delimitadas atraveés de gates, utilizando
como parametros o tamanho (forward scatter, FSC) e a
granulosidade celular (side scatter, SSC).

Os resultados foram expressos pela Média de Intensidade de
Fluorescéncia (MFI, mean fluorescence intensity), que corresponde
a média da quantidade total de bactérias internalizadas por cada
célula e pela porcentagem, que corresponde a quantidade de células
com capacidade fagocitica. A partir destes, o calculo de
porcentagem de inibicdo da fagocitose foi determinado pelo
resultado de cada amostra em relacdo a seu controle (estimulado
com S. aureus). Sendo que este ultimo foi isento da adicdo das

substancias em estudo. Um controle negativo para cada reacao
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também foi realizado, o qual foi isento da adicdo das substancias em
estudo e da bactéria, a fim de descartarmos qualquer fluorescéncia

espontanea das células, durante as analises no software FlowJo.

3.20 CULTURA DE CELULAS MONONUCLEARES

A coleta do sangue periférico foi feita em tubos contendo
heparina e as células mononucleares foram separadas por gradiente
de densidade (Histopaque 1077, Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO,
USA). Em placas de 12 wells, as células (1x10°8 células/mL por poco)
foram cultivadas em meio RPMI-1640 (Gibco®, Life Technologies,
Foster City, CA, USA) suplementado com Soro Fetal Bovino (SFB) a
10% (Sigma, St. Louis, MO, USA). As placas foram mantidas em
estufa de 5% de CO2 a 37°C, overnight, para aderéncia dos
mondcitos a sua superficie. No segundo dia, foi feita uma lavagem
para a retirada das células ndo aderidas a placa e o meio (RPMI-
1640 + SFB) foi trocado.

As substancias de estudo foram testadas nas concentracdes
de 20 yM e 70 uM, e adicionados a seus respectivos pogos (com
excecdo dos controles positivo e negativo) e as placas foram
mantidas novamente em estufa de 5% de CO2 a 37°C. Decorridas 5
horas de incubacdo as células foram estimuladas com
Staphylococcus aureus (na proporcédo de 10 microrganismos para 1
célula), com excecdo do controle negativo, o qual foi composto
apenas de mondcitos e isento de qualquer substancia de estudo.
Novamente as placas foram mantidas em estufa de 5% de CO:2 a
37°C e apos 18 horas os sobrenadantes foram transferidos para
microtubos estéreis e estocados a -80°C, para posterior dosagem de

citocinas.
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3.21 QUANTIFIQAC}AO DE CITOCINAS PRO E ANTI-
INFLAMATORIAS (ELISA)

A quantificacdo de citocinas foi realizada para avaliar possivel
acdo imunorreguladora das substancias em estudo. As citocinas pro-
e antiinflamatorias, TNF-a e IL-10 respectivamente, foram
quantificadas por Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) utilizando o Kit
BD OptEIATM Human TNF ELISA Set (Cat. N° 555212) e BD
OptEIATM Human IL-10 ELISA Set (Cat. N° 555157),
respectivamente, de acordo com as instru¢des do fabricante.

Resumidamente, anticorpos monoclonais especificos para
TNF-a ou IL-10 (anticorpos de captura) foram adsorvidos em placas
de microtitulagdo contendo 96 pocos (3590, Corning, NY, USA) e
deixada overnight a 4°C, em camara umida. Cada etapa do ensaio
foi precedida por 4 lavagens com solucédo de PBS pH 7,4-Tween 20
a 0,1% (PBS-T). Tampéao de Bloqueio (PBS, pH 7,4 + 10% de BSA)
foi adicionado as placas e estas mantidas a temperatura ambiente
durante 1 hora. Tanto a curva padrdo de TNF-a quanto a de IL-10
foram diluidas seriadamente nas placas e o0s sobrenadantes das
culturas de mondcitos (mencionados acima) foram diluidos quando
necessario. Decorrido o tempo de incubacao (2 horas, a 37°C) para
a ligacdo das citocinas a seus anticorpos de captura especificos, o
anticorpo detector conjugado com streptavidina-HRP foi adicionado
a placa. Apés 1 hora de incubacédo o substrato (TMB) foi adicionado
a placa, o qual produziu uma coloragdo azul diretamente
proporcional a quantidade de citocinas presentes nas amostras. A
reac&o foi interrompida apdés 30 minutos com uma solucdo de Acido
Sulfarico 2,5 N, o qual promoveu a mudanca de coloragcdo do meio
para amarelo, e a intensidade dessa coloracdo foi medida
espectrofotometricamente a 450 nm utilizando um leitor de placas

(LabSystems, Finland).
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As densidades Opticas foram calculadas através da
interpolacdo com a curva padrdo e 0s resultados expressos em

pg/ml.

3.22 CONSTRU(;AO DO VETOR: EGFP-P47
Os ensaios a seguir foram realizados sob supervisdo e

colaboracdo do Dr. Jonathan S. Dordick, do Departamento de
Quimica e Engenharia biolégica, do Centro de Biotecnologia e
Estudos interdisciplinares da Rensselaer Polytechnic Institute, em

Troy — NY, como parte do “doutorado - sanduiche”.

3.22.1 Purificacdo Do Vetor pEFGP-N1

Foi utilizado o plasmideo pEGFP-N1 como vetor, previamente
armazenado em -80°C, foi reativado em meio LB com canamicina,
em estufa a 37°C. Ap6s 24horas de crescimento, foi realizado o
protocolo de Miniprep, nada mais do que a purificacdo do plasmidio
inserido na bactéria Eschericia coli (E.coli). O Miniprep foi realizado
de acordo com os protocolos do miniprep kit (Sigma, St. Louis, MO,
USA).

Adicionou-se (2 mL) a microtubos 0 meio que estava em
cultivo. Centrifugou-se a 13500 rpm por quatro minutos e desprezou-
se o0 sobrenadante (meio de cultura). As células foram
ressuspendidas com 200 pL da solucdo de ressuspencédo, e entao
adicionou-se 200 pL da solucdo de lise e 350 pyL da solucdo de

neutralizacdo. Centrifugou-se por dez minutos a 13500 rpm.

Pipetou-se o lisado e transferiu-o para um tubo de miniprep
(com micro coluna de filtro) e centrifugou-se por mais um minuto.
Adicionou-se entdo, a solugcdo de lavagem e levou-se a
centrifugacdo por mais um minuto e desprezando o liquido.

Recomenda-se centrifugar por mais um minuto, pois a solucdo de
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lavagem contém alcool. A coluna do microtubo foi retirada e
adicionada em novo microtubo, eluindo com &agua estéril (50 pl).
Centrifugou-se novamente por um minuto e desprezou-se entao a

coluna. O restante foi armazenado a -20°C.

3.22.2 Corte Do Vetor Para Encaixe Da Proteina P47

Apos a purificacdo do vetor pEGFP-N1, seguiu-se o corte
deste para encaixe da proteina p-47. O corte foi realizado pela
enzima SAL-1 (Thermofisher, Massachusetts, USA). Utilizou-se a
enzima (5 pl), &gua livre de nuclease (25 ul) e o plasmideo recém
purificado (20 pl). Incubou-se por 2 horas a 37°C. ApGs incubacéo,
realizou-se a técnica de PCR Clean-up System (Promega,
Wisconsin, USA), que consiste em adicionar mesmo volume de
Solugcéo de ligacdo de membrana (Membrane binding solution),
incubar por um minuto em temperatura ambiente e centrifugar por
um minuto a 13500 rpm. Desprezou-se o lisado e adicionou-se a
solucdo de lavagem (700 pl), centrifugando-se por um minuto,
desprezando-se 0 sobrenadante e novamente mais uma
centrifugacdo de um minuto. Transferiu-se a micro coluna para um
novo microtubo e eluiu-se adicionando agua estéril, incubando-se
novamente por um minuto a temperatura ambiente e centrifugando
por um minuto a 13500 rpm. Entdo foi realizado PCR e correu-se o

gel de agarose para confirmacéo correta do corte.

3.22.3 Preparacao Da Proteina His-P47

Preservado em -80°C, o template da proteina p47phox foi
utilizado para a formagédo do plasmideo egfp-p47. Para isso foi
realizado uma corrida de PCR com primers adquiridos pela IDT
(Integrated DNA Technologies, California, USA) com o0s seguintes

primers:
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IF-egfp-p47-F :5'- GAA TTC TGC AGT CGA CAT GGG GGA CAC
CTTCATC-3

IF — EGFP-p47-R: 5’- CCG CGG TAC CGT CGA CTC AGA CGG
CAGACGCCAG-3

Primeiramente, foi realizado um mix de primers F e R com
agua estéril. Em um micro tubo de PCR foi adicionado 4 pl deste
primer mix, 1 pl do template His-47 e agua estéril para completar o
volume final de 25 ul. Apés a corrida de PCR, correu-se o gel de

agarose para confirmar a banda correta de proteina.

3.22.4 Preparando Clones EGFP-P47

Esta técnica consiste em trés etapas: Infusdo, ligacdo e

transformacao.

Na etapa de infusdo adicionou-se em microtubos o vetor
EGFP-N1-SAL-1 (previamente cortado pela enzima SAL-1), o
produto de PCR da His-P47, e a enzima 5x Infusion (Infusion HD

Cloning Kit — Clontech, California, USA) num volume final de 10 pL.

Para a etapa de Ligacdo, levou-se o microtubo em banho-
maria a 50°C por 15 minutos. Reservou o tubo em gelo. Seguiu-se
com a etapa de transformacéo, pipetando 3 pL da solucdo de DNA a
um microtubo contendo bactérias competentes de E.coli. Novamente
levou-se a um banho-maria a 42°C por 35 segundos. Acrescentou-se
ao microtubo 200 ul de meio de cultivo SOC e incuba-se por 30

minutos a 37°C.

Apés a etapa de transformacdo, plagueou-se a solu¢cdo em
cultivo com agar LB-Canamicina a 37°C overnight. Para o controle

negativo, plaqueou-se o meio somente com o vetor vazio (egfp-nl).
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Obteve-se uma placa com diversas colbnias de bactérias.
Para o controle, observou-se uma placa com cerca de duas coldnias.
Analisou-se as colbnias formadas, escolhendo diferentes col6nias
para o screening com a técnica de PCR, utilizando com template as
colénias desejadas. Apds, correu-se 0 gel de agarose para
confirmacédo da banda correta. As bandas que apresentaram o
tamanho correto foram enviadas para confirmacdo de sequéncia de
DNA (Genewiz, New Jersey, USA).

3.23 CULTURA DE CELULAS ENDOTELIAIS

Todas as etapas da técnica foram realizadas em laboratorio
estéril para cultivo de células endoteliais e células-tronco, em
camara esterilizadas com luz violeta e alcool previamente antes de

cada experimento, evitando-se assim a contaminacao celular.

As células HUVEC (Humans Umbilical Vascular Endothelial
Cell) (ATCC) preservadas em -80°C, foram cultivadas em frascos de
cultura em meio de cultura EGM-2 (Lonza, Walkersville, MD, USA)
suplementados com Hidrocortisona, hFGF-B, 2 ml; VEGF 0,5 ml; R3-
IGF-1 0,5 ml; acido ascorbico 0,5 ml; heparina 0,5 ml; FBS 10 ml;
hEGF 0,5ml; GA-1000 0,5 ml., de acordo com o protocolo
recomendado de Lonza. O meio de cultura foi trocado a cada dois
dias até as células adquirirem a confluéncia desejada (<80%).
Células de passagem numero 6-10 foram crescidas em
monocamadas, incubadas em atmosfera umidificada 5% CO2 and
95% de ar, a 37°C.

As células foram propagadas destacando-as com 0,25% de
Trypsina (0,53 mM), adicionando o meio de cultura e centrifugando.
As células entdo foram cultivadas novamente em novos frascos até

a confluéncia desejada para os ensaios (MORA-PALE et al., 2009).
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O mesmo protocolo foi seguido para o cultivo de células HEK-293
(NF) (ATCC) utilizando o meio de cultura D-MEM suplementado com
10% Soro fetal bovino (FBS) e antibidticos (Gibco®, Life
Technologies, Foster City, CA, USA).

3.24 TRANSFERENCIA DO DNA (EGFP-p47) PARA
CELULAS ENDOTELIAIS — TRANSFECTION

Todas as etapas da técnica foram realizadas em laboratorio
estéril para cultivo de células endoteliais e células-tronco, em
camara esterilizadas com luz violeta e alcool previamente antes de

cada experimento, evitando-se assim a contaminacéo celular.

