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RESUMO

A apocinina tem sido utilizada como um eficiente inibidor do complexo multienzimatico
NADPH oxidase em muitos modelos experimentais envolvendo células fagociticas e
nao fagociticas. O mecanismo de inibicao tem sido associado com a ativacao celular da
apocinina através da agao de peroxidases levando a formacao de um produto dimérico
por oxidacdo, a diapocinina. Neste estudo a apocinina e a diapocinina puras foram
comparadas a respeito de seus efeitos como supressor de perdéxido de hidrogénio e
hipocloroso gerados pela glicose / glicose oxidase e mieloperoxidase, respectivamente,
e como inibidores da producdo de peréxido de hidrogénio e acido hipocloroso por
neutrofilos ativados. A producao de peréxido de hidrogénio, foi medida pela oxidagéao da
substancia fluorescente Amplex® Red e a producdo de &cido hipocloroso foi medida
com taurina-cloramina utilizando o substrato cromogénico 3,3’,5,5’-tetrametillbenzidina
(TMB). Neutréfilos (1 x10° células / mL) foram pré-incubados em tampdo PBS
suplementado com 1 mM de cloreto de calcio, 0,5 mM de cloreto de magnésio, 1mg/mL
de glicose e 5 mM de taurina na presenca ou auséncia dos inibidores. As reacdes foram
desencadeadas pela adicdo ao estimulo soluvel acetato de formol miristato (PMA) ou
zimozan e incubadas por mais 30 minutos. Descobrimos que a diapocinina purificada
nao foi melhor do que a apocinina no que diz respeito a sua propriedade de supressao
e inibicdo da produgédo de H>O, e HOCI por neutrofilos ativados. Estes resultados
sugerem que o0 mecanismo de acdo da apocinina nao esteja, necessariamente,
relacionado a sua conversdo em diapocinina.

Palavras chave — Apocinina, acido hipocloroso e peroxido de hidrogénio
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ABSTRACT

Apocynin has been used as an efficient inhibitor of the multi-enzymatic complex NADPH
oxidase in many experimental models involving phagocytic and nonphagocytic cells.
The mechanism of inhibition has been linked with the previous activation of apocynin
through the action of cellular peroxidases leading to the formation of a dimeric oxidation
product, diapocynin. In this study we compared apocynin with pure diapocynin regarding
their effects as scavenger of hydrogen peroxide and hypochlorous generated by
glucose/glucose oxidase and myeloperoxidase respectively, and as inhibitors of the
production of hydrogen peroxide and hypochlorous acid by activated neutrophils. The
production of hydrogen peroxide was measured by the oxidation of the fluorescent
substance Amplex Red and the production of hypochlorous acid by was measured as
taurine-chloramine  derivative using the chromogenic substrate 3,3,5,5-
tetramethylbenzidine (TMB). Neutrophils (1 x10° cells/mL) were pre-incubated in PBS
buffer supplemented with 1 mM calcium chloride, 0.5 mM magnesium chloride, 1 mg/mL
glucose and 5 mM taurine in the presence or absence of inhibitors. The reactions were
triggered by adding the soluble stimulus Forbol Miristate Acetate PMA or zymosan and
incubated by additional 30 minutes. We found that pure diapocynin was not better than
apocynin regarding its scavenger and inhibitory properties. These results suggest that
the formation of diapocynin is not essential for the action of apocynin as inhibitor of
NADPH oxidase activation.

Keywords: Apocynin, hypochlorous acid and hydrogen peroxide.
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1 INTRODUCAO

Os leucocitos polimorfonucleares neutréfilos (PMN) sao importantes células do
sistema inato de defesa imunolégica do organismo animal. Para a eliminacao de células
patogénicas como fungos e bactérias, os neutréfilos utilizam o processo de fagocitose,
mecanismos dependentes e independentes de oxigénio, no qual essas células sao
englobadas e em seguida mortas pela acdo de acido hipocloroso.

A producédo de &acido hipocloroso é iniciada por um processo chamado burst
oxidativo ou explosao oxidativa. Neste processo é ativado o complexo multienzimatico
NADPH oxidase, sendo este o responsavel pela reducao uni - eletrbnica do oxigénio
molecular ao radical livre, &nion superéxido. Apos este processo € iniciada uma série de
reacdes bioquimicas, que levam a geracao de varias espécies reativas de oxigénio.

O complexo NADPH oxidase é formado por uma série de subunidades, tais como
as proteinas citossélicas p47-phox e p67-phox, uma proteina G citossélica, denominada
p21 rac, e um citocromo b558 ligado a membrana, sendo este constituido por uma
subunidade protéica de 22 KD, p22phox, e uma subunidade de glicoproteina de 91 KD,
gp91phox, ambas contendo o grupo heme. Alteracdes em quaisquer das subunidades
podem provocar o funcionamento deficiente desta enzima e por consequéncia a
deficiéncia na producao das espécies reativas de oxigénio.

Se por um lado a produgédo de espécies reativas é importante para defesa do
organismo, sua superproducdo pode causar danos ligados a progressdo de inumeras
doencas ou lesées de cunho inflamatério e degenerativo tais como hipertensao,

aterosclerose, diabetes, doencas renais cronicas, cancer entre outros. E este contexto
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que explica a intensa busca, como se pode verificar na literatura cientifica, por
substancias naturais ou sintéticas que possam atuar na inibicdo da produgdo ou
neutralizagdo desses oxidantes. A substancia de origem natural conhecida como
apocinina se enquadra neste contexto, pois € considerada uma inibidora da ativagao do
complexo NADPH oxidase e por conseqliéncia, das espécies reativas de oxigénio. Uma
das hipoteses para este efeito é que a apocinina deva ser convertida ao seu produto de
oxidacao dimérico conhecido como diapocinina por meio da acdo do perbxido de
hidrogénio e peroxidase presente nos neutrofilos.

E neste contexto que este trabalho se justifica, pois estudou-se a supressdo de
peréxido de hidrogénio gerado pelo sistema enzimatico glicose/glicose oxidase e por
neutréfilos ativados quando os mesmos foram incubados com apocinina e diapocinina.
Adicionalmente estudou-se o efeito inibitério destas substancias sobre a producao de

acido hipocloroso também gerados por neutréfilos ativados.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Leucodcitos Polimorfonucleares Neutrofilos (PMN)

Os neutréfilos sdo células que fazem parte do sistema imunoldgico inato,
compondo a primeira linha de defesa juntamente com células epiteliais, outros fagdcitos,
linfocitos Natural Killer (NK) e o sistema de complemento. Além de fornecer a defesa
inicial contra infecgdes, as respostas da imunidade inata estimulam as respostas de
linfécitos B e T, anticorpos e células T efetoras que compde o sistema imunolégico
adquirido contra os agentes patogénicos que porventura ultrapassem a primeira linha
de defesa. Os neutréfilos ou granulécitos sdo fagocitos, células de defesa capazes de
englobar patégenos ou corpos estranhos, particularmente os causadores de infec¢des
bacterianas e fungicas (ABBAS, LICHMAN, 2007). Apresentam o nucleo segmentado,
sendo também chamados de polimorfonucleares (PMN) e compdem cerca de 50 a 70%
dos leucdcitos ou células brancas do sangue. Os neutrofilos apresentam gréanulos
primarios e secundarios. Os granulos primarios (azuréfilos) sdo compostos por enzimas
digestivas, peroxidase neutrofilica, ou seja, mieloperoxidase (MPO), lisozima e outras
enzimas hidroliticas. Os granulos secundarios em menor quantidade sao compostos por
colagenase, lactoferrina e lisozima (SEGAL, 2005).

