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RESUMO

FORMAGCAO DE PRODUTOS PROTEICOS DE OXIDACAO AVANCADA A
PARTIR DA REACAO DE FENTON E COLAGENO: EFEITOS SOBRE
PROCESSOS INFLAMATORIOS EM NEUTROFILOS E CELULAS RENAIS
EMBRIONARIAS

AUTOR: Guilherme Vargas Bochi
ORIENTADOR: Prof. Dr. Rafael Noal Moresco

Os produtos proteicos de oxidacdo avancada (AOPPs) sdo uma nova classe de compostos formados
em consequéncia do estresse oxidativo e considerados biomarcadores Uteis na deteccdo de dano
oxidativo proteico. No entanto, o papel desses produtos ndo se limita apenas a refletir o grau oxidativo
de proteinas, mas também podem participar de forma ativa no processo inflamatério, promovendo
diferentes perturbacdes celulares, incluindo a indugdo de apoptose e alteragdes nos processos de
proliferacdo e diferenciagdo celular. O principal mecanismo de formacdo dos AOPPs € através do
acido hipocloroso (HOCI) produzido pela enzima mieloperoxidase (MPO), sendo a albumina, a
principal fonte proteica para a formacéo desses produtos. No entanto, a via MPO/HOCI parece néo ser
a Unica responsavel pela formacao de AOPPs, e uma série de estudos indicam que ha vias alternativas
que podem contribuir para formagdo de AOPPs. Outro fator importante, que também ndo esta
totalmente esclarecido, é se a albumina € a Unica proteina suscetivel a formagdo dos AOPPs, uma vez
que a composicdo molecular desses produtos ainda ndo estd totalmente definida. Além dessas
questdes, é de interesse avaliar se 0s AOPPs formados por outra via mantém as caracteristicas pro-
infamatorias e pré-apoptéticas dos AOPPs originados pela via MPO/HOCI. Assim, o presente estudo
teve como objetivo investigar se a reacdo de Fenton, importante geradora de radicais hidroxilas (OH"),
é uma potencial via de formacdo de AOPPs, bem como se o colageno, principal proteina da matriz
extracelular, é uma proteina suscetivel a formacdo desses produtos. Em um primeiro momento, foi
demonstrado que a reacdo de Fenton induziu a formacdo de AOPPs e esse processo foi inibido por
agentes antioxidantes, como N-acetilcisteina (NAC) e frutose-1,6-bisfosfato (FBP). Além disso, 0s
AOPPs gerados atravées da reacdo de Fenton induziram um aumento da transcricdo génica de agentes
envolvidos no processo inflamatorio, incluindo o fator de transcri¢ao kB (NF-«kB), a cicloxigenase-2
(COX-2) e a interleucina-6 (IL-6), em células renais embrionarias (HEK 293) através de ensaio de
transfeccdo celular e atividade da Luciferase. Outro importante achado deste estudo foi demonstrar
que o colageno exposto ao HOCI também é uma fonte proteica para a formacdo de AOPPs. Os AOPPs
formados a partir do coladgeno estimularam a producéo de oxidantes, como o HOCI e radical anion
superdxido (O,"), e de agentes inflamatérios, como 6xido nitrico (NO) e AOPPs, em neutrofilos
humanos isolados. Além disso, os AOPPs derivados do colageno induziram uma diminuicdo da
viabilidade celular e um aumento do processo apoptético nessas células. Por fim, o alfa-tocoferol
inibiu a liberacdo de oxidantes, preveniu a diminuicdo da viabilidade celular e 0 aumento do processo
apoptético, sugerindo que esse composto pode ser uma potencial ferramenta terapéutica para prevenir
os efeitos deletérios promovidos pelos AOPPs. Do mesmo modo, esses achados indicam que 0s
AOPPs podem ser formados por vias alternativas, e esses novos produtos podem contribuir na
fisiopatogénese de diversas condices clinicas relacionadas com o acimulo de AOPPs.

Palavras-chave: Albumina. Colageno. Inflamagdo. Oxidacdo Proteica. Reacdo de Fenton.



ABSTRACT

ADVANCED OXIDATION PROTEIN PRODUCTS FORMATION THROUGH THE
FENTON REACTION AND COLLAGEN: EFFECTS ON INFLAMMATORY
PROCESSES IN NEUTROPHILS AND EMBRYONIC KIDNEY CELLS

AUTHOR: Guilherme Vargas Bochi
ADVISOR: Prof. Dr. Rafael Noal Moresco

The advanced oxidation protein products (AOPPs) are a new class of compounds identified as markers
of oxidative damage to proteins. The physiology role of these products is not limited to assess the
oxidative stress, and these products may actively participate in the inflammatory process, promoting
different cell disorders, including induction of apoptosis and alterations in the processes of cell
proliferation and differentiation. Myeloperoxidase (MPO)-derived hypochlorous acid (HOCI)
produced by activated neutrophils contribute significantly to AOPP formation, and human serum
albumin (HSA) is considered the main protein responsible for the generation of AOPPs However, the
molecular composition of AOPPs is unclear. Additional pathways and protein targets for AOPP
formation are largely unknown. The aim of this study was to induce the formation of AOPPs in vitro
through Fenton reaction and to investigate whether this generation could be counteracted by N-
acetylcysteine (NAC) and fructose-1,6-bisphosphate (FBP). In addition, this study aimed to examine
whether AOPPs produced by Fenton reaction may induce the activation of the gene transcription of
inflammatory molecules, including the nuclear factor-xB (NF-kB), cyclooxygenase-2 (COX-2) and
interleukin-6 (IL-6) in human embryonic kidney cells (HEK 293). Additionally, it was investigated the
collagen as a potential source of AOPPs via its exposure to HOCI. The HOCI-modified collagen
stimulated the production of oxidants, such as HOCI and superoxide anion radical (O,”), and pro-
inflammatory agents, such as nitric oxide (NO) and AOPPs in human neutrophil. Furthermore, HOCI-
modified collagen induced a decrease in cell viability and an increase of apoptosis in these cells.
Finally, alpha-tocopherol inhibited the release of oxidants, decreased cell viability and apoptosis,
suggesting a therapeutic potential means to prevent deleterious effects caused by AOPPs. Furthermore,
these findings indicate that alternative pathways can form AOPPs, and these new products may
contribute to the pathogenesis of several clinical conditions related to the accumulation of AOPPs.

Keywords: Albumin. Collagen. Inflammation. Protein oxidation. Fenton Reaction.
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1 APRESENTACAO

Esta Tese de Doutorado segue as recomendacgdes do Manual de Dissertagcdes e Teses
(MDT) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) do ano de 2015. Esta Tese
compreende trés estudos que investigaram a reacdo de Fenton e o coldgeno como novas vias
de formagéo de produtos proteicos de oxidagdo avancada (AOPPs). Os dois primeiros estudos
avaliaram a hipdtese da reacdo de Fenton como uma nova via de formacdo de AOPPS e se
esses novos produtos mantém a acao pré-inflamatéria em um modelo celular renal, sendo que
0s resultados obtidos geraram dois artigos cientificos publicados no periddico Inflammation
(ARTIGOS CIENTIFICOS 1 e II). O terceiro estudo que compde esta Tese investigou o
colageno como uma nova fonte proteica de AOPPs, bem como seus efeitos sobre ativacdo de
neutrofilos humanos isolados, e os resultados obtidos geraram um artigo cientifico publicado
no periddico Inflammation (ARTIGO CIENTIFICO Ill). As seces MATERIAIS E
METODOS, RESULTADOS e DISCUSSAO encontram-se nos ARTIGOS CIENTIFICOS
I, 1l e Ill, os quais representam a integra deste estudo. Os itens DISCUSSAO e
CONCLUSOES, encontrados no final desta tese, apresentam interpretacdes e comentarios
gerais sobre os artigos cientificos contidos neste trabalho. As REFERENCIAS
BIBLIOGRAFICAS referem-se somente as citages que aparecem nos itens
INTRODUCAO, DISCUSSAO e CONCLUSOES desta tese, uma vez que as referéncias

utilizadas para a elaboracéo dos artigos e manuscrito estdo mencionadas nos mesmos.
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2 INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas, o papel dos radicais livres em processos fisiopatoldgicos
relacionados ao estresse oxidativo e a inflamacdo tem sido intensamente investigado
(ROBERTS et al., 2010). Os radicais livres podem ser descritos como moléculas altamente
reativas que contém um ou mais elétrons desemparelhados em sua Gltima camada eletrénica
(VALKO et al., 2007). Essas moléculas reativas sdo geralmente instaveis e se originam a
partir do oxigénio, nitrogénio ou enxofre (PANASENKO et al., 2013). Quando a geragéo de
radicais livres excede a capacidade antioxidante do organismo, ocorre um desequilibrio no
estado redox celular, promovendo o estresse oxidativo e o dano oxidativo posterior
(HALLIWELL, 2006).

As proteinas sdo os principais alvos do dano oxidativo devido sua alta concentragdo
nos tecidos e sua habilidade de neutralizarem algumas espécies reativas (DAVIES, 2005).
Reac0Oes de oxidacao proteica induzem modificacdes nos residuos de aminoacidos, alterando a
estrutura e funcdo da proteina (BACHI et al., 2013). O acumulo de produtos de proteinas
oxidadas é um fendmeno caracteristico de processos fisiologicos e patoldgicos, incluindo o
envelhecimento e doencgas crénicas (BARAIBAR et al., 2012). Himmelfarb e MacMonagle
(2001) demonstraram em pacientes urémicos que a albumina plasmatica € o principal alvo
proteico de espécies reativas no plasma. Outra importante proteina suscetivel a modificacéo
oxidativa é o colageno, componente majoritario da matriz extracelular (NOWOTNY et al.,
2014). As proteinas modificadas por oxidantes ndo servem apenas como marcadores sensiveis
do estresse oxidativo, mas, em algumas situacdes, também podem participar de forma ativa no
processo inflamatério, promovendo diferentes perturbacées celulares (GALLI, 2007). Entéo, a
oxidacao dessas macromoléculas bioldgicas esta associada a patogénese e progressdo de uma
série de desordens crénicas, incluindo diabetes mellitus, aterosclerose, sindrome metabdlica,
doenca renal crénica (DRC), entre outras (COLOMBO et al., 2012). Associado ao estresse
oxidativo, a inflamacdo também e um fator de fundamental importdncia na génese e
progressao dessas condicbes patoldgicas.

Em 1996 foi descrito um novo marcador do estresse oxidativo proteico em pacientes
com DRC, o qual foi denominado produtos proteicos de oxidacdo avancada (AOPPs). Os
AOPPs sdo considerados uma familia heterogénea de compostos modificados estruturalmente,
provenientes do estresse oxidativo, principalmente a partir da acdo do &cido hipocloroso
(HOCI) sintetizado pela mieloperoxidase (MPO) (WITKO-SARSAT et al., 1996). Em

algumas situacdes clinicas nas quais ha um quadro inflamatério envolvido, essa enzima pode
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estar constantemente ativa, levando a um aumento da producdo de HOCI e ao acimulo de
AOPPs. A formacdo in vitro deste biomarcador é possivel através da exposicdo da albumina
ao HOCI (WITKO-SARSAT et al., 1996; BOCHI et al., 2012). Uma caracteristica importante
dos AOPPs é o fato que além de serem marcadores do processo oxidativo proteico, também
atuam como mediadores do processo inflamatério, ativando células inflamatdrias, como
monaocitos e neutréfilos (WITKO-SARSAT et al.,, 2003). Desse modo, os AOPPs
diferenciam-se dos demais marcadores usualmente mensurados com a finalidade de refletir o
estresse oxidativo, uma vez que podem desempenhar papéis importantes na fisiopatogénese
de diferentes doencas (WITKO-SARSAT et al., 2003).

A compreensdo do mecanismo de ac¢do, bem como das vias de formacdo dos AOPPs, é
de suma relevancia. Tem sido demonstrado que a via MPO-HOCI néo é a Unica via capaz de
formar os AOPPs (CAPEILLERE-BLANDIN et al., 2006). Assim, é possivel sugerir que 0s
AOPPs podem ser formados por outras vias, envolvendo oxidantes que ndo apenas o HOCI,
que podem contribuir para a manutencdo dos altos niveis desse mediador nas diferentes
desordens clinicas. Nesse contexto, a reacdo de Fenton, importante fonte de radical hidroxila
(OH’) tanto in vitro quanto in vivo, parece ser uma potencial via na formacdo de AOPPs.
Outro importante fator que deve ser investigado é se a albumina é a Unica proteina alvo para
formacdo destes produtos. Estudos recentes indicam que o fibrinogénio também parece ser
uma molécula chave na formacdo de AOPPs (SELMECI et al., 2006; COLOMBO et al.,
2015; TORBITZ et al., 2015). Esses achados tornam possivel a hipdtese que outras proteinas
podem estar relacionadas a formacdo desses mediadores. Considerando a importancia
tecidual, a susceptibilidade a oxidacdo, bem como a alta concentracdo nos tecidos, o colageno
pode ser um possivel alvo proteico a servir de fonte para a formagdo de AOPPs. Além disso,
é de grande aplicabilidade clinica a avaliacdo de possiveis compostos que possam inibir a

sintese e, consequentemente, os efeitos desencadeados pelos AOPPs.