As células endoteliais em cultivo foram destacadas do frasco
de cultivo (T-75) utilizando tripsina 0,1x até que elas se descolassem
do fundo do frasco. Lavou-se com meio de cultura, centrifugando por
trés minutos a 1000 rpm. Em novo frasco estéril colocou-se o meio

de cultura (30 ml) e ressuspendeu-se as células.

Em uma placa de 12 pocos pipetou-se 2 mL, das células
ressuspendidas em meio de cultura, em cada poc¢o. Incubou-se em
atmosfera umidificada 5% CO2 em 95% de ar, a 37°C até que as
células atingissem seu ponto ideal de confluéncia. Quando as
células atingiram a confluéncia desejada (<80%), estavam prontas

para a transferéncia do DNA.

Para a transferéncia, utilizou-se o kit Lipofectamine 2000

(Invitrogen, California, USA) seguindo o protocolo exigido pelo kit.

Para os pogos de reagdes foram utilizadas como DNA o vetor
preparado EGFP-p47 e como controle positivo, o vetor vazio, EGFP-
N1. Para os pocos de reagao, em um microtubo, adicionou-se 600 pll
do meio de cultivo OPTI-MEM (Thermofisher, California, USA) e 45
pl Lipofectamine. Em um segundo microtubo, adicionou-se 600 pl do
meio OPTI-MEM e 45 ul de EGFP-P47. Misturou-se o conteudo
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destes. Para o poco de controle positivo, um terceiro tubo foi
utilizado adicionando-se 100 ul do meio OPTI-MEM e 5 ul de
lipofectamine. Em um quarto microtubo, adicionou-se 100 uL do
meio OPTI-MEM e 5 pL do vetor EGFP-N1. Misturou-se o conteudo
destes. ApOs a mistura dos tubos 1 + 2 e 3 + 4, incubou-se em

temperatura ambiente por 5 minutos.

Retirou-se a placa de cultivo da estufa e aspirou-se 1 mL do
meio de cultura de cada poco. Adicionou-se 200 pL de solucéo de
lipofectamine em cada poco e 200 pL do tubo de controle positivo
em seu respectivo poco. Incuba-se a 37°C por 24 horas. Apés
incubacdo, o meio de cultura é trocado e 1 mL de novo meio é
adicionado a cada pogo. Estimulou-se as células com PMA (50 nM)
e apos trinta minutos, foi adicionado em seus respectivos pogos as
substancias de estudo. A placa foi revelada utilizando-se

microscopio de fluorescéncia.
3.25 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo. Durante
0S ensaios, todas as amostras foram testadas em duplicata ou
triplicata e cada ensaio repetido pelo menos 3 vezes. Para os
ensaios com leucécitos foram utilizadas amostras de doadores de
sangue diferentes. A diferenca estatistica foi determinada por One-
way Anova e teste de comparacdo mdultipla de Tukey, utilizando o
controle como uma referéncia. Um valor de p<0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.
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4.Resultados
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4. RESULTADOS

4.1 ESTIMACAO DO LOGARITIMO DE COEFICIENTE DE
PARTICAO (LOG P)

Na procura de uma relacdo entre a atividade estrutural do &cido
cafeico, acido clorogénico, éster fenetilico do acido cafeico e éster
fenetilico do acido cinamico, e suas capacidades de inibicdo do burst
oxidativo em leucécitos, consideramos que suas hidrofobicidade
poderiam ser relevantes quando aos resultados, visto que a NADPH-

oxidase é uma enzima ligada a membrana celular.

Figura 10 - Estrutura molecular do &cido cafeico e seus derivados e
seus indices de hidrofobicidade (log P, coeficiente de particdo n-
octanol/agua).
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Acido cafeico (C1), éster fenetilico do &cido cafeico (C2), Acido clorogénico (C3),
éster fenetilico do acido cindmico (C4).

Esses compostos foram selecionados a fim de obter uma
comparagao entre aumento ou diminuicdo de suas hidrofobicidades
tendo como referéncia o composto Cl1 (Log P = 1,15). Ao
observarmos a Figura 10, verificamos que sua esterificacao
provocou um aumento significativo na sua hidrofobicidade calculada
pelo Log P (C2: Log P = 3,15). Resultado oposto foi verificado para o
composto C3 (Log P = -0,75), o que pode ser explicado pela
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presenca do grupo hidrofilico acido quinico. O composto C4 (Log P =
3,93), por sua vez, apresenta hidrofobicidade ainda maior que o C2,
mas nao apresenta grupos oxidaveis, o que afetara totalmente a sua

capacidade antioxidante como mostraremos.

42 MEDIDAS DE VOLTAMETRIA CiC~LICA PARA
DETERMINACAO DO POTENCIAL DE REDUCAO

As substancias em estudo foram investigadas por voltametria
ciclica utilizando um eletrodo de trabalho de carbono para identificar
a correlacdo entre o potencial antioxidante, medido pelo potencial do
pico anddico (Epa) e a inibicdo de NADPH oxidase e/ou atividade
antirrradicalar. Para isso, as substancias foram diluidas na célula
eletroquimica e foi feita uma varredura para avaliar o potencial
antioxidante pela medida do potencial de Epa utilizando um potencial
elétrico (pulso elétrico). Os voltamogramas ciclicos (Figura 11) das
substancias obtidos em pH 7,0 mostram um pico anddico bem
definido, no intervalo entre 0,24 a 0,42 V. A esterificacdo provocou
somente uma pequena diferenca no pico de potencial de oxidacéo, o
que ja era esperado pois a esterificacdo da porcado carboxilica ndo

traz grandes alteracdes na oxidabilidade nestes componentes.
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Figura 11 - Medida de voltametria ciclica para obtencéo do potencial
de reducédo do acido cafeico e derivados.
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Voltametria Ciclica para o &cido cafeico (C1), CAPE (C2), acido clorogénico (C3) e
CIPE (C4) obtida em PBS (pH 7,0). Varredura de potenciais a 5 mV s-1,potencial
inicial de -0,2 V e potencial final de 1,5 V. O pico de potencial anddico (Epa) esta
indicado.

Dentre os compostos estudados, a diferenga foi o composto C4,
0 qual ndo mostrou um pico anddico definido na taxa de voltagem
aplicada. Isto € obviamente uma consequéncia da falta da parte

fendlica em sua estrutura, tornando-o um composto redox inativo.

4.3 ESTUDO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE (REDUCAO
DO RADICAL ESTAVEL DPPH)

A capacidade sequestradora de radicais livres das
substéancias testadas foi determinada pelo seu potencial de reducéo
sobre o 1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH). Os experimentos foram
efetuados em triplicata e o percentual de sequestro do radical DPPH
foi calculado tendo como referéncia o controle, o qual ndo teve a
adicao dos antioxidantes do estudo, ou do padrdo do ensaio, Trolox.
A partir dos valores das porcentagens de inibicdo foi calculado o

ECs0 das amostras.



Figura 12 -
DPPH.
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Acido cafeico (C1), éster fenetilico do acido cafeico (C2), acido clorogénico (C3) e
éster fenetilico do &cido cindmico (C4).

Figura 13 - Capacidade antioxidante do &cido cafeico e seus
derivados pelo método de reducédo do DPPH.
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Letras diferentes denotam diferencas significativas. One-way ANOVA e teste de
comparacao de Tukey, p<0,05.

Os

hidrofobicidade das

resultados de EC50 mostram que a alteracdo na

moléculas n&o causou uma alteracao

significativa em sua capacidade de reducdo do DPPH (Figura 13), no
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entanto, C4 sem sua porgao catecol, ndo foi capaz de reduzir o
radical DPPH (Figura 12).

4.4 INIBIGAO DA PEROXIDAGAO LIPIDICA PELO METODO
OLEO TUNGUE

Utilizando o 6leo tungue como modelo de peroxidacéo
lipidica, observamos o decaimento da curva ao decorrer de 4 horas.
O azo-composto AAPH se decompbe a 37°C, em solucdo aquosa,
para gerar radicais livres alquila (R-), que na presenca de oxigénio
molecular é convertido a ROO- (NIKI, 1990). O decaimento foi
monitorado utilizando um leitor de microplacas Spectramax M2
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) no comprimento de onda
de 234 nm. A fase de lag (tempo de indugédo) obtido quando os
antioxidantes estavam presentes foi medida para varias
concentracfes de cada substancia. Os slopes das curvas (fase lag
versus a concentracdo) foram usados para medir a reatividade
relativa das substancias com os radicais peroxila derivados do AAPH
(Figura 14).
Figura 14 - Inibicdo da peroxidacao lipidica do acido cafeico e seus
derivados pelo modelo de 6leo tungue
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Relacdo linear entre AUC e as concentragdes das substancias. Os slopes foram
calculados pela regressado linear das curvas. Letras iguais denotam ndo houve




73

uma diferenca significativa. One-Way ANOVA e Teste de comparacdo de Tukey,
p<0,05.

Figura 15 - Inibicdo da peroxidacgéo lipidica do acido cafeico e seus
derivados pelo modelo de 6leo tungue
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A)Letras diferentes denotam diferencas significativas. One-way Anova e Teste de
comparacdo de Tukey, p<0,05. B) Teste T-Student. Letras diferentes denotam
diferenca significativa. Teste T-student.

Na Figura 15, podemos observar que ndo houve diferencas
estatisticas significativas entre as substancias analisadas entre si e o
mesmo ocorreu entres estas em relacdo ao padréo trolox, também
nao houve diferenca significativa entre o CAPE (C2) e o padrdo
Trolox. Vale ressaltar que o composto C4 foi excluido dos ensaios

subsequentes por ndo apresentar atividade antioxidante significativa.
4.5 ACAO REDUTORA SOBRE RADICAIS PEROXILA/AAPH

O azo-composto AAPH se decompde a uma temperatura de 37°C,
em solucdo aquosa, para gerar um radical alquila (R-), que na
presenca de oxigénio molecular € convertido a ROO- (NIKI, 1990). A
intensidade de fluorescéncia diminui a medida que ocorre a
decomposicdo da piranina (uma sonda fluorescente) pelos radicais,
no entanto, a presenca de um antioxidante promove o retardo desse
processo, por sequestrar os radicais livres (ROO-) responséaveis pelo

mecanismo de degradacdo da sonda. Neste ensaio, a reatividade
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relativa dos antioxidantes com os radicais peroxila foram avaliados
pela fase lag no decaimento da fluorescéncia da piranina (BRAND-
WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995).

Figura 16 - Acdo redutora de radical peroxila do acido cafeico e
seus derivados. Letras diferentes denotam diferengas significativas
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Acido cafeico (C1l), CAPE (C2), &cido clorogénico (C3), CIPE (C4). Letras
diferentes denotam diferencas estatisticas significativas. One-Way Anova e teste
de comparacéo de Tukey, p<0,05.

A Figura 16 mostra o decaimento da fluorescéncia da piranina
provocada pela sua oxidacdo por ROO. na presenca das
substancias. A relacéo linear entre a fase lag e a concentracdo das
substancias testadas foi usada para medir sua reatividade com
ROOQOe-. Ainda, o slope (inclinacdo) da curva € proporcional a
eficiéncia do antioxidante como sequestrador de ROO-

Na Figura 17 observamos que somente o C2 apresentou
diferencas estatisticas significativas em relacdo ao C1 e C3 e ao
padrdao trolox. Isso significa que todas as substancias foram
melhores que o trolox neste ensaio, no entanto o composto C3
(acido clorogénico) foi capaz de manter o decaimento da piranina
por mais tempo, obtendo assim resultados melhores nesse ensaio,

guando comparado ao seu precursor, acido cafeico.
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Figura 17 - Acdo redutora de radical peroxila do acido cafeico e
seus derivados. Atividade antioxidante equivalente ao Trolox
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TEAC= slope da amostra/slope do trolox). Letras diferentes denotam diferencas
significativas. One-way Anova e Teste de comparacao de Tuckey, p<0,05.

4.6 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
PELO METODO DE REDUCAO DO FERRO (FRAP)

O ensaio de FRAP é baseado na medi¢cdo da habilidade da
substancia em estudo reduzir o Fe®* para Fe?* e foi proposto para
medir a capacidade antioxidante dos compostos. Neste ensaio,
valores altos de absorbancia indicam alta habilidade redutora do
complexo Fe®*-TPTZ.