Em processos infecciosos a producao de neutrofilos a partir de células tronco da
medula éssea é estimulada por citocinas conhecidas como fatores estimulantes de
colénias (GM-CSF), que sédo produzidas por muitos tipos celulares em resposta as
infecgdes. Os neutrdéfilos entdo migram para o sitio da infeccao e se ligam as moléculas
de adesao endotelial em resposta a estimulos quimioatrativos que sado produzidos na

presenca dos patégenos (ABBAS, LICHMAN, 2007).
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Na fagocitose, no sangue ou nos tecidos, os microorganismos sdo reconhecidos
através de receptores especificos. Existem varios tipos de receptores especificos, como
o Tool — Like receptor (TLR-2) usado na resposta de macréfagos a lipoglicanos
bacterianos, o TLR-4 para o lipopolissacarideo bacteriano (LPS ou endotoxina), o TLR-
5 para um componente do flagelo bacteriano, e o TLR-9 para os nucleotideos CpG nao
metilados das bactérias. Os sinais gerados pela ligacdo dos receptores ativam um fator
de transcricdo que estimula a producdao de citocinas, enzimas e outras proteinas
envolvidas nas fungbes antimicrobianas dos fagocitos ativados. Além disso, as células
fagociticas expressam receptores para produtos da ativacdo do complemento e para
anticorpos (ABBAS, LICHMAN, 2007). Quando os fagocitos reconhecem na membrana
dos patégenos anticorpo ou componente de complemento apropriado, se ligara
prontamente a membrana do fagécito, sendo este prontamente fagocitado. Sendo
assim, os anticorpos e complementos funcionam como opsonimas, moléculas que se
ligam no antigeno e também nos fagécitos, estimulando o processo de fagocitose,
processo chamado de opsonizacao (GOLDSBY, KINDT, OSBORN, 2000). O fagdcito
entao estende sua membrana plasmatica em torno da particula microbiana reconhecida,
a membrana se fecha e a particula é englobada em uma vesicula ligada a membrana
chamada fagossomo. Concomitantemente com a ligacdo dos microorganismos aos
receptores de fagdcitos e sua ingestao, os receptores enviam sinais para a ativacao de
diversas enzimas no fagolisossomo (ABBAS, LICHMAN, 2007).

A eficiéncia da acao microbicida dos fagécitos depende de dois eventos:

i) No processo metabdlico dependente de oxigénio, sdo produzidas espécies

reativas de oxigénio (EROs) através do estimulo de uma enzima chamada oxidase
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fagocitaria (NADPH oxidase) e que causam a explosao respiratéria (burst oxidativo),
processo este ndo dependente de mitocéndria.

i) No processo metabdlico ndo dependente de oxigénio, séo liberadas enzimas
contidas nos granulos citoplasmaticos. Uma delas é chamada sintase do éxido nitrico
induzido, que catalisa a conversao da arginina em éxido nitrico (NO), outra substancia
microbicida. QOutras enzimas como as proteases lisossébmicas quebram as proteinas

microbianas (ABBAS, LICHMAN, 2007).

2.2 NADPH oxidase, burst oxidativo e espécies reativas de oxigénio

O burst oxidativo é o fenémeno resultante da ativagdo do complexo
multienzimatico NADPH oxidase, formado no interior das células fagociticas e
responsavel pela reducao unieletrbnica de oxigénio molecular ao radical livre anion

superoxido (O2) (BABIOR, 2008).

2 O2 + NADPH 22 O, + NADP* + H*

O complexo protéico NADPH oxidase € composto pela juncdo de varios
constituintes na membrana citoplasmatica em resposta e a um sinal que ativa o
neutrofilo. Dentre estes compostos estdo as proteinas citossoélicas de 47 KD, 67 KD,
denominadas respectivamente p47-phox e p67-phox, uma proteina G citossdlica,
denominada p21 rac, e um citocromo b558 ligado a membrana, sendo este constituido
por uma subunidade protéica de 22 KD, p22phox, e uma subunidade de glicoproteina

de 91 KD, gp91phox, ambas contendo o grupo heme (ROSEN et al., 1999).
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A subunidade gp-91 é uma flavoproteina que contém o sitio de ligacdo da
NADPH oxidase, onde sao transportados os elétrons para o oxigénio molecular, para a
formacao do radical superoxido. A subunidade p-47 é importante na ativacado da
oxidase, quando esta é fosforilada. Ja a proteina G p21-rac é importante na
estabilizacao do complexo (ROSEN et al., 1999).

Apbés a complexagcdo do NADPH oxidase e a formacdo do radical anion
superoxido, iniciam uma série de outros eventos bioguimicos no fagossomo, levando a
formacao de outras espécies reativas de oxigénio (EROs),como demonstrado na Figura

1 (ROSEN et al., 1999).

20,
Oxigénio

NADPH oxidase

2 o)y
Superédxido

2H* Superoxido dismutase
ou espontdnea
HO,

Reacko de Perdxido de hidrogénio

eacao . .

Fenton @ _ Mieloperoxidase
Fez | Ci

oH +oH~  Fe” 0Cl™ + Ho
Radical livre Hipoclorito

hidroxila ¢

Figura 1. Mecanismo de Producéo de Espécies Reativas de Oxigénio (KLEBANOFF, 2005).

Radical superdxido (O;")
O radical superéxido O2" ou O2" é formado a partir primeira redugéao do O,. Esta

presente na maioria das células aerébicas, sendo produto da ativagdo de neutroéfilos,
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mondcitos, macréfagos e eosinodfilos, e que mesmo sendo pouco reativo, esta
associado a lesdes biolégicas (FERREIRA, MATSUBARA, 1997; VELLOSA, BARBOSA,

OLIVEIRA, 2007).

Peroxido de hidrogénio.

Grande parte do oxigénio consumido pelo organismo é transformada em
peréxido de hidrogénio pela dismutacdo do radical anion superéxido espontaneamente
ou pela agao de uma enzima chamada superoxido dismutase (SOD). Mesmo o peréxido
de hidrogénio nao sendo um radical livre, por ndo possuir elétrons desemparelhados na
ultima camada, causa sérios danos ao organismo, por se reduzir no radical hidroxil.
Além disso, por ter vida longa, o H-O, tem a capacidade de atravessar as camadas
lipidicas, reagindo com componentes de membrana e proteinas ligadas ao Fe™
(VELLOSA, BARBOSA, OLIVEIRA, 2007), sendo que em presenca de ferro sua

toxicidade é aumentada em cem vezes (FERREIRA, MATSUBARA, 1997).

Acido hipocloroso.

A formacao do HOCI acontece pela oxidacao de ions cloreto, catalisada por uma
peroxidase chamada mieloperoxidase na presenca de peroxido de hidrogénio. O HOCI
€ considerado o mais abundante oxidante gerado por leucécitos sendo um oxidante
extremamente forte, atacando biomoléculas de importancia fisioldgica, tais como tidis,
tioéteres, aminas, aminoacidos, nucleotideos e ascorbato. A partir do HOCI sdo geradas
outras EROs como: oxigénio singlete e radical hidroxil respectivamente por reagdo com
peréxido de hidrogénio e anion superdéxido. O HOCI apresenta duas acdes bem

distintas, protegendo o organismo participando do processo de destruicdo de
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microorganismos, porém em conseqliéncia, agride os tecidos, pois nem células de
mamiferos nem de bactérias podem detoxicar o HOCI por via catalitica, visto que estao
ausentes defesas enzimaticas contra oxidantes clorados (VELLOSA, BARBOSA,

OLIVEIRA, 2007).