2.1 ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo é caracterizado pelo desequilibrio entre a producédo de radicais
livres e a capacidade de defesa do organismo contra essas espécies, levando a um progressivo
dano oxidativo (VALKO et al., 2007). Os radicais livres sdo todas as espécies quimicas que
possuem um ou mais elétrons desemparelhados em sua ultima camada eletronica, conferindo
um alto poder de reatividade a essas espécies (HALLIWELL, 2006). Os radicais livres sao

produzidos de forma continua em concentracdes fisiologicas pelo metabolismo celular. Estas
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espécies reativas desempenham um importante papel fisiolégico quando produzidos em
baixas concentracdes, participando em diversas respostas celulares, tais como na resposta a
agentes infecciosos e na sinalizacao celular (VALKO et al., 2006). Nesse contexto, tem sido
proposto que pequenas concentracdes de espécies reativas produzidas no interior da célula,
particularmente no espago intramitocondrial, pode estimular respostas benéficas no cenario de
estresse induzido pelo envelhecimento (HEKIMI et al., 2011). Além disso, muitas
modificacGes oxidativas reversiveis induzidas por baixas concentracdes de radicais livres
desempenham um papel critico na regulacdo das funcGes celulares, incluindo mecanismos
subjacentes a proliferacdo e sobrevivéncia celular (TRACHOOTHAM et al., 2008). No
entanto, sob condic¢des inflamatdrias e tambem em situagdo de desequilibrio entre a formacao
e a remocado de radicais livres, decorrentes da diminuicdo dos antioxidantes enddgenos, ou
ainda, do aumento da geracdo de espécies oxidantes, € gerado um estado pro-oxidante
caracteristico do estresse oxidativo (VALKO et al., 2007). Esse estado oxidativo pode resultar
em prejuizo dos mecanismos celulares normais, podendo comprometer a viabilidade celular
(KOSKENKORVA-FRANK et al., 2013).

Os radicais livres endogenos, produzidos in vivo, podem ser categorizados em
primarios, secundarios e terciarios (PANASENKO et al., 2013). Os radicais primarios, como
exemplo o radical anion superoéxido (O;"), sdo formados através de reacbes enzimaticas e sao
fundamentais no funcionamento normal das células. Entre os radicais secundarios, incluem-se
0 OH’ e radicais lipidicos, e esses tendem a aumentar através de reacfes ndo enzimaticas que
envolvem precursores moleculares como o peréxido de hidrogénio (H,0,) e hidroperoxidos
lipidicos. De maneira geral, as espécies secundérias estdo frequentemente envolvidas com
atividades citotoxicas (PANASENKO et al., 2013). Uma reacdo de grande importancia na
geracdo de OH’ que envolve o H,O, como precursor é a reacdo de Fenton (HALLIWELL
etal., 1992). Nessa reacdo ocorre reducdo do H,O, na presenca de um metal de transicao,
como o ferro 11 (Fe**), conforme a equagdo demonstrada abaixo:

Fe’* +H,0, - +OH +OH

Outra molécula precursora importante na formacao de radicais secundarios € o HOCI.
Devido sua alta reatividade, interage prontamente com outras espécies reativas para formar
radicais livres altamente deletérios (NORDBERG e ARNER, 2001). O OH" também pode ser
formado através do HOCI como molécula precursora (CANDEIAS et al., 1994), conforme a
reacdo demonstrada abaixo:

HOCI + O, —0OH +0,+Cl”
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As espécies tercidrias resultam da intercepcdo, principalmente das espécies
secundarias, com moléculas antioxidantes (PANASENKO et al., 2013).

Os principais e mais reativos radicais livres sdo representados pelas espécies reativas
de oxigénio (EROs), espécies reativas de nitrogénio (ERNS) e espécies reativas de enxofre
(EREs). Exemplos de EROs e ERNs incluem os O,", OH’, peroxil (ROQ), alcoxil (RO,
hidroperoxil (HO,), radical 6xido nitrico (NO") e di6xido de nitrogénio (NOO,"). As ERESs sdo
facilmente originadas através da reacdo entre EROs e compostos tidis (-SH). Além dessas,
existem espécies reativas ndo radicalares, incluindo o H,O,, HOCI, &cido hipobromoso
(HOBt) e peroxinitrito (ONOQO’) (PHAM-HUY et al., 2008).

A atividade de algumas enzimas, incluindo a xantina oxido-redutase, ciclooxigenase
(COX), lipoxigenase, nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase,
citocromo P450 e peroxidases podem gerar grandes concentracGes de O,” (NORDBERG;
ARNER, 2001). Esse radical é considerado pouco reativo, porém é rapidamente convertido a
outras espécies reativas. Em circunstancias especificas como a inflamacdo, as células
produzem O, e NO’, que inicialmente reagem entre si para gerar um potente oxidante, o
ONOO™ (MONCADA; BOLANOS, 2006). O NO" é gerado nos tecidos a partir da L-arginina
pela acdo de trés isoformas descritas da enzima oxido nitrico sintase (NOS). Sob condicdes
fisiologicas, o NO" é produzido em concentragdes nanomolares, principalmente pelas
isoformas endotelial (eNOS) e neuronal (nNOS), para exercer funcdes regulatorias.
Entretanto, algumas células do sistema imunologico, incluindo macrofagos, mondcitos e
neutréfilos, produzem e respondem ao NO® quando estimuladas, uma vez que vias de
sinalizagdes envolvidas no processo inflamatorio induzem o aumento da expressdo da
isoforma induzivel da NOS (iNOS) (BOGDAN, 2001). Muitos dos efeitos toxicos atribuidos
ao NO’ sdo de fato mediados pelo ONOO'. Esse importante oxidante e agente nitrificante é
muito mais reativo quando comparado ao NO' e pode causar fragmentacdo do acido
desoxirribonucleico (DNA), oxidacgéo do colesterol de baixa densidade (LDL-colesterol), bem
como hidroxilacdo e nitracdo de tirosina para resultar em 3-nitrotirosina (AMIR ASLANI;
GHOBADI, 2016).

O 0O, também serve de substrato para formacdo de H,O,. Essa espécie é um
metabdlito do oxigénio extremamente deletério, sendo responsavel pela sintese de OH". O
H,O, é relativamente estavel e capaz de atravessar membranas lipidicas, sendo altamente
toxico para as células, podendo ser gerado através da atividade da superdxido dismutase

(SOD) que reduz 0 O, resultando em H,0, e O, Além da SOD, outras enzimas também sdo
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fontes de H,0,, incluindo a glicolato oxidase, aminoacido oxidase e urato oxidase (BATTIN;
BRUMAGHIM, 2009).

Contudo, dentre as EROs, 0 OH’ é a mais reativa em sistemas bioldgicos (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997). A principal via de geracdo do OH’ ¢ através da reacdo de Fenton. Essa
reacdo € uma importante fonte de OH’ tanto in vitro quanto in vivo. Considerando a curta
meia vida do OH" (10° segundos) esse radical interage instantemente apds sua geracao
(BATTIN; BRUMAGHIM, 2009). O H,0, também ¢ importante na geracdo de HOCI pela
enzima MPO (NORDBERG; ARNER, 2001). A MPO faz parte de uma familia de heme
peroxidase, na qual incluem-se ainda mais trés principais enzimas: peroxidase de eosinofilos,
lactoperoxidase e tireoperoxidase. A MPO ¢ a principal enzima encontrada em granulos
azurdfilos de neutrdfilos, correspondendo de 2 a 5% do total proteico celular (CHANG et al.,
2011). Essa enzima é tambem encontrada, em menores concentragdes, em lisossomos de
mondcitos, e sua expressao é gradualmente diminuida no decorrer da diferenciacdo dessas
células em macrofagos (PANASENKO et al., 2013). Durante a estimulacdo de leucdcitos,
especialmente neutréfilos, aproximadamente 20 a 70% do H,O, é utilizado na geracdo de
HOCI (SOKOLOQV et al., 2015). Algumas das principais reacdes envolvidas na geracdo de

oxidantes sdo ilustradas na Figura 1.

Figura 1 - Vias envolvidas na geracdo de espécies reativas em situacOes fisiologicas e
patoldgicas
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Fonte: Adaptado de Koskenkorva-Frank et al., 2013. Complexo I, nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH)
desidrogenase; Complexo Ill, ubiquinol-citocromo ¢ redutase; iINOS, o6xido nitrico sintase induzivel, MPO,
mieloperoxidase; NOX, nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase; SOD, superdxido
dismutase; XO, xantina oxidase.
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Os antioxidantes séo definidos como quaisquer substancias que retardem ou previnam
o dano oxidativo a uma molécula (HALLIWELL, 2006). As defesas antioxidantes inerentes a
uma célula para manter a homeostase redox incluem defesas enzimaticas e ndo enzimaticas.
As principais defesas enzimaticas de que uma célula dispde sdo glutationa peroxidase (GPx),
catalase (CAT) e SOD. Essa ultima, é considerada um dos mais efetivos antioxidantes
enzimaticos intracelulares, pois catalisa a dismutacdo do O, em oxigénio molecular e em
H.0,. Diferentes isoformas da SOD sdo encontradas nos compartimentos celulares: SOD1
(CuznSOD) é encontrada no citoplasma, no interior da mitocéndria, no nucleo e nos
lisossomos, enquanto a SOD2 (MnSOD) e SOD3 séo encontradas na mitocondria e na matriz
extracelular, respectivamente (FARACI; DIDION, 2004). Contudo, o H,O, deve ser
convertido a produtos menos citotoxicos por enzimas como CAT e/ou peroxidases. A CAT
presente nos peroxissomos é muito eficiente na conversdao do H,O, em H,O e em oxigénio
molecular, sendo capaz de capturar aproximadamente 6 milhdes de moléculas de H,O, por
minuto (VALKO et al., 2006). A GPx também catalisa a reducdo do H,O, e peroxidos
organicos para seus correspondentes alcoois a custa da oxidacdo de uma molécula de
glutationa reduzida (GSH) (BRIGELIUS-FLOHE, 2006). Além do sistema de defesa
antioxidante enzimético, as defesas antioxidantes ndo-enziméticas sdo de fundamental
importancia para as células. Algumas defesas ndo enzimaticas sdo constituidas pelas
vitaminas C e E, B-caroteno e antioxidantes tiélicos como a GSH e o sistema tioredoxina
(VALKO et al., 2007). O sistema tioredoxina, aliado a GSH, desempenha um papel
importante na reducdo de proteinas oxidadas contendo grupos SH (BOURDON; BLACHE,
2001).

A vitamina E, desde que foi descoberta como um importante antioxidante lipofilico de
ocorréncia natural, é reconhecida por possuir muitas funcées bioldgicas o que justifica seu uso
na prevencdo e no tratamento de uma série de condi¢Ges envolvidas com o processo
inflamatorio, incluindo doencas neurodegenerativas, aterosclerose e doengas cardiovasculares
(VARGA et al., 2008). A vitamina E representa uma familia de compostos classificados em
dois grupos: tocoferdis e tocotriendis. Essa familia compreende oito diferentes isoformas,
sendo quatro analogos tocoferois (alfa, beta, gama e delta) e quatro analogos tocotriendis
(alfa, beta, gama e delta). Os tocoferdis sdo as formas saturadas de vitamina E, enquanto os
tocotriendis correspondem as formas insaturadas. Embora todos os tocoferdis e tocotriendis
sejam potentes antioxidantes, o alfa-tocoferol é a isoforma mais estudada em situacdes
patoldgicas relacionadas aos processos oxidativo e inflamatorio (AHSAN et al., 2014). A

respeito de sua atividade antioxidante, alguns estudos demonstraram que o alfa-tocoferol
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neutraliza a formacdo de ROO’ e suas subsequentes reacdes em cadeia (TRABER e
ATKINSON, 2007), bem como inibe a oxidacdo do LDL-colesterol induzida pelo OH’
(KONTUSH et al., 1996). Além de desempenhar um papel direto na captura de espécies
reativas (PACKER et al., 2002), o alfa-tocoferol também pode exercer um papel antioxidante
através do controle da geracdo de oxidantes provenientes da ativacdo de células inflamatorias,
como mondcitos e neutrofilos (CHAN et al., 2001). Esse papel regulador desempenhado pelo
alfa-tocoferol parece envolver a inibicdo da proteina quinase C (PKC) e através desse
mecanismo esse composto foi capaz de inibir a agregacdo plaquetéria, a producdo de NO' em
células endoteliais e, por fim, a geracdo de O, em macrdfagos e neutréfilos (AZZI et al.,
2002).

A GSH é um tripeptideo, formado por &cido glutamico, glicina e cisteina, que
desempenha um importante papel na manutencao do balango redox intracelular (HADDAD &
HARB et al., 2005). Essa molécula antioxidante esta presente na maioria das células, podendo
estar livre ou ligada a proteinas, sendo considerado o grupamento -SH mais abundante no
meio intracelular (ARTEEL,; SIES, 2001). A N-acetilcisteina (NAC) € um composto exogeno
que atua como precursor direto da sintese de GSH (SATANGELO, 2003). Na pratica clinica,
a NAC é amplamente utilizada devido a suas caracteristicas mucoliticas e detoxificantes na
intoxicagdo por paracetamol (SANTUS et al., 2014). Além disso, esse composto é também
reconhecido por ser um potente antioxidante e essa a¢do pode ser resultado de sua capacidade
de captura direta de OH" e O, (ATKURI, et al., 2007). Outro exemplo de molécula com
propriedades antioxidantes inclui a frutose-1,6-bisfosfato (FBP), um metabdlito endégeno da
via glicolitica. A atividade antioxidante e citoprotetora da FBP tem sido documentada em
varias desordens relacionadas com o estresse oxidativo, incluindo choque séptico (SANTOS
et al., 2012), lesdo hepética promovida por isquemia (MORESCO et al., 2004), complicacdes
diabéticas (XU et al., 2010) e lesdo induzida pela hipotermia (GAMEZ et al., 2008). A FBP
reduz a formacdo de EROs e a ativacdo de neutrofilos (SOLA et al., 2003), além de reduzir a
proliferacdo de linfocitos T (NUNES et al., 2003).