Os resultados foram expressos como capacidade antioxidante
equivalente ao Trolox (TEAC — mMol/LTrolox/mg/mL de amostra). O

Trolox foi usado como padréo antioxidante.
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Figura 18 - Determinagéo da Atividade Antioxidante pelo Método de
Reducao do Ferro pelo acido cafeico e seus derivados.
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Acido cafeico (C1), CAPE (C2), Acido cloroganico (C3). Regressao linear e TEAC
(TEAC= slope da amostra/slope do trolox). Letras diferentes denotam diferenca
significativas. One-way Anova e Teste de comparacao de Tukey, p<0,05.

Observa-se no gréafico TEAC (Figura 18) que o composto C2
(Cape) foi 0 Unico que apresentou resultados menores que o trolox,
padrdo do ensaio. Obtendo assim uma reducéo do Ferro inferior aos

demais compostos.

4.7 TESTE DE VIABILIDADE CELULAR POR EXCLUSAO

DO CORANTE AZUL DE TRYPAN

ApOs a separacdo celular, realizada a partir de dois gradientes de
densidades diferentes (Histopaque 1077 e 1119), para a separacao
de células polimorfonucleares (PMN) e células mononucleares do
sangue periférico (PBMC), como mostra a Figura 9 em “Materiais e
Metodos”, realizou-se o ensaio de viabilidade celular, o qual nos
garantiu definir as concentragdes adequadas do &cido cafeico e seus
derivados para sua utilizagcdo nos ensaios celulares. Para ambas as
populacdes celulares, as substancias foram testadas nas
concentragdes de 100 uM, 10 uM e 1 uM para um total de 1 x 106

células/mL, e revelaram ndo serem citotdxicas, garantindo
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resultados de 97% e 98% de viabilidade celular na maior
concentragdo testada (100 pM). Portanto, decidiu-se utilizar
inicialmente, nos ensaios que se seguiram, as concentracdes de 10
MM e 1 uM para todas as substancias, por terem apresentado
viabilidade celular entre 97% e 99% para os trés tempos do ensaio

(30 minutos, 1 hora, 1 hora e 30 minutos).

4.8 AVALIACAO DA INIBICAO DA PRODUCAO EROS DO
“BURST” OXIDATIVO. ENSAIO QUIMILUMINESCENTE
DEPENDENTE DE LUCIGENINA (QLDLUC)

O ensaio consiste em verificar a emisséo de luz gerada pelo
composto lucigenina na presenca de anion superoxido. Podemos
observar pelos graficos a inibicdo da produgdo dessa ERO'’s.
Observa-se que o composto éster fenetilico do acido cafeico (C2)
possui a melhor inibicdo de O2* em relagdo aos compostos
estudados &cido cafeico (C1), acido clorogénico (C3) e éster
fenetilico do acido cindmico (C4), e o padrdao do ensaio, Apocinina
(Apo).

Os resultados apresentados na Figura 19 mostram a
porcentagem de inibicdo dos compostos nas concentracbes de 10
MM (Figura 19A) e 1 uM (Figura 19B), sobre a producao do radical
anion superoxido por PMN ativados com PMA (resultado obtido pela
leitura da emisséo de luz gerada pela decomposicao da lucigenina,
proporcional a quantidade de O2" gerado no meio extracelular)
(Figura 20).

O é&cido cafeico mostrou uma capacidade de inibicéo inferior
gquando comparado com seu éster CAPE, para as duas
concentracdes testadas e ao padrdo Apocinina em 10 uM. CAPE foi
potencialmente eficaz na inibicdo da producédo de Oz~ em ambas

concentracoes.
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Figura 19 - Inibicdo da produgdo EROs do “burst” oxidativo, do acido

cafeico e seus derivados, pelo ensaio quimiluminescente
dependente de Lucigenina
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A) acido cafeico (C1), éster fenetilico do acido cafeico (C2), Acido Clorogénico
(C3) e CIPE (C4) nas concentracdes de 10 uM. B) concentracbes de 1 pM. Letras

diferentes denotam diferenca significativa. One-way Anova e teste de comparacéo
multipla de Tukey, p<0,05.

Ao comparar com o0s resultados previamente descritos, 0
CAPE é um inibidor significativamente potente nestes ensaios
celulares, mostrando que sua hidrofobicidade foi essencial para os
efeitos inibidores significativos (Figura 19). O composto C4, embora
ainda mais hidrofébico do que o C2 (Figura 10), ndo apresentou
nenhuma inibicdo neste ou nos demais ensaios celulares. Isso
mostra que, embora o carater hidrofébico da molécula seja
importante, ndo € suficiente para explicar o efeito inibitério, a

presenca do grupo catecol € igualmente relevante.
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Figura 20 - Cinética da emissdo de luz (RLU) no tempo de 30
minutos
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Acido cafeico (CA), CAPE, Acido clorogénico (ClorA) e CIPE na concentracte de
10 pM. Células polimorfonucleares (PMN).

4.9 DETERMINACAO DA PRODUCAO DO RADICAL O2 -
POR NEUTROFILOS ATIVADOS (ENSAIO DO WST-1)

Para confirmacdo dos resultados obtidos no ensaio de
producdo de anion superéxido via quimiluminescéncia depende de
lucigenina, foi utilizado um procedimento baseado na reducéo do sal
tetrazélio sulfonado (WST-1), solivel em agua e impermeavel a
membrana. Trata-se de uma sonda cromogénica para determinacao
do radical anion superéxido liberado no meio extracelular. Esse
ensaio se baseia na reducdo do WST-1 pelo radical anion
superéxido, produzindo uma formazana sollvel, que pode ser
medida por absorcdo a 450 nm (TAN; BERRIDGE, 2000).

Observando a Figura 21, os resultados mostrados confirmam
a eficacia do efeito inibitorio de CAPE e ainda mostram a diferenca
significativa da capacidade de inibicdo do CAPE em relagéo ao seu

precursor acido cafeico (C1).
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Figura 21 - Reducdo do WST-1 pelo acido cafeico e seus derivados
provocada pelo Oz * liberado por neutrdfilos ativados com PMA
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A) acido cafeico (C1), CAPE (2), &cido clorogénico (C3) e apocinina (Apo)
testados nas concentragbes de 10 uM e B) &cido cafeico (C1), CAPE (2), acido
clorogénico (C3) e apocinina (Apo) testados nas concentracdes de 1 uM. Letras
diferentes denotam diferencas significativas. One-way Anova e teste de
comparacao multipla de Tukey, p<0,05.

De acordo com os resultados obtidos em ensaios anteriores para
a avaliacdo do efeito inibidor do &cido cafeico, éster fenetilico do
acido cafeico e acido clorogénico sobre a producdo de O2" pelo
complexo NADPH oxidase, determinou-se que o CAPE (C2) mostrou
resultados significativamente melhores quando comparados ao seu
precursor &cido. Para tanto, foram realizados os ensaios de
determinacdo da producédo do radical O2" por leucécitos ativados
através de quimiluminescéncia dependente de Lucigenina e WST-1.
No entanto, para provar que estes resultados sédo da inibicdo da
producdo do radical anion superoxido e ndo somente consequéncia
direta do sequestro do radical anion superdxido, as substancias
foram submetidas a um ensaio livre de células para determinar se
também sao capazes de inibir a producédo do radical gerado a partir

do sistema enzimatico xantina/xantina oxidase.
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46 INIBIDORES DA  PRODUCAO DE  ANION
SUPEROXIDO PELO SISTEMA ENZIMATICO
XANTINA/XANTINA OXIDASE

Neste ensaio, utilizou-se o0 WST-1, como sonda cromogénica. A
reducdo do WST-1 pelo O2" produzido permitiu avaliar o potencial de
inibicdo das substancias na producéo do radical a partir do sistema
enzimatico xantina/xantina oxidase. As substancias (10 yuM) foram
incubados a 37°C com a sonda (500 uM) e xantina (100 uM). A
reacgdo foi iniciada pela adi¢cdo de xantina oxidase (0,05 p/mL).

A Figura 22 mostra a porcentagem de inibicdo do anion
superoxido produzido pelo sistema xantina/xantina oxidase e o efeito
do &cido cafeico, CAPE e acido clorogénico como inibidores deste

radical.

Figura 22 - Inibicdo da producgdo de anion superéxido pelo acido
cafeico e seus derivados, pelo método de xantina — xantina oxidase.
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Acido cafeico (C1), CAPE (C2), Acido cloroganico (C3). Letras diferentes denotam
diferencas significativas. One-Way Anova e teste de comparacdo mdultipla de
Tukey, p<0,05.

Observa-se que nao houve diferenca estatistica significativa
entre 0os compostos. Quando comparamos com 0S ensaios com
neutrofilos ativados apresentados acima, elimina-se a possibilidade

de uma acgdo sequestradora de anion superoxido e confirmando o
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potencial de inibicdo da producao do radical induzido provavelmente
pela inibicdo da ativagdo da enzima NADPH oxidase, pelas

substancias em estudo.

4.10 AVALIACAO DO EFEITO INIBIDOR SOBRE A PRODUCAO
DE ACIDO HIPOCLOROSO (HOCI) POR NEUTROFILOS
ATIVADOS

De acordo com a cascata de geracao de espécies reativas de
oxigénio produzidos e liberados pelos neutrofilos, apos ativacdo de
NADPH oxidase, sup6s-se que o efeito inibitério das substancias
testadas, sob esta enzima, implicaria numa diminuigdo extracelular
da liberacdo de HOCI por neutrdfilos ativados. Por isso, foi realizado
um ensaio para determinar a concentracdo de HOCI liberado no
meio apos estimulagéo celular.

Neste ensaio mediu-se a produgcédo de HOCI, baseado na
guantidade de taurina-cloramina presente no meio, a qual foi
produzida proveniente da rea¢cdo do HOCI com a taurina adicionada
na reacao experimental gerando cloramina, que oxida o TMB. A
diminuicdo dos valores de absorbancia em relagdo ao controle da
reacao (isento das substancias testadas) significa que houve uma
diminuicdo na producao do HOCI pelas células ativadas, diminuindo
assim a producdo de taurina cloramina e conseguentemente
minimizando a oxidagdo do TMB. Os resultados s&o dados pela
porcentagem de inibicdo do HOCI sob efeito das substancias
(testadas nas concentragbes de 1 uyM e 10 uyM) em relagdo ao

controle da reacéo (Figura 23).
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Figura 23 - Inibicdo da producao de HOCI por neutréfilos ativados

A) B)
HOCI HOCI
1001 507
b 404
80 c .
§ 60- 'S 301
5 2 b
£ 4o = 204
X =S
20 104
a a a a a a
0 T r 0
~ N ~ ~ N Sy q/,\/ i v‘\/
o & & > < o> ) ¢} ¢}

Concentragdes uM
Concentragdes pM

A) Substancias testadas nas concentragdes de 10 uM e B) 1 uM. Letras diferentes
denotam diferenca significativa. (One-way Anova e teste de comparag¢do multipla
de Tukey, p < 0,05).).

Neste ensaio utilizou-se a fluortriptamina (F-Try) como
padrdo, um conhecido composto inibidor da producédo de H202, para
fins de comparacdo com os compostos de estudo. Verificou-se que
em 10 pM, a eficiéncia da F-Try foi significativamente menor que C2,
gue continuou, em concordancia com os demais ensaios, sendo a
mais eficaz substancia de estudo.

Dentro deste contexto, o ensaio a seguir foi realizado, para
descartar a possibilidade de uma possivel acdo das substancias

sobre outra enzima, a MPO.

