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RESUMO

Espécies reativas de oxigénio (ERO) produzidas por neutréfilos através do complexo Nox2
estdo diretamente associadas as acdes deletérias surgidas quando a inflamagdo escapa do
controle da homeostase. A producdo exacerbada destas espécies € controlada por ac¢des de
antioxidantes enddgenos como a glutationa (GSH), um importante tripeptideo redutor que
repara biomoléculas oxidadas envolvidas na sinalizagdo celular e atua como “scavenger” de
bioradicais. Os nitroéxidos sdo radicais livres, sintéticos e estaveis que apresentam
propriedades antioxidantes e antiinflamatdrias. Recentemente foi demonstrado que estes sdo
capazes de modular o “burst” respiratorio de macréfagos, reduzindo a produgdo de anions
superoxido (O,") gerados pelo complexo Nox2, em um mecanismo no qual atuariam como
“scavengers” de radicais tiila (RS"), alterando modificacdes proteicas pods-traducionais. O
presente trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade dos nitroxidos 4-9((-
acridinecarbonil)-amino)-2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxil ~ (Ac-Tempo) e 2,2,6,6-
tetrametilpiperidina-1-oxil (Tempo) de interagir e indisponibilizar RS’, especialmente
glutationila (GS’), modulando a producdo de ERO/ERN por neutréfilos inflamatorios
isolados da cavidade peritoneal. O “burst” respiratorio de neutrofilos estimulados com forbol
12-miristato 13- acetato (PMA) foi monitorado através de técnicas espectrofotométricas e a
capacidade de interacdo entre RS e nitroxidos foi analisada através de ensaios de Ressonancia
Paraeletromagnética (EPR) e Espectrometria de Fluorescéncia. Para confirmar a produgado de
RS" durante a ativagdo do complexo Nox2, utilizou-se o agente captador de spin, 5,5-
dimetilpirrolina-N-oxido (DMPO) e o sinal de EPR caracteristico do aduto DMPO/GS" foi
monitorado. Verificou-se um aumento da resposta de fluorescéncia, acompanhado pela
redugdo do sinal de EPR do nitroxido em células estimuladas com PMA. Com a finalidade de
verificar alteracdes proteicas pos-traducionais de S-glutationilacdo os grupos experimentais
foram submetidos a técnica de “dot blotting” e o tratamento celular com o nitréxido Tempo
100 uM determinou uma diminui¢do do processo de S-glutationilagdo proteica associado a
atividade do complexo Nox2. Os resultados apontam os nitroxidos como prototipos de

antioxidantes e antiinflamatorios.

Palavras-chave: Inflamacao. Neutrofilos. “Burst” respiratorio. Radical tiila. Nitréxido.



ABSTRACT

Reactive oxygen species (ROS), produced in neutrophils, through the Nox2 complex are
directly associated with the deleterious actions that arise when inflammation escapes from the
control of organic homeostasis. An exacerbated production of these species is controlled by
endogenous antioxidants such as glutathione (GSH), an important tripeptide able to repair
oxidized biomolecules involved in cell signaling and to act as a scavenger of bioradicals. The
nitroxides are synthetic and stable free radicals which have been frequently reported because
of their anti-inflammatory and antioxidant properties. Recently, it was shown that these
compounds can modulate neutrophil respiratory burst, reducing the production of superoxide
anion generated by the Nox2 complex in a mechanism were they act as scavenger of thiyl
radicals (RS"), altering post-translational modification of proteins. The aim of this work was
to evaluate the ability of nitroxides 2,2,6,6-tetramethylpiperidine 1-oxyl (TEMPO) and 4-(9-
acridinecarbonylamino)-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl (Ac-Tempo) to interact with
thiyl radicals, especially glutathionyl (GS"), minimizing the production of reactive oxygen and
nitrogen species by inflammatory neutrophils isolated from the peritoneal cavity of mice. The
respiratory burst in neutrophils stimulated by phorbol 12-myristate 13- acetate (PMA) was
monitored spectrophotometrically and the interaction between thiyl radicals and nitroxides
was analyzed by Electron Paramagnetic Resonance (EPR) and Fluorescence Spectroscopy. To
confirm the production of RS" during the activation of the Nox2 complex, the spin trap for
GS’, 5,5-dimethylpyrroline-N-oxide (DMPO) was used and the characteristic DMPO/GS®
adduct EPR signal was monitored. An increase in the fluorescence response was observed,
accompanied by a reduction of EPR signal of nitroxide in cells stimulated with PMA. Post-
translational events such as S-glutathionylation were analyzed through dot blotting and the
experimental groups treated with Tempo (100 uM) showed a decrease in the process of S-
glutathionylation associated with the activity of the Nox2 complex. These results suggest that
thiyl radicals play a role in the maintenance of the neutrophil respiratory burst and may

provide a therapeutic target for inflammation management.

Keywords: Inflammation. Neutrophils. Respiratory burst. Thiyl radical. Nitroxides.
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1 INTRODUCAO

Ao longo das ultimas décadas, uma série de pesquisas cientificas envolvendo processos
moleculares e bioquimicos foram realizadas visando uma melhor compreensdo da etiologia e
patogénese do estresse oxidativo celular, compreendido como um conjunto de condig¢des intra e
extracelulares que leva a produgdo exacerbada de ERO/ERN causando um desequilibrio entre
moléculas oxidantes e antioxidantes (SIES, 1993; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

A oxidacdo ¢ parte fundamental da vida e do metabolismo aerdbico sendo assim, as
ERO/ERN sdo produzidas naturalmente pelo organismo. Estas espécies oxidantes, quando
radicalares, sdo chamadas de radicais livres, caracterizando-se por apresentar um elétron
desemparelhado (BARREIROS et al., 2006). No organismo, encontram-se envolvidos na
producdo de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular, sinalizacdo intra e
intercelular e sintese de substincias bioldgicas importantes. No entanto, por se tratar de
compostos altamente instaveis e reativos, seu excesso, decorrente de uma disfungdo bioldgica,
desencadeia uma série de efeitos deletérios e prejudiciais ao organismo, tais como
lipoperoxidacdo e agressao as proteinas dos tecidos e das membranas, as enzimas, carboidratos e
DNA. Dessa forma, encontram-se relacionados com vérias patologias, tais como artrite,
isquemia-reperfusdo, doencas cardiacas, catarata, disfun¢des cognitivas, cancer e AIDS,
podendo ser a causa ou fator agravante do quadro geral dessas patologias (SIES, 1993;
BARREIROS et al., 2006).

A elucida¢do do envolvimento de componentes inflamatorios como evento chave do
processo de desencadeamento do estresse oxidativo consagrou a relevancia terapéutica de
farmacos antiinflamatorios no controle da resposta a danos oxidativos. Dessa forma, a busca pela
descoberta de novos candidatos a prototipos de farmacos antiinflamatdrios tornou-se um desafio
para um grande nimero de pesquisadores, uma vez que estudos nesta area implicam em
compreensdo de respostas celulares no nivel molecular, planejamento e execucdo de
experimentos sob estrito controle.

Recentemente uma nova classe de compostos quimicos sintéticos, os nitroxidos, tém se
destacado e proporcionado uma melhor abordagem para estudos que envolvem processos
oxidativos, devido ao fato de possuirem um consideravel potencial terapéutico, antiinflamatorio,
antioxidante e radioprotetor comprovados em diversos estudos biologicos e quimicos ja

realizados (AUGUSTO, 2008).



A regulacdo de vias bioquimicas especificas, associadas ao processo inflamatorio, foi
alvo deste trabalho, especialmente vias que desencadeiam a produgdo de espécies oxidantes e
que modulam a resposta de neutréfilos. Neste trabalho, a resposta oxidativa de fagdcitos
inflamatoérios, previamente tratados com nitréxidos, foi testada, visando estudar a hipotese de

que compostos desta classe quimica atuem como agentes moduladores da resposta inflamatoria.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O processo inflamatorio

A participagdo de células no processo inflamatério comegou a ser destacada na segunda
metade do século XIX, dentre outros, por Virchow, Arnold e Metchnikoff (citado por
BECHARA, 1976), os quais descreveram o papel de células inflamatorias locais e migratorias,
bem como o fendmeno da fagocitose. Descobertas recentes vieram enriquecer o conhecimento
sobre as células participantes da inflamagdo, tais como o envolvimento de mediadores quimicos
como as interleucinas e prostaglandinas, que exercem um papel importante na fisiopatologia da
inflamag¢ao (MOVAT, 1985).

Inflamag@o, na definicdo classica € a resposta vascular e celular dos tecidos vivos frente a
uma agressao, sendo caracterizada pela saida de células e liquidos do sangue para o intersticio.
Essa agressao pode resultar em alteragdes passivas € quimicas nas células ou tecidos agredidos,
os quais desencadeiam o processo inflamatério (THOMSON, 1983). Segundo Nathan, (2002), a
inflamacdo pode ser definida como a interagdo complexa de fatores e sinais celulares e teciduais
em resposta a agressdes traumaticas, infecciosas, isquémicas, toxicas ou autoimunes. Os sinais
cardinais classicos do processo inflamatorio sdo: calor, rubor, tumor e dor. Além disso, a perda
de fun¢do do tecido ou orgao afetado também pode ser considerada como um sinal classico.
Assim, mesmo o processo inflamatério sendo um mecanismo de defesa do organismo, em
muitos casos pode acarretar sérios danos a sua funcionalidade (BRASILEIRO FILHO, 2000;
COTRAN, 2006).

A capacidade do organismo de desencadear uma resposta inflamatoria ¢ fundamental a
sobrevivéncia, embora em algumas situagdes e doengas, esta resposta possa ser exagerada e
persistente, sem qualquer beneficio aparente (CARVALHO; SILVA, 2004). O processo
inflamatorio pode ser classificado como uma resposta celular e humoral de magnitude variavel,
com repercussoes meramente locais, ou sist€émicas, cujo disparo ¢ produtor de uma cascata de
eventos que envolvem complementos, cininas, fibrinoliticos e coagulantes estimulados,
paralelamente & ativagdo de fagocitos (SANTOS JUNIOR, 2003).

Durante o processo inflamatdrio, ocorre no local da injiria uma elevagdo do suprimento
sanguineo, aumento da permeabilidade vascular, migragdao de leucocitos (granuldcitos,
monocitos e linfocitos) e, simultaneamente, indugdo da liberacdo de mediadores bioquimicos,
tais como proteinas de fase aguda, eicosandides e citocinas, em uma resposta coordenada do

organismo. Com a interrupcao da ac¢do do agente inflamatdrio, a liberagdo de mediadores ¢
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diminuida, a microcirculagdo retoma o equilibrio hemodinamico original e as células exsudadas
retornam a circulag@o sanguinea, geralmente pelos vasos linfaticos (OHSHIMA et al, 2005).

O inicio e a manutengdo da resposta inflamatoria devem-se aos mediadores quimicos que
desempenham diversas funcgdes. Estes mediadores incluem: (1) Aminas vasoativas, representadas
por histamina e serotonina, que provocam vasodilatagdo e aumento na permeabilidade vascular.
(i1) Proteinas plasmaticas que incluem os sistemas do complemento, o conjunto das cininas € o
sistema de coagulagdo. O sistema do complemento ¢ rigorosamente controlado por proteinas
plasmaticas e circulantes que agem na lise celular, permeabilidade vascular, através de C3a e
CS5a que estimulam a liberacdo de histamina, opsonizagdo e fagocitose através de C3b. As
cininas agem na vasodilatagdo, permeabilidade vascular e dor por intermédio da bradicinina.
Além disso, atuam através da ativagdo do fator XII, convertendo pré-calicreina em calicreina,
que tem atividade quimiotatica, capacidade de aumentar a permeabilidade vascular e adesao
celular. O sistema de coagulagdo estd intimamente ligado ao fator XII, ou fator de Hageman, que
determina producdo de plasmina, agente causador de aumento da permeabilidade vascular. (iii)
Citocinas, mediadores pro- inflamatérios que influenciam em varios aspectos € tém como
principais representantes o fator de necrose tumoral (TNF), diferentes interleucinas (IL), e as
quimiocinas, todos mediadores bioquimicos que mantém o processo inflamatdrio através do
estimulo de células endoteliais. (iv) agentes oxidantes (BRASILEIRO FILHO, 2000; ROITT,
2004; COTRAN, 2006).

A resposta inflamatoria atinge seu pico dentro de 3 a 5 dias apds o estimulo, e cessa
dentro de 7 ou 10 dias, mas se o estimulo inicial for intenso ou persistente, a resposta do
organismo pode ser ampliada, com descontrole do sistema de interacdo e integragdo,
caracterizando uma reagio inflamatdria sistémica generalizada (SANTOS JUNIOR, 2003).

O processo inflamatorio divide-se em padrdes agudo e crdonico, dependendo da
persisténcia da lesdo, dos sintomas clinicos e da natureza da resposta existente.

As caracteristicas mais importantes da inflamagdo aguda incluem: acimulo de liquidos e
componentes do plasma no tecido afetado, estimulagdo intravascular de plaquetas e a migragao
de leucocitos polimorfonucleares (PMN — principalmente neutréfilos) do espaco intralumial até
o tecido extravascular. Por outro lado, os componentes celulares caracteristicos da inflamacao
cronica sdo os linfocitos, plasmoécitos e macrofagos. A resposta inflamatoria cronica ¢
prolongada, com persisténcia de células inflamatdrias e dano tissular frequentemente resultando
em reparo aberrante (RUBIN et al., 2006).

A inflamagdo aguda tem como objetivo a regeneragdo da arquitetura normal do tecido,

com retorno da funcdo fisioldgica, podendo evoluir para um estagio cronico, com consequente
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formacdo de tecido fibrdtico para substituir o que ndo pode ser reparado. O processo agudo
instala-se com o inicio da resposta em virtude da lesdo direta ou da estimulagcao de componentes
estruturais ou celulares do sitio de injaria. (BRASILEIRO FILHO, 2004; RUBIN et al., 2006).

