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KABEYA, L.M. Estudo do efeito modulatério de derivados de 3—-fenilcumarina nas fun¢des
de neutroéfilos estimulados por imunocomplexos e anilise da relacdo estrutura-atividade.
2006. 192f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2006.

A formacdo de complexos antigeno—anticorpo ou imunocomplexos (ICs) na
circulacio e sua eliminacio faz parte dos mecanismos de defesa imune humoral do ser
humano. Em algumas patologias, como lupus eritematoso sistémico, artrite reumatoide e
vasculite auto—imune, ocorre um desequilibrio nesse processo, que leva a deposi¢do dos
ICs nos tecidos e ao desencadeamento de uma reacdo inflamatoria. Esta, por sua vez,
envolve o recrutamento e ativacdo de neutroéfilos, que tém importante participacio na
patogénese dessas doencas.

A ativacido dos neutrofilos pelos ICs, via receptores para a porcido Fc de IgG
(FcyR) e receptores de complemento (CR), desencadeia diversas funcdes efetoras, tais
como fagocitose, desgranulacio e o metabolismo oxidativo, com a producio de espécies
reativas de oxigénio (EROs). Estas func¢des estdo envolvidas na digestdo dos ICs, na
morte de microorganismos, e na regulacio do processo inflamatério. Entretanto, nas
doencas mediadas por ICs, os neutrofilos ativados liberam grandes quantidades de
enzimas e EROs para o meio extracelular, contribuindo para a lesido dos tecidos do
hospedeiro e a amplificacdo do processo inflamatorio.

Neste trabalho foi avaliado o efeito modulatério de vinte derivados de 3-
fenilcumarina nas func¢des de neutrofilos estimulados por ICs de ovalbumina (OVA) e I1gG
anti—-OVA. Além disso, foi feita a investiga¢io mecanismos de acio dessas substincias e
a analise da relacio estrutura—atividade.

O metabolismo oxidativo dos neutroéfilos ativados por ICs foi medido por ensaio
de quimioluminescéncia dependente de lucigenina ou de luminol (QLIuc"™ e QLIum™Y,
respectivamente). Observou—-se que as 3-fenilcumarinas contendo o grupo substituinte
3’,4’-metilenodioxi e o grupo substituinte 6,7-orto-diidroxi (C13) ou 6,7-orto-diacetoxi
(C13a), bem como a 3-fenilcumarina 6,7,3',4’-tetraacetoxilada (C24a), apresentaram
atividade inibitéria maior que a quercetina (QUER) sobre a QLIuc”™ e a QLIum™. Para
as demais substancias avaliadas, que foram tdo ou menos ativas que a QUER, as
caracteristicas estruturais relacionadas a inibicdo da QLIuc™ foram um pouco

PMN , .
. Além disso, as 3-

diferentes daquelas relacionadas a inibicdo da QLlum
fenilcumarinas estudadas e a QUER nio apresentaram efeito toéxico sobre os neutroéfilos,
avaliado pela liberacio de lactato desidrogenase e pelo ensaio de exclusio ao corante

Azul de Tripan, nas condi¢des empregadas.



Para as trés 3—fenilcumarinas que apresentaram maior efeito inibitério sobre o
metabolismo oxidativo dos neutrofilos (C13, C13a e C24a), o aumento do tempo de pré-
tratamento levou a uma tendéncia de reducio do efeito inibitério da substancia C24a,
mas nao influenciou na atividade biolégica das substincias C1l3 e Cl3a. Essas trés
substincias nio interferiram na capacidade fagocitica das células, avaliada por
microscopia eletronica de transmissao.

Para todas as 3-fenilcumarinas foi avaliada também a capacidade antioxidante
frente ao radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil e o efeito inibitério dessas
substincias sobre a quimioluminescéncia produzida pela reacido Aorseradish
peroxidase-H,0o~luminol (QL™). Foi observado que a QUER e as 3-fenilcumarinas
contendo o grupo substituinte orfo-diidroxi (C13, C23, C24) tiveram atividade

HRP  mas suas analogas acetoxiladas (C13a, C23a, C24a),

antioxidante e inibiram a QL
bem como as demais substiancias avaliadas, foram significativamente menos ativas
nesses modelos experimentais ndo celulares.

O conjunto de resultados deste trabalho sugere que as atividades biologicas das
3-fenilcumarinas estudadas foram dependentes de suas estruturas quimicas, e pequenas
modificacdes nestas podem levar a alteracdes significativas na magnitude de seus
efeitos biolbgicos. Além disso, tanto a lipofilicidade das substincias quanto a sua

capacidade antioxidante parecem ser relevantes para a modulacio eficiente do

metabolismo oxidativo dos neutroéfilos e da conseqiiente lesio tecidual.

Palavras—-chave: neutrofilos, imunocomplexos, cumarinas, relacdo estrutura-—atividade,

antioxidantes.






KABEYA, L.M. Study of the modulatory effect of 3-phenylcoumarin derivatives in the
immune complex-stimulated neutrophil functions and analysis of the structure-activity
relationship. 2006. 192f. Thesis (Doctoral) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto, Universidade de Sio Paulo, Ribeirdo Preto, 2006.

Formation and clearance of circulating antigen—antibody complexes or immune
complexes (ICs) take part in the humoral immune defense mechanisms. In some
diseases, as systemic lupus erythematosus, rheumatoid arthritis and auto-immune
vasculitis, an imbalance of this process occurs, leading to the ICs deposition within
tissues and triggering an inflammatory reaction. The last one involves the recruitment
and activation of neutrophils, which have an important role in the pathogenesis of such
diseases.

Neutrophil activation by ICs, via receptors for the Fc portion of IgG (FcyR) and
complement receptors (CR), triggers a sort of effector functions, such phagocytosis,
degranulation and the oxidative metabolism, which produces reactive oxygen species
(ROS). These functions are involved in the ICs digestion, microbial killing and the
inflammatory process regulation. However, the activated neutrophils release large
amounts of enzymes and ROS to the extracellular milieu, contributing to the tissue
damage and amplification of the inflammatory process in the IC-mediated diseases.

In this work, we evaluated the modulatory effect of twenty 3-phenylcoumarin
derivatives in the neutrophil functions stimulated by ICs of ovalbumin (OVA) and IgG
anti—~-OVA. In addition, the mechanisms of action of these compounds were investigated,
and the structure-activity relationship was analyzed.

The IC-activated neutrophil oxidative metabolism was measured by lucigenin-—
or luminol-dependent chemiluminescence assay (CLIuc"™ and CLIum™, respectively).
It was observed that the 3-phenylcoumarins bearing a 3’,4’-methylenodioxy and the
6,7-orto-dihydroxy (C13) or the 6,7-orto-diacetoxy (Cl3a) group, as well as the
6,7,3",4’-tetraacetoxylated 3-phenylcoumarin (C24a), inhibited CLIuc™" and CLIum™¥
more than quercetin (QUER). Regarding the other evaluated compounds, whose
inhibitory effects were similar to or lower than QUER, the structural features related to
the CLIuc™" inhibition were different from those related to the CLlum™™" inhibition.
Moreover, the studied 3-phenylcoumarins and QUER had no toxic effects on
neutrophils, as evaluated by lactate dehydrogenase release and Trypan Blue exclusion,
under the assessed conditions.

With respect to the three 3-phenylcoumarins that had the highest inhibitory

effects on the neutrophil oxidative metabolism (C13, C13a and C24a), the increase of



the cell pre—treatment period showed a tendency to decrease the inhibitory ability of
compound C24a, but did not influence the biological activity of compounds C13 and
C13a. These three compounds did not interfere in the neutrophil phagocytic ability, as
evaluated by transmission electron microscopy.

The antioxidant activity against the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl free radical
and the inhibitory effect in the chemiluminescence generated by the Aorseradish
peroxidase-H,0,~luminol reaction (CL™) were evaluated for all 3-phenylcoumarins. It
was found that QUER and those 3-phenylcoumarins bearing the orfo-dihydroxy group
(C13, C23, C24) had antioxidant activity and inhibited the CL™. However, their
acetoxylated analogues (C13a, C23a, C24a) and the other evaluated compounds were
significantly less active on these cell-free experimental models.

Taken together, the results of the present work suggest that the biological
activities of the 3—-phenylcounarins here investigated were dependent on their chemical
structures, and small changes on the molecule can lead to significant changes on the
magnitude of their biological effects. Moreover, both lipophilicity and antioxidant
capacity of these compounds seem to be relevant to an efficient modulation of the

neutrophil functions and the consequent tissue damage.

Key words: neutrophils, immune complexes, coumarins, structure—activity relationship,

antioxidants.



Lista do abreviaturas



ANCA

ANOVA

ATP

BPI

C3b, C3hi, Cda

CD

Clso

CoA
c.p.m.
CR

CR1, CR3
CRs5o

DAF
DCFH
DCFH-DA
DEAE
DMSO
DP
DPPH
EGFR
EROs
F(ab")2
Fc

FeyR

FcyRIIA, FoyRIIB

gp9 lphox

anticorpos citoplasmaticos anti—neutrofilo

analise de variancia

trifosfato de adenosina

proteina promotora de permeabilidade bacteriana
fragmentos de ativacio do sistema complemento
cluster de diferenciagio

concentracio que inibe 50% da resposta biologica
coenzima A

fotons contados por minuto (counted photons per minute)
receptor de complemento

receptores de complemento tipo 1 e 3

concentracio que promove 50% de reducido do DPPH
fator acelerador de decaimento

diclorofluoresceina

diacetato de diclorodiidrofluoresceina

dietilaminoetil

dimetilsulféxido

desvio padrio

2,2—difenil-1-picrilhidrazil

receptor para fator de crescimento epidérmico
espécies reativas de oxigénio

fragmentos de ligacdo ao antigeno da molécula de anticorpo
fragmento cristalizdvel da molécula de anticorpo
receptore para porcio Fc de IgG

isoformas de receptores FcyR

glicoproteina de 91 KDa componente do complexo da NADPH
oxidase



G-CSF fator estimulante de coldnia de granuldcito

GRO«a produto génico relacionado a crescimento

GTP trifosfato de guanosina

hCAP-18 peptideo catidnico antimicrobiano 18 humano

HRP horseradish peroxidase

IC imunocomplexo

IC F(ab’)2-OVA imunocomplexo de OVA e fragmento F(ab’)2 de IgG anti—-OVA

IC F(ab")2-OVA-SC imunocomplexo de OVA e fragmento F(ab’)2 de IgG anti—-OVA,
opsonizado com soro de coelho

IC IgG-OVA imunocomplexo de OVA e IgG anti—-OVA

IC IgG-OVA-SC imunocomplexo de OVA e IgG anti—-OVA, opsonizado com soro
de coelho

ICAM molécula de adesdo intracelular

[FN-vy interferon gamma

IeG imunoglobulina da classe G

IL interleucina

IP-10 proteina 10 indutivel pelo interferon gamma

[-TAC quimioatraente de células T indutivel pelo interferon gamma

LDH lactato desidrogenase

LTB, leucotrieno tipo By

MCP-1 proteina quimioatraente de monocitos

MIG monocina indutivel pelo interferon gamma

MIP-1a, MIP-1pB proteina inflamatoria de macréfagos tipo la e 1B

M.M. massa molecular

MMPR&, MMP9, MMP25 metaloproteinase de matriz tipo 8, 9 e 25
MPO mieloperoxidase

NADH nicotinamida adenina dinucleotideo (forma reduzida)



NADPH nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (forma reduzida)

NCF fator citosolico de neutrofilo

n—-fMLP n—formil-metionil-leucil-fenilalanina

OVA ovalbumina

p22Phox K4 (Phox, proteinas de 22, 40, 47 e 67 KDa, componentes do complexo
p47PIOx  pT7PIOx da NADPH oxidase

PAR-4 receptor do tipo 4 ativado por protease

PBS solucdo salina tamponada com fosfato
PECAM-1 molécula de adesio endotélio—plaquetério tipo 1
phox oxidase de fagocito (phagocyte oxidase)

PMA acetato de miristoilforbol

p/v peso/volume

QLM quimioluminescéncia produzida pela reacio HRP-H;Os-luminol
QLIuc™™N quimioluminescéncia dependente de lucigenina
QLIum™N quimioluminescéncia dependente de luminol
QUER quercetina

Rr fator de retardamento

SC soro de coelho

S/D sem diluir; ndo diluido

SDS dodecil sulfato de sodio

SLPI inibidor de protease secretoria de leucocitos
SOD superé6xido dismutase

TGF-a fator de transformacio e crescimento tipo alfa
TNF-o fator de necrose tumoral tipo alfa

VEGF fator de crescimento do endotélio vascular

v/v volume/volume

Z1ops zimosan opsonizado
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1.1. Neutréfilos
1.1.1. Caracteristicas morfolégicas

O sangue periférico é constituido por trés diferentes linhagens celulares:
globulos brancos ou leucécitos; globulos vermelhos, eritrécitos ou hemadcias;
plaquetas ou trombocitos. Os leucocitos formam o grupo mais heterogéneo de
células do sangue, tanto do ponto de vista morfoldégico quanto fisiologico, e
desempenham papel de defesa do organismo, sendo que cada subtipo
leucocitario detém funcdes bastante especificas e distintas entre si, que, em
conjunto, estruturam o sistema imunologico (ZAGO; FALCAQ, 2004).

Os leucécitos sdo agrupados em mononucleares e polimorfonucleares. Os
primeiros incluem os linfocitos, plasmocitos e os mondécitos, cuja caracteristica
peculiar ¢ a de possuir um ntcleo tUnico e uniforme. Os ultimos, também
chamados de granul6citos pela presenca de granulacdo citoplasmatica, incluem
os neutrofilos, eosinéfilos e basoéfilos e possuem um ntcleo multiforme e
segmentado (BAINTON; ULLYOT; FARQUHAR, 1971; JOHNSON; VARANI;
SMOLEN, 1992).

Os leucocitos polimorfonucleares foram descobertos por Paul Erlich,
quando as técnicas de fixacdo e coloracio celular possibilitaram a identificacio
do nucleo lobulado e da presenca dos granulos citoplasmaticos (ERLICH;
LAZARUS, 1900 apud BORREGAARD; COWLAND, 1997). Os granulocitos
neutrofilos, ou simplesmente neutrofilos sdo assim chamados pela sua
tonalidade neutra nas coloracdes de Romanowsky, enquanto os eosinoéfilos

possuem grande avidez pela eosina e os basofilos sio facilmente identificados
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pela presenca de granulos citoplasmaticos grandes e de cor escura
(BORREGAARD; COWLAND, 1997).

Os neutrofilos representam cerca de 50 a 70% do total de leucdcitos no
sangue periférico de adultos. Os neutrofilos circulantes sdo células esféricas de
10 a 20 wm de diametro, com nucleo segmentado constituido de cromatina
purpirea escura e densa, com 3 a 5 l6bulos interligados por um ténue filamento
de cromatina, muitas vezes invisivel na microscopia convencional. O citoplasma
¢ abundante, contendo fina granulacio especifica, a qual é formada durante o
processo de maturacio da célula (FAURSCHOU; BORREGAARD, 2003; RAVEL,
1997) (Figura 1.1).

Os neutrofilos sio produzidos e armazenados na medula 6ssea, sendo
liberados na sua forma madura para o sangue periférico, onde tem uma média
de vida em circulac¢io bastante curta, de 6 a 7 horas. O local de destrui¢io final
dos neutrofilos ndo é bem conhecido, mas sdo encontrados na saliva, no trato
gastrointestinal e também podem ser removidos da circulacio pelo figado,
pulmdes e baco (BAINTON; ULLYOT; FARQUHAR, 1971; JOHNSON; VARANI;

SMOLEN, 1992; FALCAO, 2004).

4

Figura 1.1. Neutrofilo com morfologia caracteristica, apresentando nucleo

multilobulado e granulagdo citoplasmatica. Adaptado de Lekstrom—Himes e Gallin

(2000).
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1.1.2. Funcdes fisiolégicas
1.1.2.1. Participacéo na resposta inflamatoéria

A inflamacio é definida como um processo fisiolégico através do qual os
tecidos vascularizados respondem a lesdes teciduais de diferentes naturezas,
provocadas por traumas, infecc¢des, isquemia ou reacdes auto—imunes, através
da participacio de componentes do sistema imune (SHERDWOOD; TOLUIVER-
KINSKY, 2004). O recrutamento de leuctcitos sanguineos para o local da lesio
¢ um dos primeiros eventos da resposta inflamatéria, sendo mediado por
agentes exo6genos como endotoxinas bacterianas e produtos virals, e agentes
endbdgenos, como citocinas, quimiocinas, mediadores lipidicos e componentes do
sistema complemento (GOUWY et al., 2005).

Dentre os leucécitos, os neutrofilos sido os primeiros componentes
celulares do sistema imune que chegam nos sitios inflamatorios, sendo, por esta
razdo, considerados a primeira linha de defesa do organismo (LEHRER et al.,
1988; QUINN; GAUSS, 2004; HENSON, 2005). Essas células desempenham um
papel critico na defesa do hospedeiro durante a resposta inflamatéria aguda em
decorréncia da sua capacidade de envolver e destruir uma variedade de
patégenos que ocasionalmente penetram nas barreiras fisicas do organismo
(ALLEN, 2003; LEE; HARRISON; GRINSTEIN, 2003; QUINN; GAUSS, 2004).

O processo de migracdo dos neutrofilos do sangue para os tecidos
envolve uma seqiiéncia de passos conhecidos: contato, rolamento, adesio,
diapedese e quimiotaxia (LEY, 2002). Inicialmente, o processo de rolamento é
mediado por moléculas da familia das selectinas, enquanto que o processo de

adesdo ¢ mediado por moléculas de alta afinidade de ligacio, como as integrinas
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(CD11/CD18) presentes nos leucocitos, e as moléculas de adesdo intracelular
(ICAM) expressas pelas células endoteliais. Finalmente, o evento conhecido
como diapedese ¢é mediado por moléculas de adesio endotélio—plaquetario do
tipo 1 (PECAM-1) (LIU et al., 2004; ZAGO; FALCAOQ, 2004).

Uma vez no local da lesdo, os neutrofilos atuam na defesa do organismo
através de mecanismos dependentes de oxigénio, que envolvem a producio de
espécies reativas de oxigénio (EROs), e de mecanismos independentes de
oxigénio, que compreendem a fagocitose, desgranulacdo, producido de
mediadores anti- e pro-inflamatorios (FAURSCHOU; BORREGAARD, 2003;
QUINN; GAUSS, 2004; SEGAL, 2005). Essas cé¢lulas podem ainda atuar como
apresentadoras de antigenos para linfocitos T (POTTER; HARDING, 2001).

Algumas horas apoés o influxo de leucédcitos para o local da inflamacgéo, o
processo de resolucido natural da inflamacdo se inicia. De modo geral, este
processo envolve as seguintes etapas: (a) a remocdo do estimulo inicial; (b)
decréscimo na produc¢io de mediadores pro—inflamatorios, como prostaglandinas
e leucotrienos, que atraem novos leucécitos para o local da lesdo; (c) aumento
da producio de mediadores anti—inflamatorios, como as resolvinas e as
protectinas, que induzem a apoptose de neutrofilos, e as lipoxinas, que retardam
a entrada de novos neutrofilos para o sitio inflamatorio, reduzem a
permeabilidade vascular e ativam os macrofagos para ingerir e eliminar
neutrofilos apoptoticos; (d) remoc¢io das células inflamatorias e debris celulares
para permitir o reparo final. Este processo termina com a partida dos

macrofagos via sistema linfatico (HENSON, 2005; SERHAN; SAVILL, 2005).
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Em circunstiancias normais, a estrutura e a funcio tecidual s3o
restauradas apds uma resposta inflamatoria. Entretanto, se o delicado balanco
entre inflamacio e resolucio se torna desregulado, a inflamacio pode levar ao
desenvolvimento de doencas cronicas como artrite, doenca inflamatoéria
intestinal e asma. Nesses casos, onde a lesdo geralmente é extensa ou
persistente, os tecidos lesados sdo substituidos por material fibroso, o que pode
ocasionar a perda da funcdo tecidual (BIASI et al.,, 2003; HENSON, 2005;

SERHAN; SAVILL, 2005).

1.1.2.2. Produc¢do de mediadores inflamatoérios

Os neutrofilos sdo usualmente conhecidos como a populacdo de
leucotcitos envolvida em respostas inflamatorias agudas, agindo como a primeira
linha de defesa contra microrganismos invasores (QUINN; GAUSS, 2004;
HENSON, 2005). Descobertas recentes, entretanto, tém mostrado que o0s
neutréfilos sintetizam citocinas e quimiocinas, que desempenham papéis
fundamentais na coordenacdo das respostas do sistema imune, no
desenvolvimento de linfocitos B e T, e na modulacio da angiogénese (ZLOTNIK;
YOSHIE, 2000; KASAMA et al., 2005; NATHAN, 2006).

Assim como os monoécitos, os neutrofilos sdo capazes de sintetizar e
secretar o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), citocinas pré-—
inflamatorias [fator de necrose tumoral tipo alfa (TNF-), interleucinas (IL) IL-
12, IL-1Ra, IL-1B], e quimiocinas, como IL-8, IP-10 [proteina 10 indutivel pelo

interferon gamma (IFNY)], GROa (produto génico relacionado a crescimento),
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MIG (monocina indutivel pelo IFNy), MIP-1a e MIP-1p (proteina inflamatéria de
macrofagos) (STRIETER et al., 1990; BAZZONI et al., 1991; KASAMA et al.,
1994; GASPERINI et al.,, 1995; CASSATELLA et al., 1997; SCAPINI et al.,
2000).

A capacidade dos neutréfilos de expressar os genes para [-TAC
(quimioatraente de células T indutivel pelo IFNy) e MCP-1 (proteina
quimioatraente de monocitos tipo 1) foram descritas, mas ainda ndo ha
informacdo sobre a sua secrecdo. (GASPERINI et al.,, 1999; KASAMA et al.,
2005; GOUWY et al., 2005).

Devido ao fato de que estes mediadores sio primariamente quimiotaticos
para neutrofilos, monoécitos, células dendriticas imaturas e linfocitos T, é
provavel que o neutrofilo desempenhe importante papel no recrutamento de
tipos distintos de leucocitos para o tecido inflamado (SCAPINI et al., 2000;
GOUWY et al., 2005). Por exemplo, os neutrofilos nido sio apenas o0s
produtores, mas também os alvos primarios para a IL-8, respondendo a este
mediador por quimiotaxia, desgranulacio, producio de EROs, aumento da
expressdo de moléculas de adesdo e aderéncia aumentada a células endoteliais
(WILLEMS et al., 1989; BAGGIOLINI; DEWALD; MOSER, 1994). Além disso, a
I[L-8 ¢ também fator quimiotatico para baséfilos e linfécitos T, embora muito
menos potente do que para neutrofilos, e é descrito como fator angiogénico
(ROLLINS, 1997; HOFFMANN et al.,, 2002). Em relacdo a MIP-lae MIP-1B,
estas quimiocinas agem como potentes fatores ativadores e quimiotaticos para
monocitos, macrofagos, células natural killer, células dendriticas imaturas e

células T helper 1 (SIVEKE; HAMMAN, 1998; GOUWY et al., 2005).
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A secrecio de citocinas e quimiocinas por neutréfilos ativados, regulada
por citocinas imuno-regulatorias, tais como [FN-y, IL-4, IL-10 e IL-13, esta
geralmente aumentada durante certas condi¢cdes patolégicas, como artrite
reumatoide, doencas inflamatérias intestinais e infecc¢des micobacterianas

(BILLIAU, 1996; LUSTER, 1998; GOUWY et al., 2005).

1.1.2.3. Desgranulacio

H4 mais de um século, o Dr. Eli Metchnikoff observou que neutroéfilos
ingeriam particulas bacterianas e que, coincidentemente com o processo de
desgranulacio, as bactérias paravam de se dividir (METCHNIKOFF, 1968 apud
LEVY, 2004). Ao longo dos anos seguintes, evidéncias cientificas sugeriam que
os leucocitos matavam as bactérias através de mecanismos dependentes e
independentes de oxigénio.

Na década de 1930, foi observado que os neutréfilos sofrem um aumento
no metabolismo respiratorio, evento que foi relacionado com a ativacido da
enzima oxidase de fagocitos, hoje conhecida como complexo da NADPH oxidase
(BALDRIDGE; GERARD, 1933; BABIOR, 1999; ROOS; VAN BRUGGEN;
MEISCHL, 2003). Entretanto, uma grande variedade de agentes independentes
de oxigénio, com atividade microbicida direta, foi descoberta antes e depois da
identificacio dessa enzima. Na década de 1930, Alexander Flemming descreveu
a lisozima (HARE, 1983; LEVY, 2004), encontrada em fagocitos. Hirsch (1956) e
Zeya e Spitznagel (1963) examinaram a atividade microbicida de extratos brutos

de neutrofilos e iniciaram a caracterizacio de alguns polipeptideos catidnicos
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antimicrobianos. Com o advento de novas técnicas cromatograficas, varios
grupos nas décadas de 1970 e 1980 relataram a purifica¢ido de novas proteinas
e peptideos antimicrobianos derivados dos granulos de leucocitos (revisado por
LEVY, 2004).

Os granulos intracelulares dos neutréfilos sdo atualmente classificados
em primarios (ou azurofilos), secundarios (ou especificos), terciarios (ou de
gelatinase) e vesiculas secretorias. Os diferentes tipos de granulos
compartilham algumas proteinas, como a lisozima, enquanto que outras sdo
encontradas em apenas um dos tipos de granulos, servindo como marcadores
especificos, como mieloperoxidase (MPO), lactoferrina, gelatinase e albumina
(BORREGAARD; COWLAND, 1997; GUDMUNDSSON; AGERBERTH, 1999;
MOLLINEDO; BORREGAARD; BOXER, 1999). Os principais componentes de
cada tipo de granulo sdo mostrados na Tabela 1.1.

