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RESUMO

Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidases sdo complexos
multienzimaticos associados a membrana celular cuja principal fungdo é
catalisar a redugdo de oxigénio molecular a anion superdxido (O;7). Em
leucocitos, este € o mecanismo primario pelo qual estas células produzem
espécies reativas de oxigénio (EROs), as quais estdo envolvidas tanto nos
mecanismos de defesa imune inato, quanto em processos oxidativos deletérios
caracteristicos de muitas patologias de cunho cronico inflamatério. Neste
trabalho apresentamos os resultados obtidos e proposta de mecanismo de
inibicdo do complexo NADPH oxidase por um conjunto de ésteres alquilicos
sintéticos derivados do acido protocatecuico, sendo este ultimo um acido
fendlico presente em diversas plantas e com destacada capacidade anti-
radicalar. Nossa hipétese foi de que o aumento da hidrofobicidade provocado
pela esterificacdo do acido protocatecuico poderia facilitar o seu acesso a
membrana celular e assim alterar seus efeitos biologicos. Esta hipdtese se
confirmou, pois muito mais do que melhorar a sua capacidade anti-radicalar
(modelos in vitro), a esterificacdo provocou uma melhora significativa na
capacidade de inibicdo do complexo NADPH oxidase em leucécitos (modelos
ex vivo). Este efeito se propagou as EROs decorrentes de anion superoxido e
produzidas por leucocitos como peroxido de hidrogénio e acido hipocloroso,
sem entretanto alterar a sua capacidade fagocitica. Cabe frisar que nao se trata
de acao supressora sobre estas EROs, mas sim efetiva inibicdo de sua
formagdo, o que foi demonstrado pelos diversos controles empregados. A
esterificagdo do acido protocatecuico também causou efetiva melhora na
capacidade deste como inibidor das citocinas TNF-o e IL-10 produzidas por
leucdcitos mononucleares de sangue periférico. Considerando a baixa
toxicidade e baixo custo de sintese desses ésteres, propomos que 0s mesmos
poderiam ser utilizados em modelos in vivo como promissores farmacos anti-

inflamatorios.

Palavras-chave: Acido protocatectico, NADPH oxidase, Burst oxidativo, Anion
superoxido, TNF- a



ABSTRACT

Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) oxidases are multi-
enzymatic complexes associated to the cell membranes whose main function is
to catalyze the reduction of molecular oxygen to superoxide (O:7). In
leukocytes, this is the primary mechanism through which these cells produce
reactive oxygen species (ROS), which are involved in both the innate immune
defense mechanisms and deleterious oxidative processes, which characterizes
many chronic inflammatory diseases. In this thesis we present the results and
proposed mechanism of inhibition of the NADPH oxidase complex by a group of
synthetic alkyl esters derived from protocatechuic acid, a phenolic acid present
in many plants with detached antiradical capacity. Our hypothesis was that the
increase in hydrophobicity caused by esterification of protocatechuic acid could
facilitate their access to the cell membrane and thereby alter their biological
effects. This hypothesis was confirmed, since not only its anti-radical activity
was increased (in vitro models), but also caused a significant improvement in
their ability to inhibit NADPH oxidase complex in leukocytes (ex vivo models).
This effect has spread to ROS derived from superoxide anion and produced by
leukocytes such as hydrogen peroxide and hypochlorous acid, without altering
their phagocytic capacity. It must be emphasize that the observed cellular
effects were not due to simple suppressive action on ROS, but effective
inhibition of its formation, which was demonstrated by the various control
experiments. The esterification of protocatechuic acid also caused improvement
in their capacity as inhibitor of TNF-a and IL-10 production by peripheral blood
mononuclear leukocytes. Considering the low toxicity and low cost of synthesis
of these esters, we suggest that they could be used in in vivo models as

promising anti-inflammatory drugs.

Keywords: Protocatechuic acid, NADPH oxidase, Oxidative burst, Superoxide anion,
TNF- a
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IL- Interleucina

IP3 Trifosfatoinositol

LDL Lipoproteina de baixo peso molecular

LPS Lipopolissacarideo

MAPK Mitogen-activated protein kinase

MDA Malondialdeido

MFI Mean fluorescence intensity (Média de Intensidade de

Fluorescéncia)
mg Miligrama

MHC Major Histocompatibility =~Complex (Complexo Principal de

Histocompatibilidade)

mL Mililitro

mM Milimolar

MPO Mieloperoxidase

mV Milivolts

Mg Micrograma

MM Micromolar

NADPH Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
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0, Oxigénio singlete

02~ Anion superéxido
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1. INTRODUCAO

NADPH Oxidases (NOXS)

Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato (NADPH) oxidases s&o
complexos multienzimaticos de proteinas associadas a membrana cuja
principal fungdo €& catalisar a redugdo do oxigénio molecular a anion
superoxido (O,7) elou peréxido de hidrogénio (H,O,) (BABIOR, 1984;
BABIOR, 1999; FOREMAN et al., 2003; BEDARD, LARDY, KRAUSE, 2007;
BROWN, GRIENDLING, 2009; DRUMMOND et al., 2011; HURTADO-
NEDELEC et al., 2014). A subunidade catalitica deste complexo é conhecida
como NOX ou gp91phox, ou DUOX (BROWN, GRIENDLING, 2009).

Sete isoformas de NADPH oxidases foram descritas em mamiferos e
cada uma dessas isoformas compreende uma subunidade catalitica e até
cinco subunidades regulatorias, entre as quais, proteinas de membrana e
citosélicas (DRUMMOND et al., 2011; PANDEY, FULTON, 2011). NOX1,
NOX2, NOX3, e NOX5 sao proteinas transmembrana que transportam
elétrons através da membrana biolégica para reduzir oxigénio molecular a O;”
. Apesar das semelhangas estruturais comuns entre os sete membros da
familia NADPH oxidase, NOX4, DUOX1 e DUOX2 nao geram anion
superoxido como principal produto. A atividade dessas enzimas resulta na
liberagao direta de H,O, (CHEN et al., 2008; BROWN, GRIENDLING, 2009;
DRUMMOND et al., 2011). Varios estudos sugerem que a dissociagdo do O,"
a partir da subunidade catalitica destas enzimas pode ser retardada, o que
permitiria maior tempo para a geracdo de uma segunda molécula de O, e
sua dismutacado subsequente a H,O,, antes que ela seja liberada da enzima
(DIKALOV et al., 2008; DRUMMOND et al., 2011; TAKAC et al., 2011).

As isoformas sdo expressas em diversos tipos celulares e suas

espécies reativas de oxigénio (EROs) geradas tém papel crucial em varios
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processos fisiologicos, que incluem sua participagdo na imunidade inata,
modulagcdo de cascatas de sinalizagcdo e como cofatores na producgao
hormonal (DRUMMOND et al., 2011). Ainda, as EROs derivadas de NOXs
tém sido implicadas na regulagdo do remodelamento do citoesqueleto, na
expressao de genes, proliferagao, diferenciagao, migragao e morte celular. E
estes processos séo fortemente controlados e reversiveis (RADA et al., 2008;
BROWN, GRIENDLING, 2009).

Dependendo da membrana biolégica na qual as diferentes isoformas
sao expressas, os compartimentos celulares em que estas estdo presentes
incluem diferentes localizagées subcelulares, como nucleo (NOX4), reticulo
endoplasmatico (NOX2, NOX4, NOX5), endossoma (NOX1), fagossoma
(NOX2), mitocdndria (NOX4) e a propria membrana plasmatica da célula
(NOX1, NOX2, NOX5) (LASSEGUE, GRIENDLING, 2010; DRUMMOND et al.,
2011).

A expressao das isoformas de NADPH oxidase tem sido descritas em
diversos tipos celulares e com algumas particularidades em relagdo as suas

estruturas:

e A NOX1 é expressa em células endoteliais, utero, placenta (CUI et al.,
2006), prostata e osteoclastos (LEE et al., 2005, BROWN,
GRIENDLING, 2009).

e NOX2 é altamente expressa em fagocitos. Sua expressao também tem
sido detectada em células da musculatura lisa vascular, fibroblastos,
musculatura  esquelética, hepatocitos e em células tronco
hematopoiéticas (BEDARD, KRAUSE, 2007; BROWN, GRIENDLING,
2009; PANDEY, FULTON, 2011).

e A NOX3 tem sido detectada em células edoteliais do pulm&o (ZHANG et
al., 2006) e do tecido auricular interno. Apesar de exigirem maiores

investigacdes, alguns estudos realizados por PCR mostraram que NOX3
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foi detectada em células do tecido fetal, como baco, rim, pulm&o e cranio
(BANFI et al., 2004; CHENG et al., 2001), e indicam que esta isoforma
pode desempenhar um papel importante no desenvolvimento do tecido,

mas esta desativada no tecido adulto (BROWN, GRIENDLING, 2009).

A NOX4 é altamente expressa em células renais (GEISZT et al., 2000),
nas células da musculatura lisa (HILENSKI et al., 2004), células
endoteliais (AGO et al., 2004), fibroblastos (CUCORANU et al., 2005),
queratinécitos (CHAMULITRAT et al., 2004), osteoclastos (YANG et al.,
2001), neurdnios (VALLET et al.,, 2005) e hepatocitos (CARMONA-
CUENCA et al., 2006). A distribuicao tecidual da NOX4 ¢ bastante
onipresente e altamente expressa em relagdo a seus outros homologos
NOX (BEDARD, KRAUSE, 2007; BROWN, GRIENDLING, 2009). NOX4
€ a unica que apresenta um dominio chamado polymerase &-interacting
protein 2 (POLDIP2), responsavel pela regulagao da sua atividade, que
promove uma conexao entre a organizagdo do citoesqueleto e a
producéo das EROs (BROWN, GRIENDLING, 2009; DRUMMOND et al.,
2011).

NOX5 é expressa em células do tecido linfatico, células endoteliais
(BELAIBA et al., 2007; BANFI et al., 2001), testiculos (BANFI et al.,
2001), células da musculatura lisa vascular (JAY et al., 2008; BANFI et
al., 2001), pancreas e utero (CHENG et al., 2001), préstata e células
cancerigenas (BRAR et al., 2003). Varias pesquisas indicam que NOX5
desempenha um importante papel na proliferacao celular e que talvez
este seja o motivo pela qual esta altamente expressa em diversas
linhagens de células cancerigenas. (BRAR et al., 2003; KAMIGUTI et al.,
2005; BEDARD, KRAUSE, 2007; BROWN, GRIENDLING, 2009;
PANDEY, FULTON, 2011). Uma curiosidade em relagao a esta isoforma,
€ que entre as NOX, ela € a unica que apresenta uma por¢gao amino

terminal que codifica quatro sitios de ligagdo para calcio. A elevagado do
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calcio intracelular € detectada por estes ligantes e isso desencadeia uma
mudanga conformacional intramolecular, a qual facilita o fluxo de
elétrons e a producdo de O," por esta NOX (BANFI et al.,, 2001;
PANDEY, FULTON, 2011).

e DUOX1/DUOX2 sao descritas como proteinas de natureza dupla por
apresentarem um dominio de peroxidase extracelular, em adigdo aos
dominios de ligagao de calcio (homdlogos aos da NOX5) e um dominio
homologo a gp91phox (DE DEKEN et al., 2000; DRUMMOND et al.,
2011). Estdo presentes na tireoide, onde s&o responsaveis por
produzirem H;O,, que é utilizado na oxidacdo do iodeto durante a
sintese hormonal da tireoide. Algumas pesquisas sugerem que uma
mutacdo na DUOX2 implicaria em Hipotireoidismo (DE DEKEN et al.,
2000; PFARR et al., 2006; RIS-STALPERS et al., 2006). DUOX1/DUOX2
também sao expressas em células epiteliais das vias aéreas e no trato
respiratorio. Algumas pesquisas mostram que Interleucina (IL)-4 e IL-13
aumentam a expressao de DUOX1 no epitélio das vias respiratérias,
enquanto o aumento de Interferon (INF)-y induz a expressao de DUOX2.
O que poderia indicar que DUOX1 é constitutivamente expressa para
manter a funcao epitelial normal, considerando que DUOX2 ¢é induzida
em resposta a uma infeccdo (HARPER et al., 2005; BROWN,
GRIENDLING, 2009).

Fagdcitos: Neutréfilos e Mondcitos

O primeiro membro da familia NADPH oxidase a ser identificado foi a
NOX2 oxidase de fagdcitos, a qual € expressa em células que compreendem
o sistema imune inato, como neutréfilos e mondcitos e, consequentemente os
macrofagos teciduais (BEDARD, LARDY, KRAUSE, 2007; DRUMMOND et
al., 2011).
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A imunidade inata é um sistema que fornece mecanismos imediatos de
defesa contra uma ampla variedade de patégenos, sem exigir uma exposi¢ao
prévia (VASSELON, DETMERS, 2002). Neutréfilos e mondcitos participam
desta primeira linha de defesa do organismo, e desempenham um papel
essencial na defesa do hospedeiro contra patdgenos microbianos e nas
reacgdes inflamatérias. As EROs liberadas por estas células fagociticas, tais
como 0O;", HyO,, radical hidroxila (OH’) e o &cido hipocloroso (HOCI),
associados aos peptideos microbianos e as proteases presentes nestas
células, constituem um potente arsenal antimicrobiano (EL-BENNA et al.,
2005; EL-BENNA, DANG, GOUGEROT-POCIDALO, 2008; FLANNAGAN,
COSIO, GRINSTEIN, 2009).

Os neutrdfilos, células polimorfonucleares, compreendem mais de 50%
dos leucdcitos circulantes e constituem um dos meios mais poderosos de
defesa do hospedeiro contra fungos e bactérias (EL-BENNA et al., 2005; EL-
BENNA, DANG, GOUGEROT-POCIDALO, 2008). Estes fagdcitos englobam e
digerem o0s microrganismos através da ag¢ao de proteinas e enzimas
microbicidas digestivas contidas nos seus granulos citoplasmaticos (FREIRE,
QUELUZ, 1995; RINALDI et al., 2007), portanto, sdo capazes de hidrolisar
polissacarideos simples e complexos, além de proteinas, lipideos e outros
substratos. Esses granulos citoplasmaticos incluem peroxidase-positivos
primarios, também conhecidos como granulos azurdfilos, composto por
mieloperoxidase (MPO), proteina de aumento da permeabilidade/bactericida
(BPI), defensina, serina protease de neutrofilo, elastase e catepsina G);
peroxidase-negativos secundarios, também denominados de granulos
especificos (lactoferrina e catelicidina) e peroxidase-negativos terciarios
(gelatinases e glicoproteinas) (FAURSCHOU, BORREGAARD, 2003;
FLANNAGAN, COSIO, GRINSTEIN, 2009; CHEN et al., 2011).

O processo de digestdo do microrganismo envolve basicamente dois

eventos celulares: degranulagdo no vacuolo fagocitico com a formacgédo do
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fagolisossomo e o burst oxidativo com a produ¢cdo de EROs (HAMPTON,
KETTLE, WINTERBOURN, 1998); seguidos da liberagdo de citocinas
inflamatodrias dos fagécitos (BABIOR, KIPNES, CURNUTTE, 1973; BABIOR,
COHEN, 2000; FLANNAGAN, COSIO, GRINSTEIN, 2009).

Os neutrdfilos circulantes fluem livremente num estado dormente e com
baixa eficiéncia de captura e prisdo de patégenos no endotélio
quiescente/repouso. Numa situacdo de infeccao e inflamagao, mediadores
pré-inflamatérios induzem alteragdes no endotélio vascular. (EL-BENNA et al.,
2005; EL-BENNA, DANG, GOUGEROT-POCIDALO, 2008). A expressao de
moléculas de adesdo, como selectinas e integrinas, promovem a atragao da
célula pelo endotélio e garantem a migracdo dos leucdcitos através do
endotélio vascular. (PUKA et al., 2005; VON ANDRIAN, MACKAY, 2000). A
invasdo dos leucécitos através do endotélio ocorre por diapedese e a
migragao destas células até o sitio de infecgdo pode ser guiada por moléculas
quimiotaticas, como a fracdo do complemento Cb5a, peptideos (fMLP, N-
formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine - produzidos por fragmentagao
bacteriana), Interleucina-8 (IL-8), Fator Ativador de Plaquetas (PAF) e
mediadores lipidicos como o Leucotrieno B4 (LTB4) (WITKO-SARSAT et al,.
2000; EL-BENNA et al., 2005).

No local da infecgéo, ocorre a fagocitose do patégeno, que pode ser
mediada por opsoninas, tais como a imunoglobulina G (IgG), fragbes C3b e
C3bi (resultantes da ativagdo do complemento) e receptores de
reconhecimento padrao, Toll-like receptors (TLR), os quais reconhecem
ligantes conservados durante a evolugdo do patégeno ou padrdes
moleculares associados a patégenos (PAMPs — Pathogen Associated
Molecular Patterns). Exemplos de TLRs que participam desse processo séo o
TLR2, que reconhecem 4&acido lipoteicdico de bactérias Gram-positivas e
particulas de zymosan de levedura (Saccharomyces cerevisiae); e TLR4, que

reconhecem lipopolissacarideos (LPS) de bactérias Gram-negativas
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(BEUTLER et al., 2003; AKIRA, TAKEDA, 2004; EL-BENNA et al., 2005;
FLANNAGAN, COSIO, GRINSTEIN, 2009).

A internalizagdo do patdgeno € caracterizada por uma extensdo da
membrana plasmatica ao redor da particula. Quando a particula é imersa
através da membrana celular ocorre a formagéo de um vacuolo (fagossoma)
que se funde com as vesiculas secretérias e os granulos formando um
fagolisossoma. Isso da inicio ao processo de ativagdo do fagécito que induz a
liberagdo de peptideos antimicrobianos, proteases e EROs, seguida da
destruigdo do microrganismo e a morte celular (EL-BENNA et al., 2005; EL-
BENNA, DANG, GOUGEROT-POCIDALO, 2008; FLANNAGAN, COSIO,
GRINSTEIN, 2009).

Assim como os neutrofilos, mondcitos/macrofagos séo fagocitos
essenciais na imunidade inata. Os mondcitos constituem cerca de 5% dos
leucdcitos totais do sangue. Seu ciclo de vida consiste na sua maturagéo, na
medula O0ssea, seu deslocamento através do sangue e a migragcdo para o0s
tecidos onde se diferenciam em macrofagos. Diferente dos granulécitos, os
monocitos apresentam apenas finas granulagbes azurdfilas no seu
citoplasma, cuja formac&o é iniciada ainda na medula 6ssea, durante sua
maturagdo celular. E durante seu processo de maturagdo, onde se
diferenciam em macréfagos, adquirem um conteudo importante de vesiculas
lisossomais (NICHOLS, BAINTON, FARQUHAR, 1971; KLEBANOFF, 2005).
Porém, com relacdo a MPO, que é o maior constituinte dos granulos
azurdfilos citoplasmaticos dos neutroéfilos, os mondcitos contém cerca de um
terco apenas desta quantidade. Isso porque, apesar de ser altamente
expressa em promieldcitos, a medida que estas células vao se diferenciando
em linhagem granulociticas e monociticas, a expressao da MPO diminui nesta
ultima (KLEBANOFF, 2005; HANSSON, OLSSON, NAUSEEF, 2006). Ou
seja, os monaocitos produzem dois tipos de lisossomas primarios durante as

diferentes fases do seu ciclo de vida: os granulos azurdfilos (que contém a
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MPO) produzidos por mondcitos em fase de maturagdo na medula 6ssea e
sangue, e as vesiculas lisossomais produzidas por macrofagos nos tecidos e
cavidades do corpo (NICHOLS, BAINTON, FARQUHAR, 1971; HANSSON,
OLSSON, NAUSEEF, 2006).

NOX2: A NADPH oxidase de fagocitos

Como citado anteriormente, os fagocitos expressam NOX2, o membro
mais bem caracterizado da familia da NADPH oxidase (PANDEY, FULTON,
2011). Enquanto os fagdcitos se movem do sangue para o sitio de infecgéao a
NADPH oxidase se encontra em diferentes estados: repouso, preparada,
ativada ou inativada. O estado de repouso é encontrado nas células
circulantes, enquanto que o estado de preparagao pode ser induzido por uma
variedade de processos, entre os quais: a adesao destas células no epitélio
vascular, ou agentes como citocinas pré-inflamatérias (por exemplo, TNF-a),
LPS, entre outros. Esta preparacgao indica a transformacgao da célula para um
fendtipo, por exposicao a um agente que nao ativa diretamente a célula, mas
a torna mais suscetivel a ativagao. A exposi¢ao do fagécito preparado a um
segundo estimulo, como fMLP, induz a uma resposta mais rapida e maior do
que a resposta induzida pelo mesmo agente na célula em repouso. O estado
ativado é encontrado no sitio de inflamagao ou infeccdo. E a ativacdo pode
ser induzida pelo proprio patdogeno ou por peptideos derivados dele.
Finalmente, a inativacdo da NADPH oxidase ocorre no local da inflamacéo, a
fim de limitar a secregdo de EROs e a reacéo inflamatdria (SHEPPARD et al.,
2005; EL-BENNA, DANG, GOUGEROT-POCIDALO, 2008; HURTADO-
NEDELEC et al., 2014).

Todo este processo pode contribuir para uma rapida e eficiente
eliminagcdo do patdégeno, mas também pode induzir a geracdo de uma alta
quantidade de EROs, devido a hiperatividade da enzima NADPH oxidase, o

que pode causar dano tecidual, amplificar a reacédo inflamatéria e induzir a
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progressao de uma série de processos patologicos (EL-BENNA et al., 2005;
EL-BENNA, DANG, GOUGEROT-POCIDALO, 2008; HURTADO-NEDELEC et
al., 2014).

Além de ser ativada por um grande numero de particulas soluveis e
outros fatores, a ativacdo da NADPH oxidase € acompanhada de trés grandes
eventos: fosforilagdo de proteinas, ativagcdo de GTPase e translocagdo dos
componentes citosolicos para a membrana plasmatica (EL-BENNA, DANG,
GOUGEROT-POCIDALO, 2008).

A NOX2 de fagoécitos € composta por varias proteinas que estao
agregadas na membrana plasmatica e no citosol da célula em repouso. A
ativacao desta enzima é regulada pela interagcdo entre as subunidades de
membrana e as citoplasmaticas (PANDEY, FULTON, 2011).

O Flavocitocromo bsss € 0 componente central associado a membrana
e é composto de duas subunidades: uma subunidade catalitica chamada
gp91phox (NOX); e a p22phox, essencial para a maturacdo e expressao
estavel do Flavocitocromo bssg (EL-BENNA, DANG, GOUGEROT-POCIDALO,
2008; KLENIEWSKA et al., 2012). A gp91phox contém um sitio de ligagao
para FAD, NADPH e dois grupos heme, formando assim a cadeia de
transferéncia de elétrons (EL-BENNA et al., 2005; EL-BENNA, DANG,
GOUGEROT-POCIDALO, 2008; FLANNAGAN, COSIO, GRINSTEIN, 2009).

O componente citosdlico da enzima € constituido de varias
subunidades: p47phox e p40phox (consideradas organizadores citosélicos),
p67phox (ativador citosodlico) e uma pequena proteina chamada Rac1, em
mondcitos, ou Rac2, em neutrdfilos. Estas ultimas ndo estdo associadas ao
complexo citosdlico, mas sim independentes e ligadas ao seu inibidor rho-GDI
(ABO et al., 1994; EL-BENNA, DANG, GOUGEROT-POCIDALO, 2008;
DRUMMOND et al., 2011; KLENIEWSKA et al., 2012; HURTADO-NEDELEC
et al., 2014). A Figura 1 ilustra as subunidades de membrana e citosélicas da

NADPH oxidase e seu mecanismo de ativacao.



37

2 0, + NADPH ——> 2 0, + NADP' + H*

NOX
v ESTIMULO

(V)

‘uoxm p220he | :
‘9991‘“' | R l
=~ RlC?\ \ J l
5] peomet s S LG
ps »-T pB?""" pazene [
r y 1
> | paOsnr — )
ERho-GDIf Rac2) . =
E. N pa7 st !

p(j/mar

Figura 1. Ativacao da NADPH oxidase (NOX2). Adaptado de El-Benna et al., Cellular and
Molecular Life Sciences, 2012.

Quando o burst oxidativo € desencadeado pela ligagdo de um estimulo
ao seu receptor especifico, como fMLP ou Cb5a, as informagdes do receptor
sdo transmitidas através da membrana citoplasmatica para proteinas G
heterotriméricas acopladas ao receptor, as quais se tornam ativadas. Estas,
por sua vez, ativam efetores de membrana para liberarem mensageiros
intracelulares e dar inicio a fosforilagdo das proteinas citosdlicas. PKA
(Protein kinase A), PKC (Protein kinase C), MAPKs (Mitogen Activated Protein
Kinase) e outras tirosina quinases sao ativadas durante a ativacdo dos
fagécitos e fosforilam varias proteinas com importantes fungdes celulares,
incluindo os componentes citosélicos da NADPH oxidade. Em neutrdfilos
humanos, varias proteinas quinases tém sido implicadas na regulagcao da
atividade da NADPH oxidase, entre as quais a familia PKC parece
desempenhar um importante papel sobre a ativacdo por fMLP ou PMA

(Phorbol 12-myristate 13-acetate), embora outras quinases como ERK1/2,
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p38MAPK e PAK também possam participar (DANG et al., 2001; DANG et al.,
2003; EL-BENNA et al., 2005; EL-BENNA, DANG, GOUGEROT-POCIDALO,
2008).

A producdo de EROs ¢ iniciada pela fosforilagdo da p47phox e a
subsequente translocagdo das subunidades citosédlicas. Acredita-se que a
p47phox seja responsavel pelo transporte do complexo citosolico para a
membrana durante a ativacdo da enzima e por isso é considerada um
organizador do complexo ativado da NADPH oxidase. A p67phox também é
fosforilada, embora em menor grau e p40phox é fracamente fosforilada.
Enquanto todo esse complexo citoplasmatico migra para se ligar ao complexo
de membrana (flavocitocromo bssg), Rac1/2 se dissocia do seu inibidor, migra
independentemente e interage com p67phox e o flavocitocromo bsss,
resultando na ativacdo do complexo e na producdo de EROs. p67phox é
capaz de regular a atividade catalitica da enzima através de uma sequéncia
chamada dominio de ativagdo. Acredita-se que este sitio presente em
p67phox seja capaz de iniciar a transferéncia de elétrons de NADPH para
FAD (EL-BENNA, RUEDI, BABIOR, 1994; NISIMOTO et al., 1999; DANG,
CROSS, BABIOR, 2001; EL-BENNA et al., 2005; GROEMPING, RITTINGER,
2005; EL-BENNA, DANG, GOUGEROT-POCIDALO, 2008).

NADPH oxidase (NOX2): produgao de EROs

Como dito anteriormente, a NADPH oxidase catalisa a transferéncia de
elétrons do citosol através das membranas biolégicas em varios
compartimentos, intra e extracelulares. A coenzima NADPH citosdlica atua
como doador de elétrons para todas as isoformas da enzima e quando esta é
ativada, os elétrons sao retirados da NADPH e transferidos através da cadeia
de transporte de elétrons dentro da subunidade catalitica, que é constituida
por uma molécula denominada FAD (Flavina Adenina Dinucleotideo) ligada a

uma cauda carboxi-terminal estendida e dois grupos heme ligados a residuos
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de histidina localizados na regiao transmembrana da proteina. O oxigénio
atua como aceptor final de elétrons, para posterior formagdo do O;".

(DRUMMOND et al., 2011; PANDEY, FULTON, 2011).

2 0,+ NADPH _NADPHoxidase =5 0,"+ NADP*+ H*

Uma vez gerado, o O, sofre conversado para outras EROs (HAMPTON,
KETTLE, WINTERBOURN, 1998; EL-BENNA et al., 2005; HURTADO-
NEDELEC et al., 2014), como mostra a Figura 2 e como esta descrito a

sequir:

4°
OH'

MPO

.ed 02" & H202 e HOC(CI

Catalase 0,"

u H20 i 02 102

Decomposicao

Figura 2. Reagdo da formacédo das espécies reativas de oxigénio e a agao de
antioxidantes.

e Peroxido de Hidrogénio (H202): A maior parte do O,” produzido é
convertido a H;O, por dismutacdo espontanea, ou catalisada pela
superdxido dismutase (SOD) (BABIOR, KIPNES, CURNUTTE, 1973; EL-
BENNA et al., 2005; BROWN, GRIENDLING, 2009). Apesar de nao ser
capaz de se difundir através de membranas bioldgicas, devido sua carga
negativa, ha evidéncias de que o transporte de O," pode ser realizado
através de canais. No entanto, devido a presenca de SOD na célula, ele é
rapidamente convertido a H,O,. E este, por ser uma molécula mais estavel

€ capaz de atravessar membranas biolégicas. O H,;O, tem atividade
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bactericida somente em altas concentragbes, e o O,  gerado
exogenamente, provavelmente nao tem atividade bactericida direta.
Portanto, a agcdo microbicida dos fagdcitos é provavelmente devido a agéo
de oxidantes secundarios, produzidos a partir de ambos. Apesar de ndo ser
um radical livre, pela auséncia de elétrons desemparelhados na ultima
camada, o H202é um metabdlito extremamente deletério e altamente toxico
para as células, pois tem vida longa e € capaz de atravessar camadas
lipidicas, podendo reagir com membranas biolégicas ou com proteinas
ligadas ao ion Fe™ (como ocorre, por exemplo, na hemocromatose
transfusional) (FERREIRA, MATSUBARA, 1997; BROWN, GRIENDLING,
2009). O Hy0, pode ser neutralizado por peroxidases (glutationa
peroxidase) ou catalase intracelulares, resultando na produgéo de agua
(H20) e oxigénio (Oz) (HAMPTON, KETTLE, WINTERBOURN, 1998;
SILVA, 2001).

Acido Hipocloroso (HOCI): Em fagdcitos, a maior parte do H,O
produzido sofre agdo da enzima MPO que é liberada dos granulos
azurdfilos, originando o intermediario redox MPO |, que oxida o ion cloreto
formando o HOCI (HAMPTON, KETTLE, WINTERBOURN, 1998; EL-
BENNA et al., 2005). O HOCI é o principal e o mais potente microbicida
produzido por essas células (SILVA, 2001). No entanto, é capaz de atacar
biomoléculas de importancia fisioldgica, tais como tidis, aminas,
aminoacidos, nucleotideos e ascorbato, além dos tecidos, visto que células
de mamiferos nao sao capazes de inibir a agdo deste radical por via
catalitica devido a auséncia de defesas enzimaticas contra oxidantes
clorados (WEISS, 1989; LAPENNA, CUCCURULLO, 1996; EL-BENNA et
al., 2005; BROWN, GRIENDLING, 2009).

Oxigénio Singlete ('0,): E a forma eletronicamente excitada de oxigénio

molecular e nao possui elétrons desemparelhados. Pode ser produzido
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através da reacao do H,O, com HOCI, ou pela dismutacdo espontanea do

O," (FERREIRA, MATSUBARA, 1997; SILVA, 2001; RADA et al., 2008).

Radical Hidroxila (OH’): Para a produgdo de OH’, existem dois
mecanismos possiveis: a reacdo de Fenton (Fe?* + H,0, > Fe*" + OH" +
OH’), onde a redugdo do H,O, €& catalisada por metais de transigédo
apropriados (ions metalicos, como ions férricos); ou pela reagdo de Haber-
Weiss (0O2"+ H,0, > OH" + OH + O;) (RAMOS et al., 1992; LAURINDO,
PEDRO, DA LUZ, 1996; RADA et al., 2008). A combinagéo extremamente
rapida do OH" com metais ou outros radicais no proprio sitio onde foi
produzido confirma sua alta reatividade. Assim, se o radical for produzido
préximo ao DNA (acido desoxirribonucleico) e a este DNA estiver fixado um
metal, poderdo ocorrer modificacbes de bases purinicas e pirimidinicas,
levando a inativagdo ou mutagdo do DNA. O OH’ pode, também, inativar
varias proteinas (enzimas e membrana celular), ao oxidar seus grupos
sulfidrilas (-SH) a pontes dissulfeto (-SS) e iniciar a oxidagdo de acidos
graxos poliinsaturados das membranas celulares (peroxidagao lipidica)

(FERREIRA, MATSUBARA, 1997; LIMA, ABDALLA, 2001).