Importantes consequéncias do estresse oxidativo sdo as alteracdes oxidativas a todos
os tipos de biomoléculas presentes no organismo, incluindo proteinas, carboidratos, lipidios,
bem como &cidos nucleicos (HOHN et al., 2014). Essa oxidagdo pode resultar em alteracoes
estruturais e perda da funcdo dessas biomoléculas. O dano oxidativo aos carboidratos podem
resultar em alteracdo funcional de qualquer receptor celular, como aqueles envolvidos nas
respostas hormonais e na neurotransmissdo, na atividade de interleucinas e na formacédo de
prostaglandinas (ASLANI; GHOBADI, 2016). Os acidos nucleicos, especialmente 0 DNA,
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também s&o suscetiveis ao dano oxidativo. As modificagcGes oxidativas que afetam a estrutura
e a funcdo do DNA incluem alteracdes de bases nitrogenadas, clivagem simples e duplas,
assim como formacéo de ligacdes cruzadas (DIZDAROGLU, 2012). Nos lipidios, as ligacGes
insaturadas sdo também altamente suscetiveis ao dano por espécies reativas. A peroxidacao
lipidica pode levar ao dano na membrana celular, que inicialmente modifica a fluidez,
permeabilidade, as propriedades de transporte e ancoragem de proteinas (VICTOR et al.,
2004). No entanto, as proteinas sdo consideradas o principal alvo para o dano oxidativo, uma
vez que essas sao componentes preponderantes nos sistemas bioldgicos e podem neutralizar
de 50 a 75% dos radicais livres (DAVIES, 2005). O dano oxidativo proteico pode prejudicar o
funcionamento de receptores, transportadores e enzimas, afetando processos celulares
essenciais. Além disso, proteinas oxidadas podem ser identificadas como moléculas estranhas,

podendo atuar como antigenos e estimular a formagéo de anticorpos (HOHN et al., 2014).

2.2 MODIFICACOES OXIDATIVAS EM PROTEINAS

As modificacGes oxidativas de proteinas sdo alteragcdes covalentes que podem ocorrer
na cadeia principal e/ou nas cadeias laterais de residuos de amino&cidos. Essas alteragbes
podem ser induzidas diretamente pelas espécies reativas ou indiretamente atraves de reacfes
com produtos secundarios do estresse oxidativo. Espécies reativas ndo radicalares reagem
lentamente com a cadeia principal da proteina, causando pequenos danos nessa posicdo
(DAVIES, 2005). Em contrapartida, espécies radicalares reagem rapidamente com a cadeia
principal da proteina, ocorrendo primariamente abstracdo de 4&tomo de hidrogénio no carbono
alfa da cadeia e reacdo com oxigénio molecular para dar origem ao ROO" (HOHN et al.,
2014).

As EROs sdo capazes de modificar aminoacidos, peptideos e proteinas de diferentes
maneiras, envolvendo reacfes que incluem abstracdo de &tomo de hidrogénio, reacbes de
substituicdo (eliminacdo ou adicdo de uma molécula), além de reacGes de rearranjo,
fragmentacdo e dimerizagdo (HOHN et al., 2014). Essas modificacdes oxidativas podem ser
reversiveis ou irreversiveis (STADTMAN; LEVINE, 2000). Modificacbes proteicas
reversiveis sdo processos cruciais a fim de proteger as células contra danos irreversiveis e
também podem fazer parte do funcionamento celular normal (COLOMBO et al., 2012). Por
outro lado, modificagdes proteicas irreversiveis sdo geralmente associadas com a perda
permanente de funcdo da proteina (KAWAKAMI et al., 2006). Um exemplo tipico de

modificacdo reversivel é a oxidacdo dos grupos -SH, produzindo acido sulfénico e S-
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nitrotiois, 0s quais sdo processos comuns na regulacao de processos celulares (CABALLAL
et al., 2003). Uma modificacéo irreversivel, nesse contexto, é a formacao de acido sulfénico
(SOsH), ocasionando perda de funcédo e subsequente degradacdo da proteina (HOHN et al.,
2014). Outros intermediarios da oxidacdo proteica incluem modificacdo do residuo de
metionina a metionina sulféxido (MetO), a oxidacdo de tirosina pelo HOCI ou HOBr a
derivados halogenados ou pelo ONOO" a nitrotirosina (DALLE-DONNE et al., 2005).

Uma vez que existem muitos mecanismos para inducdo de oxidacdo proteica e que
todos os residuos de aminoacidos sdo, teoricamente, suscetiveis a alteracdo oxidativa, ha
numerosos tipos diferentes de modificagdes proteicas. No entanto, para alguns oxidantes, o
dano oxidativo é limitado e especifico a certos residuos de aminoacidos, enquanto para outras
espécies oxidantes, como o OH’, o dano é considerado generalizado e promove modificacdes
ndo especificas (STADTMAN; LEVINE, 2000). Além disso, muitos outros fatores
determinam o grau de oxidacdo proteica, incluindo a localizacdo da proteina, a estrutura
proteica, bem como a concentracdo de oxidantes e antioxidantes (HOHN et al., 2014). A
susceptibilidade a modificacBes oxidativas difere entre os aminoacidos, sendo que 0s residuos
de cisteina, metionina e leucina, bem como, aminoacidos aromaticos como triptofano, tirosina
e fenilalanina sdo os mais vulneraveis (HOHN et al., 2014). Particularmente, os residuos de
aminoacidos mais propensos a oxidacdo sdo os de cisteina e metionina, ambos contendo
atomos de enxofre (SHAROV et al.,, 1999). Todas espécies oxidantes podem induzir
alteracdes nesses residuos de aminoacidos. Em relacdo a cisteina, o principal produto
derivado da sua oxidacdo ¢é a formacao de pontes dissulfeto, sendo que essas podem ser intra
ou intermoleculares (WARDMAN; VON SONNTAG, 1995). Consequéncias funcionais da
perda de -SH incluem o mal dobramento da proteina, inativacdo catalitica e diminuigdo da
capacidade antioxidante (SOHAL, 2002).

Em questdo do aminodcido metionina, o principal produto ¢ a metionina sulfoxido
(SHAROQV et al., 1999). Outros residuos de aminoacidos podem requerer condi¢des mais
rigorosas de estresse oxidativo. A oxidacgdo da leucina, como exemplo, resulta na formacao de
hidroxileucina, enquanto a oxidacdo da histidina leva a formacéo de 2-oxhistidina, aspartato e
asparagina. A oxidacdo do triptofano forma N-formilquinurenina, quinurenina,
hidroxitriptofano, entre outros. A reacdo entre tirosina e varios oxidantes origina o radical
tirosil. Um caminho possivel desse radical tirosil é a dimerizacdo e a formacdo de ditirosina
(DEAN et al., 1997), o que pode levar a ligacdes cruzadas intra e intermoleculares de tirosina.
Além disso, a oxidacdo da tirosina resulta em muitos outros produtos, incluindo

3,4-diidrofenilalanina e 3-clorotirosina atraves de reacGes com oxidantes clorados, e
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3-nitrotirosina, que é induzido por espécies nitrogenadas (HAWKINS e DAVIES, 2001). A
fenilalanina também é suscetivel a modificacdes resultando em orto- ou meta-tirosina e
nitrofenilalanina (DEAN et al., 1997).

Outra modificagdo importante, particularmente nos residuos de prolina, arginina,
treonina e lisina, é a formacdo de derivados carbonilicos (HAWKINS; DAVIES, 2001). A
formacdo de grupos carbonilicos € uma modificacdo pouco especifica, pois envolve a
oxidacdo de diferentes residuos de aminoacidos. No entanto, € uma das modificacdes
oxidativas que mais ocorre quando comparada a outros tipos de modificagGes. Por essa razéo,
a determinacdo de proteina carbonilada tornou-se amplamente difundida para estimar o grau
oxidativo proteico (DALLE-DONNE et al., 2005). Os grupos carbonil (aldeidos ou cetonas)
sdo produzidos através de diferentes mecanismos. As EROs podem reagir diretamente com as
proteinas ou com moléculas de agucares e lipidios, gerando compostos carbonilicos altamente
reativos que, entdo, interagem com as proteinas (HAWKINS; DAVIES, 2001). A formacao de
proteina carbonil pode alterar a conformagédo da proteina, podendo resultar em aumento da
hidrofobicidade, aumento de interacdes ndo especificas proteina-proteina, e formacdo de
agregados, o que compromete a viabilidade celular e prejudica o turnover proteico
(SHRINGARPURE; DAVIES, 2002).

Estd bem estabelecido que a oxidacdo de proteinas pode, por fim, resultar em muitas
consequéncias. A oxidacdo pode resultar em mudangas fisicas estruturais na proteina,
resultando em fragmentacdo da sua cadeia principal e oxidacdo das cadeias laterais. Esse
Gltimo fator, pode resultar em dimerizacdo ou agregacdo proteica. Além disso, a oxidacao
tanto da cadeia principal, quanto das cadeias laterais, podem resultar na formacdo de mais
espécies reativas, incluindo hidroperdxidos, cloraminas e brominas, além de outros
intermediarios de meias-vidas curtas (DAVIES, 2005). Um ponto importante é o fato que se
ha um desequilibrio no balanco entre a geracdo de proteinas modificadas e sua
reparacdo/remocdo pelo sistema de reparo ou de degradacdo, o resultado final é de
acumulagdo e agregacdo. Proteinas oxidadas, ndo dobradas (unfolded) ou mal dobradas
(misfolded), tendem a formar complexos oligoméricos através de ligacdes covalentes e
interacfes ndo covalentes reversiveis (hidrofobicas e eletrostaticas), resultando finalmente em
agregados (SHRINGARPURE; DAVIES, 2002).

A agregacdo proteica € um processo complexo e segue de maneira hierdrquica
algumas etapas. Primeiro, ocorre a oxidacdo de cadeias laterais através da exposicdo de uma
proteina nativa a oxidantes. Caso ndo haja o reparo adequado, ocorrem oxidacBes posteriores

que sdo acompanhadas pelo aumento de proteinas mal dobradas (BUCHBERGER et al.,
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2010), resultando em perda de funcéo e atividade. Além disso, o aumento da hidrofobicidade
da superficie da proteina oxidada é um fator chave para o seu reconhecimento para
degradacéo proteolitica pelo proteossoma, principalmente mediado pelo lisossomo. Se essas
proteinas modificadas ndo forem degradadas ou recuperadas, agregados maiores sdo formados
através da interagdo entre estruturas hidrofébicas com o objetivo de minimizar a éarea de
contato com o meio hidrofilico. ReacBes secundarias podem acontecer, como a
ubiquitinilacdo, a formacéo de produtos de glicacdo avancada (AGES) e de ligacdes cruzadas.
A ocorréncia de agregacdo proteica ativa mdultiplas reacdes intracelulares, incluindo o
processo inflamatorio e de morte celular (HOHN et al., 2014).

Uma importante via de modifica¢fes oxidativas proteicas é através da interagdo com o
HOCI. As proteinas sdo os principais alvos para as modificacdes oxidativas do HOCI devido a
elevada reatividade dessas biomoléculas com esse oxidante (PANASENKO et al., 2013). Foi
demonstrado que o tratamento de proteinas isoladas com o HOCI resultou principalmente em
alteracGes nas cadeias laterais de aminoéacidos, podendo promover tanto a fragmentacéo
guanto o aparecimento de ligagOes cruzadas e agregacdo (HAWKINS et al., 2003). O HOCI
reage com aminas para formar N-cloraminas (HAWKINS et al., 2003). De maneira geral, N-
cloraminas sdo formadas in vivo através da reacio entre 0 HOCI e o grupo amino (NH;") de
aminoacidos (PANASENKO et al., 2013), sendo que N-cloraminas mantém o potencial
oxidante do HOCI, porém, apresentam maior seletividade em suas reacBes quando
comparadas ao HOCI (PESKIN e WINTERBOURN, 2006). A exposicao de diferentes tipos
celulares a concentrages fisiologicas e patoldgicas de HOCI pode resultar em lise celular e
deplecdo dos niveis de GSH e —SH, uma vez que esse oxidante penetra facilmente nas
membranas celulares (PULLAR et al., 1999). Estima-se que aproximadamente 25 a 50 mM de
HOCI é produzido in vivo nos sitios onde ha um processo inflamatorio instalado (WEISS,
1989). Acredita-se que concentracdes elevadas desse oxidante sdo responsaveis pela iniciacao
do dano tecidual, desempenhando um importante papel na progressdo de uma série de
doengas, incluindo aterosclerose (HEINECKE, 1999), fibrose cistica (VAN DER VLIET
et al., 2000), sepse (GAUT et al., 2001) e doenca renal (MALLE et al., 2003).