Os componentes dos granulos estio relacionados a fagocitose e a morte
intracelular de microrganismos, uma vez que a sua matriz é rica em enzimas e
peptideos com atividade microbicida, e as suas membranas sio 0s principais
reservatorios do flavocitocromo bssg  (gp91°"%/p22°"°%), um componente
essencial da NADPH oxidase, e também de receptores de membrana dos
neutrofilos (BORREGAARD; COWLAND, 1997; ROOS; VAN BRUGGEN;
MEISCHL, 2003). Conforme a membrana dos granulos se funde com a
membrana plasmatica, as proteinas presentes nas membranas dos granulos
translocam para a superficie da membrana plasmatica da célula e fornecem
novos receptores e outras proteinas funcionais (BORREGAARD; COWLAND,

1997).
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Tabela 1.1. Principais componentes dos granulos dos neutrofilos.®

Granulos Granulos Granulos Vesiculas
primérios secundarios terciarios secretorias
mieloperoxidase lactoferrina gelatinase albumina
defensinas lisozima lisozima tetranectina
lisozima histaminase acetiltrasferase citocromo bssg

fosfatase 4cida
B—glucuronidase
esterase
catepsinas
elastase
proteinase—3
sialidase
o—manosidase
al-antitripsina
CD63
CD68

colagenase
heparanase

hCAP-18

citocromo bssg

CD11b

receptores para

TNF-a

laminina

vitronectina

fibronectina

fMLP

B2-microglobulina
citocromo bssg
CD11b

receptor para fMLP

fosfatase alcalina
CR1
CD11b
receptor para fMLP
CDh14
CD16
DAF

(a) Fontes: Borregaard e Cowland (1997); Gudmundsson e Agerberth (1999); Mollinedo,
Borregaard e Boxer (1999); Zago e Falcio (2004). CD: cl/uster de diferencia¢do; CR:

receptor de complemento; DAF: fator acelerador de decaimento; fMLP: n-formil-metionil—

leucil-fenilalanina; hCAP-18: peptideo catidnico antimicrobiano 18 humano; TNF-a: fator

de necrose tumoral tipo alfa.

O primeiro tipo de granulo a ser liberado ¢ a vesicula secretoria. Durante

o processo de rolagem do neutrofilo sobre o endotélio, a membrana da vesicula

secretoria funde—-se 4 membrana plasmadtica, levando ao aumento da expressio

da B,-integrina Mac—1 (amB,, CD11b/CD18) na membrana do neutrofilo, o que

contribui para a adesdo firme deste a célula endotelial (BORREGAARD et al.,

1990). Na seqiiéncia, sdo liberados os granulos secundarios e terciarios, que sio

ricos em enzimas que degradam estruturas teciduais como laminina, colageno,
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proteoglicanas e fibronectina, facilitando o processo de migracido dos
neutréfilos para o local da inflamacdo. Dentre estas enzimas destacam-se as
metaloproteinases de matriz (MMP8, MMP9 e MMP25), colagenase e gelatinase.
Conforme a concentracio de agentes quimiotdticos aumenta, os proximos a
serem liberados s3o os grinulos primarios, ricos em defensinas e MPO. Esta
ultima converte o H,Os em potentes agentes antimicrobianos, como HOCI, HOBr
e HOI (HAMPTON; KETTLE; WINTERBOURN, 1998; FAURSCHOU;
BORREGAARD, 2003; NATHAN, 2006).

Além da funcdo microbicida, as enzimas e os peptideos contidos nos
granulos de neutro6filos também desempenham uma variedade de fungdes
regulatorias em processos inflamatorios (GUDMUNDSSON; AGERBERTH, 1999;
LEVY, 2004; WIEDOW;, MEYER-HOFFERT, 2005). Por exemplo, as
o—defensinas, pequenas proteinas ricas em arginina e cisteina, atuam como
fatores quimiotaticos e estimuladores da liberacdo de IL-8 por células T,
contribuindo para o recrutamento células inflamatorias (YANG et al., 2000;
YANG; CHERTOV; OPPENHEIM, 2001). Essas proteinas participam também na
fase de resolucio do processo inflamatério, estimulando a mitogénese de
fibroblastos para o reparo tecidual e a apoptose de células inflamatorias
(LEHRER; LICHTENSTEIN; GANZ, 1993; ANDREU; RIVAS, 1998).

A proteinase-3, contida nos granulos primdrios, converte 0s precursores
inativos de TNF-a, IL-1B e IL-18 em suas formas ativas (ROBACHE-GALLEA
et al., 1995; SUGAWARA et al.,, 2001; WIEDOW; MEYER-HOFFERT, 2005).
Além disso, essa enzima converte o hCAP-18 (peptideo catidnico

antimicrobiano 18 humano), armazenado como pro-forma nos granulos
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secundarios dos neutroéfilos, em sua forma ativa, o peptideo linear catiénico LL-
37. Esse peptideo, além de antimicrobiano, ¢ também quimioatraente para
neutroéfilos, monécitos e células T do sangue periférico humano via interacdes
com o receptor para n-fMLP (z-formil-metionil-leucil-fenilalanina),
demonstrou atividade angiogénica e parece estar envolvido na cicatrizacdo de
lesdbes (GUDMUNDSSON; AGERBERTH, 1999; YANG; CHERTOV; OPPENHEIM,
2001; SCOTT et al., 2002; KOCZULLA et al., 2003; LEVY, 2004).

A catepsina G parece cooperar com a trombina na ativa¢io do receptor
tipo 4 ativado por protease (PAR-4), iniciando a agregacdo plaquetaria
(SAMBRANO et al., 2000). A elastase cliva a pro-TGF-a (fator de
transformacio e crescimento tipo alfa) ligada a membrana e libera a sua forma
ativa solavel, que por sua vez, liga-se ao EGFR (receptor para fator de
crescimento epidérmico), estimulando a proliferacdo celular de queratinocitos
(MEYER-HOFFERT; WINGERTSZAHN; WIEDOW, 2004). Além disso, a elastase
degrada o G-CSF (fator estimulante de coldnia de granulocito), regulando a
granulopoiese, e se liga ao receptor de complemento (CR) do tipo 3 (CR3)
revertendo a adesio leucocitaria (CAI; WRIGHT, 1996; EL. OURIAGHLI, 2003).

A lactoferrina, por meio do seu dominio lactoferricina N-terminal,
aumenta a atividade fagocitica de neutroéfilos, aparentemente via mecanismos
opsonicos, e também modula a liberacio de citocinas, aumenta a liberacio de
IL-6 e TNF-a por células mononucleares de sangue periférico e inibe a
liberacdo de IL-1 e IL-2. (ADAMIK et al., 1998; MIYAUCHI et al., 1998;

CACCAVO et al., 2002).
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1.1.2.4. Fagocitose

Os fagocitos, considerados os principais componentes celulares do
sistema imune inato, desempenham um papel fundamental na defesa do
hospedeiro durante a resposta inflamatoria aguda, em decorréncia da sua
capacidade de envolver e destruir uma variedade de patogenos que
ocasionalmente penetram nas barreiras fisicas do organismo (QUINN; GAUSS,
2004). A funcio da fagocitose na defesa do hospedeiro foi descoberta por Elie
Metchnikoff no final do século dezenove, e estd descrita em seu trabalho
publicado em 1883 (BABIOR, 2000a).

A fagocitose pode ser dividida em quatro etapas sucessivas: adesio
entre o neutrofilo e o antigeno, ingestio, desgranulacio, digestio do antigeno
ingerido. A fagocitose de particulas, tals como microrganismos e
imunocomplexos, requer a reorganizacio do citoesqueleto na regido da
membrana plasmatica que entra em contato com a particula. A mobilizacdo dos
filamentos de F-actina nessa regiio ¢ Iniciada por sinals que surgem da
interacio de receptores promotores de fagocitose na superficie da célula com
ligantes na superficie da particula (ALLISON; DAVIES; PETRIS, 1971;
GREENBERG, 1995; ADEREN; UNDERHILL, 1999).

A adesio dos neutréfilos aos microrganismos ¢ facilitada quando os
ultimos estdo recobertos por anticorpos, proteinas do sistema complemento ou
outros fatores séricos para os quais o neutrofilo dispde de receptores
especificos, processo denominado opsonizacdo. Os receptores para opsoninas
melhor caracterizados s3o os receptores FcyRs [receptores para a porc¢ido Fc

(fragmento cristalizavel) de imunoglobulina da classe G (IgG)] e os receptores
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para os componentes C3b e C3bi do sistema complemento, CR1 e CRS,
respectivamente. Os neutrofilos podem também interagir diretamente com oS
microrganismos, por meio do reconhecimento de determinantes antigénicos
expressos na superficie desses alvos. (GREENBERG, 1995; BROWN, 1995;
LOFGREN et al., 1999; TJELLE; LOVDAL; BERG, 2000).

Quando o neutroéfilo adere a bactéria ou outros detritos, os pseudépodos
os envolvem e englobam em vacuolos delimitados pelo segmento de membrana
invaginado, denominado fagossomas. O contetudo dos granulos dos neutrofilos
pode ser descarregado no interior dos fagossomas ou para o meio extracelular
(exocitose). Em conjunto com esse processo, ocorre a geracdo de EROs, com
grande potencial microbicida (HAMPTON; KETTLE; WINTERBOURN, 1998;
FAURSCHOU; BORREGAARD, 2003).

Dois tipos de receptores FcyR sdo expressos em neutrofilos humanos,
FcyRIIA (CD32) e a forma de FcyRII ligada por uma 4ancora de
glicosilfosfatidilinositol (CD16, FcyRIIB) (LOFGREN et al., 1999; RAVETCH;
BOLLAND, 2001; SONDERMANN; KAISER; JACOB, 2001). Embora nfo possua a
regido transmembrana e a citoplasmatica, a ativacdo de FcyRIIIB em neutrofilos
induz a liberacio intracelular de calcio, polimerizacio de F-actina e a producio
de EROs (RAVETCH; BOLLAND, 2001). A ligacdo de FcyRIIA leva a fosforilagio
de tirosinas de diversas proteinas, incluindo a fosfolipase Cyl e p72%¥%, Esta
ultima é essencial para a fagocitose mediada por Fc em macréfagos e monocitos
(DAERON, 1997; LOFGREN et al., 1999).

Acreditava-se que a interacdo devida ao CR nio levava a ingestido do

eritrocito opsonizado, e que somente a interacio da molécula de IgG ligada a
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particula com o seu sitio receptor no neutréfilo era necessdaria para induzir o
mecanismo de fagocitose (MANTOVANI, 1975). Hoje sabe-se que existem
varios tipos de receptores CR expressos na membrana dos neutrofilos, com
funcoes distintas, sendo CR1 e CR3 os mais relevantes quando se refere a
fagocitose (SENGEL®V, 1995).

Os receptores CR3 pertencem a familia das -2 integrinas, consistindo de
3 heterodimeros ndo-covalentemente ligados (CD11a/CD18&, CD11b/CD18,
CD11c/CD18). Todas essas integrinas sdo expressas em neutrofilos, sendo
CD11b/CD18 a mais abundante (LOFGREN et al., 1999). A ativacio especifica
de CR3 induz atividade da fosfolipase D, polimerizacio de actina e producio
intracelular de EROs. O CR3 interage com FcyRIIl, acentuando a sinalizagdo
interna mediada por esses receptores (ZHOU; BROWN, 1994; SENGEL®V,
1995).

Os receptores CR1 presentes em neutrofilos sido responsaveis pela
aderéncia de particulas revestidas por C3b, sem iniciar a fagocitose. Por outro
lado, a ativacdo simultdnea de CR1 e FcyR, por particulas revestidas por C3b e
Ig@G, leva ao aumento da liberacio intracelular de célcio e da fagocitose, quando
comparada a esses eventos mediados apenas por FcyR (ERNST; ROSALES;
ZIMMERLI, 1995; KIMBERLY; SALMON; EDBERG, 1995). De modo semelhante,
CR1 e CR3 cooperam no englobamento de eritrocitos revestidos por C3b, onde
CR1 medeia a adesio inicial e CR3 ¢é responséavel pela sinalizacio celular que
leva a fagocitose (SENGEL@V, 1995).

A ativacdo de neutrofilos via receptores FcyR, em cooperac¢io ou ndo com

CR promove ainda a desgranulacdo, a ativacio do metabolismo do 4&cido
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araquidonico, producio de mediadores lipidicos, como o leucotrieno B4, induc¢io
da sintese e liberacio de citocinas, a ativacio do metabolismo oxidativo, e
aumento da expressio de enzimas envolvidas em processos inflamatorios, como
a ciclooxigenase e a o6xido nitrico sintase (LUCISANO; MANTOVANI, 1984,
1988; DAERON, 1997; ALONSO et al., 1998; MARZOCCHI-MACHADO et al.,

2002; JANCAR; CRESPO, 2005).

1.1.2.5. Producio de espécies reativas de oxigénio (EROs)

O processo de fagocitose é acompanhado de um conjunto de alteracdes
metabolicas nas células fagociticas, denominado "burst", surto ou explosio
respiratoria, metabolica ou oxidativa. Essa funcio celular é caracterizada pelo
aumento do consumo de oxigénio e de trifosfato de adenosina (ATP), do
aumento da oxidacio da glicose pela via da hexose monofosfato, do transporte
de elétrons e da producdo de grande quantidade de EROs (CHEUNG;
ARCHIBALD; ROBINSON, 1983; JOHNSON; VARANI; SMOLEN, 1992; ROSEN et
al., 1995; BABIOR, 1999). Essas EROs sdo potentes agentes oxidantes que
atuam em conjunto com os constituintes dos grianulos para matar e digerir os
antigenos fagocitados.

A explosio respiratoria pode ser desencadeada quando as células
fagociticas sio estimuladas por ionéforos, complexos Iimunes, particulas
antigénicas opsonizadas (zimosan, latex), acetato de miristoilforbol (PMA) e por
alguns mediadores do processo inflamatério, como acido araquiddnico, TNF-q,

n—fMLP, Cba, leucotrieno tipo By (LTBy) (BROWN, 1995, SELVACITI et al.,
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2006). Esse processo inicia-se com a formag¢io do complexo da NADPH
oxidase, que catalisa a producdo de radicais superoxido (Os7) a partir do Os
dissolvido no meio, sendo, portanto caracterizado pelo aumento do consumo de
O,. O radical superéxido produzido ¢ entdo convertido a HsOs, que, por sua vez,
gera outras EROs (HOCI, '0,, HO*), por meio de reacdes quimicas e enzimaticas
(BABIOR, 1999). As células fagociticas geram as EROs utilizando basicamente
quatro grupos de enzimas: o complexo da NADPH oxidase, a superoxido
dismutase (SOD), a MPO e as 6xido nitrico sintases NOS (HALLIWELL, 1999;
BABIOR, 2000a) (Figura 1.2).

O aumento do consumo de Os pelos neutrofilos durante a fagocitose foi
descrito pela primeira vez por Baldridge e Gerard (1933) (BABIOR, 2000a).
Investigac¢des dos mecanismos bioquimicos envolvidos na fagocitose levaram as
observacdes de que o aumento do consumo de Os; e de glicose ocorria na
presenca de inibidores da respiracio mitocondrial, indicando que este processo
nio era devido ao requerimento de energia para o processo de fagocitose
(SBARRA; KARNOVSKY, 1959). Em 1964, Rossi e Zatti demonstraram que o
consumo de Os durante a explosio respiratéria estava relacionado a ativacio de
uma NADPH oxidase, e Iyer et al. (1961) e Klebanoff (apud BABIOR 2000a)

demonstraram que o Oy extra consumido era utilizado para a producio de EROs.
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Figura 1.2. Representacdo simplificada das reagdes que ocorrem durante o metaboismo
oxidativo dos neutrofilos. (1): O anion superéxido (Oy7) é produzido pelo complexo
enzimatico da NADPH oxidase. (2): A dismutacio do Os pela SOD produz o Hy0s. (3): A
MPO proveniente dos granulos citoplasmaticos catalisa a producido de HOCI e outras
espécies halogenadas a partir do HsOs. (4): As EROs produzidas pelas etapas 1, 2 e 3
sdo convertidas a outras espécies oxidantes, por meio de diversas reag¢des quimicas.
(5): As espécies oxidantes e os constituintes dos granulos que extravasam para o
citosol e/ou para o meio extracelular sio inativadas pelos componentes do sistema de
defesa celular e tecidual (alguns deles estio representados em verde). Esquema
adaptado de Klein (1990), Weiss (1989) e Halliwell (1999). Abreviaturas: CAT: catalase;
GPO: glutationa peroxidase; GSH: glutationa reduzida; GSSG: glutationa oxidada; MPO:
mieloperoxidase; SLPI: inibidor de protease secretoria de leucocitos; SOD: superoxido

dismutase.
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A NADPH oxidase pode ser encontrada em células endoteliais (BABIOR,
2000b), em células renais (SHIOSE et al., 2001), em fagocitos profissionais
(monocitos, macrofagos, neutrofilos) e em linfocitos B (BABIOR, 1999). O
complexo da NADPH oxidase de fagocitos profissionais é composto por cinco
componentes principais: p40P"o*, pd7PRoX pET7PROX p22Phox o gpnQg1 PROX (phox =
phagocyte oxidase). Os trés primeiros existem no citosol na forma de um
complexo e os outros dois formam o citocromo bssg, localizado na membrana de

vesiculas secretérias e de granulos especificos. As subunidades p47°"*

e
p67°"°% sdo também conhecidas como fator citosolico de neutrofilos tipo 1 e 2,
(NCF-1, NCF-2), respectivamente. A atividade da NADPH oxidase depende de
ainda da presenca de uma GTPase (Rac 1-2) (BABIOR, 1999; BABIOR, 2000a;
VIGNAIS, 2002; SHEPPARD et al., 2005; SELVACITI et al., 2006).

Seguchi e Kobayashi (2002) descreveram, baseados em analises de
microscopia eletronica, que apos estimulacdo de neutrofilos com n—fMLP, o O,
¢ gerado inicialmente dentro de um compartimento intracelular especializado
contendo fosfatase alcalina, e nio na membrana plasmatica. De acordo com
esses autores, os granulos geradores de 0O, posteriormente se ligam a
membrana plasmatica ou fundem-se entre si, formando estruturas maiores que
eventualmente se associam 4 membrana plasmatica, levando a liberacio
extracelular de 0Oy, aumentando a probabilidade de significante oxidacio
extrafagossomal. Karlsson e Dahlgren (2002) sugerem que a ativacdo da

NADPH ocorre também nas membranas dos granulos, e que ocorre a fusio

intra—citoplasmatica desses granulos produtores de Os” com outros tipos de
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granulos dos neutroéfilos, levando a formacio de granulos geradores de outras
EROs, que entdo se fundem com a membrana plasmatica ou com o fagossomo.

O papel da NADPH oxidase na defesa do organismo ¢ clinicamente
comprovado, uma vez que defeitos nos diferentes genes que codificam suas
subunidades resultam em uma patologia rara conhecida como doenca
granulomatosa cronica. Esta doenca genética ¢ caracterizada pela reducdo da
expectativa de vida decorrente de uma alta incidéncia do organismo contra
infeccdes provocadas por varias classes de microrganismos, como bactérias e
fungos (WIENTJES; SEGAL, 1995; HEYWORTH; CROSS; CURNUTTE, 2003;
NATHAN, 2006).

Outra enzima importante envolvida no metabolismo oxidativo de
neutrofilos é a MPO. Ela catalisa a oxidacdo de ions haleto (CI°, Br', I') e
tiocianato (SCN”) para acidos hipo-halosos, utilizando H,Os como substrato. O
HOCI ¢é o principal produto, devido a elevada concentracio de Cl nos fluidos
corporais. Além disso, o HOCI contribui para a producido de radicais HO® e de
oxigénio singlete (*0s) (MALECH; GALLIN, 1987; McPHAIL; STRUM; LEONE,
1992; ROSEN et al.,, 1995; BABIOR, 1999; DAHLGREN; KARLSSON, 1999;
PULLAR et al., 2000).

Os 4cidos hipo—halosos, ou halogénios oxidados, podem, por sua vez
reagir com diversas aminas encontradas no sistema biologico, especialmente
aminodcidos e proteinas, produzindo mono- e di—cloraminas. As cloraminas
podem ter efeito toxico para os microrganismos e para as células do
hospedeiro, cuja intensidade depende da sua estrutura e capacidade de

atravessar membranas. As cloraminas derivadas de o-aminoacidos s3o
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susceptiveis a degradacio, gerando aldeidos que por si s6 sdo toxicos (PULLAR
et al., 2000; BABIOR, 2000a).

Além da conhecida funcdo microbicida, hi varias evidéncias de que os
oxidantes derivados de neutrofilos também desempenham outras fungdes. O
H-0,, HOCI, e algumas cloraminas sido pequenas moléculas nio carregadas que
podem cruzar as membranas e difundir do fagossoma para o espaco
extracelular. Alvos potenciais incluem quaisquer células nas imediacdes dos
neutroéfilos ativados, particularmente aquelas as quais eles estio aderidos, assim
como os proprios neutrofilos ativados (HAMPTON; WINTERBOURN, 2002;
NATHAN, 2006).

Por exemplo, as EROs tém sido descritas como mediadores essenciais da
sinalizacdo para muitos receptores de citocinas e hormoénios, tais como aqueles
para insulina, fatores de crescimento derivados de plaquetas, fatores de
crescimento de fibroblastos, angiotensina e TNF-a (SWAIN; ROHN; QUINN,
2002; NATHAN, 2003). O mecanismo molecular mais estudado de sinaliza¢do
mediada por EROs ¢ a inativacdo temporaria de tirosino fosfatases por oxidacio
reversivel de seus grupos sulfidrilas de cisteina ativos (HAMPTON;
WINTERBOURN, 2002; OWUOR; KONG, 2002).

As EROs podem também contribuir para a liberacdo de proteases da
matriz de peptidoglicanos nos granulos, ou seja, ajudam na mobilizacdo de
proteases de neutrofilos (NATHAN, 2006). Os oxidantes derivados da NADPH
oxidase tém sido propostos como reguladores da apoptose espontinea de

neutréfilos, e como desencadeadores da exposicido de fosfatidilserina e
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eliminacio de neutrofilos ativados (KASAHARA et al.,, 1997; FADEEL et al.,
1998).

O HOCI pode desempenhar um papel fundamental na patofisiologia de
doencas inflamatérias, atuando como mensageiro secundario na transducio
intracelular de sinais, e também induz a producio da citocina TNF-a em células
mononucleares por vias dependentes de tirosina—quinase (SCHIEVEN; DE FEX;
STEPHENSON, 2002). Além disso, tem sido demonstrado que a MPO, enzima
produtora do HOCI, estd envolvida em um grande numero de processos
inflamatorios, incluindo ativacido e Inativacio de proteinas secretadas pelos
neutrofilos, inativacdo de toxinas e de mediadores inflamatorios (FORMAN;
THOMAS, 1986; HAMPTON; KETTLE; WINTERBOURN, 1998;

WINTERBOURN; KETTLE, 2000).

1.2. Doenc¢as mediadas por imunocomplexos (ICs)
1.2.1. Aspectos fisiopatolégicos

A interacdo de substancias estranhas e microrganismos com anticorpos
especificos leva a formacio de complexos antigeno—anticorpo, os quais S3o
também conhecidos como complexos imunes ou imunocomplexos (ICs). Os
antigenos que compdem esses ICs sio geralmente provenientes de alimentos,
medicamentos e componentes endoégenos (auto—antigenos) (STEENSGAARD;
JOHANSEN, 1980). Este processo constitui parte essencial dos mecanismos de
defesa imune do organismo, sendo geralmente seguido por reagdes secundarias,

como ativacdo do sistema complemento, que capacitam o organismo a
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neutralizar e eliminar os antigenos citados (SCHIFFERLY; TAYLOR, 1989;
ALONSO et al., 1998).

Em individuos saudaveis, pequenas quantidades de ICs circulantes podem
ser encontrados no soro. Esses ICs circulantes inicialmente levam ao aumento
da fagocitose e remocio do antigeno por macréfago no figado e no baco. Além
disso, hemacias que tem receptores CR1/CR3 podem se ligar aos ICs
opsonizados com proteinas do sistema complemento e transporta—-los ao figado,
onde esses ICs sdo removidos pelas células de Kupfer (HEBERT, 1991;
PASCUAL; SCHIFFERLI, 1992). A medida que sido formadas quantidades
maiores de ICs, alguns deles se depositam nos leitos vasculares (FERNANDEZ;
JANCAR; CRESPO, 2004).

Varios fatores determinam se a formacdo de ICs levard a deposicio
tecidual e doenca. O tamanho dos complexos parece ser importante, sendo que
0s menores circulam por periodos maiores e se ligam com menor afinidade as
células fagociticas, o que aumenta a probabilidade de deposicido nos tecidos
(JARVIS et al., 1995, 1999). Um segundo fator ¢ a disfuncdo do sistema
fagocitico mononuclear, que aumenta a possibilidade de persisténcia dos ICs na
circulacio. Pode-se citar ainda a capacidade dos ICs de ativar o sistema
complemento e o processo de fagocitose (MARZOCCHI-MACHADO et al.,
1999; MICHELIN et al., 2002; ALVES et al., 2003). Além disso, a sobrecarga do
sistema fagocitico com grandes quantidades de ICs também compromete sua
habilidade de mediar a eliminacdo dos mesmos da circulacdo (DAVIES, 1995).

Os anticorpos presentes nos ICs depositados ativam a cascata do sistema

complemento, que leva a liberacdo de fragmentos biologicamente ativos (C3a,
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Cha). Esses fragmentos desencadeiam uma resposta inflamatéria, com o
recrutamento e ativacido de leucdécitos, predominantemente os neutréfilos, nos
locais de deposi¢do dos ICs (WEDMORE; WILLIAMS, 1981). Os ICs também
podem ativar células inflamatérias e mastocitos a secretar citocinas e
mediadores vasoativos, o que causa aumento da adesio de leucédcitos ao
endotélio, aumento da permeabilidade vascular e aumento da deposicdo de ICs
nas paredes dos vasos por aumento dos espacos interendoteliais (ALONSO et
al., 1998; JANCAR; CRESPO, 2005).

Os neutroéfilos se ligam aos anticorpos dos ICs por meio de seus
receptores FcyR, e as opsoninas do sistema complemento por meio de
receptores CR. Essas células liberam enzimas lisosomais e metabélitos toxicos
de oxigénio enquanto fagocitam os ICs, e causando a destruicdo da parede dos
vasos com microhemorragias associadas nos tecidos (WEISS; WARD, 1982;
FERNANDEZ; JANCAR; CRESPO, 2004). As células endoteliais incham e
proliferam, as plaquetas se agregam no lumen, e a fibrina é depositada dentro e
em volta do vaso, levando a ativacdo da cascata de coagulacio. Em fases
posteriores da lesdo, ocorre a infiltracdo de macrofagos e linfocitos (MARRACK;
KAPPLER; KOTZIN, 2001).

De modo semelhante a outros tipos de inflamacio, as reacdes mediadas
por ICs podem ser benéficas ou prejudiciais. Este tipo de inflamacio
freqilentemente ocorre em conjunto com outros fendmenos mediados por
anticorpos, como opsonizacio, durante respostas imunes normais. Por outro
lado, ¢ o mecanismo primario envolvido em varios tipos de hipersensibilidade. A

reacdo de Arthus, por exemplo, pode freqgiientemente ser observada em locais
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de inoculacdo subcutinea de antigenos para tratamento de alergia, e também
ocorre como resposta a picadas de insetos ou medicamentos injetados. Essas
reacdes sdo geralmente limitadas a edema e infiltracdo celular moderada, com
lesdo vascular de pequena intensidade (SYLVESTRE; RAVETCH, 1994; RAJAN,
2003).

