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RESUMO

Neste trabalho avaliamos a formacgdo de oxigénio singlete in vifro em
fagocitos, (células mononucleares e neutrofilos) isolados de sangue periférico
humano, e eosindfilos, de lavado bronco alveolar de camundongos balb/c,
ativados por estimulo particulado: zimosan opsonizado contendo o 9,10-
difenilantraceno (DPA) adsorvido como sonda captadora de '0,. Por este método,
a formacdo do 'O, pode ser verificada pela formagdo do 9,10-difenilantraceno
endoperoéxido (DPAQO,), que é detectado por HPLC. Observamos, que os fagécitos
formam 'O, e que esta formagdo parece ocorrer de forma diferenciada para os
dois tipos celulares (neutréfilos e células mononucleares).

Visando ampliar os estudos anteriores sobre o papel da melatonina (MLT)
no processo inflamatério, foi testado seu efeito em fagdcitos e a relagéo na
producéo de 10, destas células. Observamos que MLT inibe a formacéao de 0,
totalmente no caso de neutréfilos e parcialmente no caso de células
mononucleares e eosindfilos.

Paralelamente, foi desenvolvida a sintese de um novo captador quimico de
'0,, o éster 9,10-antracenil-3-bispropionato de etila (ABPE), cuja finalidade
principal € o acumulo no interior da célula, depois de sofrer hidrolise enzimatica.
Esta sonda, tera facil acesso ao interior das células em sua forma ester.

Este novo captador de 'O, foi testado em células mononucleares e
neutrofilos estimulados de formas diferentes: via receptor independente e
dependente. Os resultados demonstraram produgdo equivalente de '0, nestes

fagocitos.
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ABSTRACT

In this study, we evaluated the singlet oxygen (*0,) formation in vitro from
phagocytes (neutrophils and mononuclear cells) isolated from human blood cells
and eosinophils isolated from bronchoalveolar lavage fluid of mice balb/c activated,
by opsonized zymosan.

To determine whether singlet oxygen is produced by phagocytes, zymosan
particles were coated with a specific chemical trap for 'O, 9,10-diphenylanthracene
(DPA). The production of '0, was followed using HPLC, to measure its product,
9,10-diphenylanthracene endoperoxide (DPAQO,). We also noticed that the 'O,
production occurs at different levels of for two cell types, neutrophils and
mononuclear cells.

In order to broaden previous studies on the role of melatonin (MLT) in
inflammatory processes, its effect was tested in phagocytes was tested in relation
to 'O, formation by these cells. We observed that MLT inhibits the 'O, formation
totallymt neutrophils and partiallym mononuclear cells and eosinophils.

At the some time, it was also developed the synthesis of a new probe for
'0, the 9,10-anthracene-bis-3-ethyl-propionate (ABEP), with the purpose to
accumulate inside the cells, after its enzymatic hydrolysis. This probe presents
easy acess to the inferior of the cells in its ester form.

This new probe for trapping 'O, was tested in mononuclear cells and
neutrophils stimulated in two ways: via independent and dependent receptor. The

results showed equivalent production of 'O, for both cell types.



1. INTRODUGAO
1.1 Aspectos Gerais

O sistema imune compreende uma complexa rede de células importantes
na manutencado da homeostasia. Estas células, tais como leucécitos
polimorfonucleares (neutréfilos, eosindfilos e baséfilos), mondcitos, células NK
(natural killer), e células dendriticas, sdo ativadas quando microorganismos
patogénicos conseguem romper as barreiras naturais de protecao.

O papel fagocitico tem sido reconhecido desde 1883, quando Metchinikoff,
um zoologista russo, descreveu os granulos conhecidos como “corpusculos’
brancos encontrados no sangue como sendo neutréfilos, pois ndo se coravam
nem com corantes basicos (baséfilos) nem com corantes acidos, como a eosina
(eosindfilos). Ele postulou para estas células, as quais chamou de fagécitos, um
papel crucial na defesa do hospedeiro (Babior,1978; Babior, 2000).

Fagécitos profissionais, dentre os quais neutrdfilos, eosindfilos e
mondcitos/macréfagos constituem uma defesa potente contra muitos patégenos.
Devido a sua alta mobilidade, fagécitos sdo consideradas armas rapidas no
policiamento de espagos tissulares. A atividade microbicida esta associada ao
sistema NADPH oxidase que gera espécies reativas de oxigénio, participando
tanto da morte de patégenos como de danos a tecidos do hospedeiro. Além de
efeitos deletérios, a participacdo de espécies reativas de oxigénio tem sido
proposta na sinalizagao de varias vias ativas na inflamagao (Khan e Wilson, 1995).
Funcionalmente, estas células formam a primeira linha de defesa do hospedeiro
contra microorganismos invasores.

Na vigéncia de um processo inflamatorio, fagécitos sao atraidos ao foco
inflamatoério pela liberagdo de substancias vasoativas, interleucinas e fatores
quimiotaticos do local da lesédo para a corrente sanguinea, o que induz o aumento
do fluxo sanguineo, aumento da permeabilidade capilar e transmigragdo de

células sanguineas para a regido da lesdo (Cotran et al., 1996). Assim, fagocitam



microorganismos, células apoptéticas e tumorais (Remick e Villarete, 1996; Abbas,
et al., 2004).

O processo de reconhecimento € mediado por receptores especificos da
superficie celular, que reconhecerd complexo formado entre o material estranho e
anticorpos ou opsoninas vindas do plasma. Duas classes de receptores sao
particularmente importantes: receptores de opsonina (FcyR), que reconhecem
alvos biologicos recobertos de imunoglobulinas e estimulos opsonizados
(zimosan), e recéptores de complemento (CR1,2 e 3) (Massol et al., 1998).

Apds o reconhecimento de um patégeno, estes sdo rapidamente envoltos
por um vacuolo derivado de uma porgdo invaginada da membrana plasmatica do
fagocito. Esse vacuolo se funde com um lisossomo rico em hidrolases formando o
fagolisossomo. A etapa final da fagocitose é a destruicdo e a degradagao do
patégeno (Contran et al., 1996; Witko-Sarsat et al., 2000). Portanto, a inflamacao é
fundamentalmente uma resposta de protecdo com o objetivo de debelar a causa
inicial da agresséo celular.

Em resumo, a fagocitose € um processo que envolve trés etapas distintas,
porém inter-relacionadas: reconhecimento e adesao da particula a ser ingerida,
englobamento da particula com formagao de um vacuolo fagocitario e destruicao

ou degradacao do material ingerido (Moore et al., 1978).
1.2 Sistema Fagocitario: Leucécitos Polimorfonucleares e Mononucleares

As células do sistema mononuclear e polimorfonucleares fagociticos, assim
como todas as células sanguineas, originam-se na medula 6ssea a partir de uma
célula primordial pluripotente, a stem cell, que se diferencia em células
progenitoras de linhagens especificas, em resposta a ag¢do de interleucinas
especificas presentes no microambiente medular. Uma das vias de diferenciacao
vai dar origem as células fagociticas mononucleares.

Na medula éssea o precursor desta linhagem se diferencia em monoblasto,
que passara depois a ser pro-monécito, célula esta que se divide ativamente para
dar origem ao monécito (Gordon et al., 1986). Depois de um periodo de maturagao

na medula, os mondcitos sao liberados para a circulagao sanguinea passando a



constituir de 3 a 10% de todos os leucocitos circulantes. O mondcito tem uma vida
media na circulagao de aproximadamente 1 a 3 dias, passando depois aos tecidos
onde se transforma em macréfago (Van Furth, 1985; Gordan et al., 1986).

Durante o processo de maturagdo os macréfagos adquirem um contelGdo
importante em vesiculas lisossomais, além de microfibrilas e microtubilos que dao
grande mobilidade e promovem a atividade fagocitaria. Uma grande gama de
enzimas esta inclusa nos granulos lisossomais dos leucécitos, sendo liberadas
mediante ativacao destas células. Estas enzimas liberadas sao capazes de
degradar macromoléculas complexas (Wasserman, 1992).

Quando o processo inflamatério se instala, os monécitos migram mais
tardiamente que os neutrofilos, onde esta migragdo celular é mediada por
moléculas de adesao da familia das selectinas, integrinas e imunoglobulinas que
s3o0 expressas na superficie dos leucocitos. Estas moléculas de adesdo sao
produzidas em resposta aos mediadores liberados na inflamagao, como histamina,
leucotrieno B4 (LTB4), fator ativador de plaquetas (PAF) e as citocinas TNF-a, IL-
1, IL-8 (Kuna, et al., 1993).

O sistema mononuclear fagocitico participa dos numerosos processos
homeostaticos, imunolégicos e inflamatérios. Em 1882, Metchnikoff (Metchnikoff,
1905), baseado nos seus estudos de patologia comparada da inflamagao,
chamou-os de “macréfagos” pela sua capacidade de ingerir grandes particulas.
Metchnikoff foi o primeiro a propor que a resisténcia a infec¢ao dependia do poder
fagocitico e digestivo dos leucocitos. Mackaness e Blanden, em 1967 (Mackaness
e Blanden, 1967), mostraram que o aumento da resisténcia no hospedeiro é
exercido através dos macréfagos que se tornaram funcionalmente ativados.

Ja outra via de diferenciagao vai dar origem a linhagem granulocitica, que
sao os precursores dos PMN segmentados circulantes. O desenvolvimento dos
PMN na medula ¢6ssea tem sido classicamente dividido em seis estagios:
mieloblasto, promielécito, mielécito, metamielécito, bastonete e polimorfonuclear
segmentado (Bainton et al.,1971; Bainton, 1995). Os neutrdfilos sdo células do
sistema imune que representam a maior populagio de leucdcitos

polimorfonucleares na circulagdo. Os PMN possuem os granulos azuréfilos que



contém toda mieloperoxidase celular, proteinas catidnicas de baixo peso
molecular (que podem diretamente incrementar a permeabilidade vascular, liberar
histamina, amplificar a fagocitose ou exacerbar a atividade microbicida), hidrolases

acidas e proteases neutras (Dewald e Baggiolini, 1986).

)

Monocito |

Burst oxidativo
(Produgio de ERQO)
Fagocitose de bactérias, fungos, /
células em apoptose e células
tumorzais \

Produgio de citocinas
(TNF, 111, IL-8)

Neutrofilo

Figural. Representacdo de células fagocitarias que participam do processo

inflamatorio.

1.3 Mieloperoxidase

Leucécitos polimorfonucleares (PMN) s&o considerados a primeira linha de
defesa contra invaséo microbiana. A atividade killing de neutréfilos se da devido a
producéo de EROs e a degranulagdo enzimatica que juntos completam a bateria
microbicida desta célula. Dentre as enzimas liberadas esta a MPO, que na
presenca de ions cloreto e peréxido de hidrogénio forma um potente agente
microbicida o 4cido hipocloroso (HOCI) (Figura 2), que € considerado uma das
espécies mais microbicidas formada pelos neutréfilos (Pekoe e Measurement,
1987), justificando a importancia da MPO no killing de patégenos. A expressao de

MPO se da em células precursoras na medula dssea.



MPO
H.O, + H* + CI— HOCI + H,0O

Figura 2. Formacao de HOCI por fagocitos

MPO representa 5% do peso seco de neutréfilos (Pekoe e Measurement,
1987; Klebanoff, 2005) e é o maior constituinte dos granulos azuréfilos
citoplasmaticos. Nas células granulociticas esses granulos correspondem a
granulos eletrodensos (primarios) relativamente grandes vistos ao microscopio
eletronico (O’Brien et al.,, 1980; Bainton et al., 1971); os granulos secundarios
(especificos) sdo0 menos eletrodensos e aparecem no estagio de mieldcito
(O’Brien et al., 1980; Breton-Gorius, 1991; para revisdo ver Klebanoff, 2005).
Mondcitos circulantes contém cerca de um tergo do conteido de MPO quando
comparados a neutrofilos, e esta enzima n&o esta compartimentalizada nesta
célula, mas quando mondcito se diferencia em macroéfago in vivo ou in vitro este
conteudo é perdido. Recentemente, foi demonstrado que macrofagos recém
migrados possuem MPO ativa, estando habilitados a formar HOCI, cloraminas e
oxidar substratos. (Rodrigues et al., 2002).

Estudos sugerem que macréfagos podem adquirir atividade peroxidasica
via fagocitose de neutrdfilos efou eosindfilos durante o processo inflamatério
(Shepherd et al., 1990; Lefkowitz et al., 1992). A mieloperoxidase ¢ uma heme
peroxidase classica que catalisa a formagdo do HOCI. Atualmente se reconhece



que MPO pode ter uma participagdo mais ampla na bioquimica dos neutréfilos e
monocitos. Isto inclui fungdes mais abrangentes, além de sua atividade
microbicida, como o seu papel na imunomodulagdo (Lefkowitz et al., 1992).
Trabalhos demostram que HOCI esta envolvido na sinaliza¢ao de apoptose de
células do sistema imune (Grisham et al., 1984). Além disto, produtos gerados a
partir de HOCI (cloraminas) sao capazes de ativar a produgao de citocinas.

A eosinofilperoxidase (EPQO), enzima encontrada nos granulos dos
eosindfilos, possui uma grande similaridade com MPO e também forma um
potente microbicida, o HOBr (Klebanoff, 1991; McCormick et al., 1994; para
revisao ver Klebanoff, 2005). Além da formacédo dos agentes microbicidas citados,
foram descritas, para estas enzimas, fun¢des adicionais como no caso da EPO,
que poderia atuar como um ativador de macrofagos (Spessolto et al., 1995) e a
MPO que pode catalisar a oxidagao de uma variedade de compostos (Kettle et al.,
1994, Hampton et al., 1998).

O mecanismo de reagdo da MPO envolve a reacdo da forma férrica (MP?")
com Hy0O; para formar um intermediario redox - composto |, o qual oxida cloreto
para produzir acido hipocloroso. A oxidagao de substratos organicos se da através
de duas transferéncias sucessivas de um elétron envolvendo os intermediarios -
composto | e composto Il. Substratos sequestrariam o composto | e inibiriam a
producio de acido hipocloroso, a ndo ser que Oy, ou outra molécula do substrato,
esteja presente para reciclar a enzima (Hampton et al,,1998). A oxidagdo de
substratos organicos pode se dar também pelo envolvimento de MPO composto ||
(MP#0,) (Figura 3).

Apesar da MPO catalisar a formagao de um importante microbicida, o
HOCI, individuos deficientes em MPO nao apresentam maiores
comprometimentos, a n&o ser uma aparente maior susceptibilidade a infecgbes
fungicas. Tem sido aventado que o aumento do burst oxidativo, aumento da
degranulagdo de granulos de PB-glucuronidase, lisozima e vitamina Bi, ligada a
proteina e aumento da fagocitose contrabalancariam a deficiéncia de MPO

(Klebanoff et al., 1991). MPO ainda parece ter um papel na nitragdo de proteinas,



peroxidagao lipidica (Hazen et al., 1999) e em imunomodulagao (Leftowitz et al.,
1992).

Além da formagcao de HOCI, MPO-composto | pode oxidar alguns
substratos gerando composto I, que também tem atividade frente alguns
substratos regenerando a forma da MPO nativa. Este é o ciclo classico de uma
peroxidase. Desta forma, a MPO é vista como capaz de produzir espécies
microbicidas e ao mesmo tempo, via reagdo do HOCI ou seus derivados, ou ainda
através do ciclo peroxidasico classico, atingir alvos celulares e contribuir com o

dano que acompanha o processo inflamatério.

HOCI Cl

e

MleloperOXIdaseu___________m,,composto |

(MPO™)
N ¢

P00, Composto I

Figura 3. Ciclo Peroxidasico da MPO

1.4 Composto inddlico biologicamente importante: Melatonina

Dentre os compostos indolicos biologicamente relevantes esta o horménio
produzido pela glandula pineal, melatonina (N'-acetil-5-metoxitriptamina; MLT), um
importante derivado do triptofano (Reiter, 1991; Reiter, 1991; Zhdanova et al.,
1997). A glandula pineal € um 6rgdo neuroendoécrino que exerce influéncias
regulatérias importantes em animais vertebrados devido a secrecdo deste
horménio. A concentragéao de MLT no plasma é baixa durante o dia (1-6pg/mL) e
alta a noite (200-300pg/mL), o que define um ciclo diario para MLT (Conn et al.,
1997).



MLT & um horménio altamente lipofilico e pode atravessar a membrana
celular. Devido esta caracteristica, a MLT pode modificar diretamente reag¢des que
ocorrem no interior das células ou se ligar a receptores presentes na membrana
nuclear (Reiter, 1991; Maestroni et al., 1993; Tan et al., 2003). Desta maneira, a
presenca de receptores em membranas confere uma especificidade de agao para
as células que os possuem, além de permitir que a resposta fisiolégica ocorra em
concentragdes muito baixas (Tan et al., 2003).

Este composto indélico possui varias atividades biolégicas incluindo um
papel chave na sinalizagao de ritmos biolégicos (Kvetnoy et al., 1997). Sitios de
ligagdo de MLT tem sido reportados no sistema nervoso central (SNC) e em varios
tecidos periféricos de diferentes espécies, tais como: retina, génada, figado, baco,
coragao, trato gastrointestinal, glandulas mamarias, o6rgaos linféides e varios
tecidos neoplasicos (Reiter, 1991; Reiter, 1991; Reppert et al., 1994). O efeito de
melatonina parece ndo depender somente da concentracdo do horménio, mas
também do tempo de exposi¢cao do cpmposto aos tecidos e da sensibilidade dos
receptores de melatonina, a qual parece variar em fung¢ao da hora do dia (Reiter,
1991; Zhdanova et .al., 1997; Conn et al., 1997, Tan et al., 2003).