Oxido Nitrico (NO’): Neutréfilos humanos ndo produzem grandes
quantidades de NO'. Sua produgéo ocorre apenas quando estes fagdécitos
sdo estimulados por determinadas citocinas. NO° é formado por via
independente, pela agdo da enzima o6xido nitrico sintetase (SILVA, 2001;

RADA et al., 2008).

Peroéxinitrito (OONO): Peroxinitrito também pode ser produzido a partir do
O, que reage com oOxido nitrico (NO’), e pode se decompor dando origem
a OH’ e ao radical diéxido de nitrogénio (NO;’) (SILVA, 2001; RADA et al.,
2008; BROWN, GRIENDLING, 2009). O 6xido nitrico é um importante
vasodilatador e atua como molécula de sinalizagdo em células endoteliais.

Por isso, uma desregulacédo na atividade de NOX2 pode levar a disfungéo
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endotelial e contribuir para quadros de hipertensdo (BROWN,

GRIENDLING, 20009).

Antioxidantes endogenos e exogenos

A prevengao da toxicidade de EROs inclui mecanismos antioxidantes,
entre os quais podem ser compostos de antioxidantes enzimaticos e nao
enzimaticos. Ainda, de acordo com o mecanismo de acédo sobre os radicais
livres, os antioxidantes podem ser denominados “scavenger’, quando ele age
transformando um radical livre num outro menos reativo, ou “quencher’
quando consegue neutralizar completamente o radical livre através da
absorcao de toda a energia de excitacao (EVELSON, 2002; HIRATA et al.,
2004).

O sistema enzimatico constitui uma protecao intrinseca e inclui: SOD,
catalase, glutationa peroxidase (GSH-Px) e glutationa redutase (GSH-Rd)
(através dos quais o organismo mantém a concentragao de EROs dentro dos
limites fisiologicos), glutationa S-transferases (que atuam na detoxificacdo de
agentes alquilantes) e a tiorredoxina redutase (que age na regulagdo da
expressdo de genes redox-sensiveis). Incluem ainda as enzimas que
catalisam reagdes geradoras de equivalentes redutores nos compartimentos
citosélico e mitocondrial:  glicose-6-fosfato  desidrogenase e  6-
fosfogluconolactona (SHARMA, MONGAN, 2001; WICKENS, 2001).

Os antioxidantes classificados como ndo enzimaticos incluem
moléculas do proprio organismo e outras exdgenas, sintéticas ou naturais,
incluindo moléculas lipofilicas e hidrofilicas, as quais sdo provenientes da
dieta. Entre elas, podemos destacar o a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno,
acido ascorbico (vitamina C) e compostos fendlicos onde se destacam os
flavondides e poliflavonoides. Os compostos fendlicos apresentam atividade
dependente de algumas caracteristicas estruturais, incluindo a presencga de

grupamentos fendlicos (BIANCHI, ANTUNES, 1999; DEGASPARI,
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WASZCZYNSKYJ, 2004). Sua atividade também depende da sua solubilidade
e do tipo e solubilidade do catalisador utilizado. Além disso, o pH € um
parametro determinante na capacidade oxidativa destes compostos, sendo
assim, o pH dos tecidos biolégicos € um fator que pode influenciar na sua
atividade (MORGAN et al., 1997).

Ainda, o sistema de defesa celular pode atuar em duas linhas. Uma
delas é constituida por glutationa reduzida (GSH), SOD, catalase, GSH-Px e
pela vitamina E, e atua como detoxificadora do agente antes que ele cause
lesdo. A outra linha de defesa, constituida pelo acido ascorbico, glutationa-
redutase, GSH-Px, entre outros, tem a funcao de reparar a lesdao provocada
pelos radicais (ROSS, MOLDEUS, 1991, FERREIRA, MATSUBARA, 1997) e
esta relacionada com a remogao de danos da molécula de DNA e a

reconstituicdo das membranas celulares danificadas (EVELSON, 2002).

NADPH oxidase e EROs: Efeitos fisiolégicos e patologicos

A ativacao da NADPH oxidase e a producado de EROs sao essenciais
na destruicdo de microrganismos fagocitados. Acredita-se que a diminuigao
da resposta de fagoécitos pode contribuir a um aumento da suscetibilidade a
determinadas infec¢des e infecgbes secundarias (BANDRES et al., 1993;
SHALEKOFF et al., 1998). Como ocorre, por exemplo, em alteracdes
hereditarias do complexo NADPH oxidase: a Doenga Granulomatosa Crénica
(DGC), é uma imunodeficiéncia primaria que afeta fagécitos do sistema imune
inato, e é caracterizada por uma susceptibilidade aumentada a infecgdes
bacterianas e fungicas graves, invariavelmente letais (SHALEKOFF et al.,
1998; BROWN, GRIENDLING, 2009; DRUMMOND et al., 2011). A DGC pode
ser causada por mutagdes em um dos quatro genes que codificam as
subunidades na NOX2 de fagdcitos, induzindo a auséncia dessa subunidade
ou a auséncia da ativagdo do complexo (BROWN, GRIENDLING, 2009;
DRUMMOND et al., 2011).
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Mas apesar da sua importancia na eliminacao de antigenos pelos
fagoécitos, as EROs representam uma familia de moléculas que também estao
envolvidas em processos fisiopatolégicos (BABIOR, 1999; QUINN et al.,
2006). Por isso, a grande importancia deste mecanismo € contraposta pela
sua efetiva participagcdo em doencas de cunho inflamatério. A producao
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 (VALKO et al., 2007). Este é o caso
da génese e progressao de doengas como aterosclerose, doengas vasculares
associadas ao diabetes, artrite reumatodide, 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).

A NOX2 é expressa em niveis baixos na vasculatura durante a
fisiologia normal, no entanto, sua expressao € aumentada em ambientes de
risco cardiovascular, como hipertensdo, diabetes e hiperlipidemia
(KLENIEWSKA et al., 2012). No sistema cardiovascular as EROs
desempenham um papel fisiolégico importante no controle da funcdo
endotelial, tbnus vascular e fungédo cardiaca e, um papel fiosiopatolégico na
inflamacéao, hipertrofia, proliferacdo, apoptose, migragdo, angiogénese e
rarefacdo, o0s quais contribuem para a disfuncdo endotelial e o
remodelamento na hipertensdo e outras doencas cardiovasculares. O
aumento de O," derivado de polimorfonucleares, e niveis plasmaticos
elevados de substancias reativas ao acido tiobarbiturico e 8-epi-isoprostanos,
biomarcadores de peroxidagcao lipidica, s&do achados caracteristicos em
pacientes com doenga cardiovascular e hipertensdo. Além disso, pacientes
hipertensos também exibem uma produgao significativamente aumentada de
H,O, (PARAVICINI, TOUYZ, 2008; KLENIEWSKA et al., 2012; MONTEZANO,
TOUYZ, 2012). Nestas condigdes, enquanto o éxido nitrico (NO") (importante
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vasodilatador e regulador do tbnus vascular; age no relaxamento da
musculatura lisa vascular e na inibicdo da adesao plaquetaria) é reduzido, a
producdo de EROs é aumentada, resultando na produgdo de peroxinitrito
(PARAVICINI, TOUYZ, 2008; KLENIEWSKA et al., 2012; MONTEZANO,
TOUYZ, 2012). Na hipertensdo, a atividade e o0s niveis de enzimas
antioxidantes também se encontram reduzidas, incluindo SOD, glutationa-
peroxidase e catalase. A diminui¢ao dos niveis de vitaminas A, C e E também
tem sido implicada nesta condicdo (PARAVICINI, TOUYZ, 2008;
MONTEZANO, TOUYZ, 2012).

Em humanos, a importancia da NADPH oxidase no estresse oxidativo,
em doengas cardiovasculares, € suportada por estudos de Zalba e
colaboradores (2005) que demonstraram que um polimorfismo nas
subunidades da enzima estad associado ao aumento da aterosclerose e
hipertensdo. Em particular, o polimorfismo na subunidade promotora p22phox
(-930 A/G CYBA) pode ser um modelo de marcador genético associado a
hipertensao (ZALBA et al., 2005; PARAVICINI, TOUYZ, 2008; KLENIEWSKA
et al., 2012). Outro polimorfismo (C242T) também encontrado em CYBA, o
gene humano que codifica a p22phox, apresentou potencial impacto na
atividade de NADPH oxidase associada a hipertensdao. Segundo Moreno e
colaboradores (2006), pacientes hipertensos carregam prevalentemente o
gendtipo CC, sendo que o aumento da atividade da NADPH oxidase de
fagocitos apresentou-se evidente nestes pacientes em relagdo a pacientes
hipertensos que carregavam o genétipo CT ou TT. E tal polimorfismo exibiu
caracteristicas do estresse oxidativo mediado pela ativagdo da enzima,
incluindo dano endotelial.

A obesidade também €& um importante fator que contribui para o
desenvolvimento da hipertensao e subsequente doenca cardiovascular. Existe
uma correlagdo positiva entre a obesidade e o estresse oxidativo, avaliado

pelos niveis urinarios de 8-epi-isoprostanos nestes pacientes (KEANEY et al.,
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2003;, FURUKAWA et al., 2004; PARAVICINI, TOUYZ, 2008; MONTEZANO,
TOUYZ, 2012). Além disso, pesquisas demonstraram que uma dieta
adequada de 4 semanas realizada por pacientes obesos nao diabéticos reduz
tanto a producdo de EROs por células inflamatorias, quanto marcadores do
estresse oxidativo sistémico, sem alterar os niveis plasmaticos de vitaminas
antioxidantes. Portanto, a dieta pode atuar como modulador da geracéo de
EROs, visto que o jejum causa uma diminuicdo aguda na produgado destas
espécies em individuos normais, enquanto a glicose induz ao aumento da
producdo de EROs por leucécitos (MOHANTY et al., 2000; DANDONA et al.,
2001; KOKUBO et al., 2005). Sabe-se também que, em condigdes como
obesidade e diabetes tipo 2, a resisténcia a insulina pode contribuir para o
estresse oxidativo. A administracdo de insulina em pacientes obesos nao
diabéticos diminui a producdo de EROs e os niveis do inibidor do ativador de
plasminogénio (PAI-1), assim como moléculas de ades&o intercelular,
sugerindo uma agao anti-inflamatoria aguda deste horménio (DANDONA et
al., 2001; PARAVICINI, TOUYZ, 2008).

A aterosclerose é uma das doencas mais comumente observadas no
que diz respeito a geragdo excessiva de EROs nas células vasculares
(KLENIEWSKA et al., 2012). Nesta condigdo, o desequilibrio entre NO" e O™,
induz a formacdo de OONO", que participa da oxidacdo da lipoproteina de
baixo peso molecular (LDL). A LDL oxidada aumenta a atividade da enzima e
a expressao do mRNA de p22phox, o que acarreta na producao de mais
EROs, na inibicdo de NO’ e na oxidacdo de mais proteinas, inclusive LDL. A
LDL oxidada também aumenta a expressao de moléculas de adeséo (ICAM-1
e P-selectina) e melhora a adesdo de mondcitos nas células endoteliais. Esse
aumento de células ativadas induz a uma inflamacgao local. O acumulo de
lipideos nas paredes das artérias e a adesao plaquetaria, sdo seguidos da

formagao de placas de ateroma (BAI et al., 2009; KLENIEWSKA et al., 2012).
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Inibidores da NADPH oxidase e o Acido protocatecuico

Inibidores de NADPH oxidase podem bloquear sua transferéncia de
elétrons, podem remover e/ou prevenir 0 acesso a oxidase pela interagcdo com
suas subunidades a nivel molecular, podem também reduzir a expressao da
proteina e do gene da subunidade e modificar a enzima e/ou seus ativadores
(SELEMIDIS et al. 2008; KLENIEWSKA et al., 2012). No entanto, atualmente,
nao existe um inibidor de NOX especifico potente e que seja capaz de inibir a
producdo de EROs em células que expressam NADPH oxidase e
preparagcdes de NADPH oxidase livre de células, sem que a produgao de
EROs por outras fontes, enzimaticas ou nao enzimaticas, seja bloqueada
(JAQUET et al.,, 2009; DRUMMOND et al., 2011). Ha alguns anos, varios
estudos incluem compostos que reduzem o estresse oxidativo através da
inibicdo da producdo de EROs pela NADPH oxidase, entre eles, o DPI
(diphenyleneiodonium chloride), PR-39 (proline-arginine-rich antimicrobial
peptide), AEBSF (4-(2-aminoethyl)-benzenesulphornyl fluoride, ou Pefabloc) e
Apocinina  (40-hydroxy-30-methooxyacetophenone).  Outros  inibidores
peptidicos tém sido desenvolvidos como alvos especificos para a enzima. E o
caso da gp91ds-tat (DRUMMOND et al., 2011; KLENIEWSKA et al., 2012).

DPI esta entre os inibidores de NOX mais comumente estudados. Sua
atividade esta associada a inibigao da flavoproteina, ou seja, atua na retirada
de elétrons do transportador FAD, impedindo o fluxo de elétrons através do
Flavocitocromo bsss. No entanto, DPI ndo tem seletividade para uma isoforma
concreta de NADPH oxidase. Ele inibe quase todas as isoformas da familia
NOX, além de ser inibidor de NADH desidrogenase, oxido nitrico sintetase,
glicose fosfato desidrogenase, xantina oxidase, citocromo p450, entre outros
(STUEHR et al., 1991; O'DONNELL et al., 1993; O'DONNELL, SMITH,
JONES, 1994; DRUMMOND et al., 2011; KLENIEWSKA et al., 2012). Alguns
pesquisadores tém observado que este inibidor estimula a captagdo de

glicose nas células musculares esqueléticas e reduz o consumo de oxigénio
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(HUTCHINSON et al., 2007). Também pode ser usado como bloqueador
neuroprotetor no tratamento de sintomas associados a injuria de reperfusao
incluindo acidente vascular cerebral e hemorragia cerebral (LI et al., 2006). No
entanto, devido a seus efeitos potencialmente toxicos e inespecificos, é
inadequado para utilizagao clinica (DRUMMOND et al., 2011; KLENIEWSKA
et al., 2012).

PR-39 (peptideo) € um inibidor de NADPH oxidase que se liga a
p47phox inibindo sua ligagdo com p22phox. In vivo, estimula a angiogénese e
tem efeito protetor contra isquemia. No entanto, por ser um peptideo, seu uso
€ severamente restrito devido sua susceptibilidade de ligagdo com outras
proteinas que contenham dominios SH3 (SHI et al., 1996; KAWAHARA et al.,
2005; DRUMMOND et al., 2011; KLENIEWSKA et al., 2012).

AEBSF é um inibidor ndo peptidico que bloqueia a montagem da
oxidase, impedindo a associag¢ao da p47phox com a NOX2. Este bloqueador
inibe a produgdo de O," dependente de NADPH oxidase de células da
musculatura lisa vascular. Nao se sabe se AEBSF inibe qualquer homdlogo
de NADPH oxidase e tampouco se possui efeitos citotoxicos, mas que é um
inibidor ndo seletivo de serina protease e promove uma inibicdo irreversivel
destas (DIATCHUK et al., 1997; BEDARD, KRAUSE, 2007; KAHLES et al
2007; DRUMMOND et al., 2011; KLENIEWSKA et al., 2012).

Outro inibidor da montagem da NADPH oxidase é o Gp91ds-tat, um
peptideo de 18 aminoacidos que inibe NOX2 por mimetizar uma sequéncia
dentro da enzima, inibindo sua ligagcdo com p47phox. Nao € um inibidor
especifico para um unico isotipo de NOX e apresenta baixa biodisponibilidade
oral, além de propensao para induzir respostas imunogénicas (DELEO et al.,
1995; REY et al., 2001; DRUMMOND et al., 2011; KLENIEWSKA et al., 2012).

Outros inibidores de NADPH oxidase estudados s&o as estatinas, as
quais inibem a sintese de duas substancias cruciais para a fixagdo da Rac a

membrana e a montagem da enzima. Também s&o capazes de diminuir a
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expressao de p22phox e NOX1. No entanto, ndo sao inibidores especificos de
NADPH oxidase. Elas aumentam a expressdo de eNOS e sao mais efetivas
no tratamento de doenga cardiovascular, incluindo pacientes com niveis
elevados de colesterol (BOKOCH, PROSSNITZ, 1992; WASSMANN ET AL.
2002; KLENIEWSKA et al., 2012).

A apocinina, um composto pertencente a classe dos metdxi-catecois,
(4-hidroxi-3-metoxiacetofenona), tem sido usada como um eficiente e ndo
toxico inibidor do complexo NADPH oxidase em muitos modelos
experimentais envolvendo células fagociticas. O mecanismo de inibicdo da
enzima envolve o comprometimento da translocagdo do componente
citosélico do complexo NADPH oxidase, p47phox, para a membrana. Em
baixas concentracdes, sua atividade nao interfere em outros mecanismos de
defesa dos polimorfonucleares, como a fagocitose e a morte intracelular
(PETERS, HILTERMANN, STOLK, 2001; BARBIERI et al, 2004;
STEFANSKA, PAWLICZAK, 2008). Estudos reportam que o mecanismo de
acao da apocinina envolve sua metabolizagdo por meio da agao catalitica da
MPO e a consequente geragdo de um produto dimérico. E é este que impede
a agregacédo e translocagdo dos componentes citosolicos do complexo
NADPH oxidase para a membrana. In vitro e ex vivo, os efeitos anti-
inflamatérios e antioxidantes da apocinina incluem: a reducdo do burst
oxidativo dos fagédcitos, a redugdo da ativacdo e da quimiotaxia de
polimorfonucleares granulécitos (DODD-O et al., 2004), inibicdo de OONO" e
H>O,, inibicdo da destruicdo de cartlagem mediada por inflamagéo
(LAFEBER et al., 1999; HEUMULLER, et al., 2008) e diminuicdo da
expressao de selectinas (RUPIN et al., 2004). Em células n&o fagociticas atua
como antioxidante e ndo como inibidor da NADPH oxidase (HEUMULLER et
al., 2008; DRUMMOND et al., 2011; KLENIEWSKA et al., 2012).

Um simples composto fendlico vem chamando a atencao pelo seu forte

potencial antioxidante (UEDA et al., 1996). O acido protocatecuico (acido 3,4-
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hidroxibenzéico), um derivado do acido benzéico, pode ser encontrado em
frutas, castanhas, legumes, arroz integral, nozes, bebidas derivadas de
plantas (por exemplo, cha, vinho de uva branca) e em medicamentos
fitoterapicos (BABICH, SEDLETCAIA, KENIGSBERG, 2002). O acido
protocatecuico também pode ser isolado de algumas plantas, como Hibiscus
sabdariffa (LIU et al, 2002) e Alpinia Oxyphylla (SHI et al., 2006).

Além de sua atividade antioxidante, o acido protocatecuico apresenta
propriedades anti-inflamatdrias e analgésicas que sao comparaveis a
medicamentos ja padronizados (LENDE et al., 2011). Estudos realizados por
Shi e colaboradores (2006) mostraram que apdés a administracédo do acido
protocatecuico em ratos idosos foi relatado um aumento da atividade de
enzimas antioxidantes como SOD e glutationa peroxidase (GSH-Px) (capazes
de sequestrar ou prevenir a formagéo de EROs), reducéo significativa do nivel
de malondialdeido (MDA) e consequentemente, a diminuigdo da peroxidagao
lipidica. Entre outros efeitos antioxidantes, a mesma substancia extraida de
Uncaria tomentosa (planta nativa das montanhas do Peru) demonstrou inibir
em até 50% a atividade genotoxica de H,0,. (ROMERO-JIMENEZ et al.,
2005; ANTER et al., 2011). O acido protocatecuico € também um potente
agente contra dano renal e lesdo cardiaca associada a diabetes. Estudos
mostraram que o tratamento com a substancia diminuiu substancialmente os
niveis de IL-183, IL-6 e TNF-a, mediadores centrais para a producao de varios
marcadores inflamatérios, como proteina C reativa (PCR) e fator de von
Willebrand que, consequentemente, facilitam a progressao da inflamacao,
disfungdo endotelial e da coagulacao e, finalmente, exacerba a gravidade do
diabetes (LIN et al., 2009). A sepse também esta associada com a indugéo de
diversas citocinas, incluindo mediadores pré e anti-inflamatérios, sendo que a
producdo excessiva de citocinas pro-inflamatérias pode contribuir
significativamente para a mortalidade. Yan e colaboradores (2004)

observaram que o éster isopropil do acido protocatecuico pode ser bastante
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eficaz para tratar ou prevenir o choque séptico, ja que demonstrou ser capaz
de inibir os niveis de TNF-a e aumentar os niveis de IL-10. Ainda, estudos
utilizando sistemas livres de células relataram a capacidade do acido
protocatecuico em inibir a peroxidagao do acido linoléico, a auto-oxidagao do
Fe?*, o dano oxidativo do DNA induzido pelo Fe?* e a quebra de cadeia do
DNA pelo radical hidroxila. In vitro, o acido protocatecuico € capaz de inibir a
hemdlise induzida pelo H,O, (UEDA, 1996; BABICH, SEDLETCAIA,
KENIGSBERG, 2002). Além de retardar a invasdo e a metastase em cinco
tipos de células cancerosas e diminuir os niveis de secrecédo de determinadas
citocinas como IL-6 e IL-8, seu potencial apoptotico foi avaliado e Yin e
colaboradores (2009) relataram que o acido protocatecuico, em concentragao
dose-dependente, € um potente agente anticancer por causar apoptose.
Varias pesquisas sugerem que o acido protocatecuico tem atividade
tanto antioxidante quanto pro-oxidante (FUKUMOTO, MAZZA, 2000; MAKRIS,
ROSSITER, 2001). Nakamura, Torikai e Ohigashi (2001), por meio de ensaios
in vivo e in vitro utilizando pele de rato e células leucémicas humanas HL-60,
demonstraram que a tirosinase ativa o acido protocatecuico a um composto
reativo (provavelmente uma quinona), e este metabdlito ativado,
aparentemente, esgota a glutationa (GSH) intracelular, promovendo um
disturbio do sistema de desintoxicagdo celular e o estresse oxidativo,
observado pelo aumento de substancias reativas do acido tiobarbiturico
(TBARS) - substancias nocivas provenientes da peroxidagao lipidica. Essa
reducao do nivel de GSH ocorre na presenca de altas concentragdes do acido
protocatecuico. Em contrapartida, o tratamento com baixas dosagens induz
efeito protetor, aumentando o nivel de GSH (NAKAMURA et al., 2000;
NAKAMURA, TORIKAI, OHIGASHI, 2001; ANTER et al., 2011). Portanto,
além da lipofilicidade ser um fator importante na agao anti e pré-oxidante do
acido protocatecuico e derivados, seu efeito € dose-dependente e os dados

aparentemente contraditorios da literatura sobre sua atividade biologica
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podem refletir diferengas no delineamento experimental, especificamente na
concentragao utilizada (NAKAMURA et al., 2000; NAKAMURA, TORIKAI,
OHIGASHI, 2001; LIU et al., 2002; BABICH, SEDLETCAIA, KENIGSBERG,
2002).

Além de outros pesquisadores (CARLOS et al., 2009; CHEN et al.,
2011; YOU, PARK, 2011), varias pesquisas vem sendo desenvolvidas no
laboratério de Bioquimica da Faculdade de Ciéncias de Bauru-UNESP e no
laboratorio de Hematologia Clinica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Araraquara-UNESP, as quais demonstraram que a lipofilicidade de
determinadas substancias precursoras em relacdo a seus ésteres alquilicos
pode ser um fator decisivo na ag&do antioxidante e no que diz respeito a
inibicdo de NADPH oxidase de fagocitos (KANEGAE et al., 2007; XIMENES et
al., 2010; FARIA et al., 2012; PETRONIO et al., 2013; PARACATU et al., 2014
). Além disso, varias evidéncias tem sido acumuladas no que diz respeito a
hidrofobicidade dos acidos fendlicos como sendo um fator decisivo em seus
efeitos quimicos e bioldgicos em relagdo a sua atividade anti-inflamatéria,
citotoxicidade para células tumorais, antimutagenicidade, antifungica e efeitos
anti-bacterianos (LINDENBAUM, 2001; FENG et al., 2003; KUBO et al., 2004;
LOCATELLI et al., 2008; MORAIS et al., 2010; PARACATU et al., 2014).

Compostos fendlicos apresentam grande potencial farmacolégico em
decorréncia de suas propriedades anti e pro-oxidante e seus consequentes
efeitos imunomodulatérios sobre diversas linhagens celulares. Chama a
atencado o fato de que a lipofilicidade destas substancias pode ser um fator
decisivo em seus efeitos bioldgicos, mesmo quando o grupo oxidavel dos
mesmos nao € alterado. Sendo assim, estudar os efeitos biolégicos em
leucdcitos causados pelo aumento da lipofilicidade dos ésteres do acido
protocatecuico nos permite avaliar se essas substancias sdo candidatas a
possiveis agentes terapéuticos promissores no tratamento de doencgas

inflamatérias crénicas.
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2. OBJETIVOS

Estudar as alteragdes provocadas pela esterificacdo do acido
protocatecuico em suas propriedades antioxidantes e em seus efeitos

bioldgicos nos leucdcitos.

2.1. Objetivos especificos

I. Avaliar a agao antioxidante do acido protocatecuico e seus derivados

ésteres por meio de ensaios bioquimicos, livre de células

Il. Avaliar a capacidade de inibicado das substancias sobre a produgao de
EROs liberadas por leucécitos (neutréfilos e mondcitos) ativados e o

consequente efeito inibidor sobre a enzima NADPH oxidase.

lll. Avaliar o efeito das substancias sobre a fungdo efetora de fagocitos

(Fagocitose).

IV. Avaliar a possivel capacidade imunorreguladora das substancias em
estudo, no que diz respeito a producao/inibicao de citocinas pro e anti-

inflamatorias.



55

Materiais e Métodos




56

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 autorizagcdo da coleta de sangue dos voluntarios e
processamento das amostras para os experimentos ex vivo, nos quais se fez
necessaria a utilizacéo de leucécitos e eritrocitos humanos. Um pool de soros
também foi feito a partir desse material biolégico coletado, para que fosse
possivel realizar a opsonizagado do zymosan, estimulo utilizado em alguns dos
experimentos ex vivo que seguem descritos adiante (Protocolo de aprovacgao:

CEP/FCF/Car n° 26/2011 - conforme documento apresentado no Apéndice 1).

3.2. Casuistica

Apos 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
puncdo 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
separacgao de leucdcitos e eritrocitos para analises realizadas em ensaios ex
vivo (avaliagdo do efeito inibidor do acido protocatecuico e seus ésteres
alquilicos sobre a inibigdo da enzima NADPH oxidase e a produgéo de EROs,
avaliacdo da inibicdo do dano oxidativo na membrana de eritrécitos pelas
substancias em estudo e cultura de células mononucleares). O soro obtido foi

destinado a preparacéo do pool, como citado anteriormente.
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3.3. Acido protocatecuico e seus ésteres alquilicos

Os ésteres alquilicos (Figura 3) foram sintetizados a partir do acido
protocatecuico, pelo grupo de pesquisa da Profa. Dulce Helena Siqueira Silva
do Departamento de Quimica do Instituto de Quimica — UNESP/Araraquara, e

gentilmente fornecidos pela mesma.

OH
Acido protocatecuico (Pg)

4 o o I

OH
Protocateculato cle €tila (P2)

O/\/\
HO

OH
Protocateculato de butila (P4)

o

(0]
HO HO
OH OH
Protocateculato de decila (Pp)

Protocateculato de heptila (P7)
Figura 3. Estrutura do acido protocatecuico e seus derivados.

3.4. Estimacgao do logaritmo de coeficiente de parti¢cao (log P)

A hidrofobicidade molecular do acido protocatecuico e seus ésteres
alquilicos foram calculadas com base em seus valores de log P (coeficiente
de particdo em n-octanol/agua), baseado no método de fragmentagdo de
Crippen e realizada utilizando ChemDraw software (ChemDraw Ultra 7.0.1,

CambridgeSoft), segundo Ghose e Crippen (1987).
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3.5. Medidas de Voltametria Ciclica para determinacao do potencial de

reducao

Estudos voltamétricos foram realizados em colaboragdo com a Dra.
Maria Luiza Zeraik, sob supervisdo do Prof. Dr. Sergio Antonio Spinola
Machado, no laboratério de Grupo de Materiais Eletroquimicos e Métodos
Eletroanaliticos (GMEME), do Instituto de Quimica da USP de S&o Carlos. Os
potenciais redox foram obtidos utilizando um potenciostato/galvanostato
Autolab 30 PGSTAT (Eco-Chemie, Utrecht, Holanda). As curvas voltamétricas
foram registadas a temperatura ambiente utilizando uma célula eletroquimica
de compartimento unico contendo trés eletrodos: um eletrodo de referéncia de
Ag/AgCI/KCI 3,0 molar, uma folha de platina de 0,5 cm? como contra eletrodos
e um eletrodo de trabalho de carbono vitreo com 0,07 cm? de area
geométrica. A janela de potencial usada foi de Ei= -0,2 V, Ejnyi= +1,3 V e
Einve=-1,2 V.

A superficie do eletrodo de trabalho foi cuidadosamente polida com 0,5
pm de suspensdo de alumina antes de cada experiéncia e completamente
enxaguado com agua destilada. Uma solu¢do Salina Tamponada com Fosfato
(PBS) 0,2 M (pH = 7) foi usada como um eletrdlito de suporte. As solugdes
foram purgadas com nitrogénio durante 5 minutos antes de gravar os
voltamogramas. As solugdes etandlicas (5 mM) das substancias foram
diluidas na célula eletroquimica em concentragdes finais de 0,1 mM utilizando
a solucdo de eletrélito de suporte. Os voltamogramas ciclicos foram

registrados em uma velocidade de varredura de 5 mV/s.

3.6. Estudo do potencial antioxidante (redug¢ao do radical estavel DPPH)

A capacidade sequestradora de radicais livres do acido protocatecuico
e seus ésteres foi determinada pelo seu potencial de redugcado sobre o radical

1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), como descrito por Brand-Williams, Cuvelier e
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Berset (1995). As substancias testadas foram incubadas durante 30 minutos,
no escuro, em solucado etandlica de DPPH (Sigma—AIdrich®, St. Louis, MO,
USA) (100 uM). A leitura da absorbancia foi feita em comprimento de onda de
515 nm em espectrofotbmetro UV-Mini 1240 em relagdo a um branco
constituido de alcool etilico. Os experimentos foram efetuados em triplicata e
o percentual de inibicao do radical DPPH foi calculado tendo como referéncia

o controle, o qual ndo teve a adigdo dos antioxidantes:

[(absorbéncia do controle - absorbancia da amostra) / (absorbancia do controle)] x

100

A partir dos valores das porcentagens de inibi¢ao foi calculado o ICsg
das amostras, ou seja, a capacidade da substancia analisada de reduzir 50%

do radical DPPH presente.

3.7. Estudo da acao redutora sobre o radical peroxila/(AAPH)

Este experimento foi realizado segundo Campos e colaboradores
(2004), com pequenas modificagbes e se baseia no decaimento da
fluorescéncia da piranina quando submetido a oxidagao por radicais peroxila,
com o intuito de avaliar a acdo redutora das substancias sobre o radical
gerado.