Os locais mais favoraveis para deposicio dos ICs sio os pequenos vasos,
rins e articulacdes, uma vez que os capilares dos glomérulos renais e da sinévia
das articulacdes sdo vasos nos quais o plasma ¢ ultrafiltrado (para a formacio
da urina e do liquido sinovial, respectivamente) atravessando a parede do
capilar em pressido hidrostatica elevada. Por esta razdo, as manifestacdes
clinicas e patoldogicas das doencas mediadas por ICs, também chamadas de
reacdes de hipersensibilidade do tipo III, sdo wvasculite, nefrite e artrite
(SCHIFFERLIL; TAYLOR, 1989; JANCAR; CRESPO, 2005).

As doencas associadas com a deposicido tecidual de ICs incluem
infeccdes virais (hepatite B, citomegalovirus) e bacterianas (meningococcus,
streptococcus, staphylococcus); véarias doencas inflamatérias com componentes
auto—-imunes, como a artrite reumatdide, sindrome de Sjogren, lupus
eritematoso sistémico; reacdes de hipersensibilidade a drogas, como

antibioticos, antiinflamatorios ndo esteroidais e antidepressivos (JANCAR;

CRESPO, 2005).
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1.2.2. Participacéo dos neutréfilos

A presenca de receptores de membrana das classes FcyR e CR nos
neutrofilos confere a essas células a propriedade de interagir com ICs e
fagocita—los (ERNST; ROSALES; ZIMMERLI, 1995; LOFGREN et al., 1999). Nas
doencas mediadas por ICs, onde geralmente ha intensa formacio e deposicio de
ICs em diversos 6rgdos, como rins e articulacdes, as células fagociticas nio
conseguem englobar a grande massa de IC depositada. Este processo leva a
"fagocitose frustrada", onde ocorre liberacio macica das diversas proteases dos
grianulos dos neutrofilos e das EROs derivadas do metabolismo oxidativo para o
meio extracelular (SCHIFFERLI; TAYLOR, 1989; WEISS, 1989).

O organismo se protege das lesdes pelas enzimas liticas liberadas pelos
neutroéfilos através das anti—proteinases, como a ol-anti—-proteinase presente
em abundancia nos pulmdes (MALECH; GALLIN, 1987; NATHAN, 2006), e das
EROs através de enzimas (SOD, catalase, glutationa peroxidase, DT diaforase),
de proteinas quelantes de ferro (lactoferrina, ferritina), e de compostos
antioxidantes (vitamina E, acido ascorbico, B-caroteno, 4cido urico, glutationa,
ubiquinona, ceruloplasmina) (HALLIWELL, 1990; DAVIES, 2000). Os
componentes do sistema de defesa antioxidante podem ser encontrados nos
fluidos biologicos, nos tecidos e em diferentes compartimentos celulares. O
organismo conta ainda com sistemas de reparo e de remocido de constituintes
celulares danificados (DAVIES, 2000).

Em certas condi¢cdes como intensa atividade fagocitica e inflamacdes
cronicas pode haver aumento da producdo de oxidantes e/ou deplecdo das

defesas antioxidantes, de modo que os mecanismos de defesa sio superados e
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a lesdo tecidual ocorre. Este desequilibrio é conhecido como "estresse
oxidativo" (HALLIWELL, 1990; KEHRER, 1993; DAVIES, 2000; BABIOR,
2000a).

Além disso, as EROs inativam pelo menos trés das principais anti—
proteases teciduais [ol-antitripsina, a2-macroglobulina, SLPI (inibidor de
protease secretoria de leucocitos)], favorecendo a atuacdo deletéria das
proteases liberadas pelos neutrofilos sobre os tecidos (WEISS, 1989; NATHAN,
2006). Recentes descobertas indicam que as EROs desempenham ainda um
papel-chave na modulacio da ativacio de neutroéfilos, através da regulacio
positiva das respostas celulares mediadas por receptores FcyR, favorecendo a
amplificacio da lesdo tecidual (PRICOP; SALMON, 2002).

Além das EROs e das enzimas proteoliticas, os peptideos e proteinas
antimicrobianos produzidos por neutréfilos, particularmente a elastase,
catepsina G, proteinase—-3, azurocidina e a proteina promotora de
permeabilidade bacteriana (BPI), também tém sido descritos como alvos de
auto—anticorpos em uma variedade de doencas auto-imunes. A azurocidina e a
proteinase—3 sdo alvos de anticorpos citoplasmaticos anti—neutrofilos (ANCA)
em pacientes com vasculites sistémicas, incluindo a granulomatose de Wegner
(ZHAO; LOCKWOOD, 1996; PENDERGRAFT et al., 2004). Pacientes com fibrose
cistica, doenca inflamatéria intestinal, vasculite geralmente desenvolvem ANCA
contra BPI. A presenca de BPI-ANCA em tais pacientes é associada com
elevada atividade de doenca inflamatoria e lesdo em 6rgdos (SCHULTZ et al.,

2001; HEERINGA; HUUGEN; TERVAERT, 2005).
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1.3. Cumarinas
1.3.1. Biogénese e ocorréncia

As cumarinas constituem uma classe de metabdlitos secundarios
produzidos principalmente por plantas, encontrados em diferentes familias de
Angiospermae como Apiaceae, Rutaceae e Asteraceae (GRAY; WATERMAN,
1978; MURRAY, 1989; RIBEIRO; KAPLAN, 2002). Estruturalmente, as
cumarinas sdo lactonas do 4cido orto-hidroxicindmico (2H-1-benzopiran-2-

onas), sendo que a Cumarina (1,2-benzopirona) é a representante mais simples

dos compostos dessa classe (GRAY; WATERMAN, 1978) (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Nucleo fundamental das cumarinas. (KUSTER; ROCHA, 2004).

A palavra cumarina ¢ originaria do caribenho cumaru, nome popular de
Dipteryx odorata (Aubl.) Willd., Fabaceae. O cumaru, também conhecido por
fava—-tonka, é encontrado no norte do Brasil e suas sementes contém grande
quantidade de cumarina, em torno de 1 a 3%. A maioria das cumarinas
encontradas em plantas é derivada biogeneticamente da via metabolica do acido
chiquimico (KUSTER; ROCHA, 2004) (Figura 1.4).

As cumarinas simples sio encontradas com maior freqiiéncia, enquanto
que as cumarinas com estruturas quimicas mais complexas, como as

furanocumarinas, piranocumarinas, lignocumarinas, bis—cumarinas e tris—
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cumarinas ocorrem em poucas familias, notadamente as mais primitivas
(RIBEIRO; KAPLAN, 2002; KUSTER; ROCHA, 2004). Alguns derivados de
cumarinas sdo encontrados em microrganismos, como 0s agentes
antimicrobianos novobiocina, clorobicina e coumermicina A, produzidos por
Streptomyces spp. (KAWASE et al.,, 2001), e as aflatoxinas, produzidas por

Aspergillus spp. (PALMGREN; CIEGLER, 1983 apud HOULT; PAYA, 1996).

glicose
_ | ,
acido chiquimico acetil-CoA
fenilalanina malonil-CoA

y

acido cindmico

acido / -
p-hidroxicindmico chalconas

\ v

cumarinas flavonodides

4-cumaroil-CoA

Figura 1.4. Esquema simplificado das vias metabolicas envolvidas na biossintese de

cumarinas e flavonoides em plantas. CoA: coenzima A. Adaptado de Santos (2004).
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1.3.2. Atividades biolégicas

A Cumarina tem odor adocicado, e é comercialmente utilizada como
aromatizante em produtos cosméticos, produtos de limpeza, bebidas alcoolicas e
alimentos industrializados (LAKE, 1999). Como produto farmacéutico, a
Cumarina é comercializada em associacido com a heparina ou a tri—hidroxietil—
rutina (Venalot®) para o tratamento de varizes (P.R. ...,2004), e est4a em fase de
triagem clinica para o tratamento de carcinomas pulmonares, renais e de
prostata (FELTER et al., 2006). Os derivados furanocumarinicos 8-
metoxipsoraleno (metoxsaleno) e 2,5,8-trimetilpsoraleno (trioxsaleno) sio
comercializados nos Estados Unidos, sendo utilizados para o tratamento de
vitiligo e psoriase (GUZZO; LAZARUS; WERTH, 1996).

Na 4rea de medicamentos destacam-se ainda os anticoagulantes orais
derivados da 4-hidroxicumarina, como o dicumarol, a varfarina, a
femprocumona e o acenocumarol, amplamente empregados na terapéutica de
doencas tromboemboélicas (MAJERUS et al., 1996). A propriedade anticoagulante
do dicumarol foi descoberta durante a investigacdo de uma doenca hemorragica
no gado alimentado com trevo—-de-cheiro amarelo fermentado (Melilotus
officinalis Lam.), nas planicies do Canadda (MAJERUS et al., 1996). Este
composto fol o prototipo para o desenvolvimento da classe de anticoagulantes
orais com o nucleo basico da 4-hidroxicumarina, a partir da qual foi sintetizada
a varfarina sodica, no ano de 1948 (BARREIRO; FRAGA; ARAUJO JUNIOR,
2004).

A procura por medicamentos de origem vegetal tem conduzido a um

renovado interesse farmacéutico pelas cumarinas, pelo fato dessas substincias
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mostrarem atividades farmacologicas potentes e relevantes e serem de baixa
toxicidade para mamiferos (HOULT; PAYA, 1996). Uma grande diversidade de
atividades biologicas, tanto para as cumarinas simples quanto para as de
estruturas quimicas mais complexas isoladas de fontes naturais, tem sido
descrita na literatura, tais como: antiinflamatoria (KIMURA et al., 1985; HOULT;
MORONEY: PAYA, 1994; GARCIA-ARGAEZ, 2000; LEAL et al., 2000),
antimalarica (BRAVO et al, 1999; OKETCH-RABAH et al., 2000),
antimicrobiana (VARANDA et al., 1997; QUADRI-SPINELLI et al.,, 2000),
antioxidante (NG; LIU; WANG, 2000; KANEKO; BABA; MATSUO, 2003; YU, J.
et al., 2005), inibidora da producdo de 6xido nitrico (KANG et al., 1999; MOTAI;
DAIKONYA; KITANAKA, 2004), tripanocida (VIEIRA et al., 2001), antiviral
(MARTIN-ARAGON; BENEDI; VILLAR, 1996; ZHOU et al, 2000) e
antineopléasica i vitro (GUNATILAKA; KINGSTON, 1994; KOLODZIEJ et al.,
1997; KOFINAS et al.,, 1998; YANG et al., 1999; QUADRI-SPINELLI et al.,
2000; CHU et al., 2001).

Nas ultimas décadas, tem—se notado um interesse crescente na busca de
novos farmacos a partir da modificacdo quimica do esqueleto cumarinico,
associada a estudos sistematicos de relacdo estrutura-—atividade qualitativa ou
quantitativa. Neste contexto, um dos trabalhos pioneiros foi realizado por Lopes
et al. (1976), que avaliou a acdo quimioprofilatica de derivados de cumarinas
simples sobre a esquistossomose.

Na década de 1990, a relacdo entre a estrutura quimica de diversas

cumarinas simples hidroxiladas, metoxiladas e glicosiladas, e a atividade

antioxidante (PAYA et al., 1992; MARTIN-ARAGON; BENED{; VILLAR, 1996;
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CHANG et al., 1996; FOTI et al., 1996; RAJ et al., 1998a, 1998b; LIU, Z.-Q.;
YU; LIU, Z.-L., 1999; YU; LIU, Z.-Q.; LIU, Z.-L., 1999), antiinflamatéria (PAYA
et al., 1992, 1993; HOULT; MORONEY; PAYA, 1994; HOULT; PAYA, 1996) ou
antitumoral (KOLODZIEJ et al., 1997) dessas substancias foi investigada em
diversos trabalhos, empregando modelos experimentais enzimaticos, quimicos e
celulares.

A partir do ano de 2000, tém se encontrado na literatura um maior nimero
de relatos de sintese e avaliacio da atividade biologica de derivados
cumarinicos modificados com grupos substituintes alilicos, aromaticos ou
heterociclicos. Por exemplo, Gnerre et al. (2000) e Chimenti et al. (2004)
relatam o estudo do efeito inibitério de uma série de cumarinas halogenadas
sobre a atividade de monoamino oxidases, e Reddy et al. (2004) relatam o
processo de sintese e avaliacio de atividade antitumoral de uma série de
derivados 3-(N-aril)-sulfonamidicos de cumarinas.

As modificagdes estruturais no esqueleto cumarinico, visando a descoberta
de novos derivados com atividade antiinflamatoria, também tém recebido
destaque nos ultimos seis anos. Diversos trabalhos relatam a avaliagdo da
atividade inibitoria sobre o processo inflamatério induzido em modelos animais
(KONTOGIORGIS; HADJIPAVLOU-LITINA, 2003, 2004, 2005; GHATE et al.,
2003, 2005; NICOLAIDES et al., 2004; HADJIPAVLOU-LITINA, 2005; KHAN et
al., 2005), e também sobre os mecanismos envolvidos no desenvolvimento da
resposta inflamatéria, como a producdo de radicais livres (MURAKAMI et al.,
2000; VAJRAGUPTA; BOONCHOONG; WONGKRAJANG, 2000;

KONTOGIORGIS; HADJIPAVLOU-LITINA, 2003, 2005; KUMAR et al., 2005),
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producdo de TNF-a (CHENG et al., 2004), atividade da lipoxigenase
(NICOLAIDES et al.,, 2004; HADJIPAVLOU-LITINA, 2005; KONTOGIORGIS;
HADJIPAVLOU-LITINA, 2005; GRIMM et al., 2006), cicloxigenase
(KONTOGIORGIS; HADJIPAVLOU-LITINA, 2005) e elastase (DOUCET et al.,
1999), e expressido de ICAM por células endoteliais (KUMAR et al., 2005).

A presenca de grupos substituintes hidroxi tem sido descrita como
caracteristica estrutural importante para a atividade antiinflamatoria e
antiedematogénica das cumarinas (HOULT; MORONEY; PAYA, 1994; HOULT;
PAYA, 1996; GARCIA-ARGAEZ et al., 2000). Por outro lado, a esterificacdo
desses grupos substituintes também tem sido relatada como uma modifica¢io
estrutural que parece contribuir para o aumento da atividade inibitoria de
cumarinas e flavonoéides sobre o metabolismo oxidativo de neutrofilos (KABEYA
et al., 2002; VUOTTO et al., 2003), a produ¢io de 6xido nitrico por macrofagos

(CHEN et al., 2001) e a peroxidacio lipidica (RAJ et al., 1998b).

1.4. 3-Fenilcumarinas

As 3-fenilcumarinas, também denominadas 3-arilcumarinas ou aril-3-—
cumarinas, apesar de possuirem o esqueleto cumarinico, sio classificadas como
uma sub-classe de isoflavonoéides. Esses compostos sio produzidos pela mesma
via biossintética dos outros flavonodides (Figura 1.4), e sdo também
caracterizados estruturalmente por uma cadeia C6-C3-C6, mas do tipo difenil-
1,2-propano (McCUE; SHETTY, 2004; ZUANAZZI; MONTANHA, 2004) (Figura

1.5).
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Ao contrario das outras classes de flavonoéides, a distribui¢do taxondmica
dos 1isoflavonoides ¢ restrita, ocorrendo quase que exclusivamente em
Fabaceae. Entretanto, essa classe apresenta uma ampla diversidade estrutural,
e compreende, além das 3-fenilcumarinas, as isoflavonas, isoflavanonas,
isoflavenos, pterocarpanos, cumestanos e cumarocromonas (ZUANAZZI;

MONTANHA, 2004).

(1) (1)

Figura 1.5. Nucleo fundamental das 3-fenilcumarinas (I) e dos flavonoides (II).

(ZUANAZZI; MONTANHA, 2004).

Nas plantas, os isoflavonéides exercem atividade antimicrobiana e
inseticida, assim como a grande maioria das classes de metabolitos secundarios
vegetais (TREUTTER, 2005). Em mamiferos, os mais amplamente estudados
sdo os isoflavonodides extraidos da soja, como a genisteina e daidzeina, que
exercem efeito estrogénico e parecem auxiliar na prevencido do cancer e de
doencas cardiovasculares (revisado por McCUE; SHETTY, 2004).

Para as 3-fenilcumarinas, foram descritas as seguintes atividades
biolégicas: atividade antifungica (WEIDENBORNER; JHA, 1995 apud TUNALLI
et al., 2004), atividade inibitoria sobre a agregacio plaquetaria (TAWATA et al.;
1990), e a atividade antibacteriana de trés substancias isoladas de Erythrina

indica, denominadas 4cido robustico, indicanina A e indicanina B (NKENGFACK
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et al., 2000; WAFFO et al. 2000). Recentemente, Tunali et al. (2004) relataram a
atividade anticoagulante da 6,7-diidroxi-3-fenilcumarina, e Marchi et al. (2004)
relataram a atividade inibitoria de derivados de 3-fenilcumarinas sobre a
atividade da enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase de 7rypanosoma

cruzi.

1.5. Flavonoéides
1.5.1. Biogénese e ocorréncia

Os flavonodides constituem uma importante classe de polifenéis,
encontrados em relativa abundancia entre os metabélitos secundéarios vegetais.
Essa classe de substiancias apresenta grande diversidade estrutural,
amplamente distribuida no reino vegetal, principalmente em Angiospermae. Sua
presenca nos vegetalis parece estar relacionada com funcdes de defesa
(protecdo contra raios ultravioleta, acfo antimicrobiana) e de atracdo de
polinizadores (ZUANAZZI; MONTANHA, 2004).

O esqueleto béasico dos flavonodides, dois anéis aromaéticos conectados
por uma ponte de trés atomos de carbono (C6-C3-C6) (Figura 1.5), resulta das
vias biossintéticas do acido chiquimico e do acetato (acetil-CoA) (Figura 1.4)
(FORMICA; REGELSON, 1995). Os flavonotides de origem natural apresentam-—
se freqgilentemente oxigenados e conjugados com acucares, formando C-
heterosideos ou O-heterosideos. A forma nio ligada a moléculas de acucar é
chamada de aglicona ou genina (SPANOS; WROLSTAD, 1992; ZUANAZZI;

MONTANHA, 2004).
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Os flavonoéides sdo encontrados em uma grande variedade de alimentos,
como cha preto, cebola, mac3, uva e verduras, fazendo parte da dieta humana.
Estima-se que o consumo de flavonodides seja de 25 mg/dia, sendo que
aproximadamente 5% consiste de quercetina (QUER) e seus derivados

glicosilados (BROWN, 1980; WILHELM FILHO; SILVA; BOVERIS, 2001).

1.5.2. Quercetina

Na década de 1930, Szent-Gyorgyi isolou uma nova substancia da
laranja, que se acreditava ser uma nova vitamina e, por esta razdo, foi
denominada vitamina P. Alguns anos mais tarde, descobriu—-se que essa
substancia era, na realidade, o flavonéide rutina, um analogo O-glicosilado da
quercetina (QUER). A partir de entfo, inimeros compostos da classe dos
flavonoides tém sido isolados e avaliados quanto as suas propriedades
biologicas (FORMICA; REGELSON, 1995; NIJVELDT et al., 2001).

A QUER (3,5,7,3",4-pentaidroxiflavona), identificada pela primeira vez
em Quercus sp., ¢ um dos flavonoides mails comuns nos vegetais, para o qual
foram descritas intmeras atividades biologicas (revisadas por FORMICA;
REGELSON, 1995; MIDDLETON JUNIOR; KANDASWAMI; THEOHARIDES,
2000; NIJVELDT et al., 2001): anti-hipertensiva, anti—aterogénica,
antiarritmica, antialérgica, antineopldsica, antiagregante plaquetdria, antiviral,
antimicrobiana, antioxidante e antiinflamatéria. Esta tltima atividade tém sido
atribuida ao efeito inibitorio da QUER sobre diversos processos envolvidos na

resposta inflamatoéria, tais como: formacido de leucotrienos, pelas vias da
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cicloxigenase e da lipoxigenase (LAUGHTON et al., 1991); expressdo de
moléculas de adesdo por células endoteliais (KIM; LIU; MEYDANI, 2006);
producdo de oxido nitrico por macrofagos (MATSUDA et al, 2003);
desgranulacio de neutréfilos e  mastocitos  (MIDDLETON  JUNIOR;
KANDASWAMI; THEOHARIDES, 2000).

Além dos mecanismos mencionados, a inibi¢do do metabolismo oxidativo
de neutrofilos (LIMASSET et al., 1993, 1999; KANASHIRO et al., 2004, 2006;
SIMOES et al., 2004) também parece ter importante participacio no controle da
inflamacdo. A modulacio dessa funcdo dos neutrofilos pela QUER tém sido
atribuida a inibicdo da atividade do complexo da NADPH oxidase (TAUBER,
1984) e da mieloperoxidase (HART et al., 1990), ao bloqueio de vias de
sinalizacdo mediadas por proteinas quinases (revisado MIDDLETON JUNIOR;
KANDASWAMI; THEOHARIDES, 2000), e a captura de radicais livres.

A acdo da QUER como capturador (scavenger) de radicais livres (05,
HO’, ROO), e também como quelante de ions metalicos (Fe®*", Cu®*"), impedindo-
os de atuar como catalisadores da producido de radicais livres, foi relatada em
modelos experimentais nio celulares, onde os radicais livres foram gerados por
reacdes quimicas ou enzimaticas (LAUGHTON et al., 1989; MORA et al., 1990;
ARORA; NAIR; STRASBURG, 1998; PANNALA et al.,, 2001; COS et al., 2003;
MONTORO et al., 2005). Dessa forma, a QUER pode interferir nas reacdes de
propagacio e formacio de radicais livres, tanto no meio intracelular quanto no

extracelular.
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1.6. Desenvolvimento de farmacos a partir de produtos naturais

Os produtos de origem natural (plantas, microrganismos, organismos
marinhos) sdo utilizados pela humanidade ha séculos. A Thistoria do
desenvolvimento das civilizacdes Oriental e Ocidental é rica em exemplos da
utilizacdo de recursos naturais na medicina, no controle de pragas e em
mecanismos de defesa durante periodos de guerra. A busca por alivio e cura de
doencas pela ingestdo de ervas e folhas talvez tenha sido uma das primeiras
formas de utilizacdo dos produtos naturais (VIEGAS JUNIOR; BOLZANI;
BARREIRO, 2006).

Até o século XIX, os recursos terapéuticos eram constituidos
predominantemente por plantas e extratos vegetais. No inicio do século
passado, esses recursos comecaram a ser estudados com os instrumentos
clentificos da época e se estabeleceu paulatinamente a tendéncia de utilizacio
das substancias ativas isoladas, os chamados principios ativos (SCHENKEL;
GOSMANN; PETROVICK, 2004).

Talvez o marco mais importante para o desenvolvimento dos farmacos a
partir de produtos naturais de plantas tenha sido o descobrimento dos
salicitatos obtidos de Salix Alba, no inicio do século XIX. Posteriormente, esses
compostos foram quimicamente modificados, originando o acido acetil—salicilico,
amplamente utilizado na terapéutica atual como analgésico, antitérmico,
antiinflamatério e inibidor de agregacio plaquetaria. Entretanto, foi no periodo
apos a II Guerra Mundial que o desenvolvimento dos farmacos sintéticos
prosperou de modo mais significativo (VIEGAS JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO,

2006).
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Apesar do desenvolvimento nas areas de sintese organica, microbiologia
industrial e biologia molecular, parte dos farmacos utilizados na terapéutica
atual é obtida de matérias—primas vegetais, em funcio da dificuldade em obter
sinteticamente moléculas com a mesma estereoquimica, ou da inviabilidade
econdmica do processo de sintese em laboratorio (SCHENKEL; GOSMANN;
PETROVICK, 2004). Alguns exemplos de farmacos extraidos de plantas sdo os
antimaldricos artemisinina e quinina, os antitumorais vincristina e vimblastina,
os antiglaucomatosos fisostigmina e pilocarpina. Entre os farmacos obtidos a
partir de precursores extraidos de fontes vegetais incluem—se diversos
horménios esteroidais, que sio sintetizados a partir dos alcaldides esteroidais
diosgenina, hecogenina e estigmasterol; o agente espasmolitico N-
butilescopolamina, obtido a partir da escopolamina; os antineoplasicos paclitaxel
e docetaxel, sintetizados a partir da desacetil-10-bacatina III, que é um taxoéide
isolado de 7axus baccata L. (BARREIRO; FRAGA; ARAUJO JUNIOR, 2004;
SCHENKEL; GOSMANN; PETROVICK, 2004).

Além da extracio de principios ativos de fontes naturais, outras
estratégias utilizadas na descoberta de novos farmacos sio a triagem empirica,
a modificacio molecular de farmacos conhecidos e o planejamento racional
(BARREIRO; FRAGA, 2001). No Brasil, em funcido da ampla biodiversidade, que
tem propiciado a descoberta de substincias com estruturas quimicas diversas,
tem-se notado um rapido crescimento da busca de medicamentos sintéticos a
partir da modificacio da estrutura molecular de produtos naturais

(MONTANARI, 1995; BARREIRO; FRAGA; ARAUJO JUNIOR, 2004).
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Os objetivos deste trabalho foram avaliar a atividade biolégica de uma
série de vinte 3-fenilcumarinas, estruturalmente anadlogas, nas fungdes efetoras
de neutréfilos estimulados por imunocomplexos (ICs) constituidos de
imunoglobulina da classe G (IgG) e ovalbumina (OVA), investigar os

mecanismos de acao dessas substancias e analisar a relacao estrutura-atividade.



3 . OMaterial ¢ mélodos
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3.1. Abordagem experimental
Com o intuito de atingir os objetivos especificados no item 2, a
abordagem experimental utilizada para o desenvolvimento deste trabalho

compreendeu as seguintes etapas:

v' Selec¢do de um conjunto de 3-fenilcumarinas, estruturalmente analogas, com
pequenas variacdes quanto ao numero e posicdo dos grupos substituintes

hidroxi e acetoxi.

v' Avaliacdo da toxicidade das 3-fenilcumarinas sobre neutrofilos, por meio da
determinacdo da atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH) liberada
pelas células, e da avaliacdo da viabilidade celular pelo ensaio de exclusio ao

corante Azul de Tripan.

v  Avaliacdo do efeito modulatorio das 3-fenilcumarinas sobre o metabolismo
oxidativo de neutroéfilos estimulados especificamente via receptores FcyR
e/ou CR, por meio de diferentes tipos de ICs constituidos de IgG e OVA.
Foram empregados os ensaios de quimioluminescéncia dependente de luminol

PMN)

(QLIum™Y) e de quimioluminescéncia dependente de lucigenina (QLluc

para a medida da producio de diferentes EROs pelas células estimuladas.

v' Avaliacdo do efeito das 3-fenilcumarinas sobre a capacidade fagocitica de

neutrofilos.
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v Investigacdo do potencial antioxidante e/ou pré-oxidante das 3-
fenilcumarinas, empregando dois modelos experimentais ndo celulares: (1)
avaliacdo da capacidade redutora frente ao radical livre 2,2-difenil-1-picril-
hidrazil (DPPH); (2) avaliacdo da atividade antioxidante empregando a reaco

horseradish peroxidase (HRP)-Hy0O,~ luminol.

v' Andalise qualitativa da relacdo entre a estrutura quimica e as atividades
biologicas das J3-fenilcumarinas, avaliadas em modelos experimentais

celulares e nio celulares.