Estudos dos possiveis papeéis fisiolégicos da MLT ainda relatam o seu efeito
sobre a pigmentagdo e termorregulacao (fendbmeno que n&o ocorre em
mamiferos), sobre a maturagao das gbénadas (pode ter um papel no controle da
reproducao no homem), além de parecer controlar o sono nos seres humanos.
(Reiter, 1991; Hardeland et al., 1995; Zhdanova e Wurtmam, 1997). MLT controla
varias funcgodes fisioloégicas essenciais associadas ao ritmo circadiano e sazonal
(Hardeland et al.,, 1995). Mais do que isto, este composto pode desempenhar
funcgdes estrategicas.

Estudos realizados apontam para o possivel papel desse hormdnio como
scavenger de radicais livres endégenos (Reiter et al.,, 2000; Cuzzocrea et al.,
2001) e atuacao sobre a resposta imunologica e inflamatéria, (Maestroni et al.,
1993; Hardeland et al., 1995; Reiter et al., 1999), porém muitos dos seus efeitos

ndo estao ainda esclarecidos.



Além disto, MLT pode ser oxidada pela indoleamina-2,3-dioxigenase (IDO),
enzima envolvida na metabolizagdo de inddis, presente em monécitos e neutréfilos

e fortemente induzida por interferon-y (Angeli et al., 1988).
1.4.1 Melatonina nas respostas imunoldgica e inflamatoéria

Nos ultimos tempos, varios trabalhos tém mostrado que MLT possui
propriedades imunomodulatorias (Calvo et al., 1995). A sintese de MLT foi descrita
em células do sistema imune (Finocchiaro et al. 1991; Carrilo-Vico et al., 2004).
Portanto, este composto poderia ter uma participagdo no cenario de ativagido e
desativacao de fagocitos.

O fato que suporta o papel da MLT na imunoregulagao é a presencga de
receptores para este hormdnio em linfécitos T (Calvo et al.,, 1995), neutréfilos
(Lopez-Gonzalez et al., 1993) e mondcitos (Barjavel et al., 1998). Foi descrito que,
em alguns modelos de inflamagao, ela diminui 0 edema, a migragao de neutréfilos,
o volume de exsudato (Antolin et al., 1996; Cuzzocrea et al., 1997; Constatino et
al., 1998; Jaworek et al., 2003).

Em monécitos, a MLT induz a secregao de IL-1, IL-2 e IL-6 (Garcia-
Maurino et al., 1998), ativa a formag¢ao de intermediarios reativos de oxigénio e a
citotoxicidade contra células tumorais (Barjavel et al., 1998; Morrey et al., 1994).
Ja em neutroéfilos que produzem as enzimas Oxido nitrico sintase induzida (iNOS)
e ciclooxigenase induzida (COX2) (Cotran et al., 1996; Haslett et al., 1997) no
processo inflamatério, a MLT é capaz de reduzir a sintese destas enzimas e de
seus produtos em diferentes modelos experimentais (Cuzzocrea et al., 2001; Tan
et al., 2003). O efeito inibidor da MLT esta diretamente relacionado a sua
capacidade de bloquear a ativagao do fator nuclear Kappa B (NFxB), que é o
caminho na indugao de iINOS e COX2 em processos inflamatérios (Haslett, 1997).

Sitios de ligagao para MLT sdo mais abundantes em células CD4" do que
CD8", sugerindo que os linfocitos CD4" sao as células mais responsivas a MLT na
subpopulagao linfocitaria. Nessas células a MLT estimula a producdo de

interleucina-2 (IL-2) e interferon gama (IFNy). Porém, a administragao de IL-2 inibe
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a produgdo de MLT pela glandula pineal, indicando um sistema de
retroalimentagao negativo (Maestroni et al., 1995).

MLT € um bom doador de elétrons e reage eficientemente com radical
hidroxila (Matuszak et al., 1997), peroxinitrito, (Zhang et al., 1998; Zhang et al.,
1999), acido hipocloroso e oxigénio singlete (Zhang et al., 1999; Tan et al., 2000;
Reiter et al., 2001). MLT tem se mostrado eficiente em inibir o dano celular
induzido por oxigénio singlete durante o processo de isquemia e reperfusao
(Sewerynek et al., 1996).

Foi sugerida que a atividade imunoregulatoria de MLT ainda poderia estar
associada a sua atividade antioxidante (Antolin et al., 1996; Tan et al., 2000).
Varios trabalhos também relatam a acao de MLT sobre o retardo do
envelhecimento, como agente protetor contra a toxicidade de drogas antitumorais,
lesbes geradas por reperfusdo apos isquemia e protecdo contra Ulcera gastrica
além de diminuir o estresse oxidativo no sistema nervoso central (Tan et al., 2000;
Cuzzocrea et al., 2001; Vijayalaxmi et al., 2002). Este hormdnio ainda estimula a
expressao génica das enzimas antioxidantes como superdxido dismutase,
catalase e glutationa peroxidase. (Antolin et al., 1996; Rodriguez et al., 2004).

MLT é também substrato da MPO. Assim, € oxidada ao seu analogo do
tipo quinurenina (AFMK e AMK) por neufrofilos ativados numa reagao que requer
MPO e ERO. Estudos recentes apontam para a possibilidade de que a agao
destes compostos possa ser mais intensa do que a prépria MLT (Kelly e Amato
1984; Tan et al., 2001; Ressmeyer et al., 2003).

1.5 Quimiluminescéncia e burst oxidativo

Os atomos e moléculas absorvem diferentes radiagbes resultando em
transicdes energéticas de varios tipos, dependente do comprimento de onda da
radiagdo. Radiagao com comprimento de onda na regiao do visivel ou ultravioleta
geram estados eletronicamente excitados em moléculas, os quais sao instaveis e

devem desativar-se voltando ao estado fundamental.
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Quimiluminescéncia é o fenébmeno onde ocorre a formagdo de estados
eletronicamente excitados através de uma reagao quimica e pode ser observada
quando o estado excitado decai para o estado fundamental emitindo luz. Se a
reacdo ocorrer em um organismo vivo, ou for derivado de um, recebera o nome de
bioluminescéncia.

Todas as reagdes bioluminescentes conhecidas e a maioria das reagdes
quimiluminescentes sao direta ou indiretamente resultado de oxidagbes
envolvendo oxigénio molecular ou alguns dos seus derivados como H2O,, Oy,
*OH, 102, entre outros. Para muitas destas reagdes tem sido proposto o
envolvimento de intermediarios peroxidicos lineares ou ciclicos (anéis 1,2-
dioxetanicos), os quais sdo conhecidos pela sua capacidade de gerar estados
excitados apds clivagem térmica (Hasting, 1976).

As condigbes essenciais para a ocorréncia de uma reagao
guimiluminescente sao:

a) a reagao deve ser exotérmica e deve gerar energia suficiente para
permitir a formagao de um estado eletronicamente excitado;

b) deve existir um caminho de reagao pelo qual essa energia possa ser
canalizada para a formagao de um estado eletronicamente excitado;

c) este deve ser capaz de perder energia na forma de um féton ou entao
ser capaz de transferir energia para uma molécula capaz de emitir luz;

Quimiluminescéncia de ultra-baixa intensidade foi demonstrada pela
primeira vez em 1961 por Tarusov em figado de rato (Campbell, 1988). Uma
atencao especial tem sido dada a quimiluminescéncia nativa que acompanha a
ativagao de fagocitos (neutréfilos, eosindfilos e mondcitos/macréfagos). Esta
quimiluminescéncia é decorrente de uma reacao de oxigenagao especifica, que
possibilita a formagao de anion superoxido (O2’), através do sistema NADPH
oxidase que catalisa a produgéo de O, através da redugdo unieletrénica do O,

molecular, utilizando o NADPH como doador de elétrons.

NADPH + 20, — 20, + NADP" + H’
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A partir de O, poderao ser formadas outras ERO por diferentes meios, tais
como: redugdo de O; a peroxido de hidrogénio (Segal, 1988; Hampton et al.,

1998) via agdo enzimatica da superdxido dismutase (SOD) ou dismutagao

espontanea.
e e +2H" e e +H"
o, —» 0, —» H,O, —» OH —» H,0O
A O
SOD

20,7 + 2H" H,O, + Oy

Ocorre também a formacao de peroxinitrito (ONOQO") pela reagao de Oy
com oxido nitrico (NO) e produtos halogenados como hipoclorito (OCI") via acao
enzimatica da MPO. Cloraminas (R-NHCI) podem ser geradas pela reagao de

HOCI com compostos contendo nitrogénio.
NO + O,"— 5 ONOO

HOCI + 2NH,—> RNHCI| + H,O

Existem dois mecanismos para a produg¢ao de radical hidroxila (OH) por
fagocitos: reacao de Fenton, onde H,O, reage com ions metalicos, como ions ferro

ou através da reagao de HOCI mais O3

Oy + M™'—=> M" + O,
M" + H,O,—» M™ + OH + HO
O,” + HyO, —> OH + HO + O,

Reagéo de Fenton
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HOCI + O — HO + CI' + O3

Reacgéo do HOCI

Oxigénio singlete (‘O2) pode ser produzido pela reagcdo de H20, com o
HOCI intermediado por MPO, todas com a¢do microbicida (Figura 4).

. MPO
HO, + H + CI — HOCI + H,O

OCI + H,O, —» 'O, + CI' + H,0O

Este processo é conhecido como burst respiratorio ou oxidativo e é
precedido do reconhecimento do agente invasor e organizagdo, na membrana
plasmatica, de um sistema complexo denominado NADPH oxidase (Figura 5).

NO

ONOOr

Figura 4. Via de formag&o de espécies microbicidas
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Este sistema enzimatico é formado por componentes que se encontram
dispersos na célula em repouso. Estes componentes sdo o p40°"* a p47°"* e a
p67°"* agrupadas em um complexo protéico citoplasmatico. Também ha o

1PhoX |ocalizadas nas

citocromo bsss, composto pelas proteinas p22°™* e gp9
membranas das vesiculas secretérias e dos granulos especificos do citosol. Ha
ainda outras proteinas de baixo peso molecular, ligantes de nucleotideo guanina:
a Rac1 e 2 e Rap1a, que também participam do processo (Babier, 2002; Bokoch e
Knaus, 2003; Roos et al., 2003).

A ativacdo do sistema NADPH oxidase se inicia pela fosforilagao do
componente citosolico p47°"* resultando na migragdo de todas as proteinas
citosolicas para a membrana plasmatica. Essas proteinas, uma vez na membrana,
se associam ao citocromo bssg que migrou para a mesma através da fusao das
vesiculas secretérias e dos granulos especificos. A Racl e 2 liga-se
simultaneamente ao frifosfato de guanina (GTP) e migra para a membrana

juntamente com o complexo citosdlico (Figura 5).

NADPH oxidase ~ "°2* =

NADPH NADP* + H*

Figura 5. Organizagao do sistema NADPH oxidase

quando fagocitos sao estimulados

O sistema NADPH oxidase, uma vez ativo, € responsavel pela

transferéncia de elétrons do NADPH para o oxigénio molecular, formando anion
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superoxido (Babier,1999; Babier, 2000; Babier, 2002). Além da transferéncia de
elétrons, o sistema multienzimatico é responsavel pela passagem de ions H' e
outros cations, especialmente K*, para o interior do fagolisossoma (Reeves et al.,
2002).

Os produtos da redugdao de oxigénio podem levar a oxigenagao de
substratos biolégicos, levando a formagao de estados eletronicamente excitados e
conseqlientemente, originar a baixa emissao de luz observada nestes processos
(Allen, 1984). Esta quimiluminescéncia nativa tem sido aplicada como uma técnica
para o estudo das fung¢ées fagociticas e diagndstico de algumas doengas.

O envolvimento do 'O, no burst respiratério de neutréfilos foi sugerido ha
muito tempo, baseado na emissao de luz por PMN durante a fagocitose (Allen,
1975) e no fato de que bactérias ricas em carotendides eram resistentes ao killing
por PMN (Klebanoff, 1970).

A introdugao de um substrato quimiluminescente a um sistema teste de
fagocitos aumenta em varias ordens de grandeza o rendimento de luminescéncia
facilitando a monitoragdo da atividade de oxigenagcdo destas células. As
caracteristicas de reagao do substrato quimiluminescente também definem a
natureza do agente oxidante a ser avaliado.

O acompanhamento do burst pode oferecer importantes dados relativos a
produgdo das espécies microbicidas. O comprometimento de alguns dos passos
que levam a produgdo do Oy ou a degranulagao, pode levar a diminuigdo da
eficiéncia microbicida de células fagociticas.

No burst respiratorio, a ativagao da proteina C quinase fosforila a proteina
p47°"* e leva a organizagdo do sistema NADPH oxidase. Em neutréfilos nio
ativados, a maior parte do citocromo bssg esta localizada dentro de granulos
especificos e pouco associada a membrana plasmatica (Borregaard e Tauber,
1984; Ohno et al., 1985). Os estimulos comumente utilizados ativam os PMN e
monocitos por diferentes caminhos. PMA atua diretamente sobre a proteina C
quinase, enquanto os estimulos opsonizados (zimosan) (dependem da expressao
de receptores de opsonina) atuam via fosfolipase, suprindo os diglicerideos que

ativarao a proteina C quinase (Henderson et al., 1993; Inoue et al., 1994). Assim,
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ambas as atividades, dependentes e independentes de receptores de opsonina,
podem ser avaliadas através da utilizagdo, respectivamente, de estimulos

opsonizados e de ésteres de forbol (Figura 6).

Ativacao de Formagéo de

<\/>>c Z0 :,1> fosfolipases diglicerideos

Fosforilag&o da

Ativagdo da pazPe
PMA ’:> proteina ::> Ativagao da NADPH

quinase oxidase

Figura 6. Vias de estimulagao para a produgao de anion superéxido por

fagodcitos

1.6 Oxigénio singlete em processos biolégicos: sinalizag¢ao celular

Dentre as espécies ativas de oxigénio capazes de danos aos sistemas vivos
destaca-se o 'O,. Esta espécie € um potente oxidante frente a compostos
contendo alta densidade eletrénica.

As moléculas alvo in vivo incluem proteinas, acidos nucléicos, além de
sistemas organizados como membranas. Tais rea¢des levam, via de regra, a
produtos oxidados que perdem suas propriedades gerando disfungbes. Entretanto,
sob o ponto de vista de fotobiologia no escuro, sistemas enzimaticos que geram
'0, tem grande importancia, visto que estes poderiam estar atuando como um
possivel sinalizador celular no caminho que culmina com a modulagdo da
expressao génica, com fungdes importantes para a manutengdo do sistema
celular, além de outras fun¢des na cadeia de produgéo de ERO.

Uma nova area da biologia vem dando um enfoque sobre o papel de 'O,
como mensageiro intracelular. Foi demonstrada a formagao intracelular de 'O,

durante o processo de fagocitose (Steinbeck et al., 1991; Steinbeck et al., 1993).
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Foi observado que muitos outros eventos celulares dependem da formagéo de 'O,
como a participagdo da ativagdo do fator de transcricdo NF-«xB (Ryter e Tyrell,
1998). NF-xB é um complexo protéico que ativa a transcricao dos genes de
citocinas em diversos tipos celulares envolvidos na inflamagédo e infecgdo em
'resposta a varios estimulos como choque térmico por calor, virus, IL-1, TNF, PMA,
luz UV, Hy0,, inibidores de proteina quinase e fosfatases (Baeuerle e Henklet,
1994; Khan e Wilson, 1995; para revisao ver Klotz, 2002).

Alguns desses estimulos agem por ligagdo a receptores especificos
presentes na superficie celular, cujo caminho comum é a liberagdo da porgao
inibitoria 1kB, ligada ao NF-xB inativo no citoplasma. Quando o NF-«B é
transcolado para nucleo onde se liga aos elementos controles do DNA, induz a
sintese de mMRNA e consequentemente a expressdao de genes (Baeuerle e
Baltimore, 1988; Brown e Ogryslo, 1995; Khan e Wilson, 1995).

Foi demonstrado que 'O, gerado por radiagdo UVA e terapia fotodinamica
(PDT) é capaz de ativar as MAPKs (proteinas quinases ativadas por mitégenos),
através das por¢des JNK (c-Jun-N-terminal quinase) e p38 (Schereck, 1992; para
revisdo ver Klotz, 2002), ativando o fator de transcricao AP-1 (proteina-1 de
ativagao). Na PDT a conseqiiéncia biol6gica é a indugao de necrose e apoptose
celular de carcinoma epidérmico (Chan et al., 2000).

A ativagao da AP-1 por 'O, implica na ativacao da secregao de IL-8 e TNF-
a. Este dltimo exerce multiplos mecanismos de atuacao biolégicas que nao sao
totalmente bem defenidos , mas sabe-se que sua atividade anti-tumoricida parece
ser decorrente da ativacao de neutréfilos (Mattehews, 1987).

TNF-o aumenta a atividade fagocitaria de granulécitos, a indugdo da
liberagdo de enzimas lisossomais e a estimulagdo da produ¢ao de anion
superoxido (Klebanoff, 1991), em mononucleares estimula a secre¢ao de IL-1 e IL-
6 na circulagao (Baggiolini, 1997).