O composto fluorescente piranina (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA)
5 uM foi incubado com AAPH (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA) (20 mM)
em PBS (pH 7,4) a 37°C na auséncia (controle) ou na presenca do acido
protocatecuico e seus ésteres em pog¢os de uma microplaca durante 3 horas.
O volume final da reacéo foi de 300 yL. O decaimento de fluorescéncia da
piranina foi monitorado utilizando um leitor de microplacas Spectramax M2
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) no comprimento de onda de

excitacdo de 456 nm e comprimento de onda de emissédo de 510 nm. A fase
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de lag (tempo de indugéo) obtido quando os antioxidantes estavam presentes
foi medida para varias concentragcdes 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. A capacidade antioxidante foi avaliada em funcdo do tempo de
indugdo, ou seja, o atraso no decaimento de fluorescéncia da piranina

provocado pela presenga das substancias em estudo.

3.8. Inibicao da hemdlise oxidativa induzida por AAPH

A avaliacdo do potencial de inibicdo do acido protocatecuico e seus
ésteres alquilicos no dano oxidativo na membrana de eritrécitos foi realizado a
partir da reacdo com AAPH (2,2-azobis amidinopropano dihidroclorido), um
azo composto hidrossoluvel, o qual se decompde em temperatura fisiologica
(837°C), gerando radicais 2-amidinopropil (C-radical) que, na presenca de
oxigénio molecular é convertido a radicais peroxila. A metodologia utilizada foi
baseada nos estudos de Ko e colaboradores (1997) e Ximenes e
colaboradores (2010).

O material biologico, sangue periférico, foi colhido por pungdo venosa,
utilizando-se seringas descartaveis e agulhas descartaveis, em tubos conicos
estéreis e descartaveis contendo heparina como anticoagulante.

O material foi centrifugado (770 g durante 10 minutos) para que
ocorresse a sedimentacdo das hemacias. O plasma e os leucécitos foram
descartados e, trés lavagens com PBS (pH 7,4) foram realizadas sob
centrifugacéo de 770 g com duracéo de 10 minutos. Em seguida as hemacias
foram ressuspendidas em PBS (pH 7,4) e uma solugdo de hemacias a 20%
foi preparada.

Em microtubos, foram adicionados 500 pL da suspensido de hemacias
a 20%, o acido protocatecuico ou seus ésteres nas concentragdes de 50 uM,

100 M e 200 uM (com excegao dos controles positivos e negativo) e AAPH a
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100 nM em PBS (com exceg¢ao do controle negativo). As amostras foram
feitas em triplicata e os tubos mantidos em estufa de 37°C por 6 horas sob
agitacdo. A cada 2 horas uma aliquota de cada tubo foi retirada e adicionada
em tubo limpo contendo PBS (pH 7,4) (diluigdo 1:20). Centrifugou-se a 3000 x
g, durante 10 minutos. Em seguida, 250 pL do sobrenadante foram
transferidos para microplaca e a leitura foi feita a 540 nm em
espectrofotdmetro (SpectraMax M2, Molecular Devices). Para o branco, foi
utilizado PBS e os valores de referéncia (100% hemolise) foram determinados
com a mesma aliquota de eritrécitos do controle negativo, o qual nao
apresentava o AAPH, porém, a diluicdo que antecede a leitura foi feita em
agua destilada, para provocar hemolise total dos eritrocitos. Ainda, durante a
adicdo das substancias, o mesmo volume de DMSO (Sigma-Aldrich®, St.
Louis, MO, USA) (10 uL) foi adicionado aos controles negativos (sem AAPH)
e controles positivos (com AAPH), no inicio do experimento, ja que o acido

protocatecuico e seus ésteres alquilicos foram dissolvidos em DMSO.

3.9. Separacgao de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) e

neutroéfilos polimorfonucleares (PMN)

Assim como citado anteriormente, a coleta do sangue periférico foi feita
por pungdo venosa, utilizando-se seringas descartaveis e agulhas
descartaveis, em tubos coOnicos estéreis e descartaveis contendo heparina
como anticoagulante.

Conforme descrito por English e Andersen (1974), em um tubo cdnico
limpo e estéril de 15 mL foram adicionados cuidadosamente 3 mL de
Histopaque 1119 (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA), 3 mL de Histopaque
1077 (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA) e 5 mL do sangue total do
individuo. Centrifugou-se a 700 x g durante 30 minutos. O soro e o
Histopaque foram desprezados utilizando uma pipeta Pasteur. Tanto a

camada de células mononucleares quanto a de células polimorfonucleares
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foram transferidas separadamente para dois novos tubos cbnicos limpos e
estéreis de 15 mL, aos quais foram adicionados 10 mL de PBS 10 mM, pH 7,4
e em seguida centrifugadas a 700 x g durante 10 minutos. Esta etapa
corresponde a primeira lavagem. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante de
ambos os tubos codnicos foi descartado. Dez mililitros de PBS foram
adicionados e a centrifugacao foi feita novamente a 700 x g durante 10
minutos (segunda lavagem). Desprezou-se o sobrenadante e as células foram
ressuspendidas em 1,0 mL de PBS suplementado com cloreto de calcio (1,0
mM), cloreto de magnésio (0,5 mM) e glicose (1,0 mg/mL). A Figura 4 ilustra
a metodologia utilizada para a separagdo de neutréfilos do sangue total

através da centrifugacdo com o Histopaque de diferentes gradientes de

densidade.
—
Plasma
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Sangue Total > ] —] Camada de
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> Polimorfonucleares
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Figura 4. Demonstracao ilustrativa da separagao celular por Histopaque 1077 e
1119. Apds a centrifugagéo ocorre a separagao de determinadas linhagens celulares
dando origem a uma camada de células mononucleares e a outra camada de células
polimorfonucleares.

3.9.1. Contagem dos Neutrofilos em Camara de Neubauer

Para a contagem das células na Camara de Neubauer foi feita uma
diluicdo 1/20, sendo 10 uL da solugado contendo as células polimorfonucleares
ou mononucleares e 190 yL do Liquido de Lazarus. Foram contadas as

células presentes nos 4 quadrantes utilizados para a contagem de leucécitos
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e partir do numero de células contadas foi feito um ajuste para que
estivessem presentes 2,5 x 10° células/mL ou 5 x 10° células/mL, de acordo

com a necessidade de cada ensaio a que se destinavam o uso destas células.

3.9.2. 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 determinagdo das
concentragdes do acido protocatecuico e de seus ésteres a serem utilizadas
nos ensaios ex vivo, a fim de garantir que as células estivessem viaveis
durante os ensaios na presenca de determinadas concentragbes das
substancias de estudo e evitar possivel citotoxicidade devido a altas
concentracdes das mesmas. As células (1 x 10° células/mL) foram incubadas
em PBS (pH 7,4) na presenga ou na auséncia (controle da reac&o) do acido
protocatecuico e seus ésteres nas concentragdes de 100 pM, 10 uM e 1 pM.
O ensaio foi realizado em trés tempos diferentes: 30 minutos, 1 hora e 1 hora
e 30 minutos de incubagdo. O volume final da reacdo foi de 250 pL.
Decorridos os tempos de incubacdo, 50 pL da solugcdo da reagdo foram
adicionados a 20 uL de solugéo azul de Trypan. Cem células foram contadas
em camera de Neubauer e a partir do resultado, obteve-se a porcentagem de
células vivas (nao coradas, portanto integras e viaveis) e mortas (aquelas que
se apresentavam azuis, devido a permeabilizagdo da membrana que permite

a entrada do corante).
3.10. Determinacgdo da producao do radical O," por leucécitos ativados
(ensaio quimiluminescente dependente de Lucigenina)

A determinacdo da producgdo do radical O, por leucdcitos ativados foi

realizada de acordo com de Almeida e colaboradores (2011), a fim de avaliar
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o efeito inibidor do acido protocatecuico e seus ésteres sobre este radical e

consequentemente sobre o complexo NADPH oxidase.

3.10.1. Preparacgao da suspensao e opsonizagao do Zymosan (10 mg/mL)

Vinte miligramas de zymosan (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA)
foram adicionados a um tubo cénico contendo 20 mL de PBS (pH 7,4). O tubo
foi incubado em banho-maria durante 30 minutos, apds fervura, para
dissolugdo completa do zymosan. Em seguida, o tubo foi centrifugado por 5
minutos a 700 x g e o sobrenadante foi desprezado. Ao tubo, foi adicionado 1
mL de um pool de soro diluido em 1 mL de PBS (pH 7,4) e novamente
deixado em banho-maria a 37°C. Decorridos 30 minutos, a mistura foi
centrifugada a 200 x g durante 5 minutos a 0°C. Desprezou-se o
sobrenadante, 20 mL de PBS (pH 7,4) foi adicionado e novamente submetido
a centrifugacéo. Esta lavagem foi feita duas vezes. Em seguida, o sedimento
foi ressuspendido em 2 mL de PBS (pH 7,4). Foram feitas aliquotas em

microtubos que foram armazenados a -20°C até o momento do uso.

3.10.2. Ensaio de Quimiluminescéncia dependente de Lucigenina

Em microplaca, células PMN e PBMC (1 x 10° células/mL) foram pré-
incubadas a 37°C durante 15 minutos em PBS suplementado na presenca do
acido protocatecuico ou seus ésteres (concentragdes finais de 10 uM e 1 uM).
Em seguida, lucigenina (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA) (10 uM) e
zymosan opsonizado (1,0 mg/mL) foram adicionados e a emissédo de luz foi
medida durante 30 minutos, a 37°C, utilizando um lumindmetro de placas
(Centro Microplate Luminometer LB960, Berthold Technologies, Oak Ridge,
TN, USA). O volume final da reagao foi de 250 uL. A emissao de luz integrada
foi utilizada como um parametro analitico para o O," produzido pelas células

estimuladas. O potencial de inibicao foi calculado utilizando a area sob a
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curva da emissao de luz gerada versus tempo, pelo controle positivo, no qual
as células ativadas por zymosan foram incubadas na auséncia das

substancias testadas.

3.11. Determinagdo da producédo do radical O," por neutréfilos 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 O;" produzido por células ativadas. Para tanto, o WST, soluvel em
agua e impermeavel a membrana, foi utilizado como sonda cromogénica. A
producdo de O, foi determinada pela quantidade de formazana produzida a
partir da decomposigao da sonda pelo radical.

Em microplaca, células PMN (0,5 x 10° células/mL) foram pré-
incubadas a 37°C durante 15 minutos em PBS suplementado na presenca do
acido protocatecuico ou seus ésteres (concentragdes finais de 10 uM e 1 uM).
Em seguida, WST-1 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) (500
uM) foi adicionado a placa. PMA (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA) (100
nM) foi utilizado para estimular a produ¢ao do radical anion superoxido pelas
células e a reducado do WST-1 foi medida espectrofotometricamente a 450 nm
durante 30 minutos, 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.

3.12. Ensaio de reducao do Nitro Azul de Tetrazélio (NBT)

O ensaio de NBT foi realizado como descrito por Ciarlini e
colaboradores (2005) com o objetivo de avaliar a inibicdo da produgdo de O,"

pelas substancias. O ensaio se baseia na reducdo do NBT pelo radical
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produzido pelas células ativadas, para produzir cristais de formazana, os
quais sao visiveis a microscopia optica. Em microtubos foram adicionados
PBS (pH 7,4), células PMN (1x10° células/mL), o &cido protocatectico ou
seus ésteres (concentracdes finais de 10 yM e 1 yM) e PMA (100 nM). A
reacao foi incubada a temperatura ambiente por 30 minutos. Decorrido este
tempo, o NBT (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA) (1,22 mM) foi adicionado
e uma incubagéo de 30 minutos foi realizada. Em seguida, 100 yL da reacao
foram utilizados para fazer uma lamina de CytoSpin (Cytospin, FANEM, SP,
Brazil), através de centrifugagao, a qual foi corada com corante hematoldgico
(May Grounwald/Giemsa). A leitura das laminas foi realizada em microscoépio
Optico com objetiva de imersao (100x). Cem células foram contadas, onde
foram observadas as células positivas, as quais apresentavam granulos
escuros de formazana no seu citoplasma (NBT reduzido pelo radical anion
superdéxido) e as células negativas, as quais nédo apresentavam esta
granulagao, em seguida foi feito um calculo de porcentagem de inibicdo, para
avaliar o efeito inibitério das substancias sobre o O,” produzido; sempre
levando em consideragdo a morfologia celular em relagdo aos controles
positivo e negativo, os quais apresentavam ou nao, o estimulo (PMA 100 nM),

respectivamente.

3.13. Estudo da morfologia de neutréfilos ativados (Ensaio qualitativo)

Em microtubos foram adicionados PBS (pH 7,4), células PMN (1x10°
células/mL), o acido protocatecuico ou seus ésteres (concentragdes finais de
10 uM e 1 pM) e PMA (100 nM). Uma incubagéo de 30 minutos a temperatura
ambiente foi realizada e em seguida, 100 yL da reacao foram utilizados para
fazer uma lamina em centrifuga Cytospin (Cytospin, FANEM, SP, Brasil). A
coloraggdo da lamina foi feita com corante hematologico (May
Grounwald/Giemsa). A leitura foi realizada em microscépio Optico com

objetiva de imersao (100x). A morfologia celular (vacuolizagao, nucleo celular
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e integridade da membrana celular) foi avaliada e comparada em relagao aos
controles positivo € negativo, os quais apresentavam ou nao, o estimulo (PMA

100 nM), respectivamente.

3.14. Ensaio da xantina/xantina oxidase

A determinacdo da inibicdo do O," (pelas substancias de estudo)
produzido a partir da enzima xantina oxidase foi realizada utilizando o sal
tetrazolio sulfonado (WST-1) como sonda cromogénica. Esse ensaio baseia-
se na reducao do WST-1 pelo radical liberado no meio, produzindo formazana
soluvel, que pode ser medida por absor¢do a 450 nm, segundo Tan e
Berridge (2000).

O acido protocatecuico e seus ésteres alquilicos (10 yM) foram
incubados a 37°C em PBS (pH 7,4) com WST-1 (500 puM) e xantina (100 pM).
A reacéo foi iniciada pela adi¢do da xantina oxidase (0,05 u/mL) e a reducao
do WST-1 pelo O, foi medida por espectrofotdmetro em 450 nm durante 15
minutos a 37°C, utilizando um leitor de placa (SpectraMax M2, Molecular
Devices). Para o branco, além das substancias, a xantina oxidase também
néo foi adicionada.

O resultado foi obtido a partir da determinagao da producao de O, no
controle positivo, ao qual ndo foi adicionada nenhuma das substancias de
foram adicionadas a reacao. E o resultado foi expresso a partir da cinética de

producao do radical no tempo de 15 minutos.

3.15. Ensaio de consumo de oxigénio

O ensaio foi realizado para avaliar a capacidade das substancias em
estudo de inibirem a producdo de EROs a partir do monitoramento do

decaimento do consumo de oxigénio, segundo Kanegae e colaboradores
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(2007). Em resumo, este ensaio baseia-se na monitoragcdo do oxigénio
molecular consumido pela ativagdo do burst oxidativo em neutrdfilos via
eletrodo especifico para oxigénio, sem a utilizagdo de sondas cromogénicas,
fluorescentes ou quimiluminescentes.

Em recipiente contendo PBS (pH 7,4) foram adicionadas 1x10’
células/mL (PMN) e o acido protocatecuico ou seus ésteres alquilicos na
concentragédo de 100 uM. Em seguida, PMA (0,5 uM) foi adicionado a reagao
para a estimulagao das células. Rapidamente, um eletrodo especifico para O,
dissolvido (Yellow Spring Instruments Model 5300 Biological Oxygen Monitor,
Ohio, USA acoplado a um registrador Flatbed Recorder, Kipp & Zonen,
Holanda) foi inserido e o monitoramento do consumo de oxigénio foi feito
durante 20 minutos, sob agitagdo. Um controle positivo (isento da adi¢gao de
qualquer substancia em estudo) foi realizado, para que pudéssemos observar
o consumo total de oxigénio na reagao a fim de calcularmos a diferenga da
concentracao de O, dissolvido no meio, em ambas as situagdes e, determinar
a capacidade de inibicdo da producdo de EROs do acido protocatecuico e
seus eésteres. Os resultados foram expressos como consumo de oxigénio

dissolvido por tempo.

3.16. Avaliacao do efeito inibidor sobre a produgao de acido hipocloroso

(HOCI) por neutréfilos ativados

A fim de avaliarmos o efeito inibidor das substancias em estudo sobre a
producdo do HOCI, foi realizado um ensaio onde a quantidade de HOCI
produzido foi medido pela quantidade de taurina-cloramina produzida apods
reacdo da taurina com o acido hipocloroso liberado no meio. A taurina-
cloramina € capaz de oxidar o TMB, revelador utilizado neste ensaio. Em
microtubos, foram adicionados PBS (pH 7,4) contendo taurina (Sigma-
Aldrich®, St. Louis, MO, USA) (10 mM), as células PMN (1 x 10° células/mL) e

0 acido protocatecuico ou seus ésteres (10 uM e 1 pM). Uma pré-incubagao
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foi realizadas em estufa de 37°C, durante 15 minutos. Em seguida, as células
foram estimuladas com PMA (100 nM) e nova incubagao em estufa de 37°C
foi realizada, durante 30 minutos com homogeneizagao dos tubos a cada 10
minutos. A reacéo foi interrompida pela adigdo 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 pocgos e 50 yL de uma de solugéo 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, no qual as células foram incubadas na
auséncia das substancias testadas.

Como controle adicional, num ensaio puramente quimico, foi avaliado o
efeito sequestrador direto (de HOCI) do acido protocatecuico e seus ésteres
sobre a taurina cloramina quimicamente produzida por HOCI. Para isso, em
microplaca foram adicionados PBS (pH 7,4) contendo taurina 10 mM e HOCI
(40 uM) para produgéao de taurina cloramina. As substancias testadas (50 M)
foram adicionadas ao meio e a reacgao foi incubada por 30 minutos a 37°C.
Em seguida, o TMB foi adicionado e foi feita a leitura a 655 nm. A diminuigéo
da absorbancia foi medida e comparada com a do controle, o qual foi
incubado na auséncia das substancias testadas.

Por fim, para ambos os ensaios, os resultados foram expressos pela
porcentagem de inibicao do HOCI produzido em relagdo ao controle, ao qual

nenhuma das substancias de estudo foram adicionadas.

3.17. Produgao de HOCI: MPO/H,0; (Sistema livre de células)
Avaliacdo do efeito inibidor sobre a acao clorinante da enzima

mieloperoxidase (MPO)

A medida da producdo de HOCI pela oxidagao 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
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Ximenes e colaboradores (2009). Em placa de 96 pocos, onde foram
adicionados PBS (pH 7,4) contendo taurina (5 mM), o acido protocatecuico ou
seus ésteres nas concentragbes de 10 yM e MPO (Planta Natural Products,
Vienna, Austria) (50 nM).

As reagoes foram desencadeadas pela adigdo de H;O, (50 uM). A
placa foi deixada sob agitagdo durante 5 minutos e em seguida realizou-se
uma incubagao de 25 minutos a 37°C. O volume final da reagao foi de 200 pL.
Decorrido o tempo de incubacéao, as reacdes foram interrompidas pela adi¢gao
de catalase (20 yg/mL) e o acumulo de taurina cloramina foi medido apos a
adicdo de 50 pL da solucdo 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 inibigdo da atividade
clorinante (consequente inibigdo da produgéo de acido hipocloroso) da MPO
foi calculada considerando-se a quantidade de taurina cloramina produzida
em relagdo ao controle, ao qual as substancias testadas nao foram
adicionadas. Uma curva padrao foi gerada pela adicao de HOCI em PBS
contendo taurina e usada para calcular a quantidade de HOCI produzido pela

MPO.

3.18. Atividade clorinante da MPO: Ensaio amperomeétrico

A fim de eliminar uma possivel interferéncia com qualquer sonda
cromogénica, o consumo de H;0O, pela atividade catalitica da MPO foi
monitorado usando um detector amperométrico e um biossensor especifico
para peroxido de hidrogénio (TBR 4100 Free Radical Analyzer, World
Precision Instruments, Sarasota, Florida, USA). O experimento foi realizado
segundo Zeraik e colaboradores (2012). Em recipiente contendo PBS 0,1 M
(pH 7,4) as substéncias (na concentragdo de 10 yM) foram adicionadas
juntamente com MPO (Planta Natural Products, Vienna, Austria) (50 nM). A

reacao foi iniciada pela adicdo de H,O, (50 pM) a 25°C e o eletrodo foi
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rapidamente inserido ao meio. O monitoramento do consumo de H,O, foi feito
durante aproximadamente 10 minutos. Os resultados foram expressos como

consumo de H,O, por tempo.

3.19. Determinagao da inibicao da producao de peréxido de hidrogénio

extracelular por Amplex® Red

Este ensaio teve como objetivo avaliar o potencial de inibicdo das
substancias em estudo, sobre o H;O, extracelular liberado por
polimorfonucleares (PMN) e células mononucleares do sangue periférico
(PBMC)  ativadas  utilizando o Amplex® Red (10-acetyl-3,7-
dihydroxyphenoxazine — Invitrogen, Eugene, Oregon, USA), uma sonda
altamente estavel e sensivel que, na presenga de uma peroxidase, é capaz
de reagir com H,0O,, resultando num produto vermelho altamente fluorescente,
a resorufina.

Baseada na metodologia descrita por Rinaldi e colaboradores (2007),
em microplaca, foram adicionados PBS suplementado com cloreto de calcio
(1,0 mM), cloreto de magnésio (0,5 mM) e glicose (1,0 mg/mL) e 1x10°
células/mL (PMN ou PBMC), as quais foram incubadas na presencga do acido
protocatecuico ou seus ésteres alquilicos, ou ainda, na auséncia destes
(controle positivo e negativo). A incubacgao foi mantida durante 15 minutos em
estufa a 37°C. Em seguida, as células foram estimuladas com PMA (0,5 uM)
(com excecao 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.

Para PBMC, HRP (Horseradish Peroxidase - Sigma-Aldrich®, St. Louis,
MO, USA) (0,1 uM) foi adicionada antes da incubacédo devido a quantidade

reduzido de MPO presente nesta célula.
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3.20. Determinacgao da inibicao de peréxido de hidrogénio intracelular

Ensaio de dihidrorodamina 123 (DHR) por citometria de fluxo

A avaliagdo da inibigdo de H,O; intracelular produzido por neutrofilos e
monocitos 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 bioldgico (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 pogo
apresentasse 3x10° leucécitos/mL. Em seguida, o acido protocatectico ou
seus ésteres foram adicionados e uma incubacdo de 30 minutos foi feita em
estufa a 37°C. Os estimulos, PMA (2 pM) ou Staphylococcus aureus (na
proporgao de 10 microrganismos para 1 ceélula), foram adicionados e foi feita
uma incubacdo de 20 minutos nas mesmas condigdes anteriores.
Posteriormente, o DHR (20 ug/mL) foi adicionado. O volume final da reagao
totalizou 100 pL, sendo que a quantidade suficiente para tal volume foi
completada com PBS (pH 7,4). Decorridos 7 minutos de incubagéo a 37°C,
fez-se uma lavagem com Staining Buffer (PBS 7,4 acrescido de 1% de SFB e
0,1% de azida sddica), onde uma centrifugagéo foi feita a 630 x g durante 7
minutos. O sobrenadante foi desprezado e as hemacias foram lisadas com
BD FACS™ 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

ML da mesma solugédo e este volume resultante em cada pogo da placa foi
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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 os
seguintes parametros: as células foram analisadas de modo que as
populagcdes de mondcitos e neutrdfilos 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 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 H20,. A
partir destes, o calculo de porcentagem de inibicdo foi determinado pelo
resultado de cada amostra em relagdo a seu controle. Sendo que este ultimo
foi isento da adigdo das substancias em estudo. Um controle negativo para
cada reacao também foi realizado, o qual foi isento da adigcdo tanto das
substancias em estudo quanto de qualquer estimulo, a fim de verificarmos a
producdo espontdnea de H,O, pelas células. Os valores obtidos nesta
producao espontanea foram descontados durante as analises no software

FlowdJo.

3.21. Ensaio de fagocitose por citometria de fluxo

O ensaio do DHR nos possibilitou avaliar conjuntamente a atividade
fagocitica de neutrdfilos estimulados com Staphylococcus aureus conforme
descrito por Hasui e colaboradores (1989). Portanto, foi possivel determinar
se o tratamento prévio com o acido protocatecuico e seus ésteres alquilicos
poderia resultar numa possivel inibicdo ou interferéncia desta fungao efetora.
Para tanto, vale ressaltar que no ensaio descrito no item 3.20. foram utilizadas
bactérias Staphylococcus aureus marcadas com iodeto de propidio. A
bactéria marcada com iodeto de propidio foi cedida ao grupo de pesquisa da

Dra. Patricia Palmeira do Laboratério de Investigacao Médica (LIM-36) do
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Instituto da Crianga 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 S&o
Paulo. A eficacia da marcagdo 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 fagocitos foram marcados em azul com fluorocromo DAPI (4-6-
diamidino-2-fenilindol) e as bactérias em vermelho com iodeto de propidio
(resultados ndo mostrados).

A fagocitose de S. aureus por neutrofilos ativados foi avaliada
juntamente ao ensaio de DHR e, portanto as células foram delimitadas
através 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 reagcao também foi realizado, o qual foi isento da adicao
das substancias em estudo e da bactéria, a fim de descartarmos qualquer
fluorescéncia espontdnea das células, durante as analises no software

FlowdJo.

3.22. Cultura de células 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
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wells, as células (1x106 células/mL por pog¢o) 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 CO, 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, o acido protocatecuico e seus ésteres
alquilicos nas concentragbes de 20 uM e 70 uM, foram adicionados a seus
respectivos pogos (com excegao dos controles positivo e negativo) e as
placas foram mantidas novamente em estufa de 5% de CO, a 37°C.
Decorridas 5 horas de incubacdo as células foram estimuladas com
Staphylococcus aureus (na propor¢ao de 10 microrganismos para 1 célula),
com excegao 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;a 37°C e ap6s 18 horas os sobrenadantes
foram transferidos para microtubos estéreis e estocados a -80°C, para

posterior dosagem de citocinas.

3.23. Quantificagao de citocinas pré e anti-inflamatérias (ELISA)

A quantificacdo de citocinas foi realizada para avaliar possivel agao
imunorreguladora das substancias em estudo. As citocinas pro- e anti-
inflamatdrias, TNF-a e IL-10, 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 instrugdes do fabricante.
Resumidamente, anticorpos monoclonais especificos para TNF-a ou IL-10
(anticorpos de captura) foram adsorvidos em placas de microtitulagao

contendo 96 wells (3590, Corning, NY, USA) e deixadas overnight a 4°C, em
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camara umida. Cada etapa do ensaio foi precedida por 4 lavagens com
solugao de PBS pH 7,4-Tween 20 a 0,1% (PBS-T). Tampao 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 padrao de TNF-a quanto
a de IL-10 foram diluidas seriadamente nas placas e os sobrenadantes das
culturas de mondécitos (mencionados acima) foram diluidos quando
necessario. Decorrido o tempo de incubagéao (2 horas, a 37°C) para a ligagao
das citocinas a seus anticorpos de captura especificos, o anticorpo detector
conjugado com streptavidina-HRP foi adicionado a placa. Apos 1 hora de
incubagcdo o substrato (TMB) foi adicionado a placa, o qual produziu uma
coloracao azul diretamente proporcional a quantidade de citocinas presentes
nas amostras. A reacao foi interrompida apés 30 minutos com uma solugao
de Acido Sulfurico 2,5 N, o qual promoveu a mudanga de coloracdo do meio
para amarelo, e a intensidade dessa coloracdo foi medida
espectrofotometricamente a 450 nm utilizando um leitor de placas
(LabSystems, Finland).

As densidades Opticas foram calculadas através da interpolacéo com a

curva padrao e os resultados expressos em pg/ml.

3.24. Analises Estatisticas

Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo. Durante os
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 diferenga estatistica
foi determinada por One-way Anova e teste de comparagdo multipla de
Tukey, utilizando o controle como uma referéncia. Um valor de p<0,05 foi

considerado estatisticamente significativo.
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Resultados




78

4. RESULTADOS

4.1. Estimagao do logaritmo de coeficiente de particao (log P)

Na procura de uma relagdo entre a atividade estrutural do acido
protocatecuico e seus ésteres alquilicos e sua capacidade de inibi¢do do burst
oxidativo em leucdcitos, os ésteres do acido protocatecuico contendo 4 (P4),
7 (P7) e 10 (P10) carbonos, foram sintetizados e purificados utilizando
reacoes de esterificacdo padrao. Este procedimento foi realizado no NuBBE
(Nucleo de Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia de Produtos Naturais), do
Instituto de Quimica — UNESP, sob orientacdo da Profa. Dulce Helena
Siqueira Silva e fornecidos pela mesma. O protocateculato de etila (etil-3,4-
diidroxibenzoato) comercializado pela Sigma Chemical (St. Louis, MO),

identificado como P2, também foi utilizado neste estudo.
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Figura 5. Estimacao do logaritmo de coeficiente de particao
(log P). Estrutura molecular do acido protocatecuico e seus
ésteres alquilicos, e seus indices de hidrofobicidade (log P).
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Na Figura 5, é possivel observar que a esterificagcdo do &acido
protocatecuico provocou uma alteracdo significativa na hidrofobicidade
calculada pelo Log P (coeficiente de particdo n-octano/agua) (Ghose, Crippen,

1987).

4.2. Medidas de Voltametria Ciclica para determinagao do potencial de

reducao

O acido protocatecuico e seus ésteres foram investigados por
voltametria ciclica utilizando um eletrodo de trabalho de carbono para
identificar a correlagao entre o potencial antioxidante, medido pelo potencial
do pico anddico (Epa) e a inibicao de NADPH oxidase e/ou atividade anti-
radicais livres. Portanto, 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 6) dos ésteres obtidos em pH 7,0
mostram um pico anédico bem definido, no intervalo entre 0,222 e 0,298 V.

A alquilacdo do acido protocatecuico provocou um aumento da
hidrofobicidade das substancias, de modo que o aumento das cadeias
carbbnicas determinou o aumento do valor de log de P, onde P10 apresentou
o resultado mais significativo (log P = 4,82). No entanto, essa esterificagao
nao induziu um aumento significativo do potencial de redugdo das
substancias, de modo que os resultados apresentados ndo determinaram

diferengas entre os ésteres.
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Figura 6. Medida de voltametria ciclica para obtencdo do
potencial de redugdo. Voltametria Ciclica para o 4acido
protocatecuico e seus ésteres alquilicos obtida em PBS (pH 7,0).
Pulso com amplitude de 50 mV, incremento de potencial de 0,45
mV e varredura de potenciais a 5 mV s™'. Potencial inicial de -0,2 V
e potencial final de 1,5 V.

4.3. Estudo do potencial antioxidante: redugcao do radical estavel DPPH e

estudo da acao redutora sobre o radical peroxila/(AAPH)

Embora o potencial de oxidagdo nao tenha sido significantemente
alterado, como mostraram os resultados de voltametria ciclica, o0 aumento da
hidrofobicidade dos ésteres provocou um aumento da sua eficiéncia como
sequestradores de radicais livres, quando comparado ao seu precursor. Os

resultados apresentados na Figura 7A mostram que, com exceg¢ao do P10,
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os ésteres foram duas vezes mais eficientes do que o acido em relagao a
capacidade sequestradora do radical estavel DPPH.