Na maioria dos casos as primeiras cé¢lulas a deixar os vasos sao os PMN. Por isso
mesmo, eles constituem as células predominantes no exsudato nas primeiras 24 horas apds o
inicio do processo. Os mondcitos comecam a sair dos vasos 18 a 24 horas depois de iniciada a
exsudacdo, mas a partir dai se acumulam rapidamente, passando a constituir as células
dominantes ap6s 24 horas. Os PMN tém vida média muito curta apods a exsudagao (oito horas
em média), ao passo que os macrdfagos, originados dos monodcitos, sobrevivem por maior
intervalo de tempo. Essa ¢ uma das razdes pelas quais nas inflamag¢des agudas, em geral
predominam PMN, enquanto nas cronicas os leucocitos mais numerosos sdo aqueles derivados
de mononucleares, linfocitos e plasmocitos (BRASILEIRO FILHO, 2004).

Os neutrdfilos medem 10-20 pm de didmetro e t€ém nucleo segmentado, com trés a cinco
l6bulos. No citoplasma, estes exibem dois tipos principais de granulos (cerca de 600 por célula).
Os azurdéfilos (ou primérios), que representam 10-20% do total, sdo lisossomos verdadeiros e
conttm mieloperoxidase, catepsina G, elastase, colagenase, muramidase, varias proteinas
cationicas microbicidas, defensinas, além de hidrolases existentes nos lisossomos das demais
células. O segundo tipo, os granulos especificos (ou secundarios), contém lisozima, lactoferrina,
ativador de plasminogénio, histaminase e fosfatase alcalina (BRASILEIRO FILHO, 2004;
ABBAS; LICHTMAN, 2005).

Estas substancias contidas nos granulos sdo responsaveis pelo metabolismo oxidativo
destas células. Ambos os tipos de granulos podem esvaziar-se em vacuolos fagociticos que se
formam em torno do material engolfado, ou seu conteido ¢ liberado apds a morte celular.
(COTRAN et al., 2006). Esses granulos nao se coram fortemente nem com corante basico nem
com corante acido (hematoxilina e eosina, respectivamente), o que distingue os granulos dos
neutrofilos daqueles de basofilos e eosindfilos.

Em humanos, os neutréfilos constituem a populagdo mais abundante de células
sanguineas brancas circulantes e sdo produzidos na medula dssea onde se originam de uma
linhagem comum a dos fagdcitos mononucleares. Um ser humano adulto produz mais de 1 x 10"
neutrofilos/dia, os quais podem migrar para locais de infeccdo ou lesdo poucas horas apos a
entrada de microrganismos ou o contato com o agente agressor. No entanto, caso nao sejam
recrutados, sofrem morte celular programada e sao normalmente fagocitados por macrdéfagos

residentes no figado ou baco (BRASILEIRO FILHO, 2004; ABBAS; LICHTMAN, 2005).
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Muitas células inflamatorias, incluindo mondcitos, macrdéfagos tissulares, células
dendriticas e neutrofilos possuem a capacidade de reconhecer, internalizar e digerir materiais
estranhos, como microorganismos ou fragmentos celulares através de um processo conhecido
como fagocitose (RUBIN et al., 2006).

A seqliéncia de eventos na qual estas células fagocitarias reconhecem e eliminam estes
agentes estranhos ao organismo ¢ bem conhecida, tendo sido reportada pela primeira vez nos
anos finais de 1800 por um cientista russo, Ellie Metchnikoff (METCHNIKOFF, 1883, citado
por BABIOR, 2000) constituindo o processo de fagocitose. Nesse processo, agentes estranhos ao
organismo, apos o engolfamento pela membrana plasmatica dos fagoécitos com formacdo do
fagossoma, sdo internalizados e destruidos.

Varios estimulos atuam cooperativamente para ativar os fagdcitos e seus mecanismos
destrutivos durante a fagocitose, em um processo subseqiiente a ativacdo de receptores
semelhantes ao Toll (TLR), acoplados a proteina G, especificos para regido Fc de anticorpos, ou
por¢des C3 e 5a do complemento, ou ainda, pela estimulacdao direta de componentes celulares
por substancias como os ésteres de forbol. Em decorréncia dessas interacdes, dois tipos de
mecanismos comuns a todos os fagdcitos podem ser ativados simultaneamente. Os nao
oxidativos que estdo associados a fusdo de lisossomos aos vactiolos fagociticos e os oxidativos
que se caracterizam pela produgdo de espécies reativas oxidantes, dentre elas as derivadas de
oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN), no interior dos fagolisossomos, através da ativacdo de um
sistema enzimatico denominado Nox2 (GROEMPING et al.,, 2003; BRASILEIRO FILHO,
2004; ABBAS; LICHTMAN, 2005).

2.2 Sistemas bioquimicos de producdo ERO/ERN e seus impactos sobre o organismo

A existéncia de espécies quimicas na forma de radicais livres foi primeiramente descrita
no ano de 1900, quando a decomposi¢do de hexa-feniletano em dois radicais tri-fenilmetil foi
demonstrada. Entretanto, reagdes envolvendo radicais livres no meio bioldgico foram
consideradas de importancia apds 1940, com a introdugdo de técnicas que permitiam a detecg¢ao
destes e os estudos da cinética das rea¢des envolvendo espécies quimicas de meia-vida curta.
Cita-se, como exemplo, a ressondncia paraeletromagnética (EPR) e a radidlise de pulso

(BERGENDI et al., 1999).
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As células geram energia através da reducdo do oxigénio molecular em 4gua. Durante
esse processo, pequenas quantidades de formas de oxigénio reativas parcialmente reduzidas sao
produzidas como um subproduto inevitavel da respira¢cdo mitocondrial. Algumas dessas formas
sao radicais livres cujo elétron desemparelhado encontra-se centrado nos atomos de oxigénio ou
nitrogénio sendo denominadas respectivamente, (ERO/ERN). Estes podem danificar lipidios,
proteinas e acidos nucléicos (COTRAN et al., 2006; BARREIROS et al., 2006).

Como a oxidagao ¢ parte fundamental da vida aerdbica e do metabolismo, essencialmente
todas as células aerdbias produzem, naturalmente, ou por alguma disfuncdo biologica,
quantidades significantes de ERO, sendo essa uma condi¢do fisioldgica associada a esse tipo de
vida (GRISHAM, 2004; BARREIROS et al., 20006).

Os ERO/ERN promovem reagdes com substratos bioldgicos podendo ocasionar danos as
biomoléculas e, conseqiientemente, afetar a saude humana. Os danos mais graves sao aqueles
causados ao DNA, envolvendo clivagem da liga¢do fosfodiéster, alteracdo de ribose e oxidacao
de bases. O actimulo de lesdes no DNA tem conseqiiéncias para a célula, relacionadas a
mutagénese e carcinogénese. Uma enzima que tenha seus aminoacidos alterados pode perder ou
alterar sua atividade. Ocorrendo na membrana celular, a oxidacdo de lipidios interfere no
transporte ativo e passivo normal através da membrana, ou ocasiona a ruptura dessa, levando a
morte celular. A oxidagdo de lipidios no sangue agride as paredes das artérias e veias, facilitando
o acumulo desses lipidios, com conseqiiente aterosclerose, podendo causar trombose, infarto ou
acidente vascular cerebral (RIBEIRO, et al., 2005; SIES, 1999; MOREL et al., 2001; NIE et al.,
2001).

A presenga dessas espécies pode ser observada em vias metabdlicas como a da cadeia
respiratoria mitocondrial, do catabolismo de purinas para a formacao de acido trico, do sistema
NADPH citocromo p-450 redutase microssomal, da sintese de prostaglandinas e isoprostanos, €
de especial interesse nessa revisdo, no sistema NADPH oxidase, também conhecido como NOX
(RIBEIRO et al., 2005).

O organismo apresenta uma sériec de mecanismos enddgenos e exdgenos capazes de
manter a concentragdo de ERO dentro de limites fisiologicos, os quais, quando ultrapassados
seja por uma disfun¢do biologica ou por atuagdo de agentes externos, geram uma condi¢do
celular oxidativa associada a diversas patologias como, doencas inflamatdrias, vasculares,
neurodegenerativas, de origem auto-imune, cancer e acidentes que envolvam isquemia e
reperfusdo. (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; BIANCHI; ANTUNES, 1999; KOJDA;
HARRISON, 1999; RIBEIRO et al, 2005; COTRAN et al, 2006; HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007).
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Um dos mecanismos enddgenos de controle da concentracdo de ERO seria a ag¢do de
enzimas envolvidas na prote¢do antioxidante primaria do organismo humano, entre elas, cita-se
a superdxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (Se-Gpx), glutationa redutase (Gr),
glutationa S-transferases (GST), catalase, tiorredoxina redutase (Txr) e as enzimas que catalisam
reacOes geradoras de equivalentes redutores nos compartimentos citosélico e mitocondrial:
glicose 6-fosfato desidrogenase, 6-fosfogluconolactona e transidrogenases, Através destas o
organismo mantém a concentragdo de ERO dentro dos limites fisiologicos e através do sistema
tiorredoxina regula o nivel de alvos moleculares oxidados (RIBEIRO et al., 2005).

GSH ¢ um tripeptidio, (yGlu-Cys-Gli) formado por L-acido glutdmico, L-cisteina e L-
glicina e constitui o tiol redutor mais abundante no meio intracelular (SIES, 1999). A
manuten¢do de niveis adequados de GSH ¢ feita as custas da atividade da glutationa redutase, a
qual utiliza equivalentes redutores do NADPH para manter glutationa na forma reduzida, como
substrato para glutationa peroxidase (Figura 1). Assim, a atuacdo eficiente de Se-Gpx exige um
sistema enzimatico seqiiencial que envolve a glutationa redutase e as enzimas que mantém niveis

de NADPH, nos compartimentos citosolicos e mitocondrial (REMACLE et al., 1992).

2H,0 GSSG NADPH < Via das pentoses (CITOSOL)
€
Gpx Gr Transidrogenase (mitocondria)
H,0, GSH NADP+

Gr = glutationa redutase GSH = glutationa reduzida
Gpx = glutationa peroxidase GSSG = glutationa oxidada

Figura 1: Vias enzimaticas de manutenciao da glutationa na forma reduzida. Adaptado de
Remacle et al., 1992.

2.3 O complexo Nox2

Em 1935 foi sugerido pela primeira vez que produtos oxigenados estariam envolvidos na
capacidade de fagocitos polimorfonucleares (neutréfilos) e mononucleares (mondcitos e

macrofagos) de exercerem um papel importante na defesa do organismo contra patégenos,
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através de um mecanismo denominado de fagocitose (BALDRIDGE; GERARD, 1935 citado
por BABIOR, 2000). Trabalhos recentes comprovam que a capacidade de fagocitose dos
fagocitos ocorre com um aumento abrupto do consumo de oxigé€nio, acompanhado por
alteragcdes no metabolismo do oxigénio e ativacdo da via das pentoses-fosfato (BABIOR, 2000).

Na inflamacdo, a produ¢do de ERO inicia-se quando o fagdcito recebe estimulos para o
englobamento, originando uma série de alteragcdes metabolicas coordenadas, as quais geram um
aumento abrupto do consumo de oxigénio, aproximadamente 30 segundos ap6s a estimulacido. A
ativacdo do processo de fagocitose estimula no PMN o evento referido na literatura como
“burst” oxidativo ou respiratorio, o qual € caracterizado pelo aumento do consumo de oxigénio,
aumento da glicdlise anaerobica e geragdo de radicais livres, derivados do oxigénio (BABIOR,
2004; SEGAL, 2008).

O metabolismo oxidativo dos neutrofilos ¢ mediado por um complexo enzimatico,
associado a sua membrana citoplasmatica e a membrana dos granulos especificos, chamado
NADPH (nicotinamida, adenina, dinucleotideo reduzido) oxidase ou Nox2. Em células nao
estimuladas o sistema Nox2, estd dormente e dissociado, com componentes presentes tanto no
citosol quanto na membrana de granulos secretorios, podendo ser rapidamente ativado quando
os fagdcitos sdo expostos a estimulos adequados. A ativacdo do “burst” respiratdrio envolve
profundas mudangas de localizagdo e atividades de diferentes componentes deste complexo
enzimatico (BABIOR, 2004).

Entretanto, o “burst” respiratorio ou oxidativo, ndo utiliza o O, para a sintese de ATP,
através da respira¢do mitocondrial. O oxigénio consumido ¢ transformado em metabdlitos muito
reativos, como o0 O,", H,O, e uma grande variedade de radicais livres que, por apresentar grande
reatividade com macromoléculas, sdo potencialmente capazes de desencadear efeitos lesivos
(BABIOR, 1973; BABIOR, 1984; BRASILEIRO FILHO, 2004).

Dentre a vasta gama de ERO/ERN, produzidos neste processo, a primeira espécie reativa
a ser formada ¢é o O,", gerado por uma reacdo entre o oxigénio extracelular e o NADPH, que
resulta da atividade catalitica do complexo enzimdtico Nox2. A alta afinidade (K, LJ10pM) com
o oxigénio molecular, o aceptor final de elétrons na reagdo, permite confirmar que este
complexo produz O, nas baixas tensoes de oxigénio que prevalecem nas células de tecidos
aerobicos infectadas por agentes invasores (MOREL et al., 1991; BABIOR, 1992). O “burst”

respiratdrio ocorre conforme a estequiometria da reagdo abaixo:
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NADPH + 20, - NADP'+ 20, + H'

A familia das NOX oxidases pode ser dividida em 7 isoformas, Nox1, Nox2, Nox3,
Nox4, Nox5, DUOX1 e DUOX2, que diferem bioquimicamente em relacdo a regulagdo e
expressao da atividade enzimatica. As isoformas Nox1 e Nox4 estao associadas com a produgao
de O,” em células musculares lisas e diretamente relacionadas com processos inflamatérios
vasculares (CSANYI, C.etal., 2009).

A isoforma Nox2 de fagdcitos possui componentes presentes no citossol (p47°, p40rhex,
p67"™) e outros localizados em membranas de vesiculas secretdrias (gp91P'™* e p22°r')
(BABIOR, 1999). O primeiro componente descrito como associado a membrana foi o citocromo
bas, na década de 60. Posteriormente, suas subunidades foram identificadas como duas
proteinas, gp917* e p22°"* que, juntas, formam a hemeproteina redenominada citocromo bssg,
que apresenta um baixo potencial de redu¢do (-245 mV). A proteina gp91°™* consiste de um
polipeptideo cationico de 53-56 kDa, com trés segmentos transmembrana (PARKOS et al.,
1987; ISOGAI et al., 1991).