A ativagao do AP-1 também induz a expressao génica da sintese da heme-
oxigenase (HO-1), uma enzima de regulagdo da via de degradac¢do do heme. Essa
enzima pode ser induzida in vivo e in vitro por diversos fatores e, em fibroblastos

de pele humana ela pode ser induzida pela radiagao UVA. Neste caso foi
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mostrado que o 'O, é o efetor primario da indugdo pela analise dos niveis de
mRNA dessa enzima (Basu-Modak e Tyrell, 1993; Klotz et al., 1997, Klotz et al.,
1999).

A modulagdo da AP-2 (proteina-2 de ativagao) por '0, esta descrita na
literatura onde a ativagdo estd envolvida na transcricao da matriz
metaloproteinase-1(MMP-1) responsavel pela manutengdo da integridade da
matriz extracelular da pele. Embora tenha sido mostrado que o 'O, esta envolvido
nesse processo, 0 mecanismo nao estd bem elucidado, e sua participagao na
cascata de sinalizagao pode ser mais complexa. Neste sentido, a participagao de
'0, foi mostrada em eventos iniciais na membrana celular que precedem a
indugao de interleucinas IL-1 e IL-6 (Wlaschek et al., 1997; para revisao ver Klotz,
2002).

O fator de transcricao AP-2 também esta envolvido com a morfogénese em
vertebrados, em particular na diferenciagdo e desenvolvimento de queratinécitos
na epiderme, esta envolvido na indugdo da sintese da molécula de adesao
intracelular (ICAM-1). Este processo é mediado por 'O, em queratincitos
humanos, além disso, foi proposto que o mecanismo desse processo envolve a
geragao nao enzimatica de ceramida a partir de esfingomielina que causa a
ativacao de AP-2 (Grether-Beck et al., 1996; Grether-Beck et al., 2000) (Figura 7).
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Figura 7. Esquema dos efeitos do oxigénio singlete na modulagao da expressao
génica (Klotz 2002).

1.6.1 Identidade de oxigénio singlete

A configuragao eletrénica de oxigénio molecular no seu estado fundamental
triplete (329') prevé um carater biradicalar visto que seu par de elétrons do HOMO,
que ocupam dois orbitais n* degenerados (orbitais diferentes com a mesma
energia), apresentam spins paralelos. Esta caracteristica conferiria ao oxigénio
uma alta reatividade, entretanto, sua reduc¢ao direta por dois elétrons com spins
antiparalelos é proibida pela regra de conservagdo de spin, tornando-o
relativamente inerte (Khan e Wilson, 1995).

O oxigénio eletronicamente excitado pode apresentar-se em dois estados
distintos, 1Ag eo 1Zg+ , tendo a primeira energia 22 Kcal/mol acima do estado
fundamental e vida-media aita (2 a 4 us em agua) e o segundo tendo energia de
37,5 Kcal/mol acima do estado fundamental e vida-média muito menor, decaindo

rapidamente para o estado 1Ag (Figura 1.1). No primeiro e segundo estado
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eletronicamente excitado estes elétrons apresentam spins antiparalelos (Foote e
Clennan, 1995; Di Mascio et al., 1995).

Estado Ocupagéo Energia tempos de
T 7Ty (kcal/mol) vida (s)
Fundamental | 3%y T 1
Primeiro Ag N - 225 10°
Segundo P 1 375 70

Figura 8. Distribuigao eletrénica nos orbitais moleculares (n*) do oxigénio no

+

estado excitado singlete ('A*, ') e no estado fundamental triplete (*%).

1.6.2 Luminescéncia do oxigénio singlete

Sendo o 'O, uma molécula no estado eletrénico excitado, o decaimento
para o estado fundamental pode ser acompanhado de emissdo de luz. Essa
luminescéncia é extremamente fraca e o rendimento quéntico de luminescéncia,
ou seja, a fracdo de molécula de 'O, que emitem luz ao invés de decair nao
radiativamente por desativagdo pelo solvente, varia em torno de 10° a 10 (Foote
e Clennan, 1995).

Alguns grupos independentemente comegaram a observar, a geragao do
'0, em sistemas quimicos, através da luminescéncia na regido do vermelho do
espectro visivel que acompanhava a decomposicdao de H;O, na presenga de
hipoclorito (OCI). Em 1962, foi sugerido, por Stauff e Schmidkunz, que uma
emissao em 634nm, poderia ser interpretada como sendo a transigdo simultanea
de duas moléculas de oxigénio no estado excitado singlete ( 1Ag) para o estado
fundamental triplete (°z4) (Khan, 1976.) |

O espectro de emissao do 'O, mostra duas linhas caracteristicas principais

mostradas abaixo;

(@) Oz ( 'Ag)v=0 > Oz (*Zg)v=0 + hv (Aem = 1268 nm)
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(b) Oz ('Ag)v=0 + O2 ('Aglv=o > 203 (*Cg)v=0+ hv (Aem = 634 nm)

Enquanto a emissdo tipo (b) bimolecular é passivel de medicdo com
fotomultiplicadoras convencionais, sua baixa probabilidade dificulta tal tarefa. A
emissao tipo (a) transicdo monomolecular do '0, ocorre na regido do
infravermelho e foi mostrada por Browne e Ogryzlo (1964) e pode ser medida
diretamente com detectores especificos dos estados sélidos, sensiveis para a
regido do infravermelho, como o fotodiodos de germanio, e fotomultiplicadoras. A
intensidade da emissdo é diretamente proporcional a concentragdo do 'O,.
(Frimer, 1985).

1.6.3 Geragao, reatividade e detecgao do oxigénio singlete

Em geral, as reagdes quimicas do 'O, com compostos insaturados levam a
formacgao de hidroperdxidos alilicos, dioxetanos e endoperdxidos. Nessas reagdes
o '0, se comporta como um reagente eletrofilico e o padrdo de reatividade é
semelhante aquele exibido por etileno com substituintes eletronegativos (Foote e
Clennan, 1995).

A reatividade do 'O, frente a diferentes compostos, permite detecta-lo
fazendo uso de captadores quimicos, cujo produto de reagao possa ser facilmente
detectado em baixas concentracées. Um captador quimico, para ser eficiente
depende principalmente da sua reatividade com 'O; e a sua solubilidade no
solvente de interesse. A reatividade de uma substancia em relagdo ao 'O, também
pode ser expressa por seu valor B, que é a concentracdo na qual 50% do 'O,
disponivel sera capturado (McCall, 1984).

Os captadores mais utilizados, por muito tempo, foram os derivados do
furano (Kreitner et al., 1996). Estes compostos sdo oxidados a produtos
dicarbonilicos presumidamente via reagao Diels-Alder para formar ozonida como
intermediario. Embora estes compostos sejam altamente reativos com 102, eles
apresentam a desvantagem de reagir com outros oxidantes gerando os mesmos

produtos observados pela reagdo com '0, (McCall, 1984).
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Outra substancia muito usada é colesterol, pois o produto da reagao tipo
“ene”, o 5-a-hidroperéxido do colesterol, é considerado uma “impressao digital” do
'0,. Apesar de ser um método quimico especifico para deteccdao de 'O,
desenvolvido por Kulig e Smith em 1973, € um método muito pouco sensivel
(Foote, 1988). Suas limitagcdes sao a baixa reatividade (Foote, 1988) e uma certa
instabilidade do produto que pode sofrer rearranjo para uma mistura de 7-a-
hidroperéxidos sob certas condi¢des (Foote e Clennan, 1995).

Considerando as propriedades de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos,
estes podem ser usados como sequestradores de 'O, uma vez que formam
endoperoxidos a temperatura ambiente e sua decomposi¢ao ocorre somente em
temperaturas razoavelmente elevadas (acima de 100°C). Uma das limitagées
dessas substancias € a sua baixa solubilidade em agua. Porém, este problema
pode ser contornado com modificagbes na estrutura, adicionando-se grupos que
os tornem mais hidrofilicos. A introdugcao de grupos carboxilas € uma opcgao
interessante e foi usada na obtengao de um derivado hidrofilico do antraceno e do
rubreno (Aubry et al., 1981).

Além disso, o produto formado da reacdo do captador com 'O, deve ser
unico em relagao a este oxidante; produtos de oxidagao do captador com outros
oxidantes podem ser tolerados, desde que nao gerem o mesmo produto formado
pelo 'O, o captador e seu produto de oxidagdo devem ser estaveis para permitir o
isolamento para caracterizagao e detecgao em quantidades pequenas.

Modelos interessantes para uso como captador de 'O, sio derivados de
antraceno com substituintes hidrossoluveis, pois de acordo com o tipo e a posigao
dos substituintes no anel, a solubilidade, estabilidade e a reatividade podem ser
modificadas. O sulfato mono-{2-[10-(2-sulfoxi-etil)-antracen-9-il]-etil} éster de sédio
(EAS), derivado de antraceno, pode ser preparado a partir do 9,10-
dibromoantraceno. Esse composto possui as caracteristicas mencionadas
anteriormente: reage com 'O, para formar o endoperdxido correspondente, EASO,
(Figura 9), sua solubilidade independe do pH e € maior que o valor B para todos os

valores de pH, possui alta estabilidade (até 120°C) e pode ser facilmente
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detectado por cromatografia liquida de alta pressao (HPLC) (McCall, 1984; Di
Mascio e Sies, 1989).

0SO;
SRR
0S0y
EAS EASO,

Figura 9. Reagdo de um derivado de antraceno EAS com '0,

gerando o respectivo endoperéxido EASOs,.

Um inconveniente dos derivados de antraceno € que eles absorvem luz na
faixa do visivel e podem agir como fotossensibilizadores e provocar sua auto-

oxidacgao.
1.6.4 Derivados antracénicos

Para modificar os substituintes do antraceno, algumas caracteristicas sao
importantes e devem ser consideradas. Os substituintes do antraceno devem ser
insensiveis ao 'O, e ao fotossensibilizador ou as fontes quimicas de 'O,
necessarias para preparar o endoperéxido correspondente.

O antraceno em si ndo reage com ao 'O, e a ligagao direta de grupos
atraentes de elétrons no anel aromatico diminuiria sua reatividade. Sendo assim,
pelo menos um ou, preferencialmente, dois grupos doadores de elétrons devem
estar presentes nas posi¢coes 9,10 do anel para permitir a cicloadicao [4+2] e
estabilizar o endoperdxido. Assim, os grupos metil do 9,10-dimetilantraceno
oferecem uma posi¢cao adequada para entrada de substituintes, uma vez que a
cadeia alquilica possibilita uma boa separagéo entre o grupo hidrofilico e o anel

antracénico (Pierlot et al., 2000).
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1.6.5 Fotossensibilizagao

O envolvimento do 'O, como intermediario em reagbes de
fotossensibilizagao foi sugerido, primeiro em 1939, por Kautsky. Ele demonstrou
que a excitacdo de um sensibilizador adsorvido em silica-gel provocava a
oxidagdo de um substrato adsorvido em uma outra porgéo de particulas de silica-
gel fisicamente separada daquela contendo o sensibilizador. Sugeriu ainda que a
extingdo da fluorescéncia do sensibilizador era resultado da transferéncia de
energia para as moléculas de oxigénio e produgao de oxigénio ativado. O autor
chegou a conclusédo considerando que a maioria dos sensibilizadores apresenta
uma pequena energia de fluorescéncia, portanto, somente estados metaestaveis
de vida longa do oxigénio, como 2" e 'A4, poderiam ser formados.

Foi demonstrado que produtos gerados na presenga de H;O, e OCl eram
os mesmos produtos obtidos quando era feita a fotossensibilizacdo (Foote e
Wexler 1964a e 1964b). Tambem , Corey e Taylor (1964) mostraram que espécies
excitadas de oxigénio geradas por uma descarga de radio-freqiiéncia ou
fotossensibilizagdo reagiram com antracenos substituidos e olefinas formando os
mesmos produtos.

O processo de fotossensibilizagdo ocorre quando o sensibilizador, luz de
comprimento de onda apropriado e oxigénio estdo presentes simultaneamente
(Kochevar e Redmond, 2000). Primeiramente, ocorre a excitagao eletronica do
sensibilizador ao estado excitado singlete ('sens*) pela energia luminosa e, na
maioria dos casos, por um processo conhecido como cruzamento intersistemas, o
sensibilizador é levado ao estado excitado triplete (®sens’), o qual tem uma
duragao maior que o 'sens’. Dessa forma, os sensibilizadores mais eficientes s3o
aqueles que possuem um >sens” de longa duragao e alto rendimento quantico.

O 3sens’ poderao seguir dois caminhos possiveis: a via que leva ao
mecanismo tipo |, onde ha transferéncia de elétron entre os componentes do
sistema. Esse processo gera ions radicais que podem reagir com O, (329')
resultando em produtos oxidados (Figura 10). JA o mecanismo tipo |l ocorre

transferéncia de energia do *sens” para o O, (*%4’), gerando 'O, (Figura 10). Esses
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mecanismos podem ocorrer simultaneamente e a razao entre eles é altamente

influenciada pelo sensibilizador, substrato e concentracdo de oxigénio (Foote,

1991).

302

SO, <— S*+sens
2 e
Transferéncia sens

‘\deenergia T
302

302

Transferéncia

/7

de elétron 3 *

S
S - +senst*=<—— [S +3sens*] <=—

Tranferéncia
de hidrogénio ISC S

e ®et] " so,
1sens*
S + sens T
sens + hv

Figura 10. Esquema de fotosensibilizagdo mostrando os mecanismos tipo l e Il. (S

= substrato, ISC = cruzamento intersistema, sens = sensibilizador).

Reacées de fotossensibilizagdo, geralmente envolvendo 'O, sao
importantes em diversas situagcdes biolégicas como em cloroplastos que contém
clorofilas e alta concentracao de oxigénio, ou em células da retina que possuem
retinal e podem estar expostas as altas intensidades luz por um periodo
prolongado. Nessas células, as clorofilas ou o retinal podem sofrer sensibilizagao
e formar '0,. Esse processo pode provocar a destruicao desses compostos e
danos aos lipideos ao redor. Existem ainda situagdes patoldégicas em que as
reagdes de fotossensibilizagcdo podem ocorrer, como em alguns tipos de porfirias,
doengas causadas por defeitos na biossintese do grupo heme que provoca o
acumulo de porfirinas na pele. Nesse caso, a exposicao a luz pode causar danos
devido a geracéo excessiva de 'O, (Halliwell e Gutteridge, 1999).

Outro exemplo é a terapia fotodinamica usada para tratamento de tumores,
a qual envolve a administragdo de um agente fotossensibilizador seguida pela
ativagado do agente pela luz de um comprimento de onda especifico. Esta terapia

envolvendo oxigénio molecular forma produtos de oxidagdo que podem ser
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prejudiciais as fun¢des celulares e, desta forma, podem causar um dano

irreversivel ao tumor, levando a sua destruigao (Doughert et al., 1998).
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2. OBJETIVO

O estudo sobre o papel do 'O, em sistemas biolégicos é importante tendo
em vista suas caracteristicas intrinsecas: apresenta alta reatividade frente a
diferentes compostos organicos, sendo capaz de agir em diferentes
compartimentos celulares com os mais variados ambientes quimicos levando a
respostas particulares frente a cada situacao.

O principal foco deste trabalho foi avaliar se neutrofilos e células
mononucleares geram 'O, e em quais condigdes.

Obijetivos especificos:

1. Estabelecer metodologia para acompanhar a formagao de '0, por fagocitos
humanos e de animais de experimentagdo. Para isso avaliamos trés
possibilidades:

e Verificar a quimiluminescéncia direta do 'O, através do uso de equipamento
ultrasensivel para detecg¢édo de sua emissao na regiao do infravermelho.

e Dosar o 9,10-difenilantraceno endoperoxido (DPAQO;) formado pela oxidagao
do 9,10-difenilantraceno (DPA), um captador quimico de 'O,.

e Obter imagens por microscopia confocal no acompanhamento da oxidagao
do DPA por 'O, através do decréscimo da fluorescéncia deste antraceno.

2. Definir padroes diferenciados de producdo de 'O, por diferentes tipos
celulares.

e Comparar quantitativamente a producdo de ‘0, por neutréfilos e células
mononucleares de sangue periférico humano.

3. Avaliar o efeito do horménio MLT, um conhecido imunomodulador, sobre a
producao de '0,.

4. Desenvolver um novo captador quimico de 'O,, capaz de atuar como sonda
lipofilica, susceptivel a hidrélise enzimatica, produzindo seu acimulo no
interior da célula.

o Sintetizar o éster 9,10-antracenil-3-bispropionato de etila (ABPE).
o Estabelecer as condigbes necessarias para sua utilizagdo em fagoécitos

humanos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

Células de sangue periférico humano

Neutréfilos (Polimorfonucleares) e células mononucleares de sangue periférico
(PBMC) sao obtidas a partir do isolamento de sangue periférico de doadores
voluntarios aparentemente saudaveis, recrutados entre os professores,
funcionarios e alunos do Departamento de Analises Clinicas e Toxicolégicas da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e do Instituto de Quimica da Universidade

de Sao Paulo (Comissao de Etica- Processo: 156).

Animais
Camundongos (Balb/c) com 4-8 semanas de idade, mantidos em condi¢oes livres
de patégenos (Comissdo de Etica- Processo: 156), foram fornecidos pelo biotério

de camundongos isogénicos do Departamento de Imunologia, ICB-USP.

3.1.1 Reagentes
Todos os reagentes a seguir sdo de grau analitico.

Millipore: unidade filtrante gv millex em polietileno 0,22 U por 13mm, agua utilizada
foi deionizada em equipamento MilliQ®.