3.2. Substancias estudadas

3.2.1. 3-Fenilcumarinas

A série de 3—-fenilcumarinas (Figura 3.1) foi sintetizada pelo grupo de
pesquisa da Profa. Dra. Monica Tallarico Pupo, do laboratério de Quimica
Farmacéutica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sdo Paulo (FCFRP-USP). No presente estudo, foram utilizados
os mesmos codigos de identificacio de cada substincia estabelecidos durante o

processo de sintese.
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nucleo fundamental dos quercetina

flavonoides (QUER)

nucleo fundamental das

3—fenilcumarinas

Figura 3.1. Estrutura quimica da quercetina e das 3-fenilcumarinas estudadas. Os

coédigos de identificacdo das 3-fenilcumarinas (em vermelho, abaixo de cada estrutura)
foram estabelecidos durante o processo de sintese dessas substancias, no laboratorio

de Quimica Farmacéutica da FCFRP-USP.
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O procedimento de sintese das 3—fenilcumarinas C1, C6, C6a, C11 e Cl1la
esta descrito no trabalho de Marchi et al (2004) e o das demais substancias no
trabalho de Kabeya et al (submetido). De modo resumido, as 3—fenilcumarinas
acetoxiladas foram sintetizadas em meio anidro, a partir de derivados
hidroxilados do acido fenilacético e de derivados hidroxilados do benzaldeido,
na presenca de acetato de potdssio e anidrido acético. As 3-fenilcumarinas
hidroxiladas foram obtidas através de hidrélise em meio acido das respectivas
analogas acetoxiladas. Todas as 3—fenilcumarinas sintetizadas foram purificadas
por recristalizacdo, avaliadas quanto & pureza por cromatografia em camada
delgada e caracterizadas pela determinacdo do ponto de fusio. As estruturas
qguimicas foram elucidadas por meio de ressonincia magnética nuclear de
hidrogénio (RMN 'H) e de espectrometria de massas de alta resolucio com
lonizacio por electrospray.

A escolha dos grupos substituintes hidroxi e acetoxi foi feita com base
em um estudo preliminar, envolvendo 3—fenilcumarinas com diferentes padroes
de substituicio, e em resultados obtidos durante um trabalho anterior (KABEYA
et al, 2002), no qual foi observado que as cumarinas simples, contendo esses
grupos substituintes, foram as mais efetivas em inibir o metabolismo oxidativo
de neutrofilos estimulados por zimosan opsonizado (Ziops). Além disso, foram
selecionadas 3—fenilcumarinas com pequenas diferencas estruturais entre si, no
que se refere a posicido dos grupos substituintes hidroxi e acetoxi, de modo a

permitir um estudo de relacio estrutura—atividade.
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3.2.2. Quercetina

A 3,5,7,3,4-pentaidroxiflavona (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
USA), mais conhecida como quercetina (QUER), foi selecionada como substancia
de referéncia para comparacio das atividades biolégicas das 3-fenilcumarinas,
uma vez que a atividade biologica desse flavonoide sobre os modelos
experimentais propostos neste trabalho estd amplamente descrita na literatura
(TAUBER, 1984; YAMASAKI;  SAKIHAMA; IKEHARA, 1997; MIURA;
MURAOKA; FUJIMOTO, 2003; KANASHIRO et al., 2004; KANASHIRO et al.,

2006). A estrutura quimica da QUER esta representada na figura 3.1.

3.2.3. Avaliacdo de solubilidade das 3—-fenilcumarinas em meio aquoso

A solubilidade das 3-fenilcumarinas em meio aquoso foi avaliada nas
concentracdes finais de 200, 100 e 50 pmol/L, empregando-se solucio de
Hanks (pH 7,2) (PAUL, 1970). Foram classificadas como insoluveis (i) as
substancias que precipitaram no meio de reacdo ap6s 30 minutos em
temperatura ambiente, e como soluveis (s) aquelas em que a solugio
permaneceu limpida apds esse mesmo periodo de tempo.

Observou—se que a maioria das substancias hidroxiladas foi solavel nas
trés concentracdes avaliadas, enquanto que as respectivas analogas
acetoxiladas e a maioria das 3-fenilcumarinas com grupo substituinte 3’,4"-
metilenodioxi foram soliveis no meio de reacdo apenas na concentracio de 50

umol/L. (Tabela 3.1). Assim, foi selecionada 50 umol/L. como a concentracio
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maxima para avaliacio da atividade biolégica das 3-fenilcumarinas em meio

aquoso, na qual todas as substancias foram soluveis

Tabela 3.1. Avaliacio da solubilidade das 3-fenilcumarinas em solucio de Hanks.®

® Concentracdo (umol/L)

Substancia

200 100 50
C1 i i S
C6 i i S
C6a i i S
C11 i i S
Clla i i S
C13 1 S s
C13a i i S
C15 1 S s
C18 S S S
C18a i i S
C19 S S S
C19a i i S
C20 S S S
C20a i i S
C23 S S S
C23a i i S
C24 S S S
C24a i i S
C25 S S S
C25a i i S

(a) Classificacdo em insoluvel (i) ou solavel (s) baseada na formacdo ou ndo de precipitado, apos
30 minutos em temperatura ambiente.

(b) estruturas quimicas representadas na Figura 3.1.
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3.3. Animais

Foram utilizados coelhos da espécie Nova Zelandia (New Zealand White),
fémeas, adultos jovens, com peso corporal de aproximadamente 2,5 Kg,
fornecidos pelo Biotério Central do Campus de Ribeirdo Preto da Universidade
de Sao Paulo.

Os animais foram empregados para producdo de anticorpos e para
colheita de sangue periférico (utilizado para obtencdo de soro e para o
isolamento de neutroéfilos). Os procedimentos envolvendo animais foram
aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais do Campus de Ribeirdo

Preto da Universidade de Sdo Paulo. (protocolo n. 05.1.1050.53.9) (Anexo A).

3.4. Isolamento de neutroéfilos

Os neutroéfilos de coelho foram isolados de acordo com o método descrito
por Henson (1971) e modificado por Lucisano e Mantovani (1984), relatado de
modo resumido a seguir.

O sangue foi colhido por puncio na artéria medial da orelha dos coelhos,
utilizando-se solucdo de Alsever pH 6,1 (v/v) como anticoagulante, e
centrifugado a 755¢ por 10 minutos a 4°C. O plasma e a camada de leuco6citos
mononucleares foram desprezados, e o sedimento restante foi adicionado de
solucdo de gelatina a 2,5% (preparada em solucdo de NaCl a 0,15 mol/L) e
incubado a 37°C por 30 minutos. A camada sobrenadante, rica em leucocitos
polimorfonucleares, foi removida, diluida em solucdo de NaCl (0,15 mol/L), e

centrifugada a 270g por 10 minutos a 4°C. O sedimento foi suspenso em solu¢io
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de NH,Cl (0,83%; pH 7,2) e, ap6s 5 minutos, centrifugado a 480g por 10
minutos a 4°C, lavado com solucdo de NaCl (0,15 mol/L) e novamente
centrifugado a 270g por 8 minutos a 4°C. Por fim, o sedimento de células foi
suspenso em solucdo de Hanks (pH 7,2) suplementada com 0,1% de gelatina.
Uma aliquota da preparacido de células obtida foi diluida em liquido de
Turk, para contagem do numero de células em camara de Neubauer. A
viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de exclusio ao corante Azul de
Tripan. Através do procedimento descrito, foram obtidas preparacdes de células

com viabilidade maior que 95%, contendo de 80 a 90% de neutroéfilos.

3.5. Obtencdo de soro normal

O sangue colhido por puncio na artéria medial da orelha dos coelhos,
sem anticoagulante, foi deixado em repouso a temperatura ambiente por 1 hora,
e depois centrifugado a 755¢ por 15 minutos. O soro obtido de diferentes
animais foil reunido e centrifugado novamente, nas mesmas condi¢des, para
remoc¢ido de hemdcias remanescentes. Por fim, o soro foi fracionado em

eppendorfs e armazenado em freezer a —70°C.

3.6. Obtencdo, purificacdo e caracterizacdo da preparacio de IgG rica em
IgG anti-OVA

Esta etapa foi realizada com o intuito de obter preparacdes de 1gG total

contendo IgG anti—-OVA, a qual foi utilizada para o preparo de ICs.
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3.6.1. Obtencdo do soro imune rico em IgG anti—-OVA

A solucdo de antigeno (5 mg de OVA em 1 mL de solucdo de NaCl a 0,15
mol/L) foi emulsionada em adjuvante completo de Freud (1:1) e administrada
por via subcutidnea no dorso do animal. Apdés um periodo de 30 dias, os animais
foram anestesiados com uma mistura de xilazina (5 mg/Kg) e ketamina (35
mg/Kg), administrada por via intramuscular (LIPMAN; PHILLIPS; NEWCOMER.,
1990; POPILSKIS et al., 1991; MARINI et al., 1992). O sangue foi colhido por
puncio cardiaca e, logo ap6s o procedimento, os animais foram eutanasiados
com injecdo intra—-cardiaca de cloreto de potassio (50 mg/Kg).

O sangue colhido foi deixado em repouso a temperatura ambiente por 1
hora, para coagulacio, e entdo centrifugado a 755¢ por 15 minutos. O soro dos
diferentes animais foi reunido e mantido em banho maria a 56°C por 30 minutos,
para Inativacio dos componentes do sistema complemento, e depois resfriado

em banho de gelo.

3.6.2. Purificacdo do soro imune para obtencéo de IgG total

A IgG fol separada dos outros componentes do soro imune seguindo—-se a
metodologia descrita por Lucisano e Mantovani (1984). Esta permite obter como
produto final uma preparacio contendo IgG total, ou seja, tanto 1gG especifica
para o antigeno administrado (IgG anti—-OVA) quanto para outros antigenos que
o animal tenha entrado em contato no decorrer de sua vida (FAHEY;

WUNDERLICH; MISHELL, 1964).
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Inicialmente, a fracdo globulina do soro imune foi precipitada pela adicdo
de (NH,)»SO4, em quantidade suficiente para que a saturacdo final da mistura
fosse de 40%. Essa mistura foi mantida em repouso a 4°C por 24 horas e
centrifugada a 3000g por 10 minutos a 4°C. O precipitado foi lavado com
solucdo de (NH)2SO, a 40% de saturacdo, centrifugado novamente, nas mesmas
condi¢des, e posteriormente dissolvido em 4dgua deionizada.

A fracdo globulina foi dialisada contra solucio tampdo fosfato (0,02
mol/L; pH 7,4) a 4°C, empregando—se membranas de dialise com limite de
exclusio de 14 kDa, e purificada por cromatografia de troca 106nica. Foi utilizada
a resina dietilaminoetil (DEAE)-celulose como fase estacionaria e solugio
tampao fosfato (0,02 mol/L; pH 7,4) como fase movel, sob fluxo de 1 mL/minuto.
O efluente da coluna foi recolhido por um coletor automético em volumes fixos
de 5 mL, em temperatura ambiente, e a presenca de proteinas nas fracdes foi
detectada através da leitura da absorbancia em 280 nm (Espectrofotometro DU~
70, Beckman, USA). Apés a eluicdo do primeiro grupo de proteinas (IgG total;
grupo 1), a fase movel foi substituida por solucdo tampio fosfato (0,02 mol/L;
pH 7,4) suplementado com 1 mol/L de NaCl, para eluicdo das demais proteinas
contidas na amostra (grupo 2) (Figura 3.2).

As fracdes cromatograficas correspondentes ao primeiro grupo de
proteinas eluidas (grupo 1) foram reunidas e concentradas por filtracdo,
utilizando—-se membranas de celulose com limite de exclusdo de 50 kDa.
Finalmente, a amostra concentrada foi dialisada contra solugdo salina
tamponada com fosfato (PBS, pH 7,4) a 4°C, e posteriormente fracionada em

eppendorfs e armazenada a —20°C. A concentracido de proteinas nesta amostra
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foi determinada por leitura de absorbancia em 280 nm [coeficiente de extin¢do

especifico = 13,986 (solucdo a 1%, caminho 6ptico de 1cm)].
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Figura 3.2. Perfil cromatografico de soro imune rico em IgG anti-OVA, obtido em
coluna de DEAE-celulose. Utilizou-se como fase movel solu¢io tampio fosfato (0,02
mol/L; pH 7,4) para eluicio do grupo 1 (IgG total), e tampio fosfato (0,02 mol/L; pH 7,4)
acrescido de 1 mol/L de NaCl para eluicio do grupo 2 (demais proteinas séricas
contidas na amostra). O fluxo da fase movel foi de 1,0 mL/min, e o volume de cada
fracdo cromatografica foi de 5 mL, coletada em temperatura ambiente. Abreviaturas:

DEAE: dietilaminoetil; IgG: imunoglobulina da classe G; OVA: ovalbumina.
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3.6.3. Caracterizacdo da preparacdo de IgG total rica em IgG anti-OVA
3.6.3.1. Analise eletroforética da fracdo IgG total do soro imune

A homogeneidade da preparacio de IgG total foi avaliada por meio de
eletroforese em gel de poliacrilamida, sob condi¢cdes dissociantes e nio
redutoras, segundo LAEMMLI, (1970).

Amostras da preparacio de 1gG e dos padrdes de proteinas de alta e de
média massa molecular foram diluidas em solucido tampio Tris—HCI (0,06 mol/L;
pH 6,8) contendo glicerol (20%), dodecil sulfato de sodio [(SDS) 4%] e azul de
bromofenol. Posteriormente, essas amostras foram aplicadas no suporte para
eletroforese, constituido de um gel de empilhamento (4%) e um gel de corrida
(10%), ambos contendo SDS (10%). O processo de separacio foi realizado sob
corrente elétrica continua de 40 mA, empregando-se solucido tampio Tris-—
glicina, pH 8,3 (tris—hidroximetil-aminometano 0,05 mol/L, glicina 0,38 mol/L,
SDS 0,1%) como fase moével. O gel foi submetido a processo de coloracdo com
Coomassie Brilliant Blue R (preparado a 0,25% (p/v) em uma mistura de
metanol, acido acético e agua, na proporc¢do 50:7:45) por 1 hora, seguido de
descoloragio com uma mistura de metanol, 4cido acético e 4gua na proporc¢io
10:15:75. (Figura 3.3).

Foi construida uma curva de logaritmo da massa molecular (log M.M.) em
funcdo do fator de retardamento (Rr) de cada proteina contida nos padrdes de
massa molecular, a partir da qual foi possivel calcular a massa molecular
aparente da proteina contida no primeiro pico da andlise cromatografica. A

massa molecular obtida foi equivalente a da molécula de IgG, aproximadamente
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142 KDa (JOHNSTONE; THORPE, 1987) (Figuras 3.3 e 3.4). Além disso, essa

amostra apresentou uma banda tnica, indicando estar homogénea.
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Figura 3.3. Analise eletroforética da fracdo IgG total do soro de coelhos imunizados
com OVA. Os valores de massa molecular de alguns componentes das solu¢des—padrio
de proteinas estdo indicados na figura. Abreviaturas: IgG: imunoglobulina da classe G;

OVA: ovalbumina.
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Figura 3.4. Curva de logaritmo da massa molecular (log M.M.) em funcdo do fator de
retardamento (Rp) das proteinas separadas por eletroforese. Por meio da equacido da
reta de regressio linear foi possivel determinar a M.M. aparente da IgG (142 KDa;
circulo aberto, indicado pela seta), purificada por cromatografia de troca idnica. IgG:

imunoglobulina da classe G.
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3.6.3.2. Determinacdo do ponto de equivaléncia da reacdo antigeno-—
anticorpo

Para se determinar a quantidade relativa de IgG anti-OVA na preparacio
de IgG total, e a sua habilidade de reagir com o antigeno (OVA), foi feita a
analise por imunodifusio radial dupla, seguindo-se o método descrito por
Ouchterlony (1958).

Inicialmente, uma solucdo de agar a 1,3% (preparado em PBS) foi
depositada sobre laminas de vidro. Apo6s a solidificacdo, foram perfurados 63
pocgos, distribuidos simetricamente a uma distancia de 1 cm um do outro. Nestes
pocos, foram aplicadas a amostra de IgG total (ndo diluida ou nas dilui¢cdes 1:2,
1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64) e a solucdo de OVA a 1 mg/mL (nfo diluida ou nas
dilui¢coes 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32). As dilui¢des das solu¢des de anticorpo e de
antigeno foram feitas em PBS. Apd6s 24 horas em temperatura ambiente, o gel
foi lavado com solu¢do de NaCl (0,15 mol/L), seco em estufa a 37°C, e
submetido a processo de colorac¢io semelhante ao descrito no item 3.6.3.1.

As linhas coradas em azul indicam a formacio do complexo antigeno-—
anticorpo Insoluvel, resultante da reacio entre a OVA e a IgG anti—-OVA,
confirmando a presenca do anticorpo especifico (Figura 3.5.). A partir da analise
dessa figura pode—se sugerir que a provavel proporc¢io antigeno—anticorpo do
ponto de equivaléncia é: anticorpo nio diluido e antigeno diluido 1:8. Esta
proporcio foi utilizada como ponto de partida para a determinacio quantitativa
do ponto de equivaléncia da reacido antigeno—anticorpo, conforme descrito a

seguir.
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Figura 3.5. Imunodifuséo radial dupla para avalia¢ido da presenca de IgG anti-OVA na
preparacio de IgG total, obtida apos purificagio de soro de coelhos imunizados com
OVA. Foi utilizada uma lamina de vidro recoberta com gel de agar a 1,3% (p/v) em PBS.
Foram colocados nos pocos amostras de IgG total purificada e de OVA (1 mg/mL),
diluidas em diferentes propor¢des. Abreviaturas: IgG: imunoglobulina da classe G;

OVA:ovalbumina; PBS: solucio salina tamponada com fosfato; S/D: nio diluido.
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Aliquotas de 100 pl. da preparacdo de anticorpo ndo diluido foram
adicionadas a 4 tubos contendo 100 ul. do antigeno nas dilui¢des sucessivas de
1:4, 1:8, 1:16 e 1:32, preparadas em PBS (pH 7,4) a partir de uma solucio de
OVA a 1 mg/mL. As aliquotas foram incubadas por 1 hora a 37°C e depois por
24 horas a 4°C, centrifugadas a 15600g por 5 minutos em temperatura
ambiente, lavadas por duas vezes com PBS, empregando—-se as mesmas
condicdes de centrifugacido. Os sedimentos foram dissolvidos com NaOH 0,1
mol/L e diluidos em NaCl 0,15 mol/L para determinac¢do da concentracio de
proteinas, por meio de leitura de absorbincia em 280 nm. A maior concentrac¢io
de proteinas, referentes aos ICs precipitados, foi obtida na proporcido de

antigeno diluido 1:8 e anticorpo nio diluido (Figura 3.6).
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Figura 3.6. Quantificacdo de imunocomplexos precipitados formados de IgG anti-OVA
(nfo diluido) e OVA (em diferentes dilui¢des, preparadas a partir de uma solugfo a 1
mg/mL), através da determinacio da concentracio de proteinas pela medida da
absorbancia em 280 nm. A seta indica o ponto de equivaléncia, onde a proporc¢ido de
OVA e de IgG anti—-OVA leva a formacio da quantidade maxima de imunocomplexos

precipitados. IgG: imunoglobulina da classe G; OVA: ovalbumina.
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3.7. Preparo de fragmentos F(ab’)2 a partir de moléculas de IgG integra

Os fragmentos F(ab’)2 foram obtidos por digestdo parcial de moléculas
de IgG com pepsina, conforme descrito por Weir (1986). Para este
procedimento, foi utilizada uma parte da preparacido de IgG total (obtida no item
3.6).

Uma aliquota da preparacio de F(ab’)2 foi analisada por eletroforese em
gel de poliacrilamida com SDS, conforme descrito no item 3.6.3.1. Observou—se
gque a mesma estava pura, sem contaminacio de IgG integra ou parcialmente
digerida. Além disso, por meio da curva de log M.M. em funcio do Rr, o valor
de M.M. aparente obtido para o fragmento F(ab’)2 foi de 91 KDa, que

corresponde ao esperado para o mesmo (JOHNSTONE; THORPE, 1987).

3.8. Preparo de ICs

Os ICs foram preparados adicionando o antigeno (OVA) sobre o anticorpo
[IgG ou fragmento F(ab’)2], nas propor¢des estabelecidas pelo ponto de
equivaléncia. A mistura antigeno—anticorpo foi incubada a 37°C por 1 hora e
depois a 4°C por 24 horas. O precipitado foi centrifugado a 12000g por 15
minutos a 4°C, lavado por duas vezes com PBS, sendo centrifugado nas mesmas
condicdes, e finalmente suspenso em 1 mL de PBS.

Uma aliquota de 50 ul. da suspensdo foi misturada com igual volume de
NaOH 0,1 mol/L e diluida para 1 mL em PBS, para quantificacdo de proteinas

através da leitura de absorbincia em 280 nm.
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3.9. Opsonizacdo dos ICs

Os ICs formados com OVA e IgG ou fragmento F(ab’)2, conforme descrito
no item 3.8, foram centrifugados a 12000g por 15 minutos a 4°C. Os sedimentos
de cada tipo de IC foram adicionados de soro normal de coelho diluido 1:2 em
tampdo para fixa¢do de complemento (WEIR, 1986) suplementado com 0,1% de
gelatina, na propor¢do de 6 puL de soro diluido para cada mg de IC (GADD; REID,
1981).

Apos incubacio por 30 minutos a 37°C, as amostras foram centrifugadas
a 12000g por 15 minutos a 4 °C. Os sedimentos foram lavados com PBS,
centrifugados nas mesmas condicdes, e suspensos em solucdo de Hanks (pH
7,2) para uma concentracdo de 120 pg/mL, levando-se em consideracio a

massa de proteina antes da adicdo do soro.

3.10. Ensaios em sistemas celulares

3.10.1. Padronizac¢do de ensaio para avaliagdo da atividade do complexo
enzimatico da NADPH oxidase de neutroéfilos

O método para avaliacio da atividade do complexo enzimatico da NADPH
oxidase baseia-se no consumo de O, pelos neutrofilos, monitorado
polarograficamente em um oxigrafo equipado com eletrodo do tipo Clark (Gilson
Medical Electronics, Middleton, WI, USA).

Com o intuito de estabelecer as condi¢des experimentals para o ensaio,

os parametros avaliados foram a concentracio de células e de IC IgG-OVA.
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Como controle positivo foi utilizado o Ziops, preparado conforme descrito por
Kabeya et al (2002). O Ziops consiste de uma preparacio de parede celular de
Saccharomyces cerevisiae, recoberta (opsonizada) por anticorpos e proteinas
do sistema complemento, que ativa o processo de fagocitose e o metabolismo
oxidativo de neutrofilos (REMOLD-O'-DONNEL; PARENT, 1995). Dessa forma,
o Ziops desencadeia a atividade do complexo da NADPH oxidase, aumentando o
consumo de Oy pelas células.

Uma aliquota da suspensido de neutrofilos (4-8 x 10° células/mL) em
solucdo de Hanks (pH 7,2) foi transferida para a ciAmara do oxigrafo e mantida a
37°C por 7 minutos, sob leve agitacdo magnética. O agente estimulador [IgG-
OVA (60-240 pg/10° celulas) ou Ziops (0,5 mg/10° células)] ou o meio de
reacdo (Hanks) foi adicionado e o consumo de O: foi medido por 8 minutos a
37°C. Os valores entre parénteses referem-se & concentracio final de cada
componente num volume de reacio de 1,6 mL. A velocidade de consumo de Os
foi determinada de acordo com Chance e Willians (1956).

Para uma concentracio de 4x10° células/mL (Figura 3.7.A), observou-se
que a velocidade de consumo de O, na presenca de IC IgG-OVA (60 ug/lo6
células) foi um pouco maior do que na auséncia deste (Hanks), porém a
diferenca entre eles nio fol estatisticamente significante. Por outro lado, a
velocidade de consumo de O, na presenca de Ziops foi significantemente maior
em relacio a IC IgG-OVA.

Além disso, o aumento da concentracido de IC IgG-OVA para a mesma
quantidade de células (4x10° células/mL) (Figura 3.7.B), bem como o aumento

do ntmero de células no meio de reacdo (Figura 3.7.C) ndo levou a um aumento
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estatisticamente significante da velocidade de consumo de Os. Esses resultados
sugerem que, dentro das condicdes avaliadas, o sistema utilizado para medida
da concentracio de Os foi sensivel o suficiente para detectar o aumento do

consumo de Os pelos neutrofilos de coelho estimulados por Ziops mas n3o por

IC IgG-OVA.
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Figura 3.7. Medida da velocidade de consumo de O, por neutréfilos de coelho em
diferentes condi¢des experimentais. A: Neutroéfilos (4x10° células/mL) estimulados por
Ziops (0,5 mg/10° células), IC IgG-OVA (60 pg/10°élulas) ou Hanks. B: Neutrofilos
(4x10° células/mL) estimulados com diferentes concentracdes de IC IgG-OVA (0-240
ug/lO6 células). C: Diferentes concentracdes de neutrofilos (4 ou 8 x10° células/mL)
estimulados por Ziops (0,5 mg/10° células) ou IC IgG-OVA (60 pg/10°células). Hanks:
meio de reac¢fo (controle negativo). Abreviaturas: IC IgG-OVA: imunocomplexos de OVA
e IgG anti-OVA; IgG: imunoglobulina da classe G; OVA: ovalbumina; Ziops: zimosan

opsonizado (controle positivo).
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3.10.2. Avaliacdo da toxicidade das 3—-fenilcumarinas sobre neutroéfilos

A toxicidade das 3-fenilcumarinas e da QUER foi avaliada através do
ensaio de exclusio ao corante Azul de Tripan e da determinacio da atividade da
enzima LDH liberada pelos neutrofilos de coelho, seguindo—se as condicdes
experimentais padronizadas por KABEYA (2002).