A reatividade do acido protocatecuico e seus ésteres com os radicais
peroxila (ROQO") derivados do AAPH também foi estudada. O azo-composto
AAPH se decompde a uma temperatura de 37°C, em solugdo aquosa, para
gerar um radical alquila (R’), que na presenca de oxigénio molecular é
convertido a ROO" (NIKI, 1990). A intensidade de fluorescéncia diminui a
medida que ocorre a decomposi¢cao da piranina (uma sonda fluorescente)
pelos radicais, no entanto, a presenga de um antioxidante promove o retardo
desse processo, por sequestrar os radicais livres (ROO’) responsaveis pelo
mecanismo de degradagao da sonda. Neste ensaio, a reatividade relativa dos
antioxidantes com os radicais peroxila foram avaliados pela fase lag no
decaimento da fluorescéncia da piranina (BRAND-WILLIAMS, CUVELIER,
BERSET, 1995). As Figuras 7B e 7C mostram o decaimento da fluorescéncia
da piranina provocada pela sua oxidagdo por ROO" na auséncia (controle) ou
na presenga do PO e P2. A relacdo linear entre a fase lag e a concentragao
das substancias testadas foi usada para medir sua reatividade com ROO".
Ainda, o slope (inclinagado) da curva é proporcional a eficiéncia do antioxidante
como sequestrador de ROO'. A Figura 7D mostra a correlagao linear entre
concentracgao e fase lag para PO e P2, e os slopes (Alag/A[Ps]) para todas as
substancias testadas. Como pode ser observado, com excec¢ao ao P10, os
ésteres também foram mais eficientes como sequestradores de ROO’ quando
comparados ao acido precursor. A menor eficiéncia do P10 pode ser

explicada pela sua baixa solubilidade em solugdo aquosa.
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Figura 7. Acido protocatectico e seus ésteres alquilicos como sequestradores de
radicais livres. A) reducao do radical estavel DPPH; B,C) Decaimento da fluorescéncia
da piranina por radicais peroxila e a fase lag provocada pela adicdao de PO e P2; D)
Correlacao entre a fase lag e a concentragdo das substancias. Os resultados sao a
média e o desvio padrao das triplicatas. Ps: acido protocatecuico e seus ésteres.

4.4. Inibicao da hemdlise oxidativa induzida por AAPH

A fim de complementarmos nossos resultados obtidos anteriormente
em ensaios de avaliagdo do potencial antioxidante do acido protocatecuico e
seus ésteres alquilicos, decidiu-se estudar o efeito protetor destas
substancias frente a hemolise de eritrocitos induzida por AAPH. Sabendo que
este azo composto se decompde a 37°C, produzindo radicais peroxila (ROO"),
0s quais podem induzir a hemolise de eritrocitos (SCHMITZ et al., 2008;
XIMENES et al., 2010), avaliamos o efeito protetor das substancias de estudo
em trés concentracdes diferentes para observarmos se estas sao capazes de
sequestrar os radicais livres produzidos durante a reagdo e retardar o

processo hemolitico.



83

Uma suspensdo de hemacias a 20%, foi incubada com o acido
protocatecuico ou seus ésteres nas concentragcées de 50 uM, 100 uM e 200
MM (com excegéo dos controles positivo e negativo) e AAPH a 100 nM (com
excegao do controle negativo). A incubagéo foi mantida por 6 horas a 37°C
sob agitacdo, porém a cada 2 horas uma aliquota foi retirada de cada tubo e
uma leitura foi feita a 540 nm em espectrofotémetro.

A porcentagem de inibicdo da hemolise foi calculada tomando como
referéncia a hemolise total (100%) causada pela incubagao dos eritrocitos em
agua gelada ao invés de PBS. Por sua vez, o célculo de porcentagem de
hemolise foi realizado tomando como referéncia a hemolise causada pela
amostra contendo AAPH em PBS.

Assim como o aumento da hidrofobicidade dos ésteres provocou um
aumento da eficiéncia como sequestradores de radicais livres, neste ensaio, o
aumento as cadeias carbbnicas, ou seja, a esterificacdo do &acido
protocatecuico, também induziu maior protecdo em relagcdo ao seu acido
precursor, quanto a hemdlise de eritrocitos. Ainda, podemos observar nas
Figuras 8, 9 e 10 que este efeito € dose dependente.

A Figura 8A mostra que os ésteres P2 e P4 tiveram maior atividade
protetora do que seu acido precursor (p<0,05). Embora os valores de inibigao
nao tenham chegado a 50% quando a suspensao de hemacias foram tratadas
com as substéancias a 50 uM, P4 mostrou ser significativamente melhor
inibidor da hemodlise quando comparado aos outros ésteres nesta mesma
concentracao (p<0,05, dados ndao mostrados). Na Figura 8B, apesar de ser
observada hemolise de apenas aproximadamente 5% para P2 e P4 e, 12%
para P10 apds 4 horas de incubacgao, estes ésteres ndo foram capazes de
manter o efeito protetor apds 6 horas. PO e P7 mostraram valores de hemdalise
maiores que o controle positivo apds 4 horas, demonstrando uma possivel
inducdo da hemolise nesta concentragdo. Apds 6 horas, os valores se

equivalem ao do controle positivo.
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Figura 8. Inibicdo da hemdlise oxidativa induzida por AAPH. Acido protocatecuico e
seus ésteres alquilicos na concentracéo de 50 pyM. Suspensdo de hemacias a 20%
na presenga de AAPH a 100 nM foi incubada durante 6 horas a 37°C com as
substancias de estudo a 50 uM. A) Porcentagem de inibicdo da hemdlise de
eritrocitos apds 6 horas de incubagao tomando o controle positivo como referéncia.
Os dados representam a média e o desvio padrao de experimentos realizados em
triplicata. (One-way Anova e teste de comparacado multipla de Tukey). B) Cinética da
hemdlise oxidativa induzida por AAPH apds 2, 4, e 6 horas de incubagédo a 37°C e o
efeito protetor das substancias. Resultados correspondem a média e desvio padrao
de experimentos realizados em ftriplicata. Controle negativo (auséncia de AAPH),
controle positivo (presenca de AAPH).

Para os ensaios utilizando o acido protocatecuico e seus ésteres na
concentragdo de 100 uM (Figura 9A), observamos que os Ultimos
apresentaram melhores resultados de protecdo quando comparados com seu
acido precursor (p<0,05). E quando comparamos os resultados obtidos entre
os ésteres, 0s Unicos que apresentaram diferenga significativa entre eles sao
P7 e P10 (P7<P10, onde p<0,05, resultado nao mostrado). Quanto a cinética
mostrada na Figura 9B, PO ainda demonstra porcentagem de hemdlise maior
que o controle positivo em 4 horas de incubagdo. Na presenca de P2, P4 e
P10 observou-se baixa porcentagem de hemolise apds 4 horas, porém nao
foram capazes de manter estes valores apds 6 horas de incubacao,
mostrando aproximadamente metade da porcentagem de hemolise obtida no

controle positivo. E na presenga de P7 houve baixa eficiéncia em relagao aos
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ésteres citados acima, tanto apds 4 horas quanto apos 6 horas de incubacao

a 37°C.
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Figura 9. Inibicdo da hemdlise oxidativa induzida por AAPH. Acido protocatecuico e
seus ésteres alquilicos na concentracao de 100 uM. Suspensao de hemacias a 20%
na presenca de AAPH a 100 nM foi incubada durante 6 horas a 37°C com as
substancias de estudo a 100 pM. A) Porcentagem de inibicdo da hemdlise de
eritrécitos apds 6 horas de incubacdo. Os dados representam a média e o desvio
padrdao de experimentos realizados em friplicata. *: valor significativamente menor
quando comparado aos ésteres (p < 0,05). (One-way Anova e teste de comparagao
multipla de Tukey). B) Cinética da hemdlise oxidativa induzida por AAPH apds 2, 4, e
6 horas de incubacdo a 37°C e o efeito protetor das substancias. Resultados
correspondem a média e desvio padrdao de experimentos realizados em friplicata.
Controle negativo (auséncia de AAPH), controle positivo (presenca de AAPH).

Na Figura 10A observamos que todos os ésteres do acido
protocatecuico em 200 upM foram mais eficazes na inibicdo da hemodlise
induzida por AAPH quando comparado ao seu precursor (P0), com diferenca
significativa de p<0,05. A analise estatistica também mostrou diferenca
significativa dos resultados obtidos entre os ésteres, apés 6 horas de
incubacao, onde P2 e P4 apresentaram melhor potencial de inibicido em
relacdo a P7 e P10 (p<0,05). Em concordancia, a cinética (Figura 10B),
mostrou que estes resultados também ocorreram anteriormente, ou seja, apos

4 horas de incubagao, onde P2 e P4 apresentaram hemolise de apenas 4%, e
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P7 e P10, aproximadamente o dobro deste valor. PO também demonstrou
atividade semelhante a estes dois ultimos ésteres, porém nao foi capaz de

manter o efeito protetor apds 6 horas de incubacéo.
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Figura 10. Inibicdo da hemdlise oxidativa induzida por AAPH. Acido protocatecuico e
seus ésteres alquilicos na concentracdo de 200 uM. Suspensao de hemacias a 20%
na presenca de AAPH a 100 nM foi incubada durante 6 horas a 37°C com as
substancias de estudo a 200 pM. A) Porcentagem de inibicdo da hemdlise de
eritrécitos apds 6 horas de incubacdo. Os dados representam a média e o desvio
padrdo de experimentos realizados em triplicata. *: valor significativamente menor
quando comparado aos ésteres (p < 0,05). (One-way Anova e teste de comparacéao
multipla de Tukey). B) cinética da hemolise oxidativa induzida por AAPH apés 2, 4, e
6 horas de incubacdo a 37°C e o efeito protetor das substancias. Resultados
correspondem a média e desvio padrdao de experimentos realizados em ftriplicata.
Controle negativo (auséncia de AAPH), controle positivo (presenca de AAPH).

4.5. Teste de viabilidade celular por exclusao do corante azul de Trypan

ApoOs a separacao 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 4 em “Materiais e Métodos”, realizou-se o
ensaio de viabilidade celular, o qual nos garantiu definir as concentragbes

adequadas do acido protocatecuico e seus ésteres para sua utilizagdo nos



87

ensaios com células. Para ambas as populagdes celulares, as substancias
foram testadas nas concentragdes de 100 uM, 10 uM e 1 yM para um total de
1 x 10° células/mL, e revelaram ndo serem citotoxicas, garantindo resultados
de 97% e 98% de viabilidade celular na maior concentragéo testada (100 yM),
com excecao do P7 e P10. Portanto, decidiu-se utilizar inicialmente, nos
ensaios que se seguiram, as concentragdes de 10 uM 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).

4.6. Determinagdo da produgdo do radical O, por leucécitos ativados

(ensaio quimiluminescente dependente de Lucigenina)

A quimiluminescéncia dependente de lucigenina € um ensaio utilizado
especificamente para quantificacdo da geragao de anion superéxido no burst
oxidativo de neutrdfilos e outras células (GASBARRINI et al., 1998; ALVES et
al., 2003). Nesta reacdo, o O," reduz a lucigenina produzindo um radical
cation, o qual reage com um segundo O,” para formar uma molécula de
dioxetano rica em energia, a qual se decompde, emitindo luz (MUNZEL et al.,
2002).

Os resultados apresentados na Figura 11 mostram a porcentagem de
inibicdo do acido protocatecuico e seus ésteres, nas concentracdes de 1 uM
(Figura 11A) e 10 ym (Figura 11B), sobre a produgdao do radical anion
superoéxido por PMN ativados com zymosan (resultado obtido pela leitura da
emissdao de luz gerada pela decomposi¢gdo da lucigenina, proporcional a
quantidade de O," gerado no meio). O acido protocatectico mostrou uma
capacidade de inibicdo menor quando comparado com seus ésteres, para as
duas concentragbes testadas, sendo que os resultados apresentados pelos
ésteres mostraram diferenca significativa (p<0,05) quando comparados ao

seu precursor, com exceg¢ao do P4 na concentragdo de 1 M.



B
A PMN PMN
100 100+
p<0,05
80+ 80-
55 60 SE 60
S 401 S 404
= £
20 204
0- 0-
W u « Q * . . .
R < Q < P S Qv ™ & Q,s

88

Figura 11. Acido protocatecuico e os seus ésteres alquilicos como inibidores de O,”
produzidos por PMN estimulados com zymosan. Inibicao da quimiluminescéncia
dependente de lucigenina. 1 x 10° células/mL foram pré-incubadas em PBS
suplementado (pH 7,4) com as substancias testadas durante 10 minuto. As reagdes
foram iniciadas pela adicdo de 1,0 mg/mL de zymosan opsonizado. Os dados
representam a média e desvio padrao de pelo menos 3 experimentos diferentes
realizados em duplicata. A) Acido protocatectico e seus ésteres alquilicos testados
nas concentragées de 1 uM e B) 10 uM. *: valor significativamente menor quando
comparado aos ésteres (p < 0,05). (One-way Anova e teste de comparagao multipla

de Tukey).

Emissao de Luz (RLU)

35000
30000 +
25000 —
20000
15000
10000 —

5000

PMN

—m— Controle -
—e— Controle +
PO 10uM
PO 1uM
—9— P710uM o
—<4—P71uM

<« PR PERPRPREEE R B 4,4,474
<«
<
<«

<
ettt ttit ittt ettt esenen

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

Tempo (minutos)

Figura 12. Cinética da emissao de luz (RLU) no tempo de 30
minutos para o acido protocatecuico e seu éster alquilico (P7)
nas concentracoes de 10 uM e 1 pM. Células polimorfonucleares

(PMN).
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A Figura 13 mostra a concentracao inibitéria (ICs) para o P7, em
células PMN.
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Figura 13. Concentracdo inibitoria (ICs) para o
protocateculato de heptila (P7) em células PMN.
Resultado obtido a partir das concentra¢des de 10, 1
e 0,1 uM utilizadas no ensaio de quimiluminescéncia
dependente de lucigenina.

Resultados similares foram obtidos para PBMC, mostrados na Figura
14A e 14B, onde os ésteres também demonstraram maior eficiéncia na
inibicdo do O,". Lembrando que os efeitos inibitérios ndo foram resultado de
um efeito citotdxico sobre os leucdcitos, como verificado pelo ensaio de
exclusao com Azul de Trypan, ja que na maior concentragao utilizada para os
estudos de leucécitos, a viabilidade celular foi maior que 97%.

A Figura 15 mostra a cinética da emissao de luz no tempo de 30
minutos, tanto para o acido protocatecuico quanto para seu éster P7, no
ensaio realizado com PBMC, o qual apresentou resultados similares ao

ensaio realizado com células PMN.
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Figura 14. Acido protocatecuico e os seus ésteres alquilicos como inibidores de O,”
produzidos por PBMC estimulados com zymosan. Inibicdo da quimiluminescéncia
dependente de lucigenina. 1 x 10° células/mL foram pré-incubadas em PBS
suplementado (pH 7,4) com as substancias testadas durante 10 minuto. As reacgobes
foram iniciadas pela adicdo de 1,0 mg/mL de zymosan opsonizado. Os dados
representam a média e desvio padrdo de pelo menos 3 experimentos diferentes
realizados em duplicata. A) Acido protocatectico e seus ésteres alquilicos testados
nas concentragées de 1 uM e B) 10 uM. *: valor significativamente menor quando
comparado aos ésteres (p < 0,05). (One-way Anova e teste de comparagao multipla

de Tukey).
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Figura 15. Cinética da emissdo de luz (RLU) no tempo de 30
minutos para o acido protocatecuico e seu éster alquilico (P7)
nas concentracées de 10 yM e 1 yM. Células mononucleares
do sangue periférico (PBMC).
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Ainda com relagdo ao ensaio de quimiluminescéncia dependente de
lucigenina, o grafico de cinética (Figura 12) mostra a emissao de luz (RLU) no
tempo de leitura de 30 minutos (para células PMN) para o acido
protocatecuico e o P7, o qual mostrou melhores resultados de inibicdo em
relacdo ao seu precursor, do que os outros ésteres. E possivel observar que
P7 na concentragdo de 10 uM inibiu significativamente a emissao de luz em
relagdo ao acido a 10 uM, sendo o resultado muito similar ao controle
negativo, o qual ndo apresentava nenhuma substédncia e nem o estimulo
(zymosan). O mesmo ocorreu com a substancia na concentragado de 1 uM,
onde a emissdo de luz para P7 foi menor quando comparada ao acido,
mostrando que ainda em baixas concentragdes, o éster apresenta maior
capacidade de inibicdo do O,” quando comparado ao acido precursor na

concentragéo de 10 uM.

4.7. Determinacdo da produgdo do radical O," por neutréfilos ativados

(ensaio do WST-1)

Considerando a semelhanca na capacidade de inibicdo do &anion
superoxido entre P7 e P10, no entanto, a baixa solubilidade aquosa para P10,
decidiu-se realizar um ensaio de confirmacao desses resultados em relagao a
inibicdo da producao do radical por células PMN ativadas.

Para este propdsito, o sal tetrazélio sulfonado (WST-1), o qual é soluvel
em agua e impermeavel a membrana, foi utilizado como sonda cromogénica
para o radical anion superoxido liberado no meio extracelular. Esse ensaio se
baseia na reducdo do WST-1 pelo radical, produzindo formazana soluvel, que
pode ser medida por absorgcédo a 450 nm (TAN, BERRIDGE, 2000).

Os resultados mostrados na Figura 16 confirmam a eficacia do efeito
inibitério de P7, a falta deste efeito para PO, e ainda mostram a diferenca
significativa da capacidade de inibicdo do P7 em relagdo a apocinina (Apo),

um metoxi-catecol que tem sido amplamente utilizado como inibidor de
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NADPH oxidase (PETERS, HILTERMANN, STOLK, 2001; BARBIERI et al.,
2004; STEFANSKA, PAWLICZAK, 2008, CASTOR, LOCATELLI, XIMENES,
2010), e que para este ensaio foi utilizado como padrdo. A apocinina
apresentou uma capacidade de inibicdo do radical anion superéxido

nitidamente menor do que o P7, nas concentragdes de 10 uyM e 1 uM.
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Figura 16. Acido protocatecuico e seus ésteres alquilicos como inibidores do radical
anion superoxido produzido por células PMN ativadas. Redugdo do WST-1
provocada pelo O," liberado por neutréfilos ativados com PMA. As células (0,5 x 10°)
foram pré-incubadas em PBS suplementado (pH 7,4) com as substancias durante 10
minutos. As reagdes foram iniciadas pela adicdo de PMA (100 nM). Os dados
representam a média e o desvio padrdo de pelo menos 3 diferentes ensaios
realizados em duplicata. A) Acido protocatecuico e seus ésteres alquilicos testados
nas concentragées de 1 uM e B) 10 yM. (One-way Anova e teste de comparagao
multipla de Tukey).

A Figura 17 mostra a cinética da reducao do WST-1 num tempo de 30
minutos de reacgdo, para o acido protocatecuico e seu éster P7. As curvas
mostram que o P7 é capaz de inibir quase totalmente a producdo de O,",
impedindo, portanto, a redugdo da sonda cromogénica (WST-1) a formazana
soluvel. Nota-se o aumento da absorbancia para PO, indicando uma grande
quantidade de formazana soluvel no meio, devido sua baixa capacidade de

inibicdo do radical, que reduz o WST-1.
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Figura 17. Cinética de redugao do WST-1 induzida pelo radical
anion superoxido liberado por células PMN ativadas com PMA,
e o efeito inibidor de PO e P7.

4.8. Ensaio de redugao do Nitro Azul de Tetrazolio (NBT)

Para comparar o efeito inibidor do acido protocatecuico e do P7 sob o
radical anion superéxido, também foi realizado o ensaio de redugédo de NBT.
O NBT é reduzido pelo O," a cristais de formazana, que se depositam no
citoplasma da célula (OLIVEIRA et al., 2009). A leitura das laminas foi
realizada em microscopio 6ptico com objetiva de imersao (100x), onde 100
células foram contadas. A Figura 18 mostra a porcentagem de inibicdo do
radical calculada em relacdo as células positivas presentes, ou seja, que
apresentaram granulos em seu citoplasma. Quanto maior a quantidade de
células positivas, menor a capacidade de inibicdo do O,", ja que este é o

responsavel pela redugdo do NBT.
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Figura 18. Porcentagem de inibicdo do radical anion superéxido
pelo acido protocatecuico, P7 e apocinina, com base na presencga
de cristais de formazana no citoplasma das células (positivas)
gerados a partir da redugao do NBT pelo O,". As células PMN (1 x
10°) foram pré-incubadas em PBS (pH 7,4) com as substancias e o
PMA (100 nM) durante 30 minutos. Nova incubag&o de 30 minutos
foi realizada apdés a adicdo de NBT (1,22 mM). Os dados
representam a média e o desvio padrao de pelo menos 3 diferentes
ensaios realizados em duplicata. *: valor de P7 significativamente
maior quando comparado as outras substancias (p < 0,05). (One-
way Anova e teste de comparacao multipla de Tukey).

Visto que para este ensaio P7 também apresentou uma capacidade
inibidora maior que seu &acido precursor, com diferenca significativa de
p<0,05, utilizou-se a apocinina como padrao, ja que sua capacidade inibidora
de NADPH oxidase esta bem estabelecida (PETERS, HILTERMANN, STOLK,
2001; BARBIERI et al., 2004; STEFANSKA, PAWLICZAK, 2008, CASTOR,
LOCATELLI, XIMENES, 2010). O éster P7 também apresentou uma eficiéncia
de inibicao significativamente maior quando comparada a apocinina (p<0,05),
confirmando o experimento do WST-1.

A Figura 19A, 19B e 19C a seguir, apresenta fotomicrografias obtidas

a partir das laminas do ensaio de redug¢ao do NBT, lembrando que a atividade



95

oxidativa € mensurada pelo porcentual de células contendo precipitados

negros de formazana, no citoplasma do neutrdfilo.

Na Figura 19C, é possivel observar a auséncia desses precipitados
negros quando P7 foi adicionado a reagdo. P7 inibiu a redugdo do NBT a

cristais de formazana, por inibir a producdo de O, por neutrofilos ativados.

A) Controle Negativo B) Controle Positivo

C)P7 - 10 uM

Figura 19. Fotomicrografias retiradas das laminas de cytospin do ensaio de redugéo
do NBT. A) Controle negativo composto de PBS (pH 7,4), células PMN (1x10°
células/mL) e NBT (1,22 mM); B) Controle positivo composto por células PMN (1x10°
células/mL) estimulados com PMA (100 nM). Presenga de precipitados negros no
citoplasma das células produzidos pela redugdo do NBT e células destruidas; C)
Células PMN (1x10° células/mL) incubadas com protocateculato de heptila (P7),
estimuladas com PMA (100 nM).
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4.9. Estudo da morfologia de neutroéfilos ativados (Ensaio Qualitativo)

Visto que, além da capacidade de inibicdo de P7 sob a liberagdo do
radical anion superoxido por neutrofilos ativados, este também foi capaz de
manter a integridade celular. Um ensaio de morfologia foi feito para melhor
detalhamento desta protegdo, em relacdo a membrana e nucleo de células

ativadas ou nao, e sob o efeito do éster.

A) Controle Negativo B) Controle Positivo

C)P7 =10 uM

Figura 20. Fotomicrografias retiradas das ldminas de cytospin para avaliagdo da
morfologia de neutrdfilos ativados, sob efeito do protocateculato de heptila. A)
Controle negativo composto de células PMN (1x10° células/mL) em PBS (pH 7,4); B)
Controle positivo composto por células PMN (1x10° células/mL) estimulados com
PMA (100 nM). Notam-se alteracbes de nucleo e intensa vacuolizacdo
citoplasmatica; C) Células PMN (1x10° células/mL) incubadas com protocateculato
de heptila (P7), estimuladas com PMA (100 nM).
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A Figura 20 apresenta fotomicrografias das laminas de cytospin
obtidas apés incubagdo das células PMN (1 x 10°) estimuladas ou ndo com
PMA (100 nM), na presenca ou nao da substancia (P7 - 10uM) em PBS (pH
7,4). Foi possivel observar um aumento da vacuolizagdo no citoplasma, além
de alteracdo nuclear provocada pela ativagdo da NADPH oxidase. Nota-se
que P7 tem efeito protetor sob essas alteragdes, indicando seu efeito inibidor
sobre a ativacdo da enzima e consequentemente a manutencdo da

integridade celular.

4.10. Ensaio da xantina/xantina oxidase

De acordo com os resultados obtidos em ensaios anteriores para a
avaliacao do efeito inibidor do acido protocatecuico e seus ésteres sobre a
producdo de O," pelo complexo NADPH oxidase, determinou-se que o0s
ésteres, em especial o P7, mostraram resultados significativamente melhores
quando comparados ao seu precursor acido (p<0,05). Para tanto, foram
realizados os ensaios de determinagdo da produgdo do radical O, por
leucocitos ativados através de quimiluminescéncia dependente de Lucigenina,
WST-1 e redugao do Nitro Azul de Tetrazolio (NBT).

Considerando que estes resultados podem ser consequéncia direta do
sequestro do radical anion superéxido e ndao da inibicado da produgcao deste
pelas células, PO e P7 foram submetidos a um ensaio livre de células para
determinar se também sao capazes de inibir a produgédo do radical gerado a
partir do sistema enzimatico xantina/xantina oxidase.

Para este ensaio, utilizou-se o WST-1, como sonda cromogénica. A
reducdo do WST-1 pelo O;" liberado no meio extracelular permitiu avaliar o
potencial de inibicdo das substancias na producdo do radical a partir do

sistema enzimatico xantina/xantina oxidase. PO e P7 (10 uM) foram incubados
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a 37°C com a sonda (500 pM) e xantina (100 uM). A reacéo foi iniciada pela
adi¢ao de xantina oxidase (0,05 u/mL).

A Figura 21 mostra a cinética da produgcdo de &anion superoxido
produzido pelo sistema xantina/xantina oxidase e o efeito do acido
protocatecuico e protocateculato de heptila (P7) como inibidores deste radical.

Tanto PO quanto P7, na mesma concentragao utilizada em outros
ensaios desta categoria, ndo foram capazes de reagir com o O," produzido
por um sistema independente de NADPH oxidase. Esse resultado eliminou a
possibilidade de uma acédo sequestradora destas substancias em estudo e
confirmou seu potencial de inibigdo da producdo do radical induzido

provavelmente pela inibicdo da ativagdo da enzima NADPH oxidase.
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Figura 21. Acido protocatectiico e protocateculato de heptila
(P7) como inibidores do radical &nion superoxido produzido
pelo sistema xantina/xantina oxidase. WST-1 (sonda
cromogénica soluvel em agua e impermeavel a membrana) foi
utilizada para revelar a producédo de O,".
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4.11. Ensaio de consumo de oxigénio

A fim de confirmarmos os resultados obtidos anteriormente, os quais
indicaram o P7 como potencial inibidor da ativacdo da enzima NADPH
oxidase quando comparado ao seu acido precursor (P0), realizou-se um
experimento adicional para estudarmos a acgao direta destas substancias
sobre o consumo de oxigénio, induzido por polimorfonucleares ativados, para
a producéo de EROs.

O monitoramento do decaimento do consumo de oxigénio foi realizado
com um eletrodo especifico para O, dissolvido durante 20 minutos e tanto PO
quanto P7 foram testados na concentragcdao de 100 pM. Foram utilizadas
10x10° células/mL e a reagdo foi iniciada quando as células

polimorfonucleares foram ativadas com PMA (0,5 uM).
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Figura 22. Acido protocatecuico e protocateculato de heptila como
inibidores da ativacdo de NADPH oxidase em polimorfonucleares
ativados, avaliados pelo consumo de oxigénio molecular. As
substancias na concentracdo de 100 uM foram adicionadas a um
recipiente contendo 10x10° células/mL. A reacéo foi iniciada pela
adicao de PMA (0,5 pM) para a ativacdo celular e o consumo de
oxigénio foi monitorado por um eletrodo especifico.
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A Figura 22 mostra o controle positivo da reagdo, onde o consumo de
oxigénio dissolvido no meio ocorre quando as substédncias nao estdo
presentes. Situacdo na qual, apés ativagao celular e durante o ciclo redox, o
oxigénio molecular dissolvido no meio é consumido e reduzido a anion
superéxido (PICHORNER, METODIEWA, WINTERBOURN, 1995; XIMENES
et al., 2010). Quando as substancias foram adicionadas a reag&o, o consumo
de oxigénio diminuiu. Apesar de PO ter demonstrado inibicdo do consumo de
O, quando comparado ao controle, P7 mostrou maior inibigdo em relagdo a
ambos. Notou-se que a adigao do éster heptila na reagao, na concentragao de
100 pM, inibiu quase por completo o consumo do oxigénio dissolvido no meio,
durante os 20 minutos de monitoramento. Ou seja, na presenga do P7 o nivel
de oxigénio dissolvido no meio foi mantido, impedindo que este fosse
consumido e reduzido a anion superoéxido. Essa € mais uma confirmacao de
que os ésteres do acido protocatecuico, especificamente o P7, tem grande
potencial de inibicdo da ativagdo de NADPH oxidase, desta vez avaliado pelo
decaimento do consumo de oxigénio molecular dissolvido no meio apoés

ativacao celular.

4.12. Avaliacao do efeito inibidor sobre a produgao de acido hipocloroso

(HOCI) por neutréfilos ativados

De acordo com a cascata de geragao de espécies reativas de oxigénio
e derivados produzidos e liberados durante o burst oxidativo, apés ativagao
de NADPH oxidase, supds-se que o efeito inibitério das substancias testadas,
sob esta enzima, implicaria numa diminuicdo extracelular da liberacdo de
HOCI por neutrodfilos ativados. Para tanto, realizou-se um ensaio para avaliar
a concentracao de HOCI liberado no meio, apds estimulacdo celular, sob
efeito do acido protocatecuico e seus ésteres.

A medida do HOCI produzido foi baseada na quantidade de taurina-

cloramina presente no meio, a qual foi produzida proveniente da reagao do
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HOCI com a taurina adicionada na reagao experimental para gerar essa
cloramina que é capaz de oxidar o TMB. Portanto, a diminuicdo dos valores
de absorbancia em relacdo ao controle da reacdo (isento das substancias
testadas) significa que houve uma diminuigdo na produgdo do HOCI pelas
células ativadas, que diminui a produgcdo de taurina cloramina,
consequentemente minimizando a oxidagcdo do TMB. Os resultados sao
dados pela porcentagem de inibigdo do HOCI sob efeito das substancias
(testadas nas concentragdes de 1uM e 10uM) em relagdo ao controle da
reacao (Figura 23). Na concentragdo de 1 uM apenas P7 e P10
apresentaram resultados com diferenca significativa quando comparado ao
seu acido precursor. JA4 na concentracdo de 10 pM todos os ésteres
apresentaram porcentagem de inibicdo significativamente maior quando
comparado ao acido protocatecuico (p<0,05), evidenciando um maior

potencial de inibicdo de HOCI dessas substancias.

w

A PMN PMN
100+ 100-
80- 80-
—_ p <005 —_
X X
S 601 S 601
uT ]
O O
'S 40- 8 404
= £
20+ 20-
*
0' C T T
AY NS \§ N3 Y Q\$ Q\?‘é Q§ Q§ Q\$
N o’ » N R N N N AN S
<Q < Q < < PO < PO

Figura 23. Acido protocatectico e os seus ésteres alquilicos como inibidores de
HOCI produzidos por células PMN ativadas (1x10%mL). As células foram pré-
incubadas em PBS suplementado (pH 7,4) com taurina (10 mM) e as substancias
durante 10 minutos. As reacbes foram iniciadas pela adicdo de PMA (100 mM). A
taurina cloramina produzida foi medida pela oxidacdo do TMB. Os dados
representam a média e desvio padrao de pelo menos 3 experimentos diferentes
realizados em duplicata. A) Acido protocatectiico e seus ésteres alquilicos testados
na concentracdo de 1 uM e B) 10 pM. *: valor significativamente menor quando
comparado aos ésteres (p < 0,05). (One-way Anova e teste de comparacédo
multipla de Tukey).
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Para excluir a possibilidade de um efeito sequestrador direto de HOCI,
o0 qual impediria a reagao com taurina para produzir taurina cloramina, as
substancias foram testadas novamente num ensaio livre de células, ou seja,
onde o HOCI foi adicionado no meio e a taurina cloramina quimicamente
produzida. A reacéo foi realizada em meio contendo PBS (pH 7,4) contendo
taurina (10 mM), onde foi adicionado o HOCI (40 uM), para a producao de
taurina cloramina, e as substancias numa concentracdo cinco vezes maior do
que a utilizada nos estudos com células (ex vivo). A diminuigcdo 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
neste modelo experimental (Figura 24). Também ndo houve diferenca
significativa entre os resultados apresentados tanto pelo acido protocatecuico

quanto pelos seus ésteres alquilicos.
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Figura 24. Acido protocatecuico e os seus ésteres alquilicos como
sequestradores de HOCI. Efeito sequestrador das substancias
testadas (50 uM) sobre a taurina cloramina quimicamente produzida
por HOCI (40 uM). Nao houve diferenca significativa entre os
resultados (One-way Anova e teste de comparacdo multipla de
Tukey).
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Dentro deste contexto, deduziu-se que o efeito apresentado pelos
ésteres esta relacionado com a inibicdo da propria NADPH oxidase. Para
tanto, mais um ensaio foi realizado, para descartar a possibilidade de uma

possivel acao das substancias sobre outra enzima, a MPO.