Merck (Rio de Janeiro, Brasil): tetracloreto de carbono, tetrahidrofurano (THF),
benzeno, acido fosférico, tolueno, acido sulfurico, acetona, azul de metileno, acido
férmico, iodo, acetato de etila. (Darmstadt, Alemanha): etanol absoluto, éter etilico,
éter dietilico, cloroférmio, metanol, acido cloridrico, hipoclorito de sédio, sédio
metalico, hexano, silica gel para cromatografia em coluna aberta (63-200um),
placas de silica para cromatografia em camada delgada (0,2 mm, com marcador
de fluorescéncia em 254 nm), acetonitrila e metanol para cromatografia, azida
sédica, fosfato de sddio, fosfato diacido de potassio, cloreto de potassio, cloreto de
calcio, cloreto de magnésio, cloreto de sédio, cloreto de aménio, metanol, liquido
de Turk, sulfato de cobre, glicerina, antraquinona, acido acético glacial, peréxido

de hidrogénio, hidréxido de aluminio.
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Sigma (Missouri, Estados Unidos): bicarbonato de sédio, carbonato de sédio,
cloreto de potassio, cloreto de sédio, dodecil sulfato de sédio, EDTA, formiato de
amdnio, bromo,raspas de magnésio, fosfato de sodio dibasico, hidréxido de sédio,
isopropanol, sulfato de magnésio anidro, sulfato de sédio anidro, glicose, MLT,
(EC 1.11.1.6, de figado bovino), azul de trypan, dimetil sulféxido (DMSO), acetato
de forbol miristato (PMA), histopaque (d=1,077), dextran, HRP (EC1.11.1.7: tipo
V), ketamina, dimetil sulfoxido (DMSO), zimosan, eosina, azul de metileno
segundo May Grunwlad-Giemsa (MGG), ovoalbumina (OVA) Grau Il — Sigma Co,
St Louis, USA)

Roche heparina

Aldrich (Wisconsin, Estados Unidos): éster maldnico, trietilamina, agua deuterada
(99.9 %), cloroférmio deuterado (100 %), tubos para NMR (standard e gold).
Supelco (Estados Unidos): colunas para HPLC Supelcosil, LC-18 (250 x 4,6 mm e
150 x 4,6 mm e 250 x 2,1 mm; tamanho de particula 5 pm).

Phenomenex (California, Estados Unidos): LC-18 Synergi (250 x 4,6 mm, tamanho
de particula 5 um).

Hamilton (Nevada, Estados Unidos): seringas para inje¢ao manual em sistema de

HPLC de 25, 50, 250 e 500 pulL.

3.2 Equipamentos

_Agitador Thermomixer Confort da Eppendorf (Hamburgo, Alemanha) modelo
5355.

__Autoclave vertical da Fanem (Brasil) modelo 415.

__ Balangas da Denver Instrument Company (Estados Unidos) modelos XE-
310 e AA-200.

_ Balanga Analitica AG 204 Mettler Toledo

_ Banho-maria 37° C com Agitador orbital — Gyratory Water Bath Shaker

modelo G76

_ Banho-maria 37° C Lauda Brinkmann modelo Ecoline RE 106

_ Centrifuga Refrigerada Hitachic CR 20B2 Hitachi (Téquio, Japao), rotor RPR20-2
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__ Centrifuga para eppendof, marca Beckman , modelo Allegra 21R

_ Espectrofotdmetro UV/VIS marca Shimadzu (Toquio, Japao) Multispec-1501

_ Espectrofotdmetro da Hitachi (Téquio, Japao) modelo U-3000.

_ Espectrometro de NMR 300 MHz da Varian (Califérnia, Estados Unidos)

__ Estufa de esterelizagdo FABBE — Modelo 119

_ Fluorimetro Spex modelo Fluorolog 1681

__ Homogeinizador tipo Potter-Elvehjem

_ Injetor manual da Rheodyne (California, EUA)

_ Liofilizador E-C Micro Modulyo e bomba da Savant (Nova lorque, Estados
Unidos) modelo VLP-20.

_ Microscépio binocular marca Nikon modelo 81186

_ Microscoépio confocal marca Zeiss modelo LSM

__ pHmetro da Corning (EUA) modelo 430.

_ rota evaporator da Buchler modelo 50479

__Sonicador Branson Sonifier 450

_ Speed Vac® Plus Savant (Nova lorque, EUA) e bomba da Savant (Nova lorque,
EUA) modelo VLP200.

_ Sistema de HPLC da Shimadzu (Toquio, Japéao): 2 bombas LC-10ADVP, injetor
automatico SIL-10ADVP, detector de absorbancia UV SPD-10AVVP, detector de
fluorescéncia RF-551, detector de fotodiodos em série SPD-M10AVVP,
controlador de Sistema SCL-10AVP conectado a um computador e software
CLASS-VP versao 5.03.

_ Sistema de HPLC da Shimadzu (Toquio, Japao): 2 bombas LC-10AD, injetor
manual, detector de absorbancia UV SPD-10A, detector de fluorescéncia RF-535
conectado a um computador e software CLASS-LC10.

_ Sistema de MS composto por: espectrbmetro de massas Quattro 1l da
Micromass (Manchester, Reino Unido), software Masslynx versao 3.2, injetor
Rheodyne (California, EUA).

__ Sistema para detecgao de intensidade e espectro de emissao de luz do 'O, na
regidao do infravermelho, composto por um tubo fotomultiplicador (R5509 PMT,

Hamamatsu Photoniks KK, Shizuoka, Japao), sistema de refrigeragdo por
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nitrogénio liquido (S600 Photocool™, PC176TSCE005 cooler, Products for
Research Inc., MA), fonte de alta tensdo (High Voltage DC Power Supply Model
C3360, Hamamatsu Photoniks KK, Shizuoka, Japao) e monocromador (M300,
Edinburgh Analytical Instruments, UK). Software F-900 v.6.22 (Edinburgh

Analytical Instruments, Livingston, Reino Unido).

3.3 Métodos
3.3.1 Preparo dos Reagentes

_ Tampao fosfato Salino (PBS, phosphate buffer saline) 10mM, pH 7,4
filtrado em milipore de poro 0,22um (Millipore-Sigma);
__ Solugodes estoque de CaCl, 100mM, MgCl, 50mM, glicose 100um, NaCl
0,9 e 2,7%, H202 30mM, MLT 10mM,;

_ Solugao estoque padrao de DPA (33mM) foi solubilizado em diclorometano

e diluida em acetonitrila.

3.3.1.1 Preparagao dos estimulos:

a) Zimosan:
Obtido de paredes de leveduras do Sacharomyces cerevisiae.

ZIMOSAN ..ot 500,0 mg

A mistura € mantida em ebuligao por uma hora sob agita¢do constante,
apoés deixada esfriar e sonicada em quatro ciclos de 15 segundos a 70W de
poténcia. Apds este procedimento a suspensado é centrifugada a 500 rpm por 5
minutos, a 4°C, lavada 3 vezes com PBS (2000 rpm, 20 min, 4°C), ressuspendida

em 50 mL de PBS (10 mg/mL) e estocada a —70°C.

Opsonizacao da suspensio de Zimosan:

A opsonizagao do zimosan € realizada misturando-se 6 mL de um “pool” de

soro fresco com 2 mL de zimosan (10 mg/mL). A mistura de zimosan e soro é
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incubada a 37°C por uma hora com agitagdo constante. Apos este procedimento
centrifuga-se a 2000 rpm por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante é desprezado. O
pellet é entao lavado trés vezes com tampao PBS, ap6s a ultima lavagem, o pellet
€ re-suspendido em 1,0 mL de tampao PBS, as particulas sao contadas e

congeladas a —20°C por até uma semana.

b) PMA:

Estoque |: 1mg de PMA foi dissolvida em 1000uL de DMSO e congelado a
—10°C e dessecado.

Estoque II: 100ug/mL, preparado a partir de 100ul do estoque |, diluido em
900uL de DMSO; congelado a —10°C e dessecado.

No momento do uso, 10ul do estoque Il foi diluido em 900uL de PBS,

gerando uma concentracao de Sug/mL.

3.4 Procedimentos experimentais

3.4.1 Isolamento de neutréfilos humanos de sangue periférico

O sangue é colhido em tubos plasticos heparinizados (10U/mL), e
posteriormente diluido na propor¢do 1:1 com PBS 10mM, pH 7,4, filirado em
membrana de poro 0,22um. A dilui¢ao é colocada sobre 10mL de Histopaque-R. O
material entdao € submetido a centrifugacao em 2500 rpm a temperatura ambiente
por 20 minutos em centrifuga de bancada. Ao infranadante sado adicionados 15mL
de Dextram 5%, diluido em solugao salina 0,9% estéril para sedimentagado de
eritrocitos. O material € mantido em banho de gelo (com inclinagdo de 45°) por 45
minutos, sendo o sobrenadante recolhido (volume completado para 30mL com
PBS) e centrifugado a 2500 rpm a temperatura ambiente por 5 minutos em
centrifuga de bancada.

O sobrenadante deve ser descartado e o infranadante submetido a
hemolise em 10mL de agua gelada (0°C — destilada e filtrada em filtro de poro

0,22um) com agitagao constante por um minuto. A isotonicidade é restabelecida

com 5mL de NaCl 2.7% (filtrado em filtro de poro 0,22um) e 15mL de PBS estéril.



3

O material restante é centrifugado em 2500 rpm a temperatura ambiente por 5
minutos, o sobrenadante descartado e o infranadante re-suspendido em 1mL de
PBS. A contagem de células totais sera realizada em camara de Newbauer e a
viabilidade celular avaliada com Azul de Tripan 0,1% (Boyum, 1968a, 1968b). As

células foram mantidas em banho de gelo até a realizagao dos ensaios.

3.4.1.2 Detecgdo indireta de 'O, em células polimorfonucleares PMN através

do captador DPA

Apo6s os isolamentos e contagem dos neutréfilos (2,5x10% cél/mL), houve
incubagdo das mesmas com as particulas opsonizadas zimosam
(2,5x10"particulas/mL), marcadas com sonda seqiiestradora de '0,, o DPA na
concentragdo final de 2,5mM. A incubagao foi em meio aquoso (PBS) por 1 hora
em banho-maria a 37°C. Para controle foi realizado um branco (células
polimorfonucleares mais DPA). Apds este periodo cada amostra foi extraida com
cloroférmio e metanol (2:1), vortex por 1min e centrifugagdo 12.000g/30min em
centrifuga 5840 R. A fase organica foi retirada e secada com gas nitrogénio,
ressuspendido em 0,5mL de acetonitrila e posterior filtragdo em membrana filtrante
Millipore 0,22um de poro 13mm e posterior analise em HPLC.

As amostras foram analisadas por HPLC usando o equipamento de HPLC
LC-10AD Shimazdu com detector de fluorescéncia programado em 330 nm de
emissao e 470 nm excitagdo e detector UV programado para detecgao em
comprimento de onda de 210 nm. A coluna usada foi a LC-18 (250 x 4,6 mm, 5
um) da Phenomenex. A separagao e identificagdo do DPA e do seu endoper6xido
(DPAQ,) foram realizadas com fluxo de 1,0 mL/min por um gradiente linear
partindo de 65 % ACN em agua, indo a 85 % ACN em 10 min, mantendo em 85 %
ACN até 40 min e retorno para 65% ACN até 45 minutos. |
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3.4.2 Isolamento de células mononucleares e monécitos humanos de sangue
periférico

O sangue é separado por Ficoll-Histopaque como descrito na separagao de
neutréfilos (item 3.4.1). As células mononucleares passaram por alguns processos
de lavagem com PBS, em diferentes rotagbes (1800, 1500, 1200 rpm). A camada
de plaquetas que se deposita sobre o pellet é retirada com cuidado. Apés, o
sobrenadante ser desprezado e o pellet ressuspendido em 1 mL de PBS.

Para o isolamentodas células mononucleares, foi realizado com
procedimento para a separagao de mondcitos: o pellet foi ressuspenso em 5 mL
de RPMI contendo 10% de soro fetal bovino (solugdo A); esta solugao foi
lentamente adicionada a 5 mL de solugao B (5mL de RPMI + 4,75mL de Percoll +
0,325mL de PBS 10X). Esta mistura foi centrifugada por 30 minutos, 1500 rpm,
20°C, sem freio. Foi coletado o anel formado de mondcitos e o pellet foi
desprezado (linfocitos).

A contagem das células foi realizada em camara de Newbauer, a
viabilidade celular foi avaliada com Azul de Tripan 0,1% e uma lamina corada pelo
método de MGG modificado por Rosenfeld foram utilizada para avaliagdo da
propor¢ao entre linfécitos e mondcitos (Boyum, 1968a, 1968c¢).

As células foram mantidas em banho de gelo até a realizagao dos ensaios.

3.4.2.1 Deteccao indireta de 10, em células mononucleares: PBMC através do
captador DPA

O procedimento para células mononucleares foi 0 mesmo utilizado o item
3.4.1.2. A quantidade celular usada foi de 2,5x10° cél/mL, houve incubagao das
mesmas com as particulas opsonizadas zimosam (2,5 x10particulas/mL),
marcadas com sonda seqiiestradora de 'O, o DPA na concentragdo final de
2,5mM. A incubacao foi em meio aquoso (PBS) por 1 hora em banho-maria a
37°C. Para controle foi realizado um branco (células mononucleares mais DPA).
Apds este periodo cada amostra foi extraida com cloroférmio e metanol (2:1),

vortex por 1min e centrifugagao 12.000g/30min em centrifuga 5840 R. A fase
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organica foi retirada e secada com gas nitrogénio, ressuspendido em 0,5mL de
acetonitrila e posterior filtragdo em membrana filtrante Millipore 0,22um de poro

13mm. E posterior analise em HPLC.
3.4.3 Obtenc¢ao de Eosindfilos de lavado bronco alveolar de Camundongos

Imunizagao e desafio com OVA
Os animais (camundongos Balb/c) para sensibilizagcdo com ovoalbumina
(OVA), foram imunizados no dia O com a injecao de 4ug de OVA adsorvida em 1,6
mg de hidroxido de aluminio (Alum) pela via intraperitoneal (i.p.), € no dia 7 com
4 ng de OVA/1,6 mg Alum pela via subcutanea (s.c.). Nos dias 14 e 21 os animais
foram desafiados pela administragao nasal de 50 ul de uma solugao contendo

10 ug de OVA, com o auxilio de uma micro-pipeta Gilson.

Obtengao do lavado broncoalveolar (LBA)

Vinte e quatro horas apo6s o segundo desafio com OVA, os animais foram
injetados i.p. com uma dose letal de anestésico Ketamina 34mg/Kg, hidrato de
cloral 10% 600mg/kg, tampao fosfato (PBS) 0,3(mL por animal). Em seguida a
traquéia dos animais foi exposta, canulada e com o uso de uma seringa foram
injetados 0,5 mL de PBS gelado no espago bronco alveolar. Apos aspiragdo do
LBA, mais 1mL de PBS foi injetado e aspirado por trés vezes.

O proximo passo foi perfundir os pulmdos com PBS e macerados em

homogenizador de potter (Strath et al., 1985).

Contagem total das Células do LBA
Para determinar o numero total de células no LBA, 90ulL da suspensao
celular foram fixados e corados com 10 pl. de uma solugdo de cristal violeta a

0,5% em acido acético a 30% para contagem em hemocitdmetro.

As células foram mantidas em banho de gelo até a realizagdo dos ensaios.
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3.4.4 Utilizagao do 9,10-difenilantraceno como captador quimico de o,

O DPA foi usado como sonda no seqiiestro de 'O, em fagécitos. O enfoque
foi carregar estimulo opsonizado (ZO), marcado com DPA, para dentro da célula
onde, na presenca do 'O, forma o endoperéxido por cicloadicido do tipo Diels-
Alder (4+2) (Figura 11).

Para caracterizagdo da sonda foi realizado o espectro de emissao e
excitagao da fluorescéncia do DPA (Figura 11-a). Ja a determina¢ao do tempo de
retencao do padrao de DPA e do DPAQO; por cromatografia liquida foi efetuada
através do detector de fluorescéncia programado em 330 nm de emissdo e 470
nm excitagao e detector UV programado para detecgdo em comprimento de onda
de 210 nm. A coluna usada foi a LC-18 (250 x 4,6 mm, 5 um) da Phenomenex
(Figura 11-b). A separacao e identificagcdo do DPA e do seu endoperoxido
(DPAQO,) foram realizadas com fluxo de 1,0 mL/min por um gradiente linear
partindo de 65 % ACN em agua, indo a 85 % ACN em 10 min, mantendo em 85 %
ACN até 40 min e retorno para 65% ACN até 45 minutos.

DPA DPAO,

Figura 11. Formagao do DPAO;
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3.4.5 Obtencgao de imagens por microscopia confocal

Apods a separacao dos neutréfilos e opsonizagao de particulas de zimosan
adsorvidos em DPA (2,5mM), neutrofilos (1x10° cél/mL) foram incubados com
ZO/DPA por um minuto (1x10° particulas/mL). Apés este tempo as células foram
depositadas sobre uma placa contendo uma resina de polilisina (por mais 1 min)
para adesdo. Depois deste periodo foram levados ao microscopio para
visualizagao de imagens.

Estas imagens foram feitas a cada 30 segundos com tempo maximo de 20
minutos, para acompanhamento da oxidagdo do DPA por oxigénio singlete

produzido por PMN através do decréscimo da fluorescéncia deste antraceno

(Aex=330nM; Aem=470nm).