411 PRODUCAO DE HOCL: MPO/H202 (SISTEMA LIVRE DE
CELULAS) AVALIACAO O EFEITO INIBIDOR SOBRE A ACAO
CLORINANTE DA ENZIMA MIELOPEROXIDASE (MPO)

A mieloperoxidase é uma enzima derivada dos granulos
azurofilos dos neutrofilos que catalisa a formagcdo de numerosas
espécies reativas oxidantes (ROMAN; WENDLAND; POLANCZYK,
2007). Em um sistema livre de células, poderiamos confirmar se o
efeito inibidor das substancias estaria agindo sobre a MPO,

excluindo qualquer duvida quanto ao ensaio com células, e saber se

as substancias inibem a enzima MPO.
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Inicialmente, para excluir a possibilidade de um efeito
sequestrador direto de HOCI, o qual impediria a reagdo com taurina
para produzir taurina cloramina, as substancias foram testadas
novamente num ensaio livre de células, ou seja, onde o HOCI foi
adicionado ao meio e a taurina cloramina quimicamente produzida. A
reacdo foi realizada em meio contendo PBS (pH7,4) contendo
taurina (10 mM), onde foi adicionado o HOCI (40 uM), para a
producado de taurina cloramina e as substancias numa concentracao
maior do que a utilizada nos estudos com células (ex vivo). A
diminuicdo da absorbancia foi medida e comparada com a do
controle, o qual foi incubado na auséncia das substancias testadas.
Os resultados mostraram que as substancias foram incapazes de
impedir a reacdo do HOCI com a taurina, eliminando assim a

possibilidade de um efeito sequestrador direto do HOCI.

Figura 24 - |InibicAo da atividade clorinante da enzima
mieloperoxidase, pelo acido cafeico e seus derivados
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Acido cafeico (Cl1), CAPE (C20, &cido clorogénico (C3), CIPE (C4) e
Fluortriptamina (F-try). Letras diferentes denotam diferengas significativas. One-
Way Anova e teste de comparacao multipla de Tukey, p<0,05.

Na Figura 24, podemos observar que as substancias nao
foram capazes de inibir a producdo de HOCI pela atividade

clorinante da enzima mieloperoxidase, em comparacdo com O
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padrao do ensaio, fluortriptamina. O CAPE, na maior concentracao
testada 10 mM, apenas inibiu cerca de 20%, enquanto o padrédo do
ensaio inibiu cerca de 100%. No ensaio anterior (Figura 23), o HOCI
produzido por PMN estimulados com PMA, onde o CAPE obteve
cerca de 80% de inibicdo da producéo de HOCI na concentracao de
10 uM, pode-se indicar que a inibicdo foi feita na enzima NADPH-
Oxidas e que as substancias ndo inibem a acdo da enzima

mieloperoxidase.

4.12 DETERMINACAO DA INIBICAO DA PRODUCAO DE
PEROXIDO DE HIDROGENIO EXTRACELULAR POR
AMPLEX® RED

Este ensaio avaliou o potencial de inibicdo das substancias
em estudo, sobre o0 H202 extracelular liberado por
polimorfonucleares do sangue periférico ativados com PMA.

Uma molécula altamente fluorescente (resorfurina), resultante
da oxidacdo do Amplexe Red, catalisada por peroxidase, tem sido
reportada como um método altamente especifico e sensivel para a
deteccdo de peroxido de hidrogénio extracelular (ZHOU et al., 1997,
FORTEZA et al., 2005; RINALDI et al., 2007).
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Figura 25 - Inibidores de H202 liberado no meio extracelular por
PMN ativados por PMA
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A)acido cafeico (Cl), Cape (C2) e acido clorogénico (C3) testados nas
concentragdes de 10 yM e B) 1 pyM. Letras diferentes denotam diferencas
significativas. One-way Anova e teste de comparacdo multipla de Tukey, p<0,05.

Na Figura 25, observa-se que o composto CAPE apresentou
melhores resultados na inibicdo de H202 quando comparados com o
composto acido cafeico e acido clorogénico. Na concentracdo de 10
uM (Figura 25A), o CAPE conseguiu inibir a liberacdo de peroxido de
hidrogénio em praticamente 100%, enquanto que acido cafeico e
acido clorogénico inibiram cerca de 50% do mesmo. Quando
analisamos a concentracdo de 1 pM (Figura 25B), o CAPE ainda
consegue inibir cerca de 40% de H202 enquanto que 0S outros

compostos inibem cerca de 20%.

4.13 DETERMINACAO DA INIBICAO DE PEROXIDO DE
HIDROGENIO INTRACELULAR. ENSAIO DE
DIHIDRORODAMINA 123 (DHR) POR CITOMETRIA DE
FLUXO

Decidiu-se avaliar se acido cafeico e seu éster etilico, CAPE,
possuiam a capacidade de inibir a producdo de H20:2 intracelular.
Utilizou-se um composto permedvel a membrana e nao fluorescente,
o DHR, que ap0s sofrer oxidacdo por peréxido de hidrogénio

intracelular da origem a rodamina 123, um composto altamente
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fluorescente (SMITH; WEIDEMANN, 1993; RICHARDSON et al.,
1998; RINALDI et al., 2007; DE ALMEIDA et al., 2011). Dois
estimulos diferentes foram utilizados, os quais induzem a ativacao
celular e o burst oxidativo por diferentes vias, o PMA e o
Staphylococcus aureus.

A utilizagdo de sangue total neste ensaio permitiu avaliar o
acido cafeico e o CAPE em concentracfes maiores do que aquelas
usadas nos ensaios anteriores. Iniciamos 0s ensaios com uma
concentracéo baixa, de 50 uM e depois aumentamos para 100 puM,
200 pM e posteriormente 500 yM, para que pudéssemos encontrar
uma concentracdo que fosse possivel uma inibicdo de pelo menos
50% ou mais da producdo de H20:2 intracelular, e a fim de
encontrarmos um ponto de saturagdo entre as maiores
concentracdes, onde a porcentagem de inibicdo ndo apresentasse
diferenga significativa. Ap0s aquisicdo das amostras pelo citbmetro

de fluxo, as analises foram realizadas utilizando o software FlowJo.
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Figura 26 - Porcentagem de inibicdo de peroxido de hidrogénio
sobre o MFI
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MFI: Média da intensidade de Fluorescéncia. Neutrofilos e monécitos (3x10°%
células/mL) foram pré-incubados com C1 (&cido cafeico) e C2 (CAPE) em 200uM
ou 500uM. A populagdo de mondcitos e neutrdfilos foram delimitadas através de
gates, utilizando como parametros o tamanho (forward scatter, FSC) e a
granulosidade celular (side scatter, SSC. A) Neutréfilos ativados com PMA. B)
Mondcitos ativados com PMA. C) Neutréfilos ativados com Staphylococcus
aureus. Letras diferentes denotam diferencgas significativa. One-way Anova e teste
de comparagdo multipla de Tukey, p<0,05.

Os dados representados pelo MFI equivalem a média da
quantidade total de H202 produzido e a partir destes, o célculo da
porcentagem de inibicho deste oxidante foi calculado para
determinar se na presenca das substancias essa quantidade foi
alterada. Tendo em vista o objetivo do nosso estudo, decidiu-se
mostrar apenas os resultados referentes a porcentagem de inibigao
do MFI, os quais apresentaram maior relevancia, a fim de
complementar os resultados obtidos no ensaio com Amplex Red,
que determinou a inibicdo da producgéo extracelular de peroxido de
hidrogénio.

Analisando a Figura 26A, podemos observar que o CAPE
apresentou os melhores resultados para inibicdo da producdo de

H20:2 intracelular em neutréfilos, estimulados com PMA, nao
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havendo diferenca estatistica significativa entre as concentracdes de
200 uM e 500 uM. Na Figura 26B, quando analisados em mondcitos,
o CAPE ainda continua com os melhores resultados quando
comparado com seu precursor, acido cafeico, porém o Unico que
obteve menor inibi¢éo foi o 4cido cafeico na concetragdo de 200 uM.
Quando analisamos a figura 26C, neutrofilos estimulados por S.
aureus vemos que somente o CAPE 500 uM apresentou inibicao de

50% do H20:2 produzido intracelularmente.

4.14 ENSAIO DE FAGOCITOSE POR CITOMETRIA DE
FLUXO
Através do ensaio do DHR foi possivel avaliar, conjuntamente,

se as substancias eram capazes de interferir na atividade fagocitica
de neutrdfilos ativados com Staphylococcus aureus. Os resultados
foram expressos pela Média de Intensidade de Fluorescéncia (MFI,
mean fluorescence intensity), que corresponde a média da
quantidade total de bactérias que cada célula internalizou e, pela
porcentagem, que corresponde a quantidade de células com
capacidade fagocitica. O calculo de porcentagem de inibicdo da
quantidade de bactérias internalizadas foi determinado pelo
resultado de cada amostra em relacdo a seu controle (estimulado
com a bactéria, porém isento da adicdo das substancias em estudo).
O controle negativo, o qual foi isento da adicdo das substancias em
estudo e da bactéria, foi utilizado para descartarmos qualquer

fluorescéncia espontanea das células.
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Figura 27 - Capacidade de alteragdo da atividade efetora de
neutrofilos (Fagocitose) pelo acido e CAPE.
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A) Porcentagem de neutrdfilos com capacidade fagocitica. Controle positivo:
estimulado com Staphylococcus aureus, porém isento de qualquer substancia de
estudo. B) Inibicdo da porcentagem de bactérias internalizadas pelos neutrofilos.
Letras diferentes denotam diferencas significativas. One-way Anova e teste de
comparacao miltipla de Tukey, p<0,05.

Observa-se na figura 27A, que as células ndo sofreram
nenhuma alteracdo na sua atividade efetora, 100% delas foram
capazes de fagocitar bactérias mesmo na presenca de CAPE e
acido cafeico em suas maiores concentracdes (500 uM). Na figura
27B com relagdo a quantidade de bactérias fagocitadas, observamos
que o CAPE na concentragcdo de 500 uM apresentou uma maior
inibicAo com cerca de 70% de inibicdo da fagocitose, porém néo
houve diferenca significativa entre as substancias nessa

concentracéo para p<0,05.

4.15 QUANTII':ICAQAO DE CITOCINAS PRO E ANTI-
INFLAMATORIAS (ELISA)

Este ensaio de quantificagdo da producdo de TNF-a e IL-10
foi realizado por ensaio imunoenzimatico (ELISA) a partir dos
sobrenadantes das culturas de mondcitos, os quais foram ativados
com Staphylococcus aureus.
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Figura 28 - Produgdo de citocinas pr6é e anti-inflamatorias no
sobrenadante das culturas de mondcitos por ELISA
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Cultura de células: 1x108 mondcitos/mL cultivados em meio RPMI-1640 + SFB. A)
Producdo de TNF-a por mondcitos estimulados com Staphylococcus aureus, na
presenca do Acido cafeico e CAPE, na concentragdo de 20uM e 70uM. B)
Producédo de IL-10 por mondcitos estimulados com Staphylococcus aureus, na
presenga do acido cafeico e CAPE, na concentragdo de 20uM e 70uM. Letras
diferentes denotam diferencas significativa. One-way Anova e teste de
comparacao multipla de Tukey, p<0,05.

A figura 28 mostra a producédo das citocinas em pg/mL, onde
A apresenta os resultados de TNF-a. e B apresentam os resultados
de IL-10, onde as substancias foram testadas nas concentracfes de
20 uM e 70 pM.

Quando observamos a producdo de TNF-a (Figura 28A), o
CAPE continua apresentando os melhores resultados, diminuindo a
producdo de TNF- a, tanto em 20 uM quanto em 70 uM, comparado
ao seu acido precursor, o acido cafeico em sua maior concentracao.

Na figura 28B, o CAPE diminuiu a producdo de IL-10 quase
em sua totalidade, tanto em 20 uM quanto em 70 uM. O mesmo
resultado nao foi observado em seu acido precursor, mesmo em sua
maior concentracao testada.

Portanto, podemos afirmar que a hidrofobicidade das
substancias, mais uma vez, teve importante efeito no que diz

respeito a capacidade de producdo de citocinas, tanto de TNF-

o quanto de IL-10.
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4.16 CONSTRUCAO VETOR EGFP-P47

A construcdo do vetor contendo a proteina p47 foi realizado
em diversas etapas. Primeiramente purificou-se o vetor pEGFP-N1,
um vetor que retém a fluorescéncia da proteina nativa, permitindo a
localizacdo da fusdo da proteina, como mostra a figura 29A. O gene
desejado deve ser clonado dentro do vetor, seguindo-se a etapa de
corte com a enzima especifica para o codon desejado. Utilizou-se a
enzima SAL-1 (Figura 29A), obtendo um corte simples e limpo.
Apés, houve a preparacao da proteina utilizando a técnica de PCR e
0s primers construidos especificamente para esta proteina (Figura

29B). O resultado foi revelado pelo gel de agarose.