Oxigénio Singlete

O oxigénio singlete é o oxigénio em seu estado excitado, mesmo ndo sendo um
radical por nao ter os elétrons desemparelhados, reage com uma grande variedade de
compostos biol6gicos, como componentes de membrana. Sua produgcao ocorre através
da reacdo do H»,O., com HOCI ou pela dismutagdo espontanea do O," (HALLIWELL,

GUTTERIDGE, 1990).

Radical hidroxila (HO)

O radical hidroxila é um dos mais reativos radicais conhecidos. Obtido a partir da
reacdo do HOCI e O." ou pelas reacoes de Fenton e Harber-Weiss. Sua complexagéo
extremamente rapida com metais ou outros radicais no préprio sitio onde foi produzido
confirmam sua alta reatividade. A alta reatividade do radical hidroxil causa sérios danos
ao organismo como no caso de ser produzido préximo ao DNA e a este DNA estiver
fixado um metal, poderao ocorrer modificacdes de bases nitrogenadas, levando a
inativagdo ou mutagdo do DNA. Além disso, podera ocorrer inativagdo de varias
proteinas pela oxidagdo dos grupos sulfidrilicos formando pontes dissulfeto e iniciacao
da oxidacdo dos &cidos graxos poliinsaturados das membranas celulares processo

chamado lipoperoxidacao (VELLOOSA, BARBOSA, OLIVEIRA, 2007).
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Oxido Nitrico (NO °) e Peréxinitrito (OONO)

O oxido nitrico € um radical gasoso lipossoluvel e hidrossoluvel, faz parte das
espécies reativas de nitrogénio que, em meio aquoso, reage com O OXigénio para
formar outras espécies reativas. O perdxinitrito € produto formado pela reagdo do O2”
com o 6xido nitrico (NO’) que reage com ion H* formando ONOOH que apés se
decompde em HO' e radical di6xido de nitrogénio (NO2’). O éxido nitrico e o peroxinitrito
sao formados no meio biolégico a partir da ativacao catalitica da enzima 6xido nitrico
sintase (NOS). A producéao de 6xido nitrico se da quando a NOS oxida uma molécula
de L-arginina em Oxido nitrico e L-citrulina. Sdo encontrados dois tipos de NOS, a
constitutiva, de baixa atividade, presente no endotélio vascular e sistema nervoso
central responsavel por baixa produc¢ao de 6xido nitrico como molécula sinalizadora; e a
indutiva, que possui alta atividade e € produzida por fagoécitos quando estes sao

estimulados (VELLOOSA, BARBOSA, OLIVEIRA, 2007).

Radical hidroperoxila (HO, ")
O radical hidroperoxil € a forma protonada do radical superéxido. Sendo este
mais reativo que o radical superdxido por ter maior facilidade de iniciar o processo de

destruicdo dos componentes de membrana (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1990).

2.3 Mieloperoxidase

A mieloperoxidase faz parte da familia das peroxidases humanas que inclui

também a peroxidase eosinofilica (EPO), lactoperoxidase (LPO), peroxidase salivar
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(SPO), peroxidase da tiredide (TPO) e a prostaglandina endoperéxido sintase (PGHS)
(VELLOOSA, BARBOSA, OLIVEIRA, 2007). As peroxidases sdao uma classe de
enzimas capazes de catalisar reagdes quimicas utilizando peréxido de hidrogénio como
co-substrato. Inicialmente foi chamada de verdoperoxidase devido a sua intensa
coloragao esverdeada. Sua presenca foi sugerida em estudos citoquimicos de 1900,
como sendo um tipo de peroxidase presente nos granulos citoplasmaticos de
granulécitos maduros, e estudos subseglentes indicaram a sua presenca inteiramente
nos granulos (preliminares) do azuréfilo destas células (KLEBANOFF, 2005).

A sintese da MPO ¢ iniciada no estagio promielécito do desenvolvimento dos
neutroéfilos, representando 5% do seu peso, e termina no comego do estagio do
mieldcito. Na qual a MPO contida nos granulos azurdéfilos sédo distribuidos as células
jovens, e se misturam com a recém formada peroxidase negativa nos granulos
especificos (secundarios) (KLEBANOFF, 2005), sendo posteriormente secretada no
meio extracelular e fagolisossomal (VELLOOSA, BARBOSA, OLIVEIRA, 2007). A MPO
€ uma hemeproteina glicosilada catiénica de aproximadamente 144 KDa, constituida
por duas cadeias idénticas unidas por ponte dissulfeto, onde cada subunidade
apresenta uma cadeia leve e uma cadeia pesada. Cada subunidade apresenta um
grupamento heme que funciona independente na oxidacédo de ions cloreto. O grupo
heme da MPO apresenta uma particularidade em relacdo as outras peroxidases. A
ligacdo covalente da protoporfirina IX com o residuo da metionina 243 (Met243) e com
Glu408 e Asp260 apresentam uma distorcdo. Em pH acido a ligacao a histidina distal
(His95) é liberada e o grupo heme torna-se menos distorcido, facilitando a ligacdo de

ions cloreto (KLEBANOFF, 2005).
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A MPO compde o sistema peréxido de hidrogénio-MPO-haleto sistema mais
importante e eficiente de acao antimicrobiana. Quando o neutréfilo sintetiza perdxido de
hidrogénio pela acdo da enzima superdéxido desmutase (SOD) a partir de duas
moléculas de superéxido. A MPO converte o peréxido de hidrogénio em presenca de
uma hialida como o cloreto (CI') em HOCI, sendo este um poderosissimo oxidante. O
HOCI mata a bactéria oxidando sua membrana plasmatica e criando ligacoes
moleculares prejudiciais (HAMPTON, KETTLE, WINTERBOURN, 1998).

O mecanismo de acao da MPO (Figura 2) é iniciado com a reacdo na sua forma
férrica com H.O, formado um intermediario redox, composto | (MPO |) que pode oxidar
ions como CI', Br' e I' e outros substratos. A oxidacao de outros radicais, como fendis,
envolve os intermediarios MPO | e MPO Il através de transferéncias constantes de
elétrons. A MPO-Felll reage de maneira reversivel com o H.O, formando a MPO |, que
oxida haletos através de uma transferéncia sucessiva de dois elétrons, formando seus
respectivos acidos. A MPO nativa ainda pode reagir sendo reduzida gerando um
intermediario inativo, a MPO-Fell. Este quando ligado a oxigénio forma o composto Ill,
que também pode ser formado pela ligagdo do anion superoxido a MPO nativa

(HAMPTON, KETTLE, WINTERBOURN, 1998).
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Figura 2: Mecanismo das reagdes envolvendo mieloperoxidase (Morales, Roche, Sanchez,1998).