A outra subunidade do citocromo bsss, a proteina ndo glicosilada p22P™, apresenta
apenas um dominio hidrofébico que constitui sua regido transmembrana. O citocromo bsss, que
se encontra em membranas de granulos secretdrios em células ndo estimuladas (KOBAYASHI
et al, 1998), apresenta dois grupamentos heme, sendo um deles posicionado entre as
subunidades gp91°™* e p22P"*, posi¢do ndo usual para proteinas desta classe, e outro ligado as
histidinas 94 e 116 da p22P"*, posi¢do semelhante aquelas ocorrentes em outras hemeproteinas
como mioglobina e citocromo bs. A presenca da proteina Rap 1A, existente na membrana dos
granulos secretorios, sugere a participagdo da mesma na montagem do complexo, dirigindo a
fusdo da membrana desses granulos @ membrana plasmatica, ou ao fagossoma (JESIAITIS et al.,
1991; ROTROSEN et al., 1992; KOBAYASHI et al., 1998).

Entre os componentes citossolicos do Nox2, um grupo de fosfoproteinas de migragdo
relativa entre 45-49 kDa foram identificadas. Estas proteinas foram extensamente estudadas, e
hoje sdo designadas p47™™*, sdo mostradas como oito isoformas de fosfoproteinas com pl na
faixa de 6,8 a 10, com um unico precursor nao fosforilado que pode ser detectado por
“immunoblotting”. Encontrada exclusivamente no citossol em fagdcitos ndo estimulados, a
p47°* fosforilada é parcialmente transferida para a membrana quando as células recebem
diferentes estimulos que determinam a producao de O, (LOMAX et al., 1989; VOLPP et al.,
1989).



18

Um segundo componente citossolico desta oxidase, denominado p67™, também sofre
translocagdo do citossol para a membrana quando fagocitos sdo ativados. Evidéncias sugerem
que esta proteina interage com lipideos de membrana durante a ativacdo do Nox2, ligando-se a
p47"* através de sua regido carboxiterminal (BABIOR, 1992; VAN BRUGGEN et al., 2003;
BABIOR , 2004).

Mais recentemente, a investigagio da fungdo da proteina citossolica p40P™™* no complexo
Nox2 apontou-a como um regulador da atividade do complexo enzimatico, paralelamente a
fosforilagao do residuo 154 de treonina pela proteina quinase C (PKC) (LOPES et al., 2004).
Adicionalmente, isoformas de proteinas ligadoras de nucleotideos de guanina da familia Ras,
Rac 1 e Rac 2 (isoladas de macrofagos de ratos e de neutrofilos humanos, respectivamente)
foram mostradas como essenciais na atividade de Nox2. Estas se associam a membrana, e,
paralelamente a proteina Rap 1A, regulam a polimerizacao da actina (SEGAL et al., 2000). A
fungio da Rac 2 na ativagdo do complexo Nox2 é dependente da translocacdo das fragdes p47°™*
e p67™*, evidenciada claramente em experimentos com neutrofilos de portadores de doenga
granulomatosa cronica (DGC), onde falta uma ou as duas subunidades, ndo ocorrendo, entdo,
mudanca de localizagio da fragio p40P™ (TSUNAWAKI et al., 1994; MATUTE et al., 2005).

A importancia deste complexo pode ser notada na DGC, uma imunodeficiéncia
congénita, na qual os fagdcitos ndo possuem capacidade microbicida oxidante. Estes pacientes
sdo suscetiveis a infec¢des recorrentes por fungos e bactérias, manifestadas por abscessos que
afetam tecidos subcutaneos profundos (BABIOR, 2000; BOER et al., 2005). Trabalhos recentes
demonstram que o complexo Nox2, e ndo enzimas degranuladas, como mieloperoxidase (MPO),
tem o papel central na defesa das células em condi¢cdes de linfopenia contra infecgdes
espontaneas (OSTANIN et al., 2007).

A Figura 2 ilustra a ativagdo do complexo Nox2, destacando-se a liberagdo do O," no

fagossoma.
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Figura 2: Ativacao do complexo Nox2. Adaptado de BABIOR, 2000.

Embora sejam altamente reativas, com potencialidade deletéria ao organismo, as
ERO/ERN quando produzidas em pequena quantidade, sdo toleradas e encontram-se envolvidas
em inumeros processos de sinalizacdo que regulam o crescimento, diferenciagdo, proliferagdo e
morte celular. Assim, o equilibrio entre a formacdo e remocao destas espécies reativas no
organismo, deve ser regulado de forma que as reacdes e processos metabolicos dependentes das
mesmas possam ocorrer em um nivel adequado para a manutencdo da fisiologia das células
(SIES, 1986; CADENAS, 1989; DI MASCIO et al., 1995; HALLIWELL; GUTTERIDGE |,
2007).

A producdo de ERO/ERN por fagécitos ¢ reconhecida como uma resposta de defesa
contra agentes estranhos ao organismo, e, portanto, essencial para a sobrevivéncia. A partir do
0,, que se encontra no estado triplete, pode ser produzido O,", por ganho de um elétron, ou
oxigénio singlete ('O,), por mudanga do numero de spin de um dos dois elétrons ndo pareados
do O, através de uma reacdo endotérmica. Embora o O, ndo seja uma espécie oxidante forte,
reacdes subsequentes deste radical levam a produgdo de ERO mais eficientes como
microbicidas, por exemplo, o H,O, e HO". No fagossoma, o O, sofre dismuta¢do, resultando na
producao de perdxido de hidrogénio (H»O.), que, além de ser capaz de atravessar membranas e
oxidar GSH e metionina, ativa a expressdao de genes que estdo sob o controle do fator de
transcricdo NF-KB. Além disso, este peroxido, através de reacdo de Fenton, na presenca de
metais como Fe** origina o radical hidroxila (HO"), extremamente reativo, capaz de causar danos
em fitas de DNA, inativar diferentes enzimas, iniciar a lipoperoxidagdo de membranas. O O,"
pode, adicionalmente, sofrer protonacdo em meio acido, originando a forma altamente reativa
HO,". A MPO, enzima que ¢ liberada no fagossoma durante a fagocitose, catalisa a producgdo de

acido hipocloroso (HOCI), a partir de H,O, e CI'. Este &cido, altamente reativo, ¢ capaz de
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oxidar diferentes biomoléculas, servindo, ainda, de substrato para a producdo subseqiiente de

HO’ e 'O, (HAMPTON et al., 1998, HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007) (Figura 3).

FAGOSSOMA |
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v SCN- RH
NO,
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Figura 3. Producdo de ERO/ERN por fagocitos. Ressaltam-se os doadores citossolicos de

elétrons para o sistema Nox2 que produz O, no fagossoma. Adaptado de HAMPTON et al.,
1998.

Uma grande variedade de agentes, tanto substancias soliveis quanto particuladas, ¢ capaz
de estimular, seletivamente ou em conjunto, o sistema Nox2 em fagdcitos. Entre as soluveis
incluem-se os peptideos quimiotaticos, como o formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP), a
concanavalina A, os leucotrienos, as citocininas, os ionoforos de calcio, o fluoreto de so6dio € os
¢ésteres de forbol, como o forbol 12-miristato 13-acetato (PMA). Bactérias e leveduras

opsonizadas que atuam pela via alternativa do complemento, complexos imunes formados pela
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interacdo antigeno/anticorpo que atuam pela via classica do complemento e estreptolisina O sdo
substratos particulados capazes de ativar fagocitos (JESIATIS et al., 1991).

Vias bioquimicas diferentes sdo ativadas na produgdo de O, por fagdcitos, dependendo
da natureza das células e do ativador utilizado (JESIATIS et al., 1991; BRIGAGAO;
COLEPICOLO, 1998; BRIGAGAO et al,, 2000). PMA e alguns de seus analogos sdo
promotores tumorais descritos como capazes de disparar o "burst" respiratorio em células
fagocitarias através da ativagdo direta da PKC, o que independe de receptores de membranas.
Estes forbodis sdo agonistas que se ligam diretamente ao dominio de ligacdo de diacilglicerol
(DAG) da PKC, ativando-a por mudanca conformacional e aumento da afinidade por ion célcio,
em algumas isoformas. Esta ativacdo determina que a mesma fosforile residuos de serina e
treonina em uma vasta gama de substratos protéicos (DYKE, 1991). Foi mostrado que a proteina
p47P* ¢, in vitro, substrato para PKC, e que a fosforilagdo nos seus diferentes residuos de serina

inicia a ativacao do complexo Nox2 (BABIOR, 2000; SEGAL, 2008).

2.4 ERO/ERN como sinalizadores celulares

A habilidade das células de comunicarem entre si e responder a um ambiente bioquimico
especifico constitui 0 mecanismo biologico designado transdugdo de sinal. Inicialmente, as vias
de transdugdo de sinal eram descritas como sendo lineares € compostas de poucos componentes:
geralmente um receptor, um segundo mensageiro e um efetor, responsavel pela fosforilagdo de
um grupo restrito de substratos. Porém, estudos posteriores revelaram vias de sinalizacdo
extremamente complexas, com inumeros pontos de integragdo quimica composta de
concentragdes variadas de uma grande quantidade de sinais (BHALLA; YENGAR, 1999).

Diversos autores apontam para o fato de que algumas moléculas oxidantes funcionam
como sinalizadores celulares, dentre as quais existem aquelas suscetiveis a sofrer modificagdes
de acordo com o estado redox da célula. Nesse contexto, estdo envolvidos segundos mensageiros
bioquimicos, dentre os quais se incluem ERO/ERN. Dados da literatura nos ultimos vinte anos
sugerem, ainda, que estas espécies oxidantes desempenham papel fundamental na modulagao de
funcdes celulares. Em células animais, especialmente em fibroblastos e células de linfomas,
sabe-se que diferentes estimulos como virus e bactérias, ésteres de forbois e interleucinas sao
capazes de causar elevacdo na quantidade de espécies oxidantes produzidas, o que induz uma
expressao génica diferenciada em resposta ao estado redox da célula (KAHN; WILSON, 1995;
ROLLET-LABELLE et al., 1998).
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Existem evidéncias de que modificagdes pos-traducionais induzidas pelo estado redox da
célula podem alterar a fosforilagdo de diversas proteinas e enzimas. Uma dessas modificagdes
seria a formagdo de dissulfetos mistos proteicos, em um procedimento denominado S-tiolagao
proteica, que ocorre através de ligacdo de compostos tidlicos a residuos de cisteina na estrutura
de uma proteina. Dentre os tiois celulares que se destacam nessa fungdo estd a GSH, que
funciona como um potente agente nucledfilo e redutor, sendo o composto sulfidrilico mais
abundante na célula, quando entdo esse processo ¢ denominado S-glutationilagdo proteica (SIES,
1999; KLATT ; LAMAS, 2000; ROVER JUNIOR et al., 2001; CRUZ et al., 2007).

Dois mecanismos bioquimicos através dos quais a GSH liga-se a um residuo de L-
cisteina, em resposta aos estresses oxidativo ou nitrosativo, t€ém sido apontados. A adicdo
covalente de GSH a um residuo de L-cisteina poderia ocorrer apos modificacdo prévia desse
aminoacido na estrutura proteica por ERO/ERN, com formacao de um radical tiila proteico (R-
S'), de 4cido sulfénico (R-SOH) ou de S-nitrosol (R-SNO). De forma inversa, a modificacao
quimica por oxidacao ou nitragdo de GSH, que tornaria esse peptideo mais reativo pela formacao
de glutationa oxidada (GSSG), S-nitrosoglutationa (GSNO), sulfenato de glutationa (GSOH), ou
outro intermedidrio reativo que pode ser formado pela quebra de espécies anteriores (GSX,
especialmente radical glutationila, GS®), o qual propiciaria reatividade quimica suficiente para a
formagdo da ligagcdo proteina-GSH (R-SSG) (KLATT; LAMAS, 2000; POMPELLA et al.,

2003). Estes dois possiveis mecanismos estdo esquematizados na Figura 4.
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Figura 4. Mecanismos propostos para o processo de S-glutationilacao proteica. Adaptado de
KLATT; LAMAS, 2000.

A PKC representa uma familia de mais de onze serina/treonina quinases de origem
fosfolipidica, as quais estdo envolvidas em intimeras vias de regulagdo do crescimento e morte
celular, bem como as respostas ao estresse oxidativo. Logo, existe a hipotese de que a S-
glutationilagdo proteica, ao ocorrer nas isoformas da PKC, presentes em células fagociticas,
poderia alterar o estado de fosforilagdo de enzimas relacionadas ao estresse oxidativo
(GOPALAKRISHNA; JAKEN, 2000). Cruz e colaboradores (2007) mostraram que a ativagao
do complexo Nox2 determina S-glutationilagdo de fosfatases inativando-as, o que prolonga o
estado de fosforilagao de diversas proteinas envolvidas na montagem e sustentacao da atividade
do complexo. Esse fato fortalece a hipotese de que radicais derivados de GSH e tiol proteinas
podem desempenhar um papel crucial na sinalizagdo celular, especialmente em células
fagocitarias que produzem grandes quantidades de ERO/ERN. Estudos detectaram a ocorréncia
de S-glutationilagdo proteica como um processo pods-traducional em macréfagos inflamatoérios.
Resultados prévios demonstram que o tratamento de PMN com um composto alquilante, a
lactona licnofolido, que forma aduto com GSH, indisponibiliza esse tripeptideo para o
processamento pos-traducional, sem, no entanto gerar acimulo da forma oxidada GSSG

(BRIGAGAO et al., 2004). Além disso, existem indicios que a S-glutationilagio ocorra em
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macrofagos por um mecanismo radicalar, com formacao do radical glutationila como mediador
bioquimico, o que sugere que substancias que atuem como “scavengers” desses radicais, sejam
capazes de reduzir a produgdo de espécies reativas, minimizando as injurias causadas por essas

(LAIGNIER et al, 2007).

2.5 Nitroxidos Ciclicos

Quimicamente conhecidos como aminoxils ou nitroxils, os nitroxidos podem ser
definidos como radicais livres sintéticos e estaveis, capazes de proteger células, tecidos e 6rgaos
animais contra danos oxidativos (GOLDSTEIN, et al., 2008).