Figura 29 - Purificacdo do vetor pEGFP-N1 e proteina His-P47

A) Purificac&o do vetor pEGFP-N1 e o corte com a enzima SAL-1. B) PCR da
proteina His-p47 (1 — Ladder; 2 — pEGFP-N1; 3 — pEGFP-SAL1; 4, 5, 6, 7
— His-p47.) Bandas corridas em gel de agarose com brometo de etidio
apos PCR.

Observa-se na figura 29A, a banda do vetor antes do corte (2)
com a enzima SAL-1 e ap0s o corte da enzima (3), uma banda Unica
e limpa, sinalizando que o corte ocorreu no local certo de insergéo
da proteina. Na figura 29B, nota-se as bandas claras e Unicas da
proteina His-P47, sinalizando que o PCR com os primers ocorreu de
forma como esperado. Vetor cortado e proteina pronta, passou-se
para a seguinte etapa de preparacgéo dos clones EGFP-p47.

Esta etapa utilizou-se o vetor cortado (EGFP-N1-SAL-1), a
His-P47 apos PCR e a enzima 5xInfusion, realizando a ligacéo
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levando o microtubo em banho-maria (50°C) por quinze minutos,
apos adicionado as E.coli competentes, levou-se ao banho-maria
(42°C) por 35 segundos para transformacéo. Incubou-se em agar LB
— Canamicina por overnight. Observou-se a formacédo de colbnias,
escolhendo as coldnias desejadas e realizando o PCR. A leitura foi
realizada em gel de agarose e apdés, enviada para analise de DNA.

Figura 30 - Clones do vetor EGFP-p47

Gel de agarose com brometo de editio. 1 — Ladder. 2, 4, 7 — his-p47.

Observa-se na figura 30, as bandas em gel de agarose apés
PCR das colonias dos clones do vetor EGFP-p47. As bandas de
namero 2, 4 e 7 foram limpas e Unicas, sinalizando um clone positivo
para o vetor desejado. Foram levadas a confirmacdo de DNA pela
empresa Genewiz e sua sequéncia de DNA foi confirmada com

perfeita insercéo da proteina no vetor.

4.17 TRANSFERENCIA DO DNA (EGFP-p47) PARA
CELULAS ENDOTELIAIS — TRANSFECTION

O DNA, contido no vetor EGFP-p47, foi transferido para as
células endoteliais HUVEC e HEK-293 utilizando-se o protocolo do
kit de transferéncia Lipofectamine 2000. A transferéncia para células
HUVEC né&o foi bem sucedida, portanto, foi utilizado somente as

células HEK-293, de crescimento mais rapido e transferéncia de
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DNA mais eficaz. A transferéncia seguiu-se misturando-se o DNA
com lipofectamine 2000 em microtubo. Apds 5 minutos de incubacao
em temperatura ambiente, piptou-se 200 pL dessa solucdo em cada
poco de placa para 12 pocos. Apos 24horas de incubacao, a leitura
da placa foi realizada em microscopia de fluorescéncia.

Observa-se na figura 31 as imagens obtidas do microscopia
de fluorescéncia. Na Figura 31B, nota-se que a transferéncia do
DNA foi realizada com sucesso pela técnica de Lipofectamine, onde
encontra-se o controle positivo, utilizando o vetor vazio pEGFP-p47.
Na figura 31C, observa-se fluorescéncia com o DNA, EGFP-p47,
sinalizando que a transferéncia do DNA da proteina p47 foi
realizada, porém, ndo observa-se diferenca entre este com a
imagem do controle positivo (B). Ao estimularmos as células com
PMA, esperava-se que houvesse uma translocacdo da proteina, o
que ndo foi observado nestas imagens. Tratou-se as células com as
substancias acido cafeico e CAPE em 20 pM, porém nao houve

diferenca na fluorescéncia das imagens (Figura 31E e 31F).
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Figura 31 - Transferéncia de DNA para células HEK-293
visualizadas em microscopia de fluorescéncia.

A - Controle negativo, sem presenca de DNA. B) Controle positivo, vetor vazio de
DNA — pEGFP-N1. C) EGFP-p47. D) EGFP-p47 estimulado com PMA (50 nM). E)
EGFP-p47 + PMA + &cido cafeico a 20 uM e F) EGFP-p47 + PMA + CAPE a 20
UM.

Resolveu-se entdo estimular as células com &cido
araquidoénico (AA) (UEYAMA et al.,2007), (200 pM) poderia nao
estar estimulando as células adequadamente. Aumentou-se a
concentracdo de &cido cafeico e CAPE para 100 pM e novas
imagens foram capturadas no microscopio de fluorescéncia,

visualizados na figura 32.
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Figura 32 - Transferéncia de DNA para células HEK-293
visualizadas em microscopia de fluorescéncia.

A - Controle negativo, sem presenca de DNA. B) Controle positivo, vetor vazio —
pEGFP-N1. C) EGFP-p47. D) EGFP-p47 estimulado com AA (200uM). E) EGFP-
p47 + AA + acido cafeico a 100 uM e F) EGFP-p47 + AA + CAPE a 100 pM.

Na figura 32B, observa-se que a transferéncia de DNA
ocorreu como previsto. Na figura 32C, observa-se certa
fluorescéncia, mostrando que a transferéncia da proteina ocorreu, no
entanto, as células estavam praticamente inviaveis. Na figura 32D,
guando estimuladas com AA, as células apresentaram-se mortas.
Pouca ou nenhuma fluorescéncia foi notada também quando as
células foram adicionadas acido cafeico (32E) e CAPE (32 F),
apresentando-se inviaveis. Em ambos os resultados, ndo vimos a
translocacdo da proteina para a membrana, necessitando talvez de
um marcador especifico para esta proteina, a fim de visualizar a

marcacao intracelular.
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5.DISCUSSAO
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5. DISCUSSAO

Como ja discutido anteriormente, a desregulagdo da NADPH
oxidase estd envolvida na génese e/ou progressdo de doencas
vasculares, degenerativas e inflamatorias, que incluem
aterosclerose, doenca granulomatosa cronica, hipertenséo, diabetes,
doenca de Alzheimer, Parkinson, entre outras
(PONGNIMITPRASERT, 2009; FISCHER et al., 2012; ZHOU et al.,
2012; WANG et al., 2013). Consequentemente, envolve a producao
de diversas espécies reativas de oxigénio (EROs), que além de ser
um importante mecanismo de defesa do hospedeiro, a producao
excessiva desses oxidantes resulta no estresse oxidativo, um
processo deletério que pode conduzir a danos celulares e teciduais,
alteracdes da funcdo do material genético, envelhecimento e morte
celular, além de interromper o estado funcional e a integridade da
membrana lipidica (TOPIC et al.,, 2002; AMBRUSO; CUSACK,
THURMAN, 2004; SHI et al., 2006).

Dentro deste contexto, compostos fendlicos vém sendo
pesquisados e utilizados na medicina tradicional como agentes
terapéuticos promissores no tratamento de doencas inflamatérias
cronicas com o objetivo de serem inibidores potentes e especificos
de NADPH oxidase (DRUMMOND et al., 2011). Suas propriedades
antioxidantes e anti-inflamatérias ja sdo largamente reconhecidas e
a grande vantagem destes compostos, como farmacos em potencial,
€ sua baixa toxicidade em relagdo a outras drogas padrao
(PASTENE et al, 2009; LENDE, et al., 2011).

A esterificacdo de acidos fendlicos tem sido usada como uma
ferramenta para melhoramento dos efeitos bioldégicos de moléculas
antioxidantes tradicionais. Os efeitos atribuidos pela esterificacdo
incluem o aumento do seu potencial anti-inflamatério,
antimutagénico e antitumoral, como agentes antifingicos e anti-

bacterianos (DE FARIA et al., 2012). Esse aumento de potencial
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gerado ap0ls o processo de esterificacdo, ja foi verificado em vérios
estudos feitos com &cidos fendlicos e seus ésteres, por exemplo, 0
acido galico em relacéo a seu éster alquilicos do acido galico (KUBO
et al., 2004; ROSSO et al., 2006; MORAIS et al., 2010; XIMENES et
al.,, 2010; YOU; PARK, 2011; CHEN et al, 2011), acido
protocatecuico em relacdo a seus ésteres alquilicos (DE FARIA et
al., 2012) e acido cafeico e alguns de seus ésteres (PARACATU et
al., 2013).

Vérios estudos tém reportado que a hidrofobicidade, por tras das
propriedades redox dos acidos fendlicos, € crucial para sua acao
farmacoldgica e seus efeitos toxicolégicos. A hidrofobicidade afeta a
absorcdo, a biodisponibilidade e as interagbes com receptores
celulares. (CHALAS et al., 2001; XIMENES et al., 2010; YOU; PARK,
2011; CHEN et al., 2011; PARACATU et al., 2015).

Dentro deste contexto, esta foi a motivacdo deste estudo, ou
seja, a comparacdo do acido cafeico e seus derivados como
inibidores da producdo de oxidantes por neutréfilos ativados. Os
compostos CAPE (C2), acido clorogénico (C3) foram selecionados
com o objetivo de aumentar ou diminuir a hidrofobicidade comparado
com o acido cafeico (Cl), sem nenhuma alteracdo no seu
grupamento oxidavel catecol e CIPE (C4) mantendo sua
hidrofobicidade mas alterando a oxidabilidade. A Figura 10 mostra a
estrutura molecular do acido cafeico e seus derivados e seus indices
de hidrofobicidade (log P, coeficiente de particdo n-octanol/agua) e
pelos valores mostrado, podemos concluir que este objetivo foi
atingido. Estes resultados estdo em concordancia com EID e
colaboradores (EID et al., 2010).

Embora os resultados da voltametria ciclica (Figura 11)
demonstrem que a esterificacdo do &cido cafeico provocou uma
pequena alteracdo nos picos de oxidacao, no decorrer da realizagao

dos experimentos, os resultados parciais indicaram que o aumento
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da hidrofobicidade derivada dessa esterificacdo, ndo induziu a um
aumento da capacidade sequestradora de radicais livres. Podemos
comparar os resultados com outros acidos fenolicos, como o acido
protocatecuico (Epa 0.222V) e seu protocateculato de heptila (Epa
0.266V) e &cido sinapico (Epa 183mV) e seu éster butilico (Epa
190mV) (DE FARIA et al., 2012; GASPAR et al., 2010). Para os
compostos estudados aqui, a excecao foi o C4, que ndo mostrou um
pico anddico definido, como consequéncia da auséncia da sua
porcdo oxidavel, tornando-o um composto redox inativo.

Considerando a importancia da diferenca entre inibicdo da
enzima NADPH Oxidase e um simples e direto efeito scavenger das
EROs produzidas pelas células, realizou-se um completo painel de
testes livres de células com o objetivo de estudar os efeitos
provocados pela hidrofobicidade na capacidade antioxidante destes
compostos, a fim de descobrir esta diferenca.

Os compostos foram entdo estudados quanto a sua eficacia
como agente redutor de radicais livres, pelo ensaio do DPPH. Como
mostra a Figura 13, os resultados de EC50 mostra que os valores
obtidos, 15,7 £ 0,1, 16,4 £ 0,3, e 14,1 + 0,1 uM, para C1, C2 e C3
respectivamente, ndo apresentaram uma diferenca significativa entre
0S compostos, quanto sua capacidade antioxidante contra o DPPH.
Le Blanc e colaboradores (2012) mostraram resultados semelhantes
para o acido cafeico (15,3) e CAPE (11,9) (LE BLANC et al., 2012).
Outro estudo, desta vez com acido galico, 0 mesmo se repetiu, nao
havendo grande diferenca significativa entre o galato de metila e seu
acido precursor (LU et al., 2006).

Na sequéncia, os compostos foram analisados como
inibidores da peroxidagdo lipidica pelo modelo éleo tungue. Os
resultados foram expressos como capacidade antioxidante
equivalente ao trolox (TEAC), sendo o trolox usado como padrao
deste ensaio, que esta descrito na Figura 15, onde todas as

substancias foram téo eficazes quanto ao padrdo este composto. Le
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Blanc e colaboradores (2012), também mostraram que EC50 do
acido cafeico e CAPE ndo obteve uma diferenca significativa (LE
BLANC et al., 2012).

A mesma propriedade foi observada em relacédo a reducao de
radicais peroxila em meio aquoso (Figura 17). Esses resultados
indicam que o aumento da capacidade antioxidante destes derivados
do acido cafeico também pode estar presente em solu¢bes aquosas,
gue estdo mais proximas das condicdes fisiologicas.