3.4.6 Estudo da quimiluminescéncia do oxigénio singlete na regidao do

infravermelho

O sistema de deteccdao de emissao de luz na regiao do infravermelho
(1268nm) através da quimiluminescéncia direta do 'O, foi o S600 Photocool ™
PC176TSCEO05 equipado com fotomultiplicadora (R5509 PMT, Hamamatsu
Photonics KK).

Para detecgao de 0, (emissdo de luz) em fagécitos utilizamos: neutrofilos
de sangue periférico humano (5x10° — 5x10° células/mL) e eosindfilos de lavado
bronco alveolar (2x10° — 5x10° células/mL) de camundongos (Balb/c), instilados
com ovoalbunima intranasal foram ativados in vitro com acetato de forbol miristado
(PMA) (16ng/ensaio) ou zimosan opsonizadas (ZO) (5x10° —=5x10’ particulas/mL)
em tampao fosfato (0,01M) ou meio deuterado.

Para controle do funcioamento do equipamento a reagao quimica do H,0O,
(0.3mM) e OCI" (0.5mM) foi realizada (Kiryu, et al., 1998)
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3.4.7 Avaliagio do efeito da Melatonina em neutréfilos e células

mononucleares sobre a producao de 0,

Neutrofilos e células mononucleares de sangue periférico humano (2,5x10°)
foram ativadas in vitro com particulas opsonizadas adsorvida em DPA e incubados
com MLT nas seguintes concentragdes finais 1nM, 100nM,1uM, 100uM e 1mM.
Apés este periodo cada amostra foi extraida com cloroférmio e metanol como

descrito nos itens 3.4.1.2 e 3.4.2.1 e posterior analise em HPLC.

3.4.8 Sintese do acido 9,10-antracenil-3-bispropidnico

O acido 9,10-antracenil-3-bispropidnico (AABP) é um produto intermediario
na sintese do eéster 9,10-antracenil-3-bispropionato de etila (ABPE). A rota
adotada foi uma adaptacéo de trabalhos anteriores que descrevem a sintese de
derivados de naftalenos (Lock e Walter, 1942; Marvel e Wilson, 1958; Di Mascio e
Sies, 1989; Pierlot et al., 2000; Martinez et al., 2000). A figura 12 ilustra a rota e os
principais reagentes envolvidos na sintese desses compostos. A descrigdo de

cada etapa é feita a seguir.

CH,Br

M Br2 J CCl,/ UV '

MeOH / NaOH
HCI

Figura 12. Rota de sintese do acido 9,10-antracenil-3-bispropiénico

EtOH / Na

Ester maldnico
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3.4.8.1 Bromagao radicalar do 9,10-dimetilantraceno

O 9,10-dimetilantraceno (DMA) apresenta duas regiées susceptiveis ao
ataque do bromo: a parte aromatica e a cadeia lateral. A halogenagao da cadeia
lateral é feita com bromo radicalar, o qual é gerado pela clivagem homolitica da
ligagao covalente do bromo (Br,) pela luz ou por calor.

Em um baldo de 100 mL de fundo redondo e trés bocas, equipado com
condensador de refluxo, funil de adi¢gao e agitador mecanico, foram colocados 50
mL de CCls e 0,5 g de DMA (2,43 mmol). Em seguida, adicionaram-se 300 uL de
Brz (5,8 mmol). O sistema permaneceu em refluxo sob agitagcéo e irradiagdo com
luz branca fornecida por uma lampada de 500 W por 4h. Depois desta fase,
permaneceu em repouso a temperatura ambiente por uma noite. A reacao foi
acompanhada pela medida de pH da reagdo e por cromatografia em camada
delgada (TLC), usando placa de silica com marcagao fluorescente, fase moével
constituida de 80% de CHCI3 e 20% de n-hexano.

Eliminou-se o solvente por roto-evaporagdo e procedeu-se uma
recristalizagédo do sélido obtido com CHCI; Depois de permanecer em repouso por
6h, o sdlido referente ao 9,10-bisbromometilantraceno (BBMA) foi recuperado em

funil de Biichner. O produto obtido foi analisado por RMN de 'H.

3.4.8.2 Sintese malodnica

Em um baldo de 1L com trés bocas, equipado com condensador de refluxo,
agitador mecanico, funil de adigéo e tubo secante, foram colocados 250 mL de
etanol absoluto seco e adicionados lentamente 1,5 g de sodio metalico (0,0625
mol). Quando todo o sodio havia reagido, 20 mL de éster maldnico redestilado
(0,132 mol) foram adicionados gota a gota na solucao sob agitagdo por 2h.
Durante esta etapa, manteve-se o sistema aquecido (~50 °C) para prevenir a
precipitagao do éster de sddio maldnico.

Depois da adicao do éster, adicionaram-se 350 mL de benzeno seco para
faC‘iIitar a dissolugao do BBMA, que foi adicionado na forma sélida (0,55 g; 1,51

mmol). O sistema permaneceu em refluxo por 4 h e sob temperatura ambiente
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durante uma noite. A mistura resultante foi neutralizada com 100 mL de agua e
100 mL de uma solugdo aquosa de HCl a 20 %. Houve separagao das fases
organica e aquosa, sendo que esta ultima foi lavada com éter etilico. As fases
organicas foram combinadas e lavadas com solugdao 5 % de NaHCOj; e agua,
sendo que no final a mistura foi seca sob Na;SO,4 anidro. Os solventes e excesso

de éster maldnico foram removidos por roto-evaporacgao a pressao reduzida.

3.4.8.2.1 Tratamento de solventes e do éster malénico

Etanol seco: Em um balao de 1L foram colocados 500 mL de etanol absoluto e
foram adicionados 2,5 g de magnésio metalico e 0,5 g de iodo ressublimado. O
sistema permaneceu em refluxo por 2 h e em seguida o etanol foi recuperado por
destilagao.

Benzeno seco: Em um balédo de 1 L foram colocados 600 mL de benzeno e 3 g de

sédio metalico na forma de fio, o sistema permaneceu em refluxo por 1 h e o
benzeno foi recuperado por destilagao. Essa operagao foi repetida mais uma vez.

Ester Maldénico: Em um baldo de 250 mL foram colocados 150 mL de éster

malénico, que foi destilado a pressao reduzida.

3.4.8.3 Hidrdlise e descarboxilagao

Em um balao de 500 mL, equipado com condensador de refluxo, o liquido
resultante da etapa anterior foi dissolvido em 100 mL de solugédo 6 M de NaOH,
100 mL de metanol e 5 mL de CHCI;. O sistema foi aquecido sob refluxo por 3 h
com agitacao. Foi realizada uma filtracdo a quente e acrescentou-se ao filtrado
HCI até que a solugdo apresentasse pH ~ 1 e houvesse a formagdo de um
precipitado. Apos essa etapa, o sistema permaneceu em geladeira por uma noite.

O sdlido, obtido por filtragao em funil de Buchner, foi analisado por HPLC-
MS usando o equipamento de HPLC com o detector UV programado para
detecgao em comprimento de onda de 260 nm. A coluna usada foi a LC-18 (150 x
4,6 mm, 5 um) da Supelco. A separagao foi feita com fluxo de 0,6 mL/min por um

gradiente linear partindo de 15 % ACN em agua, indo a 30 % ACN em 10 min,
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permanecendo a 80 % ACN até 15 min, permanecendo em 80 % por mais 5 min,
retorno para 15 % ACN até 25 min. A analise por espectrometria de massas no
modo de ionizagdo eletrospray negativa (ESI-), com as seguintes especificagdes:
fluxo de gas de secagem e de nebulizagdo (ambos nitrogénio) eram 300L/h e 30
L/h, temperatura da fonte de 120°C, os potenciais do capilar e do eletrodo HV
eram 3,5 e 0,5 kV respectivamente. O potencial do cone foi fixado em 25 V e
foram adquiridos espectros no primeiro analisador na faixa de 100 a 500 m/z.

O produto foi mantido em estufa a temperatura de 120°C durante cerca de
50 dias até descarboxilagado total, verificada pela estabilizagdo da massa do
produto. O produto foi analisado por espectrometria de massas conforme descrito

anteriormente.
3.4.9 Sintese do éster 9,10-antracenil-3-bispropionato de etila

A etapa de esterificagao (figura 13) foi realizada como descrito em Vogel
(1989) com algumas modificagées. Para 1g do sélido obtido na etapa anterior, do
qual estima-se que cerca de 150 mg sejam do AABP e o restante, contaminagao
de acido malénico, foram utilizadas as seguintes quantidades de reagentes: em
um baldao de 50 mL equipado com condensador de refluxo, foram adicionados 23
mL de alcool etilico absoluto seco e 0,1 mL de acido sulfurico concentrado.
Adicionaram-se 6 mL de tolueno e o extrator Dean-Stark foi acoplado ao sistema e

teve sua parte lateral preenchida com tolueno.

0. OH 0,0

0 —— 00

tolueno / H,80,

07" 0OH o7 o™

Figura 13. Sintese do éster 9,10-antracéniI—3-bispropionato de etila.
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Depois de 4 h de aquecimento foi realizado uma roto-evaporagao para
reduzir o volume pela metade. Foi realizada uma extragdo com 20 mL de uma
solugao 20 % de cloreto de sédio e para uma melhor separagao foi acrescentado
20 mL de éter etilico. A fase apolar foi lavada com 20 mL de solugdao 5% de
bicarbonato de so6dio e seca sob Na,SO4 anidro. Apds filtragao, o filtrado foi roto-
evaporado para retirar o residuo de tolueno e o éter etilico.

Uma amostra do produto do éster 9,10-antracenil-3-bispropionato de etila
foi analisada por HPLC-MS no modo de ionizagao electrospray positiva (ESI+) e

demais condigbes de analise conforme descrito em materiais e métodos.

3.4.10 Sintese do 9,10-dimetilantraceno

O 9,10-dimetilantraceno (DMA) reagente de partida dos captadores de 'O,
pode ser obtido comercialmente. Tendo em vista a recente dificuldade de
importacao de materiais, foi testada a sintese desse composto partindo-se da
antraquinona, um reagente disponivel em grande quantidade no laboratério. A rota
adotada foi a descrita por Tanaka (Tanaka et al., 2001) e esquematizada na figura
14.

HO CH,

‘;@ CH MgCI SnCl,, HCI

HO CH,

Figura 14. Rota de sintese do 9,10-dimetilantraceno
3.4.10.1 Preparagao do 9,10-dihidroxi-9,10-dimetilantraceno

Em um baldo de 3 bocas de 250 mL equipado com agitador mecanico,
condensador e funil de adi¢cdo, sob atmosfera de argénio, colocar 15 mL de éter
dietilico seco, adicionar 1,7g de Mg+2 (0,072 mol) e dois cristais de l>. No funil de
adi¢ao colocar 10,33g de CHsl (0,072 mol) dissolvidos cerca de 50 mL de éter

dietilico secos. Sob agitagdo constante adicionar a solugdo de CHsl lentamente.
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Quando todo Mg+2 tiver sido consumido, acrescentar 3,7g de antraquinona (0,0178
mol) e mais 150 mL de éter dietilico seco. Apds 4h de refluxo, foi adicionado uma
solugao de cloreto de amdnio. A mistura resultante foi extraida com solugao de
NaCl saturada, seca sob Na,SOy, filtrada e roto-evaporada.

Foi realizada uma TLC em placa de silica com indicador fluorescente e fase
movel constituida por n-hexano e acetato de etila (5:1). Nessas condigdes, o
produto, 9,10-dihidroxi-9,10-dimetilantraceno (DHDMA), ndo elui, enquanto que os
demais contaminantes eluem. O ponto contendo o composto foi raspado da placa,
extraido com CHCly, filtrado e seco.

A amostra foi dissolvida em uma mistura de acetonitrila e agua (1:1)
contendo 0,5% de acido formico e uma aliquota foi analisada por espectrometria
de massas no modo de ionizagdo eletrospray positiva (ESI+), com as seguintes
especificagdes: fase movel constituida de uma mistura de acetonitrila e agua (1:1)
contendo 0,5% de acido férmico com fluxo de 0,05 mL/min, fluxo de gas de
secagem e de nebulizagdo (ambos nitrogénio) eram 300L/h e 30 L/h, temperatura
da fonte de 120°C, os potenciais do capilar e do eletrodo HV eram 3,5 e 0,5 kV
respectivamente. O potencial do cone foi fixado em 10 V e foram adquiridos

espectros no primeiro analisador na faixa de 50 a 350 m/z.

3.4.10.2 Preparacgao do 9,10-dimetilantraceno partindo do 9,10-dihidroxi-9,10-

dimetilantraceno

Em um baldo de 3 bocas de 250 mL equipado com agitador mecanico,
condensador e funil de adigdo, sob atmosfera de argdnio, colocar 39,63 g de
SnCl; (8,4 mmol) e 2,02g do DHDMA (8,4 mmol). No funil de adigao colocar 37 mL
de HCI (8,4 mmol) e 86,7 mL de acido acético (8,4 mmol). Sob agitagao constante
adicionar a solugao de acidos lentamente. Apos 2h de refluxo, adiciona-se 300mL
de agua. O precipitado formado foi filtrado e analisado por HPLC-MS usando o
equipamento de HPLC com o detector UV programado para detec¢dao em
comprimento de onda de 260 nm. A coluna usada foi a LC-18 (150 x 4,6 mm, 5

um) da Supelco. A separagao foi feita com fluxo de 0,8 mL/min por um gradiente
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linear partindo de 50 % ACN em &agua, indo a 80 % ACN em 15 min, mantendo em
80 % ACN até 20 min e retorno para 50 % ACN até 25 min.

A andlise por espectrometria de massas foi executada no modo de
ionizacdo quimica de pressdo atmosférica positiva (APCI), com as seguintes
especificagdes: fluxo de gas de secagem e de nebulizagao (ambos nitrogénio)
eram 300L/h e 30 L/h, temperatura da fonte de 120°C, temperatura do probe
400°C, os potenciais do capilar e do eletrodo HV eram 3,5 e 0,56 kV,
respectivamente. O potencial do cone foi fixado em 25 V e foram adquiridos

espectros no primeiro analisador na faixa de 50 a 350 m/z.
3.4.11 Preparagao dos endoperoxidos do ABPE e do AABP

O éster 9,10-antracenil-3-bispropionato de etila (ABPE) presente no sistema
fagocitario, na presenga do '0,, forma o endoperdxido por cicloadigao do tipo
Diels-Alder (4+2) e também sobre hidrélise por esterases inespecificas formando o
acido 9,10-antracenil-3-bispropiénico (AABP) que também é passivel de reagao
com o '0, formando seu respectivo endoperéxido (Figura 15).

Para preparagao dos endoperéxidos do ABPE e AABP foi realizada uma
fotossensibilizagdo utilizando o método fotoquimico convencional. Em 3mL de
isopropanol foram dissolvidos 10mg do AABP e um outro tubo 10mg do ABPE. As
reagdes se processaram em tubos de ensaio com constante borbulho de oxigénio,
exatamente por 30 minutos, onde a solugdes foram irradiadas com uma lampada
de 500W.

Em seguisa a este processo foi realizada a andlise dos endoperoxidos
AABPO, e ABPEO; e seus respectivos materiais de partida.Também foi realizada
a analise do AABPEO,, que é um endoperdxido subproduto da hidrolise parcial do
ABPE por HPLC com detector UV programado para detecgdo em 230 nm. A
coluna usada foi a LC-18 (250 x 4,6 mm, 5 um) da Phenomenex realizada com
fluxo de 1,0 mL/min por um gradiente com fase movel constituida de 65 % ACN
em agua, indo a 85 % ACN em 5 min, mantendo em 85 % ACN até 25 min e

retorno para 65% ACN até 30 minutos.
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Apéds o detector de UV, uma parte do fluxo (0,20uL/min) era desviada para
o espectrdmetro de massas para analise no modo de ionizagdo quimica de
pressdo atmosférica (APCI* e APCI’), com as seguintes especificagbes: fluxo de
gas de secagem e de nebulizagao (ambos nitrogénio) eram 300L/h e 30 L/h,
temperatura da fonte de 100°C, temperatura do probe 300°C. O potencial do cone
foi fixado em 15V, com diferentes potenciais do cone na faixa de 15V, 30V, 50V, e

70V. Foram adquiridos espectros no primeiro analisador na faixa de 100 a 600

m/z.
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Figura 15. Rota de formagao dos endoperéxidos ABPEO,, AABPEO; e
AABPO;.
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3.5 Detecgdo indireta de '0, em fagécitos: células mononucleares e

neutréfilos através do captador quimico ABPE

Apos os isolamentos e contagem dos neutrofilos e células mononucleares
(2,5x10° células/mL), houve incubagdo das mesmas com a sonda ABPE na
cofcentragao final de (0.5mM) por uma hora em banho maria a 37°C em meio
aquoso (PBS) em pH 7,4. Em seguida a este procedimento as células foram
novamente incubadas com particulas opsonizadas zimosam
(2,5x10"particulas/mL), por mais 1 hora em banho maria. Também foi utilizado
éster de forbol (PMA) para estimulagao celular na concentragao de 16ng/mL.

Depois deste periodo as amostras sofreram ajuste de pH para 2,5 para
melhor estabilidade do produto. Para fins de comparagéao foi feito um branco
(células mononucleares e neutréfilos e tampao PBS mais sonda ABPE sem
estimulagao). Depois cada amostra foi extraida com cloroférmio e metanol (2:1),
vortéx por 1min e centrifugagdo 12.000g/30min em centrifuga 5840 R. A fase
organica foi retirada e secada com gas nitrogénio, ressuspendido em 0,5mL de
acetonitrila e posterior filtragdo em membrana filtrante Millipore 0,22um de poro
13mm e posterior analise em HPLC.