Os representantes desse grupo possuem em sua estrutura um anel com cinco (pirrolidina,
pirrolina ou oxazolidina) ou seis atomos (piperidina), sendo que um desses ¢ de nitrogénio e os
demais de carbono (Figura 5) (SOULE et AL., 2007). Ao nitrogénio liga-se um atomo de
oxigénio o qual possui um par de elétron livre, fornecendo natureza radicalar a tais compostos.
Ligados a posicdo O do anel existem grupamentos metil, os quais conferem estabilidade ao
prevenir a dismutacao radical-radical e limitar o acesso de substancias reativas que poderiam
quelatar as espécies radicalares O tamanho, as cargas e a lipofilicidade variam de acordo com os
demais grupos substituintes que podem estar presentes no anel (SAMUNI & BARENHOLZ,
2003; GOLDSTEIN et al., 2003; ISRAELI et al., 2005; SOULE et al., 2007).

(1) 2
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Figura 5. Estrutura quimica dos nitréxidos ciclicos. O composto (1) pertence ao grupo dos
nitroxidos piperidina, cujo anel possui seis membros. Ja (2) integra o grupo de nitroxidos
pirrolidina, pirrolina ou oxazolidina, cujo anel ¢ formado por cinco membros. Ressalta-se a
existéncia de diferentes grupos substituintes (R), os quais podem conferir propriedades distintas
a esses compostos. Adaptado de HAHN et al., 1994; SOULE et al., 2007.
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Os diferentes tipos de anéis e substituintes produzem diferentes nitroxidos com
propriedades fisico-quimicas distintas (KROLL et al., 1999). Por apresentarem estabilidade
quimica e propriedades paramagnéticas permanentes, os nitroxidos sdo empregados como
sondas em estudos envolvendo Ressonancia Paraeletromagnética (EPR) e sdo usados como
agentes de contraste para imagem de ressonancia magnética (MRI) (SOULE et al., 2007).
Estudos apontam os primeiros usos dos nitréxidos como sondas biofisicas e marcadores para
estudos de membranas e proteinas (FEDELI et al., 2003). A Figura 6 ilustra a estrutura quimica

dos dois nitréxidos usados neste trabalho.
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Figura 6: Estruturas quimicas de nitréxidos. Ac-Tempo e Tempo constituem exemplos de
estruturas com anéis de seis membros (piperidina). Adaptado de: BORISENKO et al., 2004.

2.5.1 Metabolismo dos nitroxidos

Através de processos metabdlicos celulares ou reacdes ndo enzimaticas, nitroxidos sao
metabolizados produzindo hidroxilaminas ou cation oxoamoénio (Figura 7). A atividade
antioxidante dos nitroxidos estd associada com a troca de um elétron envolvendo sua forma
reduzida (hidroxilamina) e oxidada (c4tion oxoamdnio) O par nitroxido e cation oxoamdnio
agem como uma eficiente dupla redox suportando processos cataliticos. Ao contrario, o par
nitréxido e hidroxilamina que ndo suporta este processo catalitico (ISRAELI et al., 2005).

SOULE et al., 2007).
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Figura 7. O processo redox de metabolizacio de nitroxidos. Os nitréxidos passam por uma
sequéncia de reagdes bioquimicas, formando hidroxilamina ou cation oxoamdnio. Adaptado de
ISRAELI et al., 2005.

O cation oxoamonio ¢ altamente oxidante e ¢ responsavel pelas atividades pro-oxidantes
dos nitroxidos e seus efeitos colaterais (ISRAELI et al., 2005). Por outro lado, a hidroxilamina
pode doar um 4tomo de hidrogénio funcionando como defesa antioxidante (SOULE et al., 2007).

A reducdo celular dos nitroxidos ¢é influenciada pela estrutura quimica. In vitro,
nitroxidos pirrolidinicos se mostraram mais resistentes a redugdo produzindo hidroxilamina em
comparagdo com nitroxidos piperidinicos. In vivo, nitréxidos pirrolidinicos sdo mais estaveis
que nitroxidos piperidinicos, e esta estabilidade depende dos diferentes grupos funcionais

(KOMAROV et al., 1994).

2.5.2 Atividade antioxidante e protetora dos nitroxidos

A atividade antioxidante dos nitroxidos deve-se a sua versatilidade de atuarem como
“scavenger” de radicais livres e a sua capacidade de manter metais de transi¢do na sua forma
oxidada, prevenindo, dessa maneira, a formacao de radicais hidroxila ("OH) na rea¢ao de Fenton.
Além disso, possuem atividade superoxido dismutase mimética ou SOD “like” (FEDELI et al.,

2003; SAMUNI et al., 2002; SOULE et al., 2007).

Esta atividade SOD mimética deve-se ao fato que, de maneira similar a8 SOD endogena,
os nitroxidos atuam no processo de dismutacdo do anion radical O,", produzindo perdxido de
hidrogénio (H,0,) e oxigénio. Nesta reacdo o nitréxido age como catalisador e ndo ¢ consumido

(SOULE et al., 2007).
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A atividade antioxidante e protetora dos nitroxidos foi comprovada em diferentes células,
sob condigdoes de estresse oxidativo/nitrosativo diversas. Estudos recentes envolvendo o
nitréxido Tempol (4-hidroxi-2,2,6,6-tetrametil-piperidina-1-oxila), um composto analogo do
Tempo, cuja Unica diferenca encontra-se na presenca de uma hidroxila na sua estrutura quimica,
e fibroblastos humanos apontaram que o nitréxido Tempol oferece protecdo contra raios UVAL
e, comparado com a vitamina C (Img/mL), tem atividade fotoprotetora igual ou superior. Esses
resultados sugerem uma perspectiva de uso para o Tempol como agente anti-fotoenvelhecimento
na medicina e em cosméticos (YAN et al., 2005; KRISHNA et al., 1994 ).

Conforme demonstrado por Vendetti et al. (2008), vitaminas antioxidantes, tanto
hidrossoltiveis como lipossoliveis, mostraram-se menos efetivas que alguns nitroxidos em
relacdo a defesa na degradagdo do colageno. Além disso, este estudo ainda alerta para o possivel
uso de nitréxidos em preparagdes topicas, indicando que alguns nitréxidos possuem atividade
antioxidante mais efetiva na auséncia de exposicao ultravioleta (UV).

A capacidade de reagdo dos nitroxidos via radical-radical produzirem espécies ndo
radicalares (hidroxilaminas alquiladas) explica a razdo desses compostos inibirem a oxidagao do
colageno (VENDETTI et al., 2008). O 4cido hialuronico esta presente nas cartilagens e outros
tecidos e por agcdo de ERO, em particular ‘'OH, esse composto bioquimico ¢ degradado
provocando processos fisiopatologicos como a artrite reumatoide. Nestes casos, em que ‘OH ¢ a
primeira espécie oxidante associado aos danos detectados, foi verificado que nitroxidos sdo
capazes de proteger o acido hialuronico da degradacao (LURIE et al., 2003).

O efeito protetor dos nitroxidos também pode ser considerado em relagdo aos danos
oxidativos sofridos pelo DNA em células epiteliais de ratos expostas a diferentes fontes de ERN
(FEDELI et al., 2003). Mesmo sendo efetivos, existem diferengas nessa prote¢ao exercida pelos
nitroxidos, fato que pode ser explicado com base nas diferengas estruturais que limitam a
mobilidade e/ou afinidade pelo sitio de agdo (DAMIANI et al., 2000).

Diferentes trabalhos mostram o efeito protetor de nitroxidos em danos causados por
patologias inflamatérias. Recentemente demonstrou-se que o nitroxido Ac-Tempo foi capaz de
inibir o “burst” respiratério de macréfagos estimulados pela via da PKC e consequentemente a
formacao de radicais tiila produzidos durante a ativacdo do complexo Nox2 (LAIGNIER et al,
2007). O papel dos nitroxidos na inibicdo de enzimas marcadoras do processo inflamatorio,
como a mieloperoxidase (MPO) presente nos granulos azurofilos de neutrofilos ¢ responsavel
pelo desencadeamento de danos tissulares por meio da producao de acido hipocloroso também

foi mostrado recentemente (AUGUSTO, 2008).
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Sabendo-se que o metabolismo oxidativo de fagdcitos (neutrdfilos e macrofagos) assume
comportamentos diferentes e que os neutréfilos por possuirem diferentes tipos de granulos
citoplasmaticos sdo considerados células mais responsivas e capazes de liberar uma quantidade
superior de espécies radicalares durante a ativagdo do “burst” respiratorio, foi o proposto o
estudo de vias de sinalizacdo celular em neutrofilos tratados previamente com nitroxidos Tempo

e Ac-Tempo.
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3 OBJETIVOS

Os objetivos deste projeto foram verificar a capacidade de nitroxidos em modular o
“burst” respiratdrio de neutrofilos inflamatorios através da inibigdo do complexo Nox2 e avaliar
o envolvimento de radicais tiila, especialmente glutationila, na sinalizacdo celular durante a
produgdo de anion superdxido, visando determinar uma possivel via bioquimica para controle da
liberacao de oxidantes por fagdcitos inflamatorios.

Para tanto pretendeu-se especificamente:

= Caracterizar a producdo de radicais tiila, especialmente glutationila, em neutro6filos
inflamatérios durante a ativacao do complexo Nox2;

* Determinar se os nitréxidos atuam como “scavengers” de radicais tiila em neutréfilos
inflamatorios modulando a sinalizagdo celular;

» Verificar o efeito de nitroxidos no processo pos-traducional de S-glutationilagdo

proteica em neutréfilos inflamatorios associado a ativacdo do complexo Nox2.
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4 MATERIAIS E METODOS

A fim de atingir os objetivos propostos, as seguintes etapas de trabalho foram

executadas:

4.1. Isolamento de neutroéfilos peritoneais

Camundongos machos da linhagem Swiss foram usados em todos os experimentos em
grupos de 15 a 25 animais com idade entre seis e nove semanas. Estes foram mantidos no
Biotério da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG) e da Universidade de Sao Paulo
(USP), com ragdo peletizada e agua ad libitum, em regime de luz/escuro de 12/12 horas (luz
entre 6:00 e 18:00 horas), com temperatura controlada a 25+2°C.

As células inflamatérias foram isoladas da cavidade peritoneal conforme metodologia
descrita por Rabadji et al. (1996). A inflamagao aguda foi desencadeada pela inje¢do de 1 mL de
caseinato de sodio 12% (m/v, em solucdo salina isotonica). A inje¢do de caseinato de soédio foi
feita sempre as 8:00 horas para evitar variagdes circadianas.

Apbs 4 horas da injegdo intraperitoneal do sal protéico para indugdo do processo
inflamatério, os animais foram anestesiados com éter etilico e sacrificados por deslocamento da
coluna cervical. Foram injetados 5 mL de solu¢do tampdo fosfato (PBS, 125 mM, pH 7.5)
gelado na cavidade peritoneal de cada animal e o lavado peritoneal coletado com seringa de
plastico. O “poll” celular foi centrifugado por 15 minutos a 500xg a 4°C.

O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspenso em PBS. Este
procedimento foi repetido duas vezes e as células precipitadas foram contadas em camara de
Newbauer. Aliquotas deste precipitado foram usadas para a confec¢do de laminas nas quais
foram feitas contagem diferencial em microscopio Optico. As laminas foram coradas pelo
método de May-Grunwald- Giemsa (Sigma Chemical Co.).

Padronizou-se o uso de 1x10°células por mL em todos os experimentos, exceto quando o
experimento requeria condicdes diferentes. As suspensdes celulares receberam tratamentos
diferentes, constituindo basicamente quatro grupos experimentais:
1-Grupo Controle: neutrofilos ressuspensos em PBS;
2-Grupo Estimulado: neutroéfilos estimulados com PMA (100 ng, solubilizado em dimetil

sulfoxido-DMSO, concentracao final 0,05% v/v).
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3-Grupo Nitroxido: neutréfilos incubados com Tempo e Ac-Tempo (dissolvido em metanol, em
diferentes concentrag¢des, 5 minutos, 37°C);

4-Grupo Nitroxido Estimulado: neutréfilos incubados com Tempo e Ac-Tempo (dissolvido em
metanol, em diferentes concentragdes, 5 minutos, 37°C) e posteriormente estimulados com PMA

(100 ng, solubilizado em DMSO, concentracao final 0,05% v/v, 37°C, 5 minutos).

4.2. Viabilidade celular

O teste do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina) foi o teste
usado para avaliar viabilidade celular. O MTT, quando incubado com células vivas, tem seu
substrato quebrado por enzimas mitocondriais, transformando-se de um composto amarelo em
um composto azul escuro (formazana). A produgdo de formazana reflete o estado funcional da
cadeia respiratdria. Este método envolve a conversdo do MTT (12 mM), que ¢ hidrossolavel, em
uma formazana insoluvel, que, apds solubilizagdo com (DMSO), ¢ determinada a densidade
optica a 540 nm, que apresenta correlagdo direta com o nimero de células viaveis.

A conversao a formazana ¢ feita primariamente por enzimas mitocondriais especialmente
a succinato desidrogenase (Figura 8) sendo portanto, um teste capaz de determinar acuradamente

o numero de células viaveis em uma preparacao (GIANNINI et al., 2001).
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Figura 8. Reducao de MTT, um sal tetrazolico amarelo, a formaza insoluvel, de coloraciao
roxa.

Neutréfilos, em nimero definido dentro dos padrdes de linearidade do método, foram

incubados por 45 minutos a 37°C com diferentes concentracdes dos nitroxidos em estudo, e,

apos centrifugacdo (500xg, temperatura ambiente), o sobrenadante foi descartado e ao
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precipitado foram acrescentados 250 puL de DMSO. A densidade oOptica (540nm,
espectrofotometro Spectronic GENESYS 5) foi determinada e comparada com os demais grupos
celulares. Experimentos controles foram feitos com incubag¢do dos neutréfilos apenas com o
veiculo de dissolu¢ao dos nitroxidos e/ou do PMA.

Controles adicionais foram realizados em condi¢des idénticas, na auséncia de células,
para verificar possivel interferéncia quimica dos nitroxidos ou dos veiculos de dissolugdo no

estado de oxido-redugdo do MTT.