A capacidade de reducao de um composto é um indicativo do
seu potencial antioxidante. Compostos antioxidantes sao capazes de
doar elétrons para radicais reativos, reduzindo-os em compostos
menos reativos e estaveis. O poder de reducao do acido e cafeico e
seus derivados foi testado no ensaio de FRAP, mostrado na Figura
18. O éster CAPE obteve um resultado inferior da capacidade de
reducdo de ferro, em comparacdo com O Seu precursor e com 0O
padréo do ensaio, o Trolox. Neste ensaio, alto valor de absorbancias
indica alta reducdo do complexo Fe¥ -TPTZ. GOCER e colaborador
(2011) mostraram resultados para a capacidade de reducéo de ions
Ferro do CAPE serem inferiores que Trolox (GOCER; GULCIN et al.,
2011).

Como dito anteriormente, O2~ € a primeira ERO a ser
produzida pela ativacdo da NADPH Oxidase. Quando os neutroéfilos
sao ativados, as EROs geradas podem converter, via oxigenacao,
sondas quimiluminescentes, como a lucigenina, a derivados
intermediarios instaveis e excitados, induzindo a emisséo de luz na
forma de fotons.

Portanto, o acido cafeico e seus derivados foram inicialmente
testados como inibidores da quimiluminescéncia da lucigenina
produzida pela ativacdo de neutrofilos. A lucigenina é
preferencialmente reduzida pelo Oz, onde o O2 produzido pela
ativacdo da NADPH Oxidase reduz a lucigenina para seu radical

cation, que reage consequentemente com outra molécula de Oz,
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formando uma molécula rica em energia, chamada dioxetano, que
se decompde emitindo luz (GASBARRINI et al., 1998; ALVEZ et al.,
2003).

Quando testados em ensaios ex-vivo, 0 CAPE apresentou-se

significativamente mais potente que 0s outros compostos. Como
pode ser observado na Figura 19, o acido cafeico e CIPE foram
totalmente ineficientes, enquanto o acido clorogénico apresentou
certa inibicdo da produgédo de Oz, porem o CAPE foi o composto
mais eficiente.
O ensaio dependente de lucigenina, apesar de ser altamente
utilizado como deteccdo de O2", apresenta certas controveérsias
quanto a sua seletividade (BARBACANNE et al., 2000). Por este
motivo, considerando a alta eficacia do CAPE, realizamos a ativacao
da NADPH Oxidase em neutréfilos utilizando uma segunda sonda
cromogénica para Oz, WST-1. As vantagens desta sonda, € sua
solubilidade em &gua e sua impermeabilidade de membrana, onde o
sal de formazana produzido pela reacdo especifica com O2" pode
ser detectada de forma extracelular em medidas de absorbancias
convencionais. Pelos resultados apresentados na Figura 21,
podemos concluir que a alta capacidade de inibicdo da producéo de
O2" mostrada por CAPE foi confirmada neste ensaio de WST-1. O
ensaio com lucigenina, combinado ao WST-1, confirmou a evidéncia
de que o efeito inibitério ndo € devido a interacdo dos compostos
com as sondas luminescentes ou cromogénicas, sugerindo uma real
inibicio da NADPH Oxidase. Também pode-se eliminar a
possibilidade destes resultados serem devido uma citotoxicidade dos
compostos em relacdo ao neutrdfilos utilizados, pois pelo ensaio
Azul de Trypan, a viabilidade mostrou-se maior de 98% (dados néao
mostrados).

Para confirmar que este potente resultado de CAPE néo é por
tdo somente pela sua alta eficiéncia como antioxidante, testamos o0s

compostos por sua atividade scavenger de O:; realizou-se um
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estudo livre de células, portanto livre de NADPH Oxidase, utilizando
a xantina/xantina oxidase como produtora de O2". Como € mostrado
pela Figura 22, nas mesmas concentracdes utilizadas nos ensaios
anteriores, as diferencas entre CAPE, acido cafeico e acido
clorogénico nao foram significativamente expressiva.

CAPE também foi mais potente que a apocinina, um
conhecido inibidor de NADPH Oxidase, utilizado como padrao
nestes ensaios. A eficacia da esterificacdo de acidos fendlicos pode
ser mostrada em estudos realizados com &cido cafeico e ésteres
alquilicos (PARACATU et al., 2013) e &cido protocatecuico e seus
derivados ésteres (DE FARIA et al, 2012).

O efeito biolégico do CAPE em células PMN ativadas,
também teve consequéncias sobre a producdo de HOCI. Este
achado é altamente significativo, pois, além de ser o principal e o
mais potente microbicida produzido por essas células, o HOCI é
capaz de atacar biomoléculas de importancia fisiologica, além dos
tecidos, visto que células de mamiferos ndo sdo capazes de inibir a
acdo deste radical por via catalitica devido a auséncia de defesas
enzimaticas contra oxidantes clorados, estando relacionado com
lesdo tecidual em diversas patologias, incluindo doencas
cardiovasculares (BAI et al., 2009; FORD, 2010). Os resultados
mostrados na Figura 23 indicam um grande efeito inibitério da
producdo de HOCI quando as células foram tratadas com acido
cafeico e seus derivados. Mais uma vez o CAPE demonstrou ser o
mais eficiente, inibindo a produgéo de HOCI.

No entanto, trés diferentes razbes poderiam explicar esta
diminuicdo na producédo de HOCI por neutrdfilos ativados, quando
tratados com CAPE: (a) Inibicdo da atividade da enzima MPO; (b)
atividade scavenger direta ao HOCI; e (c) inibicdo da producédo de
O2°.

Em um sistema livre de células (excluindo, assim, qualquer

interferente que pudesse estar envolvido em um ensaio celular),
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medimos a capacidade dos compostos de inibir a atividade
clorinante da enzima MPO. Na Figura 24, vemos que todos 0s
compostos, incluindo o CAPE, foram incapazes de inibir a producéo
de HOCI neste ensaio livre de células, portanto, ndo inibindo a
atividade da enzima MPO ou atuando como scavenger de HOCI.

Portanto, se a inibicdo da liberacdo de HOCI ndo esta
relacionada com efeitos sequestradores de HOCI ou inibicdo da
atividade enzimatica clorinante de MPO, conclui-se que seja a
inibicdo da producéo de O2" que é o precursor de H202, e através da
MPO, precursor de HOCI. Nestes ensaios, utilizamos como padréo a
fluortriptamina, um potente inibidor de MPO, onde nesses ensaios,
foi capaz de bloquear a producdo de HOCI.

De acordo com a cascata enzimatica de producdo de EROs
pela NADPH Oxidase, a dismutacado do O2" para H202 é o préximo
passo a ser estudado, mas para fins didaticos, vamos analisa-los
agora. A avaliacdo da inibicdo da producédo de H20: foi realizada
utilizando a sonda fluorescente, Amplex Red. Este ensaio tem sido
reportado como um método altamente especifico e sensivel para a
deteccdo de peroxido de hidrogénio extracelular, de acordo com a
pesquisa de Rinaldi e colaboradores (2007).

Observando os dados apresentados na Figura 25, concluiu-se
que o C2 (CAPE) foi o mais potente inibidor deste ensaio. A
deteccdo de H202 por Amplex Red é baseada na oxidacao
catalisada por uma peroxidase, a MPO no caso dos neutrofilos.
Nossos resultados mostraram que CAPE foi capaz de inibir 94% do
H202 produzido por PMN, na sua maior concentragédo testada (10
MM). Enquanto que acido cafeico (C1) inibiu cerca de 60%, porém as
analises estatisticas apontaram diferenca significativa (p<0,05) entre
ambos, onde CAPE mostrou ser o melhor inibidor (Figura 22A).

Os resultados vém mostrando que o0 aumento da
hidrofobicidade resultante da esterificacdo do acido cafeico, indicou

um aumento significativo da inibicdo da enzima NADPH oxidase, e
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gue ndo se trata de uma acédo “scavenger” dos compostos derivados
sobre as EROs produzidas, como provamos em Varios ensaios
apresentados anteriormente.

Varios estudos ja comprovaram a eficiéncia, a sensibilidade e
a especificidade do ensaio com DHR para determinar a producéo de
H202 produzido no meio intracelular (RINALDI, 2007).

Para o ensaio de producéo intracelular de H202, utilizamos
dois estimulos diferentes, PMA e Staphylococcus aureus, visto que
ativam NADPH oxidase por diferentes vias. Desta forma, também foi
possivel observar as diferentes respostas das substancias (em
relacdo ao aumento da hidrofobicidade) frente a diferentes
estimulos.

O PMA, utilizado por ativar neutréfilos e mondcitos, induz
rapidamente o consumo de oxigénio e producdo de anion superoxido
e também € capaz de induzir uma série de reagbes em células
fagociticas, que muito se assemelham as mudancas celulares que
ocorrem apos ingestao de particulas (HOIDAL et al., 1998). Diferente
da ativacdo induzida por Staphylococcus aureus, o segundo
estimulo utilizado no ensaio de fagocitose (bactéria inativada e
marcada com iodeto de propidio), que ativa NADPH oxidase através
da ligagédo a receptores TLR2 (Toll-like Receptor 2), induzindo a
fagocitose da particula bacteriana (RINALDI et al., 2007; JANN et al.,
2011).

Basicamente, a ativacdo da NADPH oxidase por esses
estimulos depende da ativacdo de uma proteina PKC, que participa
da ativacéo fosforilando a fracdes de citoplasma como a p47phox e
remodelamento o citoesqueleto de actina e da degranulagéao
(BABIOR, 1999; EL-BENNA et al., 2005; PANDEY; FULTON, 2011,
UEYAMA et al.,, 2015). Essa proteina € composta por duas
subunidades: (a) uma subunidade regulatéria que apresenta 0s
dominios C1, responsavel pela ligagdo com PMA, e C2, responsavel

pela ligacdo de calcio (sendo esta proteina dependente de ligagbes
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com Caz*); (b) uma subunidade catalitica altamente conservada
dentre as diferentes isoformas da PKC, que apresenta os dominios
C3 responsaveis pela ligacdo do ATP e C4 para ligacdes do
substrato (UEYAMA et al., 2004; ELBENNA et al., 2005; SANTOS,
2007). O PMA, que é um mediador solluvel capaz de atravessar a
membrana plasmatica, age como mensageiros, ao se ligar ao
dominio C1 causa o aumento significativo da afinidade de PKC pela
membrana celular, ativando diretamente PKC (EL-BENNA et al.,
2005; SANTOS, 2007; PANDEY; FULTON, 2011).

Ja o Staphylococcus aureus promove ativacdo celular via
TRL2 (JANN et al.,, 2011), transmitindo informacdo através da
membrana citoplasmética via familia de proteinas ligantes de GTP
(Proteinas heterotriméricas G), que ativam enzimas de membrana,
como as fosfolipases (C, A2 e D). Estas entéo, lideram a liberacao
intracelular do mensageiro, por exemplo a fosfolipase C que cliva
fosfatidilinositol (um lipideo de membrana) em DAG (Diacilglicerol),
onde a PKC também dependente deste, e IP3 (trifosfatoinositol).
Este IP3 esta envolvido na liberacdo de célcio intracelular e DAG
ativa PKC (BABIOR, 1999; EL-BENNA et al., 2005).

Para este ensaio, a possibilidade da utilizacdo do sangue total
viabilizou melhores condicbes para a utilizacdo de citometria de
fluxo, devido a necessidade de pequenas quantidades de amostra e
a auséncia da necessidade de separacdo celular. Primeiramente,
avaliou-se o &cido cafeico e derivados em varias concentracfes a
fim de determinarmos uma curva concentracdo-resposta, onde as
concentracbes testadas foram 50, 100, 200 e 500 pM. Apds
aquisicao feita no citbmetro de fluxo, as analises foram realizadas no
software FlowJo, sendo que o0s resultados apresentados
corresponderam a porcentagem de inibicdo sobre o MFI (Média da
Intensidade de Fluorescéncia) da amostra em relacdo ao seu
controle positivo (células estimuladas e isentas das substancias de

estudos) e a produgdo de H202 esponténea foi descontada. Os
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resultados corresponderam a quantidade de peroxido de hidrogénio
intracelular inibido ou ndo, pelas substancias em relagéo ao total que
foi produzido durante a reacéo.