2.4 O papel fisiolégico e patolégico do complexo NADPH oxidase
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Qualquer alteracao genética nas proteinas que compdem o sistema NADPH

oxidase, tais como na gp91-phox, p22-phox, p47-phox ou p67-phox, causa falha no

sistema de transporte de elétrons, que levam ao fenétipo da Doenca Granulomatosa

Cronica (DGC), onde o portador fica vulneravel a infecgoes, ja que seu organismo nao é

capaz de produzir HOCI (LEUSEN, VERHOEVEN, 1998). A forma mais comum da DGC

€ causada por um defeito na gp91-phox, tendo padrdo hereditario ligado ao

cromossomo X (X-DGC, 56%), seguida pelas formas autossdmicas recessivas por

alteracdo na p47-phox (A47-DGC, 30%), p22-phox (A22-DGC, 5 a 7%) e p67-phox

(A67-DGC, 5 a 7%). Sua incidéncia é de aproximadamente 1: 250.000 nascidos vivos.
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Clinicamente, manifesta-se em criangas, pois na sua grande maioria nao chegam a fase
adulta, caracterizada por freqientes infec¢cdes causadas por microorganismos catalase
positiva, principalmente Staphylococcus aureus, além de gram negativas e Aspergillus,
entre outros que comprometem freqlientemente a pele, pulmdes, figado, bago e ossos
(WINKELSTEIN et al., 2000). O diagnostico da DGC é estabelecido do sexo masculino
ou feminino com teste do nitroblue tetrazolium (NBT) ou burst respiratério de neutréfilos
alterados e que apresentem mutacado nas proteinas do complexo NADPH ou teste de
NBT alterado para mae, primos, tios ou sobrinhos diz o Grupo Pan-Americano de
Estudo em Imunodeficiéncias Priméarias (PAGID) (CONLEY, 1999).

Se por um lado a producdo de EROs ¢ absolutamente essencial nos
mecanismos de defesa imunolégico, a producdo exacerbada e desregulada do mesmo
esta, por outro lado, totalmente ligada a génese e/ou progressao de inUmeras doencgas
de cunho inflamatério e degenerativo. A formacdo em excesso de EROs, ou
mecanismos deficientes para neutralizagdo dos mesmos, recebe o nome de estresse
oxidativo. Um desequilibrio elevando a produgdo de EROs pode implicar em varias
patologias como a hipertenséo, aterosclerose, diabetes e doencas renais cronicas, ja
que influenciam em muitos processos fisioldgicos, sendo estes de defesa, biosintese
hormonal, fertilizagdo, sinalizagéo celular e inclusive a causa de danos a biomoléculas
como DNA, lipidios, proteinas e carboidratos.

Todas as células do corpo estdo suscetiveis a acdo das EROs, sendo que a
membrana celular € um dos mais atingidos pela peroxidacdo lipidica, que causa
alteracbes na estrutura e na permeabilidade das membranas celulares.
Conseqguentemente, acarretando a perda da seletividade na troca iénica e liberagdo do

conteudo de organelas, chegando até a morte celular. A lipoperoxidagdo também pode
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estar associada aos mecanismos de envelhecimento, de cancer e a exacerbacao da
toxicidade. Porém sabe-se que a lipoperoxidacdo nem sempre é prejudicial, pois os
produtos de reacdo em cascata do acido aracdbnico para a formacdo de
prostaglandinas sdo importantes na resposta inflamatéria, mas que em excesso se
tornam lesivos. Nas doencas pulmonares a producdo exacerbada de EROs é tratada
com suma importancia, pois podem causar enfisema, displasia broncopulmonar,
pneumoconiose, asma e a sindrome da angustia respiratéria do adulto (SARA). Sendo
que na SARA, estudos mostram que a chegada de neutréfilos excitados no intersticio
pulmonar, gera grande quantidade de EROs, que lesa diretamente a membrana das
células intersticiais e do endotélio, causando lesdao pulmonar por edemas, atelectasia,
depédsitos de fibrina, enrijecimento arteriolar, hiperplasia e hipertrofia alveolar
(FERREIRA, MATSUBARA, 1997).

Doencgas cardiacas como a aterosclerose, trombose ou inflamag¢des nos vasos
sanguineos podem ser causadas por uma grande producdo de EROs, uma vez que o
endotélio possui propriedades anti-inflamatorias naturais e promove a vasodilatacao
através da producao de oxido nitrico (NO), prostaciclinas e outros vasodilatadores, a
producédo exacerbada das espécies reativas de oxigénio torna o endotélio disfuncional,
levando a promocdo de trombose, inflamacdées e perda de vasodilatagcdo. A
superproducado de EROs altera a producao de NO, aumentando a expressao génica de
mecanismo pro-coagulantes. Disfun¢des do endotélio tém sido demonstradas como
precursoras de doencas vasculares mais sérias como a aterosclerose (GUZIK,
HARRISON, 2006). A aterosclerose ainda possui origem incerta, porém acredita-se que
tenha a lesdo origina-se por um mecanismo hemodindmico. Em ocasides onde 0s

macréfagos sao ativados, liberam radicais superoxido, peréxido de hidrogénio e
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enzimas hidroliticas, que por sua vez causam lesdes celulares e estimula a proliferacao
de musculo liso subendotelial. Se esta producao for exacerbada catalisa a oxidagao de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), e é esta oxidacao estimula a internalizacao de
particulas de colesterol nos macréfagos, que por sua vez sao convertidos em células
esponjosas, que contribuem para formacao de ateroma (FERREIRA, MATSUBARA,
1997).

Doencas relacionadas a velhice como doengas de Parkinson, Alzheimer,
esclerose multipla entre outras sdo relacionadas ao estresse oxidativo, porém ainda
nao se tem certeza se estas doengas sao causa ou conseqiéncia da produgcao em

excesso de EROs.

2.5 Mecanismos de defesa antioxidantes

No organismo estdo presentes dois sistemas antioxidantes naturais de
eliminacdo de Radicais Livres. Tanto o sistema enzimatico ou o nao-enzimatico,
previnem a producdo ou a eliminagao ou ainda impedem a transformacdo em produtos
mais toxicos para as células. Algumas enzimas que compdem esses sistemas
enzimaticos sdo: Glutationa Peroxidase (que necessita do Selénio), Catalase, Metionina
Redutase e Super6xido Dismutase (as duas principais necessitam de Zinco e Cobre, e
Manganés), que combatem no organismo os seguintes Radicais Livres: Peréxido de
Hidrogénio, Superéxido, Oxigénio Singleto, fon Hidroxila, Oxido Nitrico e Oxido Nitroso.

Os Antioxidantes ndao enzimaticos na sua grande maioria sdo exdgenos, ou seja,

necessitam ser absorvidos pela alimentagdo. Os principais podem ser vitaminas
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lipossoluveis como a vitamina A, vitamina E, e o beta-caroteno, e vitaminas
hidrossolluveis como a vitamina C e vitaminas do complexo B, e os oligoelementos
como zinco, cobre, selénio, magnésio. Além dos antioxidantes ndao enzimaticos mais
comuns, existem outros compostos que auxiliam na defesa contra as espécies reativas
de oxigénio nos sistemas biolégicos como a ubiquinona, a ceruloplasmina, o acido urico,
a taurina, os flavonoides e outros compostos fendélicos de origem vegetal (KUSS, 2005).

Dentre esses compostos esta a apocinina que é a droga estudada neste trabalho.