4.3 Determinac¢io da concentracio proteica total

As concentragdes proteicas foram determinadas em todas as amostras pelo método de
Bradford (1976), utilizando-se albumina sérica bovina (BSA) como padrdo para a curva de

calibragdo (A 595nm, 2,5-20,0 pug de proteina/mL).

4.4 Efeito dos nitroxidos Tempo e Ac-Tempo sobre a atividade do complexo Nox2

A porcentagem de inibicdo do Nox2 de neutrofilos foi calculada por técnica indireta
através do acompanhamento da cinética de reducdo do ferro III do citocromo ¢ pelo anion
superoxido liberados apos a estimulagdo das células com PMA durante 120 segundos no
comprimento de onda de 550 nm. A libera¢do de anion superdxido foi calculada com base na
variagdo da densidade Optica nos primeiros 20 segundos, respeitando a lei de Beer a partir do
calculo da equagao de mols de anion superoxido liberados por minuto.

Foram testadas as seguintes concentragdes de Tempo, 100, 200, 300 ¢ 400 uM e 10 yM
de Ac-Tempo.

4.5 Verificacdo da producio de radicais tiila por neutrofilos

A produgdo de radicais tiila em neutrofilos foi monitorada utilizando-se, os nitroxidos
Tempo e Ac-Tempo, sendo este Gltimo composto paramagnético, uma espécie radicalar estavel,
que apresenta estrutura conjugada de nitroxido e acridina. A interacdo com radicais tiila
determina o decaimento do sinal caracteristico em EPR (resultante do esqueleto Tempo) e

aumento de fluorescéncia (resultante do esqueleto de acridina, (Aee 361 nm, A 440 nm)
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(BORISENKO et al., 2004). Assim, foi possivel determinar, através de duas metodologias
diferentes, a ocorréncia de radicais tiila com uso de uma tinica sonda quimica.

O método foi inicialmente validado através de um sistema quimico modelo ja
padronizado anteriormente composto pelos seguintes constituintes: fenol/H,0,/peroxidase/GSH,
onde a peroxidase catalisa a decomposi¢do do peroxido, em cujo ciclo catalitico ¢ gerado um
composto intermedidrio por reducdo de dois elétrons do grupamento heme da enzima, o qual
oxida o fenol a radicais fenoxil, que, por sua vez, retornam ao estado nativo pela oxidagdo de
GSH a GS'. Os radicais tiilla reagem entdo com Ac-Tempo, apagando o sinal de EPR e

aumentando a fluorescéncia conforme esquematizado na Figura 9.
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Figura 9. Esquema mostrando a producio de radicais RS’ através de catalise de
peroxidase.

Este sistema quimico foi executado para validagdo da metodologia, com um composto
tidlico, GSH (10uM), acrescidos de fenol (50uM), peroxidase (HRP 0,2 U/mL), o nitréxido Ac-
Tempo(10uM), e H,O,, (10uM), segundo descricdo prévia de Borisenko et al. (2004), com
algumas modificagdes. Os experimentos descritos a seguir foram realizados no Departamento de
Bioquimica, Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, SP.

Os reagentes foram colocados em diferentes concentragdes e foi registrado o espectro
obtido por EPR (espectrometro Bruker EMX) e por fluorescéncia (espectrofluorimetro Varian
Cary Eclipse). As medidas do sinal de EPR foram realizadas em um espectrometro equipado

com uma cavidade padrao, operando em uma freqiiéncia de banda X, usando uma cela padrao de
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quartzo que foi preenchida com 200 pL de amostra. O espectro caracteristico do nitroxido Ac-
Tempo foi feito nas seguintes condi¢des: campo de 335,7 mT, banda de passagem de 8§ mT,
modulagdo de campo 0,32 mT, emissdo de microondas em 10 mW, tempo constante 0,1 s, tempo
de varredura 1 minuto. O tempo de curso do espectro de EPR do Ac-Tempo foi obtido pela
varredura repetida do campo correspondente ao pico médio do espectro de EPR seguindo as
mesmas condigdes experimentais. A analise de fluorescéncia foi realizada usando-se Aexe 361 nm
€ Aemi 440 nm. Aliquotas das preparagdes foram retiradas para a determinagdo de tiois reduzidos,
cujas andlises foram feitas segundo metodologia descrita no item abaixo.

Suspensdes de neutrofilos obtidos como descrito nos itens anteriores foram incubadas
com diferentes concentragdes de Ac-Tempo, em estado dormente ou apds estimulagdo com
PMA, com monitoracdo da viabilidade celular. A reacdo deste nitroxido com radicais tiila
produzidos pelo estimulo com PMA foi monitorada pelo aumento de fluorescéncia e decréscimo
do sinal caracteristico de EPR nas mesmas condi¢des utilizadas para a validagdo do sistema
quimico descrito acima.

A sondagem de radicais tiila especificos nos fagdcitos foi validada com o tratamento das
células por 5 minutos a 37°C com o agente alquilante N-etilmaleimida 50 puM (NEM), um
bloqueador de grupamentos tidis. Desta forma, foi possivel diferenciar o radical glutationila
dentre outros radicais tiila produzidos durante a ativacdo de neutréfilos, bem como realizar sua
quantificagdo e associagdo a ativacao do complexo Nox2.

Para confirmar a geracdo de RS’ durante a ativacdo do complexo Nox2, utilizou-se o
agente captador de spin DMPO 100 mM Este foi adicionado as aliquotas celulares e o
tratamento foi feito por 5 minutos a 37°C. O sinal caracteristico do aduto DMPO/GS" foi

monitorado por EPR.

4.6 Determinac¢ao da concentraciao de GSH intracelular

Uma das maneiras mais eficientes de avaliar os danos celulares causados pelo estresse
oxidativo ¢ monitorar a concentragdo de GSH intracelular, que dependendo da intensidade e
duracdo do estimulo, tende a declinar bruscamente, podendo levar a degeneragdes irreversiveis e
até mesmo a morte celular. Com o objetivo de analisar o efeito protetor do nitréxido Tempo na
manuten¢do da taxa de GSH, foi feita sua quantificacao.

No método usado, a GSH reage com o monobromobimano (mBBr) formando um aduto

fluorescente, que pode ser analisado por cromatografia liquida de alta performance (HPLC)
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através de um detector de fluorescéncia. Os adutos formados entre tidis e mBBr foram separados
por HPLC em coluna C-18 (Shim-pack VP-ODS, 4,6mm x 25cm, 5Jm, conectada em série com
pré-coluna C18 modelo Shim-pack GVP-ODS, 4,6mm x 10mm).

Os diferentes grupos experimentais tratados previamente com N-etilmaleimida (NEM),
foram neutralizados por um tampao constituido de N-etil-morfolina (1 M, pH 8,0), NaOH (0,05
M). O agente redutor tris-2-(carboxi-etil)fosfina 0,75 mM (TCEP) foi adicionado as amostras,
seguido da adicdo de mBrB (0,1 M). A reacdao de derivatizacdo foi feita por 20 minutos sob
protecao da luz, e esta foi interrompida com a adi¢ao de acido perclorico 5,8 M. Decorrido este
tempo, foi acrescentado uma solucdo de 4cido sulfossalicilico 5% m/v (padrdo interno de
referéncia), e as amostras foram filtradas em membrana (Millipore. 0,45 pm) (ANDERSON, et
al.,1999).

A eluigdo foi feita com Tampao A (87% de tampao acetato e 14% de metanol) e tampdo
B (10% de tampao acetato e 90% de metanol). A coluna foi pré-equilibrada com 100% do
Tampao A e 0% do Tampao B, em fluxo de Iml/minuto durante 5 minutos. Apds injecao de 20
Ml da amostra a elui¢do ocorreu em duas etapas: 75% de A e 25% de B durante os 10 minutos
iniciais € 25% de A e 100% B nos proximos 20 minutos (ANDERSON, et al.,1999).

A identificacdo de GSH foi realizada pela comparacdo com o tempo de retencdo de
padrdes auténticos (0,01-0,3 uM) através de detector de fluorescéncia (modelo RF-10AXL)
utilizando-se A=360nm e A.,=470nm, ¢ a quantificacdo foi feita através de analise da integral

das respectivas areas (Software "LC-Solution Multi").

4.7 Determinac¢ido de S-glutanionilacio proteica

O perfil de S-glutationilagdo proteica foi determinado através de analise por “dot
blotting” para a verificagdo dessa modificacdo pds-traducional durante a ativagdo do complexo
Nox2 de neutréfilos, bem como o efeito do nitroxido Tempo sobre esse processo, segundo
método previamente descrito (ROSSI et al., 2006).

As aliquotas de suspensdes celulares controle ou tratadas com Tempo 100 pM, ndo
estimuladas ou ap6s estimulacdo com PMA, foram acrescentados inibidores de proteases como,
PMSF 0,2mM, leupeptina 1 pg/mL, aprotinina 2 pg/mL, pepstatina 1 pg/mL, benzamidina 17
Hg/mL, seguindo-se adi¢do de NEM, 50 uM ou ditiotreitol (DTT, 50 mM), por 30 min (25°C),
para que os grupamentos tiois livres fossem quimicamente bloqueados por alquilagdo ou

reduzidos, respectivamente (KLATT; LAMAS, 2000). Em seguida as células foram lisadas por
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sonicacdao, as amostras foram centrifugadas (10.000xg, 4°C, 15 minutos) e aliquotas dos
respectivos sobrenadantes foram analisadas.

Apos a transferéncia das proteinas para a membrana (2 pg) foi feito o bloqueio da mesma
com uma solucdo constituida de TBS-Tween 20 (1% m/v) e leite desnatado (10% m/v) por 1
hora sob agitacdo em temperatura ambiente. Em seguida, a membrana foi lavada por 15 minutos
com TBS-Tween 20 (1% m/v). A membrana foi incubada com anticorpo primario monoclonal
anti-GSH, (Santa Cruz Biotechnology, clone D8, dilui¢do 1:8.000) por um periodo de 2 horas
com agitacdo, em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. A membrana foi lavada novamente
por mais 15 minutos com TBS-Tween 20 (1% m/v) e logo apos foi feita a incubagdo com
anticorpo secundario associado a peroxidase de raiz forte (Santa Cruz Biotechnology, anti-IgG,
dilui¢do 1:2.000) por 1 hora sob agitacdo, nas mesmas condi¢des. Apos ultima lavagem por um
periodo de 15 minutos com a mesma solucdo, a revelagdo foi feita com o sistema
quimioluminescente ECL” 2132 (Amersham), incubagdo por 5 minutos e exposi¢io da
membrana ao filme (Kodac T-MAT G/RA) por 4 minutos em camara escura (LINARES, et al.,
2008). A revelagdao dos filmes foi realizada em processador automatico (A/T 2000 xR), no
Laboratério de Radiologia da UNIFAL-MG, sendo entdo os filmes submetidos a densitometria e
os resultados expressos em porcentagem da area especifica em proporcdo a area total

densitometrada (RAVICHANDRAN et al., 1994).

4.8 Analise Estatistica

Todos os resultados foram expressos como médiatdp de, no minimo, trés experimentos
realizados em triplicata. Os resultados foram submetidos a andlise estatistica para testes de
variancia utilizando-se o teste ANOVA e o teste de Tukey para comparagdes multiplas de
médias (ZARR, 1996). Valores de p iguais ou menores que 0,05, indicadores do nivel de
significincia de pelo menos 5% entre as diferencas encontradas, foram considerados

estatisticamente significativos.
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S RESULTADOS

5.1 Populacio neutrofilica isolada de foco inflamatério agudo de lavado peritoneal

O processo inflamatorio pode ser desencadeado tanto por microorganismos quanto por
substancias estranhas ao organismo como caseinato de sddio, tioglicolato e carragenina.
Inicialmente o foco inflamatorio € povoado predominantemente por neutrofilos, caracterizando o
processo inflamatdrio agudo.

O processo inflamatdrio agudo foi induzido em camundongos pela injecdo intraperitoneal
de caseinato de sodio. Apoés 4 horas da inje¢do do indutor, uma populagdo significativa de
neutrofilos foi elicitada por lavagem peritoneal com PBS. As laminas foram coradas por May-
Griinwald-Giemsa e analisadas por microscopia oOptica. A Figura 10 mostra um campo

microscopico com predominio de 95% de neutrofilos.

20 pm

Figura 10. Campo microscopico mostrando a identificacio de polimorfonucleares de focos
inflamatorios induzidos na cavidade peritoneal de camundongos. Coloragao May-Griinwald-
Giemsa, 100x.

5.2. Viabilidade celular de neutrofilos inflamatoérios tratados com Tempo e Ac-Tempo

A viabilidade celular analisada pelo método de reducdo do MTT que determina a
funcionabilidade das desidrogenases, mostrou que o tratamento das células fagocitarias com os
nitroxidos Tempo e Ac-Tempo e/ou a estimulagdo do complexo Nox2, nas condigdes

testadas,ndo afetou a viabilidade.
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Células do grupo controle e tratadas com os nitroxidos mostraram capacidade de reduzir
o MTT de forma similar, uma vez que as densidades Opticas observadas ndo variaram
significativamente (variacdo menor que 5% entre os diferentes experimentos). De forma similar,
os veiculos de dissolucdo dos nitroxidos e do PMA (metanol 1% e DMSO 0,05% v/v,
respectivamente) ndo modificaram a atividade das desidrogenases mitocondriais testadas,

excluindo a possibilidade de citotoxicidade destes compostos sobre os fagdcitos testados.

5.3 Efeito dos nitroxidos Tempo e Ac-Tempo sobre a atividade do complexo Nox2

Para distinguir a capacidade de inibi¢do do complexo Nox2 da atividade SOD mimética
apresentada pelos nitroxidos, o efeito destes sobre a dismutacdo de O," gerados pelo sistema
enzimatico xantina/xantina oxidase foi avaliado e os resultados encontram-se expressos abaixo.

Observou-se que tanto o nitroxido Tempo, quanto Ac-Tempo apresentaram atividade
SOD mimética sendo capazes de promover 100% da dismutagdo do O,", detectados pela redugao
do ferro do citocromo c.

No grafico A, pode-se observar que a dismutagdo do O," ocorreu de forma dose-
dependente, sendo necessaria uma concentracdo de 100 uM do nitréxido Tempo para promover
a completa dismutacdo desse radical. Ja no grafico B, nota-se que o efeito dose-dependente se
repetiu no tratamento com Ac-Tempo, porém neste caso foi necessdrio uma concentragao trés

vezes maior (300 uM) deste composto para promover a completa dismutagao.