4.13. Produgao de HOCI: MPO/H,0; (Sistema livre de células)
Avaliagcdo o efeito inibidor sobre a agado clorinante da enzima

mieloperoxidase (MPO)

A mieloperoxidase € uma enzima derivada de leucécitos que catalisa a
formagao de numerosas espécies reativas oxidantes (ROMAN, WENDLAND,
POLANCZYK, 2007).

Sabendo que a MPO reage com H,0,, levando a formagao de MPO-|, a
qual é capaz de oxidar ions cloreto, para produzir HOCI (ABU-SOUD,
HAZEM, 2000), resolveu-se avaliar se o acido protocatecuico e seus ésteres
tinham efeito sobre a acao clorinante da MPO. Portanto, num sistema livre de
células, poderiamos confirmar se o efeito inibidor das substancias estaria
agindo sobre a MPO, excluindo qualquer interferente que pudesse estar
envolvido num ensaio com ceélulas.

A reacéo foi realizada adicionando MPO (50 nM) e H;O, (50 uM) em
meio contendo PBS suplementado (pH 7,4) e taurina (10 mM). A produgéao de
HOCI pela oxidagao do ion cloreto, catalisada pela MPO para posteriormente
produzir taurina cloramina, foi medida pela absorbancia do TMB oxidado. O
resultado foi dado pela quantidade de HOCI produzido (Figura 25). Tanto o
acido protocatecuico quanto seus ésteres alquilicos ndo foram capazes de
inibir a agao clorinante da MPO, ao contrario da fluortriptamina, um conhecido
e potente inibidor de MPO, usado neste ensaio como padrédo (substancia de
referéncia). E, portanto, também nao houve diferenca estatistica entre os

resultados mostrados, no que diz respeito ao efeito do acido protocatecuico,
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quando comparado a seus ésteres alquilicos. Tampouco houve diferenca
significativa entre as substancias e o controle da reagcdo (com excegao a

fluortriptamina).

HOCI (uM)

N

Figura 25. Acido protocatecuico e os seus ésteres alquilicos
como inibidores do HOCI produzido por MPO/H,0,. As
substancias testadas (10 yM) foram incubadas com MPO (50
nM) em meio contendo PBS suplementado (pH 7,4) e taurina
(10 mM). A reacéo foi iniciada pela adicdo de H,O, (50 pM).
(One-way Anova e teste de comparacao multipla de Tukey).

4.14. Atividade da MPO: Ensaio amperométrico

Foi mostrado anteriormente resultados da avaliacdo do efeito inibidor
do acido protocatecuico e seus ésteres alquilicos, sobre a producao de acido
hipocloroso (HOCI) por células polimorfonucleares ativadas. A medida da
producao de HOCI produzido nos ensaios foi baseada na quantidade de
taurina-cloramina presente no meio, a qual foi produzida proveniente da
reacdo do HOCI com a taurina adicionada no meio experimental, e

responsavel pela oxidagao do TMB usado como revelador.
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Visto que a produgao de HOCI, a partir de células ativadas, foi
diminuida na presenga dos ésteres alquilicos, decidiu-se realizar um
experimento para descartar a possibilidade de um efeito sequestrador direto
de HOCI por meio de um ensaio livre de células. E este também provou que
nao se trata de uma acgao “scavenger’, ja que as substancias foram incapazes
de impedir a reagao do HOCI com a taurina. Para tanto, mais um ensaio foi
realizado, para descartar a possibilidade de uma possivel agao das
substancias sobre outra enzima, a MPO. Neste, o acido protocatecuico e seus
ésteres alquilicos ndo foram capazes de inibir a agao clorinante da MPO.

Ainda dentro deste contexto, a fim de descartar possiveis interferéncias
com qualquer sonda cromogénica, foi feito o monitoramento do consumo de
peroxido de hidrogénio a partir da atividade catalitica da MPO utilizando um
detector e um biossensor amperométrico especifico para H;0,. As
substancias (10 yM) foram incubadas juntamente com MPO (50 nM) e a
reacao foi iniciada pela adigdo de H,O, (50 uM) a 25°C. O monitoramento do
consumo de H,O; foi feito durante aproximadamente 10 minutos.

A principio a reacdo foi observada sem a adicdo de qualquer
substancia (Figura 26A). A 5-fluortriptamina (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO,
USA), um potente e conhecido inibidor da atividade clorinante da MPO
(JANTSCHKO et al., 2005), foi usada aqui como parametro, ou seja, como
uma substancia de referéncia. Como mostra a Figura 26B o efeito inibidor da
5-fluortriptamina impediu a atividade catalitica da MPO sobre o H,O, Essa
atividade consequentemente inibiu a producao de HOCI. Neste caso, o nivel
de HO, foi mantido durante o monitoramento. E como esperado, a Figura
26C mostra a auséncia da capacidade de inibigdo do éster P7. Apds a adi¢ao
do éster, foi possivel observar a atividade cataliica da MPO e,
consequentemente, o consumo do H;O, presente no meio. Resultados

similares foram observados para o acido protocatecuico e seus outros ésteres
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alquilicos, os quais também nao foram capazes de inibir a atividade clorinante

da MPO (dados ndao mostrados).
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Figura 26. Efeito da 5-fluortriptamina e do protocateculato de heptila sobre a
atividade clorinante da MPO medida pelo consumo de H,0,. As substancias (10 pM)
foram incubadas juntamente com MPO (50 nM) e a reacgao foi iniciada pela adicéo de
H,O, (50 pM) a 25°C. O monitoramento do consumo de H,O, foi feito durante
aproximadamente 10 minutos. A) Atividade clorinante da MPO. B) Inibicdo da
atividade clorinate da MPO pela 5-fluortriptamina. C) Adicdo do P7 na reacédo e
atividade clorinante da MPO.
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4.15. Determinagao da inibicao da producao de peroxido de hidrogénio

extracelular por Amplex® Red

A medida da fluorescéncia resultante da oxidacao do Amplex® Red (10-
acetyl-3, 7-dihydroxyphenoxazine), catalisada por peroxidase, a uma molécula
altamente fluorescente (resorufina), tem sido reportada como um método
altamente especifico e sensivel para a detecgao de perdxido de hidrogénio
extracelular (ZHOU et al., 1997; FORTEZA et al., 2005; RINALDI et al., 2007).

Portanto, o objetivo deste ensaio foi avaliar o potencial de inibicdo das
substancias em estudo, sobre o H;O, extracelular liberado por
polimorfonucleares e células mononucleares do sangue periférico ativadas
com PMA.

Inicialmente as células foram incubadas com as substancias ou na
auséncia delas. Apos 15 minutos, foram estimuladas com PMA (0,5 pM) (com
excegao do controle negativo) e o Amplex Red (0,5 mM) foi adicionado ao
meio.

Sabendo que na presenga de uma peroxidase, o Amplex Red é
oxidado e capaz de reagir com HO,, resultando num produto vermelho
altamente fluorescente, a resorufina, a quantidade de fluorescéncia mostrada
nos resultados reflete a quantidade de perdoxido de hidrogénio liberado no
meio extracelular (MOHANTY et al., 1997).

PO e P7 foram testados nas concentracoes de 10 uM e 1 uM. A Figura
25 mostra o resultado obtido no ensaio com células PMN especificamente. Foi
possivel observar uma pequena porcentagem de inibicdo tanto de PO quanto
de P7 na concentracdo de 1 uM, e apesar de apresentarem diferencas
estatisticas entre ambos (p<0,05), nenhum demonstrou ser capaz de inibir
pelo menos 50% do H,O, liberado no meio extracelular (Figura 27A).
Diferente do que ocorreu com as substancias na concentragcdao de 10 uM,
onde P7 foi capaz de inibir 94% do H,O, presente no meio. E apesar de PO

ter inibido pouco mais de 50%, as analises estatisticas apontaram o éster
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como a substancia de maior capacidade de inibicao de peroxido de hidrogénio
extracelular, com diferenca estatistica de p<0,05.

Diferenca estatistica também foi observada em relagdo as duas
concentracdées usadas no ensaio, quando se comparou a substancia na
concentracdo de 10 uM a ela mesma na concentracdo de 1 uM, com p<0,05
(dados nao mostrados).

A Figura 27B mostra a cinética de inibicdo do H20, liberado no meio
extracelular por PMN ativados, na presencga ou na auséncia das substancias
de estudo. Notou-se que P7 a 10 yM manteve o nivel de H,O, tdo baixo
quanto aquele observado no controle negativo, onde as células ndo foram
estimuladas e, portanto ndo houve producao e liberagdo de EROs extracelular

que nao fosse espontanea.

A PMN B
—H— Controle -
—@— Controle +
p <005 7000 4 PO 10uM o®
100- PO 1uM o*®
—~ 60004 —¢—P710pM o°
g P7 1uM ./.’
80- g 50
Y d
—_— o >l
é 60 3 4000 ././o
o © /
lg g 3000 p b
2 40+ B 20004 o
£ i i
3 1000 P $
20 E ’./o/
04 secdiufttttttttttatotostetetes
0 T L]
é é _1 000 T T T T T T T
RN «\\? 0 10 20 30 40 50 60
N < Tempo (minutos)

Figura 27. Acido protocatecuico e seu éster alquilico P7 como inibidores de H,0,
liberado no meio extracelular por PMN ativados com PMA. 0,5x10° células/mL foram
incubadas com as substancias (10 uM e 1 uM), posteriormente estimuladas com
PMA (0,5 pM), seguida da adicdo de Amplex Red (0,5 mM) na reagédo. A)
Porcentagem de inibicdo de PO e P7 sobre o H,O, liberado no meio extracelular por
PMN ativados. (One-way Anova e teste de comparacdo multipla de Tukey). B)
Cinética de inibicdo do H,O, liberado no meio extracelular por PMN ativados, na
presenca ou ha auséncia das substancias de estudo.
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Para a oxidagdo do Amplex Red a resorufina, se faz necessaria a
presenca de uma peroxidase. Portanto, para PBMC, HRP (Horseradish
Peroxidase) (0,1 uM) foi adicionada a reagao antes do periodo de incubagao
devido a quantidade reduzida de MPO nesta célula.

Assim como ocorreu com as celulas PMN, a Figura 28 nos mostra que
P7 apresentou melhor capacidade de inibicdo quando comparada ao seu
precursor PO, nos ensaio com PBMC ativados. A diferenga de inibicdo entre
ambas as substancias foi estatisticamente significativa tanto para
concentragbes de 10 pM quanto para 1 pM, onde P7 apresentou maior
porcentagem de inibicdo que PO em ambas concentracdes (1 e 10 uM), com
p<0,05 e, até mesmo P7 na sua menor concentracéo (1 uM) se mostrou
melhor que PO na sua maior concentragao (10 pyM), com p<0,05 (resultado

nao mostrado) (Figura 28A).
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Figura 28. Acido protocatecuico e seu éster alquilico P7 como inibidores de H,0,
liberado no meio extracelular por PBMC ativados com PMA. 0,5x10° células/mL
foram incubadas com as substancias (10 yM e 1 yM), posteriormente estimuladas
com PMA (0,5 uM), seguida da adicdo de Amplex Red (0,5 mM) na reacdo. A)
Porcentagem de inibicdo de PO e P7 sobre o H,O, liberado no meio extracelular por
PBMC ativados. (One-way Anova e teste de comparacdo multipla de Tukey). B)
Cinética de inibicdo do H,O, liberado no meio extracelular por PBMC ativados, na
presenga ou na auséncia das substancias de estudo.
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Apesar das substancias apresentarem resultados de inibicao em PBMC
inferiores aqueles mostrados em células PMN, mesmo na maior concentragao
testada, 10 uM, P7 apresentou maior capacidade de inibicdo de H,0,
extracelular em ambos os tipos celulares, assim como também foi
apresentado na Figura 28B, visto que a ativagao celular em PBMC também
foi aparentemente menor, mesmo utilizando concentrag¢des idénticas de PMA.
A cinética revelou que durante os 60 minutos de monitoramento, o éster
alquilico P7 (10 uM) foi a substéncia mais eficaz na inibicdo do peroxido de

hidrogénio extracelular.

4.16. Determinagdo da inibicado de perdoxido de hidrogénio intracelular

Ensaio de dihidrorodamina 123 (DHR) por citometria de fluxo

A fim de complementar os resultados obtidos no ensaio anterior,
decidiu-se avaliar se o acido protocatecuico e seus ésteres alquilicos também
apresentavam potencial de inibicdo sobre o H,O, intracelular liberado por
células PMN e PBMC ativadas. Para tanto, foi utilizado um composto
permeavel a membrana e nao fluorescente, o DHR, que apds sofrer oxidagao
por peroxido de hidrogénio (intracelular) da origem a rodamina 123, um
composto  altamente  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 ativagao
celular e o burst oxidativo por diferentes vias, o PMA e o Staphylococcus
aureus.

A possibilidade de usarmos sangue total neste ensaio nos permitiu
avaliar o acido protocatecuico e seus ésteres alquilicos em concentragdes
maiores do que aquelas usadas nos ensaios anteriores. Inicialmente foram
avaliados apenas o acido protocatecuico e o P7 em diferentes concentracgoes.
Iniciamos os ensaios com uma concentragdo baixa, de 50 pM e depois

aumentamos para 100 pM, 200 pM e posteriormente 500 uM, com o objetivo
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de encontrarmos uma concentracao na qual fosse possivel uma inibicao de
pelo menos 50% ou mais da produgao de HO, intracelular e a fim de
encontrarmos um ponto de saturagao entre as maiores concentragdes, onde a
porcentagem de inibigdo nao apresentasse diferenca significativa. Apos
aquisicao das amostras pelo citdmetro de fluxo, as analises foram realizadas
utilizando o software FlowdJo.

A Figura 29 mostra os dot plots representativos da analise da
citometria de fluxo para a avaliacdo da produgao espontanea de H,O, pelas
células apods ativacdo com PMA e o efeito do éster alquilico P4 como inibidor
da producao do oxidante. O quadrante superior direito representa positividade
para rodamina 123 em neutrofilos (Figura 29B, 29E, 29H) e o quadrante
inferior direito, para mondcitos (Figura 29C, 29F, 29I). Os valores presentes
nos quadrantes representam a porcentagem de células produtoras de H,O,.

A Figura 30 mostra os dot plots representativos da analise da
producao de peroxido de hidrogénio realizada com neutrdéfilos estimulados
com Staphylococcus aureus. Assim como mencionado na figura anterior, a
positividade para rodamina 123 em neutréfilos € representada pelo quadrante
superior direito, no qual esta presente o valor correspondente a frequéncia de

células capazes de produzir H;05.
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Figura 29. Dot plots representativos dos gates das populagdes de neutrdéfilos e
mondocitos, estimulados ou ndo com PMA, utilizando como parametro o tamanho
(forward scatter, FSC) e granulosidade celular (side scatter, SSC) para analise da
producao de H,O, intracelular. A) Dot plot para analise da produgédo espontanea de
H,0,. B) Producéao espontanea de H,O, por neutrdfilos. C) Produgéo espontanea de
H,O, por mondécitos. D) Dot plot representativo dos gates de neutréfilos e mondcitos
estimulados com PMA (controle positivo). E) Produgédo de H,O, por neutrdfilos
estimulados com PMA. F) Producao de H,O, por monécitos estimulados com PMA.
G) Dot plot representativo dos gates de neutrofilos e mondcitos tratados com P4 e
estimulados com PMA. H) Producdo de H,O, por neutréfilos tratados com P4 e
estimulados com PMA. 1) Produgdo de H,O, por mondcitos tratados com P4 e
estimulados com PMA.
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Figura 30. Dot plots representativos dos gates da populacdo de neutrdfilos,
estimulados ou ndo com Staphylococcus aureus, tendo como parametro o tamanho
(forward scatter, FSC) e granulosidade celular (side scatter, SSC) para analise da
producao de H,O, intracelular. A) Dot plot para analise da producido espontanea de
H,0,. B) Produgao espontanea de H,O, por neutrdfilos. C) Dot plot representativo do
gate de neutrdéfilos estimulados com Staphylococcus aureus (controle positivo). D)
Producao de H,O, por neutréfilos estimulados com Staphylococcus aureus. E) Dot
plot representativo do gate de neutrdfilos tratados com P4 e estimulados com
Staphylococcus aureus. F) Produgdo de H,O, por neutrdfilos tratados com P4 e
estimulados com Staphylococcus aureus.
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Os resultados foram expressos pela Média de Intensidade de
Fluorescéncia (MFI, mean fluorescence intensity) e porcentagem de células
produtoras de H,0O,. A partir destes, os calculos de porcentagem de inibigao
foram determinados pelo resultado de cada amostra em relacdo a seu
controle positivo, sendo que este ultimo foi isento da adicao das substancias
em estudo. Como mencionado anteriormente, um controle negativo foi feito
para que a producido espontanea de H,O, pelas células fosse descontada
durante as andlises no software FlowJo. Sendo assim, os dados
representados pela porcentagem indicam a quantidade de células capazes de
produzir H,O, e a partir destes, um calculo foi realizado no que diz respeito a
porcentagem de células que sofreram inibicdo dessa produgao (quando as
substancias foram adicionadas). Os dados representados pelo MFI equivalem
a média da quantidade total de H,O, produzido e a partir destes, o calculo da
porcentagem de inibicdo 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 inibicdo do MFI, os quais apresentaram maior relevancia, a
fim de complementar os resultados obtidos no ensaio com Amplex Red, que
determinou a inibicdo da produgao extracelular de peréxido de hidrogénio.

A Figura 31 mostra trés graficos concentragdo-resposta, onde a
porcentagem de inibicdo de H,O, aumentou de acordo com o aumento da
concentracdo de PO e P7, com excegao dos neutrdfilos ativados com PMA,
onde PO apresentou efeito inibidor praticamente irrelevante e ndo apresentou
diferenca estatistica (dados ndo mostrados) nas respostas em relagdo ao

aumento da sua concentragao (Figura 31A).
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Figura 31. Porcentagem de inibicdo de perdxido e hidrogénio sobre o MFI (Média da
intensidade de Fluorescéncia). Neutréfilos e mondcitos (3x10° células/mL) foram pré-
incubados com PO e P7 (50, 100, 200 ou 500 uM) com posterior estimulacdao com
PMA (2 uM) ou Staphylococcus aureus (na proporcao de 10 microrganismos para 1
célula). DHR (20 ug/mL) foi adicionado. A populagdo de mondcitos e neutrdéfilos
foram delimitadas através de gates, utilizando como parédmetros o tamanho (forward
scatter, FSC) e a granulosidade celular (side scatter, SSC). Foram salvos 2000
eventos no gate de mondcitos e os dados obtidos foram analisados no software
FlowJo. A) Neutrdéfilos ativados com PMA. B) Mondcitos ativados com PMA. C)
Neutrdfilos ativados com Staphylococcus aureus. (One-way Anova e teste de
comparagao multipla de Tukey).

Tanto em neutrdéfilos (Figura 31A) quanto em mondcitos (Figura 31B)
o éster P7 mostrou maior capacidade de inibicdo quando comparado ao seu
acido precursor, resultado que se assemelha a inibicdo de H,O, extracelular
(Amplex Red). Sendo assim, P7 apresentou diferenga significativa (p<0,05)

em relacdo a PO quando as duas substancias foram comparadas de acordo
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com cada concentracao utilizada, independente do estimulo e da populagéo
celular. Quando neutréfilos foram estimulados com a bactéria (Figura 31C),
PO apresentou maiores indices de inibicdo de acordo com o aumento de sua
concentracdo, mas ainda assim ndao mostrou ter melhor efeito inibidor em
relagao aos resultados apresentados pelo éster P7. Ainda com relagao ao PO,
observou-se que o acido protocatecuico apresentou maior capacidade de
inibicdo quando neutrofilos foram estimulados com a bactéria em relagao aos
neutroéfilos ativados com PMA.

As concentragbes de 200 pM e 500 uM nao apresentaram diferencga
significativa entre ambas, tanto para PO quanto para P7, (com exce¢ao do P7,
quando os neutrdfilos foram ativados com PMA) (dados ndo mostrados).
Tendo em vista essas observacgdes e o fato de que a melhor substancia (P7)
apresentou capacidade de inibicao acima de 50% para as duas
concentragdes, decidiu-se avaliar se P4 e P10 também apresentavam melhor
capacidade de inibicdo comparada a seu acido precursor, nestas mesmas
concentracdes.

A Figura 32 mostra P4 e P10 nas concentragdes de 200 uM e 500 pM
e a inibicdo do peroxido de hidrogénio intracelular sobre a média da
intensidade de fluorescéncia (MFI) produzida, quando os neutréfilos foram
ativados com PMA. Os resultados obtidos para PO e P7 também foram
colocados nos graficos para fins comparativos de todos os ésteres utilizados
no ensaio em relagdo ao seu acido precursor. Tanto na concentragdo menor
quanto na maior concentragao testada, os ésteres mostraram capacidade de
inibicao significativamente maior quando comparada ao PO, com p<0,05. P4
revelou o melhor resultado em relagdo aos outros ésteres, nas duas

concentragdes, com p<0,05 (dado ndo mostrado), onde P4>P7>P10.
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Figura 32. Porcentagem de inibicado de perdxido de hidrogénio sobre a Média da
intensidade de Fluorescéncia (MFI) produzida. Neutroéfilos ativados com PMA. A)
Esteres do acido protocatecuico nas concentracdes de 200 uM e B) 500 uM. *: valor
significativamente menos quando comparado aos ésteres (p < 0,05). (One-way
Anova e teste de comparagao multipla de Tukey).

Em mondcitos ativados com PMA, a capacidade de inibicdo de
peréxido de hidrogénio intracelular, pelos ésteres do acido protocatecuico, foi
menor do que aquela apresentada quando neutrofilos foram ativados com o

mesmo estimulo (Figura 33A, 33B).
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Figura 33. Porcentagem de inibicdo de perdoxido de hidrogénio sobre a Média da
intensidade de Fluorescéncia (MFI) produzida. Mondcitos ativados com PMA. A)
Esteres do acido protocatecuico nas concentracdes de 200 uM e B) 500 uM. *: valor
significativamente menos quando comparado aos ésteres (p < 0,05). (One-way
Anova e teste de comparagao multipla de Tukey).
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E apesar de P4 e P10 mostrarem diferencga significativa (p<0,05) em
relacdo a PO, na concentragdo de 200 uM (Figura 33A), o éster que
apresentou maior potencial de inibigdo, com diferenga significativa em relagcao
ao acido precursor foi o protocateculato de heptila (P7), em ambas as
concentragdes utilizadas no ensaio. Ainda, entre os ésteres alquilicos, P7 foi a
substancia que apresentou melhor capacidade de inibicdo de HO»
intracelular produzido por mondcitos ativados com PMA, nas duas
concentragdes testadas, com p<0,05 (dado ndo mostrado).

Entre as substancias testadas na concentragdo de 500 uM, P7 foi o
unico éster que apresentou diferenga significativa de potencial de inibigdo em
relacdo ao seu precursor acido. O mesmo também mostrou diferenca
significativa em relagdo aos outros ésteres na mesma concentragao (p<0,05,
dado ndo mostrado). A seguir, a Figura 34 mostra a capacidade das
substancias em estudo, nas concentragdes de 200 uM (Figura 34A) e 500 uM
(Figura 34B), de inibirem o HyO, intracelular produzido por neutrdéfilos

ativados através da fagocitose de Staphylococcus aureus.
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Figura 34. Porcentagem de inibicdo de perdxido de hidrogénio sobre a Média da
intensidade de Fluorescéncia (MFI) produzida. Neutrofilos ativados com
Staphylococcus aureus. A) Esteres do acido protocatectico nas concentragdes de
200 uyM e B) 500 pM. *: valor significativamente menos quando comparado aos
ésteres (p<0,05). (One-way Anova e teste de comparacao multipla de Tukey).
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Os resultados apresentados revelaram que a inibicdo deste oxidante,
sobre a média da intensidade de fluorescéncia (MFI) produzida, foi maior na
presenca dos ésteres alquilicos do que na presencga do acido protocatecuico,
com diferenca estatistica de p<0,05 para todos os ésteres em relagao ao PO,
em ambas as concentracbes. Da mesma maneira que ocorreu quando
neutréfilos foram ativados com PMA, P4 mostrou ser o mais potente inibidor,

mesmo em relagéo aos outros ésteres (p<0,05, dado nao apresentado).

4.17. Ensaio de fagocitose por citometria de fluxo

Através do ensaio do DHR, foi possivel avaliar, conjuntamente, se o
acido protocatecuico e seus ésteres alquilicos foram capazes de interferir na
atividade fagocitica de neutréfilos ativados com Staphylococcus aureus.
Portanto, assim como mencionado anteriormente, as células foram
delimitadas através de gates utilizando os mesmos parametros, tamanho
(forward scatter, FSC) e granulosidade celular (side scatter, SSC). Os
resultados foram expressos pela Média de Intensidade de Fluorescéncia (MFl,
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 inibigdo da quantidade de bactérias internalizadas foi
determinado pelo resultado de cada amostra em relagdo a seu controle
(estimulado com a bactéria, porém isento da adicdo das substancias em
estudo). O controle negativo, o qual foi isento da adigdo das substéncias em
estudo e da bactéria, foi utilizado para descartarmos qualquer fluorescéncia
espontanea das células.

A seguir, a Figura 35 mostra os dot plots representativos da analise da
citometria de fluxo que avaliou a fagocitose de Staphylococcus aureus por
neutréfilos e se esta fungao efetora foi alterada pelo acido protocatecuico e

seus ésteres alquilicos.
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Figura 35. Dot plots representativos dos gates da populacdo de neutrdéfilos para
avaliagao da fagocitose de Staphylococcus aureus (marcados com Pl), na presenca
ou nao do acido protocatecuico e seus ésteres, tendo como paradmetro o tamanho
(forward scatter, FSC) e granulosidade celular (side scatter, SSC). A) Dot plot do
controle negativo (isento da adicdo da bactéria). B) Auséncia de neutréfilos com
atividade efetora (fagocitose) ativa. C) Dot plot representativo do gate de neutréfilos
estimulados com Staphylococcus aureus (controle positivo). D) Populagdo de
neutréfilos que fagocitaram Staphylococcus aureus. E) Dot plot representativo do
gate de neutrdfilos tratados com P4 e estimulados com Staphylococcus aureus. F)
Populagédo de neutrdfilos tratados com P4 que fagocitaram Staphylococcus aureus.
Auséncia de alteragédo na quantidade de fagécitos funcionais.
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O primeiro quadro trata-se do dot plot de um controle negativo (A), no
qual a bactéria nao foi adicionada a reacao e, portanto ndo houve estimulagao
celular nem fagocitose (B). O dot plot do controle positivo pode ser observado
em (C), onde S. aureus foi adicionado a reagao e, portanto a fagocitose foi
observada em (D). Apds a adigao de P4 (E) observou-se que a quantidade de
células com atividade efetora habil ndo foi alterada, como podemos observar
no quadrante superior direito, em (D), que mostra a porcentagem de células
com capacidade fagocitica.

O resultado apresentado na Figura 36A equivale a porcentagem de
células com capacidade fagocitica. Diante do exposto, observou-se que as
células nao sofreram qualquer alteracdo na sua atividade efetora, sendo que
100% delas foram capazes de fagocitar as bactérias mesmo na presenga de
PO e P7, visto que, as diferentes concentracbes de ambas nao alteraram este
resultado (graficos concentracdo-resposta). Com relagdo a alteragdo da
quantidade de bactérias internalizadas pelos fagocitos, observou-se que esta
aumentou de acordo com o aumento da concentragdo das substancias, tanto
de PO quanto de P7 (Figura 346B). Porém, a inibicdo maxima chegou a
apenas 26% para ambas as substancias em 500 yM. N&o houve diferencga
significativa entre PO e P7, entre qualquer concentragdo utilizada. As
diferencas estatisticas foram observadas apenas entre as diferentes
concentracdes usadas de uma mesma substancia, sendo que para o acido
protocatecuico, 50 pM foi significativamente diferente de 200 uM e 500 uM
significativamente melhor que 50 uM. Para o P7, observou-se diferenca

significativa apenas entre 50 uM e 500 uM (p<0,05).
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Figura 36. Acido protocatecuico e protocateculato de heptila e a capacidade
de alteracéo da atividade efetora de neutréfilos (Fagocitose). A) Porcentagem
de neutréfilos com capacidade fagocitica. Controle positivo: estimulado com
Staphylococcus aureus, porém isento de qualquer substancia de estudo. B)
Inibicdo da porcentagem de bactérias internalizadas pelos neutrdfilos. (One-
way Anova e teste de comparagao multipla de Tukey).

Os protocateculatos de butila e decila também foram testados em
relacdo a fagocitose, juntamente ao ensaio de DHR. E assim como P7 e o
acido precursor, na concentragao de 200 uM, nao foram capazes de alterar a
funcao efetora dos neutrofilos, no que diz respeito a quantidade de células
com habilidade fagocitaria (Figura 37A). Em relacdo a porcentagem de
bactérias que foram internalizadas, ndo houve diferenca significativa entre
nenhuma das substancias quanto a esta alteracdo, a qual ndo ultrapassou
20% de inibicao (Figura 37B).

O mesmo ocorreu para P4 e P10, na concentragao de 500 uM, que nao
apresentaram potencial para alterarem a atividade fagocitica dos neutroéfilos
estimulados com Staphylococcus aureus. Sendo assim, mesmo na presenca
das substancias de estudo, na maior concentracdo, os neutrofilos
continuaram apresentando 100% da sua atividade de fagocitose, resultado
idéntico ao controle positivo da reacéo (Figura 38A). No que diz respeito aos
resultados apresentados na Figura 38B, as substancias inibiram em meédia

25% da internalizacdo bacteriana em relacdo a quantidade de bactérias
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fagocitadas na amostra controle (100%, dado nao mostrado no grafico). Nao
foi observada diferenga significativa entre o acido protocatecuico e seus

ésteres alquilicos em relacéo a esta alteracao.
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Figura 37. Acido protocatecuico e seus ésteres alquilicos, na concentragédo de 200
MM, e a capacidade de alteragédo da atividade efetora de neutréfilos (Fagocitose). A)
Porcentagem de neutréfilos com capacidade fagocitica. Controle positivo: estimulado
com Staphylococcus aureus, porém isento de qualquer substancia de estudo. B)
Inibicdo da porcentagem de bactérias internalizadas pelos neutrdéfilos. (One-way
Anova e teste de comparacao multipla de Tukey).
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Figura 38. Acido protocatecuico e seus ésteres alquilicos, na concentragdo de 500
MM, e a capacidade de alteragdo da atividade efetora de neutréfilos (Fagocitose). A)
Porcentagem de neutrofilos com capacidade fagocitica. Controle positivo: estimulado
com Staphylococcus aureus, porém isento de qualquer substancia de estudo. B)
Inibicdo da porcentagem de bactérias internalizadas pelos neutrdfilos. (One-way
Anova e teste de comparacao multipla de Tukey).
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4.18. Quantificagcao de citocinas pré e anti-inflamatérias (ELISA) no
sobrenadante das culturas

A quantificacdo da producao de TNF-a e IL-10 foi realizada por ensaio
imunoenzimatico (ELISA) a partir dos sobrenadantes das culturas de
monacitos, os quais foram ativados com Staphylococcus aureus. A Figura 39
mostra a produgdo das citocinas em pg/mL, onde A e B apresentam os
resultados de TNF-a e, C e D referem-se a produgdo de IL-10, onde as
substancias foram testadas nas concentragdes de 20 uM e 70 M.