2.6 Apocinina

A apocinina ou acetovanilona sdo os nomes comuns da molécula 4-hidroxi- 3-
metoxi-acetofenona, uma acetofenona de peso molecular de 166,17 g/mol e que apds a
recristalizacdo fica disposta em formas de agulhas. Descrita pela primeira vez por
Schmiedeberg em 1883 isolada das raizes do cédnhamo canadenses (Apocynum
cannabinum) (STEFANSKA, PAWLIEZAK, 2008). Foi identificada também isolada nas
raizes da Picrorhiza kurroa, planta rasteira nativa existente nas montanhas asiaticas da
india, Nepal, Tibet e Paquistao (WIND, 2006). A medicina Ayurveda tem sido usada
para tratar doencas hepaticas, disturbios do trato respiratorio superior, diarréia crénica,
hemorroidas, epilepsia, e febre. A Picrorhiza kurroa contem varios principios ativos,
incluindo acetofenona derivados que possuem propriedades antiasmaticas, kutkin com
propriedades hepato-protetoras e o cuucibitancins com propriedades antitumorais.

Sendo a apocinina um polifenol possui propriedades de acao bioldgicas semelhantes,
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como o poderoso poder antiinflamatério e antioxidante exercendo sua agdao sobre uma
grande variedade de células e modelos animais (WANG et al., 2008).

Seu poder antioxidante esta relacionado a eficiente inibicdo do complexo NADPH
oxidase, demonstrado em inumeros modelos experimentais com células fagociticas e
nao fagociticas. O mecanismo de inibicdo ainda nao € todo conhecido, porem envolve a
translocacao do componente citossélico p47-phox do complexo NADPH oxidase para a
membrana. Sendo que ha relato importante dizendo que a apocinina é convertida por
peroxidases através de sua oxidacdo em um dimero, que se mostrou ser mais eficiente
que a propria apocinina. Como a apocinina € um inibidor seletivo da atividade NADPH
oxidase e concomitantemente da producdo de EROs em neutréfilos humanos ativados,
apresentando sempre uma defasagem no tempo de acédo. A apocinina atua impedindo
a translocacéao de p47-phox para Nox2 em leucdcitos, mondcitos e células endoteliais.
Sendo que nas células endoteliais o processo parece envolver MPO, porque a
apocinina nao inibe o complexo NADPH oxidase em células desprovidas ou deficientes
de MPO, neste caso, agentes como o0 zimosan que promovem a liberacdo de MPO
auxiliam na eficacia da apocinina (STEFANSKA, PAWLIEZAK, 2008).

Relatos sugerem que o mecanismo de agcdo da apocinina como inibidor do
complexo NADPH oxidase requer ativagdo por MPO. Acredita-se que a apocinina €
ativada por H.O, e MPO para formar um radical apocinina que em seguida, oxida tidis
do complexo NADPH oxidase. Como os tidis sdo estritamente necessarios para o
funcionamento do p47-phox, agentes oxidantes como a apocinina tém sido mostrados
capazes de bloquear a ativacdo do complexo NADPH oxidase. Em conseqiéncia,

observou-se que a suplementacdo de tidis com glutationa cisteina, por exemplo,
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impede que o efeito inibitério da apocinina sobre o complexo NAPDH oxidase
(STEFANSKA, PAWLIEZAK, 2008).

Outras indicagbes tentam explicar uma explicacao alternativa para a defasagem
de tempo no efeito inibitdério da apocinina relatando que através da formacao do radical
apocinina é formado um dimero e que na verdade seria apenas o dimero ativo que
inibiria a atividade do complexo NADPH oxidase (STEFANSKA, PAWLIEZAK, 2008).
Uma vez que hé indicios de que a apocinina pode ser convertido para diapocinina
através peroxidases como, por exemplo, mieloperoxidase (XIMENES et al., 2007), ndo
se sabe ao certo se o efeito inibitério da apocinina é devido ao seu metabolito ou ambos

(WANG et al., 2008).
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3 OBJETIVOS

Este estudo tem como objetivo comparar a apocinina com a diapocinina
purificada a respeito de seus efeitos como supressor de peréxido de hidrogénio e acido
hipocloroso gerado por glicose/glicose oxidase e mieloperoxidase respectivamente, e
como inibidores da producdo de peroxido de hidrogénio e acido hipocloroso por

neutréfilos ativados.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais
4.1.1 Compostos quimicos e solventes

Amplex Red (Amplex® Red Reagent) foi adquirido da Invitrogen (Oregon, USA),
Acetato de Forbol Miristato (PMA), Dimetilsulfoxido (DMSQO), apocinina (4-hidroxi-3-
metoxiacetofenona), o seu dimero (1,1’-(6,6'-dihidroxi-5,5’-dimetoxi-1,1’-bifenil-3,3’-diil)
dietanona), Glicose Oxidase, HRP, Zimosan, 3,3",5,5 -tetrametilbenzidine (TMB),
dimetilformamida (DMF) e taurina foram obtidos da Sigma-Aldrich (CA, USA). Peréxido
de hidrogénio e acido hipocloroso foram obtido da Merck (Darmstadt, Germany).

Os sais utilizados na preparacao de tampdes foram de grau analitico e solventes

utilizados na preparacao de fases méveis foram de grau cromatogréfico.

4.1.2 Equipamentos

Balanca analitica e semi-analitica METTLER TOLED, banho-maria Kacil, Estufa
de incubacado de CO, (Thermo Eletrocorporation) REVCO, detector de fluorescéncia
Spectramax M2 (Molecular Devices), centrifuga Marconi (modelo MA 860) e centrifuga
Heraeus (modelo Labofuge 400 R), agitador de tubos Marconi (modelo MA 162),

microscopio 6ptico Carl Zeiss Jena.

4.1.3 Leucocitos humanos

Os neutrofilos foram isolados de sangue humano periférico de voluntarios sadios.
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4.2 Métodos
4.2.1 Solucoes Estoque e Tampoes
4.2.1.1 Tampao PBS e Tampao PBS suplementado

O tampao fosfato pH 7.4 isotbnico ao meio celular (phosphate buffered saline,
PBS) foi preparado diluindo as seguintes massas de sais: 8,0 g de NaCl, 1,15 g de
NasHPOQ,, 0,2 g de KCI, 0,2 g de KH,PO, diluidos em 1,0 L de agua destilada.

Para as reacdes conduzidas com células, o tampéo PBS foi suplementado com

glicose 50 mmol, MgCl, 0,5 mmol e CaCl, 1,0 mmol.

4.2.1.2 Solucdo de Amplex® Red

A solucdo estoque 0,1 M de Amplex® Red foi preparada pela dissolugdo da
massa de 5 mg de Amplex® Red em DMSO, aliquotada e mantida em freezer. No

momento de uso a solugéo foi diluida em PBS para 0,5 mM em PBS.

4.1.2.3 Solugcao de PMA

A solucao estoque 1,6 mM de PMA foi preparado pela dissolucdo de todo o
conteudo do frasco comercial (1Img) em 1mL de DMSO, aliguotada e mantida em
freezer. No momento de uso a solugdo foi diluida para 1,6. 102 mmol em PBS e
utilizada imediatamente. Observacoes: i) Como o PMA é um composto quimico que se

degrada rapidamente ao entrar em contado com o0 meio aquoso, sua dissolucao deve
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ser realizada apenas no exato momento de sua adicdo ao meio celular. ii) Por tratar-se
de reagente altamente cancerigeno, utilizou-se os devidos EPI’s.
4.1.2.4 Solucao de HRP

A solucéao estoque de 10 u/mL de HRP foi preparada pela dissolugdo da massa
adequada em agua e mantida sob refrigeracao.
4.1.2.5 Solucao de H,0,

A solucdo estoque de peréxido de hidrogénio foi preparada pela diluicao da
solucdo comercial e sua concentracdo medida por meio do seu coeficiente de

absortividade molar (g240nm = 43,6 M'em™).