A albumina apresenta muitos sitios suscetiveis a oxidacdo pelo HOCI e os principais
residuos de aminodcidos afetados por essa oxidacdo incluem-se, um residuo de cisteina,
quatro residuos de metionina, dois residuos triptofano, cinquenta e nove residuos de lisina,
totalizando um total de sessenta e seis sitios de ataque do HOCI (COLOMBO et al., 2012). A
albumina sérica humana é a proteina preponderante no plasma, sendo responsavel pela

regulacao da pressdo osmotica e também pelo transporte de compostos enddgenos e exdgenos.
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A albumina é uma proteina de cadeia simples, com um peso molecular de aproximadamente
67 KDa, e contem 585 aminoacidos, dentre os quais, 35 sdo residuos de cisteina que formam
17 ligacbGes de pontes-dissulfetos intramoleculares (ANRAKU et al., 2013). A estrutura
secundaria da albumina é dominada por alfa hélices (68%), sem a presenca de folhas beta, e
assume uma conformacao globular organizada em trés dominios homélogos (1, Il e 111), sendo
que cada um desses dominios consiste de dois subdominios, A e B (FANALI et al., 2012). A
atividade antioxidante tem sido reconhecida como uma importante funcdo da albumina. Essa
propriedade resulta das propriedades redox do residuo de cisteina na posicdo 34 da cadeia
peptidica (Cis-34) e também da sua capacidade de ligar-se com metais. Aproximadamente
80% de grupos -SH do sangue sdo derivados do Cis-34, sendo esse o0 Unico no estado livre na
molécula de albumina (ANRAKU et al., 2013). Em condic0es fisioldgicas, Cis-34 se encontra
sob a forma reduzida ou livre (70% a 80% do total de albumina), sendo denominada de
mercapto-albumina, e também sob a forma oxidada (20% a 30%), sendo essa Ultima
denominada de ndo mercapto-albumina. As principais modificacbes da mercapto-albumina
referem-se a alteracGes oxidativas reversiveis. Uma pequena fracdo do Cis-34 (2% a 5%)
sofre alteracdo oxidativa irreversivel, sendo o acido sulfonico o principal produto (FANALI
etal., 2012), e durante algumas condi¢cGes patologicas essa fracdo pode aumentar (TURELL
et al., 2009). Assim, o estado redox da albumina tem sido utilizado como um marcador para
investigar o estado de estresse oxidativo em algumas condi¢6es clinicas, como na DRC e
doencas cardiovasculares (TERAWAKI et al.,, 2010). O Cis-34 também pode sofrer
nitrosilacdo (TSIKAS et al., 2002).

Outras modificagfes oxidativas importantes que acometem a albumina incluem a
glicagéo, nitracdo, oxidacdo catalisada por metais e carbonilacdo (ROCHE et al., 2008). A
glicacdo ¢ uma modificacdo estrutural induzida por aclcares redutores, podendo resultar na
formacéo irreversivel de AGEs (HOHN et al., 2014). A nitracdo acomete principalmente
residuos de tirosina, sendo que os residuos de tirosina nas posicdes 138 e 411, dos 18 residuos
de tirosina contidos na albumina, os mais suscetiveis a sofrerem nitracdo (JIAO et al., 2001).
O sistema de oxidacdo catalisado por metais, que emprega pequenas concentracdes de ions
metalicos, é capaz de modificar uma série de aminoacidos da albumina, como cisteina,
arginina e triptofano (ANRAKU et al., 2013). Em relacdo a carbonilacdo, muitos estudos tém
demonstrado a presenca de niveis elevados de albumina carbonilada em algumas condi¢des
patoldgicas, incluindo DRC (MERA et al., 2005) e doenca renal do diabetes (AGARWAL

et al., 2006). Um fato importante é que a carbonilacdo da albumina esta associada tanto com o
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aumento da oxidagdo do Cis-34 (OETTL et al., 2008) e com a formacao de ditirosina (LIM
et al., 2007), sendo que ambas as modificacOes alteram a estrutura e a funcédo da albumina.
Além da albumina, também ha outras proteinas que sdo suscetiveis a oxidacao
induzida pelo HOCI, incluindo o colageno (OLSZOWSKI et al., 2003). Se for comparado
com o que ocorre com a estrutura da albumina quando exposta ao HOCI, observa-se que
ocorre processos distintos. A albumina exposta ao HOCI, ocorre a prevaléncia de agregagédo
proteica (SUMMERS et al., 2008), enquanto no coladgeno é verificado a fragmentacéo
(OLSZOWSKI et al., 2003). O colageno compreende uma ampla familia de proteinas tripla
hélice e sdo as proteinas mais abundantes nos vertebrados, representando aproximadamente
30% do total de proteinas. Até 0 momento, ha descri¢do de 29 tipos distintos geneticamente
de colageno, os quais sdo codificados a partir de pelo menos 44 genes (CARTER et al., 2009).
Dependendo da estrutura molecular, o colageno pode ser dividido em muitos subgrupos.
Colagenos formadores de fibras compreendem o maior subgrupo e incluem os colagenos tipo
I, 11, 1, V, X1, XXIV e XXVII. Dentre esses, o colageno fibrilar do tipo | é o mais abundante,
sendo responsavel pela forma, estabilidade e conectividade nos érgdo e tecidos no qual ele
esta presente. Além da funcdo estrutural, o colageno também serve como ligante de receptores
especificos, incluindo integrinas, receptores com dominio discoidina, glicoproteina do tipo VI
e familia de receptores de manose, para controlar a atividade celular e remodelamento da
matriz extracelular (LEITINGER, 2011). O colageno tipo Il é o principal componente da
cartilagem articular e o auto-antigeno melhor caracterizado na artrite reumatoide. Nesse
contexto, foi demonstrado que a formacdo de OH' no sitio inflamatério resulta em
modificacBes oxidativas no colageno tipo I, levando a geragdo de novos epitopos antigénicos
que ddo inicio a uma resposta autoimune. Nesse sentido, Shahab et al. (2012) observaram que
a exposicdo do colageno tipo Il ao OH’, formado através da reacdo de Fenton, resultou na
formacéo de antigenos e também em um extensivo dano a proteina, incluindo a fragmentacéo

proteica.

2.3 INFLAMACAO E BURST OXIDATIVO

A inflamacdo é uma resposta do organismo a diversos agentes lesivos, incluindo
microrganismos, trauma fisico ou células neoplésicas (DEJANA et al., 1995). Uma definicao
classica para inflamacdo a descreve como um processo patoldgico caracterizado por leséo ou
destruicdo de tecidos, causada por uma variedade de rea¢Bes quimicas e citoldgicas, além de

reacOes sistémicas. A resposta inflamatoria consiste basicamente de dois componentes
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principais: uma reacdo vascular e uma reacdo celular/tecidual (LAWRENCE; GILROY,
2007). O evento celular caracteriza-se pela migracdo de diferentes tipos celulares. As células
circulantes incluem os neutréfilos, mondcitos, eosinofilos, linfocitos, basofilos e plaquetas,
além das células do tecido conjuntivo, incluindo mastdcitos, fibroblastos e macrofagos locais.
A matriz extracelular consiste de proteinas fibrosas estruturais (colageno, elastina),
glicoproteinas de adesdo (fibronectina, laminina, colageno néo fibrilar, tenascina e outras) e
proteoglicanos (GRUYS et al., 2005). Os leucdcitos polimorfonucleares, principalmente os
neutréfilos, sdo as células fagociticas mais abundantes na circulagdo e também as primeiras a
serem ativadas na defesa pelo sistema imunoldgico inato contra infecgbes. Essas células
migram por quimiotaxia até o local da infec¢do, onde realizam o reconhecimento, fagocitam e
destroem microrganismos invasores através da liberacdo de enzimas hidroliticas, proteoliticas
e de EROs (LIBBY, 2002). Durante a ativacdo do sistema imune inato, defesas antioxidantes,
enzimaticas e ndo enzimaticas, devem atuar com o prop0sito de proteger o organismo contra a
toxicidade dessas espécies pro-oxidantes que sio geradas neste processo (HOHN et al., 2014).

As caracteristicas fisiologicas do processo inflamatério sdo iniciadas e reguladas por
substancias denominadas mediadores inflamatorios. Na maioria das vezes, os mediadores
inflamatorios agem localmente no sentido de restringir a extensdo do dano tecidual. Neste
caso, o processo inflamatério tem apenas repercussdes locais. No entanto, quando esta
capacidade homeostatica local é superada, seja pela magnitude do estimulo agressor ou pela
insuficiéncia dos mecanismos reguladores, a resposta inflamatoria pode se manifestar de
modo sistémico em todo o organismo, gerando graves consequéncias (KARIN, 2006). Os
mediadores inflamatdrios incluem proteases, constituintes do sistema complemento, sistema
de cininas, sistema fibrinolitico e sistema de coagulacdo; mediadores liberados por
fosfolipidios (prostaglandinas, leucotrienos e fator ativador de plaqueta); e outros mediadores
como histamina, serotonina, substancia P, neurocinina, fatores de transcricdo, NO, proteina C
reativa (PCR) e MPO, além das citocinas (LAWRENCE; GILROY, 2007).

A geracdo de oxidantes pelos leucdcitos estd baseada na producdo de EROs via
reducdo da molécula de oxigénio molecular. Durante a exposi¢cdo dessas células a um
estimulo apropriado, ambos macréfagos e neutrofilos ativados aumentam o consumo de
oxigénio. O sistema enzimatico NADPH oxidase, que esta ligado as membranas celulares,
reduz o oxigénio molecular a O,", o qual é altamente instavel, e logo que é formado, é
convertido a H,O, por acdo catalitica da SOD, sendo ambos os radicais precursores para a
producdo de mais oxidantes (LOCATELLI et al.,, 2003). Assim, quando essas células

inflamatorias s@o ativadas, ocorre uma serie de eventos metabdlicos, iniciando-se um processo
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de respiracdo ndo mitocondrial que resulta, inicialmente, na producdo de O, e também na
sintese de outras EROs. Esta producdo excessiva de EROs é suficiente para depletar a
capacidade antioxidante local, favorecendo o processo conhecido como burst oxidativo ou
burst respiratério (CADENAS; DAVIES, 2000). A ativacdo de células fagociticas tanto in
vivo como in vitro resulta na geracdo de grandes concentracdes de H,O, e O, através do
burst respiratério e também na liberacdo da enzima MPO (NUSSBAUM et al., 2012).
Portanto, a producdo de espécies reativas por fagocitos faz parte da defesa imunoldgica do
hospedeiro contra organismos invasores e, durante este processo, ocorre a ativagdo do

complexo enzimatico da NADPH oxidase e da MPO (Figura 2).

Figura 2 - Agdo da NADPH oxidase e da MPO presentes nos neutrdfilos durante o burst
oxidativo

Ativadqres de
Neutrofilos

Fonte: Adaptado de BRENNAN et al., 2003. O,, oxigénio molecular; NADPH oxidase, nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase; O,", radical anion superéxido; SOD, super6xido dismutase; H,0,,
peroxido de hidrogénio; MPO, mieloperoxidase; HOCI, &cido hipocloroso; LTF, lactoferrina.

Sob condi¢bes normais, o complexo da NADPH oxidase encontra-se inativado e as
subunidades que compdem esse complexo estdo sob a forma desacoplada distribuidas no
citosol (p40P"™, p4a7P"™ p67°"% Rac-2) e na membrana plasmética (citocromo b558,
gp91PX  p22P"% o RaplA) (BABIOR, 1999). Apds ativacdo por algum estimulo, a
subunidade regulatéria p47°" sofre fosforilagdo, com subsequente translocacdo das
subunidades citosdlicas para a membrana plasmatica, onde se associam com o citocromo b558

para formar a oxidase ativa (BABIOR, 1999), conforme a Figura 3.
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Figura 3 - Complexo da NADPH oxidase nos estados inativado e ativado
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NADPH ———————> NADP* + H*
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Fonte: Adaptado de WARD et al., 2003. O,, oxigénio molecular; O,", radical anion superéxido; NADPH,
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato.

A ativacdo do complexo também requer duas proteinas de ligacdo de guanina de baixo
peso molecular, Rac-2 e RaplA . Rac-2 esta localizada no citosol na forma de dimero com
Rho-inibidor da dissociacdo do nucleotideo guanina (Rho-GDI), enquanto RaplA é uma
proteina associada a membrana (TESHIMA et al., 2014). A NADPH oxidase pode estar
ancorada na membrana em diferentes compartimentos no interior da célula, incluindo nicleo,
reticulo endoplasmético, endossomo e fagossomo, mitocéndria, bem como no espaco
extracelular (LASSEGUE; GRIENDLING, 2010).

Outra enzima envolvida no processo de defesa imunoldgica e no burst respiratério € a
MPO, que € uma heme enzima com peso molecular de 144 kD encontrada
predominantemente no interior de granulos azurofilos em neutréfilos, mondcitos e alguns
subtipos de macrdfagos teciduais. Embora ocorra uma perda da expressdo desta enzima
durante a diferenciacdo de mondcitos a macréfagos no meio tecidual, esta enzima pode
persistir e ser reativada em algumas situagdes, incluindo aterosclerose e doencas
neurodegenerativas (CHANG et al., 2011). Contudo, 0os mondcitos contém somente um terco
da concentracao presente nos neutrdfilos polimorfonucleares. A MPO é prontamente liberada
para 0 meio extracelular por estas células inflamatérias ativadas e catalisa a producdo de
moléculas oxidantes, sendo o HOCI a principal delas. A sintese do HOCI ocorre através da

reacdo entre o H,O; e ions cloreto (CI'), conforme as reagdes demonstradas abaixo:
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H,O, + MPO —MPO-I
MPO-I + CI'->HOCI + MPO

Essas reacfes envolvem a interacdo entre MPO na forma férrica com H,O,, levando a
formacdo da MPO-1 através da transferéncia de dois elétrons (ABU-SOUD e HAZEN, 2000).
A MPO-1 pode oxidar ions CI', formando o HOCI. Além disso, a MPO também pode utilizar
ions brometo e tiocianeto como substrato para converter o H,O, a acido hipobromoso e acido
hipotiocianoso, respectivamente (SUMMERS et al., 2012).