Referente ao controle positivo foi observada inibicdo da producgado da
citocina pro-inflamatéria TNF-a por todas as substancias em estudo tanto na
concentracdo de 20 uM quanto na concentragdo de 70 uM, onde p<0,05. A
Figura 39A mostra que na menor concentragdo testada, tanto os ésteres
quanto o acido precursor nao tiveram diferenca significativa de inibicdo da
producéo de TNF-a, onde a produgao média da citocina foi de 1187 pg/mL.
Porém, a produgdo de TNF-a diminuiu quando foi usada a maior
concentracdo das substancias (70 uM) (Figura 39B). Neste caso, onde o
acido protocatecuico foi testado, ndo houve mudanca na quantidade de
citocina produzida em relagdo a menor concentragdo. Com excecéo do P2, os
demais ésteres apresentaram diferenga significativa na inibigdo da produgao
de TNF-a quando comparado com o acido precursor.

Com relagéo a quantificagdo da citocina anti-inflamatéria IL-10 (Figura
39C e 39D) observou-se que para ambas concentragdes utilizadas no ensaio
todas as substancias demonstraram promover uma diminuigdo na produgao
da citocina quando comparada ao controle positivo, ao qual nao foi adicionada
nenhuma substancia. Mas quando comparamos o acido protocatecuico a
seus ésteres alquilicos, observamos uma grande diminuicdo da producao de
IL-10 nas amostras tratadas com os ésteres, sendo que a produgdo da
citocina foi significativamente diferente no que diz respeito a essa

comparagao (p<0,05). Nao houve diferenca significativa da produgao da
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citocina nos resultados obtidos entre os ésteres, tanto na concentragdo de 20
MM (Figura 39C) quanto na concentragéo de 70 yM (Figura 39D). Ainda, na
maior concentracao utilizada, a producao de IL-10 foi inibida praticamente por

completo nas amostras tratadas com os ésteres do acido protocatecuico.
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Figura 39. Quantificacao de citocinas pré e anti-inflamatérias no sobrenadante das
culturas de mondcitos, por ELISA. Cultura de células: 1x10° mondcitos/mL cultivados
em meio RPMI-1640 + SFB. A) Producédo de TNF-a por mondcitos estimulados com
Staphylococcus aureus, na presenca do acido protocatecuico ou seus ésteres
alquilicos, na concentracdo de 20 uM e B) 70 uM. C) Producao de IL-10 por
mondcitos estimulados com Staphylococcus aureus, na presenga do acido
protocatecuico ou seus ésteres alquilicos, na concentragdo de 20 uM e D) 70 puM.
Controle positivo isento de qualquer substancia de estudo. (One-way Anova e teste
de comparacdo multipla de Tukey). Letras iguais: ndao ha diferenca significativa.
Letras diferentes: ha diferenca significativa, p<0,05.



126

Diante destes resultados, podemos afirmar que a hidrofobicidade das
substancias, mais uma vez, teve importante efeito no que diz respeito a
capacidade de inibicdo da producdo de citocinas, tanto de TNF-a quanto de
IL-10. Mesmo que para TNF-a, aparentemente sejam necessarias
concentragcbes mais altas, que confirmem que a hidrofobicidade é um

importante fator para inibicdo desse mecanismo biolégico.
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Discussao
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5. DISCUSSAO

Varios estudos ja evidenciaram o envolvimento da NADPH oxidase na
génese elou progressdao de doengas vasculares, degenerativas e
inflamatdrias, que incluem vasculite, aterosclerose, artrite, hipertensao,
doenga de Alzheimer, Parkinson e esclerose multipla (SIMONY!I et al., 2010;
FISCHER et al.,, 2012; ZHOU et al., 2012). Fato que consequentemente
envolve o burst oxidativo e sua producédo de diversas espécies reativas de
oxigénio (EROs), que apesar 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 fungdo do material genético, envelhecimento e morte
celular, além de interromper o estado funcional e a integridade da membrana
lipidica (TOPIC et al., 2002; SHI et al., 2006). Pode também induzir rupturas
no DNA de fita simples, mutagdes genéticas e aberragdes cromossdmicas
(MENEGHINI, MARTINS, 1993; ANAZETTI, MELO, 2007). Por esta razao,
varias substancias tém sido estudadas como agentes terapéuticos
promissores no tratamento de doencgas inflamatorias crénicas com o objetivo
de serem inibidores potentes e especificos de NADPH oxidase (DRUMMOND
etal., 2011) .

Dentro deste contexto, compostos fendlicos vém sendo pesquisados e
utilizados na medicina tradicional. Suas propriedades antioxidantes e anti-
inflamatodrias ja sdo largamente reconhecidas e a grande vantagem destes
compostos, como farmacos em potencial, € sua baixa toxicidade em relagao a
outras drogas padrao (PASTENE et al, 2009; LENDE, et al., 2011).

A exemplo disso, citamos o acido protocatecuico (acido 3,4-
hidroxibenzdico), um derivado do acido benzdico, que pode ser encontrado
em frutas, castanhas, legumes, arroz integral, nozes, bebidas derivadas de
plantas (por exemplo, cha, vinho de uva branca) e em medicamentos

fitoterapicos (BABICH, SEDLETCAIA, KENIGSBERG, 2002). Além de ser
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isolado de varias plantas, como Hibiscus sabdariffa (LIU et al, 2002), Alpinia
Oxyphylla (SHI et al., 2006), entre outras e, apresentar propriedades anti-
inflamatodrias e analgésicas (LENDE et al., 2011).

A esterificacdo de acidos fendlicos tem sido usada como ferramenta
adicional, para melhorar os efeitos biolégicos destas moléculas antioxidantes.
Estes efeitos incluem o aumento do seu potencial anti-inflamatério,
antimutagénico e antitumoral, como agentes antifungicos e antibacterianos e
quanto a sua citotoxicidade (CHALAS et al., 2001; FENG et al., 2003; KUBO
et al., 2004; LOCATELLI et al., 2008; MORAIS et al., 2010; XIMENES et al.,
2010). Esse aumento de potencial gerado apds o processo de esterificagao, ja
foi verificado em varios estudos feitos com acidos fenolicos e seus ésteres,
por exemplo, o acido galico em relagéo a seu éster galato de propila (FENG et
al., 2003; KUBO et al., 2004; LOCATELLI et al., 2008; MORAIS et al., 2010;
XIMENES et al., 2010; YOU, PARK, 2011; CHEN et al., 2011).

Sabendo que varios estudos tém reportado que a hidrofobicidade, por
tras das propriedades redox dos acidos fendlicos, pode ser um fator decisivo
em relagao a suas propriedades bioldgicas (CHALAS et al., 2001; XIMENES
et al., 2010; YOU, PARK, 2011; CHEN et al., 2011), promovemos sua
esterificacdo pra avaliar se isso levaria a uma atividade sobre a inibicdo da
enzima NADPH oxidase.

Como pode ser observado na Figura 5, a esterificacdo do acido
protocatecuico provocou uma alteragéo significativa na hidrofobicidade das
substancias. Embora os resultados da voltametria ciclica (Figura 6) nao
tenham demonstrado diferenga significativa do potencial de oxidagdo do acido
protocatecuico em relacdo a seus ésteres alquilicos, no decorrer da
realizagao dos experimentos, os resultados parciais indicaram que o aumento
da hidrofobicidade derivada dessa esterificagao, induziu a um aumento da
capacidade sequestradora de radicais livres. Apesar de nao significativo, foi

observada uma maior intensidade dos picos de oxidagdo obtidos nos
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voltamogramas dos ésteres em comparagdo ao seu precursor acido. Esta
propriedade, ja havia sido observada para os ésteres metila, etila e propila, e
isso foi explicado pela maior estabilidade dos intermediarios de radicais livres
gerados durante a sua oxidacao (REIS et al., 2010). Esta propriedade pode
influenciar a sua reatividade com grupos reativos essenciais nos
componentes proteicos de NADPH oxidase, e como consequéncia, contribuir
para a maior eficacia dos ésteres.

Considerando que os efeitos bioldgicos estdo geralmente ligados as
propriedades redox destas moléculas, decidiu-se verificar se a alquilacéo do
acido protocatecuico poderia mudar sua caracteristica anti-radicais.

Saito e Kawabata, (2006) demonstraram, pelo ensaio de redugdo do
radical estavel DPPH, que a capacidade sequestradora do DPPH do
protocateculato de metila (P1) foi duas vezes maior em relagdo ao seu
precursor. Essa propriedade foi explicada pelo aumento da reatividade do
intermediario o-quinona gerado pela oxidagdo do protocateculato de metila
em solvente alcodlico, expandindo, portanto sua capacidade antioxidante
(SAITO, KAWABATA, 2006). Esta caracteristica também foi demonstrada por
outros ésteres do acido protocatecuico: protocateculato de etila (P2) e propila
(P3) (REIS et al., 2010). Em concordancia, nosso ensaio com DPPH revelou
resultados similares para o protocateculato de etila (P2), butila (P4) e heptila
(P7) mostrados na Figura 7A.

A mesma propriedade foi observada em relacéo a reducao de radicais
peroxila em meio aquoso (Figura 7B, 7C e 7D). Esses resultados indicam que
o0 aumento da capacidade antioxidante destes ésteres do acido protocatecuico
também pode estar presente em solugdes aquosas, que estdo mais proximas
das condicoes fisiologicas.

Os ensaios de DPPH e reducdo de radicais peroxila avaliaram as
caracteristicas anti-radicais do acido protocatecuico apos alquilagdo e

obtengcdo de seus ésteres. Varios pesquisadores ja haviam demonstrado



131

através destes ensaios que os ésteres do PO apresentam melhor potencial
antioxidante em relacao ao seu acido precursor (SAITO, KAWABATA, 2006;
REIS et al., 2010) e nossos resultados foram similares aos da literatura. Para
complementar estes resultados, um ensaio ex vivo foi realizado para avaliar
se tanto o acido protocatecuico quanto seus ésteres seriam capazes de
proteger a membrana de eritrécitos frente a radicais peroxila produzidos a
partir da decomposi¢ao do AAPH a 37°C.

O estudo da hemodlise de eritrocitos (a que se refere o estudo acima
citado) tem sido amplamente usado como um modelo ex vivo para o estudo
da ruptura de membranas celulares induzida por espécies reativas de
oxigénio e, para avaliar o efeito protetor de antioxidantes (XIMENES et al.,
2010).

O fato de a membrana eritrocitaria ser ricamente composta por acidos
graxos poli-insaturados oferece a ela maior susceptibilidade ao ataque de
radicais livres, o que a torna um bom modelo experimental para estudos de
lesdo oxidativa. A agao destes radicais pode levar a uma série de alteragodes,
entre elas, a formacdo de lipoperoxidos, reducdo da deformabilidade,
mudang¢as na morfologia, fragmentacdo de proteinas, hemolise e alteragdes
no metabolismo intracelular (SANDHU et al., 1992; SATO et al, 1995;
BEGUM, TERAO, 2002; SCHMITZ et al., 2008). Sato e colaboradores (1995)
demonstraram que a hemodlise € causada por, pelo menos, dois eventos: a
lipoperoxidagao e a redistribuicao da proteina de banda 3 (proteina da dupla
camada lipoprotéica que auxilia na deformidade da membrana eritrocitaria,
conferindo a possibilidade da passagem da hemacia por capilares de
pequeno didmetro). Essa redistribuicdo leva a formacdo de poros na
membrana e a alteragcdo do formato caracteristico bicbncavo dos eritrocitos
para esferdcito, alteracao na qual, in vivo, resultaria em hemolise e anemia.
Simao e colaboradores (2007) avaliaram os mecanismos de injuria oxidativa

intracelular pela avaliagdo do perfil espectral da hemoglobina e seus
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derivados e demonstraram uma queda dos niveis intracelulares de
oxihemoglobina e aumento nos niveis de metahemoglobina e hemicromo,
produtos da sua oxidagdo. Portanto, os radicais peroxila gerados no meio
extracelular foram capazes de causar oxidacao intracelular ou ainda uma
acao oxidativa indireta através da aceleracao da oxidacdo da hemoglobina
liberada no meio extracelular apos hemodlise. Seus estudos também
mostraram o aumento de malondialdeido (MDA), um produto resultante da
lipoperoxidagdo. Esses resultados apontam a importancia de se estudar
substancias como agentes inibidores da hemodlise oxidativa, assim como
inibidores da producao de EROs, pois € importante ressaltar que quando os
eritrocitos sdo desafiados com radicais livres, também pode ocorrer interagcéo
direta com a membrana celular resultando em ruptura da mesma (FRECER,
2006; STAREK et al., 2008).

Nossos resultados apontaram os ésteres do acido protocatecuico como
potenciais inibidores da hemolise oxidativa, sendo que o protocateculato de
butila (P4) apresentou maior protecdo nas trés concentragdes testadas, em
relagdo ao seu acido precursor e seus outros ésteres. P2, P7 e P10, na
concentragdo de 100 pM (Figura 9), mostraram potencial de inibicdo
relativamente bom em 4 horas de incubagao, porém nao foram capazes de
manter este resultado até 6 horas. Na concentragdo de 200 uyM (Figura 10)
observaram-se o6timos resultados de inibicdo, sendo que todos os ésteres do
acido protocatecuico foram mais eficazes na inibicao da hemolise induzida por
AAPH quando comparado ao seu precursor (P0), com diferenga significativa
de p<0,05. Esses resultados foram observados tanto em 4 quanto em 6 horas
de incubacgao. Vale ressaltar que este efeito protetor € dose dependente e que
apenas PO mostrou nao ter efeito protetor algum, pelo contrario, demonstrou
possivel inducdo da hemolise. Nossos resultados foram similares aos
descritos por Ximenes e colaboradores (2010), que estudaram o acido galico

e seus esteres como inibidores da hemoalise oxidativa induzida por AAPH e
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mostraram que os ésteres foram mais eficientes do que seu precursor acido.
E que a inibicdo da hemolise também foi dose-dependente. Assim como os
nossos resultados, estes pesquisadores confirmaram que a lipofilicidade da
substancia de estudo € uma caracteristica essencial para o efeito inibidor da
hemolise de eritrocitos e isso nao se restringe apenas a hemolise induzida por
AAPH, mas também por outros radicais livres.

Quando os neutrdfilos sdo ativados, as EROs geradas podem
converter, via oxigenagdo, sondas quimiluminescentes, como o luminol e a
lucigenina, a derivados intermediarios instaveis e excitados, induzindo a
emissao de luz na forma de fotons. A lucigenina é preferencialmente oxidada
pelo O,". Portanto, enquanto a quimiluminescéncia dependente do luminol
registra a producgéo total de EROs, a quimiluminescéncia dependente de
lucigenina registra a producgdo de O," e reflete apenas a atividade da NADPH
oxidase na geracao do burst oxidativo. Desta forma, o luminol e a lucigenina
podem ser utilizados como marcadores de estagios diferentes da producao de
EROs. (GASBARRINI et al., 1998; ALVEZ et al., 2003).

Como nosso interesse foi baseado numa possivel capacidade de
inibicdo de O," que as substancias em estudo poderiam apresentar, refletindo
assim uma inibicado da atividade de NADPH oxidase, decidiu-se realizar o
ensaio de quimiluminescéncia dependente de lucigenina e um ensaio
confirmatorio, utilizando uma sonda cromogénica, o WST-1.

Para os ensaios de determinagdo da produgdo do O," por neutrdfilos
ativados sob o efeito do acido protocatecuico e seus ésteres alquilicos foi
observado que, independente da sonda utilizada, os ésteres apresentaram
resultados mais promissores, principalmente o protocateculato de heptila (P7),
o qual apresentou um aumento da capacidade de inibicdo do radical em
relacdo ao seu acido precursor. O ensaio com lucigenina, combinado ao
WST-1, nos confirmou a evidéncia de que o efeito inibitério ndo é devido a

interacdo dos ésteres com as sondas luminescentes ou cromogénicas
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utilizadas, tanto € que essa capacidade inibitéria também foi observada no
estudo de morfologia de neutréfilos (citado mais adiante), o qual nao envolve
adicao de sondas.

Vale notar que o potencial de inibicdo do O, pelo P7 foi 10 vezes mais
efetivo quando comparado a apocinina (Figura 16). Este metoxi-catecol,
amplamente estudado, tem sido muito utilizado como potente inibidor de
NADPH oxidase (IMPELLIZZERI et al., 2011; AHMAD et al, 2012;
GUIMARAES, CARVALHO, BRAGA, 2012; SIMONYI et al, 2012
STEFANSKA et al., 2012). Uma recente descoberta nesta area mostra o uso
de um trimero de quinona hidroxilada derivado da apocinina e que foi
significantemente mais eficaz do que a prépria apocinina, em células
endoteliais (MORA-PALE et al., 2012). Seu mecanismo de agao foi relatado
como sendo uma reagao entre os residuos de cisteina da p47phox, um dos
componentes citosolicos da NADPH oxidase, e a porgdo quinona do trimero
(MORA-PALE et al., 2012). Em teoria, o-quinona, que € um produto da
oxidacao dos ésteres do acido protocatecuico (SAITO, KAWABATA, 2006),
também poderia ter um papel similar no mecanismo de agao das substancias
estudadas aqui.

Um resultado importante observado, e diferente da apocinina, foi que
os ésteres do acido protocatecuico também foram eficazes no que diz
respeito ao ensaio com células mononucleares do sangue periférico (PBMC),
uma populagdo com baixos niveis de MPO. Sabe-se que uma importante
caracteristica da apocinina em relacdo ao seu mecanismo de inibicdo da
NADPH oxidase é que ela deve ser oxidada para desempenhar seu papel por
um mecanismo dependente de MPO (JOHNSON et al., 2002; STEFANSKA,
PAWLICZAK, 2008), o que resultaria num efeito diminuido em PBMC. A
auséncia de diferenca entre os resultados obtidos com células PMN e PBMC
sob o efeito dos ésteres pode ser explicado pelo fato de que a porgao catecol

dessas substancias é facilmente oxidada em comparagdo com o metoxi-
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catecol da apocinina, o que implicaria numa menor dependéncia do efeito
catalitico da MPO.

Ainda, para confirmar e comparar o efeito inibidor do P7 sob o radical
anion superoxido decidiu-se realizar mais um ensaio: a redugdo do NBT
(OLIVEIRA et al., 2009), o qual nos daria resultados em relagdo a supressao
de O, mas também a possibilidade de observagdo quanto ao efeito dessas
substancias sob a morfologia das células. A Figura 18 nos mostrou a
porcentagem de inibicdo do O," pelo acido protocatecuico, P7 e apocinina,
baseado na presenca de cristais de formazana no citoplasma das células
(positivas) gerados a partir da redugdo do NBT pelo O,". O efeito inibidor de
P7 é nitidamente maior quando comparamos com 0 seu acido precursor e a
apocinina. As fotomicrografias (Figuras 19A, 19B e 19C) apresentadas nos
evidenciam a diminuicdo da deposicdo dos cristais de formazana no
citoplasma das células, quando estas sao tratadas com o éster P7 (Figura
19C), em relagdo ao controle positivo (Figura 19B), onde as células sao
estimuladas e incubadas na auséncia de qualquer substancia, apresentando,
portanto, cristais de formazana e destruicdo celular macica.

A fim de esclarecer a auséncia de qualquer interacdo das substancias
de estudo com sondas utilizadas nos ensaio, decidiu-se realizar um estudo de
morfologia baseado no ensaio de NBT, mas na auséncia do mesmo, pois 0
NBT promove destruicdo celular intensa, tornando dificii uma melhor
averiguacao da estrutura celular frente uma protegcao causada por P7, como
visto na Figura 19.

Tal como foi demonstrado, PMA estimula uma rapida formacédo de
vacuolos derivados da superficie das células PMN, que se assemelham aos
vacuolos que se desenvolvem durante a captagao de particulas no processo
de fagocitose (HOIDAL et al, 1978) (Figura 20B). Na Figura 20C podemos
observar que P7 numa concentracdo de 10 uM apresentou um efeito

significativo de protegcédo contra a ruptura da membrana e a vacuolizagao das
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células, sendo capaz de manter a integridade celular. Além disso, é possivel
observar uma alteracdo no nucleo das células ativadas (Figura 20B) e
quando expostas ao efeito de P7, a alteracdo nao se faz presente, mantendo
as células semelhantes as do controle negativo (Figura 20A), isento de
estimulacao por PMA e de substancias de estudo.

Contudo, em relagado ao potencial de inibicdo da NADPH oxidase, foi
demonstrado através de ensaios de inibicdo do radical anion superéxido
produzido por leucdcitos ativados (quimiluminescéncia dependente de
Lucigenina, WST-1 e redugcdo do Nitro Azul de Tetrazdlio), que o
protocateculato de heptila (P7) tem maior potencial de inibigdo quando
comparado ao acido protocatecuico. E entre os ésteres, foi o0 que apresentou
melhores resultados a respeito desta inibicdo. Sabe-se, portanto, que esses
resultados podem ser consequéncia direta de uma acao sequestradora de O,”
, € ndo de uma inibicdo da producdo deste radical pelas células como
consequéncia da inibicdo de NADPH oxidase. A fim de confirmar nossos
resultados, decidiu-se avaliar o potencial de inibicdo destas substancias em
relacdo ao O," produzido a partir do sistema xantina/xantina oxidase, ou seja,
por um sistema independente de NADPH oxidase. A xantina oxidase €
conhecida pelo seu papel de enzima reguladora de acidos nucléicos, atravées
da qual todas as purinas sdo canalizadas para seu terminal de oxidacéo, onde
juntamente com o ATP podem sofrer um processo de degradacao sequencial,
culminando na formagao da hipoxantina. Nesta via, a hipoxantina é convertida
a xantina, que é posteriormente convertida a acido urico, através da acéao
catalitica da enzima xantina oxidase (via de degradagao das purinas). Durante
esta conversdo o oxigénio molecular é reduzido a O,", servindo de fonte de
radicais livres derivados de oxigénio (ANUP, BALASUBRAMANIAN, 2000;
MITTAL et al., 2008).

Os resultados do ensaio da xantina/xantina oxidase mostraram (Figura

21) que tanto o PO quanto P7 (na mesma concentragao utilizada nos ensaios
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anteriores) nao foram capazes de reagir com o anion superoxido produzido
por um sistema independente de NADPH oxidase (xantina/xantina oxidase) e
que, portanto, nossos resultados nao estdo relacionados a uma acgao
sequestradora do radical, e sim a inibicdo da enzima.

Ainda neste mesmo contexto, fizemos o monitoramento do consumo de
oxigénio molecular dissolvido no meio, para avaliar se o acido protocatecuico
e seus ésteres alquilicos teriam agao direta sobre este decaimento, quando
células polimorfonucleares foram ativadas com PMA. Numa situacéo
fisiolégica normal, apds ativagdo celular e durante o ciclo redox, o oxigénio
molecular dissolvido no meio € consumido e reduzido a anion superoxido
(PICHORNER, METODIEWA, WINTERBOURN, 1995; XIMENES et al., 2010).
O monitoramento foi realizado durante 20 minutos e tanto PO quanto P7 foram
testados na concentracdo de 100 pyM (Figura 22). Observou-se que na
presenca de P7 a quantidade de oxigénio dissolvido no meio foi mantida,
impedindo seu consumo e reducgdo a O,". PO ndo apresentou resultados tdo
promissores quanto seu éster. Portanto, confirmou-se mais uma vez, que o
éster do acido protocatecuico apresenta grande potencial de inibicado de
NADPH oxidase, desta vez avaliado pela inibicdo do decaimento de oxigénio
molecular dissolvido no meio apds ativacdo de polimorfonucleares. Mais uma
vez, a lipofilicidade foi um importante fator no aumento do potencial de
inibicdo das substancias testadas.

O efeito biolégico dos ésteres em células PMN também teve
consequéncias sobre a producao de HOCI por estas células ativadas. Este
achado € altamente significativo, pois, além de ser o principal e o mais
potente microbicida produzido por essas células (SILVA, 2001), o HOCI é
capaz de atacar biomoléculas de importancia fisiolégica, tais como tidis,
tioéteres, aminas, aminoacidos, nucleotideos e ascorbato, além dos tecidos,
visto que células de mamiferos ndo séo capazes de inibir a acao deste radical

por via catalitica devido a auséncia de defesas enzimaticas contra oxidantes
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clorados (WEISS, 1989; LAPENNA, CUCCURULLO, 1996). Além disso,
também esta relacionado com lesao tecidual em diversas patologias, incluindo
doencgas cardiovasculares (FORD, 2010; BAI et al., 2011). Os resultados
mostrados na Figura 23 indicam um grande efeito inibitério da produgao de
HOCI quando as células foram tratadas com os ésteres quando comparadas
ao efeito do acido protocatecuico. Mais uma vez o P7 demonstrou ser o mais
eficiente. No entanto, esse resultado reflete o efeito inibitério sobre a
producdo do O," que implica uma liberagdo diminuida extracelular de HOCI
por PMN ativados. Isso foi comprovado pelo ensaio realizado com o objetivo
de excluir a possibilidade de um efeito sequestrador direto de HOCI, o qual
impediria a reagdo com taurina para produzir taurina cloramina. Fica claro na
Figura 24 que as substancias foram incapazes de impedir a reagédo do HOCI
com a taurina, e que portanto ndo se tratava de um efeito sequestrador de
HOCI e sim um efeito de inibigdo sobre o O,". Outro ensaio foi realizado para
verificarmos se o acido protocatecuico e seus ésteres tinham efeito sobre a
acao clorinante da MPO. Num sistema livre de células (excluindo, assim,
qualquer interferente que pudesse estar envolvido num ensaio com células),
conseguimos confirmar que a capacidade de inibigcdo das substancias ndo se
tratava de um efeito sobre a MPO. A Figura 25 mostra altas concentragbes de
HOCI produzido no meio, e que portanto, nenhuma das substancias foi capaz
de diminuir essa produgao de HOCI, ou seja, nao houve efeito sobre a MPO.

Portanto se a inibicao da liberagdo de HOCI n&o esta relacionada com
efeitos sequestradores de HOCI ou inibicdo da atividade enzimatica clorinante
de MPO, conclui-se que seja a inibigcdo da producgao de O," que é o precursor
de H,0,, e através da MPO, precursor de HOCI.

Dentro deste contexto, decidiu-se realizar um ensaio a fim de descartar
possiveis interferéncias com qualquer sonda cromogénica. Num ensaio livre
de células, realizou-se o0 monitoramento do consumo de peroxido de

hidrogénio, a partir da atividade catalitica da MPO, utilizando um detector e
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um biossensor especifico para H,0,. Como substancia de referéncia, foi
utilizado um potente e conhecido inibidor de MPO, a 5-fluortriptamina. Esta,
inibiu a atividade catalitica da MPO e consequentemente a producado de
HOCI, por isso, o nivel de H,O, presente no meio foi mantido durante o
monitoramento (Figura 26B). Quando P7 foi adicionado a reagéo, ndo houve
interferéncia na atividade clorinante da MPO de modo que esta fosse inibida,
pelo contrario, na presenca de P7 o H,O, presente no meio foi rapidamente
consumido, com consequente producdo de HOCI (Figura 26C). Isso indica
que P7 atuou como um substrato adicional para a MPO. Ou seja, como um
tipico substrato da atividade peroxidasica da MPO. Em outras palavras, P7
nao inibe a MPO e assim reforca nossa proposta de que em neutrofilos a
inibicao observada sobre a produgao de HOCI se deve a inibicdo do complexo
NADPH oxidase. Tanto o acido protocatecuico quanto os outros ésteres
alquilicos aqui estudados, também apresentaram os mesmos resultados que
P7, os quais nao foram capazes de inibir a atividade clorinante da MPO
(dados nao mostrados). Petrénio e colaboradores (2013) também avaliaram a
capacidade de inibicdo do acido protocatecuico, mas comparada a apocinina
(um potente e conhecido inibidor de NADPH oxidase) em relag&o a atividade
clorinante da MPO e revelaram que quando HRP foi utilizado como
catalisador da reagao, ocorreu o consumo instantaneo do H,O, presente no
meio, na presenga da apocinina. Fato que ndo ocorreu com P0O. Mais uma
indicagdo de que o acido protocatecuico nao tem agao sequestradora e tao
pouco € capaz de inibir a atividade catalitica da MPO, mesmo na presenca de
um catalisador da reacgao.

No intuito de completarmos este ciclo, decidimos voltar a atengdo a um
passo anterior a produ¢cdao de HOCI dentro do burst oxidativo. Visto que
nossos ésteres nao apresentaram capacidade sequestradora de HOCI, pois
sua inibicdo implicou da inibicdo da NADPH oxidase e, tdo pouco foram

capazes de inibir a atividade clorinante da MPO, decidiu-se avaliar se a
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inibicdo da NADPH oxidase, pelos ésteres alquilicos do acido protocatecuico,
também implicaria na diminuicdo ou inibicdo da produgdo de peréxido de
hidrogénio tanto intracelular quanto extracelular.

Para avaliar o potencial de inibicao de H,O, extracelular, utilizou-se a
medida da fluorescéncia resultante da oxidagdo do Amplex Red, a uma
molécula altamente fluorescente, a resorufina. Este ensaio tem sido reportado
como um meétodo altamente especifico e sensivel para a deteccdo de
peréxido de hidrogénio extracelular (ZHOU et al., 1997; FORTEZA et al.,
2005; RINALDI et al., 2007). As substancias foram testadas tanto sobre o
H,O, extracelular liberado por PMN quanto de PBMC ativadas com PMA.
Sendo que para PBMC, HRP foi adicionada a reacéo.

Ha muitos anos sabe-se que as espécies reativas de oxigénio podem
ser detectadas tanto extra quanto intracelularmente (HAMPTON et al., 1998).
E isso diz respeito ao fato de que a NADPH oxidase esta localizada na
membrana celular. A internalizacdo da membrana e o trafico intracelular do
fagossoma formado (contendo o complexo NADPH oxidase) resulta na
geragcdo de EROs dentro deste compartimento. Enquanto que a geragéo de
EROs extracelular é atribuida a producédo direta da NADPH oxidase da
membrana celular pelo escape destes oxidantes, quando o fagossoma ainda
nao foi completamente selado e internalizado durante o processo de
fagocitose (BABIOR, 1984; DAHLGREN, KARLSSON,1999; RINALDI et al.,
2007). Rinaldi e colaboradores (2007) avaliaram a sensibilidade de ensaios
para deteccdo de H,O, intra e extracelular liberado por PMN ativados com
PMA ou zymozan. A capacidade destes ensaios discriminarem o conteudo
liberado intracelular do que é liberado extracelular foi avaliado utilizando
superoéxido dismutase (SOD), que catalisa a dismutacdo do anion superdxido
a peréxido de hidrogénio e, a catalase, que reduz o perdxido de hidrogénio a
agua. Ambas as enzimas sao impermeaveis a célula, capazes de sequestrar

extracelularmente as EROs liberadas, e suas propriedades tornaram possivel
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a identificagdo especifica da espécie gerada. Ao final do estudo, Rinald e
colaboradores (2007) concluiram que o Amplex Red é uma sonda altamente
especifica para deteccao de peroxido de hidrogénio extracelular.

Nossos resultados mostraram que P7 foi capaz de inibir 94% do H,0,
produzido por PMN, na sua maior concentragcao testada (10 uM). Enquanto
que PO inibiu pouco mais de 50%, porém as analises estatisticas apontaram
diferencga significativa (p<0,05) entre ambos, onde P7 mostrou ser o melhor
inibidor (Figura 27A). Quando observamos a cinética de inibicdo do H20O;
liberado no meio extracelular por PMN ativados, na presenga ou na auséncia
das substancias de estudo (Figura 27B), notou-se que P7 manteve o nivel de
H,O, tdo baixo quanto aquele observado no controle negativo, onde as
células ndo foram estimuladas e, portanto ndo houve producao e liberagao de
EROs extracelular que ndo fosse espontanea.