4.1.2.6 Solucao de HCIO

A solucao estoque de acido hipocloroso foi preparada pela dissolugéo da solucéao
comercial e sua concentracdo foi medida pelo através do seu coeficiente de

absortividade molar (gzgnm = 350 M'cm™).

4.1.2.7 Solucao de Alséver

A solucao de Alséver usada como anticoagulante foi preparada usando 8,0 g de

citrato trissodico. (NasCeHs07. 2H20), 4,2 g de cloreto de sédio (NaCl) e 20,5 g de
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glicose (CeH1206). Esses reagentes foram diluidos em 1,0 L de agua destilada e o pH

ajustado para 6,1 utilizando-se para isso acido citrico 10% (m/v).

4.1.2.8 Solucao de Apocinina e Diapocinina

A solugdo estoque de apocinina 1 M teve a sua massa diluida em etanol e no
momento do uso a mesma foi diluida em agua destilada para atingir as concentracoes
desejadas.

No preparo da solugdo estoque do dimero da apocinina adicionou-se a massa
adequada, aproximadamente 100 pL de NaOH 0,1 M e o volume foi completado com
agua destilada. Este procedimento se fez necessario, pois a substancia é soluvel

apenas em pH alcalino.

4.1.2.9 Solucao de Zimosan opsonizado

O preparo do zimosan opsonizado deu-se da seguinte maneira: 20 mg de
zimosan foi suspendido em aproximadamente 10 mL de salina (solu¢cao de NaCl 0,9%)
e levada ao banho-maria fervente por 30 minutos. A solucédo obtida foi centrifugada a
372 G durante 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado obtido foi
ressuspendido em 10 mL de salina. Duas aliquotas foram separadas e armazenadas
sob refrigeracdo. No momento do uso uma aliquota foi centrifugada a 372 G durante 5
minutos. Desprezou-se o sobrenadante e o precipitado foi ressuspendido em 1,0 mL de

solucdo de soro sangliineo (0 soro sanglineo foi separado apods coleta de sangue
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venoso em tubo sem anticoagulante, sendo entdo feito um pool com soro de varios
doadores e no momento do uso foi diluido 1:2 em tampao PBS). A solugdo de zimosan
com soro foi mantida em banho-maria por 30 minutos. Em seguida, centrifugado a 663
G por 5 minutos. O sedimento obtido foi lavado duas vezes com PBS sendo
centrifugado a 663 G durante 5 minutos. Por fim, ressuspendido em 1,0 mL de PBS. A
solucdo final obtida tem concentragdo 10 mg/mL e no instante do uso foi diluida 10

vezes (1mg/mL)

4.1.2.10 Suspensao de Neutrofilos

Para o preparo da suspensao de neutréfilos foi coletado 20 mL de sangue total
por puncdo venosa e adicionado solucdo de alséver utilizada como anticoagulante,
volume a volume. O sangue com solucao de alséver foi centrifugado a 372 G por 10
min a 20° C. O sobrenadante com o plasma foi desprezado. Ao pellet celular foi
adicionado uma solucao de gelatina 2,5% em NaCl 0,15 M com volume proporcional a
duas vezes o volume das células. Esta solucéo foi incubada em banho-maria a 37° C
durante 30 minutos. O sobrenadante obtido contendo os granul6citos foi devidamente
separado do precipitado e acrescido de uma solugdo de NaCl 0,15 M. Centrifugou-se a
165 G por 10 minutos a 20° C. Desprezou-se o sobrenadante e acresceu-se uma
solucado de NH4CI 0,83%. Isso se faz necessario para lisar hemacias remanescentes.
Durante 5 minutos esta solug&o foi mantida em repouso e em seguida foi centrifugada a
165 G por 10 minutos a 20°C. Desprezou-se o sobrenadante e lavou-se o pellet celular
obtido novamente com NaCl 0,15M por duas vezes. Esta ultima lavagem ¢é

imprescindivel para remover os residuos de NH4Cl. Por fim, os granulécitos obtidos
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foram ressuspensos em PBS suplementado e gelatina 0,1% para ndo grumarem. Apos
a separacao, os neutréfilos foram contados em microscépio 6ptico, em camara de

NEUBAUER, em uma solucao de 380 pL de Solucao de Lazarus e 20uL.

4.1.2.11 Solucao de glicose oxidase

A solucdo estoque de glicose oxidase foi preparada diluindo o conteddo do
frasco original com concentracdo de 10.000 u/mL, para 100 u/mL, em PBS. No
momento do uso esta solugao foi diluida 100 vezes para atingir a concentragéo final de

1 u/mL.

4.1.2.12 Solucao de TMB

O tetrametilbenzidina (TMB) 14 mM foi preparado dissolvendo a massa

adequada em 50% de DMF e 50% de acido acético 0,8M, sendo o DMF adicionado

primeiro. Por fim, 100 uM de iodeto de potassio foi adicionado a solu¢cao de TMB ja na

concentragcao de 14 mM.

4.1.1.13 Solucao de Taurina

A taurina 5 mM foi preparada pesando-se a massa adequada e diluindo em PBS

suplementado.
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4.2.2 Preparo de Reacoes
4.2.2.1 Curvas de calibracao
4.2.2.1.1 Curva de calibracao de H,0,

A curva de calibracdo de peréxido de hidrogénio foi feita em micro-placa opaca,
com volume final de reacdo de 300 pL. Foram utilizados volumes de perdxido de
hidrogénio de 0 a 30 yL de uma solucao 3 mM, 10uL de HRP 10 u/mL e 30 pL de
Amplex Red 0,5 mM, completando o volume final com PBS. Depois de ser preparada a
reacao foi encubada por 5 minutos a 37°C e feita a leitura em ponto final (Aexc 590nmM/
Aem 645nm) no leitor de placas Spectramax M2 Molecular Devices. Com os valores de
obtidos de fluorescéncia e as concentracdes de perdxido de hidrogénio foi plotado o

grafico da curva analitica.

4.2.2.1.2 Curva Analitica para Quantificacdo de Acido Hipocloroso

A curva de analitica foi obtida adicionando 10 uL de solugbes com concentracdes
conhecidas de acido hipocloroso sobre 190 yL de uma solucdo 5 mM de taurina, em
tampéao fosfato (PBS) suplementado. Disparou-se a reacao pela adigcdo de 10 uL de
uma solugéo 50 pL de TMB. As reagdes foram realizadas em microplacas transparentes
e o volume final foi de 250 uL. Apds cinco minutos de incubacao a 37°C a absorbéancia
foi medida em comprimento de onda de 655 nm no leitor de placas Spectramax M2
Molecular Devices. Com os valores de obtidos de absorbancia e as concentracdes de

HOCI foi plotado o gréafico da curva analitica.
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4.2.2.1 Reacao para Determinacao da Producao de Peréxido de Hidrogénio por

Oxidacao Enzimatica da Glicose na presenca de Glicose-Oxidase

Em tampao PBS foram adicionados 30 uL de Amplex Red 0,5 mM, 10uL de HRP
10 u/mL, 10 uL de glicose 150 mM e 10 yL de glicose-oxidase 10 u/mL na presenca ou
auséncia de concentragdes variadas dos compostos a serem avaliados como inibidores.
O meio de reacao foi pré-incubado por 10 minutos a 37°C. As reacdes foram realizadas
em microplacas opacas em um volume final de 300 uL. A producao de perédxido de
hidrogénio foi monitorada durante 30mim pela fluorescéncia emitida pela oxidacdo do
Amplex Red (Aexc 590nm/ Aem 645nm), utilizando um fluorimetro adaptado para leitura
em microplacas Spectramax M2 Molecular Devices. O calculo da inibicado na producao
de peroxido de hidrogénio foi realizado tomando como base o controle positivo na

auséncia de inibidores.