As amostras foram analisadas por HPLC usando o equipamento de HPLC
LC-10AD Shimazdu com detector UV programado para detec¢ao em comprimento
de onda de 230 nm. A coluna usada foi a LC-18 (250 x 4,6 mm, 5 um) da
Phenomenex. A separagao e identificacdo do AABP e do seu endoperéxido
(AABPO2) e do AABPEO: foi realizada com fluxo de 1,0mL/min por um gradiente
partindo de 65 % de ACN em agua, indo a 75 % ACN em 5 min, depois 85% ACN
em 7 min, mantendo em 85 % ACN até 25 min e retorno para 65% ACN até 30

minutos.
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3.6 Analise Estatistica

Para a comparacgao entre os parametros bioquimicos, foi aplicado a Analise
de Variancia (ANOVA) seguida do teste de Dunett (teste paramétrico). O nivel de
significancia foi de 95%, onde * equivale ap <0.05, **ap <0.01 e *™ a p <0.001,
através do programa Instat.

A analise estatistica utilizada para a comparag¢ao da oxidagao do ABPE por
'0; em PMN e PMBC ativados por PMA e ZO foi a Analise de Variancia (ANOVA).
As diferengas entre os grupos foram consideradas significantes quando o valor de
p < 0,05 (5%).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Detecgio de 'O, gerado em sistema celular através do captador quimico
9,10-difenilantraceno (DPA)

4.1.1 Detecc¢ao indireta de '0,em células mononucleares: PBMC

O burst respiratério reflete a ativagao do sistema NADPH oxidase e,
conseqlientemente, a formagao de anion superoxido, (Babior, 2002; Steinbeck et
al., 1993) este ultimo € uma espécie primaria que leva a formag¢ao de outras ERO.
Durante ativacdo do sistema NADPH oxidase também ocorre a degranulagao de
MPO que catalisa a formagao de HOCI; este quando associado ao H,0O,, forma
'0, (para revisao ver Klebanoff, 2005). Steinbeck e seus colaboradores
evidenciaram a formacéo de 'O, em neutrofilos e macréfagos advindo do sistema
MPO-H,0,-HOCI, usando o 9,10-difenilantraceno. Este atua como captador de 'O,
formando endoperdxido, DPAO, (Steinbeck et al.,, 1993; Steinbeck et al.,1991;
para revisao ver Klebanoff 2005).

Nos experimentos feitos por Steinbeck, a sonda DPA foi adsorvida em
particulas de vidro, beads, e a formagao de 0, foi monitorada apos ativacao pelo
estimulo soluvel PMA. Em nosso trabalho, incorporamos a sonda DPA em
particulas de zimosan opsonizadas, que atuam diretamente como estimulo dos
leucocitos.

Imaginando que 'O, é formado principalmente no fagolisossomo; a
associagcao do DPA ao estimulo opsonizado traria vantagens para a detecg¢ao de
'0, intracelular. ’

Depois do isolamento e contagem das células mononucleares humanas
(item 3.4.2) (2,5x10° células/mL) incubamos .as mesmas com particulas
opsonizadas de zimosan (2,5x10"particulas/mL), marcadas com sonda
seqUestfadora de 'O, o DPA, na concentragao final de 2,5mM, seguido de
posterior analise por HPLC (Figura 16). No controle, célula mais sonda,

observamos a formagdo, ainda que baixa, do DPAQO,, que ocorre possivelmente,
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originado da auto-oxidagdo da sonda, (com producdo basal de ERO pelas
células).

4.1.2 Detecgdo indireta de '0, em células polimorfonucleares: neutréfilos

(PMN)

O procedimento adotado para neutrofilos foi o mesmo utilizado no item 4.1.1.
Do mesmo modo que observamos com PBMC, a estimulagdo de neutréfilos
também propicia a produgdo de DPAO, (Figura 16 B). A Figura 17 compara as
areas do sinal de DPAO; em PBMC e PMN, sendo evidenciado, nas condi¢des

experimentais utilizadas. A formacgao de '0,, em neutrofilos é maior do que em

PBMC (*p< 0,05).
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Figura 16. Cromatograma de formag¢ao de DPAO; em células mononucleares e
neutrofilos.
Cromatograma representativo de 8 experimentos nos quais foi avaliada a formagédo do
DPAQ, monitorada por HPLC, apos incubag¢édo por 60 minutos de células mononucleares,
(A) (2,5x10°cel/mL) e neutrdfilos (B) (2,5x10°cel/mL) com particulas sélidas opsonizadas
(2,5x10 particulas/mL) adsorvidas com DPA (2,5mM) em negro. O cromatograma

tracejado se refere ao controle. O meio de reagéo foi PBS 0,01M em pH 7,4 temperatura

37°C, num volume final de 300l
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Figura 17. Formagao de DPAO; por neutrofilos e células mononucleares.
Valores de média + erro padrdo da area integrada da formacé&o do DPAO, através da
monitoracdo por HPLC de células mononucleares (2,5x10°él/mL) e neutrdfilos
(2,5x10°cél/mL) com particulas sélidas opsonizadas (2,5x10’particulas/mL) incorporadas
com DPA (2,5mM), apds incubag&o por 60 minutos. O nimero de experimentos foi igual a
8. O meio de reagédo foi PBS 0,01M em pH 7,4 temperatura 37 °C, num volume final de

300ul. *p< 0,05 para comparagdo com neutofilos.

A fagocitose ocorre apdés o reconhecimento de patdégenos através de
receptores especificos presentes na membrana dos fagocitos. Portanto, a
metodologia utilizada neste trabalho parece ser mais adequada, quando
comparada aos trabalhos anteriores de Steinbeck.

A utilizacao de DPA adsorvido ao ZO € um método mais refinado, visto que,
o caminho para introduzir o DPA dentro da célula é diferente (via receptores de
opsoninas) daqueles adotados em outros trabalhos (via receptores
independentes). Os fagocitos se ligam ao zimosan opsonizado por receptores
como FCR ou CR (Ehlers, 2000). O CR3 (Mac 1 ou CD 11b/CD 18) é um

importante receptor envolvido na ligagdo de ZO com o C3b de fagécitos (Ehlers,
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2000), isto nos permite a comparagao de formagao de 'O, monitorada nesses dois
tipos celulares (PMN e PBMC).

O estudo aqui realizado, que visou determinar a formagao de '0, em
neutréfilos e populagao de PBMC, que € composta de linfécitos e mondcitos, é
importante para a avaliagao destas células no foco inflamatério.

Neutréfilos sdao as primeiras células a responder a agao de patégenos no
foco infeccioso, seguidas de monécitos que respondem aos microorganismos
quase tao rapidamente quanto os neutréfilos, porém persistem por muito mais
tempo nos sitios da inflamagao. Por este motivo, os mondcitos/macréfagos sao as
células efetoras dominantes nos estagios mais tardios da resposta imune inata,
cerca de 1 a 2 dias apds a infeccao (Abbas et al., 2000). Eles sao ainda
responsaveis pela secregao de citocinas, mediadores inflamatérios e fatores do
complemento que potencializam a agado microbicida dos mondcitos,
desencadeando ainda respostas linfocitarias especificas (Beutler, 2004).

A descricdo de novas sondas ou, entdo, a introdugdo de sondas pré-
utilizadas numa condi¢cao optimizada se justifica pela importancia que ERO tem
em diferentes eventos celulares.

A possibilidade de que estados excitados sejam formados in vivo, podendo
ser capazes de modular algumas respostas bioldgicas, tem despertado grande
interesse, uma vez que de 'O, parece ser um importante sinalizador no processo
inflamatorio. Especialmente importantes sao as propostas de que 0, participe da
ativacao de fator de transcricao NF-kB, assim como da ativagdo de quinases e
outras enzimas (Schereck et al., 1992; para revisao ver Klotz, 2002).

A rota possivel para a formagao de 'O, em fagdcitos, é o caminho que
envolve uma primeira etapa catalisada pelo composto | (forma cataliticamente
ativa da enzima MPO) que gera HOCI (Kettle e Winterbourn, 2001). Este reage

com H,0, formando '0, (reacées 1-3).

MPO + H,0O, — Composto | + H,O (reagao 1)
Composto | + CI'- MPO + HOCI «» OCI" + H* (reagdo 2)
2 HOCI + H,0;, — Oy('Ag) + 2 CI + 2H,0 (reagéo 3)
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Apesar de MPO ser reconhecida principalmente como enzima que catalisa
a formagdo de HOCI (reagao 2), atuamente é reconhecido que o espectro de
atuacdo desta enzima seja mais amplo. Sabe-se que MPO tem um papel
importante na imunomodulacgao (Lefkowitz et al., 1992; para revisao ver Klebanoff,

2005) e que MPO catalisa a oxidagao de substratos endogenos (reagao 4 -6) .

Composto | + RH — Composto Il + R " (reacao 4)
Composto Il + RH > MPO + R~ (reagao 5)
Composto Il + O, — O, + MPO + O, (reagao 6)

Trabalhos anteriores do grupo mostraram que MLT é eficientemente
oxidada por MPO (Silva et al., 2000; Silva et al., 2004): a seguir avaliamos seu

efeito na oxidagao de fagocitos durante a formagéo de '0,.

4.1.3 Avaliagao do efeito da melatonina sobre a producgao de 0, de

neutrofilos e células mononucleares

Visando ampliar os estudos do papel da MLT no processo inflamatorio,
avaliamos o efeito deste composto sobre a produgao de 'O, em fagécitos. Na
presen¢a de MLT, um substrato de mieloperoxidase, ha uma forte inibigdo de
HOCI e, conseqiientemente, diminuigdo da formagdo de '0,. Na concentragio de
1nM, MLT inibe totalmente a formag¢ao de DPAO, em neutréfilos (Figura 18 A).
Entretanto, em PBMC (Figura 18 B), a inibi¢ao de formagéo de DPAO; foi apenas

parcial, mesmo em concentragdes maiores (Figura 18).
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Figura 18. Efeito da melatonina na produ¢ao de DPAO; por neutréfilos e células
mononucleares.
Efeito da MLT (0,001- 1000uM) sobre a formagéo do DPAQO, monitorado por HPLC apds
incubagdo, por 60 minutos de neutréfilos (A) (2,5x10°cél/mL) e células mononucleares (B)
(2,5x10°cél/mL) com particulas sélidas opsonizadas (2,5x10"part/mL) com DPA (2,5mM).
Estes dados representam a média + erro padrdo de 5 experimentos. O meio de reagéo foi
PBS 0,01M em pH 7,4 temperatura 37 °C, num volume final de 300uL, ** p< 0,01 para

comparacgdo de experimentos sem adigdo de MLT.

Os resultados de inibicao de 'O, na presenga de MLT eram esperados,
visto que esta reage com composto | da MPO iniciando um ciclo peroxidasico
classico, reacbes 4 a 6 que competem com as reagbes 1 a 3. Entretanto,
observamos que a intensidade de inibicdo de 'O, por MLT ¢é diferente em
neutroéfilos quando comparado a PBMC.

A inibicdo de formacdo de 'O, por MLT pode ser devido a diferente
compartimentalizagdo da enzima nestes dois tipos celulares. Em mondcitos, a
MPO esta dispersa no citosol principalmente na regidao perinuclear, enquanto que,
em neutréfilos encontra-se compartimentalizada nos granulos azuréfilos. Assim, a
localizagdo de MPO define a localizagao de gerag¢ao de HOCI e '0, e deve definir

atividades bioldgicas distintas nestas células.
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Por exemplo, além de microbicida, o 0, participa na ativagao da cascata de
sinalizagao celular. Sabe-se que o '0, atua como oxidante indutor de sinalizagao
na ativagdo do NF-xB, que é um importante fator na secre¢ao de varias citocinas
pro-inflamatoérias (Baggiolini et al., 1997), na ativagao de AP-2 (Grether-Beck et al.,
2000), e também na ativacao da AP-1 (Djavaheri-Mergny et al., 1996; Wenk et al.,
1999).

Associado a importancia que 'O, pode ter no processo inflamatério, este
trabalho relata a agéo inibitéria da MLT sobre a produgao de '0,. De qualquer
forma, a influéncia de MLT no controle do poo/ de 'O, dependera de sua
concentragdo no foco inflamatério. Cabe lembrar que MLT é sintetizada também
em células do sistema imune (Finocchiaro et al., 1991; Carrilo-Vico et al., 2004).
Esta sintese extrapineal poderia levar a uma concentragao alta de MLT no foco
inflamatério. Esta concentracao poderia ser suficiente para inibir a formacao de
'0, e, assim, representar uma das formas de controle da produgdo de 'O,. Desta
forma, MLT poderia ser considerada uma substancia imunomodulatéria tendo
papel no cenario de desativagao de leucocitos.

A inibicao de HOCI e '0, explicaria a inibigio de ativagdo do NF-kB, que
levaria a inibicdo de expressdo de INOS e COX2 por MLT (Mohan et al., 1995
Haslett, 1997). Vale acrescentar ainda que MLT estimula a expressao génica de
algumas enzimas antioxidantes como superdxido dismutase, catalase, glutationa

redutase e peroxidase (Antolin et al., 1996; Rodriguez et al., 2004).
4.1.4 Detecgdo indireta de '0, em mondcitos e células mononucleares

Para discriminar a participagéo ou interferéncia que os linfocitos poderiam
ter na formagao de 'O, isolamos monécitos da populacdo mista de células
mononucleares (PBMC) (item 3.4.2). Mondcitos purificados foram mais eficientes

em promover a producao de 0, do que PBMC (Figura 19).
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Figura 19. Formagao de DPAO; por mondcitos e células mononucleares.
Valores de média + erro padrdo da area integrada da formag¢do do DPAO, afravés da
monitoracdo por HPLC de células mononucleares (2,5x10°cél/mL) e mondcitos
(2,5x10°cél/mL) com particulas sélidas opsonizadas (2,5x10 particulas/mL) adsorvidas em
DPA (2,5mM), apos incubagdo por 60 minutos. O meio de reagéo foi PBS 0,01M em pH
7,4 temperatura 37 °C, num volume final de 300uL, para n=2. *p< 0,05 para comparagéo

com células mononucleares.

Esses resultados confirmam a hipétese de que nos sistemas onde somente
se observa a presenga de mondcitos estimulados, ha maior contribuicdo de
formacao de '0, do que PBMC. Se considerarmos que mondcitos representam
aproximadamente 10% da populagdo mista de PBMC, e que somente mondcitos
possuem MPO, conclui-se que estas células produzem concentragbes de 'O,

maiores.
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4.1.5 Deteccéao indireta de '0, em eosindfilos de lavado bronco alveolar de

Balb/c

Eosindéfilos também produzem &acido halogenado, especialmente HOBr,
durante o burst oxidativo, mediado pela enzima eosinofilperoxidase (EPO)
abundante nessas ceélulas (Thomas et al., 1995; Aldridge et al., 2002). A
seqiéncia de reagbes catalisadas pela EPO (reagcbes 7-9) é bastante similar

aquelas catalisadas pela MPO (reactes 1-3).

EPO + H,0O, —» Composto | + H,O (reacao 7)
Composto | + Br— EPO + HOBr <> OBr ~+ H' (reacéo 8)
2 HOBr + Hy02 — '0y("Ag) + 2 Br ™ + 2H,0 (reacéo 9)

Como descrito para PMN e PBMC ativados por ZO/DPA, eosindfiflos de
lavado bronco alveolar de Balb/c estimulados com ZO/DPA (item 3.4.3) também
formam 'O, (Figura 20 A). O sinal de DPAO, em eosindfilos foi intensificado pela

adicao de ions brometo (Figura 20 B).
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Figura 20. Cromatograma de formag¢ao de DPAO; por eosindfilos (A), efeito da
adigao de ions brometo na formagao de DPAQ; por eosinéfilos (B).
(A).Cromatograma representativo de 4 experimentos nos quais foi avaliada a formagéo do
DPAQ, monitorada por HPLC, ap6s incubacéo, por 60 minutos de eosindfilos de lavado
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bronco alveolar (1x10° cél/mL) com particulas sélidas opsonizadas (1x10’cél/mL)
adsorvidas em DPA (2,5mM) em negro. O cromatograma tracejado refere-se ao controle.
Os dados séo valores de média + erro padrdo da area integrada (B). O meio da reagéo foi
PBS 0,01M pH 7,4 temperatura 37 °C, num volume final de 300ul. *** p< 0,001 para

comparagédo de experimentos sem adi¢do de ions brometo.

A quantidade de brometo, utilizado neste trabalho reflete a concentragéo do
ion no sangue, em condig¢oes fisiolégicas (Holzbecher e Ryan, 1980).

Confirmamos que HOBr produzido pela reagao catalisada por EPO, gera
'0, em eosinofilos e concluimos que a quantidade de 'O, produzida pode ser
mesurada pela sonda DPA.

Aparentimente, eosinéfilos seriam mais eficientes na produgao de 'O, que
neutrofilos, uma vez que, parte do HOCI formado pelos neutréfilos, esta sendo
utilizado em outros alvos bioldgicos (Kanofsky et al.,, 1988). Alguns autores
descrevem que a reagao do H,O, com HOBr € significativamente mais rapida, que
a reagdo com HOCI (Held et al., 1978; Bray e Livingston, 1928) para geragao de
'0,. Essse autores postularam que eosinéfilos potencializam a produgao de 'O,
como parte do repertdério microbicida, principalmente em individuos

hipereosinofilicos (Aldridge et al., 2002).