O HOCI é um potente agente bactericida e exerce um importante papel no sistema
imunoldgico. No entanto, sob condicdes inflamatédrias, os niveis elevados de HOCI resultam
em dano tecitual, o que contribui para o desenvolvimento de inimeras condi¢cdes patoldgicas,
incluindo aterosclerose, artrite reumatoide e alguns tipos de cancer (MALLE et al., 2003).
Recentemente, foi verificado que a MPO mostrou ser um importante preditor de acidentes
cardiovasculares, inclusive quando a concentracdo sérica de troponina cardiaca esta dentro do
valor normal (PEACOCK et al., 2011), reforcando a importancia desta enzima na
fisiopatogénese de processos inflamatdrios cronicos. Neste sentido, a MPO também pode
oxidar a lipoproteina de baixa densidade (LDL) em lipoproteina de baixa densidade oxidada
(oxLDL), propagando a recaptacdo de oxLDL pelos macrofagos, perpetuando assim a
formacéo de células espumosas (PODREZ, 2010). Além disso, a MPO mostrou-se capaz de
ativar metaloproteinases e promover a desestabilizacdo e ruptura da superficie da placa
aterosclerédtica (FU et al., 2001). A MPO também catalisa o consumo de NO derivado do
endotélio, reduzindo a sua biodisponibilidade e prejudicando suas func¢des vasodilatadoras e
anti-inflamatérias (ABU-SOUD; HAZEN, 2000). Quanto a atividade sérica desta enzima, foi
demonstrado um aumento significativo em pacientes com angina instavel e infarto agudo do
miocardio (IAM) (BALDUS et al., 2003).

Diferentes vias de sinaliza¢do estéo envolvidas no processo inflamatorio, incluindo a
via mediada pelo fator de transcricdo c-jun N-terminal quinase (JNK) e, principalmente, pelo
fator de transcri¢ao nuclear kB (NF-kB). A ativacdo destes fatores medeia a transcricdo de
importantes agentes do processo inflamatorio, incluindo as citocinas pro-inflamatorias
(ODEGAARD; CHAWLA, 2013). Em particular, a interleucina-1 (IL-1), o fator de necrose
tumoral o (TNF-o), a interleucina-6 (IL-6) e a interleucina-8 (IL-8) s@o alguns dos
mediadores responsaveis por gerar um estado pré-inflamatério. O NF-xB € um regulador
central de respostas celulares, tanto no contexto fisioldgico quanto no patoldgico. O NF-xB

desempenha um papel crucial no controle de muitos processos celulares, incluindo a resposta
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imune e inflamat6ria, bem como a sobrevivéncia e a proliferacdo celular (HAYDEN;
GHOSH, 2004). Este fator de transcricdo é rapidamente ativado em resposta a uma ampla
gama de estimulos relacionados ao estresse oxidativo e ao processo inflamatério. O NF-xB
promove 0 aumento da expressao de genes pro-inflamatorios, que sdo importantes na ativacdo
da resposta inflamatdria, incluindo genes de citocinas, quimiocinas, moléculas de adeso,
assim como genes de enzimas envolvidas na atividade microbicida. Mais de cem genes, pro-
inflamatorios na sua maioria, sdo ativados por este fator de transcricdo (LI; VERMA, 2002).
Além disso, 0 NF-kB também estd relacionado ao aumento de expressdo de moléculas
envolvidas no processo apoptotico (KARIN; LIN, 2002).

O NF-«B esta implicado na patogénese de muitas doengas relacionadas a inflamacao.
Como esperado, manipulagdes genéticas que induzem um aumento da atividade de NF-xB
resultam em patologias relacionadas com um aumento do processo inflamatdrio, confirmando
0 papel pré-inflamatério desse fator de transcricdo. O NF-xB consiste de cinco membros:
RelA (ou p65), Rel (ou c-Rel), RelB, p50 e p52, as quais podem estar na forma de
homodimeros ou heterodimeros. Em uma célula em repouso, os dimeros de NF-kB sao
normalmente mantidos em um estado inativo através da associa¢do com a proteina inibidora
do NF-xB (IkB). A ativagdo NF-kB ¢ controlada por um complexo enzimatico, a quinase IxB
(IKK). Apds a estimulagdo celular, a IKK fosforila a proteina IkB, permitindo a translocagao
de dimeros NF-kB para nucleo e ativacdo da transcri¢do génica.

Duas vias distintas de ativacdo do NF-kB podem ser descritas. A primeira é conhecida
como classica e é ativada por uma série de estimulos, incluindo citocinas inflamatdrias,
produtos de agentes invasores (virus e bactérias) e também intermediérios do estresse
oxidativo (PANTANO et al., 2006). Esses estimulos induzem a inativagdo IKK e o acimulo
de NF-kB no nucleo, regulando a expressdo de genes imunorregulatorios e envolvidos com
apoptose. Assim, citocinas inflamatdrias e EROs sdo importantes ativadores do NF-xB
(MORGAN; LIU, 2011). Uma segunda via, dita alternativa, o NF-kB ¢ ativado por receptores
envolvidos na organogénese do tecido linfoide e desenvolvimento de linfocitos. Ha estudos
que descrevem uma terceira via de ativacdo do NF-kB, referindo-se a fatores que ndo se
incluem na via classica e via alternativa. Entre os fatores que ativam essa terceira via incluem
agentes estressores genotoxicos (luz UV, irradiacdo gama, entre outros).

A ativacdo do NF-kB também ¢ responsavel pela transcrigdo génica de outros
mediadores inflamatérios, as prostaglandinas (PGs) derivadas do &cido araquiddnico
(LAVETI et al., 2013). O acido araquidénico é um acido graxo poliinsaturado de vinte

carbonos amplamente distribuido na face intracelular da membrana plasmatica,
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correspondendo por mais de 85% do contetdo de &cidos graxos das células (NAKAMURA,;
MURAYAMA, 2014). O &cido araquidénico é uma molécula chave no desenvolvimento do
processo inflamatdrio, uma vez que sua ativacdo também propicia a formacdo de mediadores
quimicos envolvidos nas respostas inflamatorias. O &cido araquidbnico é liberado de
fosfolipidios derivados da membrana plasmaética pela acdo da fosfolipase A2 (NAKAMURA,;
MURAYAMA, 2014). Uma vez na forma livre no interior das células, o acido araquiddnico
pode seguir diferentes vias metabolicas. Uma importante via € a conversdo desse em PGs pela
acdo da enzima prostaglandina endoperdxido sintase (PTGS), também conhecida como
ciclooxigenase (COX). Existem duas principais isoformas de PTGS, a constitutiva PTGS1
(COX-1) e a induzivel PTGS2 (COX-2). Estruturalmente, COX-1 e COX-2 compartilham
aproximadamente 60% de similaridade no padrdo de aminoacidos e estdo localizadas no
espaco intracelular, especialmente no interior de compartimentos como o reticulo
endoplasmatico e o complexo de Golgi (SIMMONS et al., 2004).

Quanto a distribuicdo nos tecidos, as duas isoformas apresentam diferentes padrdes de
expressdao. A COX-1 € expressa constitutivamente na maioria das células do organismo e
desempenha um papel na homeostase tecidual. Diferentemente, a COX-2 apresenta uma
expressao restrita a alguns tecidos, podendo estar constitutivamente expressa apenas nos rins e
no pancreas (QUILLEY et al. 2011), bem como no tecido cerebral (JI et al., 2013). No
entanto, muitas condic¢Bes patologicas estdo relacionadas com o aumento da expressdo da
COX-2 e esse aumento é mantido quando a estimulacdo é persistente, como ocorre na
inflamacdo crénica (ABRAHAO et al., 2014). De maneira geral, 0 aumento da expressdo
génica da COX-2 e os niveis de PGS produzidas através da sua acdo tém sido considerados
fatores desencadeantes de uma série de alterac@es teciduais deletérias. Mais especificamente,
as PGs tém papel fundamental na promoc¢do do processo inflamatorio e atuam de maneira
conjunta com citocinas pro-inflamatérias, como 0 TNF-o, a IL-6, a IL-1 e a IL-8, para manter
um estado pro-inflamatério sustentado (RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011). A transcricdo
génica da COX-2 ¢ estimulada principalmente pelo NF-kB, que também regula a expressdo de
uma ampla variedade de genes, incluindo os envolvidos na codificacdo de moléculas de
adesdo, quimiocinas, citocinas inflamatorias, NOS e outras moléculas relacionadas a
inflamacdo e proliferacao celular (GUIJARRO e EGIDO, 2001).
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2.4 O PAPEL DOS NEUTROFILOS NO PROCESSO INFLAMATORIO

Os neutrdfilos sdo células leucocitarias pertencentes ao sistema imune inato, essenciais
na resposta inflamatéria e na defesa do hospedeiro frente a patdgenos (KOLACZKOWSKA;
KUBES, 2013). Em humanos, representam a maioria dos leucdcitos circulantes,
correspondendo a aproximadamente 50 a 70% dessas células, enquanto que em ratos
correspondem a apenas 10 a 25% (MESTAS; HUGHES, 2004). Sdo gerados continuamente na
medula 6ssea através de precursores miel6ides, atingindo uma producéo diaria de até 2.10*
células (BORREGAARD, 2010). Esse processo é regulado pelo fator estimulador de col6nia
de granuldcitos (G-CSF), o qual é produzido em resposta a interleucina-17 (IL-17) sintetizada
por linfocitos T (BORREGAARD, 2010). Na corrente sanguinea, os neutrofilos maduros
apresentam um didmetro medio de 7 a 10 um, nucleo segmentado (polimorfonucleares) e
citoplasma enriquecido com granulos, repletos de proteinas pro-inflamatérias (MPO,
catepsinas, defensinas, lactoferrina, lizosima, metaloproteinase de matriz tipo 9) e vesiculas
secretdrias (BORREGAARD, 2010). O tempo de meia-vida na circulacdo €é de
aproximadamente 8 horas (PILLAY et al., 2010). No entanto, durante a inflamacdo, os
neutrofilos se tornam ativados e sua meia-vida pode ser prolongada (SUMMERS, 2012). Esse
fato é resultante da ativacao por diferentes estimulos, como citocinas e fatores de crescimento,
bem como substancias estranhas. Esse aumento da longevidade dessas células permite que os
neutrofilos assumam outras atividades complexas no tecido, como contribuir para a resolucéo
da inflamacdo ou para moldar a resposta imune adaptativa, bem como permanecer no sitio
inflamatorio perpetuando o processo de leséo tecidual (KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013).

Durante a inflamag&o, ocorre um aumento significativo no numero de neutréfilos no
tecido e, com o tempo, essas celulas morrem através de mecanismos pro-apoptéticos para
serem removidas por macrdfagos e células dendriticas (STARK et al., 2005). Alguns agentes
que estimulam esse processo apoptético no contexto inflamatério incluem o TNF-a liberado
pelo macréfago e altas concentragbes de EROs geradas pela NADPH oxidase do proprio
neutrofilo (GEERING; SIMON, 2011). Assim, compostos antioxidantes podem inibir o
processo apoptotico nessas células, como ja foi demonstrado para 0 NAC (KASAHARA et al.,
1997). Alem disso, a GSH pode inibir diretamente a atividade da caspase-8 e da caspase-3,
resultando em uma diminuicao do processo apoptético (WATSON et al., 1999).

Uma importante funcdo desempenhada pelos neutrofilos é a eliminacdo de patégenos,

tanto a nivel intracelular quanto extracelular. Esta pode ocorrer por trés mecanismos
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principais: fagocitose, degranulagdo e liberagcdo de redes extracelulares conhecidas como
neutrophils extracellular traps (NETS).

A fagocitose de microrganismos € seguida pelo encapsulamento desses nos
fagossomos. A morte do patdgeno é entdo promovida pela célula utilizando mecanismos
NADPH oxidase dependentes (producdo de EROS) ou proteinas antibacterianas (catepsinas,
defensinas, lactoferrina e lizosima) (BORREGARD, 2010). Nesse contexto, a geracdo de
O, a partir da ativacdo da NADPH oxidase é um fator importante para a producdo de uma
variedade de oxidantes reativos, incluindo oxidantes halogenados gerados através da MPO
(WITKO-SARSAT et al., 2000). Outra importante enzima atuante no neutréfilo é a NOS, a
qual produz NO', que pode reagir O, para formar ONOO™ (WHEELER et al., 1997). A
degranulacdo, por sua vez, envolve a liberacdo de proteinas antibacterianas dos granulos
neutrofilos dentro dos fagosssomos ou mesmo fora da célula, desta forma agindo contra
microrganismos intra ou extracelulares, respectivamente. Finalmente, outro mecanismo
envolve a liberacdo das NETSs de neutrofilos altamente ativados, principalmente sob condigdes
inflamatorias. A composicdo das NETs é de uma cromatina de DNA, histonas e proteinas
granulares (por exemplo, lactoferrina, catepsinas e MPQ). Estas estruturas imobilizam
patogenos extracelulares, prevenindo sua propagacdo e facilitando a fagocitose dos
microrganismos retidos. Além disso, as NETs podem matar diretamente os patdgenos por meio
de histonas e proteases antimicrobianas (PHILLIPSON; KUBES, 2011).

Além de seu papel na defesa contra patdgenos, os neutréfilos estdo integrados na
ativacdo, regulacdo e em mecanismos efetores do sistema imune inato e adaptativo. S&o
responsaveis pela expressdo e/ou producdo de numerosas citocinas, quimiocinas e fatores
angiogénicos, espontaneamente ou sob estimulo. Através desses produtos, os neutr6filos agem
sobre diversas outras células do sistema imune, regulando sua ativacdo, proliferacéo,
maturacdo e producdo de mediadores que, por sua vez, também irdo promover a ativacdo dos
neutréfilos e seu recrutamento para os tecidos (MANTOVANI et al., 2011). Os neutréfilos sdo
tanto alvos quanto fontes produtoras de citocinas pré-inflamatérias, quimiocinas e fatores de
crescimento (FUTOSI et al., 2013). Citocinas como a IL-1 e TNF-a, quimiocinas como a IL-8
e fatores de crescimento como o fator estimulador de colonia de granuldcitos, amplificam
muitas das fungdes do neutrdéfilos, incluindo sua capacidade de aderéncia a células endoteliais
e a producdo de EROs. Os neutréfilos possuem muitos tipos de receptores expressos na
membrana, incluindo receptores de reconhecimento a agentes patogénicos e receptores
envolvidos no processo inflamatério. Dentre os receptores, sdo de importancia os acoplados a

proteina G, receptores Fc de imunoglobulinas, moléculas de adesdo como selectinas e
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integrinas, receptores para citocinas, bem como receptores da resposta imune inata, incluindo
membros de receptores do tipo Toll-like (FUTOSI et al., 2013). A ativacdo desses receptores
resulta em processos complexos como a fagocitose, exocitose de granulos intracelulares,
producdo de EROs, liberacdo de NETs e, por fim, estimulacdo quimiotatica e liberacdo de
citocinas (GALLI et al., 2011).