Os resultados apresentados na Figura 26 mostraram que a
porcentagem de inibicdo de peroxido de hidrogénio aumentou de
acordo com o aumento da concentracdo de acido cafeico e CAPE.
Quando as células foram estimuladas com PMA (Figura 26A, 26B),
C1 mostrou porcentagem de inibicdo do perdxido produzido no meio
intracelular menor que 40%, mesmo em altas concentragdes,
enquanto que C2 apresentou capacidade de inibicdo significativa em
relacdo ao anterior (p<0,05). Quando neutrdéfilos foram estimulados
com a bactéria (Figura 26C), C2 mostrou uma diminuicdo na
capacidade de inibicdo, mas ainda assim, apresentou melhores
resultados que seu precursor C1. Estes resultados corroboram com
agueles apresentados pelo ensaio de Amplex Red, quando a
avaliacdo da inibicdo de perdxido foi feita extracelularmente. A
capacidade inferior de inibicAo de C1l comparada a C2, exclui a
possibilidade de uma acdo sequestradora do peréxido e, mais uma
vez, 0 aumento da lipofilicidade da substancia determinou a melhoria
do seu potencial inibidor.

Um estudo com um fluorapocinina, analogo da apocinina,
mostrou melhor capacidade na inibicdo de H20:2 intracelular quando
comparado a apocinina, em ensaio de DHR por citometria de fluxo.
O estudo sugere que sua melhor atividade foi relacionada a sua
maior hidrofobicidade em relagdo ao seu precursor. Isso corrobora
com nossos resultados e mostra que a melhor atividade destas
substancias néo se restringe apenas aos ésteres do acido cafeico, e
sim a maior hidrofobicidade que estas substancias apresentam,
facilitando seu acesso as membranas celulares (ALMEIDA et al,
2011). Um estudo com acido protocatecuico e diversos eésteres
alquilicos realizado por nosso grupo de trabalho, mostrou que o

mesmo padrdo foi obtido, onde o éster protocateculato de heptila
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apresentou melhores resultados de inibicdo da producdao de H20:2
intracelular que seu precursor acido (FARIA, 2014).

A fagocitose compreende uma das vias para ativacdo da
NADPH oxidase representando um papel fundamental na imunidade
do hospedeiro a invasdo microbiana, portanto foi de grande
interesse avaliacdo da capacidade do acido cafeico e derivados em
relacdo a sua interferéncia nesta funcédo efetora dos neutrdfilos. O
ensaio de DHR nos permitiu avaliar a inibicdo do H20:2 intracelular
por neutréfilos ativados com S. aureus, a0 mesmo tempo nos
permitiu avaliar se nossas substancias interferiam na fagocitose. Os
mesmos parametros foram utilizados para determinacdo da
populacdo celular: o tamanho (forward scatter, FSC) e a
granulosidade celular (side scatter, SSC).

Os resultados mostraram que, quando os neutrofilos foram
incubados, inicialmente com &cido cafeico ou CAPE e a fagocitose
foi induzida pela bactéria, ndo houve diferenca na capacidade
fagocitica destas células quando comparada as células controle
positivo da reacdo (ndo foram tratadas com as substancias). Este
resultado foi demonstrado independente da concentragcdo da
substancia utilizada, sendo que estas variaram entre 200 e 500 uM
(Figura 27A). Quanto aos resultados que dizem respeito a alteragcéo
da quantidade de bactérias que foram internalizadas pelos fagdcitos,
a frequéncia foi diminuida de acordo com o aumento da
concentracdo das substancias utilizadas (tanto de C1 quanto de C2).
No entanto, o CAPE (C2) ndao apresentou diferencas significativas
entre as concentragdes de 200uM e 500uM, inibindo cerca de 70%
da internalizacéo de bactérias, ndo apresentando também diferencas
significativa com acido cafeico na sua maior concentracdo 500uM
(Figura 27B).

Pode-se concluir, de modo geral, nestas altas concentracoes,
as substancias néo alteram a capacidade fagocitica da célula. Outro

fator importante, estes resultados indicam que a lipofilicidade da
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substancia ndo tem relacdo com poténcia fagocitica celular, ndo
sendo um fator relevante para que uma possivel alteracdo nesta
atividade dos fagocitos fosse provocada.

Resultados obtidos por Wang e colaboradores (2009) em
ensaios realizados com CAPE, na concentragdo de 10 pM,
mostraram que esta substancia inibiu seletivamente NADPH
oxidase, mas ndo inibiu a capacidade fagocitica em mondcitos
humanos. Estes resultados corroboram com aqueles apresentados
no presente trabalho. Outro estudo recente com a apocinina e
fluorapocinina, mostrou resultados semelhantes aos deste estudo,
onde a apocinina e seu derivado diminuiram a quantidade de
bactérias internalizadas, mas nao inibiu a fagocitose (ALMEIDA et al,
2011).

A seletividade do éster fenetilico do acido cafeico em inibir a
atividade de NADPH oxidase em neutrofilos, porém ndo induzir
alteracdo na atividade fagocitica de neutréfilos pode ser uma
caracteristica importante e vantajosa, por exemplo, em doencas
cronicas como a DGC, jA que esta é uma atividade efetora
importante do sistema imune para o reconhecimento e eliminacao
bacteriana, no combate a infeccBes por este tipo de patégeno.

A citocina TNF-a € uma das citocinas proé-inflamatérias mais
envolvidas na resposta inflamatéria, sendo produzida por
macréfagos em resposta a determinados antigenos. Ha evidéncias
mostrando a relacdo desta citocina com a NADPH Oxidase em
diversos modelos experimentais com diversas linhagens celulares.
Alguns estudos recentes mostram que TNF-a participa do
mecanismo de disfuncéo endotelial por induzir a ativacdo de NADPH
oxidase e aumentar a producao de anion superoxido prejudicando a
vasodilatacdo do endotélio. Este dano foi atenuado pela deplecéo de
PKC ou inibicdo de NADPH oxidase, ou seja, a superprodugéo de
anion superoxido, desencadeado pela ativacdo da enzima

dependente de PKC, contribuiu para a disfuncdo endotelial induzida
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por TNF-a. Sugerem ainda, que p47phox é essencial na ativacdo de
NADPH oxidase induzida por TNF-a, por sua expressdo e
fosforilacdo serem reguladas e moduladas pela citocina (DEWAS et
al., 2003; BARTH et al, 2012; HUANG et al., 2012; LONG et al.,
2012).

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatoria, que desempenha um
papel importante na regulacao das respostas inflamatérias. Também
produzida por macrofagos, € responsavel por participar do bloqueio
da resposta imune através da inibicdo da producdo de citocinas por
macréfagos, e inibicdo da expressao de moléculas de MHC (Major
Histocompatibility Complex) de classe |l e moléculas co-
estimuladoras nestas células. Esta citocina, quanto a relagdo com a
NADPH Oxidase, regula a producdo de EROs em neutrofilos. Além
disso, inibe a producao de citocinas pro-inflamatérias em resposta a
LPS, LPS + INF-g e TNF-q, e regula negativamente a producao de
EROs derivadas de NADPH oxidase (CASSATELLA, 1998; MOORE,
2001).

Considerando a relagédo entre NADPH Oxidase e a producao
de TNF-a, decidiu-se comparar as substancias C1 e C2 como
inibidores da expressao de TNF-a por mondcitos ativados por S.
aureus. Os resultados expressos na Figura 28A podemos concluir
que a maior hidrofobicidade de CAPE foi extremamente relevante
para sua alta eficiéncia em diminuir a producdo de TNF-a. Como ja
era esperado, o CAPE foi significativamente mais efetivo que seu
precursor acido, inibindo a producéo de TNF-a em mais de 90% em
sua maior concentracao de 70uM, enquanto o acido cafeico, obteve
uma inibicdo da producéo desta citocina bastante inferior, na mesma
concentracao.

Resultados similares foram obtidos para IL-10, como pode
ser observado na Figura 28B, CAPE inibiu cerca de 100% da
producdo de IL-10 na concentracdo de 70 pM, apresentando uma

diferenca estatistica significante quando comparado com seu
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precursor. O fato do composto CAPE ser mais efetivo na inibicdo da
producdo da IL-10 pode ser mais uma consequéncia da relagéo
desta citocina com a NADPH Oxidase.

Uma evidéncia adicional que prova que a hidrofobicidade é
um fator importante no efeito biolégico de um composto, visto que
ambos compostos apresentam poténcias antioxidantes similares, o
gue € altamente relacionado com a ativacdo da NADPH Oxidase.

Estudos mostram que o CAPE ja se apresentou efetivo na
inibicho da producdo de TNF-a, expressos em macrofagos
estimulados por LPS, inibindo de modo dose-dependente,
apresentando resultados significativos acima de 10 pM, inibindo a
secrecdo desta citocina em macrofagos (JUMAN et al., 2012). Outro
estudo, conduzido por Sy e colaboradores (2011), mostrou que
CAPE foi capaz de aumentar a secrecdo de TGF-B1 e inibir a
producéo de IL-10. CAPE inibiu a producédo de IL-10 por mondcitos
humanos de criancas saudaveis estimulados por PMA, corroborando
com os resultados de nossa pesquisa (SY et al., 2011).

O aumento da infiltracdo de neutréfilos, aumenta a producéo
de TNF-a, em doencgas cardiacas induzidas por endotoxinas. O
efeito inibitério de CAPE sobre a producdo de TNF-a pode estar
relacionado ao fato de que, CAPE é um conhecido inibidor de NF-kf3
(Nuclear fator-kappa beta), um dos mais importantes fatores de
transcricdo que regula a expressdao de genes envolvidos na
proliferacdo celular, respostas inflamatorias e adesdo celular.
Inibindo este fator NF- k3, consecutivamente, inibiria a producéo de
diversas citocinas pro-inflaméatorias (MOTAWI; DARWISH; ABD EL
TAWAB, 2010).

A inibicdo de TNF-a se fez importante porque demonstrou um
efeito protetor do éster do acido cafeico e em menor grau, do acido
cafeico, no caso de ativagcdo celular por bactérias como
Staphylococcus aureus, 0 que poderia garantir 0 mesmo efeito

protetor num caso de estresse oxidativo desencadeado pelo mesmo
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ou outro antigeno que utiliza a mesma via de ativagdo, mostrando
um alto potencial para intervengdes terapéuticas.

Apesar do sistema imune humano ser altamente
especializado e eficiente em lutar contra infeccbes bacterianas,
alguns patdgenos desenvolveram a capacidade de se esquivar e
explorar esta capacidade em seu proprio beneficio, permanecendo
no organismo hospedeiro, causando serias consequéncias como
imunodeficiéncia, cancer e morte, como por exemplo uma infeccéo
por Helicobacter pylori (PARACATU et al, 2013). Estudos
apontaram para o papel de IL-10 na diminuicdo da resposta imune
anti-viral e a capacidade do virus de persistir no corpo humano. A
inducao na producéo da IL-10 pelo hospedeiro durante uma infeccéo
cronica parece ser um meio viral de induzir a supresséo do sistema
imune, sugerindo que é possivel retomar a imunidade anti-viral
interferindo na expresséo de IL-10 (FILIPPI; VON HERRATH, 2008;
KANEGAE et al., 2010).

A tendéncia de compostos fendlicos como a apocinina e
agora, baseado em nossos resultados, o CAPE em inibir a producao
de IL-10, contradiz o efeito classico dos antioxidantes de manter os
niveis altos de IL-10 em uma resposta inflamatoéria, no entanto, em
uma doenca crbnica, a regulacao de IL-10 e TNF-a por CAPE pode
ser Util em combater a cronicidade de certas doencas (KANEGAE et
al., 2010).

Como dito anteriormente, além do seu papel normal na
fisiologia, uma ativacdo crénica ou uma alta producdo de EROs
pelas Nox, levam ao estresse oxidativo, 0 mecanismo chave para o
desenvolvimento de diversas patologias crbénicas, como
aterosclerose, diabetes, doencga de Alzheimer (HIRANO et al., 2015).
Diversos estudos com animais, utilizando as fragées gp91phox e/ou
p47phox, sugerem que inibicdo de Nox2 pode ser uma importante
estratégia terapéutica (HIRANO et al., 2015).
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A apocinina, ou seus analogos como oligofendis e quinonas,
tem sido um dos mais estudados inibidores de NAPDH Oxidase
(MORA-PALE et al., 2012). Em estudo realizado com oligofenol da
apocinina, Mora-Pale e colaboradores (2009) provou que este
composto foi capaz de inibir a ligacdo da fracdo p47phox com a
fracdo p22phox, através de ensaio com cultura de células
endoteliais.