4.1.6 Avaliagio do efeito da Melatonina sobre a produgio de '0, em

eosinofilos de lavado bronco alveolar

Com o objetivo de melhor compreendermos os efeitos de melatonina na
inflamacgao, avaliamos sua ag¢ao também em eosinéfilos. Podemos observar que
MLT (1 -10001:M) também inibe a formacdo de 'O, em eosindfilos &, mas esta
inibicdo é parcial como em células mononucleares. Do mesmo modo que descritos

em PMN e PBMC, essa inibicdo pode ter um importante papel imunomodulatério.
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Figura 21. Efeito da melatonina sobre a formacao de DPAO; por eosindfilos.
Efeito da MLT (1- 1000uM) sobre a formagdo do DPAO, monitorado por HPLC apés
incubagédo por 60 minutos de eosindfilos (1x10° cél/mL) de Balb/c com particulas sélidas
opsonizadas (1x10" particula/mL) adsorvidas em DPA (2,5 mM). Estes dados
representam a média + erro padréo de 4 experimentos. O meio de reagdo foi PBS 0,01M
em pH 7,4 temperatura 37 °C, num volume final de 300uL.* p< 0,05 para comparacéo de

experimentos na auséncia de MLT.

Mecanismos regulatérios sdo necessarios para a desativagdo do processo
inflamatério e contencao da injuria tecidual. No caso de eosinéfilos este processo
é especialmente relevante na doenga asmatica , uma vez que, a presenga de ERO
e HOBr nessa patologia, provoca uma maior deterioragdo da fungao pulmomar
quando comparado a individuos sadios (Aldridge et al., 2002).

Um dado adicional que suporta o papel da melatonina na imunoregulacao é
0, aumento da produgao de citocinas do padrao Th 2 em camundongos, como IL-
4, IL-10, (Maestroni, 1995; Raghavendra et al., 2001). Estas citocinas estdo
envolvidas com a produgao de algumas classes de anticorpos e induzem a
producdo e ativacao de eosinoéfilos no cenario da inflamacao (Baggiolini et al.,
1997, Borish e Steinke, 2003).
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Uma provavel explicagdo para esta especificidade celular de resposta
diferenciada de inibigdo de 'O, por MLT, ocorra devido ao efeito
oxidante/antioxidante na ativagdo/desativacéo de fatores transcricionais varie de
células para células (Michiels et al., 2002). Provavelmente neutréfilos sejam um
alvo inicial para os efeitos de MLT, uma vez que, nos primeiros momentos da

inflamagao, a migragdo de PMN é superior a de mondcitos e eosindfilos.

41.7 Detecgio de 'O, utilizando a sonda DPA através de microscopia

Confocal

Seguindo os estudos de utilizagao do captador quimico DPA, avaliamos o
processo de fagocitose de neutréfilos ativados in vifro com particulas opsonizadas
marcadas com DPA, utilizando microscopia confocal.

O processo foi acompanhado como descrito na seg¢ao de Materiais e
Métodos (item 3.4.5). Para fins de comparagao, foram feitas em microscépio
confocal, somente imagens das particulas opsonizadas adsorvidas em DPA, sem
células, o qual funciona como um controle (quadro de imagens A), versus imagens

dos neutroéfilos estimulados com ZO adsorvido em DPA (quadro de imagnes B).
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(A) (A1) (A2) (A3)

(B) (B1) (B2) (B3)

Figura 22. Oxidagdo de DPA por neutréfilos monitorada por microscopia confocal.

Oxidacdo do DPA por neutréfilos acompanhada por microscopia confocal. Medida da
fluorescéncia do DPA: A= 330nm e Asm= 470nm. Imagens A a A3: controle utilizando
particulas opsonizadas adsorvidas em DPA. Imagens B a B3: inicio e fim da fagocitose de
particulas sélidas adsorvidas em DPA por neutréfilos. O meio de reagéo foi PBS 0,01M

em pH 7,4 temperatura 37 °C, num volume final de 300uL.

Apds o periodo de incubacdo, de 30 minutos, as imagens A (controle) ndo
se apagam com o tempo. Ja os neutrdfilos estimulados com particulas adsorvidas
ao DPA, fagocitam as mesmas levando a perda da fluorescéncia do DPA
(imagens B). O enfraquecimento da fluorescéncia de DPA esta relacionado a
formagao de DPAO; pelo '0..

A padronizagéo de utilizagdo de DPA como sonda para confocal parece
prover um método de imagem Util para acompanhanto de formagédo de 'O, e da

fagocitose.
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4.2 Detecgdao direta de oxigénio singlete gerado .por leucécitos por

quimiluminescéncia na regidao do infravermelho

Outro parametro avaliado neste trabalho foi a detecgao direta de '0,,
através de quimiluminescéncia. A quantidade de 'O, formada depende da
producao de EROs, assim como a atividade peroxidasica do sistema analisado, ou
seja, respectivamente do sistema NADPH oxidase e das enzimas MPO e EPO.

Foram realizadas medidas de quimiluminescéncia no infravermelho
relativas a transigao monomolecular ('Ay— *Y4) do '0, em 1270 nm para verificar
sua formagao, quando o mesmo é gerado durante a ativagdo celular. Para
medidas da intensidade de emissao na regido do infravermelho, utilizou-se uma
fotomultiplicadora especialmente projetada para realizar leituras de emissao nessa
regiao.

Nas figuras 23 e 24 observamos sinal quimiluminescente do controle e
também podemos observar que neutrofilos e eosinofilos (5x10°, 2x10°, 5x108
cél/mL) ativados com estimulo opsonizado ou solivel nao geram CL. O sistema
hipoclorito e H20, foi usado como controle positivo de formagao de '0,, que foi

detectado no equipamento em questao (Figura 23 e 24).
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Figura 23. Quimiluminescéncia do 'Oz em A= 1270 em neutrdfilos.
Medida de quimiluminescéncia do '0,em A= 1270 nm quando neutréfilos (5x10° - 5x10°
cél/mL) foram ativados, in vitro, com PMA (16ng/mL) ou particulas opsonizadas (5x1 0° -
5x10"part/ml). Em tracejado esti o controle, que se refere & reagdo quimica do H.O,
(0.3mM) com OCI ~(0.5mM). O nimero de experimentos é equivalente a 4. O meio de
reacédo foi PBS 0,01M em pH 7,4 temperatura 37 °C, num volume final de 300l
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Figura 24. Quimiluminescéncia do '0,em A= 1270 em eosindfilos.

Medida de quimiluminescéncia do 'O,em A= 1270 nm quando eosinéfilos (lavado bronco
alveolar de camundongos Balb/c), na concentracdo de 2x10° e 5x10° foram ativados in
vitro com PMA (16ng/mL) ou particulas opsonizada (2x10°: 5x10° part/mL). Em tracejado
esta o controle, que se refere & reagdo quimica do H.O, (0.3mM) com OC! ™ (0.5mM). O
numero de experimentos € equivalente a 3. O meio de reagéo foi PBS 0,01M em pH 7,4

temperatura 37 °C, num volume final de 300uL.

H& algumas células e tecidos capazes de gerar CL de ultra baixa
intensidade, invisivel a olho nu, mas detectavel por equipamentos sensiveis. Esta
CL reflete reagdes oxidativas que ocorrem no interior das células. Foi observada
CL, in situ, em figado de rato (Campbell, 1988). Esta CL também foi verificada em
plaquetas (originaria de sintese de prostaglandinas) e fagécitos (ativagido de
células) (Campbell, 1988).

Os dois principais produtos responsaveis pelas emissdes celulares sdo
carbonilas triplete e oxigénio singlete. As carbonilas triplete podem ser formadas a
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partir de reacdes de oxidagdo de substratos organicos com formagdo de
intermediarios dioxetanicos ou outras estruturas altamente instaveis que, ao se
clivarem, podem formar espécies excitadas.

O '0, pode ser formado tanto por reagdes organicas como inorganicas. Foi
observada producao de 'O, por CL, em condigdes fisiolégicas, advindo do sistema
H.O,/CI" na presenga de MPO purificada (Kiryu et al., 1998). Entretanto, a
formagdo de 'O, em leucécitos estimulados, em quantidades detectaveis por CL
direta, continua questionavel.

Apesar das varias tentativas feitas para a deteccado direta de '0, por
quimiluminescéncia durante a fagocitose, ndo obtivemos sinal quimiluminescente
quando, PMN ou eosindfilos foram ativados in vitro por dois diferentes caminhos:
independente ou dependente de receptores. A detec¢do nao foi possivel mesmo
apdés adicdo de 1mM de ions cloreto ou brometo (no caso especifico de
eosinofilos) e em meio deuterado (Figura 23 e 24).

Temos que considerar a possibilidade de que a sensibilidade do
equipamento ndo esteja adequada para evidenciar a presenga de ‘0, gerado
durante o processo fagocitico. Kanofsky em 1988, ja relatava que a producéao de
'0, durante a fagocitose nao poderia ser detectada por emissao direta de luz na
regidao do infravermelho, por um problema de transparéncia, uma vez que, a
producao de 10, intrafagossomal pode ser opticamente bloqueada por membranas
ou pelas particulas no meio (Kanofsky et al., 1988; Steinbeck et al., 1993). E
possivel, também, que o 'O, formado durante killing de patégenos nao esteja em
quantidade suficientes para ser detectado por emisséo de luz, pois se trata de um
meio rico em alvos celulares, podendo resultar na supressado imediata de grande
fracdo de 'O, com isso reduzindo o sinal de emissdao de CL a niveis nao

detectaveis.
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4.3 Desenvolvimento de uma nova sonda para detecgdo de 'O, intracelular

4.3.1 Sintese do 9,10-dimetilantraceno
Foi executada a sintese do DMA, por ser reagente de partida para a sintese
do éster 9,10-antracenil-3-bispropionato de etila (ABPE). Para tal adotamos a rota

sintética a seguir (Figura 25).
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Figura 25. Rota de sintese do acido 9,10-antracenil-3-bispropiénico
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Figura 26. Espectro de massas do DHDMA obtido no modo ES|+.
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Partindo-se de 3,7 g de antraquinona (17,8 mmol), obteve-se 2,02g de

DHDMA (8,4 mmol), resultando em um rendimento de 47%. O espectro de massas

no modo ESI+ exibe um pico majoritario correspondente a molécuia protonada
[M+HT" em m/z = 241 (Figura 26).
Partindo-se de 2,02 g de DHDMA (8,4 mmol), obteve-se 0,64 g de DMA

(3,1 mmol), resultando em um rendimento de 37%. O cromatograma adquirido por

deteccao da absorcédo em 260 nm ou pela selecdo do ion m/z = 207 mostrou a

presenca de um sinal majoritario com tempo de retengao coincidente pelos dois

metodos de detecgéo (Figura 27 A e B). O espectro de massas no modo APCI+

exibe um pico correspondente a molécula protonada [M+H]" em m/z = 207 (Figura

26 C).
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Figura 27. (A) Cromatograma obtido com deteccado UV em A = 260 nm. (B)

Cromatograma obtido selecionando o ion em m/z = 207 correspondente ao
DMA. (C) Espectro de massas do DMA obtido no modo APCI+.
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4.4 Sintese do acido 9,10-antracenil-3-bispropiénico

Em busca de uma sonda captadora de 'O, que pudesse reagir em
diferentes sitios intracelulares, realizamos a sintese do acido 9,10-antracenil-3-
bispropidnico e, subseqientemente, do éster 9,10-antracenil-3-bispropionato de
etila. Esta nova sonda despertou nosso interesse, uma vez que sua estrutura tem
caracteristicas lipofilica e, portanto, passivel de entrar no meio intracelular. Uma
vez dentro da célula, esta poderia sofrer hidrolise enzimatica, produzindo um
derivado anibnico resultando em acumulo do mesmo na célula, onde a reagao
com 'O, podera ocorrer em diferentes niveis.

Partindo-se de 0,5 g de DMA (2,43 mmol), obteve-se 0,63 g (1,71 mmol) de
9,10-bis(bromometil)antraceno (BBMA), totalizando um rendimento de 71%. O
espectro de RMN de *H do BBMA mostrou os sinais caracteristicos esperados e a
integracao confirmou a proporgao de prétons na molécula. A Tabela 1 mostra as

constantes de acoplamento dos protons a e b.

Tabela1. Constantes de acoplamento para o BBMA.
1.1] tipo de sinal J (Hz)

Duplo dublete | Jap (0rto) =6,9; Jap (meso) = 3,3
b | Duplo dublete | Jpa (orto) =6,9; Jpa (Mmeso) = 3,3
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Figura 28. Espectro de RMN de 'H do BBMA em CDCls.

A rota adotada para o AABP foi baseada nos trabalhos de Lock e Walter
(1942) e Marvel e Wilson (1958), sendo que o primeiro passo foi modificado. A
diferenca de reatividade da parte aromatica e da cadeia lateral do DMA permite
direcionar o ataque do bromo na posigao desejada. Portanto, foi possivel a
utilizagcdo de bromo e luz ao invés de N-bromosuccinamida.

O espectro de RMN de 'H do produto obtido (Figura 28) mostrou que a
molécula é simétrica e ndo houve bromacao no anel aromatico, pois os sinais
obtidos correspondem exatamente a estrutura esperada. Nao se observa,
também, a presenca de sinais que mostrariam a formagao desses possiveis
subprodutos ou reagente residual (auséncia do sinal do grupo metil). A
recristalizagdo em cloroférmio foi, eficiente como processo de purificagdo do
produto.

Partindo-se de 0,55g do BBMA (1,51 mmol), obteve-se cerca de 2,4 g de
sélido, o qual nao corresponderia a massa esperada de produto tetracido (0,62g
para 100% de rendimento). O excesso de massa foi atribuido a presenga de acido
maldnico resultante da hidrélise do éster malénico residual. Logo, ndo foi possivel
determinar o rendimento dessa etapa. O espectro de massas obtido no modo ESI-

mostra o pico correspondente ao ion molecular ((M-H]) em m/z = 409 e as
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respectivas perdas de CO, que ocorreram no processo de ionizagdo gerando os
ions em m/z = 365, 321, 277 (Figura 29).

A analise do acido 9,10-antracenil-3-bispropionico por HPLC mostrou um
deslocamento no tempo de retengdo em relagdo ao intermediario de sintese
tetracido (Figura 30). O espectro do AABP obtido pela analise por HPLC-MS no
modo ESI- mostra o pico correspondente ao ion molecular ((M-H]) em m/z =321 e
a perda de CO, que ocorre no processo de ionizagao, gerando o ion em m/z = 277
(Figura 31). As analises confirmaram a estrutura esperada e a auséncia de sub-

produtos.
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Figura 29. Espectro de massas do tetracido obtido no modo ESI-.
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Figura 30. Cromatogramas do tetracido e do AABP obtidos pela selegao
dos ions no modo ESI- de m/z = 409 e 321.
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Figura 31. Espectro de massas do AABP obtido no modo ESI-.

4.5 Sintese do éster 9,10-antracenil-3-bispropionato de etila

A analise do éster 9,10-antracenil-3-bispropionato de etila por HPLC

mostrou um deslocamento no tempo de retengao em relacdo ao AABP (comparar
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Figura 30 com Figura 32 A e 32 B). O espectro obtido pela analise HPLC-MS no
modo ESI+ mostra o pico correspondente ao ion molecular ((M+H]*) em m/z = 379
e o0 aduto com sodio em ([M+Na]") m/z = 396 (Figura 32 C).
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Figura 32. Analise cromatografica do ABPE

(A) Cromatograma obtido com detecgdo UV em A = 260 nm. (B) Cromatograma
obtido selecionando o ion em m/z = 379 correspondente aoc ABPE. (C) Espectro de
massas do ABPE obtido no modo ESI+.

A sintese do ABPE foi realizada com sucesso, e se torna mais interessante
do que de outros captadores de 'O, descritos, gerando novas espectativas de
utilizacdo. Parte-se da premissa que esta sonda, sendo lipossolivel em seu
estado original, tera livre acesso ao interior das células. Aos moldes de outros

marcadores e indicadores intracelulares hoje em uso, esta sonda seria hidrolisada
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por esterases inespecificas presentes no citosol, produzindo o 9,10-antracenil-3-
bispropionato negativamente carregado no pH citosélico. Isto impediria sua saida,

produzindo um acumulo da sonda no interior da célula.

4.6 Detecgao e separagao por HPLC/MS/MS dos padroes de ABPE, AABP e

seus respectivos endoperéxidos

Apos fotossensibilizagao dos padrées do ABPE e AABP gerando seus
produtos, estes foram analisados por HPLC-MS. As analises mostraram que
AABP elui em 4,4 min (Figura 33.1A), enquanto o AABPO, e AABPEO; exibem um
tempo de retengao de 21,9 min (Figura 33.1A).
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Figura 33.1 Analise cromatografica dos padrées de AABP, AABPO,e AABPEO..
(A) Cromatograma dos padrées de AABP, AABPO,e AABPEO; com detecgdo UV em A=
230 nm. (B) Cromatograma obtido selecioando a massa de jon com m/z= 321

correspondente ao AABP. (C) Cromatograma obtido selecionando o jon com m/z = 355
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correspondente ao AABPQO,. (D) Cromatograma obtido selecionando m/z = 383

correnpondente ao AABPEQ,.