Os neutrofilos sdo importantes na patogénese de um amplo espectro de doengas,
incluindo infeccBes causadas por patdgenos intracelulares, doengas autoimunes, doencas
inflamatdrias cronicas e neoplasias (MANTOVANI et al., 2011). Nesse sentido, cabe salientar
a importancia da modulacdo da resposta dessas células uma vez que a auséncia de neutrofilos,
decréscimo no seu numero ou alguma disfuncdo em suas atividades pode resultar em
desordens patoldgicas. Entretanto sua ativacdo excessiva ou inapropriada pode acarretar em
dano celular e tecidual ao hospedeiro (KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013).

2.5 PRODUTOS PROTEICOS DE OXIDACAO AVANCADA E SUA ASSOCIAGAO
COM DOENCAS

A identificacdo e a caracterizagdo de agentes oxidantes especificos responsaveis pelas
modificacBes das biomoléculas em processos patologicos tem sido um desafio. Recentemente,
foi descrita e caracterizada uma nova classe de compostos formados em consequéncia do
estresse oxidativo, a qual foi designada como AOPPs (WITKO-SARSAT et al., 1996). Esses
compostos sdo considerados uma familia heterogénea de proteinas modificadas
principalmente pela acdo de oxidantes clorados, especialmente o0 HOCI (WITKO-SARSAT
etal.,, 1996). Os niveis aumentados de AOPPs j& foram relatados em muitas condicGes
clinicas importantes, incluindo DRC (WITKO-SARSAT et al., 1996), diabetes mellitus
(SEBEKOVA et al., 2012), obesidade (ATABEK et al., 2005), sindrome metabdlica
(ATABEK et al., 2006), doenca arterial coronariana (SKVARILOVA et al., 2005), cancer
(CHANG et al., 2008), cirrose hepéatica (ZUWALA-JAGIELLO et al., 2011), hepatite C
crénica (OZENIRLER et al., 2011), doenca inflamatéria cronica do osso (BASKO et al.,
2008), artrite reumatoide (BASKOL et al., 2006), entre outras. In vivo, a producdo de
oxidantes clorados € uma caracteristica de células fagociticas que contém a enzima MPO, que
catalisa a reacdo entre o Cl" e 0 H,O, para gerar grandes quantidades de HOCI, um potente
agente oxidante e microbicida (CAO et al., 2014). In vitro, Witko-Sarsat et al. (1996)
demonstraram que AOPPs podem ser formados através da exposicdo da albumina a uma

solucdo de HOCI. De fato, existem evidéncias que tanto os AOPPs plasmaticos gerados in
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vivo, quanto os produzidos in vitro, resultam principalmente do aumento da atividade da MPO
e da acdo do HOCI (CAPEILLERE-BLANDIN et al., 2004). No entanto, as vias de formagc&o
desses produtos ndo estdo completamente elucidadas. Nesse contexto, existem estudos que
sugerem que o HOCI ndo é o Unico oxidante capaz de formar os AOPPs (GORUDKO et al.,
2014), e questionam se a via MPO/HOCI é a unica responsavel pela formacao desses produtos
(CAPEILLERE-BLANDIN et al., 2006; GORUDKO et al., 2014). Capeillére-blandin et al.
(2006) demonstraram, pela primeira vez, que o mecanismo responsavel pela formacdo de
AOPPs em pacientes com DRC ndo submetidos a dialise era diferente do mecanismo em
pacientes com DRC submetidos a didlise. No primeiro grupo de pacientes, ndo foi observada
uma relacdo direta entre a atividade da MPO e os niveis aumentados de AOPPs,
diferentemente do segundo grupo de pacientes, indicando que outros oxidantes poderiam estar
envolvidos na formacdo desses produtos. Aliado a isso, alguns estudos observaram uma
relagdo direta entre a administragdo intravenosa de ferro, como uma estratégia para corrigir
anemia, e o aumento dos niveis de AOPPs (DRUEKE et al., 2002; TOVBIN et al., 2002;
ANRAKU et al., 2008). Considerando esses achados clinicos e o papel do ferro na reacdo de
Fenton, é oportuna a hipdtese que esse metal de transicdo pode promover o0 aumento da
geracdo de OH’, podendo esse oxidante contribuir como uma via alternativa para a formacéo
de AOPPs.

Outro ponto importante é que a composi¢do molecular dos AOPPs também n&o esta
completamente elucidada (COLOMBO et al., 2015). A fim de investigar as propriedades
moleculares dos AOPPs, foram realizadas analises moleculares e espectrais dos AOPPs
gerados in vivo e in vitro, e essas andlises indicaram que os AOPPs compreendem diferentes
modificagcBes estruturais na molécula proteica, incluindo a formacdo de grupamentos
carbonilicos e de ditirosina (CAPEILLERE-BLANDIN et al., 2004). De fato, Capeillére-
Blandin et al. (2004) identificaram, através de tecnicas de fracionamento de proteinas
presentes no plasma de pacientes hemodialisados e também de técnicas de cromatografia por
exclusdo de tamanho, que AOPPs sdo compostos de proteinas oxidadas de baixo peso
molecular (80 kDa), representado principalmente pela albumina oxidada na forma
monomeérica, e alto peso molecular (600 kDa), representado por agregados de albumina
através de ligacdes dissulfeto e/ou ligagdes cruzadas contendo ditirosina. Além disso, através
de andlise do sequenciamento de amino&cidos da albumina exposta ao HOCI, verificou-se que
houve uma alteracdo no conteldo de alguns residuos de aminodcidos especificos quando
comparado a albumina nativa, incluindo os residuos de lisina, metionina e tirosina, sendo que

a reducdo deste ultimo ocorreu devido a formacéo de 3-clorotirosina, 3,5-diclorotirosina, bem
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como de compostos ditirosina (CAPEILLERE-BLANDIN et al., 2004). Embora a maioria dos
estudos apontem a albumina como Unica fonte de geracdo de AOPPs, ja existem estudos
sugerindo que outras proteinas também podem desempenhar esse papel. Esse questionamento
surgiu a partir dos achados dos estudos de Selmeci et al. (2006), que demonstraram que 0S
niveis de AOPPs em amostra de plasma, tanto colhidas em tudo contento anticoagulante
EDTA e citrato, foram superiores aos niveis de AOPPS em amostras de soro, sem
anticoagulante. Uma explicacdo para esse fato foi que na amostra de soro ha o consumo de
proteinas envolvidas na cascata de coagulacao, indicando que o fibrinogénio também pode ser
uma fonte na formacdo de AOPPs. Recentemente, foi demonstrado que o fibrinogénio
exposto a uma alta concentracdo de HOCI também formou agregados de alto peso molecular
(maiores que 200 kDa) mantidos através de ligacGes cruzadas de ditirosina, evidenciando que
a oxidacdo desta molécula pode desempenhar um papel semelhante ao da albumina na
formacédo de AOPPs (COLOMBO et al., 2015; TORBITZ et al., 2015).

A primeira descricdo dos AOPPs foi em pacientes com DRC submetidos a
hemodialise (WITKO-SARSAT et al., 1996). A DRC consiste em uma lesao renal com perda
progressiva e irreversivel da funcdo dos rins (glomerular, tubular e enddcrina). Em sua fase
mais avancada, chamada de fase terminal da DRC, os rins ndo conseguem mais manter a
homeostase do meio interno do paciente, necessitando assim de uma terapia de substitui¢do
renal, sendo a hemodidlise a principal forma de terapia (JUNIOR, 2004). O estresse oxidativo
é um fator importante e prevalente nesses pacientes, contribuindo na progresséo da doenca e
de suas complicagbes (TUCKER et al.,, 2013). Os principais fatores responsaveis pelo
aumento da geracdo das EROs em pacientes com DRC sdo o0 aumento da expressédo e da
atividade da NADPH oxidase, disfuncdo mitocondrial, estresse do reticulo endoplasmaético,
além da diminuicdo de componentes antioxidantes intracelulares e circulatérios (GRANATA
et al., 2009; TUCKER et al., 2013). Além disso, em pacientes com DRC submetidos a
hemodidlise, a interagdo entre 0 sangue e a membrana de dialise promove a ativacdo de
células do sistema imunoldgico (burst oxidativo), como os neutrofilos e os mondcitos, bem
como a geracdo subsequente de EROs, incluindo o O,", bem como seus derivados H,0, e
OH’, e 0 HOCI, via os complexos enzimaticos presentes nessas células, a NADPH oxidase € a
MPO. De maneira geral, os fluidos contém pequenas concentra¢es de enzimas antioxidantes
e, por essa razdo, as proteinas plasmaticas sdo suscetiveis a sofrerem oxidacdo pelas EROs.
Assim, elevados niveis de AOPPs foram detectados no plasma de pacientes hemodialisados
(WITKO-SARSAT et al., 1996; WITKO-SARSAT et al., 2003) e a albumina, principal

proteina circulante, foi identificada como a principal fonte de AOPPs no plasma
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(CAPEILLERE-BLANDIN et al., 2004). A fim de estabelecer uma relagio entre a atividade
de células fagociticas e a geracdo de AOPPs, foi demonstrado, em pacientes com DRC, que a
atividade oxidativa de neutréfilos circulantes foi relacionada com o aumento da producéo de
AOPPs, sugerindo que essas células desempenham um importante papel na geracdo de
AOPPs (WITKO-SARSAT et al., 1996). Pacientes com DRC ndo submetidos a hemodialise
também apresentam niveis de AOPPs elevados, aproximadamente trés vezes maiores quando
comparados a individuos saudaveis (CAO et al., 2014). Alguns estudos tém sugerido que o
acumulo crénico de AOPPs desempenha um importante papel na patogénese, bem como na
progressdo, desta patologia, visto que ha uma correlagdo inversa entre os niveis de AOPPs e a
taxa de filtracdo glomerular (WITKO-SARSAT et al., 1998; WEI et al., 2008; ZHOU et al.,
2009). Além disso, uma alta prevaléncia de lesdes ateroscleréticas tem sido evidenciada em
pacientes com DRC (SHLIPAK et al., 2003). No entanto, os fatores que promovem
aterosclerose nesses pacientes ndo estdo esclarecidos. Os AOPPs podem estar envolvidos
nesses eventos cardiovasculares aterosclerdticos, uma vez que que os niveis de AOPPs
correlacionaram-se com a espessura da camada intima da cardtida (DRUEKE et al., 2002;
LIU et al., 2006).

Os niveis de AOPPs também se encontram aumentados em pacientes com
insuficiéncia renal aguda (IRA), sendo que seus niveis estdo associados com a gravidade desta
patologia (LENTINI et al., 2010). Evidéncias epidemiolégicas tém sugerido que ndo apenas o
desenvolvimento de IRA ap06s cirurgia cardiaca de revascularizagdo, mas também a falta de
recuperacdo de IRA apoOs este processo cirdrgico sd@o considerados desfechos adversos
(SRISAWAT et al., 2010). Recentemente, com o proposito de avaliar o papel prognostico dos
niveis de AOPP para IRA associada a cirurgias cardiacas ap0s processo de revascularizacéo,
Liang et al. (2012) observaram que o aumento dos niveis de AOPPs é um potencial preditor
de efeitos adversos, incluindo a ndo recuperacdo de IRA nos pacientes deste estudo. A
nefropatia mediada por IgA é outra enfermidade renal e é a principal causa de
glomerulonefrite. Um estudo prospectivo demonstrou que niveis elevados de AOPPs no
estagio precoce da doenca foram importantes fatores de risco para desfecho renal adverso
(inicio de dialise) (DESCAMPS-LATSCHA et al., 2004). Além disso, foi observado que os
AOPPs estdo fortemente associados com o aumento de proteindria e um declinio da taxa de
filtracdo glomerular em pacientes com nefropatia IgA (CAMILLA et al., 2011).

Estudos tém apontado o envolvimento do estresse oxidativo em pacientes com
sindrome coronariana aguda (SCA). O termo SCA refere-se a um conjunto de sintomas

clinicos que sdo compativeis com isquemia aguda do miocardio, englobando a angina instavel
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e o infarto agudo do miocardio (IAM). Skvarilova et al. (2005) observaram que 0s pacientes
com SCA tém niveis aumentados de AOPPs e que a concentracdo plasmatica desses produtos
difere significativamente de voluntarios saudaveis. Neste contexto, Kaneda et al. (2002)
demonstraram que os niveis de AOPPs também se apresentaram elevados em pacientes
submetidos a angiografia coronéria devido a suspeita de doenca arterial coronariana (DAC) e
observaram, através de modelos de analise multivariada, que a concentragdo plasmatica de
AOPPs constitui um fator de risco independente para DAC (KANEDA et al., 2002).
Corroborando com estes achados, Barsotti et al. (2011) encontraram um aumento dos niveis
plasméaticos de AOPPs tanto em pacientes com angina instavel quanto em pacientes com
IAM. Também foi demonstrado que o aumento dos niveis dos AOPPs, independentemente de
fibrinogénio e de PCR, foi um preditor de eventos aterosclerdticos cardiovasculares em
pacientes com elevado risco de aterotrombose (DESCAMPS-LATSCHA et al., 2005).