Aliquotas da suspensio de neutrofilos (1 x 10° células/mL) foram
incubadas por 30 minutos a 37°C, na presenca de dimetilsulfoxido [(DMSO);
controle], Triton X-100 (0,2% v/v) ou das substincias estudadas (3-
fenilcumarinas ou QUER; 50 umol/L) dissolvidas em DMSO. Os tubos de reacio
foram centrifugados a 755¢g a 4°C por 10 minutos. Os valores entre parénteses
representam as concentracoes finais, num volume de reacio de 1 mL.

Os sedimentos de células foram suspensos em solucdo de Hanks
contendo 0,1% de gelatina. Uma aliquota dessa suspensio fol misturada com
igual volume de Azul de Tripan (preparado a 0,1% em NaCl 0,15 mol/L) e
transferida para cdmara de Neubauer. A porcentagem de células vidveis foi
determinada a partir da contagem de 100 células.

A atividade da LDH no sobrenadante de cada amostra foi determinada
utilizando-se o Kit LDH Liquiform (Labtest Diagnostica, Lagoa Santa, MG,
Brasil). De modo geral, uma aliquota do sobrenadante foi adicionada ao
reagente de trabalho (piruvato + NADH + tampdo especifico), pré—aquecido a
37°C, e a absorbancia em 340 nm foi medida durante 3 minutos a 37°C. A
atividade da LDH nas amostras foi calculada de acordo com a recomendag¢io do
fabricante do kit. A toxicidade das 3—fenilcumarinas e da QUER foi avaliada em

trés experimentos independentes, com medidas em duplicata.
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3.10.3. Avaliacdo da atividade biol6égica das 3-fenilcumarinas sobre o
metabolismo oxidativo de neutroéfilos estimulados via receptores FcyR

A atividade das 3-fenilcumarinas e da QUER sobre o metabolismo
oxidativo dos neutrofilos de coelho foi avaliada conforme descrito por
LUCISANO-VALIM et al. (2002). Esta funcdo celular foi avaliada através da
medida da producio de Oy por quimioluminescéncia dependente de lucigenina
(QLIuc™Y) e da medida da producio total de EROs por quimioluminescéncia
dependente de luminol (QLIum™Y) (Figura 3.8). A ativacio especifica do
metabolismo oxidativo via receptores da classe FcyR foi realizada empregando-
se IC IgG-OVA.

Os tubos de reacio contendo neutréfilos (1 x 10° células/ml), a
substancia-teste (3-fenilcumarinas ou QUER) ou DMSO (controle) e a sonda
quimioluminescente [luminol (280 umol/L) ou lucigenina (150 pumol/L)] foram
incubados em banho-maria a 37°C por 3 minutos. A cada um deles foi
adicionado IC IgG-OVA (60 ug/mL) ou Hanks (controle) e, imediatamente a

PMN 6u a QLIuc™ foram medidas em c.p.m. (fotons contados por

seguir, a QLlum
minuto) durante 30 minutos a 37°C, em lumindmetro Auto Lumat LB953 (EG&G
Berthold, Alemanha). O luminol, a lucigenina, a QUER e as 3-fenilcumarinas
foram preparados em DMSO. Os valores entre parénteses indicam as
concentracdes finais, num volume de reacdo de 0,8 mL.

A partir das curvas de QLIuc™ ou QLIum™" em funcio do tempo (Figura
3.9.A) foram calculados os valores de area integrada (4rea sob a curva) de O a

30 minutos (Figuras 3.9.B e 3.9.C). No caso do ensaio de QLIuc™, este valor

de 4rea integrada representa a quantidade total de 05" produzido em 30
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minutos, e, no caso do ensaio de QLIum™Y, a quantidade total de EROs
produzidas neste mesmo intervalo de tempo (VAN DYKE; CASTRANOVA,
1987).

PMN 5u QLIum™N  foram

Esses wvalores de é&rea integrada de QLluc
utilizados para determinar a porcentagem de inibicdo (% I) promovida pelas
diferentes concentracdes das substincias analisadas, em relacdo aos
respectivos controles (Figura 3.9.D), seguindo—-se a férmula:

% 1=100-[ (AS/AC) x 100 ], onde:
% 1 : porcentagem de inibi¢do da QLIuc™ ou QLIum™ em relacdo ao controle

AS : 4rea integrada de QLIuc™" ou QLIum™Y, de cada concentracio avaliada

AC : area integrada de QLIuc™ ou QLIum™ do controle (DMSO)

Na seqiiéncia, foram calculados os valores de Clsp, que é a concentracio
da substancia estudada que inibe 50% da resposta biolégica avaliada (QLIum™™
ou QLIuc™), por meio de regressio nio linear (Figura 3.9.E). Esses valores de
Clso foram utilizados como paridmetro para comparacio da atividade de cada
substancia com a QUER.

A atividade das 3-fenilcumarinas e da QUER foi avaliada em trés
experimentos independentes, com medidas em duplicata, sendo que as

substancias hidroxiladas e suas respectivas analogas acetoxiladas foram

avaliadas no mesmo experimento.



94

NADPH Oxidase

cl-
Lucigenina
O MPO
HOCl
J
(o)
Il
C~ N—H .
— " n Luminol
I
(o)
Lucigenina
dioxietano

Anion aminoftalato

( eletronicamente

CH3 % CH3 NH, excitado )
| |
N N
)@ @
1 | Féton
o 0 ( QLlumP™nN)
N-metilacridona N-metilacridona
( eletronicamente Féton (estado basal ) €Oz
excitado ) (QLluc™N) _ Anion aminoftalato
COoy ( estado basal )
NH,

Figura 3.8. Representacio simplificada da producdo das principais EROs por neutrofilos
estimulados, bem como da sua deteccio por meio das sondas quimioluminescentes
luminol e lucigenina. Em procedimentos experimentais, estas sondas sio utilizadas
separadamente. A ligacdo de estimulos aos receptores de membrana da célula leva a
formacio do complexo da NADPH oxidase, o qual converte oxigénio molecular (Oy) em
anion superéxido (Os ). Este é convertido em Hy0, que pode ser utilizado pela
mieloperoxidase (MPQO) para producio de 4cido hipocloroso (HOCI) e participar de
outras reacdes que levam a formacio de diferentes produtos. As EROs derivadas do
H>0, podem ser detectadas pelo luminol, levando a producio da quimioluminescéncia
dependente de luminol (QLIum™; reacdes em azul), enquanto que o Oy pode ser
detectado pela lucigenina, levando a producio da quimioluminescéncia dependente de
PMN.

lucigenina (QLIuc ; reacdes em vermelho). Esquema elaborado a partir das reacdes

descritas por Johnson, Varani e Smolen (1992) e Li, Zhu e Trush (1999).
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Figura 3.9. Representacdo simplificada das etapas envolvidas na obtencdo dos

resultados de avaliacdo da atividade das 3-fenilcumarinas sobre o metabolismo

PMN

oxidativo de neutroéfilos. A: Medida de QLIum em funcio do tempo, produzida por

neutrofilos estimulados com IC IgG-OVA, na presenca de DMSO (controle) ou de seis
concentracdes das substancia—teste. B: representacio da area integrada de QLIum™~
(4rea sob a curva), cujos valores sio determinados para cada amostra (grafico C) e
posteriormente utilizados para o célculo da porcentagem de inibicdo da QLIum™" de
cada concentracdo em relagio ao controle (DMSO) (grafico D). E: calculo do valor de
Cl5p de cada substancia avaliada, por meio de regressdo nio-linear. Abreviaturas: Clsp:
concentragio que inibe 50% da resposta biolégica; DMSO: dimetilsulféxido; IC IgG-OVA:
imunocomplexo formado de OVA e IgG anti—-OVA; IgG: imunoglobulina da classe G;

OVA: ovalbumina; QLlumPMNI quimioluminescéncia dependente de luminol.
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3.10.4. Avaliacdo da atividade biolégica das 3—fenilcumarinas C13, Cl13a e
C24a sobre o metabolismo oxidativo de neutréfilos estimulados via

receptores FcyR, em funcdo do tempo de pré—-tratamento

Os tubos de reacdo contendo neutréfilos (1 x 10° células/mL), a sonda
quimioluminescente [luminol (280 umol/L) ou lucigenina (150 pumol/L)] e a
substancia-teste (QUER, C13, Cl13a ou C24a) ou DMSO (controle) foram
incubados a 37C durante diferentes intervalos de tempo (3, 15 e 30 minutos). A
cada um deles foi adicionado IC IgG-OVA (60 pg/mL) ou Hanks (controle) e,

PMN. 01 a QLIue™N foram medidas por 30

imediatamente a seguir, a QLIlum
minutos a 37C.

As substancias foram avaliadas em apenas uma concentracio, proxima
ao Clsp (C13 e Cl13a: 1 umol/L; C24a: 0,5 umol/L; QUER: 5 umol/L para

QLIuc™ e 2,5 pumol/L para QLIum™). As demais condi¢cdes experimentais

empregadas para este ensaio foram semelhantes as descritas no item 3.10.3.

3.10.5. Avaliacdo da atividade biolégica das 3-fenilcumarinas C13, C13a e
C24a sobre o metabolismo oxidativo de neutro6filos estimulados via
receptores FcyR e/ou CR

A ativacdo especifica do metabolismo oxidativo dos neutrofilos de coelho
via receptores das classes FcyR e/ou CR foi obtida com o uso de diferentes
tipos de ICs, conforme especificado na Figura 3.10 (ALVES, 2000).

Os tubos de reacio contendo neutréfilos (I x 10° células/mL), a sonda

quimioluminescente [luminol (280 umol/L) ou lucigenina (150 pumol/L)] e a
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substancia-teste (QUER, C13, Cl13a ou C24a) ou DMSO (controle) foram
incubados a 37°C por 3 minutos. A cada um deles foi adicionado um dos tipos de
IC (60 ug/mL) ou Hanks (controle) e a QLIum™" ou a QLIuc™" foram medidas
por 30 minutos a 37°C. Cada substancia-teste foi avaliada em trés
concentracdes diferentes. As demais condi¢cdes experimentais utilizadas, bem
como a forma de analise dos resultados, foram semelhantes as descritas no item
3.10.3.

O padrio de ativacdo do metabolismo oxidativo dos neutrofilos de coelho
observado para este modelo experimental esta descrito de modo resumido a
seguir. Os valores de 4rea integrada de QLIum™" e de QLIuc™Y, na presenca
dos diferentes estimulos, sdo decrescentes na seguinte ordem: IgG-OVA/SC >
IsG-OVA > F(ab)2-OVA/SC > F(ab’)2-OVA = Hanks. Tendo em vista as
classes de receptores estimulados, esta ordem pode ser expressa como:
FcyR+ CR > FeyR > CR > IC que nfo se liga a receptor = meio de rea¢io (Figura
3.10).

Quando o estimulo adicionado se liga a ambas as classes de receptores
(IC IgG-OVA/SC), FcyR e CR, ocorre cooperacido entre eles, levando a uma
estimulacdo mais efetiva quando comparada a ativacio mediada por apenas uma
das classes separadamente. Entre as classes de receptores FcyR e CR, a
ativacdo especifica mediada pela primeira (IC IgG-OVA) desencadeia uma
producio de EROs maior que a segunda [IC F(ab’)2-OVA/SC]. Isso se deve ao
fato de que os componentes do sistema complemento auxiliam na fixacio e
ancoragem do IC opsonizado na membrana da célula fagocitica, mas

isoladamente esses componentes tém uma baixa capacidade de estimular o
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metabolismo oxidativo dos neutréfilos. Os IC F(ab’)2-OVA nido estimulam as
células, uma vez que nio possuem a porcdo Fc, nem componentes do sistema
complemento; por isso a resposta celular na presenca deste IC foi semelhante a

do controle ndo estimulado (células + meio de reacio).
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Figura 3.10. Medida da producio de EROs por neutréfilos de coelho estimulados por
diferentes tipos de ICs, empregando-se ensaio de QLIuc™™ (grafico A) e de QLIum™N
(grafico B). Cada tipo de IC estimula as células por meio de diferentes classes de
receptores de membrana. Abreviaturas: CR: receptor de complemento; EROs: espécies
reativas de oxigénio; F(ab’)2: molécula de anticorpo com duas porcdes ligantes do
antigeno e desprovida de Fc; Fc: fragmento cristalizavel; FcyR: receptor para a porg¢do
Fc de IgG; IC: imunocomplexo; IgG: imunoglobulina da classe G; OVA: ovalbumina; SC:
soro normal de coelho; QLlucPMNI quimioluminescéncia dependente de lucigenina;

QLlumPMNI quimioluminescéncia dependente de luminol.
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3.10.6. Avaliacdo da atividade biolégica das 3—fenilcumarinas C13, C13a e

C24a sobre a fagocitose de ICs
O efeito da QUER e das 3-fenilcumarinas C13, Cl3a e C24a sobre a

fagocitose de IC IgG-OVA por neutréfilos de coelho, mediada por receptores
FcyR, foi avaliado por meio de microscopia eletronica de transmissao,
empregando-se metodologia descrita por Oliveira et al. (2002). As trés 3-
fenilcumarinas foram selecionadas por terem sido significativamente mais
efetivas que a QUER em inibir o metabolismo oxidativo dos neutréfilos de
coelho.

Este ensaio foi realizado com a colaborac¢do do Prof. Dr. Carlos Alberto
de Oliveira, do Departamento de Quimica da Universidade Federal de
Uberlandia (Uberlandia — MG), e da técnica Maria Dolores Silva Ferreira, do
Departamento de Morfologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sio Paulo (Ribeirdo Preto — SP).

O protocolo experimental estid descrito de modo resumido a seguir.
Todas as centrifugacdes foram feitas a 483¢g por 10 minutos a 4°C. As etapas
de incubacio foram realizadas na presenca das 3—fenilcumarinas C13, Cl3a ou
C24a (25 pmol/L), ou da QUER (50 umol/L) ou DMSO (controle).

Inicialmente, a suspenso de neutrofilos (1 x 107 células/mL) foi incubada
com IC IgG-OVA por 40 minutos a 4°C. Essa suspensio foi entdo centrifugada,
lavada com PBS, e o sedimento foi suspenso em solucio de Hanks e adicionado
de IgG de carneiro anti-IgG de coelho, conjugado com ouro coloidal. Apods
incubacio por 30 minutos a 4°C, o material foi centrifugado, lavado com PBS,

suspenso em solucio de Hanks, incubado por 20 minutos a 37°C e centrifugado.
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O sedimento foi tratado com fixador de Karnovsky e tetréoxido de 6smio
(previamente reduzido com ferrocianeto de potassio), lavado com PBS e
centrifugado. O sedimento celular foi pré-incluido em blocos de agar,
desidratado em gradiente de etanol, lavado em gradiente de tolueno, e
finalmente incluido em resina XL112. Esses blocos foram utilizados para a
obtencido de cortes ultrafinos destinados analise por microscopia eletronica de

transmissdo (microscopio EM-208, Philips).

3.11. Ensaios em sistemas nio—celulares

3.11.1. Avaliacdo da atividade antioxidante das 3—fenilcumarinas frente ao

radical livre DPPH

A atividade antioxidante das 3-fenilcumarinas e da QUER frente ao
radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) foi avaliada seguindo-se o
método descrito por BLOIS (1958) e modificado por RODRIGUES et al. (2002).

A solucio de DPPH (100 umol/L), preparada em etanol, foi misturada com
solucdo tampdo acetato de sodio (40 mmol/L, pH 5,5) na proporcdo de 6:4. A
absorbancia inicial em 510 nm foi medida (espectrofotdometro DU-70, Beckman,
USA) e a substancia—teste (QUER ou 3-fenilcumarinas, de 0-50 umol/L) foi
adicionada. Ap6s 5 minutos de reacdo em temperatura ambiente (25°C), foi
medida a absorbincia final. Os valores entre parénteses sio referentes as

concentracgoes finais, num volume de reacdo de 1 mL. A atividade de todas as
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substancias fol avaliada num mesmo experimento, em trés dias diferentes, com
medidas em duplicata.
A porcentagem de DPPH reduzido foi calculada segundo a equacio:

Absorbancia INICIAL — Absorbancia FINAL
DPPH reduzido (%) = x 100
Absorbancia iciaL

3.11.2. Avaliacdo da atividade antioxidante das 3-fenilcumarinas
empregando a reacdo HRP-H30z-luminol

A enzima horseradish peroxidase (HRP), na presenca HyO,, é capaz de
oxidar o luminol, levando producdo de quimioluminescéncia (DURE; CORMIER,
1964) (Figura 3.11). A atividade das 3-fenilcumarinas e da QUER sobre a QL™
ou seja, a quimioluminescéncia gerada pela reacio HRP-H,;Os-luminol, foi
avaliada seguindo-se a metodologia descrita por Krol et al. (1994).

As solucdes de H,Os e de HRP foram preparadas em tampio fosfato (0,1
mol/L; pH 7,4) e as solu¢des das 3—fenilcumarinas, de QUER e de luminol foram
preparadas em DMSO. As concentra¢des finais de cada componente da reag¢io
estdo indicadas entre parénteses. O volume de reacio foi de 0,5 mL.

Foram preparados tubos de reacdo contendo: solucio de H,0, (50
umol/L), luminol (140 wmol/L) e a substancia-teste (3-fenilcumarina ou QUER)
ou DMSO (controle). Estes foram incubados em banho-maria a 30°C por 3
minutos. Procedeu-se a adi¢do da solu¢do de HRP (0,2 Ul/mL) a cada um deles,

HRP
L

homogeneizacio e, imediatamente a seguir, leitura da Q por 20 minutos a

30°C em lumindmetro.
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Figura 3.11. Esquema simplificado da producdo de quimioluminescéncia pela reacio
HRP-HyO5-luminol. (1): O HyO, ¢é convertido em 4agua pela HRP (Aorseradish
peroxidase), gerando o intermediario composto . (2): O composto [ oxida o luminol,
produzindo o composto II. (3): Oxidacdo do luminol pelo composto II, regenerando o sitio
catalitico da enzima. (4): As reacdes 2 e 3 produzem luminol na forma de radical livre,
que gera o anion aminoftalato no estado eletronicamente excitado. (5): liberagio fotons
pelo intermediario quimicamente instavel, ao retornar para o estado basal. Esquema

elaborado a partir das reacdes descritas por Thorpe e Kricka (1986) e Misra e Squatrito

(1982).

Para cada tubo de reacio foi feita a leitura da QL™ por 20 minutos,
obtendo-se curvas de QL™ (em c.p.m.) em funcio do tempo (em minutos). Para
cada curva de QL™ determinou-se o valor da area integrada de 0 a 20
minutos, que foram empregados para o cdalculo dos valores de porcentagem de

inibicdo ou aumento da QL™ de cada concentracio em relacio ao controle.
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A atividade das 3-fenilcumarinas e da QUER foi avaliada em trés
experimentos independentes, com medidas em duplicata. Foram determinados
os valores de Cls, para as substancias que inibiram a QL™ de modo dependente

da concentracio.

3.12. Avaliacdo da interacdo das 3—fenilcumarinas com a HRP por docking

O estudo de modelagem molecular por docking foi realizado com a
colaborac¢io do Prof. Dr. Carlos H. T. P. Silva e da Profa. Dra. Ménica T. Pupo,
ambos do laboratorio de Quimica Farmacéutica da FCFRP-USP.

As interacdes das 3-fenilcumarinas com a HRP foram simuladas
utilizando o programa GOLD 3.0 (VERDONK et al., 2003), o qual realiza docking
flexivel com o uso de um algoritmo genético. Foram empregados parametros
pré-estabelecidos, otimizados para um grupo de 305 diferentes complexos com
estruturas resolvidas no FProtein Data Bank (PDB), e uma populacdo de 100
conformeros, 100.000 operacdes, 95 mutagdes e 95 cruzamentos.

Os célculos de docking foram realizados dentro de uma esfera com raio
de 15 e origem no nitrogénio Epsilon 2 (Ne2) da His42 da estrutura da HRP
(codigo no PBD 1H5G) (BERGLUND et al., 2002). Esta estrutura apresentou a
maior resolucio (1.57 A) dentre todas as HRP com coordenadas depositadas
no PDB. Este residuo foi utilizado porque estd situado proximo ao sitio ativo da
HRP.

As dez orientacdes de maior escore obtidas para cada composto foram

selecionadas através de GoldScore. Baseado nesta funcio, GOLD classifica as
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orientacdes das moléculas em ordem decrescente de afinidade (os escores)
com o sitio ativo do receptor. Antes dos calculos de docking e apds a remocio
das aguas cristalograficas do interior do sitio ativo, os atomos de hidrogénio
das cadeias laterais dos residuos foram adicionados e orientados por
minimizacdo constrangida, onde apenas os atomos de hidrogénio sido deixados
livres. As cargas e potenciais atdmicos do campo de forca AMBER foram
adicionados a estrutura da proteina utilizando—-se o programa Insight II
(INSIGHT..., 2000).

A pesquisa conformacional foi realizada com as vinte 3—fenilcumarinas e
a QUER, utilizando o método sistematico para moléculas com cinco ou menos
ligacdes flexiveis, e o método MONTE CARLO para as moléculas mais
complexas, com o modelo de mecanica molecular MMFF (campo de fora
MERCK). As estruturas foram entdo completamente otimizadas em nivel de fase
gasosa a B3LYP/6-31G#, usando o programa Spartan’04 versio 1.0.3

(SPARTAN..., 2005).

3.13. Analise dos dados

Os dados obtidos foram processados por meio do programa GraphPad
Prism 3.00 (GRAPH..., 1999) e analisados estatisticamente por meio de andlise
de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Dunnet, sendo os valores de

p<0,05 considerados significantes.



4. Resultados
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4.1. Ensaios em modelos experimentais celulares, empregando neutréfilos

de coelho

4.1.1. Avaliacdo da toxicidade das 3—fenilcumarinas sobre neutrofilos

A toxicidade das 3-fenilcumarinas e da QUER sobre neutrofilos de
coelho foi avaliada na concentracdo de 50 umol/L, através dos ensaios de
exclusio ao corante Azul de Tripan e da determinacio da atividade da enzima
citoplasmatica LDH liberada no sobrenadante.

Observou-se que quando as células foram incubadas na presenca das
substancias avaliadas, nio foi detectada diferenca estatisticamente significante
na viabilidade celular e na porcentagem de LDH liberada em relacio ao controle
(DMSO) (Tabela 4.1). Aléem disso, os valores de atividade da LDH nas amostras
e no controle negativo foram significantemente menores (p<0,001; ANOVA
seguida pelo teste de Dunnet) que os obtidos para o controle positivo, onde ha
lise total das células com 0,2% de Triton X-100 (dados nio apresentados).

Portanto, dentro das condicdes experimentais empregadas, nio foi
observada toxicidade significativa das 3-fenilcumarinas e da QUER sobre os

neutroéfilos de coelho.
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Tabela 4.1. Viabilidade dos neutréfilos de coelho apds tratamento com as 3-

fenilcumarinas ou quercetina, na concentracio final de 50 umol/L. @

Viabilidade LDH liberada
Substancia ® (%) © (% do total) @
DMSO 929 £+ 34 124 + 2,0
C1 96,0 £ 2,0 11,9 £ 09
C6 93,8 + 1,9 90 £ 1,1
Cé6a 955 * 1,9 114 £+ 07
C11 94,3 £ 2,6 11,1 £ 0,8
Clla 94,3 £ 25 13,8 £ 2,1
C13 93,2 £ 45 15,3 £ 1,9
C13a 95,0 = 2,6 11,9 £ 1,0
C15 90,3 £ 272 17,1 £ 04
C18 92,3 £ 32 10,7 £ 2.2
C18a 93,8 £ 1,0 11,3 £ 0,9
C19 93,8 £ 0,5 11,2 £ 14
C19a 94,0 £ 1,8 9,3 £ 1,6
C20 89,56 = 3.9 18,3 £ 2,3
C20a 925 *+ 24 11,6 £ 2,0
C23 92,8 £ 4,0 11,9 £ 25
C23a 93,3 £ 4,1 9,3 £ 4,0
C24 92,0 £ 272 10,56 £ 0,8
C24a 88,8 = 4,9 20,7 £ 1,8
C25 948 £+ 1,5 98 + 24
C25a 90,3 = 3,3 14,6 + 1,3
QUER 93,0 £ 4,0 10,9 £ 2,6

(a) As células foram incubadas na presenca das 3-fenilcumarinas, QUER ou DMSO (controle) por
30 minutos a 37°C.

(b) Estruturas quimicas representadas na Figura 3.1.

(c) Determinada através do ensaio de exclusio ao corante Azul de Tripan, baseada na contagem
de 100 células. Média = DP de trés experimentos, com medidas em duplicata.

(d) Valor calculado em relacio a um controle positivo (100% de lise), onde as células foram
lisadas com 0,2% de Triton X-100. Média £ DP de trés experimentos, com medidas em
duplicata.

Abreviaturas: DMSO: dimetilsulfoxido; DP: desvio padrio; QUER: quercetina.
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4.1.2. Efeito das 3-fenilcumarinas sobre o metabolismo oxidativo de

neutrofilos estimulados via receptores FcyR

4.1.2.1. Avaliacdo preliminar de atividade na concentracio de 50 pmol/L

O efeito das 3-fenilcumarinas sobre o metabolismo oxidativo de
neutroéfilos estimulados com IC IgG-OVA foi avaliado através da medida da
QLIum™N e da QLIuc™¥, Em funcio do grande ntmero de 3-fenilcumarinas a
serem testadas neste trabalho, foi feita uma avaliacio preliminar da atividade
biologica dessas substancias, na concentrac¢do de 50 umol/L.

Foram consideradas ativas as substadncias que promoveram inibicdo da
QLIum™Y ou da QLIuc™Y maior que 50%. De acordo com esse critério, as 3-
fenilcumarinas C1 e C15 nio tiveram atividade significativa sobre a QLIuc™Y, e
as 3-fenilcumarinas C1, C6, C6a, C11, Clla, C15, C18 e C19 ndo tiveram
atividade significativa sobre a QLIum™" (Tabela 4.2).

Posteriormente, a atividade inibitoria das substancias classificadas como
ativas foi avaliada na concentracio de 5 umol/L (Tabela 4.2), para determinar as

faixas de concentracdo a serem empregadas para o estudo da atividade

biologica dessas substancias em fung¢io da concentracio.