Da mesma maneira como ocorreu em células PMN, o P7 também
apresentou maior capacidade de inibicdo em relagcdo a PO, nos ensaios
utiizando PBMC (p<0,05), tanto na concentragdo de 1 yM quanto na
concentragdo de 10 pyM (Figura 28A). Como podemos observar na Figura
28D, a cinética revelou que durante os 60 minutos de monitoramento, o éster
alquilico P7 (10 uM) foi a substancia mais eficaz na inibicdo do peréxido de
hidrogénio extracelular, apesar destes resultados serem pouco inferiores
aqueles apresentados em PMN.

Uma duvida em relagdo a estes resultados poderia surgir pelo fato de
que esta inibicdo pudesse representar uma possivel acdo sequestradora de
H,O, e ndo da inibicado da enzima. Mas isso pode ser explicado em
observagao aos resultados apresentados pelo ensaio de voltametria ciclica,
realizado para avaliar a diferenca entre o potencial de oxidagdo do acido
protocatecuico e seus ésteres alquilicos. O fato dos ésteres do acido
protocatecuico nado apresentarem diferenca significativa do potencial de

oxidacédo em relagado ao seu acido precursor indica que tanto o acido quanto
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os ésteres deveriam apresentar os mesmos resultados no que diz respeito a
uma agao “scavenger’, e que, portanto, se fosse o0 caso, o acido
protocatecuico também teria apresentado resultados de diminui¢gdo de H,0,
no meio, assim como P7, por exemplo. Além disso, nossos resultados vém
mostrando que o aumento da hidrofobicidade resultante da esterificacdo do
acido protocatecuico, indicou um aumento significativo da inibicdo da enzima
NADPH oxidase, e que ndo se trata de uma acgao “scavenger’ dos ésteres
sobre as EROs produzidas, como provamos em varios ensaios apresentados
anteriormente.

Para concluir os resultados obtidos do potencial de inibicdo do acido
protocatecuico e seus ésteres alquilicos em relagdo a producdo de H,0O,,
decidiu-se avaliar se a inibicdo também era presente em relagdo ao mesmo
oxidante liberado intracelularmente. Para isso foi utilizado o ensaio do DHR,
analisado por citometria de fluxo.

Assim como Amplex Red, varios estudos ja comprovaram a eficiéncia,
a sensibilidade e a especificidade do ensaio com DHR para determinar a
producdo de H»O, produzido no meio intracelular (SMITH, WEIDEMANN,
1993; RINALDI, 2007). Smith e Weidemann (1993) demonstraram que o DHR
€ a sonda utilizada em citometria de fluxo mais sensivel para a detecgéao de
peroxido intracelular e determinou que essa sensibilidade permite estabelecer
um intervalo de referéncia, que define os limites de normalidade e
anormalidade de respostas oxidativas de neutrdfilos, por exemplo, a diferenca
de respostas entre células estimuladas e as espontaneas (nao estimuladas).

Para este ensaio, utilizamos dois estimulos diferentes, PMA e
Staphylococcus aureus, os quais ativam NADPH oxidase por diferentes vias.
Desta forma, também foi possivel observar as diferentes respostas das
substancias (em relagdo ao aumento da hidrofobicidade) frente a diferentes

estimulos.
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As diferentes vias de estimulagdo celular compreendem algumas
diferencas durante a sinalizacao, para posterior ativagcao da NADPH oxidase.

O PMA, conhecido por ativar neutrofilos e mondcitos e induzir
rapidamente o consumo de oxigénio e produgdo de anion superoxido e que
também é capaz de induzir uma série de reagdes em células fagociticas que
muito se assemelham as mudancas celulares que ocorrem apds 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 atraveés da ligagédo a receptores TLR2 (Toll-like Receptor 2) (JANN et
al., 2011), induzindo a fagocitose da particula bacteriana (SMITH,
WEIDEMANN, 1993; RINALDI et al., 2007).

Basicamente, a ativacdo da NADPH oxidase por esses estimulos
depende da ativagdo de uma proteina chamada Proteina quinase C (PKC)
(BABIOR, 1999; EL-BENNA et al., 2005; PANDEY, FULTON, 2011). A PKC
participa da ativagcdo, do remodelamento do citoesqueleto de actina e da
degranulacdo. Essa proteina é composta por duas subunidades: (a) uma
subunidade regulatéria que apresenta os dominios C1, responsavel pela
ligacdo com diacilglicerol (DAG) e com PMA, e C2, responsavel pela ligagao
de calcio; (b) uma subunidade catalitica altamente conservada dentre as
diferentes isoformas da PKC, que apresenta os dominios C3 e C4
responsaveis pela ligacdo do ATP e do substrato, respectivamente (EL-
BENNA et al., 2005; SANTOS, 2007). A ligacao de DAG ou PMA ao dominio
C1 causa o aumento significativo da afinidade de PKC pela membrana
celular. A diferenca entre ambos €& que a ativagdo por DAG recruta
rapidamente as proteinas citosolicas para a membrana, por apresentar meia
vida curta e é, portanto, rapidamente inativado. Ja o PMA, nao é facilmente
metabolizado, o que resulta numa ativagao constitutiva de PCK (NEWTON,

2001), porém maior (SMITH, WEIDEMANN, 1993; PANDEY, FULTON, 2011).
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Para que o complexo seja formado na membrana, a ativacdo de PCK induz a
ativacdo de outras proteinas das vias MAPK/ERK 1/2 (Extracellular Signal
Regulated Kinases 1 e 2) que posteriormente fosforilam as subunidades
citosélicas da NADPH oxidase (p47phox, por exemplo), e ocorre entdo a
translocacdo destas para a membrana (BABIOR, 1999; JANN et al., 2011;
PANDEY, FULTON, 2011).

Como citado anteriormente, Staphylococcus aureus promovem
ativacao celular via TRL2 (JANN et al., 2011), transmitindo informacgao através
da membrana citoplasmatica via familia de proteinas ligantes de GTP
(Proteinas heterotriméricas G), que ativam enzimas de membrana, como as
fosfolipases (C, A2 e D). Estas lideram a liberagao intracelular do mensageiro,
por exemplo: fosfolipase C cliva fosfatidilinositol (um lipideo de membrana) em
DAG e IP3 (trifosfatoinositol). IP3 estéd envolvido na liberacdo de calcio
intracelular e DAG ativa PKC (BABIOR, 1999; EL-BENNA et al., 2005). Ja o
PMA, que é um mediador soluvel capaz de atravessar a membrana
plasmatica, age como esses mensageiros e se liga ao dominio C1, ativando
diretamente PKC (EL-BENNA et al., 2005; SANTOS, 2007; PANDEY,
FULTON, 2011).

A possibilidade da utilizagdo do sangue total viabilizou melhores
condicbes para este ensaio de citometria de fluxo, devido a necessidade de
pequenas quantidades de amostra e a auséncia da necessidade de
separagao celular. Avaliou-se, primeiramente, o acido protocatecuico e seu
éster P7 em varias concentragcdes a fim de determinarmos uma curva
concentracido-resposta. As concentracdes testadas foram 50, 100, 200 e 500
MM.

Apos aquisicao feita no citdmetro de fluxo, as analises foram realizadas
no software FlowJo, sendo que os resultados apresentados corresponderam a
porcentagem de inibigio sobre o MFI (Média da Intensidade de

Fluorescéncia) da amostra em relagdo ao seu controle positivo (isento das
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substancias de estudos) e a producado de H,O, espontanea foi descontada.
Esses resultados, portanto, corresponderam a quantidade de peréxido de
hidrogénio intracelular inibido ou n&o pelas substancias em relagédo ao total
que foi produzido durante a reacgao.

As Figuras 29 e 30 foram apresentadas primeiramente, a fim exibirem
os dot plots representativos dos gates das populagbes de neutréfilos e
monocitos, estimulados ou nado, e isentos ou ndo das substancias, para
expressar os parametros utilizados: o tamanho (forward scatter, FSC) e
granulosidade celular (side scatter, SSC). Os quadrantes direito superior e
inferior correspondem a porcentagem de neutréfilos e mondcitos,
respectivamente, capazes de produzir H,O, (resultados que nao foram
mostrados). E importante observar que quando as células foram estimuladas
com S. aureus (Figura 30) existiu uma dificuldade em determinar a populagao
de mondcitos. Essa dificuldade e diferenca de padrdo em relagdo as amostras
ativadas com PMA foram explicadas por Gille e colaboradores (2009) que
demonstraram que os mondcitos podem mudar morfologicamente em
associagao a fagocitose e a morte celular, e que portanto, ndo sao mais
localizados no gate de mondcitos convencional. Isso porque a expressao de
CD14 é muito reduzida apdés a incubagdo com a bactéria, o que poderia
explicar uma pronunciada maturacdo celular, a perda do receptor por
mecanismos indiretos ou ainda a apoptose, e, portanto a possibilidade da
inviabilidade destas células ndo pode ser excluida. Essas mudangas
morfolégicas dizem respeito a diminuigdo do tamanho celular e ao aumento
da granulosidade, semelhante as caracteristicas morfolégicas de células
apoptoticas (HEIDENREICH et al., 1997; KAMPALATH et al., 1998; GILLE, et
al., 2009; FARIA, 2013). Apesar da padronizagdo do ensaio de DHR ter sido
realizada com a utilizacdo de marcadores celulares tanto para mondcitos
(anti-CD14 conjugado a Pacific Blue, BD Bioscences; anti-HLA-DR conjugado

a V500, BD Bioscences) quanto para neutréfilos (anti-CD11B conjugado a
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APC-Cy7, BD Bioscences), tornou-se inviavel a utilizagdo destes
posteriormente, tendo em vista a grande quantidade de ensaios realizados e a
quantidade de amostras testadas. Diante desta dificuldade decidiu-se, por
seguranga, nado avaliar a populacdo de mondcitos, quando estes foram
estimulados com S. aureus.

Os resultados apresentados pela Figura 31 mostraram que a
porcentagem de inibicdo de perdxido de hidrogénio aumentou de acordo com
o aumento da concentracdo de PO e P7. Quando as células foram
estimuladas com PMA (Figura 31A, 31B), PO mostrou porcentagem
irrelevante de inibicdo do perdxido produzido no meio intracelular, mesmo em
altas concentragdes, enquanto que P7 apresentou capacidade de inibicdo
significativa em relagdo ao anterior (p<0,05). Quando neutrofilos foram
estimulados com a bactéria (Figura 31C), PO mostrou uma melhora na
capacidade de inibicdo, mas ainda assim, nao apresentou melhores
resultados que seu éster P7. Estes resultados corroboram com aqueles
apresentados pelo ensaio de Amplex Red, quando a avaliagao da inibigao de
peroxido foi feita extracelularmente. E, portanto, a falta de capacidade de
inibicdo de PO comparada a P7, exclui a possibilidade de uma acao
sequestradora do peroxido e mais uma vez o aumento da lipofilicidade da
substancia determinou a melhoria do seu potencial inibidor.

Quando o efeito inibidor de H,O, intracelular foi testado por P4 e P10,
nas concentragbes de 200 uyM e 500 uM, também observou-se melhores
resultados em relacdo ao acido protocatecuico (p<0,05) independente do
estimulo utilizado em neutrdfilos (Figuras 32 e 34). Em mondcitos (Figura
33), os resultados foram similares, porém a capacidade de inibicdo de H,0,
intracelular pelos ésteres foi menor do que aquela apresentada por neutréfilos
ativados pelo mesmo estimulo. Independente do tipo celular, os ésteres do
acido protocatecuico continuaram mostrando melhores resultados que seu

precursor acido, especialmente os ésteres P4 e P7.
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Smith e Weidemann (1993) mostraram que a intensidade de
fluorescéncia de neutrofilos em resposta ao PMA foi muito maior do que
aquela apresentada por neutréfilos estimulados com zymosan (parede celular
de Saccharomyces cerevisiae que também promove ativagao via TLR-2),
particularmente no ensaio de DHR. Apesar dos estimulos apresentarem
intensidade e duragcao da estimulacao diferentes devido as vias distintas de
ativacdo de NADPH oxidase de neutréfilos que cada estimulo induziu, a
atividade das substancias permaneceu semelhante para ambos. Ou seja, 0s
ésteres continuaram apresentando melhores resultados de inibicdo de
NADPH oxidase quando comparados ao acido protocatecuico, na ordem de
P4>P7>P10>P0 (p<0,05).

De Almeida e colaboradores (2011) também demonstraram que a
fluorapocinina apresentou melhor capacidade de inibicdo do H,O, intracelular
quando comparado a apocinina, em ensaio de DHR por citometria de fluxo. A
fluorapocinina € um analogo da apocinina, e 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 nao se restringe apenas aos ésteres do acido protocatecuico, e
sim a maior hidrofobicidade que estas substancias apresentam, facilitando
seu acesso as membranas celulares.

Diante dos resultados apresentados até o presente momento, pode-se
afirmar que as substancias em estudo, em especial, os ésteres alquilicos do
acido protocatecuico sao capazes de inibir a ativacdo de NADPH oxidase,
impedindo ou diminuindo a produgéo de espécies reativas de oxigénio.

Sabendo que a fagocitose compreende uma das vias para ativagao da
NADPH oxidase e representa um papel fundamental na imunidade do
hospedeiro a invasdo microbiana, avaliou-se a capacidade do &acido
protocatecuico e seus ésteres alquilicos em relagdo a sua interferéncia nesta

funcdo efetora dos neutrdfilos, a fagocitose. Ao mesmo tempo em que o



148

ensaio de DHR nos permitiu avaliar a inibicado do H,O, intracelular por
neutrofilos ativados com S. aureus, também nos permitiu avaliar se nossas
substancias interferiam na fagocitose e, portanto, os mesmos paréametros
foram utilizados para determinacao da populagao celular: o tamanho (forward
scatter, FSC) e a granulosidade celular (side scatter, SSC).

A Figura 35 nos mostra os dot plots representativos de um ensaio de
fagocitose, onde foi possivel observar que a porcentagem de células com
capacidade fagocitica ndo foi alterada quando um éster, no caso o P4, foi
adicionado a reagao. O valor apresentado no quadrante superior direito
corresponde a porcentagem de células com atividade efetora habil. Nossos
resultados mostraram que quando os neutrofilos foram incubados,
inicialmente com PO ou P7, e a fagocitose foi induzida pela bactéria, nao
houve diferenga na capacidade fagocitica destas células quando comparada
as células que nao foram tratadas com as substancias (controle positivo da
reacao). E isso foi demonstrado independente da concentracdo da substancia
utilizada, sendo que estas variaram entre 50 e 500 uM (Figura 36A). Quanto
aos resultados que dizem respeito a alteracdo da quantidade de bactérias que
foram internalizadas pelos fagocitos, a frequéncia foi diminuida de acordo
com o aumento da concentragdo das substancias utilizadas (tanto de PO
quanto de P7). No entanto, essa inibigdo foi muito pequena, sendo que na
maior concentragao utilizada (500 uM) este valor chegou a apenas 26%. Um
detalhe interessante € que nao houve diferenga significativa entre PO e P7,
entre qualquer concentracdo utilizada (Figura 36B).

Os mesmos resultados foram mostrados na presengca de P4 e P10.
Tanto na concentracdo de 200 uM quanto na concentragdo de 500 uM os
protocateculatos de butila e decila ndo foram capazes de interferir na
atividade fagocitica dos neutréfilos, sendo que 100% dos fagocitos
apresentaram esta atividade (Figura 37A e Figura 38A). E em relacédo a

quantidade de bactérias que foram internalizadas durante a fagocitose, P4 e
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P10 inibiram em média 20% da internalizacdo bacteriana na concentracao de
200 uM (Figura 37B) e 25% na concentragao de 500 uM (Figura 38B), o que
nao representa uma alteragao significativa. Em resumo, ndo houve diferenca
significativa entre o acido protocatecuico e seus ésteres alquilicos tanto na
porcentagem de células com atividade fagocitica habil quanto na frequéncia
de bactérias internalizadas neste processo. E podemos concluir de modo
geral, que estas substancias ndo alteram a capacidade fagocitica da célula. E
importante observar, que estes resultados indicam que a lipofilicidade da
substancia nao tem relagao e tdo pouco foi um fator relevante para que uma
possivel alteracdo nesta atividade dos fagécitos fosse provocada.

Resultados obtidos por Stolk e colaboradores (1994) em ensaios
realizados com a apocinina, na concentragao de 300 yM, mostraram que esta
substancia inibiu seletivamente NADPH oxidase, mas ndo inibiu a capacidade
fagocitica de neutréfilos. Estes resultados corroboram com aqueles
apresentados no presente trabalho.

A seletividade dos ésteres do acido protocatecuico em inibirem a
atividade de NADPH oxidase, porém n&o induzirem alteragdo na atividade
fagocitica de neutréfilos pode ser uma caracteristica importante e vantajosa,
ja que esta é uma atividade efetora importante do sistema imune para o
reconhecimento e eliminacdo bacteriana, no combate a infecgdes por este
tipo de patogeno.

Assim como ja foi descrito, o estado de preparacado celular, ao que
induz um estado de pré-estimulacdo da NADPH oxidase, favorece a resposta
imunoldgica mantendo a célula pronta para que um segundo estimulo induza
sua completa ativacdo e, determinadas citocinas, como TNF-a, sao
mediadores desse mecanismo de ativagao inicial. TNF-a € a principal citocina
pré-inflamatéria envolvida na resposta inflamatéria e € produzida por
mondcitos ativados e macrofagos em resposta a determinados antigenos

(SHEPPARD et al., 2005, EL-BENNA, DANG, GOUGEROT-POCIDALO,
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2008; HURTADO-NEDELEC et al., 2014). IL-10, citocina anti-inflamatdria a
qual também €& produzida por mondcitos ativados € responsavel por participar
do bloqueio da resposta imune através da inibicdo da producéo de citocinas
por macrofagos, e inibicdo da expressdo de moléculas de MHC (Major
Histocompatibility Complex) de classe Il e moléculas co-estimuladoras nestas
células. Varios estudos tém revelado a relacdao entre a NADPH oxidase e
essas duas citocinas (HUANG et al., 2012; LONG et al., 2012; BARTH et al.,
2012; DEWAS et al., 2003; DANG et al., 2006; BERGMAN et al., 2010), o que
gerou maior interesse pelo estudo de uma possivel imunorregulagdo do acido
protocatecuico de seus ésteres alquilicos sobre as mesmas e, a possibilidade
do aumento da hidrofobicidade das substéncias de estudo serem relevantes
para este mecanismo, assim como provou ser para a inibicdo da enzima.

No que diz respeito as citocinas, varios estudos tem revelado estreita
relacdo entre a ativacdo de NADPH oxidase e a produgao/liberagdo de
citocinas pré e anti-inflamatorias (BARTH et al., 2012; HUANG et al., 2012).
Sabe-se que TNF-a é utilizada como iniciador da ativacdo de neutréfilos e,
portanto responsavel por induzir o burst oxidativo através da fosforilacdo
parcial da subunidade p47phox da NADPH oxidase (DANG et al., 2006;
DEWAS et al., 2003; HUANG et al., 2012).

A disfuncdo endotelial estda implicada numa variedade de doencas
cardiovasculares e acredita-se que exista relagcao entre a inflamacao e a
disfuncdo endotelial. TNF-a participa do mecanismo de disfuncdo endotelial
por induzir a ativagdo de NADPH oxidase e aumentar a produgédo de anion
superoéxido. A perda da biodisponibilidade de NO' relacionada a essa citocina
pré-inflamatéria pode ser atribuida ao estresse oxidativo por excesso de
EROs via NADPH oxidase, que pode ser diretamente ativada por TNF-a.
Huang e colaboradores (2012) demonstraram que essa citocina prejudicou a
vasodilatacao do endotélio e este dano foi atenuado pela deple¢do de PKC ou

inibicdo de NADPH oxidase, ou seja, a superprodugao de anion superoxido
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desencadeado pela ativacdo da enzima dependente de PKC contribuiu para a
disfungdo endotelial induzida por TNF-a. Sugerem ainda, que p47phox é
essencial na ativacdo de NADPH oxidase induzida por TNF-o, por sua
expressao e fosforilagcado serem reguladas e moduladas pela citocina. Outros
estudos também sugerem essa relacdo entre NADPH oxidase e TNF-a. O
aumento da expressdao de TNF-o associado ao diabetes contribui para a
disfungao erétil por promover a geracao de EROs mediadas pela NADPH
oxidase (LONG et al., 2012). TNF-a também induz estresse oxidativo em
células neuronais por ativacdo da NADPH oxidase mediada por ceramida
quinase (CerK) e ceramida-1-fosfato, metabdlitos da ceramida (BARTH et al.,
2012).

IL-10 é uma citocina anti-inflamatéria que desempenha um papel
importante na regulacéo das respostas inflamatérias. Inicialmente identificada
como um fator de inibicdo da sintese de citocinas, a IL-10 exerce seu efeito
anti-inflamatério em varios tipos celulares e regula diversas respostas
funcionais de células polimorfonucleares. Além disso, inibi potencialmente a
producdo de citocinas pro-inflamatoérias por neutréfilos em resposta a LPS,
LPS + INF-y e TNF-q, e regula negativamente a produgdo de EROs derivadas
de NADPH oxidase. Segundo Dang e colaboradores, a IL-10 inibe o priming
induzido por GM-CSF (Granulocyte macrophage colony-stimulating factor),
inibindo a producao de EROs através da inibicido da fosforilacdo de p47phox
mediada pela diminuicdo da atividade de ERK1/2 (CASSATELLA et al., 1993;
LAICHALK, DANFORTH, STANDIFORD, 1996; BUSSOLATI et al., 1997,
CASSATELLA, 1998; MOORE, 2001).

Varios estudos ja demonstraram a inibicdo dessas citocinas liberadas
por PBMC por antioxidantes naturais (BALIGA et al., 2012; LIN, WANG, 2012;
YAN et al., 2004; YIN et al., 2009; KANEGAE et al., 2010). O acido
protocatecuico ja demonstrou inibir a produgdo de TNF-a por determinados

tipos celulares estimulados por LPS (MIN et al., 2010) e apresentou efeito
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protetor na injuria aguda pulmonar desenvolvida por camundongos, processo
inflamatorio caracterizado pela presenca de altos niveis dessa citocina. Neste
estudo, o acido inibiu a producdo de varias citocinas inflamatérias incluindo
TNF-a, interleucina-1 beta (IL-1B), e IL-6, ap6s 6 horas de pré-tratamento do
fluido de lavado broncoalveolar, apds estimulagcdo com LPS (WEI et al.,
2012).

Nossos ensaios de quantificacdo de citocinas mostraram resultados
equivalentes aos apresentados por varios pesquisadores, onde o acido
protocatecuico inibiu a produgdo de TNF-a por mondcitos ativados (Figura
39A, 39B). No entanto, os ésteres do acido protocatecuico apresentaram
resultados muito mais promissores em comparagcdo ao Seu precursor.
Mostrando que sua esterificacdo e o consequente aumento da hidrofobicidade
das substancias também foi um fator determinante para esse efeito inibidor.
Os ésteres alquilicos também apresentaram melhor inibicado da producao de
IL-10 quando comparado ao seu precursor (Figura 39C e 39D), resultado
diferente do reportado por Yan e colaboradores (2004), onde o éster isopropil
do acido protocatecuico apresentou aumento de produgdo de IL-10 em
modelos de sepse, onde a infecgdo ja esta instalada, sendo, portanto, um
resultado promissor para o tratamento e prevengao nestes casos, ja que o
aumento de TNF-a € um fator determinante para a faléncia de érgéaos durante
0 processo e a superproducao de IL-10 ajudaria no decréscimo da produgao
dessa e outras citocinas pro-inflamatorias.

Para nossas culturas, foi utilizado um modelo saudavel, sendo que os
doadores de sangue voluntarios se apresentavam saudaveis. Para tanto, a
inibicdo de TNF-a se fez importante porque demonstrou um efeito protetor
dos ésteres do acido protocatecuico no caso de ativacao celular por bactérias
como Staphylococcus aureus, o que poderia garantir o mesmo efeito protetor
num caso de estresse oxidativo desencadeado pelo mesmo ou outro antigeno

que utiliza a mesma via de ativagdo. Sendo assim, a inibicdo da producgao
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desta citocina pro-inflamatoéria pelas substancias em estudo nao implicaria na
necessidade da superproducdo de uma citocina anti-inflamatéria como IL-10,
que também é responsavel por inibir a anterior e consequentemente regular
negativamente a resposta inflamatéria.

Assim, conclui-se que a inibicdio de TNF-a pode ser um fator
importante na inibicdo de um processo inflamatério crénico, ndo somente por
ser um iniciador de mediadores da cascata da inflamacgéo, e sim porque tal
citocina é também capaz de promover ativacdo parcial da NADPH oxidase,
enzima responsavel por mediar o estresse oxidativo que esta envolvido na
progressao de varios processos patoldgicos.

A inibicdo de IL-10 ndo se faz menos importante, uma vez que na
auséncia de um processo inflamatorio ndo se faz necessaria a produgcao de
citocinas que o interrompa.

Apesar de o sistema imune ser especializado e altamente eficiente no
combate a infecgbes microbianas, certos patdégenos tém desenvolvido a
capacidade de explorar isso em beneficio proprio, 0 que os tornam capazes
de persistirem no organismo do hospedeiro e promover infecgbes crbnicas
que podem causar sérias consequéncias como imunodeficiéncia, cancer e
morte.

KANEGAE e colaboradores (2010), reporta que varios estudos tém
apontado o papel da IL-10 e o dano na resposta anti-viral em relacdo a
capacidade do virus persistir no hospedeiro e, que a indugao da producao da
IL-10 pelo hospedeiro durante a infecgao parece ser um dos meios virais de
inducdo da supressao imune. Portanto, a inibicdo da producgdo da IL-10 pode
ser um meio para combater a cronicidade de uma infegcdo. Seus resultados
mostram que, assim como os eésteres do acido protocatecuico, aqui
estudados, a apocinina também inibiu a produg¢ao da IL-10. Esta tendéncia
observada contradiz os efeitos caracteristicos de outros antioxidantes

classicos, os quais promovem a manutencdo dos niveis dessa citocina em
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respostas inflamatorias (YANG et al., 2008; LI et al., 2009; NOVOSELOVA et
al., 2009).

Estudos futuros deverédo buscar o entendimento do mecanismo exato
pelo qual o aumento da hidrofobicidade dos ésteres provocou a inibicdo do
complexo NADPH oxidase e das citocinas. No entanto, podemos sugerir que
a maior acessibilidade dos mesmos a membrana celular deve estar por tras
desse aumento significativo de eficacia, pois como descrito, NADPH oxidase

€ um complexo proteico associado a membrana.
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6. CONCLUSOES

1. Diante dos resultados obtidos concluiu-se que a esterificacdo do acido
protocatecuico foi um fator decisivo para o melhoramento de seus efeitos
bioldgicos, o que sugere que a hidrofobicidade molecular e ndo apenas a

oxidabilidade é crucial no contexto aqui estudado.

2. A necessidade de baixas concentracbes em adicdo a baixa
citotoxicidade destas substancias para que resultados significativos
sejam alcangados as tornam fortes candidatas para seu uso medicinal,

no tratamento de doencas inflamatdrias cronicas.

3. A seletividade dos ésteres do acido protocatecuico em inibirem a
atividade de NADPH oxidase, porém nao induzirem alteragcdo na
atividade fagocitica de neutréfilos pode ser uma caracteristica importante
e vantajosa, ja que esta € uma atividade efetora importante do sistema
imune para o reconhecimento e eliminagdao bacteriana, no combate a

infeccdes por este tipo de patégeno.

4. Ainibicao da producgédo de TNF-a, uma citocina pré-inflamatéria, indica o
efeito imunorregulador dos ésteres do acido protocatecuico e se faz
importante por inibir um potente mediador da inflamagdo e ativador
parcial de NADPH oxidase. A inibicdo de IL-10 ndo se faz menos
importante devido a auséncia da necessidade de um inibidor da

inflamacao quando ha auséncia dela.
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Abstract: This study presents the increased efficiency of NADPH oxidase inhibition produced by esterification of protocatechuic acid
(P0). Alkyl esters bearing chain lengths of 4 (P4), 7 (P7) and 10 (P10) carbons were synthesized and their oxidation potential, hydropho-
bicity, antiradical activity, inhibition of superoxide anion (O,"), and the abilities to affect hypochlorous acid (HOCI) production by leu-
kocytes and inhibit myeloperoxidase (MPO) chlorinating activity were studied. The increased hydrophobicity (logP, 0.81-4.82) of the es-
ters was not correlated with a significant alteration in their oxidation potential (0.222-0.298 V). However, except for P10, the esters were
~ 2-fold more effective than the acid precursor for the scavenging of DPPH and peroxyl radicals. The esters were strong inhibitors of O,
released by activated neutrophils (PMNs) and peripheral blood mononuclear cells (PBMCs). A correlation was found between the carbon
chain length and the relative inhibitory potency. P7, the most active ester, was ~ 10-fold more efficient as NADPH oxidase inhibitor than
apocynin. The esters strongly inhibited the release of HOCI by PMNs, which was a consequence of the inhibition of NADPH oxidase ac-
tivity in these cells. In conclusion, as effective inhibitors of NADPH oxidase, the esters of protocatechuic acid are promising drugs for
treatment of chronic inflammatory diseases. Moreover, this is the first demonstration that, besides the redox active moiety, the hydropho-
bicity can also be a determinant factor for the design of NADPH oxidase inhibitors.

Keywords: Hypochlorous acid, hydrogen peroxide, myeloperoxidase, NADPH oxidase, oxidative burst, neutrophils, peripheral blood mono-
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INTRODUCTION

Evidence has been accumulating that the hydrophobicity, be-
sides the redox properties of phenolic acids, can be a decisive factor
regarding their anti-inflammatory activity, cytotoxicity for tumor
cells, antimutagenicity, antifungal and antibacterial effects. For
instance, ethyl esters of caffeic, sinapic, and ferulic acids are more
potent inhibitors of copper-induced low-density lipoprotein oxida-
tion than their respective acid precursors [1]. The toxicity of pheno-
lic compounds such as caffeic and gallic acids and their ester de-
rivatives against human promyelocytic leukemia is associated with
both their pro-oxidant and lipophilicity properties [2]. Methyl,
ethyl, propyl, lauryl, and cetyl gallates show antimutagenicity activ-
ity against activated 2-aminoanthracene (2AA)-induced SOS re-
sponses in Salmonella typhimurium, and the effect is dependent on
alkyl chain length [3]. The antibacterial activity of alkyl gallates
against Bacillus subtilis was demonstrated as a parabolic function
of their lipophilicity and was maximum with alkyl chain lengths
between C8 and C11 [4]. Gallates are more effective than their acid
precursors as inhibitors of TNF-a-induced NFkB activation in
human embryonic kidney cells [5], and as inhibitors of hemolysis
of erythrocytes [6].

NADPH oxidases comprise a family of multi-subunit enzyme
complexes which catalyze the reduction of molecular oxygen to
superoxide anion radical (O,7) [7, 8]. As a primary source of reac-
tive oxygen species (ROS), the involvement of NADPH oxidase in
the development and progression of a myriad of vascular, inflam-
matory, and degenerative diseases is well-established. Some recent
evidence includes the involvement of NADPH oxidase and its
downstream oxidative signaling pathways in the toxic effects elic-
ited by amyloid-beta in Alzheimer's disease [9]. The effect of rote-
none, a pesticide that reproduces Parkinsonism in rodents, is associ-
ated with the activation of gp91(phox), which is the membrane
component of NADPH oxidase [10], the involvement of oxidative
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burst in activated microglia and macrophages in demyelination, and
free radical-mediated tissue injury in the pathogenesis of multiple
sclerosis [11]. The differentiation of human promyelocytic leuke-
mia HL-60 is mediated by NADPH oxidase [12]. The induction of
NADPH oxidase in response to cardiovascular risk factors and in-
flammatory mediators contributes to the development of endothelial
dysfunction and vascular diseases [13].