4.2.2.2 Reacao para Determinacao da Producao de Peroxido de Hidrogénio por

Neutrofilos Ativados

Em PBS suplementado foram adicionados 100 pL de células & 3.3 x 10°
células/mL, 10 yL de HRP 10 u/mL e 30 pyL de Amplex Red 0,5 mM na presenca ou
auséncia de concentragdes variadas dos compostos a serem avaliados como inibidores.
O meio de reacao foi pré-incubado por 10 minutos a 37°C e entdo adicionado os
estimulos nas concentragées finais de 10’M PMA ou 1,0 mg/mL zimosan opsonizado.

As reacoes foram realizadas em microplacas (opacas e de cor preta) de 96 pocos em
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um volume final de 300 uL. A producdo de peréxido de hidrogénio foi monitorada
durante 30mim pela fluorescéncia emitida pela oxidacdo do Amplex Red (Aexc 590nm/
Aem 645nm), utilizando um fluorimetro adaptado para leitura em microplacas
Spectramax M2 Molecular Devices. O célculo da inibicao na producao de perdxido de
hidrogénio foi realizado tomando como base o controle positivo na auséncia de

inibidores.

4.2.2.3 Determinacao da producao de acido hipocloroso por neutrofilos ativados

As reacoes foram feitas em eppendorf com volume final de 300 pL. Os neutréfilos
(2 x 10%mL) foram incubados em PBS suplementado com taurina por 10 minutos a
37°C na presenga ou auséncia de concentracdoes variadas dos compostos a serem
avaliados como inibidores. Na seqiiéncia foram estimulados com 10°'M PMA e
novamente incubados por 10 minutos a 37°C. Durante este periodo os eppendorfs com
as reacodes foram levemente agitados a cada 5 minutos. Apds a incubacgao, adicionou-
se 50 ug/mL de catalase e os eppendorfs foram colocados no gelo. Este procedimento
se faz necessario para cessar a de producdo de HOCI. Os eppendorfs foram
centrifugados durante cinco minutos a 2744 G. Do sobrenadante obtido, 200 pL foram
colocados na placa de reacédo e 50 uL de TMB 14 mM foram adicionados. Apds 5
minutos foi feita a leitura de absorbancia a 655 nm. Através da curva analitica a

concentracdo de HOCI produzido pelas células foi determinada.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Curvas de calibracao

5.1.1 Curva analitica para quantificacao de H,0O,

Para a determinacédo quantitativa de H,O, foi tragada uma curva analitica através
de solucao de concentracédo conhecida de H>O, (Figura 3). Através da equacao da reta
foram calculadas as concentragdes de H>O, produzidas nas reacdes de glicose/glicose

oxidase e por neutrofilos ativados.

Fluorescéncia (RFU) (10%

'1 T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
Concentragéo de H,O,(mM)

Figura 3. Curva de calibragcédo para determinagao de H,O,. Condi¢des de reacdao: Amplex Red 0,05 mM,
HRP 0,033 u/mL e volume final de 300uL em PBS.
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5.1.2 Curva analitica para quantificacao de acido hipocloroso

Para a determinacao quantitativa de HOCI foi tragada uma curva analitica através
de solucao de concentracao conhecida de HOCI (Figura 4). Através da equacao da reta

foram calculadas as concentracdes de HOCI produzido por neutréfilos ativados.

1,8
1,64
1,4
1,24
1,04
0,8-
0,6-

Absorbancia (OD)

0,4 1
0,2 1

0,0

—7rtr 1~ 1r 1 1+ 1 "1 "1 1717
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Concentracao HOCI uM

Figura 4. Curva de calibragdo para determinagdo de HOCI. Condi¢cdes de reacdo: TMB 3,5 mM, taurina 5
mM, 37°C e volume final de 250pL.
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5.2 Determinacao da Producao de Peroxido de Hidrogénio por Oxidacao

Enzimatica da Glicose na presenca de Glicose-Oxidase

A producdao de H.O, foi realizada pela oxidacao de glicose através da acéo
catalitica de glicose oxidase. A glicose oxidase é uma enzima que catalisa a oxidacao
da B-D-Glicose. A reagédo tem como produtos finais o perdxido de hidrogénio e o acido
glicurébnico (ZHOU, DIWU, 1997). Para a deteccdo da concentragcdo de HoO. foi
utilizado o reagente Amplex® Red, um substrato incolor que reage com H.O» em uma
estequiometria de 1:1, produzindo um composto altamente fluorescente chamado

resorufina, através da reacdo demonstrada na figura 5.

Amplex Red Resorufina
HO @] 0]
HO © OH Peroxidase
Y
’Tj N
C
HC™ o
H,0,
CH,OH
: \ / g oH

o 0

OH O H

OH Glicose Oxidase OH

OH OH

Figura 5. Principio da reacao utilizada para determinagédo de H,O, utilizando o reagente Amplex® Red, e
a producgéo de H,O, a partir da oxidagao da glicose catalisada pela enzima glicose oxidase.
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A partir da geragao de glicose/glicose oxidase para a producao de H-O,, estudou-
se o efeito da apocinina e da diapocinina como redutores deste oxidante. A Figura 6

mostra o perfil cinético da producao de H-O- e o efeito da apocinina e diapocinina.

25
—a—Controle Negativo
o0 | @ Controle Positivo
—A—Apocinina 0,5mM

. —w—Diapocinina 0,5mM
% 15 4
=
@)

S\
T
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©
o
(4]
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(0]
(&)
5
O 04

-5 T T

T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Tempo(min)

Figura 6. A produgao de perdxido de hidrogénio e efeito de apocinina e diapocinina. Condi¢cdes de reagéo:
Glicose 5 mM, glicose oxidase 1U/ml, 0,05mM Amplex® Red, HRP 0,033 u/mL em PBS a 37°C, na
presenca ou auséncia de inibidores.

Através do calculo da area sob a curva nos estudos cinéticos e tomando como
base a reacao controle na auséncia de inibidores, calculou-se a eficiéncia de inibicao da

apocinina e diapocinina como supressora da producéao de H.O, (Figura 7).



43

o) 90
'S 85 - /'
2 80 |
< 75
\(:I 70—_ ]
@) 65 -

N p
T 60 -

o ]
g 55 - .
'3 50

On 45 .
_g ] . } —=&— Apocinina
o 40 H / —a&— Diapocinina
o 35 -

30
T T T v T T T T !
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Inibidor (mM)

Figura 7. Curva dose/resposta para o efeito de apocinina e diapocinina na supressao de H,O,. Os
resultados estdo expressos em média e desvio padrdo de reagdes realizadas em triplicatas.