109

(BRUUOD)
Q
S0 F §'26 I'0 ¥ 7'66 1'0 F 26 €0 F 0'66 $ *HD0D0  £HO0D0 BETD
0.
1'0 ¥ 7'96 I'0 F 866 90 F 2'G6 10 F 9'66 $ HO HO €10
0.
pu 69 T 6% e'6 F ¥'22 ST F 0'0F G {HD0D0 H B11D
0
pu 89 F SLI L'6 F 9'€2 9T T #'6. G HO H 110
0.
‘pru 88 F LE1 52 F 2.8 9'0 F 0'89 G H EHO0D0 %0
o}
pu §‘T F 2'€2 €6 F 92 59 F g'e8 % H HO 90
0.
pu ¥ F 1°01 pu 0F1 F L'S G 0 q 10
71/1owrnd g 71/1owr Og /10w g 7T/1owr 0g | | A 031p9o
& xS 1O @ XD BIOURISQNS

ed

(®

'soxardwodounurr Jod sope[nusa sofijoinau Jod epiznpodd (g®M1D) euIUS3ION[ 8p

NO ([ MNITD) [ouun[ op s1uspuadap BIOURISIUNUN|OIWIND € 24q0s ‘Wadejuadiod s 0Ss9JdXs ‘SRULIBWUND[IUS] £ SEP OLIQIQIUL 0313)5] o' BleQe ],



110

(BNLTIIOD)

HI—2—0

&__WU\ ;

0 F S'89 [0 F 976 o 29 10 F S'96 EHO000 ©GZ0
HO

&% T 908 10 F 0'66 70 T £'c8 10 F 6'66 @\ H HO qZ0

6% T ¥02 0% F £09 P8 T 949 90 T ‘26 e H SHO0D0 2020

g€l F S0g 90 T 869 9°0 F 809 Y0 T LGB _s@\ H HO 022
HI—I—0.

12 F 6% I'2 T £99 1S T 6%¢ 76 T 188 § /Q\ H *HO000 BG1D
HO.

‘p'u S F LIS 52 T 0'ge 60 F I'¥6 /©\ H HO 610

2'2 F £91 5 5 -G 6% F GLZ 9'0 F 508 @\ H EHD000 281D

‘p'u 16 F 912 g'7T F 8241 &1 F 888 @\ H HO 810

‘pu 00 T 06 'p'u ¥'S F 642 @\ H H SID

71/1ouwm g /10w oG /1own g 71/10um 0g o A X! 031pgo

@ g™ TO @ P TO BIOURISqNS

(OEIRNUILOD)



111

"Tounumy sp
sjuspuadap epugoseununjonumb : g NI ‘euruadion] ap sjuspuadep enugossununioruinb : \uENTY feunedienb (AN fPUNUNGEAD YA /) 3SsE[ Bp BUNMgO[3ountiu
03] (VAQO-BUue D3] 8 YAQ op soxaduosounun twAO-98I DI O3] 9p o4 oedod ered ssroydsoar nypAdg ‘opixoymsauIp (OSIA ‘oelped 01ASIp :J(] SEINJEIAIQY

I/1owr(g ap OBdSRIIUSIUOD BU OABOJIUSIS 0]19]0 OPEAISSO 10} OgU S1od ‘Epezi[ead OBU EPIPAW ;P U "BIedI[dnp W sepipaw
wod ‘sojuswiliadxa stop eted {(OSW() S[ONUOD Ok OEde[aS WS ON[TYH EP NO g URITO BP OBdIqIUL 9p weSejuadiod ep JJ F EIPIW 00D S0SSaIdXd S2U0[eA ()

"VAQ-98] D] op 0sn 0 wod YAo] s2101dadal BIA SOPRINUINSS OY[O0D IP SO[Jotmnau Jod epiznpoid BIOUgISaUMUNOTWING ()

12 F £'68 0 T 666 I'0 T £65 0 T 666 AAND
HI—0—0.
i
10 T L'66 10 ¥ 6'66 10 T S'66 10 T 6'66 N EHD0D0  FHDOD0 BHZ0
HO.
10 F 292 9T F 726 9'0 T L0 60 F 66 %HU\ HO HO $20
fHO—D—0
]
10 ¥ £26 '0 T 226 ' F L'98 £0 F 96 i H *HD0D0 lsrde)
HO.
g'e F 69 10 ¥ 2'66 22 T 909 90 F L86 _sHU\ H HO €20
T/iour g 1/foun g 1/jowr g 1/fow g mm mm Hm 031pgo
@ g™ IO @ P10 BIOUBISqNS

(OB>enuiIu0d)



112

4.1.2.2. Avaliacdo da atividade biolégica em funcdo da concentracédo

A atividade biologica das 3—fenilcumarinas consideradas ativas (conforme
avaliacdo preliminar descrita no item 4.1.2.1) e da QUER foi avaliada em seis
concentracoes diferentes, para o estudo da relacio entre a concentracio dessas
substancias e o efeito bioldgico de inibi¢do da QLIum™ ou QLIuc™Y, e também
para a determinacio dos valores de Cls.

Um exemplo do efeito de diferentes concentracdes da 3-fenilcumarina
C18a sobre a QLIuc™ e a QLIum™" est4 representado na Figura 4.1., onde se
observa que os valores de QLIuc™ e de QLIum™" em func¢o do tempo (Figura
4.1.A e C) e as respectivas areas integradas de QLIuc™" e de QLIum™" (Figura
4.1.B e D) diminuem com o aumento da concentracio da substancia. Os
formatos dos perfis de QLIuc™" e de QLIum™" em funcio do tempo para todas
as substincias estudadas foram semelhantes aos representados na Figura 4.1,
mas os valores absolutos de QLIuc™" e de QLIum™" e os respectivos valores
de 4rea integrada foram diferentes para cada substincia.

As 3-fenilcumarinas avaliadas inibiram a QLIuc™Y (Figura 4.2) e a
QLIum™Y (Figura 4.3) de modo dependente da concentracio. Os valores de
porcentagem de inibicio da QLIuc™ e da QLIum™" em funcio da concentracio
dessas substancias foram empregados para o célculo dos respectivos Clsg
(Tabela 4.3), que foi o parametro utilizado para a comparacio da atividade das
3—-fenilcumarinas com a QUER. As caracteristicas estruturais relacionadas ao
efeito inibitério das 3-fenilcumarinas sobre o metabolismo oxidativo dos
neutrofilos estimulados via receptores da classe FcyR, avaliado pela inibicdo da

QLIuc™N e da QLIum™Y, estdo descritas no item 4.1.2.3.
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Figura 4.1. Inibi¢do promovida por diferentes concentra¢des da 3-fenilcumarina C18a
sobre a quimioluminescéncia gerada por neutrofilos de coelho estimulados via
receptores da classe FcyR, com o uso de IC IgG-OVA. (A): Perfil de QLIuc™ em funcio
do tempo. (B): valores de 4rea integrada de QLIuc™. (C): Perfil de QLIum™" em funcio
do tempo. (D): valores de area integrada de QLIum™Y, Graficos representativos de uma
medida experimental. Abreviaturas: DMSO: dimetilsuf6xido; FcyR: receptor para porc¢ido
Fc de IgG; IC IgG-OVA: imunocomplexos de OVA e IgG anti—-OVA; IgG: imunoglobulina
da classe G; OVA: ovalbumina; QLlucPMNI quimioluminescéncia dependente de

lucigenina; QLlumPMNI quimioluminescéncia dependente de luminol.
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Figura 4.2. Curvas de porcentagem de inibi¢do da QLluc em funcio da concentracio

das 3-fenilcumarinas comparadas com a QUER (linha pontilhada) (graficos A - ). A
QLIuc™ foi produzida por neutrofilos de coelho estimulados via receptores FcyR, com
o uso de IC IgG-OVA. Valores expressos como média = DP de trés experimentos, com
medidas em duplicata. Abreviaturas: DP: desvio padrdo; FcyR: receptor para por¢io Fc
de IgG; IC IgG-OVA: imunocomplexos de OVA e IgG anti—-OVA; IgG: imunoglobulina da
classe G; OVA: ovalbumina; QLlucPMNI quimioluminescéncia dependente de lucigenina;

QUER: quercetina.
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concentragdo (umol/L)

concentragdo (umol/L)

em funcio da concentracio

das 3-fenilcumarinas comparadas com a QUER (linha pontilhada) (graficos A - G). A

QLIum™" foi produzida por neutrofilos de coelho estimulados via receptores FcyR, com

o uso de IC IgG-OVA. Valores expressos como média = DP de trés experimentos, com

medidas em duplicata. Abreviaturas: DP: desvio padrido; FcyR: receptor para porcido Fc

de IgG; IC IgG-OVA: imunocomplexos de OVA e IgG anti—-OVA; IgG: imunoglobulina da

classe G; OVA: ovalbumina; QLlumPMNI quimioluminescéncia dependente de luminol;

QUER: quercetina.
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Tabela 4.3 — Concentracdo das 3-fenilcumarinas que promoveu 50% de inibi¢do (Clsp)

da quimioluminescéncia dependente de luminol (QLIum™) ou de lucigenina (QLIum"™),

produzida por neutrofilos estimulados via receptores da classe FcyR. @

Rl 6 3 R3
R277 6} \o
Substancia Clso (umol/L) ™
codigo R! R? RS QLIuc™N QL lum™
C1l H H @@ > 50 > 50
(6]
C6 OH H @@ 5,65 + 1,70 > 50
(6]
C6a OCOCH;, H Q@ 5,39 + 1,61 > 50
(6]
C11 H OH Q@ 8,56 + 1,84 = > 50
(6]
Clla H OCOCH;, Q@ 7,28 £ 3,49 = > 50
(6]
C13 OH OH @@ 0,73 £ 0,12  *x 0,72 £ 0,18 =
(6]
Cl3a OCOCHz OCOCH;3 Q[% 0,69 £ 0,18 == 0,66 £ 0,13 =
(6]
C15 H H Q > 50 > 50

C18 OH H 8,04 £ 2,62 = > 50

C18a OCOCHs3 H 7,37 £ 2,32 = 31,23 £ 5,15 ==

C19a OCOCHs3 H 6,94 £ 1,65 21,70 £ 4,17 ==

J
J
C19 OH H Q 5,20 + 1,08 > 50
OH
QN

(continua)
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(continuacdo)
Substancia Clso (umol/L) ™
codigo R! R? RS QLIuc™N QL lum™
C20 OH H Q 4,35 + 1,01 29,56 + 7,65
C20a OCOCH; H B 4,03 £ 0,53 27.40 + 4,98 =
/©/O C—CHj3;
C25 OH H );j 2,54 + 0,55 2.80 + 0,22
C25a OCOCH; H Q 2,59 + 0,38 2.86 + 0,32
O*SC)*Cl—h
C23 OH H )@[ 4,42 + 0,71 495 + 0,54
C23a OCOCH; H . 1,77 £ 0,14 = 203 + 0,18
JouN
O*’C*Cl—h
C24 OH OH )@[ 522 + 1,57 13,45 + 1,27 #x
C24a OCOCH; OCOCH; o 0,36 £ 0,08 #+ 0,39 + 0,07 =*
/©i0*’C*CH1
QUER 4,67 £ 0,84 241 + 0.66

(@) QLIum™Y e QLIuc™ foi produzida por neutrofilos de coelho estimulados via receptores da

classe FcyR, com o uso de IC IgG-OVA.

(b) Valores expressos como média = DP de trés experimentos, com medidas em duplicata.

Anélise estatistica: p<0,05 ( * ); p<0,01 ( #* ) — diferenca significante em rela¢io a QUER

(quercetina) (ANOVA seguida pelo teste de Dunnett).

Abreviaturas: ANOVA! analise de variancia; DP: desvio padrdo; FcyR: receptor para por¢io Fc de

1gG; IC IgG-OVA: imunocomplexos de OVA e IgG anti-OVA; IgG: imunoglobulina da classe G;

OVA: ovalbumina; QLIuc™": quimioluminescéncia dependente de lucigenina; QLIum™:

quimioluminescéncia dependente de luminol; QUER: quercetina.
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4.1.2.3. Analise qualitativa da relacdo estrutura—atividade

Na série de 3-fenilcumarinas estudadas, verificou—se que aquelas sem
grupos substituintes hidroxi ou acetoxi (C15 e C1) ndo tiveram atividade
inibitoria significativa sobre a QLIum™ e a QLIuc™Y produzida pelos
neutrofilos estimulados via receptores da classe FcyR, na maior concentracio
estudada, correspondente a 50 umol/L (Tabela 4.3). Portanto, a presenca dos
grupos substituintes hidroxi ou acetoxi parece ser essencial para a atividade
biolégica avaliada. Entretanto, o nimero e a posicio desses grupos substituintes
no esqueleto 3-fenilcumarinico influenciaram de modo diferente o efeito
inibitorio dessas substancias sobre a QLIuc™" e a QLIum™", conforme descrito

nos itens a seguir.

4.1.2.3.1. Caracteristicas estruturais das 3—fenilcumarinas relacionadas a
inibi¢do da QLIuc™N
A partir da comparacio dos valores de Clsg das 3—fenilcumarinas entre si

e com a QUER (Tabela 4.3), observou—-se que:

(a) tiveram valores de Cls, significantemente maiores que a QUER, ou
seja, foram menos ativas que esse flavonéide: as 3—fenilcumarinas com apenas
um grupo substituinte hidroxi ou acetoxi na molécula, na posi¢cio C-6 (C18,

C18a) ou C-7 do esqueleto cumarinico (C11, Cl1a).
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(b) tiveram valores de Clsy significantemente menores que a QUER, ou
seja, foram mais ativas que esse flavonoide: a 3-fenilcumarina contendo os
grupos substituintes 6,7-diidroxi e 3’,4'-metilenodioxi (C13), e as substancias
com o grupo substituinte orfo-diacetoxi no esqueleto cumarinico e/ou no anel

3-fenilico (C13a, C23a e C24a).

(c) tiveram valores de Clso estatisticamente semelhantes a QUER: as 3-
fenilcumarinas com um grupo substituinte hidroxi em C-6 somado ao grupo
substituinte 3’,4’-metilenodioxi (C6) ou hidroxi nas posi¢des C-2’, C-3" ou C-4’
(C25, C19, C20, respectivamente), bem como as respectivas analogas
acetoxiladas dessas substincias (C6a, C25a, C19a, C20a); as 3-fenilcumarinas

contendo grupo substituinte 3,’4’-orto-diidroxi no anel 3-fenilico (C23, C24).

(d) a acetilacdo dos grupos substituintes hidroxi ndo influenciou de modo
significativo a atividade das 3-fenilcumarinas monoidroxiladas (C6, C11 e C18)
ou dihidroxiladas (C13, C19, C20, C25), mas propiciou um aumento significativo

da atividade da substancia triidroxilada (C23) e da tetraidroxilada (C24).

(e) entre as 3—fenilcumarinas hidroxiladas contendo o grupo substituinte
3’,4’-metilenodioxi (C6, C11 e C13), a mudanca da posicdo do grupo substituinte
hidroxi de C-6 (C6) para C-7 (C11) levou a um aumento pequeno da atividade
de inibicio da QLIuc™Y (p<0,05). Por outro lado, a presenca desse grupo

substituinte em ambas as posi¢cdes, ou seja, a 6,7-diidroxilacdo (C13), levou a
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um aumento de cerca de oito vezes dessa atividade biolégica (p<0,001), quando

comparada a monoidroxilacio.

(f) entre as 3-fenilcumarinas acetoxiladas contendo o grupo substituinte
3’,4’-medilenodioxi (C6a, Clla e C13a), verificou—se que a mudanca da posi¢do
do grupo substituinte acetoxi de C-6 (C6a) para C-7 (Clla) nio influenciou de
modo significativo a atividade de inibicio da QLIuc™Y. Entretanto, a presenca
do grupo substituinte acetoxi em ambas as posi¢des (Cl3a), isto é, a 6,7-di—
acetoxilacdo, levou a um aumento significativo desta atividade bioldgica

(p<0,001) quando comparada a monoacetoxilacio.

(g) para as 3—fenilcumarinas com o grupo substituinte hidroxi em C-6,
mas sem o grupo substituinte 3’,4’-metilenodioxi (C18, C19, C20, C25, C23,
C24), a presenca de um ou mais grupos substituintes hidroxi no anel 3—fenilico

PMN" quando comparada a

levou a uma maior atividade inibitoria sobre a QLluc
substancia C18, que nio possul este grupo substituinte no anel 3-fenilico.
Entretanto, o nimero e a posi¢cdo dos grupos substituintes hidroxi nio foi

relevante para a atividade biologica de inibicio da QLIuc™Y,

(h) para as 3—fenilcumarinas com o grupo substituinte acetoxi em C-6,
mas sem o grupo substituinte 3’,4’-metilenodioxi (C18a, C19a, C20a, C25a,
C23a, C24a), observou-se que o efeito inibitorio sobre a QLIuc™" da substancia
C18a, que nido possui grupo substituinte acetoxi no anel 3-fenilico, foi

semelhante ao das substancias com esse grupo substituinte em C-3" (C19a) ou
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C-4’ (C20a). Por outro lado, as 3—fenilcumarinas com grupo substituinte acetoxi
em C-2° (C25a), bem como as substancias 3’,4’-orto—diacetoxiladas (C23a,
C24a), foram significativamente mais efetivas (p<0,001) em inibir a QLIuc™Y,

quando comparadas as demais substancias descritas neste subitem (C18a, C19a,

C20a).

(i) a mudanca do grupo substituinte 3’,4’-orto-diidroxi para 3’,4’-
metilenodioxi ndo influiu na intensidade da atividade biolégica da 3-
fenilcumarina com grupo hidroxi em C-6 (C23 vs. C6), mas aumentou a
atividade inibitoria da substancia 6,7-diidroxilada (C24 vs. C13, p<0,05) sobre a

QLIuc™,

(j). a mudanca do grupo substituinte 3,4’-diacetoxi para 3’,4'-
metilenodioxi levou a uma reducio significativa na atividade biologica da 3-
fenilcumarina com um grupo acetoxi em C-6 (C23a vs. C6a, p<0,01) mas nio
influiu na intensidade do efeito inibitério da substancia 6,7-di—acetoxilada (C24a

vs. C13a) sobre a QLIuc™",
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4.1.2.3.2. Caracteristicas estruturais das 3—fenilcumarinas relacionadas a
inibi¢do da QLIum™N
A comparacio dos valores de Clsg das 3—fenilcumarinas entre si e com a

QUER (Tabela 4.3) permitiu observar que:

(a) tiveram valores de Cls, significantemente menores que a QUER, ou
seja, foram mais ativas que esse flavonoide: a 3-fenilcumarina contendo os
grupos substituintes 6,7-orto-diidroxi e 3’,4’-metilenodioxi (C13), e as
substancias com o grupo substituinte 6,7-orfo-diacetoxi no esqueleto

cumarinico (C13a e C24a).

(b) tiveram valores de Cls, estatisticamente semelhantes ao da QUER, ou
seja, foram tdo ativas quanto esse flavonoéide: as 3—-fenilcumarinas contendo um
grupo substituinte hidroxi em C-6, somado ao grupo substituinte hidroxi em C-
2" (C25) ou 3,4-orto—diidroxi (C23), bem como os analogos acetoxilados

dessas substancias (C25a, C23a).

(c) tiveram valores de Cls, significantemente maiores que a QUER, ou
seja, foram menos ativas que esse flavonoéide: a 3-fenilcumarina 6,7,3",4" -
tetraidroxilada (C24), a substancia 6,4’-diidroxilada (C20) e sua analoga
acetoxilada (C20a), bem como as substincias 6-acetoxiladas sem grupos

substituintes no anel 3-fenilico (C18a) ou com grupo substituinte acetoxi em C-

3" (C19a).
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(d) as 3-fenilcumarinas com o grupo substituinte 3’,4’-metilenodioxi e
apenas um grupo substituinte hidroxi, livre ou esterificado, no C-6 (C6, C6a) ou

PMN na maior

C-7 (C11, Clla) do esqueleto cumarinico ndo inibiram a QLlum
concentracdo avaliada (50 umol/L). Por outro lado, a presenca dos grupos
substituintes hidroxi ou acetoxi em ambas as posi¢des, 1sto é, a 6,7-di-

hidroxilacdo (C13) ou a 6,7-di—acetoxilacdo (Cl13a), propiciou uma atividade

inibitoria acentuada sobre a QLIum™, semelhante a da QUER.

(e) entre as 3-fenilcumarinas com grupo substituinte hidroxi em C-6,
mas sem o grupo substituinte 3’,4’-metilenodioxi (C18, C19, C20, C25, C23,
C24), somente aquelas contendo grupo substituinte hidroxi adicional em C-2’
(C25) ou C-4" (C20), ou o grupo substituinte 3’,4’-orto—diidroxi (C23, C24)
inibiram a QLIum™Y, As substancias sem grupo substituinte hidroxi no anel 3-
fenilico (C18) ou contendo o mesmo em C-3’ (C19) ndo inibiram a QLIum™", na

maior concentrac¢do avaliada (50 umol/L).

(f) entre as 3—fenilcumarinas com o grupo substituinte acetoxi em C-6,
mas sem o grupo substituinte 3’,4’-metilenodioxi (C18a, C19a, C20a, C25a,
C23a, C24a), as substancias sem grupo substituinte no anel 3—-fenilico (C18a) ou
contendo um grupo substituinte acetoxi em C-4’ (C20a) tiveram atividades
inibitorias semelhantes sobre a QLIum™". Entretanto, a presenca do grupo
substituinte acetoxi adicional em C-2’ (C25a) ou C-3" (C19a), bem como a

presenca do grupo substituinte 3’,4’-orto—diacetoxi (C23a, C24a), levaram a um
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aumento significativo na atividade (p<0,001) inibitéria sobre a QLIum™, em

relacio a demais posicoes.

(g) a esterificacdo dos grupos substituintes hidroxi nfo influenciou de
modo significativo a atividade inibitéria das 3-fenilcumarinas 6,7-, 6,4— ou
6,2’- di-hidroxiladas (C13, C20 e C25, respectivamente) ou da substancia
6,3’,4’—triidroxilada (C23), mas levou a um pequeno aumento da atividade

inibitéria da substancia 6,7,3",4’—tetraidroxilada (C24).

(h) a mudanca do grupo substituinte 3’,4’-orto-diidroxi para 3’,4’-
metilenodioxi reduziu a atividade inibitoria da 3—-fenilcumarina contendo o grupo
substituinte hidroxi apenas em C-6 (C23 vs. C6), e aumentou a atividade
inibitoria da substancia com o grupo substituinte 6,7-orto-diidroxi (C24 vs.

C13), sobre a QLIum™,

(i) a mudanca do grupo substituinte 3’,4’-orto-diacetoxi para 3’,4’-
metilenodioxi provocou uma reducido significativa na intensidade do efeito
inibitério da 3-fenilcumarina com grupo substituinte acetoxi apenas em C-6
(C23a vs. C6a), mas nio influenciou na intensidade do efeito inibitorio da

substancia 6,7-di—acetoxilada (C24a vs. C13a), sobre a QLIum™Y,
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4.1.3. Efeito das 3-fenilcumarinas C13, C13a e C24a sobre o metabolismo
oxidativo de neutréfilos estimulados via receptores FcyR, em funcido do
tempo de pré-tratamento

As 3-fenilcumarinas selecionadas para esta avaliacio (C13, C13a, C24a)
foram aquelas que apresentaram maior efeito inibitorio sobre o metabolismo
oxidativo de neutrofilos estimulados via receptores FcyR (Tabela 4.3).

As células foram incubadas a 37°C por diferentes periodos (3, 15 e 30
minutos) na presenca da QUER ou das 3-fenilcumarinas (C13, C13a, C23a,
C24a). Apos esses periodos de pré-tratamento, as células foram estimuladas via
receptores FcyR, com o uso de IC IgG-OVA, durante 30 minutos a 37°C.
Observou-se que a intensidade do efeito inibitério das substancias C13, Cl3a e

QUER sobre o metabolismo oxidativo dos neutrofilos, avaliado por QLIum™ ou

PMN

por QLlIuc™, ndo variou de modo significativo com o tempo de incubacio

(Figura 4.4). Para a 3-fenilcumarina C24a verificou-se uma tendéncia de
reducido na intensidade do efeito inibitério no tempo de 30 minutos para a

medida de QLIuc™, e nos tempos de 15 e 30 minutos para a QLIum™",
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Figura 4.4. Efeito inibitorio da QUER e das 3-fenilcumarinas C13, C13a e C24a sobre o
metabolismo oxidativo de neutréfilos estimulados via receptores FcyR, apés diferentes
tempos de pré-tratamento, expresso como porcentagem de inibicio da QLIuc™™N
(grafico A) ou da QLIum™" (grafico B). Valores referentes a média = DP de um
experimento, com medida em duplicata. As substincias foram avaliadas nas seguintes
concentracdes: C13 e C13a: 1 pmol/L; C24a: 0,5 pmol/L; QUER: 5 umol/L para QLluc™™
e 2,5 umol/L para QLIum™Y, Abreviaturas: DP: desvio padrdo; FcyR: receptor para

porcido Fc de IgG; IgG: imunoglobulina da classe G; QLlucPMNI quimioluminescéncia

dependente de lucigenina; QLlumPMNI quimioluminescéncia dependente de luminol;

QUER: quercetina.
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4.1.4. Efeito das 3—fenilcumarinas C13, C13a e C24a sobre o metabolismo
oxidativo de neutroéfilos estimulados via receptores FcyR e/ou CR

Dentro do grupo de 3-fenilcumarinas que inibiram o metabolismo
oxidativo de neutrofilos estimulados via receptores FcyR (Tabela 4.3), as trés
substancias com maior efeito inibitorio (C13, C13a, C24a) tiveram seus efeitos
avaliados também sobre esta funcio celular ativada via receptores CR ou
FcyR+ CR. A ativacdo especifica do metabolismo oxidativo dos neutroéfilos, via
receptores das classes FcyR e/ou CR, foi obtida com o uso de diferentes tipos
de ICs.

Para as 3-fenilcumarinas C13 (Figura 4.5.A) e C24a (Figura 4.5.0),
verificou-se uma tendéncia de aumento na intensidade do efeito inibitoério sobre
a QLIuc™Y gerada por neutrofilos estimulados via receptores CR, na menor
concentracdo avaliada, quando comparada ao receptor FcyR. Por outro lado,
observou-se uma tendéncia de aumento da atividade inibitéria da 3-
fenilcumarina C13a (Figura 4.5.B), na menor concentracio avaliada, e da
substancia C24a (Figura 4.5.C), nas duas maiores concentracdes avaliadas,
sobre a funcdo celular ativada por meio de CR ou FcyR+ CR. Para a QUER, o
efeito inibitério sobre a QLIuc™", dentro de cada concentra¢io avaliada, nio foi
dependente da classe de receptor de membrana ativado.