[AABPEOQ,-CH,]
[AABPEO,-HJ
1007 383 APC'_ o. OH 0. .CH
E [AABPEO,-H,0 30V_,,\ . Y
—_ P F Pl
2 S
© 355 366 o o o on
2 [AABPO,-HI —p 397 AABPEO, AABPO,
% MM =384 MM =356
— F O+ T T 4 * T Y 7 f T T T T T T T T T g T T T T d
© 100 276 2974— [AABP-(COOH""H)"‘Na]' OO P
o
c _ [AABP-(COOH)-HJ
1(8 4// APCI- OOO
bt [AABP-HJ- 30V
2 &
< 321 g
j\_,[l J\ M.M = 322
280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
m/z

Figura 33.2 Espectros de massas dos padroes de AABP, AABPO;,e AABPEO,
obtido no modo APCI-.

(E) Espectro de massa referente ao sinal em 21,9 min dos cromatogramas C e D. (F)
Espectro de massa referente ao sinal em 4,4 min do cromatograma B. Obtidos no modo
APCI-.

Para as analises do ABPE, utilizamos a método da injecao direta do padrao.
As analises foram realizadas por MS/MS no modo de ionizagdo APCI™ com

voltagem do cone de 30V (Figura 33.3).
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Figura 33.3 Espectro de massa do padrao de ABPE obtido do modo APCI*

O espectro do ABPE obtido pela analise por HPLC-MS mostra o pico
correspondente ao ion molecular aduto com sédio ([JABPE+Na’]") em m/z = 401
(Figura 33.3). As analises confirmaram a estrutura esperada e a auséncia de sub-

produtos.

4.7 Detecgao de 'O, gerado em sistema celular através da sonda ABPE

4.7.1 Detecgio indireta de 'O, em células mononucleares e neutréfilos

O ABPE foi utilizado como sonda no seqiiestro de '0, em fagocitos. Esse
captador foi usado como modelo de sonda lipofilica capaz de atravessar a
membrana celular, ser susceptivel a hidrélise enzimatica e produzir um acimulo
da sonda AABP carregada negativamente no interior da célula, onde podera reagir
com 'O, formando seu respectivo endoperéxido AABPO, (Figura 34). Também
podera ocorrer a hidrélise parcial do ABPE no interior celular, gerando assim os
endoperéxidos ABPEO,; e AABPEQO,; (Figura 33 e Figura 33.1 e 33.2).



ABPE

H,0 H,0
ABPE —>—% AABPE —>—» AABP
l‘oz l 10y l 0,
Hzo HZO

ABPEO, —» AABPEO, ——» AABPO,

intracelular

extracelular

Figura 34. llustragao de formagao dos endoperéxidos de ABPE no meio

intracelular.
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Imaginando que ocorre formacao de 'O, em outros sitios celulares, que nao

o fagolisossomo durante o burst oxidativo, utilizamos o captador ABPE para esta

avaliagao em leucdcitos. Para tal, ativamos as células por estimulo solavel (PMA),

sem a intermediagao de receptores de superficie celular. Assim nao ocorre

formagao do vacuolo fagocitario.

Apbs o isolamento e contagem de PBMC e PMN (item 3.4.2) (2,5x10°

celulas/mL), incubamos os mesmos com a sonda sequestradora de 102, o ABPE

(0,5uM), seguido da ativagao celular por PMA (16ng/mL), e posterior analise por

HPLC/MS (Figura 35.1 e 35.2).
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Figura 35.1 Analise cromatografica da oxida¢ao de AABP em fagécitos no modo
negativo

(A) Cromatograma de AABP, AABPO,e AABPEQO, com detecgéo UV em A= 230 nm, apds
incubacdo de neutrdfilos (2,5x10°cel/mL), tratados com ABPE (0.5mM) e ativados com
PMA (16ng/mL). O meio de reagéo foi PBS 0,01M em pH 7,4 temperatura 37 °C, com n=4,
num volume final de 300uL. (B) Cromatograma obtido selecioando a massa de ion com
m/z= 321 correspondente ao AABP. (C) Cromatograma obtido selecionando o ion com
m/z = 355 correspondente ao AABPQO,. (D) Cromatograma obtido selecionando m/z = 366
correspondente ao AABPEO, com perda de uma molécula de agua. (E) Cromatograma
obtido selecionando m/z = 383 correspondente ao AABPEQ..
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Figura 35.2 Espectros de massas AABP, AABPO, e AABPEO; no modo APCI- em
fagécitos.

(F) Espectro de massa referente ao sinal do cromatograma B em 15V. (G) Espectro de

massa referente ao sinal do cromatograma C, D e E em 30V. (H) Espectro de massa

referente ao sinal do cromatograma C,D e E em 50V. Obtidos no modo APCI.

Os cromatogramas e os espectros de massas das figuras 35.1 e 35.2,
correspondentes a incubacdo dos fagocitos com ABPE estimulados com PMA,
demonstram semelhanca aos dos padrdes das figuras 33.1 e 33.2. Foi observada
a presenca de um (i) ion com m/z = 366, correspondente a molécula de AABPEO..
A hidrélise parcial do ABPE forma o AABPE que, na presenga de 'O, formara o
endoperéxido correspondente. Esse ion foi detectado na funcdo de perda da
fragmentagao neutra de 18 u.m.a. Foi possivel observar o monitoramento do (ii)
ion de m/z = 321 ([AABP-H])" de seu (iii) endoperoxido de m/z = 355 ([AABPO,-H])
e também do (iv) ion m/z =383 ([AABPEO,-H])".

Para a detecdo do ABPE e seu endoperdxido nas células (PMN), foi

necessario realizar as analises no modo positivo (Figura 35.3 e 35.4).
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Figura 35.3 Analise cromatografica da oxidagao de ABPE e ABPEO, por fagécitos
no modo positivo.
(A) Cromatograma de ABPE e ABPEQ, com detec¢do UV em A= 230 nm, apds incubagéo
de neutrdfilos (2,5x10°cel/mL), tratados com ABPE (0.3mM) e ativados com PMA
(16ng/ensaio). O meio de reagéo foi PBS 0,01M em pH 7,4 temperatura 37 °C, com n=4,
num volume final de 300ul. (B) Cromatograma obtido selecioando a massa de ion com
m/z= 435 correspondente ao ABPEQ, formado na reagdo do ABPE com 'O, durante a
fagocitose. (C) Cromatograma obtido selecionando o ion com m/z = 420 correspondente

ao ABPEO,. (D) Cromatograma obtido selecionando m/z = 401 correspondente ao ABPE.
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Figura 35.4 Espectros de massas do ABPE e ABPEO, em fagocitos.
(E) Espectro de massa referente ao sinal do cromatograma B (figura 35.3) selecionando
ion de m/z = 435 em 30V. (F) Espectro de massa referente ao sinal do cromatograma C
(Figura 35.3) selecionando m/z = 420 em 50V. (G) Espectro de massa referente ao sinal
do cromatograma D (Figura 35.3) selecionando m/z = 378 em 15V . Obtidos no modo
APCI+,

A analise por HPLC-MS do éster 9,10-antracenil-3-bispropionato de etila e
da formacado de seu endoperoxido durante a fagocitose mostrou, no espectro
obtido no modo APCI+, picos correspondentes ao (i) ion molecular do aduto com
sédio ([ABPE+Nal’) em m/z = 401, (ii) de seu endoperdxido aduto com sédio em
(IABPEO2+Na]") em m/z = 435 e (iii) também do endoperéxido aduto com sédio e
perda de grupo metil ((ABPEO,+Na-CHz3)])" (Figura 35.3 e 35.4).

Estes resultados demostram que a sonda é eficiente na captacdo de 'O,
formado por leucocitos, durante o processo de fagocitose e torna possivel, a

ativagao celular via independente de receptor para o monitoramento de 'O,.
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4.7.2 Avaliagao do ABPE em neutréfilos e células mononucleares ativados

por via receptor dependente e independente

A producao de ERO tem uma importante fungéo na ativagao de leucocitos e
na destruicdo de patégenos (Babior, 2000). Buscando, melhor compreensao do
papel do 'O, em fagécitos, durante a estimulagéo celular, utilizamos para tal a
sonda ABPE.

Uma vez comprovada a eficacia da sonda como captador de 'O,
intracelular, podemos agora utilizar esta técnica para uma comparagado das
metodologias de ativacao. Enquanto a tecnologia anterior (DPA), estava restrita a
ativagao via zimosan, o uso do ABPE pode ser um método para ambos os casos:
via receptor dependente (ZO) ou via receptor independente (PMA). A metodologia
adotada foi a descrita em materiais e métodos (item 3.5), as analises foram
executadas em HPLC (Figura 36).
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Figura 36. Formagao de AABPO; por neutréfilos e células mononucleares ativadas
por PMA e ZO.
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Valores da média + erro padrdo da area integrada de quatro experimentos do AABPQO,
obtida, quando neutréfilos (2,5x10°células/mL) e células mononucleares (2,5x10°
células/mL) foram estimulados com PMA (16ng/mL) e ZO (2,5x10° particulas/mL) em
presenga do captador quimico ABPE (0,5uM). O meio da reagdo foi PBS 0,01M, pH 7,4
temperatura 37 °C, num volume final de 300ul, para n=3. *p= 0,9866 e *p= 0,9293 para

comparagdo com PMN, sugere diferenga néo significativa.

Podemos observar a formagao diferenciada de oxigénio singlete através do
AABPO; quando neutréfilos e PBMC foram estimulados via receptor de opsoninas
(ZO) e via independente de receptor (PMA) indicando que a produgdo é maior
quando os fagocitos sado estimulados com PMA (Figura 36). A menor producao de
endoperoxido nas células ativadas com ZO ocorre possivelmente por uma
somatoéria de fatores: (i) a sonda teria que atravessar a membrana celular e
também a membrana do fagolisossomo, dificultando seu aciimulo nesta regiao; (ii)
também devemos considerar que o fagolisossomo pode possuir menos esterases
que o citosol; (iii) ou talvez isto se deva ao fato de que esterases inespecificas
sejam igualmente presentes em ambos os compartimentos, e neste caso a
diferenga de volume de disperséo da sonda possa explicar a maior quantidade de
endoperoxido fora do fagolisossomo.

A similaridade da concentragdo do endoperéxido, quando se usa PMN e
PBMC indica producdo equivalente de 'O, nestas populagdes (ndo houve
diferenca estatistica significativa entre as células) (Figura 36) visto que, PBMC é
uma populagdo heterogénea: linfécitos e mondécitos. Novamente devemos
considerar que mondcitos representam aproximadamente 10% da populacdo
mista de PBMC, e que somente mondcitos possuem MPO, portanto conclui-se que
estas celulas produzem concentragdes de '0, maiores que PMN. Com isso
podemos sugerir que mondcitos sdo 0s principais responsaveis pela formacao de
0, durante a ativagao de leucécitos. Ou talvez 'O, possua outro papel nestas
células além da atividade microbicida, ou que ele préprio funcione em outras vias

de sinalizagao celular importantes na inflamacgao.
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Novamente cabe a sugestdao de que a compartimentalizagdo da MPO é
importante: em PBMC, ela estd dispersa no citosol, principalmente na regiao

perinuclear, enquanto que, em PMN, esta localizada em grénulos.

4.7.3 Detecgio de 'O, em PMN para fins de comparagio entre as sondas DPA

e ABPE

O papel do "0, no foco infeccioso é importante uma vez que; apresenta alta
reatividade frente a diferentes compostos orgénicos, é capaz de agir em diferentes

compartimentos celulares com os mais variados ambientes, levando a respostas

particulares frente a cada situagao.

Comparando o potencial da sonda ABPE em relagcdo ao captador DPA,
pode-se verificar que nao ocorre producao de DPAO, em PMN estimulados com
PMA, utilizando o captador DPA (Figura 35). Quando utilizamos o éster ABPE
verificamos que ocorre a fagocitose, com produgdo de endoperéxidos do ABPE,

através do '0,.
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Figura 37. Formagao de DPAO; e AABPO; por neutrofilos ativados por PMA.
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Valores da média + erro padrdo da area integrada da formagdo do AABPO, através da
monitoragdo por HPLC, quando neutrdfilos 2,5x106 células/(mL) foram estimuladas com
PMA (16ng/mL) em presenga dos captadores quimicos ABPE (0,5mM) e DPA (2,5mM),
apos incubagdo por 60 minutos. O namero de experimentos foi igual a 4. O meio da
reagdo foi PBS 0,01M pH 7,4, temperatura 37 °C, num volume final de 300ul.. *p < 0,05

para comparagdo com DPA.

A razao para tal observacao deve estar ligada a hidrofobicidade acentuada
do DPA, que impede sua homogeneizagao e contato com as células ou, quando
muito, promove seu actimulo nas membranas, longe da agao do '0, formado
durante o burst oxidativo.

Nossos resultados em relagao a este novo captador quimico o éster 9,10-
antracenil-3-bispropionato de etila (ABPE) demonstram que a sonda consegue
atravessar a membrana celular dos leucocitos e reagir com oxigénio singlete em
sitios extra fagossomo. Também abre um leque de perspectivas em relagdo a
utilizacao desta sonda para pesquisa de formagao de 'O, em fagdcitos e outros

tipos celulares.
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5. Conclusoes

O objetivo inicial de desenvolvimento de uma metodologia adequada para
mensuar a producdo intracelular de 'O, em células do sistema imune foi
alcangado pela utilizacdo de DPA. O método de inclusdo de captadores quimicos
de '0, através da adsor¢do em particulas opsonizadas (zimosan) mostrou-se
adequado para deteccido de 'O, em neutréfilos e células mononucleares e
eosindfilos.

A quantidade de '0, detectado em fagdcitos nao representa todo o 'O,
produzido por estas células, desde nao se sabe a quantidade de 'O, que reage
com componentes celulares ou ainda, a concentragdo de 'O, dentro do
fagolissosomo que nao é captada por DPA.

As analises preliminares dos resultados com a microscopia confocal
confirmam nossos resultados de que 'O, esta sendo realmente formado no
fagolissosomo, quando as células sao ativadas por particulas opsonizadas. A
padronizagdo desta metodologia de imagens abre novas possibilidades de sua
utilizagao.

A produgdo de 'O, em fagécitos é distinta. As diferencas observadas, na
formagao de 0,, para neutréfilos e mononucleares podem ser devido a diferentes
formas de compartimentalizacdo da enzima nestes dois tipos celulares. E possivel
que isto tenha uma fungao bioldgica especifica, uma vez que, 'O, parece ser um
importante sinalizador no processo inflamatério.

MLT como esperado inibe a formagao de 'O, , uma vez que reage com
composto | da MPO, iniciando um ciclo peroxidasico classico. Entretanto,
observamos que o grau de inibi¢do de 'O, por MLT ¢ diferente para neutrofilos e
células mononucleares amparando nossa proposta de que 'O, pode ser gerado
em sitios especificos e desencadear atividades distintas nestas células, podendo
servir como sinalizador celular.

Eosindfilos também produzem oxigénio singlete e esta produgao é

intensificada na presenca de ions brometo, substrato de EPO. MLT também inibe
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a formacao parcial de 'O, nessas células, como em mondécitos e diferentemente
em neutrofilos. Parece existir uma especificidade celular de resposta diferenciada
de inibicao de 'O, por MLT, que parece variar de célula para célula. Neutréfilos,
provavelmente, sejam um alvo inicial para os efeitos de MLT, uma vez que, nos
primeiros momentos da inflamacgéo, a migragao de PMN é superior a de mondcitos
e eosinofilos.

Nao obtivemos detecgao direta de 'O, por quimiluminescéncia, durante a
fagocitose, quando PMN ou eosinéfilos foram ativados in vitro por dois diferentes
caminhos: independente ou dependente de receptores. Possivelmente porque a
sensibilidade do equipamento nao esteja adequada para evidenciar a presenga de
'0,, também pela dificuldade de reagao de transparéncia, ou talvez a supressao
do '0; ocorra rapidamente, uma vez que, o meio é rico em alvos celulares, com
isso reduzindo o sinal de emissao de CL a niveis nao detectaveis.

Os resultados das analises com ABPE demostram que a formacdo de '0; é
mais intensa quando fagocitos sao estimulados com PMA comparados ao ZO. A
menor produgdo de endoperoxido nas células ativadas com ZO ocorre
possivelmente por uma somatéria de fatores: (i) a sonda teria que atravessar a
membrana celular e também a membrana do fagolisossomo, dificuitando seu
acumulo nesta regiao; (ii) também devemos considerar que o fagolisossomo pode
possuir menos esterases que o citosol; (iii) ou talvez isto se deva ao fato de que
esterases inespecificas sejam igualmente presentes em ambos os
compartimentos, e neste caso a diferen¢a de volume de dispersao da sonda possa
explicar a maior quantidade de endoperéxido fora do fagolisossomo.

Observamos que a produgao equivalente de 'O, nestas populagdes (PMN e
PBMC), quando utilizamos ABPE, indicam que PBMC por ser uma populagao
heterogénia (linfocitos e mondcitos), produz mais '0,, pois, somente monocitos
que representam, em media 10% dessa populagédo, possuem MPO. Podemos
sugerir que, mondcitos sdo os principais responsaveis pela formacdo de 'O,
durante a ativagao de leucécitos, ou talvez 'O, possua outro papel nestas células
além da atividade microbicida, ou que ele préprio funcione em outras vias de

sinalizagao celular importantes na inflamacgao.
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Nossos resultados em relagéo a este novo captador quimico o éster 9,10-
antracenil-3-bispropionato de etila (ABPE) demonstram que a sonda consegue
atravessar a membrana celular dos fagdcitos e reagir com oxigénio singlete em
sitios extra fagossomo quando comparados ao DPA, apés ativagdo com PMA. A
utilizagdo desta sonda para pesquisa de formagao de 'O, em fagocitos e outros

tipos celulares abre novas perspectivas.
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