A

Geragao de anion superoxido (nmols/min)

Controle  5uM 25 uM 50 uM 100 pM

Grupos Experimentais



39

100

Geracgao de anion superoxido (nmols/min)

Controle  100uM 200 uM 250 uM 300 uM

Grupos Experimentais

Figura 11. Efeito do tratamento com os nitréoxidos Tempo (A) e Ac-Tempo (B) sobre a
geracio de anion superoxido gerados pelo sistema xantina/xantina oxidase. O nitroxido
Tempo (grafico A) nas seguintes concentracdes 5, 25, 50 e 100 uM promoveu uma inibigdao de
respectivamente 31; 65; 85; 99% da atividade enzimatica. J4 o Ac-Tempo (grafico B), nas
concentragdes de 100, 200, 250 300 uM, inibiu respectivamente 50; 59; 73 e 100% da atividade
enzimatica.

A geracdo de espécies radicalares em neutréfilos inflamatdrios ocorreu frente ao estimulo
com PMA e a capacidade de inibi¢do do complexo Nox2 pelo nitréxido Tempo foi analisada. As
concentragdes do composto utilizadas foram 100, 200, 300 e 400 uM.

O tratamento com Tempo nas diferentes concentragdes proporcionou uma inibi¢ao no
complexo Nox2 e consequentemente, uma diminuicdo da producdo de espécies radicalares de
maneira dose-dependente, sendo necessdria uma concentragdo de 400 uM para promover a
completa inibi¢do do complexo Nox2.

As concentragdes de 100, 200 e 300 uM proporcionaram uma inibicdo da geracao de
espécies radicalares em torno de 47; 71 e 84%, respectivamente, comparadas com o controle que
corresponde ao grupo experimental composto por células estimuladas com PMA, representando

100% de liberagao dessas espécies. Estes resultados podem ser observados na Figura 12.
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Figura 12. Efeito do nitroxido Tempo sobre a atividade do complexo Nox2. Os grupos
experimentais diferem entre si num nivel de significancia de 5%. n=3.

5.4 Verificacio da producido de radicais tiila por neutroéfilos durante a ativacido do

complexo Nox2

No sistema quimico modelo (fenol/H,O,/peroxidase/GSH) as reagdes foram preparadas
com Ac-Tempo, HRP, fenol, H,O, e GSH. Neste sistema foi avaliada a producido de GS’ que, ao
interagir com o Ac-Tempo resulta em decaimento do sinal caracteristico em EPR e aumento na
fluorescéncia (Ax361nm A, 440nm) (BORISENKO et al., 2004).

A calibragdo do equipamento de EPR foi feita com o nitroxido Tempol cuja concentragdo
usada foi de 36 puM, em seguida o espectro caracteristico do nitroxido Ac-Tempo foi
acompanhado por 10 minutos e registrado conforme ilustra a Figura 13A. No espectro B, pode-
se observar o sistema quimico completo na presenga de Ac-Tempo, neste caso nota-se que frente
ao estimulo disparado pelo H,O,, tendo como conseqiiéncia a producdo de GS°, houve um

consumo significante de Ac-Tempo.
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10G

Figura 13. Espectros de EPR do sistema quimico modelo. A: Espectro caracteristico do
nitroxido Ac-Tempo (10 uM); B: Sistema quimico completo (fenol/H,O,/peroxidase/GSH) na
presenga de Ac-Tempo (10 uM).

Suspensoes celulares de neutrofilos foram incubadas com Tempo ou Ac-Tempo por 5
minutos a 37°C e estimuladas ou ndo com PMA. Os espectros de EPR foram acompanhados por
10 minutos e posteriormente registrados. A Figura 14 mostra os espectros caracteristicos dos
nitréxidos Tempo (A) e Ac-Tempo (B).

Os espectros la e 1b correspondem respectivamente ao grupo de células tratadas com
Ac-Tempo e Tempo (10 uM). Comparando estes resultados com o espectro de Ac-Tempo no
sistema quimico mostrado acima, observa-se um decréscimo de aproximadamente 50% no sinal
de EPR no sistema bioldgico, indicando um consumo de nitréxidos pelas células.

Nos grupos experimentais tratados com Ac-Tempo (2a) e Tempo (2b) e posteriormente
estimulados com PMA observou-se um decaimento de aproximadamente 52% do sinal de EPR,
indicando que os nitroxidos foram capazes de reagir no meio celular indisponibilizando espécies
radicalares.

Para explorar o envolvimento de radicais tiila frente ao tratamento com nitroxidos em
neutr6filos, foram feitos dois tratamentos especificos. Primeiramente usou-se DMPO e o
aparecimento do aduto DMPO/GS’ foi sondado e, para certificar que entre as espécies
radicalares formadas estaria a presenga de GS°, grupamentos tiolicos foram bloqueados com o
NEM.

No grupo 3b tratado com DMPO pode-se observar o aparecimento de novas bandas

sugestivas do aduto DMPO/GS' (espectros marcados com V). O tratamento com NEM (4b)
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aboliu totalmente essas bandas, conservando apenas o sinal caracteristico do nitroxido,
confirmando a presenca de radicais tiila gerados em neutrofilos estimulados com PMA.

Nota-se ainda que a intensidade do sinal sofreu um acréscimo quando comparado com os
espectros mostrados nas figuras la e 1b. Este acréscimo ocorreu devido ao fato dos grupamentos
tidlicos estarem bloqueados, o que impede a reacdo dos nitréxidos no meio celular.

Na figura 14 encontram-se os resultados quantitativos das medidas espectrais referentes

ao nitroxido Tempo.
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Figura 14. Espectros de EPR em sistema biolégico. A: Grupos experimentais tratados com o
nitroxido Ac-Tempo (10 uM); la: Somente células e Ac-Tempo; 2a: Células estimuladas com
PMA e posteriormente tratadas com Ac-Tempo; 3a: Células estimuladas e tratadas com Ac-
Tempo e DMPO; 4a: Células bloqueadas com NEM, estimuladas e tratadas com Ac-Tempo. B:
Grupos experimentais tratados com o nitréxido Tempo (10 uM); 1b: Somente células e Tempo;
2b: Células estimuladas com PMA e posteriormente tratadas com Tempo; 3b: Células
estimuladas e tratadas com Tempo ¢ DMPO; 4b: Células bloqueadas com NEM, estimuladas e
tratadas com Tempo. Todos os espectros foram acompanhados por 10 minutos.

Intensidade do sinal de EPR (U.A.)

A B C D

Figura 15. Quantificacio da intensid4t® W6 "Sfi%F de EPR do nitréxido Tempo em
neutrofilos. A: Células tratadas com Tempo (10 puM); B: Células estimuladas com PMA
demonstraram um consumo de nitroxido e um decréscimo de 52% da intensidade do sinal de
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EPR foi observada; C: Células tratadas com Tempo e DMPO apresentaram um decréscimo de
29% da intensidade do sinal, pois houve uma competi¢ao entre DMPO e Tempo; D: Células
bloqueadas com NEM nao mostraram um consumo significativo de Tempo.

Para analise de fluorescéncia foram feitos os mesmos tratamentos citados anteriormente e
as medidas foram acompanhadas por 10 minutos (Figura 16). De forma coerente com os
resultados de EPR, o grupo controle (A) apresentou uma intensidade baixa e ndo significativa de
fluorescéncia. As células tratadas com Ac-Tempo (B) demonstraram um nivel basal de
fluorescéncia. A fluorescéncia atingiu um nivel maximo quando as células foram estimuladas
com PMA (C), este resultado encontra-se em concordancia com os dados do EPR que
apresentaram um decréscimo significativo no sinal. O tratamento com NEM foi feito em células
sem e com estimulo e, observa-se que em células ndo estimuladas (D) a fluorescéncia foi
estatisticamente igual ao grupo controle (A), em resposta ao estimulo (E) esta sofreu um

pequeno aumento.
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Figura 16. Cinética da emissdo de fluorescéncia de suspensdes celulares de neutrdéfilos
tratados com Ac-Tempo. A: Fluorescéncia caracteristica do grupo controle representado
apenas por células. B: Células tratadas com Ac-Tempo (10 uM); C: Células estimuladas com
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PMA; D: Células tratadas com NEM; E: Cé¢lulas tratadas com NEM e posteriormente
estimuladas com PMA. A intensidade de fluorescéncia foi acompanhada por 10 minutos. O
grupo (C) difere estatisticamente dos demais (p<0,05).
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Figura 17. Intensidade de fluorescéncia (U.A.) de suspensdes celulares de neutrofilos
tratados com Ac-Tempo. A: Fluorescéncia caracteristica do grupo controle. B: Células tratadas
com Ac-Tempo (10 uM); C: Células estimuladas com PMA, observou-se um aumento de
significativo de aproximadamente 80 unidades ; D: Células tratadas com NEM; D: C¢lulas
tratadas com NEM e posteriormente estimuladas com PMA. A intensidade de fluorescéncia foi
acompanhada por 10 minutos. O grupo (C) difere estatisticamente dos demais (p<0,05).

5.5 Determinac¢ao da concentracao intracelular de GSH

Assim como muitos tidis, a GSH reage com mBBr formando um aduto fluorescente e
estavel. Com base nesta derivatizagdo fez-se a separacdo e quantificacdo usando detector de
fluorescéncia acoplado ao HPLC. Para padronizagdo do método foi feita uma curva de
calibragdo usando padrdes de GSH com concentragdes de 0,01-0,3 pM. Estes padrdes foram
preparados conforme o protocolo descrito anteriormente tendo como mBBr o agente
derivatizante (ANDERSON, et al.,1999).

Na Figura 18 pode-se observar o cromatograma representando a corrida cromatografica

com o padrdo na concentra¢do de 0,01 PUM.
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Figura 18. Cromatograma caracteristico de deteccio de GSH apds derivatizacio com
mBBr. Solucao padrao de GSH (0,01 pM.) foi derivatizada e injetada em cromatografo, sendo a

detecgdo feita por fluorescéncia. Nessas condi¢des, o tempo de retengdo (TR) deste analito foi
12,5 minutos.

Imediatamente apo6s os tratamentos celulares, as amostras foram derivatizadas e
preparadas para a andlise cromatografica. Na Figura 19 mostrada abaixo, encontram-se a
sobreposi¢do dos registros caracteristicos de trés corridas cromatograficas: padrdo na

concentracdo de 0,01 UM e de duas amostras provenientes do grupo controle (neutrofilos

dormentes).

Dimero de mBBr

Padrao 0,01 pM
Controle 1
Controle 2
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Figura 19. Cromatogramas caracteristicos de amostras do padrao (0,01 pM) e de dois
grupos controles (neutrofilos dormentes). Observa-se que os picos caracteristicos da
identificacdo de GSH em todas as amostras apresentam o mesmo tempo de retengdo relativo a
12,5 minutos.

A concentragdo de GSH intracelular encontrada nos diferentes grupos experimentais

pode ser observada na Figura 20.

Concentragdo de GSH/ug de proteina
[}
1

A B C D

Grupos experimentais

Figura 20. Determinac¢ao da concentracao de GSH intracelular. A: Grupo controle composto
por apenas células; B. Células tratadas com Tempo 100 uM. C: Células estimuladas com PMA;
D: Células tratadas com Tempo e estimuladas com PMA. Todos os grupos experimentais foram
previamente tratados com NEM. O grupo C difere significativamente dos demais (p=<0,05).

5.6 Determinacio da S-glutationilacdo proteica em neutrofilos

A modificagdo proteica por S-glutationilagdo foi determinada usando anticorpo anti-
GSH. As aliquotas das amostras com diferentes grupos de tratamento contendo 2 pg de proteina
foram transferidas para a membrana de nitrocelulose e para confirmar a eficiéncia da
transferéncia a membrana foi corada com Vermelho de Ponceau (Figura 21A).

Confirmada a transferéncia seguiu-se a realizagdo do “dot blot” conforme estabelecido

anteriormente. ApoOs a revelagdo, a intensidade de S-glutationilagdo proteica foi confirmada
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visualmente (Figura 21B) e analisada por densitometria para que fosse feita a quantificacao
(Figura 22).

No grupo controle (A) observou-se um nivel basal de S-glutationilagdo. Em células
dormentes tratadas com o Tempo, esse processo foi estatisticamente igual ao grupo controle,
indicando que o tratamento com nitroxido em neutrofilos ndo interferiu no nivel de S-
glutationilagdo. As células estimuladas com PMA (C) revelaram uma quantidade maior de
ocorréncia de S-glutationilagdo, (aumento de 43% comparando-se com células dormentes). Nas
amostras tratadas com Tempo e posteriormente estimuladas, houve decréscimo de 34% da
marcagdo com anticorpo anti-GSH (Santa Cruz, CA), indicando claramente a interferéncia desse
nitroxido no processo pos-traducional de ligacdo de GSH a estruturas protéicas. O tratamento
das amostras com DTT aboliu a marca¢ao com o anticorpo anti-GSH, resultado coerente com a

acao desse redutor quimico sobre a ligacao proteinas-GSH.

Figura 21. Determinacio da S-glutationilacio proteica em neutroéfilos. A: Membrana de
nitrocelulose corada com Ponceau para simples conferéncia da transferéncia. B: Filme
radiografico demonstrando a marcacdo dos diferentes tratamentos; De 1 a 4 encontram-se os
grupos tratados com DTT, pode-se observar que este tratamento aboliu toda a marcagao; de 5 a 8
encontram-se os diferentes grupos tratados com NEM.
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Figura 22. Quantificacdo da S-glutationilacdo proteica em neutroéfilos por densitometria.
A: Grupo controle (células dormente), B: Células tratadas com Tempo; C: Células estimuladas
com PMA; D: Células tratadas com Tempo e estimuladas com PMA. Todos os grupos

experimentais receberam tratamento com NEM. O grupo C difere significativamente dos demais
(p=<0,05).



50

6 DISCUSSAO

Os fagocitos sdo componentes celulares da imunidade inata responsaveis pela primeira
linha de defesa do organismo contra infec¢des, capazes de eliminar uma ampla variedade de
patégenos que continuamente colocam em risco a integridade dos sistemas hospedeiros através
de um mecanismo efetor denominado fagocitose (HENDERSON; CHAPPELL, 1996).