For these reasons, specific and potent inhibitors of NADPH
oxidase are potential therapeutic agents for the treatment chronic
inflammatory disease [14]. Regarding phytochemical compounds,
apocynin, a substituted methoxy-catechol, despite some controversy
about its selectivity and potency [15, 16], is the most used NADPH
oxidase inhibitor for in vitro and in vivo experimental models.
Some recent applications include: the beneficial effect of nebulized
apocynin as an effective and safe drug for treatment of bronchial
asthma [17]; the neuroprotective effects of apocynin in the preven-
tion and treatment of neurodegenerative diseases [18]; the de-
pressed baroreflex sensitivity in spontaneously hypertensive rats
being restored by apocynin administration [19]; the attenuation of
iomeprol-induced nephropathy in diabetic rats by apocynin [20];
the application of apocynin in the treatment of inflammation associ-
ated with spinal cord trauma [21].

Protocatechuic acid (3,4-dihydroxybenzoic acid) is a natural
phenolic compound found in many edible and medicinal plants.
Besides antiradical activity, protocatechuic acid has analgesic and
anti-inflammatory properties which are comparable with those of
standard drugs [22]. Following the well-established tendency of
alkylation as a way of improving the pharmacological effects of
phenolic acids, we synthesized and studied the esters of protocate-
chuic acid. The results confirmed our hypothesis, because increas-
ing hydrophobicity resulted in the increased inhibition of NADPH
oxidase in leukocytes.

MATERIALS AND METHODS

1. Chemicals

Protocatechuic acid, ethyl protocatechuate, 2,2'-azobis(2-
amidinopropane) hydrochloride (AAPH), 5-fluortryptamine, 8-

© 2012 Bentham Science Publishers
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hydroxypyrene-1,3,6-trisulfonic acid trisodium salt (pyranine), 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), zymosan, 3,3",5,5 -tetramethyl
benzidine (TMB), lucigenin, phorbol 12-myristate 13-acetate
(PMA), taurine, N,N'-dicyclohexylcarbodiimide, dimethyl sulfoxide
(DMSO0), Histopaque®-1077, and Histopaque®-1119 were pur-
chased from Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).
The agent 2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)
-2H-tetrazolium monosodium salt (WST-1) was purchased from
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). Myeloperoxi-
dase (MPO) (EC 1.11.1.7) was purchased from Planta Natural
Products (Vienna, Austria) and its concentration was determined
from its absorption at 430 nm (€430 nm = 89,000 M' cm'). Hy-
drogen peroxide (H,0,) was prepared by diluting a 30% stock solu-
tion and calculating its concentration from its absorption at 240 nm
(€240 = 43.6 M' cm™"). All reagents used for buffers and mobile
phases were of analytical grade. Stock solutions of antioxidants for
cellular and enzymatic studies were prepared in DMSO, and in
ethanol for electrochemical studies. Ultrapure Milli-Q water from
Millipore (Belford, MA, USA) was used for the preparation of
buffers and solutions. PMA solution was prepared in DMSO at a
concentration of 16.0 uM. TMB solution was prepared by dissolv-
ing 14 mM TMB and 100 pM potassium iodide in 50% dimethyl-
formamide and 50% acetic acid (800 mM) (v/v). A working sus-
pension of human serum opsonized zymosan was prepared as pre-
viously described [23] at a final concentration of 10 mg/mL.

2. Synthesis of Butyl, Heptyl and Decyl Protocatechuates

The esters of protocatechuic acid were prepared using standard
esterification reactions. A 3 mL solution of N,N'-
dicyclohexylcarbodiimide (DCC, 1.0 mmol) in p-dioxane was
added to a cooled (5°C) solution of 0.2 mmol protocatechuic acid
and 20 mmol of butyl, heptyl, or decyl alcohols in 6 mL p-dioxane.
The solution was stirred for 48 hours and the solvent was removed
under reduced pressure. The residue was partitioned 3 times with
ethyl acetate and filtered. The filtrate was washed successively with
saturated aqueous citric acid solution (3 times), saturated aqueous
NaHCOj; (3 times), water (2 times), dried over anhydrous MgSOy,,
and evaporated under reduced pressure. The crude products were
purified over a silica gel column (0.06-0.20 mm, ACROS Organics,
USA) and eluted isocratically with CHCL;—CH;O0H (98:2). All
compounds were identified using 'H and '*C NMR spectral data
obtained from a Varian DRX-500 spectrometer (11.7 T). Chemical
shifts (0) were expressed in ppm. Coupling constants (J) were ex-
pressed in Hz, and splitting patterns are described as follows: s =
singlet; d = doublet; dd = doublet of doublets; t = triplet; = quintu-
plet; s= sextet; m = multiplet, and dd = doublet of doublets.

Butyl Protocatechuate

White solid. "H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 6 9.68 (s; 4-OH),
9.28 (s; 3-OH), 7.34 (d; J= 2.0 Hz, H-2’), 7.29 (dd; J = 2.0, 8.0 Hz,
H-6), 6.78 (d; J= 8.5 Hz, H-5), 4.16 (t; J= 7.0 Hz, H-1"), 1.62 (q; J
= 7.0 Hz, H-2"), 1.38 (s; J= 7.5 Hz; H-3), 0.90 (t; J = 7.5 Hz; H-
4%). 3C NMR (125 MHz, DMSO-dg) 6 165.6 (C-7), 150.3 (C-4),
145.0 (C-3), 121.6 (C-6), 120.7 (C-1), 116.2 (C-2), 115.2 (C-5),
63.6 (C-17),30.3 (C-2’), 18.7 (C-3) 13.5 (C-4’).

Heptyl Protocatechuate

White solid. "H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 6 -OH), 7.33 (d; J
=2.0 Hz, H-2"), 7.29 (dd; J= 2.0, 8.5 Hz, H-6), 6.78 (d; J = 8.5 Hz,
H-5), 4.15 (t; J= 6.5 Hz, H-1°), 1.63 (q; J = 6.5 Hz, H-2"), 1.29 (m;
H-3"-H-6"), 0.83 (t; J= 7.0 Hz; H-7’). °C NMR (125 MHz,
DMSO-d) § 165.7 (C-7), 150.4 (C-4), 145.0 (C-3), 121.7 (C-6),
120.7 (C-1), 1162 (C-2), 115.2 (C-5), 63.9 (C-1°), 31.1 (C-2"),
22.0-28.3 (C-3-C-6"), 13.8 (C-7°).

Decyl Protocatechuate

White solid. "H NMR (500 MHz, DMSO-dy) 6 -OH), 7.33 (d; J
=2.0 Hz, H-2"), 7.28 (dd; J= 2.0, 8.0 Hz, H-6), 6.78 (d; J = 8.0 Hz,
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H-5), 4.14 (t; J= 6.5 Hz, H-1"), 1.63 (q; J = 6.5 Hz, H-2"), 1.26 (m;
H-3-H-9), 0.82 (t; J= 7.5 Hz; H-7’). *C NMR (125 MHz,
DMSO-ds) 6 165.6 (C-7), 150.3 (C-4), 145.0 (C-3), 121.6 (C-6),
120.7 (C-1), 1162 (C-2), 1152 (C-5), 63.9 (C-1°), 31.2 (C-2"),
22.0-28.8 (C-3’-C-9°), 13.8 (C-10°).

3. Estimation of Logarithm of Partition Coefficient (log P)

The molecular hydrophobicity of protocatechuic acid and its al-
kyl esters were calculated based on their log P values (partitioning
coefficient in n-octanol/water) based on Crippen’s fragmentation
method and performed using ChemDraw software (ChemDraw
Ultra 7.0.1, CambridgeSoft) [24].

4. Cyclic Voltammetry Measurements

Voltammetric studies were performed and the redox potentials
were obtained using an Autolab PGSTAT 30 potenti-
ostat/galvanostat (Eco-Chemie, Utrecht, Netherlands). Voltammet-
ric curves were recorded at room temperature using a 3-electrode
setup cell. The working electrode was a glassy carbon disk elec-
trode (GC electrode, 3 mm diameter). The counter electrode was a
platinum plate and the reference an Ag/AgCl saturated KCl at 3 M
electrode. The working electrode surface was carefully polished
with 0.5 um alumina slurries before each experiment and thor-
oughly rinsed with distilled water. A solution of sodium phosphate
buffer 0.2 M (pH = 7) was used as a supporting electrolyte. The
solutions were purged with nitrogen for 5 min before recording the
voltammograms. The ethanolic solutions (5 mM) of the compounds
were diluted in the electrochemical cell at final concentrations of
0.1 mM using the supporting electrolyte solution. The cyclic volt-
ammograms were recorded at a potential scan rate of 5mV s .

5. Antioxidant Activity: DPPH Scavenging Assay

The relative antiradical potency of the protocatechuic acid and
its esters were compared by characterizing their capacity to reduce
1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical (DPPH) [25]. The tested com-
pounds were incubated for 30 min with 100 uM DPPH in methyl
alcohol in the dark. The scavenger activity was evaluated spectro-
photometrically at 517 nm, using the absorbance of unreacted
DPPH radical as a control. The scavenger activity was calculated
as: [(Absorbance of control — absorbance of sample)/(absorbance of
control)]x100.

6. Antioxidant Activity: Peroxyl Radical Scavenging Assay

These studies were performed as previously described with mi-
nor modifications [26]. The fluorescent compound pyranine (5 pM)
was incubated with 20 mM AAPH in PBS at 37°C in the absence
(control) or presence of the tested compounds in the wells of a mi-
croplate for 3 hours. The fluorescence bleaching of the pyranine
was monitored at A., 460 nm and A.,, 510 nm in a Spectramax M2
microplate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). The
final reaction volume was 300 uL. The lag phase (induction time)
obtained when the antioxidants were present was measured for
various concentrations of each compound. The slopes of the curves
of lag phase versus concentration were used to measure the relative
reactivity of the tested compounds with AAPH-derived peroxyl
radicals.

7. Isolation of Human Neutrophils and Peripheral Blood
Mononuclear Cells

Blood samples were obtained from healthy volunteers. Experi-
ments were performed in accordance with regulations of the Re-
search Ethics Committee, Faculty of Pharmaceutical Sciences,
Unesp, Sdo Paulo, Brazil). Polymorphonuclear (PMN) and periph-
eral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated by centrifuga-
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tion on a Histopaque®-1077/1119 gradient at 700 x g for 30 min at
room temperature. After isolation, the cells were resuspended in 10
mM phosphate buffered saline (PBS, pH 7.4) supplemented with 1
mM calcium chloride, 0.5 mM magnesium chloride, and 1 mg/mL
glucose (supplemented PBS) [27]. The cells were studied for cyto-
toxic effects of the tested substances using the trypan blue exclu-
sion assay as previously described [28]. At the higher concentration
used here (10 uM) the viability of the cells was > 98%.

8. Superoxide Anion Radical Production by Activated Leuko-
cytes: Lucigenin-Dependent Chemiluminescence Assay

PMN and PBMC (1 x 10° cells/mL) were pre-incubated at 37°C
in supplemented PBS with protocatechuic acid or its esters for 10
min. Next, lucigenin (10.0 uM) and opsonized zymosan (1.0
mg/mL) were added and the light emission was measured for 30
min at 37°C using a plate luminometer (Centro Microplate Lumi-
nometer LB960, Berthold Technologies, Oak Ridge, TN, USA).
The final assay volume was 250 pL. The integrated light emission
was used as an analytical parameter for superoxide anion radicals
produced by the stimulated cells. The inhibitory potency was calcu-
lated using the light emission generated by the control, in which the
zymosan-activated cells were incubated in the absence of the tested
compounds, as a reference [29].

9. Superoxide Anion Radical Production by Activated Neutro-
phils: WST-1 Assay

Assays were performed as previously described with minor
modifications [30]. PMNs (1.0 x 10° cells/mL) were pre-incubated
at 37°C in supplemented PBS with the test compounds for 10 min.
Next, WST-1 (500 uM) and PMA (100 nM) were added and the
reduction of WST-1 was measured spectrophotometrically at 450
nm for 30 min at 37°C using a plate reader (SpectraMax M2, Mo-
lecular Devices). The inhibitory potency was calculated using the
absorbance of the control, in which the PMA-activated cells were
incubated in the absence of the tested compounds, as a reference.
10. Superoxide Anion Radical Production
thine/Xanthine Oxidase: WST-1 Assay

by Xan-

The tested compounds (10 pM) were incubated at 37°C in PBS
with 500 uM WST-1 and 100 uM xanthine. The reactions were
initiated by addition of 0.05 unit/mL xanthine oxidase and the re-
duction of WST-1 was measured spectrophotometrically at 450 nm
for 15 min at 37°C using a plate reader (SpectraMax M2, Molecular
Devices).

11. Neutrophil Morphology Assay

PMNs (1 x 10° cells/mL) were pre-incubated at 37°C in sup-
plemented PBS with the test compounds for 10 min. Next, the cells
were activated by 100 pM PMA and incubated for 30 min at 37°C.
The suspension of cells was centrifuged at 80 x g for 50 s at room
temperature onto glass slides (Cytospin, FANEM, SP, Brazil). The
cells were fixed in ethanol and stained with May Grounwald
Giemsa. The morphological changes provoked by activation of
NADPH oxidase and the protective effects of the tested compounds
were evaluated by observing vacuolization in the cytoplasm and
nuclear disruption of the cells.

12. Hypochlorous Acid Production: MPO/H,0,

Measurement of HOCI production by MPO-catalyzed oxidation
of chlorine was based on the reaction of HOCI with taurine to pro-
duce taurine chloramine, which oxidizes TMB [31]. The reactions
were performed in a 96-well plate containing PBS, taurine (10 mM)
and various concentrations of the tested compounds, MPO (50 nM)
and H,O, (50 uM). The reactions were triggered by addition of
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H,0; and incubated at 37°C (the final volume was 200 pL). After
30 min, the reactions were stopped by addition of catalase (20
pg/mL) and the accumulated taurine chloramine was measured by
adding 50 pL of TMB solution. The resulting oxidation product
was detected spectrophotometrically at 655 nm using a plate reader
(SpectraMax M2, Molecular Devices). The chlorination inhibitory
potency was calculated by measuring the concentration of taurine
chloramine produced in the control. A standard curve was gener-
ated by adding reagent HOCI to PBS containing taurine and used to
calculate the amount of HOCI produced by MPO.

13. Hypochlorous Acid Production: Activated Neutrophils

Determination of HOCI production by neutrophils was also
based on the reaction of the produced HOCI with taurine to produce
taurine chloramine. The difference in this case was that MPO and
H,0, were substituted with PMA-stimulated PMNs. The cells (1.0
x 10° cells/mL) were pre-incubated at 37°C for 10 min in supple-
mented PBS containing 10 mM taurine and the tested compounds.
Next, the cells were stimulated by the addition of PMA (100 nM)
and incubated for an additional 30 min at 37°C. The reactions were
stopped by addition of catalase (20 pg/mL) and centrifuged at
2000 rpm. The supernatants (200 pL) were transferred to a 96-well
plate and 50 pL TMB solution was added, as described above. The
inhibitory potency was calculated by measuring the amount of
taurine chloramine produced in the control, in which the cells were
incubated in the absence of the tested compounds. As an additional
control, the direct scavenging capacity of the tested compounds for
taurine chloramine was evaluated. For that purpose, taurine chlora-
mine was produced by adding 40 uM HOCI to 10 mM taurine in
PBS. Next, the substances (50 uM) were added and incubated for
30 min at 37°C. The decrease in absorbance was measured and
compared with that of the control.

14. MPO Activity: Amperometric Assay

The consumption of H,O, produced by the catalytic activity of
MPO was monitored using an amperometric detector and a biosen-
sor specific for H,O, (TRB 4100, World Precision Instruments,
Sarasota, FL, USA). The reactions were performed in 0.1 M PBS
with the tested compounds, 50 nM MPO and 50 uM H,0;. The
reactions were initiated by addition of H,O, at 25°C, and the final
reaction volume was 1 mL.

15. Statistical Analysis

The results were expressed as means + SD. All tests were per-
formed in duplicate and repeated at least 3 times using samples
from different blood donors. Statistical difference was determined
by the Student’s t-test using the control as a reference. A p-value <
0.05 was considered statistically significant.

RESULTS

In searching for a structure activity relationship between proto-
chatecuic acid (P0) and its alkyl esters regarding their inhibitory
potency on the oxidative burst of leukocytes, we synthesized and
purified alkyl esters of protochatecuic acid containing chains of 4
(P4), 7 (P7) and 10 (P10) carbons using standard esterification reac-
tions. The commercial ethyl protocatechuate (P2) was also em-
ployed in this study. The molecular structures of the compounds
studied are depicted in Fig. (1). As can be seen, the esterification
provoked a significant alteration in the hydrophobicity calculated as
Log P (partition coefficients n-octanol/water) [24].

Protocatechuic acid and its esters were investigated by cyclic
voltammetry using a glassy carbon working electrode to identify the
correlation between the oxidation potential, measured as anodic
peak potentials (Epa), and the inhibition of NADPH oxidase and/or
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cell-free antiradical activities. The overall cyclic voltammograms
Fig. (2) of the esters obtained at pH 7.0 showed a well-defined ano-
dic wave peaking in the range 0.222 to 0.298 V.
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Fig. (1). Molecular structures of protocatechuic acid, its alkyl esters, and
their hydrophobicity indexes (log P). Acid protocatechuic (PO), ethyl proto-
catechuate (P2), butyl protocatechuate (P4), heptyl protocatechuate (P7) and
decyl protocatechuate (P10).
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Fig. (2). Cyclic voltammograms for protocatechuic and its alkyl esters (0.1
mM) obtained in 0.2 M sodium phosphate buffer at pH 7.0. The scan rate
was SmV.s.
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Although the oxidation potential was not significantly altered,
the increased hydrophobicity of the esters provoked an augment
regarding their efficacy as free radical scavengers as compared to
the acid precursor. The results depicted in Fig. (3a) show that, ex-
cept for P10, the esters were ~ 2-fold more efficient than the acid
regarding their ability to scavenge the stable DPPH free radical.
The reactivity of protocatechuic acid and its esters with AAPH-
derived peroxyl radicals (ROO-) was also studied. The azo-
compound AAPH decomposes at physiological temperature (37°C)
in aqueous solutions to generate an alkyl radical (R-), which in the
presence of molecular oxygen is converted to the corresponding
ROO- [32]. In this assay, the relative reactivity of the antioxidants
with peroxyl radicals was evaluated by the lag phase in the pyranine
fluorescence bleaching [25]. Figs. (3b and 3c¢) show the bleaching
of pyranine provoked by its oxidation by ROO- in the absence (con-
trol) or presence of PO and P2. The linear relationship between the
lag phase and the concentration of the tested compounds was used
to measure their reactivity with ROO-. In this design, the slope of
the curve is proportional to the efficiency of the antioxidant as a
scavenger of ROO-. Fig. (3d) shows the linear correlation between
concentration and lag phase for PO and P2 and the slopes
(Alag/A[Ps]) for all the tested compounds. As can be observed,
except for P10, the esters were also more effective than the acid
precursor as scavengers of ROO-. The lower efficiency for decyl
ester (P10) can be explained by its low aqueous solubility.
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Fig. (3). Protocatechuic acid and its alkyl esters as free radical scavengers.
a) DPPH scavenging; b,¢) Pyranine bleaching by peroxyl radical and the lag
phase provoked by addition of PO and P2; (d) Correlation between the lag
phase and concentration of Ps. The results are mean and SD of triplicate.
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Protocatechuic acid and its esters were studied as inhibitors of
lucigenin-dependent chemiluminescence elicited by opsonized zy-
mosan-activated leukocytes. Lucigenin-dependent chemilumines-
cence is a sensitive, reproducible, and reliable technique for super-
oxide detection. In this reaction, superoxide reduces lucigenin to
form its cation radical, which reacts with a second superoxide anion
to form the energy-rich dioxetane molecule that decomposes, emit-
ting light [33]. The results shown in Fig. (4) show a progressive
increase in the inhibitory capacity of the esters compared to the acid
precursor. Similar results were obtained for both PMNs and
PBMCs. These inhibitory effects were not the result of a cytotoxic
effect on leukocytes, as checked by the trypan blue exclusion assay
[28]. At the higher concentration used for the leukocyte studies, the
viability of the cells was >98%.
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Fig. (4). Protocatechuic acid and its alkyl esters as inhibitors of superoxide
anion radicals produced by stimulated leukocytes. a) Inhibition of lucigenin-
dependent chemiluminescence elicited by opsonized zymosan-activated
PMNs and (b) PBMCs. ¢) Inhibitory concentration (ICs) for P7 in PMNs.
The cells (1 x 10°mL) were pre-incubated in supplemented PBS (pH 7.4)
with the tested substances for 10 min and the reactions were started by addi-
tion of 1.0 mg/mL opsonized zymosan. Data represent the mean and SD of
at least 3 different experiments conducted in duplicate. *p<0.05 relative PO
(Student’s T-test).
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Considering the similarity in the inhibitory potency between the
esters P7 and P10, but the lower aqueous solubility of the latter, we
decided to use the P7 ester for confirmatory experiments regarding
the inhibition of the release of superoxide anion radicals by PMNss.
For that purpose, the water soluble and membrane-impermeable
sulfonated tetrazolium salt, WST-1, was used as a chromogenic
probe for superoxide anion radical released into the extracellular
medium. This assay is based on the reduction of WST-1 by super-
oxide anion radical, producing its soluble formazan, which can be
measured by absorption at 450 nm [30]. The results in Fig. (5a)
show the time course for superoxide anion radical production by
activated PMNs, the inhibitory effect of P7, and the lack of effect of
PO. It is worthy to note that P7 was also significantly more effective
than apocynin, a substituted methoxy-catechol that has been widely
employed as a NADPH oxidase inhibitor [34] Fig. (5b). Consider-
ing that the previous results could be the consequence of direct
scavenging of superoxide anion radicals and not the inhibition of its
production by the cells, PO and P7 were also tested as scavengers
of superoxide anion radicals generated by the enzymatic xan-
thine/xanthine oxidase system. As can be seen, at a concentration
equal that used in the cellular systems, the PO and P7 were not able
to react with the superoxide anion radical Fig. (5¢).

An additional confirmation of the increased potency of P7 re-
garding the inhibition of NADPH oxidase in PMNs was obtained
through cell morphology studies. In these experiments, PMNs were
incubated with P7, and after PMA-stimulation, the suspension of
cells was centrifuged onto glass slides and stained for evaluation of
alteration in cellular morphology. Fig. (6) shows the vacuolization
in the cytoplasm and nuclear disruption of the cells provoked by
activation of NADPH oxidase [35], and the protective effect of P7.

The inhibitory effect on the production of superoxide anion
radicals would also imply a decreased extracellular release of HOC1
by activated PMNs. This expectation was confirmed and the esters,
particularly P7, were effective inhibitors compared to the acid pre-
cursor, which was unable to block the production of HOCI Fig. (7).
In these assays, HOCI] was detected by being trapped as taurine
chloramine. Therefore, it was possible that the tested substances
could be acting by scavenging HOCI, thereby preventing it from
reacting with taurine in the buffer. However, at a concentration of
50 uM, which was 5-fold higher than that used in the cell studies,
the protocatechuic acid and its esters were unable to prevent reagent
HOCI from reacting with taurine, thus eliminating the possibility of
a direct scavenger effect in this experimental model Fig. (7).

The substances were also studied using pure MPO. Contrary to
the previous experiment, neither protocatechuic acid nor its alkyl
esters were able to inhibit the chlorinating activity of MPO. On the
other hand, 5-fluortryptamine, a potent and well-known inhibitor of
the chlorinating activity of MPO and used here as a reference sub-
stance [36], was a potent inhibitor Fig. (8). To confirm the absence
of effect of the tested substance on MPO chlorinating activity, the
reactions were monitored using a sensitive electrode specific for
H,0,, hence eliminating interference with the chromogenic probe.
The results in Fig. (8) show the inhibitory effect of 5-
fluortryptamine, and as expected, the lack of effect on the ester P7.
Similar results were found with the other esters (data not shown).

DISCUSSION

The esterification of phenolic acids has been used as a tool for
improving the biological effects of these traditional antioxidant
molecules. These effects include improvement of their potency as
anti-inflammatory, cytotoxicity, anti-tumor, antimutagenicity, anti-
fungal, and antibacterial agents [1-6]. Considering that these bio-
logical effects are usually linked to the redox properties of these
molecules, a logical question is whether alkylation could change
their antiradical features. To address this question, it was demon-
strated that the DPPH scavenging capacity of the methyl ester of
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Fig. (5). Protocatechuic acid and heptyl protocatechuate as inhibitors of
superoxide anion radicals produced by PMNs and by xanthine oxidase. a)
Kinetics of WST-1 reduction induced by superoxide anion radicals released
by PMA-activated PMNs, and the effects of PO and P7. b) WST-1 reduction
elicited by PMA-activated PMNs and the inhibitory effects of PO, P7, and
apocynin. The cells (0.5 x 10°mL) were pre-incubated in supplemented
PBS (pH 7.4) with the tested substances for 10 min and the reactions were
started by addition of 100 nM PMA. Data represent the mean and SD of at
least 3 different experiments conducted in duplicate. *p<0.05 relative to PO;
*p<0.05 relative to apocynin (Student’s T-test). ¢) Kinetics of WST-1 reduc-
tion induced by superoxide anion radicals produced by xanthine/xanthine
oxidase and the effects of PO and P7.

protocatechuic acid was 2-fold greater than that of the acid precur-
sor [37]. This property was explained by the increased reactivity of
the o-quinone intermediate generated by DPPH oxidation of the
methyl protocatechuate in an alcoholic solvent, hence expanding its
antioxidant capacity [37]. This characteristic was also demonstrated
for the methyl, ethyl, and propyl esters of protocatechuic acid [38].
In agreement, we obtained similar results for the butyl and heptyl
esters. Moreover, we demonstrated that the same property was ob-
served regarding the reduction of peroxyl radicals in aqueous me-

de Faria et al.

dium. This is evidence that the augmented antioxidant capacity of
the esters of protocatechuic acid can also exist in aqueous solutions,
which are closer to physiological conditions.

unactivated PMN

activated PMN + P7 (10uM)

Fig. (6). Neutrophil morphological alteration induced by PMA and the
protective effect of P7. The cells (1 x 10%mL) were activated by 100 nM
PMA in the presence or absence of P7 for 30 min, concentrated by cytospin
centrifugation, and hematologically stained (May Grounwald Giemsa).

The increased hydrophobicity of the esters had a strong effect
on the capacity of these compounds to inhibit NADPH oxidase in
leukocytes. In this regard, it is worthy to note that our results are
not related to scavenging of O,". This possibility was eliminated,
because at the concentration used here, protocatechuic acid and its
esters were not able to scavenge O, produced by the enzymatic
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xanthine/xanthine oxidase system. Additional evidence that the
inhibitory effect is not linked to scavenging of ROS or due to inter-
action of the esters with the luminescent and chromogenic probes
used in our studies was the finding that the inhibitory capacity was
also observed in the neutrophil morphology study, which did not
involve addition of probes. As has been demonstrated, PMA stimu-
lates a rapid formation of vacuoles derived from the cell surface of
PMNSs, which closely resemble the vacuoles that develop during
uptake of particulates in the process of phagocytosis [35]. Here, a
10 uM concentration of P7 had a significant protective effect
against the disruption and vacuolization of the cells.
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Fig. (7). Protocatechuic acid and its alkyl esters as inhibitors of hypochlor-
ous acid produced by PMNs. a) The cells (1 x 10%mL) were pre-incubated
in supplemented PBS (pH 7.4) with 10 mM taurine and the tested sub-
stances for 10 min. The reactions were initiated by addition of 100 nM
PMA. The produced taurine chloramine was measured using the TMB as-
say. Data represent the mean and SD of at least 3 different experiments
conducted in duplicate. b) Scavenging effect of the tested substances (50
UM) on taurine chloramine chemically produced by 40 uM HOCL.

The potential for application of P7 as a potent inhibitor of
NADPH oxidase can be also highlighted because it was ~ 10-fold
more effective than apocynin. This substituted methoxy-catechol
has been widely applied as a NADPH oxidase inhibitor [17-21]. A
recent advance in this area was the use of a trimer hydroxylated
quinone derived from apocynin [39]. This substance was signifi-
cantly more effective than apocynin in endothelial cells, and its
mechanism of action was related to the reaction between cysteine
residues of p47phox, a cytosolic component of NADPH oxidase,
and the quinone moiety of the trimer [39]. In theory, o-quinone,
which is the product of oxidation of the esters of protocatechuic
acid [37], could also have a similar role in the mechanism of action
of the compounds studied here. Another characteristic that deserves
attention is the greater intensity of the oxidation peaks obtained in
the voltammograms of the esters compared to those from the acid
precursor. This property, already observed for the methyl, ethyl,
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and propyl esters, has been explained by the higher stability of the
free radical intermediates generated during its oxidation [38]. This
property could influence its reactivity with essential reactive groups
in the protein components of NADPH oxidase, and as a conse-
quence, contribute to the higher efficacy of the esters.
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Fig. (8). Protocatechuic acid and its alkyl esters as inhibitors of hypochlor-
ous acid produced by MPO/H,0,. a) The tested substances and 5-
fluortryptamine (10 uM) were incubated in supplemented PBS (pH 7.4)
with 10 mM taurine and 50 nM MPO. The reaction was initiated by addition
of H;O, (50 uM); b) Chlorinating activity of MPO was measured by H,O,
consumption; ¢-d) Effects of 5-fluortryptamine and P7 on MPO activity.
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Another characteristic of the esters, and different from apo-
cynin, was their efficacy in PBMCs, a cell population with low
levels of MPO. It must be remembered that an important character-
istic concerning the mechanism of inhibition of NADPH oxidase by
apocynin is that it must be oxidized to perform its role through a
MPO-dependent reaction [40]. A putative explanation for the ab-
sence of a difference between PMNs and PBMCs using the esters is
that the catechol moiety is easily oxidized compared to the methoxy
catechol apocynin; hence, a lower dependency of the catalytic af-
fect of MPO could be expected.

The biological effect of the esters on NADPH oxidase in PMNs
had consequences on the production of HOCI by these cells. This
finding is highly significant because of the deleterious effect of
HOCI on biomolecules and its correlation with tissue injury in sev-
eral pathologies, including cardiovascular diseases, is widely ac-
cepted [41, 42]. Our findings clearly showed that the inhibition of
release of HOCI is not related to the scavenger effects on HOCI or
inhibition of the enzymatic chlorinating activity of MPO. Hence,
the logical conclusion is the inhibition of production of O,", which
is the precursor of H,0,, and through MPO, of HOCI.

CONCLUSION

Considering the well-established relationship between several
inflammatory and degenerative diseases and the activation of
NADPH oxidase as a primary non-mitochondrial source of O,", the
development of drugs able to inhibit this enzymatic source of ROS
could bring enormous benefits for the treatment of these diseases. A
common characteristic of NADPH oxidase inhibitors such as
flavanols [43], catechols [44], methoxy-substituted catechols [45],
diphenylene iodonium [46], etc, is the presence of a redox active or
electrophilic moiety; however, here we demonstrated for the first
time that the hydrophobicity is also relevant. This dependence is an
indication that the membrane permeability and/or accessibility to
the NADPH oxidase complex, which is a multi-component mem-
brane complex, can be an important factor for the development of a
NADPH oxidase inhibitor.
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propriedades anti e pré-oxidantes e seus efeitos no metabolismo oxidativo
de leucdcitos” encontra-se adequado em conformidade com as orientagbes
constantes da Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Satide/MS.

Por essa razdo, o Comité de Etica em Pesquisa desta
Faculdade, considerou o referido projeto estruturado dentro de padrdes
éticos manifestando-se FAVORAVELMENTE a sua execucao.

Relatérios parciais do projeto de pesquisa deverdo ser
entregue em dezembro de 2012 e 2013. O relatério final e os Termos de
Consentimento Livre Esclarecido dos sujeitos da pesquisa (originais e
assinados em todas as folhas) deverdo ser entregues em dezembro de
2014.

Araraquara, 25 de novembro de 2011.

Prof. Dr. HENRIQUE FEZ;{EIRA

Coordenador do CEP