Observou-se que a intensidade do efeito inibitério das substancias C13,
Cl3a e C24a sobre a QLIum™" nzo foi dependente da classe de receptor de
membrana ativado nas duas maiores concentracdes avaliadas, mas apresentou
uma tendéncia de reducdo quando apenas o receptor da classe FcyR foi ativado

(Figuras 4.6.A, B e C). Para a QUER, os valores de porcentagem de inibi¢do da
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QLIum™Y  foram semelhantes, dentro de cada concentracio avaliada,

independente da classe de receptor de membrana ativado (Figura 4.6.D).
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Figura 4.5. Efeito inibitério das 3-fenilcumarinas C13, C13a e C24a e da QUER, em

diferentes concentracdes (graficos A - D), sobre a QLIuc™™N gerada por neutrofilos
estimulados via diferentes classes de receptores de membrana. Valores expressos

como média = DP da porcentagem de inibicdo da QLIuc™

N referente a um experimento
com medida em duplicata. Abreviaturas: CR: receptor de complemento; DP: desvio
padrido; FcyR: receptor para porcdo Fc de IgG; IgG: imunoglobulina da classe G;

QLlucPMNI quimioluminescéncia dependente de lucigenina; QUER: quercetina.
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Figura 4.6. Efeito inibitério das 3—fenilcumarinas C13, C13a e C24a e da QUER,
em diferentes concentracdes (graficos A — D), sobre a QLIum™" gerada por
neutrofilos estimulados via diferentes classes de receptores de membrana.
Valores expressos como média = DP da porcentagem de inibi¢io da QLIum™,
referente a um experimento com medida em duplicata. Abreviaturas: CR:
receptor de complemento; DP: desvio padrdo; FcyR: receptor para porcdo Fc de

IgG; IgG: imunoglobulina da classe G; QLIum™Y: quimioluminescéncia

dependente de luminol; QUER: quercetina.
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4.1.5. Efeito das 3—fenilcumarinas C13, C13a e C24a sobre a fagocitose de
ICs por neutréfilos, mediada por receptores FcyR

A interacdo entre IC IgG-OVA e receptores de membrana da classe FcyR
presentes em neutrofilos desencadeia o processo de fagocitose, levando a
internalizacdo desses ICs pela célula. A presenca de IC IgG-OVA, tanto ligado a
superficie quanto no interior da célula, foi detectada empregando—se anticorpo
anti—IgG conjugado com ouro coloidal, o qual pode ser identificado como pontos
eletron—densos. A Figura 4.7 ilustra a fagocitose de IC IgG-OVA por neutréfilos
de coelho, na presenca de DMSO, avaliada por microscopia eletronica de
transmissao.

Foram fotografados neutrofilos tratados com DMSO (controle), QUER (50
umol/L) ou com as 3-fenilcumarinas C13, C13a ou C24a (25 umol/L). Essas trés
3-fenilcumarinas foram selecionadas por terem sido mais efetivas que a QUER
em inibir o metabolismo oxidativo dos neutroéfilos estimulados via receptores da
classe FcyR (Tabela 4.3).

Dentro das condi¢des avaliadas, nio foi observada alteracio significativa
na morfologia dos neutréfilos e na capacidade fagocitica dessas células na
presenca da QUER ou das 3-fenilcumarinas (dados nfo apresentados), quando

comparada ao controle (DMSO).
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Figura 4.7. Foto representativa da fagocitose de ICs por neutroéfilos de coelho, mediada
por receptores FcyR, avaliada por microscopia eletronica de transmissdo. As células
foram tratadas com DMSO, e estimuladas com IC IgG-OVA. A presenca de ICs
fagocitados ou ligados na superficie das células (indicado pelas setas) foi detectada com
anticorpos anti-IgG marcados com ouro coloidal, que podem ser visualizados como
pontos escuros. A: aumento de 3800 vezes. B: aumento de 4800 vezes. Abreviaturas:
DMSO: dimetilsulfoxido; IC IgG-OVA: imunocomplexos formados de OVA e IgG anti-
OVA; IgG: imunoglobulina da classe G; OVA: ovalbumina.
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4.2. Ensaios em sistemas ndo—celulares

4.2.1. Avaliacdo da atividade antioxidante das 3—-fenilcumarinas frente ao

radical livre DPPH

4.2.1.1. Avaliacdo preliminar de atividade na concentracio de 50 umol/L

Foi feita a avaliacdo da atividade da QUER e das vinte 3—fenilcumarinas
na concentracio final de 50 pumol/L, com o intuito de selecionar as substancias
com atividade antioxidante. Neste estudo, foram consideradas antioxidantes as
substancias capazes de reagir com o radical livre DPPH, promovendo a sua
reducdo.

As 3—fenilcumarinas C13, C23, C24 e C25 e o flavondide QUER tiveram
atividade antioxidante significativa, nas condi¢cdes experimentals empregadas.
Para estas substancias, foi feita também a avaliagdo da atividade antioxidante na
concentracdo de 5 umol/L, para selecionar a faixa de concentracdo a ser
utilizada para a construcio das curvas de porcentagem de reducio do DPPH em
funcido da concentracio da substiancia—teste. Os resultados sdo apresentados na

Tabela 4.4.
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Tabela 4.4. Porcentagem de reducido do DPPH na presenca das 3—fenilcumarinas, nas

concentrac¢des de 50 e 5 umol/L.

Rl 6 \3 R3
R277 6} \o
Substancia DPPH reduzido (%) ©
codigo R R R 50 pmol/L 5 umol/L

C1l H H )@[‘g 0,8 £ 0,8 n.d.
0

C6 OH H )@[‘g 2.7 £ 0,4 n.d.
0

Cba OCOCHg H /©[o> 2,9 + 1,6 n.d.
0

C11 H OH @[% 1.6 + 1,8 n.d.
0

Clla H OCOCH; @[% 1,8 = 2,0 n.d.
0

C13 OH OH )@[‘g 786 + 1.4 234 + 05

0

Cl3a OCOCH; OCOCH; )@[‘g 3,7 £ 1,6 n.d.
0

C15 H H Q 1,1 £ 25 n.d.

C18 OH Q 24 + 22 n.d.

Cl8a OCOCH; Q 22 + 23 n.d.

C19 OH Q 34 + 1.4 n.d.
OH

C19a OCOCH; 0,8 + 1,3 n.d.

>

0—C—CH;

(continua)



134

(continuacdo)
Substancia DPPH reduzido (%) ©
codigo R R R 50 pmol/L 5 umol/L
C20 OH H QOH 26 £ 0,2 n.d.
C20a OCOCH; H o 1.2 £ 1,8 n.d.
C25 OH H );j 59,5 + 3,2 49 + 0,1
OH
C25a OCOCH; H 26 + 2.1 n.d.
O*‘C*CH
C23 OH H on 796 £ 1.4 135 £ 2.1
O
C23a OCOCH; H S 0,8 + 0,3 n.d.
/©i0*’C*CH
C24 OH OH oH 785 + 1,0 305 + 2.8
O
C24a OCOCH; OCOCH; R 50 £ 0,9 n.d.
/©i0*’C*CH
QUER 87.2 + 3,0 337 + 0.4

(a) Valores expressos como média £ DP da porcentagem de reducdo do DPPH, para dois

experimentos, cada um com medidas realizadas em duplicata. n.d.: ndo determinado, pois a

substancia nfo apresentou atividade significativa na concentrac¢io de 50 umol/L.

Abreviaturas: DP: desvio padrdo; DPPH: 2,2-difenil-1-picril-hidrazil; QUER: quercetina.
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4.2.1.2. Avaliacdo da porcentagem de reducio do DPPH em funcio da

concentracdo das 3-fenilcumarinas

Para dar prosseguimento ao estudo, a atividade antioxidante das 3-
fenilcumarinas C13, C23, C24 e C25 e do flavonoide QUER, selecionados pela
triagem descrita no item anterior, foi avaliada em seis concentracdes diferentes.

Os wvalores de porcentagem de reducio do DPPH em funcio da
concentracido estio representados na Figura 4.8. Esses dados foram
empregados para o calculo do CRsg, que é a concentracio que promoveu 50% de
reducido do DPPH. Esse parametro foi utilizado para a comparacio da atividade
das 3-fenilcumarinas entre si e com a QUER (Tabela 4.5).

Observou—se que a 3-fenilcumarina C24 teve atividade antioxidante
semelhante a da QUER, enquanto que os demais (C13, C23 e C25) foram

significantemente menos ativos que o flavonoide (p<0,001).

100+

804

60

404

DPPH reduzido (%)

0 10 20 30 40 50

concentra¢do (umol/L)

Figura 4.8. Porcentagem de reducido do DPPH promovido por diferentes concentracdes
de QUER (linha pontilhada) e das 3-fenilcumarinas C13, C23, C24 e C25. Valores
expressos como média £ DP de trés experimentos, com medidas em duplicata.

Abreviaturas: DP: desvio padrio; DPPH: 2,2-difenil-1-picril-hidrazil; QUER: quercetina.
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Tabela 4.5. Concentracio das 3-fenilcumarinas que promoveu 50% de reducio (CRsp)

do radical livre DPPH.

Rl 6 38 R3
R277 0 \o
Substancia CRso (umol/L)
codigo R! R? R®
C13 OH OH ° 13,16 £ 0,56 =
/©[o>
C25 OH H 24,86 £ 2,50 *x

C24 OH OH on 9,81 £ 0,60

OH
C23 OH H /@i‘)” 26,77 £ 1,87 xx

QUER 7,68 £ 0,89

(a) Valores expressos como meédia £ DP de trés experimentos, com medidas realizadas em
duplicata. Andlise estatistica: p<0,01 ( *); p<0,001 ( *x ) — diferenca significante em relac¢io a
QUER (ANOVA seguida pelo teste de Dunnett).

Abreviaturas: ANOVA: andlise de variancia; DP: desvio padrdo; DPPH: 2,2-difenil-1-picril-

hidrazil; QUER: quercetina.
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4.2.1.3. Analise qualitativa da relacdo estrutura—atividade

Na série de 3-fenilcumarinas estudada, verificou—-se que as substincias
contendo o grupo substituinte orfo-diidroxi (C13, C23, C24) ou grupo
substituinte hidroxi em C-6 e C-2’ (C25), apresentaram atividade antioxidante
frente ao radical livre DPPH. Os demais compostos nio foram ativos, dentro das
condi¢des avaliadas.

O numero e a posicio dos grupos substituintes hidroxi influenciou a
atividade antioxidante neste sistema, de modo que as substidncias com maior
numero de grupos substituintes hidroxi (QUER e a 3-fenilcumarina
tetraidroxilada C24) foram as mais ativas e tiveram atividades semelhantes
entre si. A mudanca do grupo substituinte 3’,4"—diidroxi pelo grupo substituinte
3’,4’-metilenodioxi (C24 wvs. C13) reduziu significativamente a atividade
antioxidante.

A remocio do grupo substituinte hidroxi em C-7 (C23 vs. C24) também
levou a uma diminuicio da capacidade antioxidante. Além disso, a acetilacio dos
grupos substituintes hidroxi das 3—fenilcumarinas C13, C23, C24 e C25 diminuiu

significativamente a atividade antioxidante frente ao radical livre DPPH.
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4.2.2. Avaliacdo da atividade antioxidante das 3-fenilcumarinas,

empregando a reacio HRP-H3Os-luminol

4.2.2.1. Avaliacdo preliminar de atividade na concentracio de 50 pmol/L
Foi feita uma avaliacdo inicial do efeito das 3-fenilcumarinas sobre a
QL™ (quimioluminescéncia produzida pela reacio HRP-H,0,-luminol), na
concentracdo final de 50 umol/L. Foram consideradas ativas as substancias C13,
C23, C24, C24a, C25 e a QUER, que promoveram inibi¢cdo da atividade bioldgica
maior que 50%. As 3—fenilcumarinas Clla, C18a, C20 e C20a promoveram um

L' enquanto as demais substancias (C1, C6, C6a, C11,

pequeno aumento da Q
C13a, C15, C18, C18a, C19, C23a e C25a) promoveram inibicio da QL™ menor

que 50%. (Tabela 4.6).
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Tabela 4.6. Porcentagem de inibicdo ou aumento da quimioluminescéncia gerada pela

reacio HRP-H,0,-luminol (QL™"), na presenca de 50 umol/L das 3-fenilcumarinas.

Rl 6 \3
R277 6)
Substincia Inibicdo da Aumento da
Cédigo Rl R2 R3 QLHRP (%) (a) QLHRP (%) (a)
C1 H H )Q[‘g 219+ 11,7 -
(0]
C6 OH H )Q[‘g 358+ 7,4 -
(0]
C6a OCOCH; H )Q[% - 5.1+ 10,2
(0]
C11 H OH )Q[% 27.8 £ 7.9 -
(0]
Clla H OCOCH; )ij[% - 324+ 2.1
(0]
C13 OH OH )Q[‘g 99,9 £ 0,1 -
(0]
Cl3a OCOCH; OCOCH; )Q[‘g 81+54 -
(0]
C15 H H Q 119+ 72 -
C18 OH H Q 459+ 1,1 -
Cl8a OCOCH; H Q - 40+ 70
C19 OH H Q 28,0 + 8,4 -
OH
C19a OCOCH; - 13,6 + 4,7

o

I
0—C—CH;

(continua)
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(continuacdo)

Substancia Inibi¢do da Aumento da
Cédigo Rl R2 R3 QLHRP (%) (a) QLHRP (%) (a)

C20 OH H /@/"H 28,2 £ 3,7 -
C20a OCOCH; H o, - 20,9 + 6,8

Cc25 OH H );j 83,5+ 7,2 -

OH
C25a OCOCH; H 24,2 £ 87 -

1
?4
o
&

C23 OH H on 99,9 £ 0,1 -

OH

C23a OCOCHs3 H ﬁc’ 28,9+ 1,4 -

C24a OCOCHs OCOCH;3 2 64,9 + 3,4 -

LX
LX

C24 OH OH /@f“ 99,9 £ 0,1 -
LX

QUER 99,9 £ 0,1 -

(a) Valores expressos como média = DP da porcentagem de inibicio ou de aumento da QL™ em
relagdo ao controle (DMSO), para dois experimentos com medidas em duplicata.
Abreviaturas: DMSO: dimetilsulfoxido; DP: desvio padrdo; HRP: horseradish peroxidase; QLIE:

quimioluminescéncia gerada pela rea¢cio HRP-H:O2-luminol; QUER: quercetina.
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4.2.2.2. Atividade Dbiol6égica das 3-fenilcumarinas em funcdo da

concentracao

Para dar prosseguimento ao estudo, foi avaliado o efeito das 3-
fenilcumarinas consideradas ativas, de acordo com a triagem de atividade
biolégica descrita no item 4.2.2.1., em func¢io da sua concentracio.

As substancias C13, C23, C24, C24a, C25 e a QUER inibiram a QL™" de
modo dependente da concentracdo (Figura 4.9), permitindo o céalculo dos
valores de Clso (Tabela 4.7). Baseado nesses valores de Clso, observou—se que
as substancias C13, C23 e C24 foram tdo ativas quanto a QUER, enquanto que
as substancias C24a e C25 tiveram atividade significativamente menor (p<0,01)

que o flavonoide.

100+

S

5 80 ——C13

%’ 60- ——C23

S 40 A

8 —— C24a

= 20 o5

2

g oA —o0— QUER
-20-

0 10 20 30 40 50

concentracdo (wmol/L)

Figura 4.9. Inibicio da QL™ em funcio da concentracio da QUER e das 3-
fenilcumarinas. Valores expressos como média = DP de trés experimentos
independentes, com medidas em duplicata. Abreviaturas: DP: desvio padrido; HRP:

LHRP.

horseradish peroxidase; Q . quimioluminescéncia produzida pela reacio HRP-H;O,—

luminol; QUER: quercetina.
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Tabela 4.7. Concentracio das 3—-fenilcumarinas que promoveu 50% de inibicdo (Clsg) da

QL™ (quimioluminescencia produzida pela reacio HRP-H,0,-luminol).

Rl 6 \3 R3
R277 6} \o
Substancia Clso (umol/L) ©
codigo R! R? RS
C13 OH OH o 3,38 + 0,32
/©[o>
C25 OH H );j 24,61 £ 6,90 =
OH
Cc23 OH H OH 287 + 0,15
e e
C24 OH OH OH 1,18 + 0,09
e e
C24a OCOCH; OCOCH; . 28,23 £ 7,92
0
O—C—CHj3;
QUER 0,91 + 0,13

(a) Valores expressos como média = DP de trés experimentos, com medidas realizadas em

duplicata. Andlise estatistica’ p<0,01 ( * ) — diferenca significante em relacio a QUER (ANOVA

seguida pelo teste de Dunnett).

Abreviaturas: ANOVA: andlise de variancia; Clsp: concentracido que promove 50% de inibi¢do da

resposta biologica; DP: desvio padrdo; HRP: horseradish peroxidase; QLI: quimioluminescéncia

produzida pela reagcdo HRP-HsOs-luminol; QUER: quercetina.
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4.2.2.3. Andlise qualitativa da relagdo estrutura—atividade

A partir do conjunto de resultados obtidos, observou-se que as 3-
fenilcumarinas sem grupos substituintes hidroxi ou acetoxi (C1 e C15) e a
maioria das substancias acetoxiladas (C6a, C13a, C18a, C19a, C23a, C25a) nio

L' nas condicdes avaliadas. A presenca do

tiveram efeito inibitério sobre a Q
grupo substituinte acetoxi em C-7 (Clla) ouem C-6 e C-4" (C20a) levou a um
pequeno aumento da QL™. Por outro lado, a 6,7,3’,4’—tetraacetoxilacio (C24a)
levou a inibi¢do da QLMY

Dentre as J3-fenilcumarinas hidroxiladas, a presenca do grupo
substituinte orto—diidroxi no esqueleto cumarinico e/ou no anel 3—fenilico (C13,
C23, C24) foi a caracteristica estrutural mais relevante para a inibicdo da
atividade biologica em questdo, tornando essas substincias tdo efetivas quanto
a QUER. A presenca de apenas um grupo substituinte hidroxi (C6, C11, C18) na
molécula, ou de um grupo substituinte hidroxi em C-6, somado a outro em C-3’
ou C-4" (C19, C20), levou a reducio da atividade inibitoria sobre a QL.

Para as 3—fenilcumarinas C20, C19 e C25, que diferem apenas na posi¢io
do grupo substituinte hidroxi no anel 3-fenilico, a presenca desse grupo

substituinte em C-2" conferiu atividade inibitéria maior do que nas posi¢des C-—

3 e C-4.
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4.3. Avaliacdo da intera¢do entre as 3—fenilcumarinas e a HRP por docking

Com o intuito de propor um modo de ligacio das 3—fenilcumarinas com a
HRP, foi utilizado o procedimento de docking flexivel, empregando a estrutura
da HRP resolvida a 1.57 A (codigo no PBD: 1H5G) como receptor (BERGLUND
et al.,, 2002). Nio foi utilizada a estrutura da HRP em complexo com o 4cido
benzoidroxamico, resolvida a 2.0 A (codigo no PDB: 2ATJ), devido a grande
similaridade entre as estruturas ligada e nfo ligada (HENRIKSEN et al., 1998).

Na Figura 4.10.A, a melhor solucdo encontrada pelo GOLD para a QUER
com a estrutura nio ligada da HRP (codigo no PDB: 1H5G) est4a sobreposta a
estrutura cristalina da HRP em complexo com o acido benzoidroxamico (codigo
no PDB: 2ATJ) e também a estrutura cristalina da HRP em complexo com o ion
acetato (codigo no PDB: 1H5HA).

Os resultados sugerem que as 3—fenilcumarinas avaliadas se ligariam a
HRP de modo que os grupos substituintes hidroxi ou acetoxi especificos
ocupariam as posi¢des originalmente ocupadas pelos atomos de oxigénio dos
ligantes nos complexos cristalograficos, proximos ao grupo heme. Além disso, o
anel B da QUER ocupou o sitio de ligacdo do anel aromaéatico do 4acido
benzoidroxamico, ap6és a simulacdo. Particularmente para este flavonodide, os
grupos substituintes hidroxi em meta e para do anel B indicam as melhores
posi¢des que estes grupos substituintes devem ocupar no anel aromatico, uma
vez que a QUER foi uma das substincias com maior atividade bioldgica.

De modo semelhante, apés a simulacio de docking pelo GOLD, as 3-
fenilcumarinas C13, C23 e C24 foram orientadas com seus grupos substituintes

orto—diidroxi proéximos ao grupo heme, no mesmo sitio de ligacio observado
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para o grupo substituinte orfo-diidroxi da QUER. Esses resultados reforcam a
importancia dos grupos substituintes hidroxi nas posi¢cdes meta e para do anel
benzénico, tanto do esqueleto cumarinico quanto do anel 3-fenilico. A figura
4.10.B mostra a orientacio da 3—fenilcumarina C23, sobreposta a QUER.

Por outro lado, os resultados obtidos também sugerem que, teoricamente,
os atomos de oxigénio do grupo substituinte 3’,4’-metilenodioxi presente em
algumas 3-fenilcumarinas nio mimetizam o grupo substituinte orfo—-diidroxi do
anel B do flavonoide estudado. Apos a simulacido, a melhor solucdo para a 3-—
fenilcumarina C13, uma das substancias com maior efeito inibitério sobre a
atividade da HRP, indica uma orientacio invertida para esta molécula dentro do
sitio ativo da enzima, com o grupo substituinte orfo-diidroxi posicionado

proximo ao grupo heme (Figura 4.10.C).
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(A): A melhor solucdo de GOLD para a QUER
(atomos de carbono em laranja) com a estrutura da
HRP nio ligada (codigo no PDB: 1H5G) esta
sobreposta a estrutura cristalina da HRP
complexada com acido benzoidroxamico (codigo no
PDB: 2ATJ; ligante com atomos de carbono em

violeta), e a estrutura cristalina da HRP complexada

com fon acetato (codigo no PDB: 1H5A; ligante com

4tomos de carbono em ciano).

(B): Sobreposicdo das melhores soluctes para a
QUER (4tomos de carbono em laranja) e a 3-
fenilcumarina C23 (4tomos de carbono em magenta)
com a estrutura da HRP nfo ligada (c6digo no PDB:

1H5G).

Phe142

/@

(C): Sobreposicdo das melhores solucdes para a
QUER (4tomos de carbono em laranja) e a 3-
fenilcumarina C13 (4tomos de carbono em ciano)
com a estrutura da HRP nfo ligada (co6digo no PDB:

1H5G).

Phe142 L %l
/. N\ RN —

Figura 4.10. Interacido da QUER (quercetina) e das 3-fenilcumarinas C13 e C23 com o
sitio ativo da enzima HRP (Aorseradish peroxidase). Para todas as estruturas (A, B, C),
o grupo heme e residuos selecionados da HRP estio representados com os atomos de

carbono em verde, e os atomos de hidrogénio foram omitidos para maior clareza.



5. Discwssdo
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5.1. Efeito modulatério das 3-fenilcumarinas nos modelos experimentais
celulares

A formacido de ICs na circulacio ¢ um mecanismo essencial para o
processo de defesa imunologica do organismo, pois possibilita a neutralizacio e
a eliminacdo de antigenos soluveis (SCHIFFERLY; TAYLOR, 1989). Quando
ocorre o aumento da formacdo de ICs e/ou a deficiéncia nos mecanismos de
eliminacio desses ICs, observa-se a deposicio dos mesmos em tecidos,
principalmente do sistema renal, articular e vascular. Essas situagdes
patologicas, denominadas “doencas por ICs”, sdo caracterizadas também por um
processo inflamatério cronico com grande infiltracdo neutrofilica nos locais de
deposicdo dos ICs JANCAR; CRESPO, 2005).

A intensa ativacio neutrofilica leva a liberacido de grandes quantidades de
EROs e de enzimas lisossomais, que superam a capacidade de defesa tecidual
local, mediada por substancias e enzimas antioxidantes (4cido ascorbico, B-
caroteno, glutationa peroxidase, SOD, catalase) e anti-proteinases (ol-
antitripsina, a2-macroglobulina, inibidor de protease secretoéria de leucocitos).
Conseqiientemente, ocorrem diversas lesdes teciduais nessas doeng¢as mediadas
por ICs (SCHIFFERLI; TAYLOR, 1989; BABIOR, 2000a; DAVIES, 2000).

O envolvimento das EROs produzidas por neutrofilos na fisiopatologia de
véarias doencas inflamatorias tém atraido o interesse na descoberta de novos
compostos com propriedades antioxidantes, capazes de suprir a defesa
antioxidante endogena, considerada insuficiente nestas condi¢des, e de
desempenhar uma funcdo modulatéria nesse processo oxidativo (MIDDLETON

JUNIOR; KANDASWAMI; THEOHARIDES, 2000).
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Dentro desse contexto, os compostos polifenélicos tém recebido grande
destaque nos ultimos anos, em funcio da sua reconhecida capacidade de reagir
com radicais livres e prevenir a oxidacido de biomoléculas, como proteinas,
carboidratos e lipideos (LAUGHTON et al., 1989, 1991; PAYA; HALLIWELL;
HOULT, 1992; CHANG et al., 1996; MARTIN-ARAGON; BENEDI; VILLAR,
1996;  LIMASSET et al, 1999; VAJRAGUPTA; BOONCHOONG;
WONGKRAJANG, 2000). Entretanto, em processos oxidativos mediados por
neutroéfilos, a esterificacio de grupos substituintes hidroxi de substancias
fenolicas tem sido descrita como uma modificacido estrutural interessante, que
parece contribuir para o aumento da atividade biologica de modulacio das
fun¢oes de neutrofilos e de outras células do sistema imune (CHEN et al., 2001;
KABEYA et al., 2002; KUMAR et al., 2005).

No presente trabalho, foi avaliado o efeito de uma série de 3-
fenilcumarinas hidroxiladas e acetoxiladas, andlogas estruturalmente, sobre o
metabolismo oxidativo de neutrofilos de coelho estimulados por ICs, com o
intuito de investigar a relacdo estrutura—atividade e alguns possiveis
mecanismos de acio dessas substancias.

O metabolismo oxidativo dos neutrofilos foi avaliado com o uso de duas
sondas quimioluminescentes, lucigenina e luminol, que permitiram monitorar
diferentes etapas do processo de producio de EROs. A primeira EROs produzida
pelos neutrofilos ativados, via complexo da NADPH oxidase, é o 05", que foi
detectado especificamente pela lucigenina, gerando a QLIuc™®. O 0, &
rapidamente convertido a H-O,, que ¢é utilizado como substrato pela MPO para a

producido de espécies halogenadas, como HOCI e HOBr, e também reage com
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outros radicais livres formados por reacdes quimicas secunddarias. As diversas
EROs produzidas sdo detectadas pelo luminol, gerando a QLIum™; porém, ha
maior sensibilidade para aquelas EROs envolvidas na reacio MPO-H;O5-haleto
(VAN DYKE; CASTRANOVA, 1987).