Nas ultimas décadas, estudos examinaram em detalhes as agdes especificas dos
elementos do sistema imune, em especial, a resposta hospedeira aguda, caracterizada pela
presenca de células que atuam nas fases iniciais da resposta inflamatdria, os neutrofilos. Estas
células, frente a uma agressao, migram do sangue periférico para o tecido lesado através de um
gradiente de concentragdo de fatores quimiotdticos, com o objetivo de engolfar e destruir
microorganismos, evitando o estabelecimento da inflamacdo (HENDERSON; CHAPPELL,
1996).

O processo da fagocitose ¢ acompanhado por uma intensa atividade metabodlica celular
caracterizada por um grande consumo de oxigénio, conhecido como “burst” respiratorio.
Durante este processo ocorre a ativacdo do complexo enzimatico Nox2 e, consequentemente, a
formagdo de diferentes espécies reativas como, por exemplo, o O,* e seus derivados, capazes de
causar uma série de efeitos deletérios ao organismo (BABIOR, 2000).

Diferentes agentes sdo capazes de ativar o complexo Nox2 de neutrofilos levando a uma
produg¢do de O,*. Entre os agentes mais conhecidos encontra-se o éster de forbol co-
carcinogénico PMA (ROY, et al., 1995). Estudos anteriores demonstraram que este ¢ capaz de
estimular o “burst” respiratorio de macrofagos diretamente pela via PKC gerando um consumo
maximo de O, estequiometricamente igual a produgao do radical O,*. (LAIGNIER et al, 2007).

A producdo de ERO/ERN por fagocitos € um processo que ocorre sob um refinado
controle fisiolégico (BRIGAGAO; COLEPICOLO, 1996). Se, de um lado esse evento
representa uma resposta essencial ao organismo contra agentes estranhos, por outro, quando
produzidos de forma descontrolada, podem desencadear danos oxidativos irreversiveis. Essa
produgdo exacerbada de ERO/ERN liberados por fagocitos ¢ uma observacdo frequente em
diversas condigdes patoldgicas como artrite reumatoide, lesdo por isquemia, reperfusido e
doengas neurodegenerativas (MOREL et al., 1991; KAUR & HALLIWELL, 1994; BABIOR,
2000). O controle do “burst” respiratorio de fagocitos por agentes exdgenos tem, assim, se
tornado um possivel alvo bioquimico para sustentar o equilibrio entre a produgdo de oxidantes e

a acdo de antioxidantes em focos inflamatoérios.
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Em consequéncia a diversidade de substincias e a multiplicidade de vias de transducao
de sinais bioquimicos capazes de ativar e sustentar a atividade catalitica do complexo Nox2, uma
variedade de compostos com maior ou menor especificidade, tém sido relatados por
apresentarem capacidade de exercer efeito inibitorio sobre esse sistema.

Baseados em alvos bioquimicos, estes compostos sdo divididos em duas grandes classes:
as que inibem a atividade do sistema em células integras, mas sdo inertes quando testados sobre
a enzima isolada e reconstituida em um sistema “cell free”, e as capazes de exercer um efeito
inibitério direto sobre os diversos componentes do complexo, mostrando, portanto, capacidade
de impedir a liberagdo de O, tanto por fagdcitos integros quanto por preparagdes da enzima
isolada (CROSS, 1990).

No primeiro grupo encontram-se substincias que interferem em um ou mais estagios da
montagem do complexo, ou nas diferentes vias de transdugao de sinais necessarias a sustentacao
da produgdo de O,", ou ainda, em vias metabolicas especificas que sdo acionadas na célula
durante o “burst” respiratério, como a via das hexoses monofosfato (BECKER, 1983).

Neste contexto, os tiois em geral, mostram-se como importantes alvos do controle celular
oxidativo por entrarem com relativa facilidade em ciclos de oxidacdo e reducdo. Esta bem
estabelecido que a atividade do complexo Nox2 ¢ inibida por reagentes oxidantes ou alquilantes
de tidis (WINTERBOURN; HAMPTON, 2008). Akard e colaboradores, 1988, mostraram que
NEM, um alquilante de tidis, impede o acoplamento ou a ativacdo da Nox2, mas ndo inibe a
atividade de complexos ja formados, em um sistema “cell free”. Por outro lado, quando
adicionado a neutrofilos integros pré ativados, NEM induziu a desativacdo do “burst”
desencadeado tanto por PMA quanto por fMLP (DAHLGREN; SUNDQVIST, 1991).

Trabalhos recentes estenderam estas observagdes para as isoformas vasculares da
NADPH oxidase (JANISZEWSKI et al., 2000). As oxidoredutases ditidlicas, especialmente
aquelas pertencentes a superfamilia das tiorredoxinas, sdo proteinas reconhecidamente
importantes para os mecanismos de sinalizacdo redox (ARRIGO, 2000; CLISSOLD;
BICKNELL, 2003; WILKINSON; GILBERT, 2004). Entre os muitos membros da superfamilia
tiorredoxina, encontra-se a proteina dissulfeto isomerase (PDI) que esta relacionada com a
regulagdo da atividade das isoformas Noxl e Nox4, em cé¢lulas musculares lisas vasculares
(JANISZEWSKI et al, 2005).

Dentre alguns compostos capazes de suprimir o “burst” respiratorio de fagdcitos por vias
bioquimicas especificas destacam a toxina pertussica, (CASEY; GILMAN,1988), capaz de inibir
a transducdo de sinal via proteina G, a aspirina, o diclofenaco e a indometacina que inibem a

atividade catalitica de proteinas quinases ou ativam fosfatases (CHAN et al., 2001).
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Entre os inibidores diretos do complexo Nox2 encontram-se compostos capazes de
impedir ou retardar a ativacdo do mesmo. Assim, inibidores da a¢do de flavoproteinas, como o
andlogo de FAD, 5-deaza-FAD, além de difeniliodonio e quinacrina, que, por possuirem
potencial redox maior que FAD impedem a transferéncia de elétrons para o citocromo bsss a
partir de NADPH, determinam menor produgdo de O, provocando um aumento do periodo
“lag” do sistema enzimatico (CROSS, 1990). Efeito semelhante é exercido por "NO, que impede
a montagem do complexo Nox2, retardando ou anulando a produ¢do de O, por neutrofilos em
fun¢do da concentragdo no meio de reacao (FUJII et al., 1997; RODENAS et al., 1998).

Mais recentemente, foi demonstrado que aminoacidos sulfurados, tais como L-cisteina,
N-acetil-L-cisteina e L-cistationina, suprimem a geracdo de O, por inibirem a translocagdo das
subunidades p67”"** e p47""* para a membrana (KITAOKA et al., 2005).

Dada a relevancia das ERO/ERN oriundas de leucdcitos circulantes em diferentes
mecanismos fisiopatologicos aliada a atividade SOD mimética dos nitroxidos nos propusemos a
investigar a capacidade deste composto de catalisar a atividade de dismutagdao do O,™, gerado
pelo sistema xantina/xantina oxidase.

Os resultados mostraram que tanto o Tempo como Ac-Tempo apresentaram atividade
SOD mimética, sendo capazes de promover 100% da dismutagdo do O,", porém em
concentragoes diferentes (Figura 11).

A concentragdo de Tempo necessaria para inibir 100% da atividade enzimatica foi de 100
uM, ja para o Ac-Tempo foi necessdrio uma concentragdo trés vezes maior (300 uM). Essa
diferenga pode estar associada a lipofilicidade e ao tamanho da molécula. A estrutura quimica do
Tempo confere a este composto maior lipofilicidade e consequentemente melhor permeabilidade
na membrana celular, além do fato deste composto ndo apresentar em sua estrutura quimica o
anel de acridina presente no Ac-Tempo.

Trabalhos recentes do nosso grupo de pesquisa mostraram que a modulagdo do “burst”
respiratorio de neutrdfilos pelos nitroxidos estaria associada a capacidade destes compostos em
inibir indiretamente a atividade da enzima PKC e modular processos pos-traducionais
impedindo a fosforilagdo de determinadas proteinas (RIBEIRO, 2009).

Os resultados mostrados na Figura 12 estdo de acordo com os dados citados acima.
Observou-se que a incubagdo prévia das suspensdes celulares de neutrofilos com o nitréxido
Tempo em diferentes concentragdes, determinou uma inibi¢ao no “burst” respiratério com uma
correlacdo direta entre a dose do nitroxido e a quantidade de O," liberada pelos fagocitos, sendo

necessaria uma concentracao de 400 uM para inibir totalmente a atividade do complexo Nox2.
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A resposta do sistema Nox2 frente ao tratamento com nitréxido aponta para uma ac¢ao
que provavelmente ndo depende de uma inibicdo direta dos componentes do complexo.
Possivelmente, os nitroxidos, por serem capazes de permear a membrana celular, agem alterando
a sustentagdo da atividade enzimatica, inibindo a geragdo intracelular de espécies radicalares e
oxidantes como GS’, O,” e H,O, que sustentam o “burst” respiratério e desencadeiam
modificagdes proteicas pods-traducionais como fosforilagdo de proteinas e S-glutationilagao.
Dessa forma, estes compostos atuam protegendo as células contra produg¢do de oxidantes,
evitando danos oxidativos.

A sondagem de radicais GS® gerados em sistema quimico e bioldgico foi realizada
utilizando o composto Ac-Tempo, que, por possuir em sua estrutura quimica um esqueleto de
Tempo que confere a este uma natureza paramagnética conjugada a um anel de acridina que,
frente a um estimulo ¢ capaz de emitir fluorescéncia (BORISENKO et al., 2004), permitiu a
deteccao destes radicais através de duas metodologias diferentes: EPR e espectroscopia de
fluorescéncia.

Os radicais GS' foram gerados primeiramente em um sistema quimico onde, peroxidases
catalizam a oxidacdo de fendis formando um produto intermediadrio, o radical fenoxil que,
reduzidos pela GSH ou outros tidis originam GS* (BORISENKO et al., 2004) e, posteriormente
em sistema bioldgico, onde suspensdes celulares de neutrofilos foram estimuladas com PMA.

Comparando os dois espectros da Figura 13, nota-se uma diminui¢do significativa do
espectro B, indicando que houve um consumo do nitroxido devido a sua interacdo com GS',
geradas frente ao estimulo com H,O, no sistema quimico.

A diminui¢do da banda de EPR aliada ao consumo de Ac-Tempo esta de acordo com os
dados da literatura e diretamente associada a desoxigenacdo dos nitroxidos e com a capacidade
destes de aturarem como “scavenger” de GS°, envolvidos em diversas condigdes patoldgicas
(BORISENKO et al., 2004).

Em sistema bioldgico, suspensdes celulares de neutrofilos foram tratadas com Ac-Tempo
e Tempo e o sinal de EPR de ambos foram acompanhados, assim como a fluorescéncia de
células tratadas com Ac-Tempo.

Na Figura 14 observam-se os espectros dos nitroxidos em condigdes experimentais
diferentes. Nota-se que nos dois casos houve uma diminui¢do pequena, porém significativa do
sinal de EPR indicando um consumo dos nitréxidos em células dormentes, ndo estimuladas com
PMA (la e 1b). Este resultado esta possivelmente relacionado com o efeito “priming”

caracteristico dos neutrofilos.
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Segundo HATANAKA (2003), o termo “priming ” pode ser entendido como um estado
de pré ativacao de neutréfilos dormentes. O processo inflamatdrio, desencadeado pelo caseinato
de sodio promoveu o aparecimento de neutréfilos, que por quimiotaxia chegaram até o local da
inflamag¢ao induzida, assim como a liberacdo de diferentes mediadores quimicos como
interleucinas e fator de necrose tumoral (TNF) (HATANAKA, et al.,2003). Em resposta a este
estimulo, mesmo que pequeno quando comparado com o PMA, os neutrofilos por possuirem
uma intensa atividade metabdlica oxidativa produziram uma pequena quantidade de espécies
oxidantes, ndo suficientes para desencadear o “burst” respiratorio, mas capazes de interagir com
os nitroxidos provocando uma diminui¢do da intensidade do sinal de EPR.

Em estudos anteriores envolvendo condi¢des experimentais semelhantes, porém
utilizando macréfagos este efeito “priming” ndo foi observado, visto que ndo houve diferenca na
intensidade dos sinais de EPR do sistema quimico e do sistema bioldgico em células dormentes
(LAIGNIER et al, 2007). J& em células estimuladas com PMA o consumo de nitroxidos foi
significativamente maior (Figura 14; 2a e 2b), indicando uma liberagdo maxima de espécies
radicalares pelo complexo Nox2. A diminui¢do do sinal de EPR nestes dois casos pode estar
relacionada com a propriedade ja conhecida dos nitroxidos de atuarem como “scavenger” de
espécies radicalares e também na sua possivel capacidade, ainda em estudo, de inibir
indiretamente a PKC.

O envolvimento de GS® gerados pelo estimulo do complexo Nox2 foi avaliado
utilizando-se DMPO e a hipdtese da formag¢ao do aduto entre DMPO/ GS* foi confirmada
adicionado-se ao tratamento um alquilante de grupamentos tidlicos, NEM. Nos espectros 3a e
3b, nota-se o aparecimento de novas bandas espectrais sugestivas do aduto DMPO/ GS’, que
desaparecem frente ao bloqueio com NEM.

Os resultados de fluorescéncia em células tratadas com Ac-Tempo mostrados na Figura
16 encontram-se em sincronia com os dados do EPR, pois a medida em que hd um decaimento o
sinal de EPR, observa um aumento da intensidade de fluorescéncia.

Estes resultados podem ser explicados devido a estrutura quimica conjugada da molécula
quimica de Ac-Tempo. O esqueleto do nitréxido Tempo por possuir caracteristicas
paramagnéticas, em resposta ao estimulo pelo PMA, emite um sinal radicalar captado pelo EPR,
j4 o anel de acridina, frente ao estimulo, se desliga da molécula emitindo fluorescéncia, o que
torna o Ac-Tempo uma sonda util para determinar a presenca de radicais tiila através de duas
metodologias distintas.