Os niveis de AOPPs também foram estudados em pacientes diabéticos. Diabetes
mellitus € um grupo de distdrbios metabdlicos associados ao metabolismo dos carboidratos no
qual a glicose é subutilizada, produzindo hiperglicemia, sendo esta condicdo hiperglicémica a
principal responsavel pelo estresse oxidativo e geracdo de EROs no diabetes (PANDEY et al.,
2010). Piwowar et al. (2007) reportaram que os niveis plasmaticos de AOPPs apresentaram-se
elevados em pacientes com diabetes mellitus tipo 2 quando comparados com individuos
saudaveis. Além disso, também verificaram que 0s pacientes diabéticos com
macroangiopatias e 0s pacientes diabéticos obesos (com o indice de massa corporea maior que
30) eram 0s que apresentaram os maiores niveis de AOPPs (PIWOWAR et al., 2007). Pandey
et al. (2010) também investigaram os niveis de AOPPs em pacientes com DM tipo 2 e
demonstraram que, além destes pacientes apresentarem niveis elevados deste marcador de
oxidacdo proteica, também obtiveram niveis plasmaticos reduzidos de -SH. Além disso, foi
observada uma forte correlacdo negativa entre os niveis séricos de aloumina e de hemoglobina
glicada (HbA;c) e uma correlagdo positiva entre os niveis séricos de AOPPs e a concentragdo
de HbA;. em pacientes diabéticos tipo 2. Estes achados demonstram que h& uma intima
relacdo entre a oxidacdo proteica e a glicacdo nestes pacientes diabéticos (CAKATAY, 2005).
Estes resultados confirmam a ideia de que o diabetes mellitus € uma desordem metabdlica
complexa com distarbios entre a formacdo de EROs e as defesas antioxidantes, e que a
obesidade também é uma condicdo que esta relacionada com o estresse oxidativo, bem como
com a oxidacdo de proteinas (CAKATAY et al., 2005; PIWOWAR et al., 2007; PANDEY
etal., 2010). Outro estudo demonstrou em pacientes com diabetes mellitus tipo 2 uma

correlacdo significativa entre os niveis de AOPPs e o indice de resisténcia insulinica
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(HOMA-IR), LDL oxidado e os niveis de 6xido nitrico, sugerindo que os AOPPs em
combinacdo com o niveis de oxLDL e NO poderiam ser biomarcadores importantes para

avaliar a associacdo entre o DM e disturbios ateroscleroticos (GRADINARU et al., 2013).

2.6 ALTERACOES CELULARES PROMOVIDAS PELOS PRODUTOS PROTEICOS DE
OXIDACAO AVANGCADA

Niveis sanguineos elevados dos AOPPs foram descritos em muitas condigdes clinicas
relacionadas com o processo inflamatorio, indicando que esses produtos podem agir como
preditores nessas doencas. Com o objetivo de avaliar o real papel dos AOPPs sobre o
desenvolvimento dessas condi¢Ges clinicas, uma série de estudos experimentais, utilizando
modelos animais e/ou cultura de células, foram realizados para investigar os mecanismos
fisiopatoldgicos envolvidos na acdo dos AOPPs. Um fator chave que deve ser evidenciado é
gue os AOPPS atuam de forma ativa como um mediador de muitos processos, incluindo o
oxidativo e o inflamatdrio, bem como através de outras vias que podem resultar em diferentes
desfechos, como uma exacerbacdo da resposta inflamatoria ou até mesmo a inducdo de
apoptose (WITKO-SARSAT et al., 2003; MARSCHE et al., 2007; ZHOU et al., 2009; CAO
et al., 2013). Um fator importante é que as vias de sinaliza¢des intracelulares ativadas pelos
AOPPs, de maneira geral, sdo mediadas pela geracdo de EROs produzidos pela NADPH
oxidase (WEI et al., 2009; ZHOU et al., 2009; XIE et al., 2014) e parecem envolver a ativacao
de mecanismos dependentes do NF-«kB (ZHONG et al., 2009; ZHENG et al., 2013).

As células fagociticas, além de desempenharem um papel fundamental no processo
inflamatorio, sdo uma importante fonte de oxidantes (ODAJIMA et al., 1998). Entre as
enzimas que contribuem na geracdo de oxidantes, a MPO ocupa uma posicdo de destaque,
uma vez que ¢ amplamente expressa nessas células e é a principal geradora de oxidantes
clorados in vivo (KETTLE et al., 1997). Nesse contexto, Witko-Sarsat et al. (1998)
demonstraram que ha uma forte correlacdo entre 0s niveis plasmaticos de neopterina,
marcador de ativacdo de mondcitos, e 0s niveis plasmaticos de AOPPs em pacientes com
DRC. Nesse mesmo estudo, com a finalidade de determinar o papel dos AOPPs no
desequilibrio do sistema imunoldgico associado a DRC, foi verificado que tanto os niveis de
TNF-a, quanto os niveis de receptores soliveis de TNF-a (TNF-Sr75), correlacionaram-se
positivamente com as concentragfes de AOPPs. Essa relagdo dos AOPPs com marcadores

inflamatorios foi corroborada por experimentos in vitro, 0s quais demonstraram que 0S
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AOPPs produzidos in vitro mantiveram a capacidade de ativar o burst oxidativo em
monaocitos humanos isolados (WITKO-SARSAT et al., 1998).

Posteriormente, foi observado que os AOPPs também sdo capazes de ativar neutrofilos
através do aumento da geracdo de EROs dependentes das enzimas NADPH oxidase e MPO
(WITKO-SARSAT et al.,, 2003). Para confirmar esses achados, fracdes plasmaticas
enriquecidas de AOPPs (AOPPs derivados do plasma) extraidas de pacientes hemodialisados
através de cromatografia liquida de desempenho rapido (FPLC) mantiveram a capacidade de
ativar monocitos e os neutrofilos, e essa ativacdo foi semelhante a promovida por fracGes
plasmaticas de individuos saudaveis tratadas com HOCI (WITKO-SARSAT et al., 1998;
WITKO-SARSAT et al., 2003). Assim, os AOPPs gerados tanto in vivo quanto in vitro séo
potentes indutores do burst oxidativo in vivo (LIU et al., 2006) e in vitro (WITKO-SARSAT
et al., 2003). Recentemente, foi demonstrado que a albumina humana exposta tanto ao HOCI,
como ao HOBr, outro produto da MPO, sdo capazes de formar AOPPs, e ambos AOPPs
induzem ativacdo da NADPH oxidase, a degranulacdo e mudanca da forma estrutural de
neutrofilos (GORUDKO et al., 2014). Esses achados indicam que os AOPPs sdo potenciais
indutores do processo inflamatorio e que AOPPs provenientes de outras vias, além da via
classica MPO/HOCI, também podem exercer acOes sobre as células.

Sobre o papel pro-inflamatério dos AOPPs, foi demonstrado que a administragdo
intravenosa de AOPPs, produzidos in vitro, promoveu um aumento significativo da infiltracdo
de macrdfagos no tecido renal de ratos nefrectomizados (LI et al., 2007). O recrutamento de
macrdfagos € considerado um evento precoce do processo inflamatorio e, no tecido renal, esta
associado com dano glomerular e renal, bem como com fibrose renal (CHOW et al., 2004). O
aumento da infiltracdo de macréfagos para o meio tecidual também foi observado em aorta de
coelhos hipercolesterolémicos tratados com AOPPs. Nesse estudo, observou-se um aumento
dos niveis de AOPPs em homogeneizado de aorta dos animais tratados com AOPPs e também
um aumento na deposicdo de oxLDL nesse tecido. Além disso, 0os animais controles (néo-
hipercolesterolémicos) e que receberam administracdes de AOPPs apresentaram um aumento
dos niveis plasmaticos de AOPPs, uma reducdo na atividade da enzima GPx e um aumento
dos niveis de oxLDL, bem como nos niveis de TNF-a, demonstrando o potencial oxidante,
pro-inflamatorio e pro-aterogénico desses produtos oxidados (LIU et al., 2006). A
administragdo intravenosa de AOPPs também induziu um processo inflamatorio nos rins em
ratos diabéticos. Esse efeito resultou do aumento da infiltracdo tecidual de macrofagos, do
aumento da expressdo (a nivel de RNA mensageiro e proteina) de citocinas inflamatorias,

como MCP-1 e fator de crescimento transformador  (TFG-), induzidos pelos AOPPs. Além
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disso, através de analise imunohistoquimica do tecido renal, foi observado que os AOPPs
promoveram alteracdes estruturais, incluindo hipertrofia glomerular e acimulo de matriz
extracelular, resultando em aumento de albuminuria (SHI et al., 2008). Todos esses efeitos
induzidos pelos AOPPs derivam do aumento da producdo de O," dependentes da ativacdo da
NADPH oxidase.

O complexo enzimatico da NADPH oxidase, além de estar amplamente expresso em
leucdcitos, é considerado a principal fonte de EROs em células renais, incluindo células
epiteliais tubulares e células mesangiais (GEISZT et al., 2004). Nesse contexto, foi
demonstrado que os AOPPs induziram um aumento da geracdo de O,  produzido pela
NADPH oxidase em homogeneizado renal de ratos diabéticos, além de promoverem um
aumento da expressdo de subunidades fundamentais para ativacdo desse complexo
enzimatico, como a p47°"™ e a gp91”"*. Esses efeitos promovidos pela administracdo de
AOPPs foram revertidos pela administracdo oral de apocinina, um inibidor da NADPH
oxidase (SHI et al., 2008). Esses achados sugerem que os AOPPs sdo indutores do estresse
oxidativo e da inflamacdo in vivo, via estimulacdo do complexo enzimatico NADPH oxidase.
Sugere-se ainda que as EROs geradas durante esse processo podem desempenhar um
importante papel na sinalizacdo celular, uma vez que promovem a ativacdo do NF-kB.

Considerando o papel de grande importancia do NF-xB na regulagdo do processo
inflamatorio, foi demonstrado que os AOPPs inibiram significativamente a proliferacdo e
diferenciacdo celular através da ativacdo de uma via de sinalizacdo mediada por NF-kB em
cultura de células 6sseas (cultured rat calvarial osteoblast-like). Nesse estudo, o tratamento
das células dsseas com AOPPs resultou na diminuicdo de marcadores indicativos de
proliferacdo dssea, incluindo a atividade da fosfatase alcalina e a expressdo de osteocalcina
(tanto a nivel de expressdo proteica quanto de RNA mensageiro), no aumento da producao de
EROs e também na ativacdo do NF-«kB, verificado através da fosforilacdo da subunidade p65
(ZHONG et al., 2009). AOPPs também induziram inflamacéo em células mesangiais renais,
promovendo um aumento da expressdo de MCP-1 e da ativagdo do NF-kB, sendo esse Ultimo
achado verificado através da fosforilagdo da quinase IkB 0 que resulta em degradacdo da
proteina inibidora do NF-kB, a IxB, permitindo a translocacdo desse fator de transcri¢do até o
nacleo. A ativacdo do NF-xB foi dependente da geracdo de EROs via NADPH oxidase
(Figura 4) (WANG et al., 2013).

Resultados parecidos foram observados em poddcitos renais. Os poddcitos, ou células
epiteliais glomerulares, sdo as principais células encontradas no glomérulo renal e sdo as
responsaveis pela homeostase da permeabilidade glomerular, atuando como uma barreira a
fim de impedir que concentragcBes excessivas de proteinas alcancem o Iumen tubular e
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aparecam na urina. Zhao et al. (2015) demonstraram que AOPPs induziram um aumento da
expressdao de MCP-1 atraves da ativacdo da via mediada por NF-kB nessas células. Além
disso, os AOPPs induziram ativacdo do sistema renina-angiotensina em células epiteliais
tubulares renais e essa acdo também foi mediada pela ativagdo do NF-kB (CAO et al., 2013).

Além de promover um estado pré-inflamatorio sistémico, os AOPPs também geram
outras alteracdes celulares. Wei et al. (2009) investigaram 0s mecanismos pelos quais esses
produtos podem causar alteragdes celulares e demonstraram que os AOPPs, quando incubados
com células mesangiais renais, promoveram uma série de efeitos deletérios.

Figura 4 - Via de sinalizacdo mediada pelo NF-xB ativada pelos AOPPs em células
mesangiais
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Fonte: Adaptado de Wang et al., 2013. AOPPs, produtos proteicos de oxidac¢do avancada; nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase; EROs, espécies reativas de oxigénio; IKK, quinase IkB; IkB, proteina
inibidora do NF-xB; MCP-1, molécula quimiotatica de mondcitos.