Na etapa inicial da investigacio, onde o efeito das 3—fenilcumarinas foi
avaliado sobre o metabolismo oxidativo de neutrofilos estimulados
especificamente via receptores da classe FcyR, observou—se que tanto as
substancias hidroxiladas quanto as acetoxiladas inibiram esta funcio celular, de
modo dependente da concentracio. Este efeito inibitorio parece nio ser
mediado pela toxicidade direta das 3-fenilcumarinas sobre as células nio
ativadas, uma vez que nio foi observada diminui¢cio estatisticamente
significante na viabilidade das células tratadas com as 3-fenilcumarinas na
concentracdo de 50 umol/L, quando comparada ao controle.

Verificou—se também que o efeito inibitorio das 3—fenilcumarinas sobre o
metabolismo oxidativo dos neutrofilos foi dependente do ntimero e da posi¢io
dos grupos substituintes hidroxi e acetoxi no esqueleto 3-fenilcumarinico.
Entretanto, dependendo da etapa do processo de producio de EROs pelos
neutroéfilos avaliada, as caracteristicas estruturais que levaram a uma maior ou
menor atividade inibitéria das substincias foram um pouco diferentes.

De modo geral, observou—-se que as 3—fenilcumarinas que apresentaram
valores de Clg, semelhantes sobre a QLIum™ e a QLIuc™Y, ou seja, inibiram as
duas etapas da produg¢io de EROs avaliadas com a mesma intensidade, possuiam

uma das seguintes caracteristicas estruturais: (a) um ou dois grupos

substituintes orto—diacetoxi (C13a, C23a, C24a); (b) apenas um grupo
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substituintes orto—diidroxi (C13, C23); (c) grupos substituintes hidroxi ou
acetoxi em C-6 e C-2" (C25, C25a). Esta semelhanca da intensidade do efeito
inibitorio sobre a QLIuc™N e a QLIum™" sugere que as 3-fenilcumarinas citadas
provavelmente atuam sobre etapas do processo de ativacio do metabolismo
oxidativo dos neutroéfilos que sdo comuns a producido do Oy e das demais
EROs, como a ligacdo do IC a membrana, ativacio de proteinas quinases e a
desgranulacio.

Por outro lado, as demais 3—fenilcumarinas avaliadas, que tiveram efeito

inibitorio maior sobre a QLIuc™Y do que sobre a QLIum™"

, apresentaram uma
das seguintes caracteristicas estruturais: (a) apenas um grupo substituinte
hidroxi ou acetoxi, em C-6 ou C-7 (C6, C6a, C11, Cl1la, C18, C18a); (b) dois
grupos substituintes hidroxi ou acetoxi, sendo um deles em C-6 e o outro em

C-3" ou C-4" (C19, C19a, C20, C20a); (c) dois grupos substituintes orto-diidroxi

(C24). Os mecanismos envolvidos no maior efeito inibitéorio das 3-

PMN PMN

fenilcumarinas sobre a QLIuc™™", quando comparado a QLlum ™", podem estar

relacionados a inibicdo da formacdo e/ou da atividade do complexo enzimético
da NADPH oxidase dos neutréfilos, bem como a reacdo inicial dessas
substancias com o Oy, levando a formacio de produtos com menor atividade
inibitéria sobre as etapas posteriores de producio de EROs pelos neutroéfilos.
Entretanto, esses possivels mecanismos de acio serido Iinvestigados em
trabalhos futuros.

Paya et al. (1993, 1994) relataram o aumento da atividade inibitoria de

cumarinas simples sobre o metabolismo oxidativo de neutrofilos humanos e de

ratos com a presenca do grupo substituinte 6,7-orto-diidroxi ou 7,8—orto-
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diidroxi. Estas caracteristicas estruturais também tém sido relacionadas com um
elevado efeito capturador de radicais livres, discutido de forma mais detalhada
no item 5.2. Os resultados obtidos no presente trabalho, relativos a série de 3-
fenilcumarinas, concordam em parte com esta observacio da literatura.
Verificou-se que a substiancia C13, que possul o grupo substituinte 6,7-orto-
diidroxi foi uma das mais efetivas em inibir o metabolismo oxidativo de
neutroéfilos de coelho. Entretanto, a presenca desse grupo substituinte somada a
outro grupo substituinte orto-diidroxi no anel 3-fenilico (C24) levou a
diminuicio do efeito biologico. Além disso, as outras duas 3-fenilcumarinas
(C13a, C24a) que tiveram efeito inibitério maior que o flavonoide poliidroxilado
QUER, possuiam os grupos orto-diidroxi acetilados (formando o grupo
substituinte orto—diacetoxi). Esses resultados sugerem que outros fatores, além
da presenca de grupos substituintes hidroxi livres, estio envolvidos na
atividade inibitoria dessas 3—fenilcumarinas sobre a funcio celular mencionada.
Comparando-se a atividade das 3—fenilcumarinas hidroxiladas com as
respectivas andlogas acetoxiladas, observou—-se que para aquelas substincias
com um ou dois grupos substituintes hidroxi ou acetoxi, a atividade inibitéria
das substancias hidroxiladas sobre a QLIuc™Y foi semelhante a das analogas
acetoxiladas. Entretanto, para a QLIum™Y, a atividade as 3-fenilcumarinas
hidroxiladas foi menor ou igual a das substancias acetoxiladas, dependendo da
posicdo dos grupos substituintes hidroxi ou acetoxi. Para as 3-fenilcumarinas
com trés ou quatro grupos substituintes hidroxi ou acetoxi, a atividade inibitéria

das substancias acetoxiladas foi significantemente maior que a das andlogas

PMN PMN

hidroxiladas, tanto para a QLluc quanto para QLlum
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Em alguns trabalhos da literatura, onde foi feita a comparacido da
atividade biologica de substancias hidroxiladas e acetoxiladas em modelos
experimentais celulares, foi observado que as substancias contendo mais de um
grupo substituinte acetoxi tendem a apresentar atividade bioldégica maior que a
das respectivas analogas hidroxiladas. Por exemplo, Kumar et al. (2005)
descreve que a atividade inibitoria da 7,8-diacetoxi—4—metilcumarina sobre a
expressio de ICAM-1 por células endoteliais, induzida por TNF-«a, foi maior
que a da analoga hidroxilada 7,8-diidroxi—4-metilcumarina. Chen et al. (2001)
relata que a 3,5,7,3",4’-pentaacetoxiflavona (analoga acetoxilada da QUER)
promoveu uma Inibicdo da sintese de prostaglandinas e da producio de oOxido
nitrico por macroéfagos maior que a QUER. Por outro lado, para as cumarinas
monoidroxiladas, como a 7-hidroxicumarina, a mudanca do grupo substituinte
hidroxi para acetoxi parece nio influenciar na inibi¢do do metabolismo oxidativo
de neutréfilos de coelho estimulados por zimosan opsonizado (KABEYA et al.,
2002) e na expressio de ICAM-1 por células endoteliais (KUMAR et al., 2005).

O aumento da atividade bioldgica das substincias tri ou tetraacetoxiladas
em relacdo as analogas hidroxiladas pode ser atribuido, pelo menos em parte,
ao provavel aumento da lipofilicidade promovido pela acetilacio dos grupos
substituintes hidroxi, que tende a ser maior com o aumento do nimero desses
grupos substituintes na molécula, conforme sugerem os resultados preliminares
da analise quantitativa de relacio estrutura—atividade (dados nio apresentados).
Além disso, esse aumento de lipofilicidade pode também contribuir para o

aumento da biodisponibilidade intracelular das substincias acetoxiladas.
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A relacdo direta entre o aumento da lipofilicidade e o aumento da
atividade inibitoria de flavonéides sobre o metabolismo oxidativo de neutrofilos
foi observada por Moreira (2004), Tauber (1984) e Krol et al. (1994). Vuotto et
al. (2003) observou que a esterificacdo da catequina com 4acido propidnico ou
acido valérico levou ao aumento da atividade inibitoria sobre o metabolismo
oxidativo de neutréfilos humanos estimulados por PMA, que foi atribuido a
maior biodisponibilidade intracelular dessas substancias.

Como a maioria das 3-fenilcumarinas contendo um ou dois grupos
substituintes acetoxi teve atividade inibitéria semelhante a das andalogas
hidroxiladas, pode-se sugerir a ocorréncia de hidrolise intracelular do(s)
grupo(s) substituinte(s) acetoxi, mediada por esterases citoplasmaticas dos
neutroéfilos, levando a formacido de produtos hidroxilados. Essa possivel
hidrolise enzimdtica ocorreria conforme proposto para a sonda fluorescente
diacetato de diclorodiidrofluoresceina (DCFH-DA), amplamente utilizada para
medir a producdo intracelular de peroxido de hidrogénio por neutrofilos. Tem
sido sugerido que o DCFH-DA penetra na célula e ¢ desacetilado a
diclorofluoresceina (DCFH) por enzimas citosolicas; assim, a forma hidroxilada
(DCFH) fica retida dentro das células, onde serve de substrato para oxidagio
pelo peréxido de hidrogénio, gerando um produto Intracelular altamente
fluorescente (BASS et al., 1983).

Esta hipotese de hidrolise intracelular é reforcada pela observacio de
que o efeito inibitorio da 3—fenilcumarina acetoxilada C24a sobre o metabolismo
oxidativo dos neutrofilos tendeu a diminuir com o aumento do tempo de pré-—

tratamento dessas células. Provavelmente, ocorre a desacetilacio de C24a,
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formando a substincia hidroxilada C24, que foi significantemente menos ativa
neste modelo experimental. Por outro lado, para a 3-fenilcumarina Cl3a, a
provavel desacetilacio parece nio influenciar na atividade inibitéria, uma vez
que o efeito dessa substidncia mostrou uma tendéncia de se manter com o
aumento do tempo de pré-tratamento das células. Além disso, a intensidade do
efeito inibitério da substancia Cl3a sobre o metabolismo oxidativo de
neutroéfilos fol semelhante ao da sua andloga hidroxilada C13.

A mudanca dos grupos substituintes hidroxi para metoxi, que nio sio
facilmente hidrolisados pelas enzimas dos neutroéfilos, promoveu uma diminui¢io
do efeito inibitério de cumarinas simples (KABEYA et al., 2002) e de
flavonoides (KANASHIRO et al., 2004) sobre o metabolismo oxidativo dessas
células, sugerindo que a forma hidroxilada ¢é responsavel pela atividade
biolégica.

Como parte da investigacio dos mecanismos de acdo das 3-
fenilcumarinas C13, Cl3a e C24a, o efeito inibitério dessas substancias foi
avaliado sobre o metabolismo oxidativo dos neutréfilos estimulados via
receptores de membrana das classes FcyR e/ou CR. De modo geral, observou-
se que a intensidade do efeito inibitorio das trés 3—fenilcumarinas, tanto sobre a
QLIuc™Y quanto sobre a QLIum™Y, tendeu a ser dependente da classe de
receptor de membrana ativado somente nas concentra¢des menores que a Clso.
Resultados semelhantes foram observados por Moreira (2004), para um grupo
de flavonoides. Entretanto, o pequeno nimero de medidas realizado, bem como

PMN

a grande dispersio dos valores de porcentagem de inibicdo da QLluc e da

QLIum™Y observada em algumas das concentracdes das 3-fenilcumarinas
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avaliadas, nio possibilitaram uma andlise mais precisa dos resultados. Portanto,
sdo necessarios experimentos adicionais para a confirmacio desses resultados.

Embora as 3-fenilcumarinas C13, Cl3a e (C24a tenham inibido o
metabolismo oxidativo dos neutrofilos, eles ndo influenciaram na capacidade
fagocitica dessas células, mediada por receptores da classe FcyR. Esse efeito
inibitorio seletivo sobre o metabolismo oxidativo de neutréfilos foi semelhante
ao descrito para a QUER por Oliveira et al. (2002) e Moreira (2004). Entretanto,
impacto biolégico deste padrio de atividade para o hospedeiro ainda precisa ser
investigado, uma vez que a capacidade da célula em digerir microrganismos e
outros antigenos fagocitados pode estar comprometida, devido a inibicdo da
producio de EROs.

De acordo com Nathan (2006), uma estratégia terapéutica interessante
para o controle do processo inflamatério mediado por neutréfilos é a inibi¢do
seletiva e parcial da NADPH oxidase, de tal modo que a atividade microbicida
da célula n3o seja comprometida. Segundo esse autor, a inibicio total do
metabolismo oxidativo levaria a imunossupressio, e o conseqilente aumento da
susceptibilidade do hospedeiro a infeccodes.

Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que as trés 3-
fenilcumarinas mais ativas (C13, C13a, C24a), para as quais alguns possiveis
mecanismos de acdo foram investigados, atuam predominantemente como
moduladores negativos do metabolismo oxidativo dos neutréfilos de coelho
estimulados por ICs. Entretanto, estudos adicionais precisam ser realizados

para um melhor entendimento dos mecanismos de acio dessas substancias.
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Tendo em vista a diversidade de substancias e enzimas produzidas e/ou
liberadas pelos neutrofilos ativados durante um processo inflamatorio (como
EROs, enzimas lizossomais e mediadores pro— e anti—-inflamatérios) e a
complexa rede de funcdes fisiologicas em que esses componentes estdo
inseridos, torna-se dificil predizer o impacto biologico da modulacio seletiva de

apenas uma das funcdes dos neutroéfilos.

5.2. Efeito modulatério das 3—-fenilcumarinas nos modelos experimentais

ndo celulares

As peroxidases de plantas e as de origem animal catalisam a producio de
radicais livres a partir de substratos aromdticos e Inorganicos, 0S quais
exercem importante papel em processos fisioloégicos. Em plantas, os produtos
radicalares estido envolvidos na producido de hormonios de crescimento e de
metabolitos secundérios para a defesa contra microrganismo e insetos, e
também sio essenciais para as reacdoes de cross-linking do processo de
biossintese de suberina e de lignina (TAKAHAMA; YOSHITAMA, 1998; HIRAGA
et al., 2001; VEITCH, 2004). Em mamiferos, esses produtos radicalares
participam de processos de sinalizagdo intracelular e biossintese de
eicosanodides pro-inflamatorios, além de mediar a morte de microrganismos
ingeridos por fagocitos profissionais (BABIOR, 2000; ZHANG et al.,, 2002;
KLEBANOFF, 2005).

Apesar da importancia fisiologica das peroxidases e de seus produtos

radicalares, a sua contribuicio para a lesfo tecidual observada em doencas



158

inflamatorias cronicas, como aterosclerose, asma e artrite reumatoide, tem sido
extensamente relatada (BABIOR, 2000; KLEBANOFF, 2005; OBINGER, 2006).
Dentro desse contexto, uma das estratégias terapéuticas que vém sendo
estudada para a modulacio dessas doencas ¢ a administracio de substincias
fenolicas, que sdo conhecidas capturadoras de radicais livres (MIDDLETON
JUNIOR; KANDASWAMI;, THEOHARIDES, 2000). Entretanto, numerosas
substancias dessa classe podem também atuar como substratos para as
peroxidases, doando hidrogénio para a enzima e levando a formacio de
produtos radicalares, os quais, dependendo da sua estrutura quimica, podem ser
suficientemente reativos para oxidar biomoléculas e contribuir para a
amplificacdo da lesdo em processos inflamatérios (THORPE; KRICKA, 1986;
VISSER et al., 2003; VEITCH, 2004).

Analisando—se o conjunto de resultados relacionados a atividade da série
de 3—fenilcumarinas sobre a reac¢io enzimatica HRP—H,O.—luminol, observou-se
que as substancias contendo o grupo substituinte orto-diidroxi (C13, C23, C24)
foram as inibidoras mais efetivas. As 3-fenilcumarinas acetoxiladas, bem como
as substancias contendo grupos substituintes hidroxi em outras posicoes,
tiveram atividade inibitoria significantemente menor. Além disso, nio foi
observado efeito pré-oxidante estatisticamente significante, dentro das
condicdes experimentais empregadas.

Os estudos de modelagem molecular por docking sugerem que a
interacio mais efetiva entre as 3—fenilcumarinas contendo o grupo substituinte
orto—diidroxi e o grupo heme do sitio ativo da HRP, quando comparada a das

demais substancias avaliadas, pode ser um dos fatores envolvidos na inibi¢cdo da
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QL™". Além disso, os radicais fenoxido resultantes da oxidacio desses grupos
substituintes orto—diidroxi podem ser facilmente estabilizados pela formacdo de
quinonas, que sio quimicamente menos reativas e provavelmente nio oxidam o
luminol, levando a diminuicio da QL™ medida (THORPE; KRICKA, 1986). Esses
mecanismos, somados ao fato de que apenas um grupo orto-diidroxi é
suficiente para capturar os dois elétrons envolvidos no ciclo catalitico da HRP
(HENRIKSEN; SMITH; GAJHEDE, 1999), podem ter contribuido para elevada
inibi¢do da atividade da enzima observada.

A semelhanca entre as caracteristicas estruturais das substancias que
inibiram a atividade da HRP e aquelas que foram capazes de reagir com o
radical livre DPPH sugere também que a reacio das 3-fenilcumarinas com
radicais livres formados pela enzima pode ser um dos mecanismos envolvidos
na inibicdo da QL™".

Takahama e Egashira (1991) relataram que as caracteristicas estruturais
de flavonoides que contribuem para uma maior capacidade doadora de elétrons
para peroxidases s3o semelhantes as descritas por Bors et al. (1990) para a
atividade capturadora de radicais livres: a b5,7-diidroxilacdo no anel A, a
presenc¢a do grupo orto—diidroxi no anel B e a dupla liga¢do entre os carbonos 2
e 3, conjugada com a funcdo 4-oxo. Dentre elas, os resultados do presente
trabalho reforcam a importancia da presenca do grupo substituinte orto-
diidroxi, uma vez que as 3-fenilcumarinas contendo este grupo substituinte
foram tdo efetivas quanto o flavonoide QUER (que possui grupo substituinte
3’,4’-orto-diidroxi no anel B) em inibir a atividade da HRP e em capturar o

radical livre DPPH.
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A reconhecida capacidade das substincias fenoélicas de capturar radicais
livres parece também contribuir para a inibicdo da sintese de prostaglandinas
pela ciclooxigenase, uma vez que essa enzima catalisa a peroxidacido controlada
e estereoespecifica do 4cido araquiddonico, mediada por radicais peroxilicos
(HOULT; MORONEY; PAYA, 1994; HOULT; PAYA, 1996; GARCIA-ARGAEZ et
al., 2000). Assim, a inibicdo da atividade peroxidativa da cicloxigenase pelas
substancias fenélicas pode ser um mecanismo importante para o seu efeito
antiinflamatorio.

Apesar das substancias fenoélicas serem os substratos preferenciais para
a HRP, devido a maior facilidade de doacdo de elétrons, alguns ésteres também
sio metabolizados por essa enzima, tals como o éster etilico do 4cido
formilfenilacético e derivados acetilados do 4cido hidroxamico. Entretanto, a
velocidade de reacio das substancias esterificadas parece ser menor que a de
suas analogas hidroxiladas (KALYNARAMAN; MAHADEVAN; KUMAR, 1975;
CORBETT, M.; CORBETT, B., 1987). Na série de 3-fenilcumarinas estudadas

foi observado que a substincia acetoxilada C24a inibiu a QL™

, porém a
intensidade desse efeito inibitorio foi significantemente menor que o da sua
analoga hidroxilada C24.

Para uma série de 4-metilcumarinas, Raj et al. (1998a) e Kumar et al.
(2005) observaram que as substancias com grupo 7,8-orto—diidroxi foram mais
eficientes que as andlogas acetoxiladas em capturar o radical livre DPPH, mas
tiveram atividades Inibitérias semelhantes sobre a peroxidacdo lipidica

microssomal mediada por radicais livres gerados por reacdes quimicas ou

enzimaticas. A semelhanca de atividade entre as 4—-metilcumarinas hidroxiladas
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e as acetoxiladas foi atribuida a hidrolise dos grupos substituintes acetoxi,
produzindo os derivados hidroxilados, mediada por deacetilases presentes nos
sistemas microssomais, ou por radicais livres iniciadores, como supero6xido ou
peroxil. Esta ultima hip6tese foi confirmada posteriormente por Raj et al.
(1999b), empregando metodologia de radidlise de pulso, usando um radical
derivado da azida como iniciador da reacio.

Além da capacidade de reagir com radicais livres, um dos possiveis
mecanismos de acio descrito para substidncias acetoxiladas é a transferéncia
enzimatica de grupos acetil para alvos celulares (proteinas, enzimas). Por
exemplo, Roth e Majerus (1975) relatam que o mecanismo de acfo da aspirina
sobre plaquetas é mediado por acetilacio de uma determinada fracio protéica n
vitro. Fol relatado também que a transacetilase microssomal de ratos transfere
o grupo acetil da 7,8—diacetoxi—4-metilcumarina para o sitio ativo do citocromo
P-450, levando a inativacio enzimética, e também para a NADPH citocromo c¢
redutase, causando ativacdo enzimatica (RAJ et al., 1999a).

A presenca do grupo substituinte orfo—diidroxi em cumarinas simples,
como a fraxetina (7,8-diidroxi-6-metoxicumarina), a esculetina (6,7-
diidroxicumarina) e a 4-metilesculetina (6,7-diidroxi-4-metilcumarina), tem
sido relacionada ao efeito inibitério dessas substancias sobre a peroxidagio
lipidica e ao efeito quelante de ferro (MARTIN-ARAGON et al., 1996).
Recentemente, a 6,7-diidroxi—3—fenilcumarina foi descrita como inibidora da
peroxidacdo lipidica plasmatica em ratos (TUNALI et al., 2004).

Pode—-se observar que a maior ou menor capacidade de cumarinas

hidroxiladas e acetoxiladas em reagir com radicais livres depende nio s6 do
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nimero e posicido dos grupos substituintes no esqueleto cumarinico, mas
também do modelo experimental utilizado para a avaliacdo da atividade
biologica. Halliwell (1990) relatam que qualquer substancia antioxidante ¢é de
fato um agente redox, capaz de diminuir ou aumentar a producio de radicais
livres, dependendo da sua concentracio, da fonte de radicais livres, da sua

localizacio no meio biologico e das condi¢des gerais do ensaio.

5.3. Consideracdes finais

O conjunto de resultados deste trabalho sugere que a atividade das 3-
fenilcumarinas estudadas sobre as func¢des efetoras de neutrofilos é dependente
de suas estruturas quimicas, e que as propriedades fisico—quimicas envolvidas
na modulacio da atividade biologica nos modelos experimentais celulares e
modelos nio-celulares parecem ser diferentes. No primeiro, a intensidade do
efeito inibitério parece ser mais influenciada pela lipofilicidade das substancias,
enquanto que no segundo, pela capacidade doadora de elétrons.

Uma vez que a lesdo tecidual observada em doencas mediadas por ICs é
causada tanto pela exacerbada ativacio neutrofilica, quanto pela liberacio de
seus produtos toxicos (EROs, peroxidases, proteases) para o meio extracelular,
seria Interessante que uma mesma molécula atuasse efetivamente nos alvos
intra e extracelulares. Para essa finalidade, a substancia ideal precisaria possuir
uma combinacio adequada de propriedades eletronicas e lipofilicas.

Dentro da série de 3-fenilcumarinas estudadas, a substancia C13 parece

possulr esses requisitos, devido a sua elevada atividade inibitoria sobre o
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metabolismo oxidativo dos neutrofilos e sobre a atividade da peroxidase, e ao
elevado efeito capturador de radicais livres. Entretanto, sio necesséarios
estudos adicionais para a confirmacio dessa hipotese, e para o melh

entendimento do mecanismo de acio dessa 3-fenilcumarina. Nesse sentido,
estdo em andamento outros estudos de modelagem molecular, bem como a

analise quantitativa da relacio estrutura—atividade.
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O conjunto de resultados deste trabalho sugere que as atividades
biologicas das 3—fenilcumarinas, avaliadas nos sistemas experimentais celulares
e niao—celulares, foram dependentes de suas estruturas quimicas, sendo que os
requisitos estruturais para a modulacido positiva ou negativa de cada atividade
biologica estudada foram diferentes.

Considerando—se a atividade biologica de inibicdo do metabolismo
oxidativo dos neutrofilos estimulados por ICs, observou-se que, de modo geral,
as 3-fenilcumarinas sem grupos substituintes hidroxi ou acetoxi nio tiveram
efeito inibitorio significante, na maior concentra¢do avaliada (50 umol/L). Por
outro lado, a presenca do grupo substituinte 3’,4’-metilenodioxi e do grupo
substituinte 6,7-orto—diidroxi (C13) ou 6,7-orto-diacetoxi (C13a) na mesma
molécula, ou a presenca do grupo substituinte 6,7,3",4"-tetraacetoxi (C24a),
conferiram as substincias uma atividade inibitéria maior que a QUER sobre a
QLIuc™ e a QLIum™. Para as demais substancias avaliadas, que foram t3o ou
menos ativas que a QUER, a influéncia do numero e da posicdo dos grupos
substituintes hidroxi e acetoxi sobre a intensidade do efeito biologico de
inibicdo da QLIuc™" e foi diferente para a QLIum™,

Para a QLIuc™Y, a presenca de apenas um grupo substituinte hidroxi ou
acetoxi na molécula, em C-6 (C18, C18a) ou C-7 (C1l1, Clla), levou a uma
atividade 1nibitéria significantemente menor que a QUER. Por outro lado, as
substancias 6-hidroxiladas que possuiam grupo substituinte hidroxi ou 34—
metilenodioxi no anel 3-fenilico (C6, C19, C20, C25), bem como suas

respectivas analogas acetoxiladas (C6a, C19a, C20a, C25a), e as substancias



166

com o grupo substituinte 3’,4’-orto-diidroxi (C23 e C24), foram tdo ativas
quanto a QUER em inibir a QLIuc™",

Para a QLIum™Y, as 3-fenilcumarinas com grupo substituinte 6,2-
diidroxi (C25) ou 6,3",4’—triidroxi (C23), bem como as analogas acetoxiladas
dessas substancias (C25a, C23a), foram tdo ativas quanto a QUER. As demais 3—
fenilcumarinas avaliadas foram significantemente menos ativas que a QUER em
inibir a QLlum™™.

A acetilacdio do grupo substituinte 3’,4’-orto-diidroxi (C23 e C24)
promoveu aumento da atividade inibitéria sobre o metabolismo oxidativo dos
neutroéfilos estimulados por ICs, sugerindo que a lipofilicidade do composto é
relevante para esta atividade biologica. Entretanto, para a modulacio da
atividade de peroxidases (HRP) isoladas e a captura de radicais livres (DPPH),
o numero de grupos substituintes hidroxi parece ser a caracteristica estrutural

determinante para uma maior atividade, sugerindo a importancia de fatores

eletronicos.
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