Nossos ensaios com células endoteliais, apresentados na
Figura 31, apresentam a ligacdo das particulas de membrana
p22phox com sua fracdo de citoplasma, p47phox, observado pela
fluorescéncia na Figura 31C; no entanto ndo foi possivel confirmar
com este ensaio, a inibicdo da ligacdo destas quando tratadas com
CAPE. Faz-se necessario, uma marcacao fluorescente de uma das
proteinas para visualizar a translocagcdo para a membrana, que néao
foi possivel observar neste ensaio, como foi mostrado no estudo
realizado por UYEAMA e colaboradores (2007), onde células
estimuladas com &cido araquidénico apresentaram a ligacdo entre
as fracbes de NADPH Oxidase. Em outro estudo realizado por
YUEAMA e colaboradores (2011), foi observado a translocacéo das
fracbes de membrana em células HEK293, quando estimuladas e
observadas em microscopia confocal. O troubleshooting, ou seja, a
descoberta e correcdes dos problemas com o0 ensaio faz-se
necessaria. Uma vez visualizado a translocacdo via microscopia,
uma confirmacao por ensaio de pull down ou western blot para a real
confirmacédo da inibicdo ou ndo dos compostos para estas fracoes

sera necessaria.
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6. CONCLUSAO

Devido ao envolvimento das espécies reativas de oxigénio nas
patologias de diversas doencas, grupos de pesquisas estao tentando
desenvolver um efetivo e ndo-téxico inibidor de NADPH Oxidase.
Neste estudo, demonstramos, pela primeira vez o éster fenetilico do
acido cafeico, além do seu enorme potencial antioxidante e
propriedades benéficas para a saude, também é um potente inibidor
da NADPH Oxidase. Os resultados aqui apresentados, mostraram
claramente que além da sua porcéo catecol redox ativa, 0 aumento
na hidrofobicidade de um composto causado pela sua esterificacédo
foi importante para sua atividade eficaz.

Demonstramos usando um painel de ensaios, que a capacidade
antioxidante de CAPE em ensaios livre de células ndo foi
significativamente diferente do seu precursor acido cafeico ou do
acido clorogénico.

No entanto, quando testados em ensaios celulares, o CAPE
mostrou-se sempre mais potente e efetivo inibidor. Esta claro que
estes resultados sdo consequéncia da capacidade de CAPE difundir-
se nas células e atingir o complexo multienzimatico, NADPH
Oxidase.

Como um potente inibidor de NADPH Oxidase, este composto
natural derivado de propolis, podera se constituir como um promissor
farmaco para o tratamento de doencas crdnicas inflamatorias,
especialmente. Dentro desse contexto é importante considerar a sua
seletividade em inibir a atividade de NADPH oxidase, porém nao
induzir alteracdo na atividade fagocitica de neutrdfilos. Isto é uma
caracteristica importante e vantajosa, ja que a fagocitose é uma
atividade efetora importante do sistema imune para o

reconhecimento e eliminacdo bacteriana, no combate a infeccdes

por este tipo de patégeno.
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Finalmente, quando analisamos a inibicdo eficaz da producao
de TNF-a e IL-10 pelo composto CAPE, conclui-se que se trata de

um composto com potencial atividade imunorreguladora.
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roperties have been atiributed to caffeic acid phenethyl ester (CAPE), an active component

inflammatary p

of propolis. NADPH oxidases are multierzymatic complexes involved in many inflammatory diseases. Here, we studied the
impartance of the CAPE hydrophobicity on cell-free antioxidant capacity, inhibition of the NADFH axidase and hypochlomus
acid production, and release of THE-a and IL-10 by activated leukocytes. 'ﬂummpa.nsnuwumaﬂzwﬂ]:ﬂmrdmd,hﬂ.lm
hydrophobic, caffeic and dhlorgenic acids. Cell-free studies soch as anion scavenging assay, triene degradation, and
anodic peak potential (E,) measurements showed that the alterations in the hydrophobicity did not provoke significant changes in
the oxidation potential and antimdical potency of the tested compounds. However, only CAFE was able to inhibit the production
of superaxide amion by activated leukocytes. The inhibition of the NMADPH oxidase resulted in the blodcage of production of
hypochlorous acid. Similarly, CAPE was the more effective inhibitor of the release of THF-a and IL-10 by Stephplococous mureus
stimulated cells. In conchusion, the presence of the catechol moiety and the higher hydrophobicity were essential for the biologi

effects. Considering the involvement of NADPH oxidases in the genesis and progression of inflammatory diseases, CAFE should

be considered as a promising anti-inflammatory drug.

1. Introduction

Propolis is a resin produced by honeybees and its chemical
composition, colour, and aroma are changed according to
geographical zones. Despite the chemical composition diver-
sity, phenolic compounds are constituents that are always
present in this natural product [1). Among them, caffeic acd
phenethyl ester is one of the propolis active components
for which many potentially beneficial health properties have
been demonstrated. Some recent findings indude its antithrom-
botic potential through the inhibition of tumour necrosis

factor- (THF-)a induced endothelial tissue factor expression
and activity [2]. Suppression of the phosphoinositide 3-
kinase/ AKT/XIAP pathway has also been shown to lead to
apoptosis in melanoma tumour cells both in witro and in vive
[3]. Application is used for the treatment of burn wound
healing, leading to a decrease in inflammatory parameters
and in oxidative damage [4] and also has anti-Helicobacter
pvlori activity, through the inhibition of the Helicobacter
Jrvlori peptide deformylase [5].

MNADPH oxidases are multienzrymatic complexes which
catalyse the one-dediron reduction of molecular oxygen
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Mordiydroguaiae fic acd {WDGA) and rosmanne add {RA), phenolc compounds found in varous plants
and funcfonal foods, heee nown antioodant and ang-flammatony properties_ In fee present study, we
compastive by inwestigated the mpostance: of hydrepholbicity and coadiability of MDGA and RA, reganding
fhesr anfiosdant and pharmacologic al activibes. Usinga panel of cell-free anticogdant protoools, induding
elec trochemical m ents, we dem i fhat the ant-radical capacities of RA and NDGA were
samilar. Howeyer, the relative  paaty of NDGA a5 an nhibitor of MADPH cxidase jex wieo asays) was s5g-
rificantly higher compamd to RA. The mhibiiony effect cn NADPH coodase wes not misied o smple sca-
wngers of supescosde anions, 25 confimed by coygen comsumption by the acfvated neutrophils. The
higher hydrophobicity of NDGA wes alko a determinant for the higher efficacy of NDGA reganding the
nhibition of the mlesse of hypochlorcus acd by PMA-activated newtrophd and  oytoiane (THF-a and

Probdished on 20 Apnd 2005 Downdeadad by UNESP-ARAID ca 30042005 14304,

Remived 240 Jnuary 2015, IL-3)) producton by Staphylococors aurers-stamulsied periphesl blocd mononuclear el In ocon-
Accepied 158 April 2015 i, although fhene have besn axtensive shudies about the pharmacologicsl properes of NDGA, cur
DOE 101039/ =50 0009 15 study showed, for the first time, the imporance not only of i antoxidant actiity, but abso fis hydrophobi-
e rsC0eg inodiundion oty a5 a oudal factar fior phanmacological action

1. Introduction

Polyphenols are one of the most numemes and widely diste-
buted groups of substances in the plant kingdom; these com-
pounds have curmently attracted nvsch attention as active
congituents in forsction] feeds and food supplenen ts, which
promise to improve human heakth '* Polyphenols ane known
to possess antiocidant activity that inhibite oxidative damage
and moy consequently prevent inflammatory cond itiors, ™
neumdegenemative diseases and ageing” Certain phenolic

compounds, such 2 nondhydmguaiaretic acid (NDGA) and
memannic acid (RA) present in many plims and fusetional
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Uiberadey [ LWEST, 14400 03 Araraquares, S Pasky, Bresll

Dneprrament af Ovpane Chenrie sy, Nuclel of Bisariags, Ecoplopiolapy and
By e hesls of Nasson] Prdeess (NuBRE] Deitinese ofChavdiery, 20 Pasls Sawe
Ubveraiy | INESH, 14400060 Araraquars, B Pasls, Boesll

*Deparamns of Pedie ses, Medial Sl Dnbverisy of o Pasks (U], o
Sdis Pesaly, Bremil

“Deprament of Chenbiy, Faculty of Selences, Sdo Pasls S ae Dnlveaily (UNESP)
2ANERIE Bars, S8 Paly, Braeil Eomal b of s a2 smesg. br;

Tel: 145 M TO-E08

1 Thise: st s o vt equally o this work

Trus poumad 58 Thee Aol Socety of Chomstry S0

fomds, huve been shadled due o thelr pharmoedogieal
properties.

NDGA (Fig. 1) & a rotural lignin and the main metabolite
extracted from the Creosote bush, Lamea tridentata, a plant
that is abundant in the United States and Mexioo NDGA was
ofe of the earliest phenolic antioxidants permitted fx the
stabilisation of edible fats and oile” NDGAwas used as a food
antimcidant in the USA in the 19408; however, in 1970, the US
Food and Drug Adminigration limited iis use after some
mponts of toxieity.” However, its pharmacological form, alse
known a2 masoprocel, was approved in the United States and
is currently used as a topical trestment for actinle keratosic
under the name Actinex [Chemex Plarmoaceuticals, Demver,
CO)* The number of potential beneficial health effects of
HDMGA is agtonighing. It & a powerful scawenger of the mos

common meactive oggen (ROS) and nitrogen (RNS) gpecies,
including pemaynitrite (ONODT), hypochlorews acid (HOCIH),

singlet coygen ('0y) and hydmoy] mdical (HO)." NDGEA is also
an anthHnflammatry, 2 feumpmtecthe, ™ antbvieal " anti-
Iypedipidaemic’ and anticancer agent'® A comprehenshe
review of NDGA and its pharmacoogical properties can be
found in the sudies of L & al® and Heminder-Damihn
et al”
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FACULDADES DE CIENCIAS
_FARMACEUTICAS DO W
CAMPUS DE ARARAQUARA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo da relacdo entre estrutura quimica e atividade biolégica de inibidores da
NADPH-Oxidase em leucécitos: Relevancia da oxidabilidade e hidrofobicidade.

Pesquisador: Luana Chiquetto Paracatu

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 21496413.8.0000.5426

Instituicdo Proponente: Faculdades de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraquara da UNESP

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 540.142
Data da Relatoria: 31/01/2014

Apresentagio do Projeto:

O projeto relata, com detalhes, os procedimentos técnicos que serdo realizados para estudar os processos
enzimaticos envolvidos na producdo e modulacdo de metabdlitos oxidantes em leucdcitos sob diferentes
condi¢des experimentais.

Para tanto, necessitara de sangue de seis voluntarios para obtenc¢do de leucécitos.

Os voluntarios sdo membros do proprio grupo de pesquisa.

Objetivo da Pesquisa:

Expresso claramente.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Sao minimos e relatados corretamente.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O projeto esta bem embasado em dados de literatura e, pelo que esta descrito, ndo causara maiores
problemas aos voluntarios.

A coleta de sangue dos seis individuos segue o procedimento padrao e os voluntarios sdao

Enderego: Rodovia Araraquara Jai, Km 1

Bairro: Campus Universitario CEP: 14.801-902
UF: SP Municipio: ARARAQUARA
Telefone: (16)3301-6897 E-mail: sta@fcfar.unesp.br
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membros do
grupo de pesquisa.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:
Estdo redigidos de forma correta.

Recomendagoes:
Correcdes executadas

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Nenhuma

Situagdo do Parecer:

Aprovado
N ita Apreciagdo da CONEP:
Néao

Consideragoes Finais a critério do CEP:
Reformulado o cronograma de execucéao.

ARARAQUARA, 25 de Fevereiro de 2014

Assinador por:
AMAURI ANTIQUERA LEITE

(Coordenador)
Enderego: Rodovia Araraquara Jau, Km 1
Bairro: Campus Universitario CEP: 14.801-902
UF: SP Municipio: ARARAQUARA
Telefone: (16)3301-6897 E-mail: sta@fcfar.unesp.br
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