Pode-se verificar através dos dados demonstrados que a diapocinina obteve
melhores resultados em relacdo a apocinina, como supressor da producao de H2O, in
vitro. Uma das hipdteses para este efeito é a de que a diapocinina tem maior facilidade
de se oxidar, provavelmente por apresentar um potencial de reducdo menor que a
apocinina. Pelo fato do dimero apresentar dois anéis aromaticos em sua estrutura, e a
apocinina apenas um, gera uma maior quantidade de formas de ressonéancia, tendo

entao maior facilidade de ser oxidado.
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5.3 Determinacao da Producao de Perdéxido de Hidrogénio por Neutroéfilos

Ativados

Para a producdo de H>O: in vivo, os neutréfilos foram induzidos a sofrer o
processo de burst oxidativo. O complexo NADPH oxidase é entdo ativado, sendo este
responsavel pela reducao uni eletrénica de oxigénio molecular ao radical livre &nion
superoxido (O2) (BABIOR, 2008), e posteriormente, o superéxido €& convertido
espontaneamente ou por acao catalitica da superéxido dismutase a H.O.. Como o
Amplex® Red reage prontamente com H,O. formando o composto fluorescente
resorufina, a reacao é interrompida nesta etapa, nao chegando a formacao de HOCI
pela mieloperoxidase.

A Figura 8 mostra a producao de peréxido de hidrogénio e o efeito da apocinina
ou diapocinina quando neutréfilos foram estimulados através do estimulo sintético,
acetato de forbol miristato (PMA). O PMA imita a acdo do diacilglicerol, o segundo

mensageiro envolvido no burst oxidativo dos neutrdfilos.
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Figura 8. Produgao de H,O, e efeito da apocinina e diapocinina em neutréfilos ativados por PMA.

A Figura 9 mostra a curva dose-resposta para o efeito da apocinina e diapocinina

como supressor de perdxido de hidrogénio por neutréfilos estimulados com PMA.
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Figura 9. Curva dose/resposta para o efeito de apocinina e diapocinina na supresséo de H,O, produzido
por neutrdfilos estimulados por PMA. Os resultados apresentados e desvio padrdo foram feitos em

triplicatas.

Apébs a realizagcao do experimento com os neutrofilos estimulados com PMA
utilizou-se o zimosan. Trata-se de um lipopolissacarideo de membrana de células de
levedura (Saccharomyces cerevisiae) que, em contato com o soro sangutineo, ativa o
sistema complemento, produzindo particulas revestidas (opsonizadas) com
componentes do mesmo (PAYA, 1994). Estes, por sua vez, sdo reconhecidos por
receptores de membrana dos neutrdfilos, levando ao processo de fagocitose, e ativacao
do complexo NADPH oxidase, gerando as EROs. A Figura 10 mostra a producao de
peréxido de hidrogénio e o efeito da apocinina ou diapocinina quando neutréfilos foram

estimulados por zimosan opsonizado.



Figura 10. Produgéao de H,0, e efeito da apocinina em neutréfilos ativados por zimosan.
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A figura 11 mostra a curva-dose para o efeito da apocinina e da diapocinina

como supressor de peréxido de hidrogénio por neutréfilos estimulados com zimosan

opsonizado.
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Figura 11. Curva dose/resposta para o efeito de apocinina e diapocinina na supressao de H,O, produzido
por neutréfilos estimulados por zimosan opsonizado. Os resultados apresentados e desvio padrao foram
feitos em triplicatas.

A apocinina é considerada um inibidor do complexo NADPH oxidase e, por
conseguinte um supressor de EROs. Esta inibicdo se deve a translocacdo do
componente citossoélico p47-phox e por conseqiiéncia da ativacao do complexo NADPH
oxidase. Em células com deficiéncia de MPO, a apocinina perde seu poder de inibi¢ao.
Pressupde-se entdo que a apocinina seja ativada por peréxido de hidrogénio e por
MPO, formando radicais, que em seguida oxidam tidis essenciais das proteinas do
complexo NADPH oxidase (STEFANSKA, PAWLIEZAK, 2008). Outra hipbtese
pressupde que seu alto poder de inibicao estaria ligado a formacao da diapocinina, que

seria a espécie ativa na inibicao (XIMENES et al., 2007). Através dos dados obtidos
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experimentalmente neste trabalho, pode-se verificar que a diapocinina ndo foi melhor
que a apocinina em ambos 0s estudos com células, ou seja, utilizando PMA ou zimosan
como estimulos. Por outro lado, nos ensaios sem células, ou seja, utilizando o sistema
glicose/glicose oxidase, a diapocinina foi significativamente mais eficiente do que a
apocinina. Isto parece sugerir que a formacéo da diapocinina ndo seja fundamental no
mecanismo de acao da apocinina, como relatado na literatura cientifica (XIMENES et al.,
2007). No entanto, a sua agao supressora (scavenger) sobre o peréxido de hidrogénio é
melhor, 0 que pode estar ligado a oxidabilidade desta molécula, ja que a mesma
apresenta dois anéis aromaticos, o que possibilitaria uma maior deslocalizacdo do

elétron desemparelhado, gerado na oxidacao.

5.4 Determinacao da producao de acido hipocloroso por neutroéfilos ativados

Uma das espécies reativas de oxigénio mais importante no contexto biolégico é o
acido hipocloroso (HOCI), pois € o responsavel pela morte de organismos patogénicos
que entram em contato com nossa corrente sangiiinea. Sua formagao se deve a agao
catalitica da MPO que é a uUnica enzima capaz de catalisar a oxidacdo de cloreto a
acido hipocloroso (DYPBUKT et al., 2005).

A atividade da mieloperoxidase pode ser medida através da reacdo do acido
hipocloroso com a taurina gerando taurina-cloramina. Na presenca de iodeto, a taurina-
cloramina oxida o corante tetrametilbenzidina (TMB) a um corante azulado. O iodeto
atua como catalisador da reacédo, pois na sua auséncia a oxidagdao do TMB pode levar
varias horas. Como a absorbancia do TMB oxidado € diretamente proporcional a

concentracao de taurina-cloramina, e esta, por sua vez, reflete a concentragdo de HOCI
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do meio, a técnica se adéqua a medida de HOCI gerado seja por células, seja pela

enzima purificada.

A Apocinina e diapocinina também foram testados como inibidores da producao
de HOCI por neutréfilos ativados. A Figura 12 mostra a curva de inibicao dose-resposta
para apocinina e diapocinina. Como se pode verificar, novamente a diapocinina nao foi
superior a apocinina em estudos com células, 0 que novamente coloca em duvida as

evidéncias da literatura que demonstram ser a diapocinina o real inibidor de NADPH

oxidase quando a apocinina é utilizada.
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Figura 12. Curva dose/resposta para o efeito de apocinina e diapocinina como inibidores da produgéo de
HOCI por neutréfilos estimulados por zimosan opsonizado. Os resultados apresentados e desvio padrao

foram feitos em triplicatas
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6 CONCLUSAO

Diapocinina tem sido proposta como substancia ativa responsavel pela inibicao
da ativacdo do complexo NADPH oxidase fagocitica e ndo em células fagociticas.
Supde-se que sua formacado se da pela oxidacdo do apocinina por EROs geradas em
células ativadas. Aqui, utilizando diapocinina pura, encontramos que a mesma nao foi
mais eficiente que a apocinina quanto a sua atividade supressora na inibicdo da
producdo de H.O, e HOCI por neutréfilos ativados, o que esta diretamente ligado a
ativacdo do complexo NADPH-oxidase (Figura 1). Novos estudos deverdo ser
realizados, mas acreditamos que estas evidéncias possam nos encaminhar para a

proposicao de um novo mecanismo de acao da apocinina.
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