Os tiois celulares, entre outras moléculas bioquimicas, desempenham um papel

significativo na vida celular por serem capazes de minimizar conseqiiéncias deletérias de um
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desbalanco entre oxidantes e antioxidantes, além de prover uma resposta celular adaptativa aos
estresses oxidativo e/ou nitrosativo. Em células de mamiferos, GSH ¢ o mais abundante tiol de
baixo peso molecular (SIES, 1986; FILOMENI et al., 2002), que além da forma reduzida, esta
presente como duas formas oxidadas: GSSG e como tiol protéico misto R-SSG. Ambas as
formas oxidadas podem ser reduzidas de volta a GSH pela catdlise das enzimas glutationa
redutase e pelo sistema tioredoxina/glutaredoxina. Além de suas acdes como um composto que
ajuda a manter o balango redox celular, GSH funciona como um modulador da atividade de
enzimas dependentes de tidis, e atua como cofator de enzimas antioxidantes como a glutationa
peroxidase (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; FILOMENI et al., 2002).

As propriedades multifuncionais da GSH estao refletidas num interesse crescente por esta
molécula como parte integrante das mais diversas investigagdes, incluindo mecanismos
enzimaticos de regulacdo antioxidante, biossintese de macromoléculas, cancer, toxicidade
devido a oxigenoterapia prolongada e, mais recentemente, doenca de Alzheimer, Parkinson.

J& estd bem estabelecido pela literatura que a GSH, por estar presente de forma
abundante nas células e ser um potente agente redutor ¢ responsavel por uma das principais
defesas antioxidantes enddgenas de diferentes organismos (HALLIWELL; GUTERIDGE,
2007). Frente a estresses oxidativo/nitrosativo ocorre uma diminui¢do da prote¢do antioxidante
caracterizada principalmente pela deplecdo de GSH intracelular CZUCZEJKO, et al., 2003).
Esta diminui¢do de GSH pode levar a um desequilibrio da razio GSH/GSSG, favorecendo um
aumento de GSSG, que posteriormente pode reagir com grupos tidis de proteinas, formando
dissulfetos mistos, processo denominado S-tiolagdo de proteinas (WINTERBOURN;
HAMPTON, 2008).

Os resultados demonstrados na Figura 20 corroboram com os dados da literatura e
reforgam o papel da GSH durante a manutengdo do ‘“burst” respiratério, onde, em células
estimuladas com PMA nota-se uma queda significativa (55%) de GSH intracelular, sugerindo
que este processo ¢ decorrente da producao de ERO/ERN em fagocitos estimulados pela via da
PKC. Posteriormente em células tratadas com Tempo, observou-se que este preveniu a deplecao
de GSH, levando a uma protegdo celular contra danos oxidativos induzidos pelo PMA, sendo
capaz de manter as concentracdes de GSH intracelular em niveis estatisticamente iguais ao
controle.

Resultados semelhantes foram relatados por CHAI et al. (1994), que detectaram
concentra¢des médias de 2,7 nmol de GSH e 0,18 nmol de GSSG/2x10° neutrofilos humanos
ndo estimulados, com uma queda de GSH apds 5 minutos de estimulagdo com PMA, sem

variagdo significativa na concentracdo de GSSG. Perda de GSH da ordem de 30-40% em
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neutrdfilos estimulados com PMA foi relatada por CARR; WINTERBOURN (1997), quando
apresentaram fortes evidéncias que esse processo ¢ decorrente da producdo de ERO/ERN pelas
células estimuladas. No citado trabalho, HOCI exégeno adicionado aos neutrofilos produziu o
mesmo efeito, enquanto que metionina e tiodipropionato, ambos “scavengers” de HOCI,
preveniram a queda do nivel de GSH celular.

Dentre as modificacdes reversiveis de pds-transcrigdo e pos-tradugdo que podem ocorrer
nas estruturas proteicas, como modificagdes da resposta adaptativa celular ao ambiente,
destacam-se as interagdes proteinas-proteinas, mudancas alostéricas induzidas pela ligagao de
efetores especificos, processos proteoliticos, além de modificacdes quimicas como acilagdo,
acetilacdo, alquilagdo e fosforilacdo em diferentes sitios de proteinas especificas. Além destas
pode-se citar, ainda, a S-tiolagdo e S-glutationilagio (THOMAS et al., 1995; KLATT; LAMAS,
2000).

Durante a fagocitose ou sob estimulos especificos, os fagocitos profissionais sdo capazes
de produzir grande quantidade de espécies oxidantes, onde o O, ¢ convertido a O, e,
posteriormente, a H,O,, HCIO e HO’, oxidantes mais potentes que O,". O complexo enzimatico
Nox2 de membrana ¢ internalizado durante a forma¢ao do fagossoma, e as espécies oxidantes,
especialmente H,O,, entram no citoplasma celular. Assim, as proprias células fagocitarias ficam
expostas ao ataque oxidativo dessas ERO/ERN, podendo ocorrer agdes deletérias devidas ao
desbalanco entre a producao de oxidantes e a agdo de antioxidantes enzimaticos e de baixo peso
molecular, levando a perda de fung¢ao celular (Babior, 2000; Babior, 2002).

O mecanismo reversivel de S-glutationilagdo proteica foi mostrado como um evento
metabolico importante diretamente associado a producdo de oxidantes por fagocitos, tanto na
protecao de estruturas celulares contra danos potenciais acarretados por ERO/ERN produzidos
pelas proprias células fagocitarias, quanto na regulacdo metabolica que sustenta tal producdo
(CARR; WINTERBOURN, 1997).

A S-tiolacdo ¢ considerada como um mecanismo protetor para prevenir a oxidagdo
irreversivel dos grupamentos -SH proteicos. Atualmente, postula-se que este processo aja como
um mecanismo redox-regulador da cascata de transducdo de sinal (DIXON et al., 2005). O
mecanismo reversivel de S-glutationilagdo proteica ¢ um evento metabdlico importante que esta
diretamente associado a producao de oxidantes por fagdcitos. A sua importancia esta relacionada
com a protecao de estruturas celulares contra danos potenciais acarretados por ERO/ERN
produzidos pelas proprias células fagocitarias (RINNA et al., 2006; DALLE-DONNE et al,
2007; GALLOGLY; MIEYAL, 2007).
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No presente trabalho foi estudado o processo de S-glutationilagdo proteica em neutrofilos
inflamatorios com a finalidade de verificar se o efeito do nitroxido Tempo sobre o “burst”
respiratorio estimulado por PMA correlacionava com esse processo de modificacdo proteica. A
analise por “dot blot” da S-glutationilacido em neutréfilos apresentou diferencas entre os
diferentes grupos de tratamento (Figura 22).

Amostras do grupo controle apresentaram um nivel basal de S-glutationilagdo ja que este
processo ocorre em condigdes fisiologicas. Em neutréfilos estimulados, foi detectado um
aumento significativo de 43% no nivel de S-glutationilagdo, indicando uma resposta ao estimulo
externo com PMA, paralelo a ativacdo do “burst” respiratorio de neutrofilos. Este resultado ¢
coerente com relatos da literatura, onde o mecanismo reversivel de S-glutationila¢do proteica foi
mostrado como um evento metabodlico importante diretamente associado a producdo de
oxidantes por fagocitos, tanto na protegdo de estruturas celulares contra danos potenciais
acarretados por ERO/ERN produzidos pelas proprias células fagocitarias, quanto na regulagao
metabolica que sustenta tal producao (CHAI et al., 1994; RAVICHANDRAN et al., 1994;
WINTERBOURN, 1997).

De forma marcante, a andlise das suspensdes celulares tratadas com Tempo e
posteriormente estimulados pela via PKC, mostra claramente que esse agente foi capaz de
alterar a resposta das células com significativa diminui¢do (34%) do processo de S-
glutationilagdo. Todos os grupos experimentais tratados com um agente redutor, DTT, quando
analisados, mostraram supressao praticamente completa da marcagao com o anticorpo anti-GSH,
0 que comprova que este ¢ um processo oxidativo, reversivel por redu¢do quimica.

O processo de S-glutationilagdo ¢ um mecanismo de sinalizacdo celular que ocorre em
resposta ao meio ambiente celular ou a um estimulo, como neste trabalho, feito pelo PMA.
Durante este processo, o grupamento lateral do(s) residuo(s) de cisteina em uma proteina ¢
sensivel a oxidagdo, e forma com GSH uma ligacdo dissulfeto. S-glutationilacdo constitui um
mecanismo de protecdo as estruturas proteicas contra danos irreversiveis em condigdes de
elevado estresse oxidativo/nitrosativo. Quando este sitio proteico ¢ uma enzima, podera ocorrer
alteracdo da atividade enzimatica (DALLE-DONNE et al., 2007; GHEZZI; DI SIMPLICIO,
2007). Alguns farmacos como o dissulfiram, usado para o tratamento do alcoolismo, mostrou-se
capaz de provocar um desequilibrio no estado redox de GSH intraplaquetaria induzindo S-
glutationilagdo reversivel (ROSSI et al., 2006).

Os tidis ou proteinas que contém este grupamento exercem um papel fundamental na
sinalizacdo redox uma vez que alteragdes no estado celular redox causadas por ERO/ERN

podem levar a formacdo de dissulfetos mistos protéicos (proteina-GSH) e/ou
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formacao/reposicionamento/rompimento de dissulfetos intramoleculares. (FORMAN; TORRES,
2001).

A S-glutationilagdo ¢ uma modificagdo proteica pos-traducional que pode modificar a
atividade de algumas proteinas que possuem um residuo de cisteina em sua estrutura quimica.
Muitas proteinas que regulam vias sinalizadoras, como quinases, fosfatases e fosfolipases, e
fatores de transcricdo que controlam crescimento celular, diferenciacdo e apoptose, sofrem
regulagdo por S-glutationilagdo (DALLE-DONNE et al., 2007).

A regulacao da atividade catalitica das fosfatases ¢ mostrada através de S-glutationilacao,
processo que inativa a Proteina Tirosina Fosfatase (PTP) (FORMAN; TORRES, 2001). Outro
exemplo de fosfatase regulada por este mecanismo ¢ a Proteina Fosfatase 2 (isoforma PP2A),
embora existam poucos estudos mostrando esta regulacdo que envolve o residuo de cisteina 273.
Além disso, em células Caco-2 esta regulagdo de PP2A e aumento na fosforilagcao da treonina ¢
gerada pela presenga de H,O, que poderia ser causada por ativagdo de uma ou mais isoformas de
PKC (RAO; CLAYTON, 2002).

Outro fator importante para a reatividade de tidis proteicos ¢ o valor de pK,. Quando
desprotonados (tiolatos) a reatividade dos tiois ¢ maior. Em tidis proteicos e em GSH o valor de
pK., gira em torno de 8,5. Porém, em PTP que sdo as fofatases mais susceptiveis a oxidagdo o
pK. fica em 4,7-5,4. Esse baixo valor de pK, ¢ crucial para a atividade da enzima, pois em pH
fisiologico estes grupamentos tidlicos estdo desprotonados ¢ podem ser oxidados mesmo na
presenca, ou até mesmo em excesso de outros residuo de cisteina (BARTOSZ, 2008).

Evidéncias mostram o envolvimento das quinases na sinalizagdo celular
(GOPALAKRISHNA; JAKEN, 2000; FORMAN; TORRES, 2001; DALLE-DONNE et
al.,2007; BARTOSZ, 2008). Em especial, a PKC ¢ descrita por estar em um grupo de moléculas
que sao sensiveis para modificacdes redox, pois, tanto em seu dominio catalitico quanto no
regulatorio, a enzima possui regides ricas em cisteina que sdo sitios para regulagdo redox, porém
a presenca de alta concentragdo de residuos de cisteina e de zinco fazem do dominio regulatdrio
da PKC um alvo mais sensivel para regulagdo redox que outros tidis . A ativagdo desta enzima
por um forbol, como o PMA, ¢ prolongada e muito mais eficiente devido a estabilidade do
forbol dentro da célula (GOPALAKRISHNA; JAKEN, 2000).

Assim como as quinases, a proteina Ras também possui cisteinas chave no seu dominio
regulatorio que também sdo passiveis de oxidagao (WINTERBOURN; HAMPTON, 2008). Este
fato levanta a hipotese de que os proprios componentes do complexo Nox2 estariam sofrendo
regulagdo por S-glutationilagdo, mas a confirmagdo desta hipotese s6 seria possivel com testes

em sistema “cell-free” ou através de imunoprecipitagao.
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O processo de S-glutationilagdo protéica € metabolicamente relevante, tanto por
constituir-se um mecanismo de prote¢do aos estresses oxidativo/nitrosativo, quanto por prover
uma regulacdo metabdlica que supre as necessidades celulares sob situacdes especificas. Nosso
trabalho mostra que, paralelamente a outros eventos metabolicos como fosforilagdo (BABIOR,
1984; CHAN et al., 2001) e sintese proteica (EDWARDS et al., 1989; STRINGER et al., 1995;
BRIGAGAO; COLEPICOLO, 1996; BRIGAGAO; COLEPICOLO, 1998), a S-glutationilagio
estd intrinsecamente ligada a resposta de neutrofilos ao estimulo do complexo Nox2.

Com base nestes dados e nos resultados apresentados no presente trabalho, sugere-se que
os nitroxidos, em particular o Tempo, ajam por diferentes mecanismos modulando a resposta
inflamatoria e prevenindo contra danos oxidativos. As possiveis hipdteses do mecanismo de
acdo destes compostos estdo relacionadas com a inibi¢do indireta do complexo Nox2, que por
possuirem propriedades paramagnéticas, sdo capazes de interagir e indisponibilizar espécies
radicalares e oxidantes produzidas no compartimento intracelular como GS°, O, e H,0, evitando
a ativagdo da PKC, modulando o “burst” respiratdrio de neutrédfilos e prevenindo modificagdes

proteicas pos traducionais como a S-glutationilacao.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos e discutidos conjuntamente nesse trabalho permitem propor as seguintes

conclusodes:

1. O nitroxidos Tempo e Ac-Tempo inibem o “burst” respiratorio de neutrofilos
estimulados pela via de PKC.

2. A formagdo de radicais tiila durante a ativacdo do complexo Nox2 ¢ um alvo
preponderante para reacdo dos nitroxidos.

3. O efeito do nitréxido Tempo ¢é exercido através da diminuicdo do processo de S-

glutationilagdo proteica associada ao “burst” respiratorio.
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