Primeiramente, os AOPPs induziram um aumento da geracdo de O,  citosdlico
através da ativacdo da NADPH oxidase das células mesangiais via fosforilacdo da subunidade
p47°"* e, subsequentemente, translocacdo dessa subunidade para membrana plasmética.
Também foi possivel observar que os AOPPs promoveram a ligacdo entre as subunidades
p47°"* ¢ p22P"* sendo esse processo imprescindivel para ativacdo do complexo enzimatico.
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Além disso, 0 aumento da geracdo de O," via NADPH oxidase é dependente da ativacdo da
proteina quinase C (PKC), visto que os AOPPs estimularam a fosforilacdo dessa quinase e um
inibidor da PKC (Ro-32-0432) bloqueou a ativacdo do complexo enzimatico promovida pelos
AOPPs. A ativacdo dessa via (PKC/NADPH oxidase) pelos AOPPs foi a responsavel por
resultar em um aumento da deposicdo de matriz extracelular, a qual € um dos sinais mais
precoces de lesdo glomerular. Essa deposi¢éo foi verificada através do aumento da expresséo
de fibronectina e colageno do tipo IV em células mesangiais (Figura 5) (WEI et al., 2009).
Corroborando com esses achados, Zhou et al. (2009), através de um estudo realizado in vitro e
in vivo, também observaram que os AOPPs promovem alteracdes em outro tipo celular renal,
0s poddcitos. Considerando que a deplecéo dessas células esta envolvida no desenvolvimento
de proteindria (TOYODA et al., 2007), o estudo de Zhou et al., (2009) determinou que a
administracdo crénica de AOPPs em ratos induziu apoptose de poddcitos, resultando em
redugdo do numero e da densidade dessas células no tecido renal. Esse achado foi confirmado
in vitro através de modelo de cultura de poddcitos. Nesse sentido, foi observado que esse
processo apoptético induzido pelos AOPPs foi mediado pela ativacdo da NADPH oxidase e
também pelo aumento da expressdo de proteinas pré-apoptéticas, incluindo a p53, Bax e
caspase-3 (ZHOU et al., 2009). O efeito pro-apoptético promovido por AOPPs foi explorado
para outros tipos celulares, incluindo células vasculares endoteliais (GUO et al., 2008) e
celulas epiteliais intestinais (XIE et al., 2014).

Figura 5 - Via de sinalizacdo, dependente da PKC, envolvida na elevacdo de O, e de matriz
extracelular promovida pelos AOPPs em células mesangiais
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Fonte: Adaptado de WEI et al., 2009. AOPPs, produtos proteicos de oxidacdo avancada; nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase; O,", radical anion superéxido; ECM, matriz extracelular, FN,
fibronectina; TGF-B1, fator de crescimento transformante .
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A apoptose é um processo de morte celular que é regulado através do balanco entre
proteinas pro-apoptoticas e anti-apoptéticas. A familia Bcl-2, um regulador chave da
apoptose, consiste tanto em proteinas a favor do processo de apoptose, incluindo Bax e Bad,
quanto contrarias a apoptose, representada pela Bcl-2 e Bel-xL (DEJEAN et al., 2010). A
proteina pré-apoptética Bax € necessaria para alterar a permeabilidade da membrana
mitocondrial, induzindo a liberacdo do citocromo ¢ o que leva a ativagdo de caspases.
Entretanto, Bcl-2 inibe esse processo através da supressao da translocacdo do Bax (CHIPUK
et al., 2008). Recentemente, foi demonstrado que os AOPPs induziram apoptose em
cardiomidcitos (células H9c2). Apoptose de cardiomidcitos € um dos principais responsaveis
pela fisiopatogénese de cardiomiopatia diabética (KUETHE et al., 2007), e esses achados
sugerem que a apoptose induzida pelos AOPPs pode estar envolvida na génese dessa
complicacdo do diabetes. O mecanismo subjacente a esse efeito pro-apoptaético foi através da
diminuicdo da inativacdo da fosforilagao de Axt, redugdo da fosforilagdo de Bad, diminui¢do
da expresséo de Bcl-2, aumento da expressdo de Bax e ativacdo da caspase-3 (ZHANG et al.,
2016). O mecanismo pré-apoptotico induzido pelos AOPPs sobre as células epiteliais
intestinais envolveu o aumento da producdo de EROs mediada pela ativacdo da NADPH
oxidase.

No entanto, a via pro-apoptotica ativada nessas células foi associada com a ativacao da
via de sinalizagdo mediada pela c-jun N-terminal quinase (JNK) (XIE et al., 2014). JNK é
uma proteina quinase pertencente a superfamilia das proteinas quinases ativadas por mitdgeno
(MAPKs). As MAPKs medeiam numerosos processos celulares, como crescimento,
diferenciacéo e morte celular, em resposta a muitos estimulos extracelulares, incluindo fatores
de crescimento, hormonios, citocinas e também espécies reativas do estresse oxidativo
(YANG et al., 2013). A via MAPK pode ser categorizada em trés subfamilias: proteina
quinase ativada por sinal extracelular (ERK Y2 ou p44/42 MAPK), JNK e p38 MAPK. No
entanto, a exposicao das células epiteliais intestinais com AOPPs induziu apoptose mediante
ativacédo apenas da fosforilacdo da JNK, ndo apresentando efeito sobre a fosforilagcdo da p38
MAPK e da ERK %. Também foi observado que a morte celular induzida pelos AOPPs
nessas células € um processo dependente da ativacdo da via pro-apoptotica independente de
caspase, mediada por poli (ADP-ribose) polimerase-1 (PARP-1) (XIE et al., 2014).

Evidéncias crescentes indicam que 0s AOPPs podem desempenhar suas funcdes
deletérias através da interacdo com receptores de membrana. Até o momento, foram
reconhecidos dois receptores de membrana 0s quais podem interagir com os AOPPs e

desencadear as vias de transducéo de sinal estimuladas por esses produtos. Um possivel alvo é
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o receptor multi-ligante de AGEs (RAGE) (MARSCHE et al., 2007; GUO et al., 2008; ZHOU
et al., 2009; XIE et al., 2014; WU et al., 2016). Esse receptor transmembranar esta envolvido
nas acdes desempenhadas por muitos agentes bioldgicos, particularmente os AGEs, e estdo
expressos em células renais, endoteliais, bem como células do sistema imune, incluindo
macrofagos e neutrdfilos (COLLISON et al., 2002). O aumento da expressdo desses
receptores tém sido implicado na patogénese de uma série de condigdes clinicas que
envolvem o processo inflamatério (CHANG et al.,, 2008; BUCCIARELLI et al., 2008).
Considerando que os AOPPs e os AGEs apresentam muitas caracteristicas patofisiologicas
semelhantes (WITKO-SARSAT et al., 1998), foi hipotetisado que os AOPPs também
poderiam desempenhar seus papéis através de RAGE. De fato, Witko-Sarsat et al. (1998)
demonstraram que ha uma forte correlacdo entre as concentracdes plasmaticas de AOPPs e 0s
niveis de AGEs em pacientes urémicos. Assim, foi demonstrado que AOPPs promovem
aumento da expressdo de moléculas pro-aterogénicas, como a molécula de adesdo intracelular
(iCAM-1) e molécula de adesdo da celula vascular (vCAM-1), em células endoteliais atraves
da interacdo com os receptores RAGE.

A via de sinalizacdo ativada pelos AOPPs e que resulta na ativacdo das células
endoteliais envolve o aumento da geracdo de radicais O, dependente da NADPH oxidase,
ativacdo da ERK 1/2 e ativacdo da MAPK p38 (GUO et al., 2008). Marsche et al. (2007)
também investigaram o envolvimento dos AOPPs com os receptores RAGE, e nesse estudo
foi verificado que os AOPPs exerceram um papel chave na inducéo de inflamag&o em células
vasculares. Primeiramente, foi demonstrado, através de técnicas de imunohistoquimica, a co-
localizacdo de proteinas modificas por HOCI e a expressdao de RAGE em seccdes de aorta
humana com lesdes ateroscleréticas. Posteriormente, através de ensaios de binding,
observaram que AOPPs apresentam grande afinidade por esse receptor e que essa interacdo
promove ativacdo de uma cascata de sinalizacdo via MAPK e um aumento da expressdo de
MCP-1, um importante mediador inflamatério envolvido no recrutamento de leucdécitos para
os sitios inflamatdrios (MARSCHE et al., 2007).

No rim, especialmente nos poddcitos renais, a expressdo de RAGE é estimulada pelos
AOPPs. A interacdo AOPPS/RAGE provoca aumento da geragdo de EROs, resultando na
inducdo de apoptose dessas células (ZHOU et al., 2012). Os AOPPs também foram capazes
de induzir danos em células tubulares renais através de uma via dependente de receptores
scavenger CD-36 (IWAO et al., 2008). Nesse contexto, Cao et al., (2013) demonstraram que
0s AOPPs induziram um aumento da expressdo de proteinas envolvidas na ativacdo do
sistema renina-angiotensina-aldosterona intra-renal via receptores CD-36. A Figura 6 ilustra
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alguns mecanismos envolvidos na ativacdo de receptores pelos AOPPs observados na DRC.
Considerando que a ativacdo dessa via esta envolvida na progressdo da DRC, os achados
sugerem que o acumulo de AOPPs desempenha um papel chave na progressdo desta patologia
(CAPPEILERRE-BLANDIN et al., 2006; CAO et al., 2013).

A DRC frequentemente evolui para doenca renal de estdgio final e um dos
mecanismos fisiopatologicos é a fibrose intersticial renal (LI et al., 2013). A transic¢ao celular
de epitelial para mesenquimal e a hipertrofia renal parecem ser processos envolvidos na
patogénese de DRC (WOLF et al., 2003; LIU, 2010). Pacientes com DRC, em estagio precoce
da doenca, apresentaram niveis plasmaticos elevados de AOPPs e esses niveis
correlacionaram-se positivamente com o comprometimento da fungéo renal (LIU et al., 2011),
indicando que os AOPPs desempenham um papel na progressdao da DRC (WElI et al., 2009).
Perturbacbes celulares induzidos pelos AOPPs podem ser mecanismos subjacentes a
patogénese e progressdo das doencas renais. O reticulo endoplasmatico funciona como o
maior centro de processamento celular, na qual proteinas sdo sintetizadas, secretadas,
dobradas e montadas de maneira correta (TANGE et al., 2015).

Figura 6 - Papel patogénico dos AOPPs na progressédo da DRC
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Condicdes adversas, incluindo hipdxia e estresse oxidativo, afetam as funcGes do
reticulo endoplasmatico e resultam no acimulo de proteinas mal dobradas (misfolded) ou ndo
dobradas (unfolded) no Iumen do reticulo endoplasmatico, induzindo estresse do reticulo
endoplasmatico. O estresse do reticulo endoplasmatico é um processo envolvido no
desenvolvimento de muitas desordens renais, incluindo doenca renal do diabetes (WU et al.,
2010) e DRC (KIMURA et al., 2008). Tange et al. (2015) demonstraram que os AOPPs
induziram hipertrofia tubular, avaliada através do aumento da expressdo da p27, e transicéo
celular de epitelial para mesenquimal, avaliada através da perda da expressdo da E-caderina e
0 aumento da expressao da alfa-actina de musculo liso, ambas caracteristicas fenotipicas de
células mesenquimais, em cultura de células tubulares proximais renais humanas
(células HK-2), e esses eventos foram associados com o estresse do reticulo endoplasmatico.

Embora existam uma série de estudos com o objetivo de investigar o papel dos AOPPs
tanto a nivel sistémico, quanto a nivel celular, ainda ha muitas duvidas e perguntas a serem
respondidas. Entre essas, incluem-se: a via MPO/HOCI é a Unica via capaz de formar os
AOPPs? A albumina € a Unica fonte proteica para a formacdo dos AOPPs? AOPPs formados
por outras vias, além da via classica MPO/HOCI, também podem desempenhar um papel na
inducdo do processo inflamatorio e apoptotico? Nenhuma dessas questbes foram, até o
momento, elucidadas, o0 que encoraja a investigacdo de novos estudos envolvendo os AOPPs.
Dessa forma, no presente estudo buscou-se investigar novas vias de formacgdo dos AOPPs,
através da reacdo de Fenton, e do colageno, como uma nova fonte proteica, e também

verificar se esses novos produtos também sdo capazes de induzir um processo inflamatorio.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial de novas vias para a formagdo de AOPPs através da reacdo de Fenton e da
utilizacdo do colageno como uma nova fonte proteica, assim como investigar os efeitos destes
AOPPs sobre processos inflamatorios envolvendo neutréfilos e células embrionarias renais
(HEK 293).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Estabelecer um modelo experimental de inducdo da formacao de AOPPs in vitro baseado na
reacao de Fenton;

« Investigar se a reacdo de Fenton é capaz de promover o aumento da producdo de AOPP em
amostras bioldgicas;

« Avaliar a capacidade da N-acetilcisteina (NAC) e da frutose-1,6-bisfosfato (FBP) em inibir a
formacédo de AOPPs formados através da reacdo de Fenton;

« Verificar o efeito dos AOPPs formados através da reacdo Fenton (AOPP-RF) sobre a
expressdo de COX-2, IL-6 e NF-kB através do ensaio de transfeccdo em células renais
embrionarias (HEK 293);

* Investigar a formacdo de AOPPs através da exposicdo do colageno ao HOCI (colageno-
AOPP);

* Avaliar o efeito do colageno-AOPP sobre a viabilidade celular em neutréfilos humanos
isolados;

« Investigar as alteragdes induzidas pelo colageno-AOPP sobre os niveis de marcadores
oxidativos e inflamatdrios, incluindo AOPPs, 6xido nitrico, O,~ e HOCI em neutrdfilos
humanos isolados;

* Verificar os efeitos do colageno-AOPP sobre marcadores de apoptose celular em neutrofilos
humanos isolados através de citometria de fluxo;

« Avaliar os efeitos do alfa-tocoferol sobre a viabilidade celular, os marcadores oxidativos e

inflamatorios, bem como sobre marcadores de apoptose em neutréfilos humanos isolados.
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Abstract

The accumulation of advanced oxidation protein products (AOPPSs) has been linked to several
pathological conditions, and their levels are formed during oxidative stress as a result of
reactions between plasma proteins and chlorinated oxidants produced by myeloperoxidase
(MPO). However, it was suggested that the generation of this mediator of inflammation may
also occur via an MPO-independent pathway. The aim of this study was to induce the
formation of AOPPs in vitro through Fenton reaction and to investigate whether this
generation could be counteracted by N-acetylcysteine (NAC) and fructose-1,6-bisphosphate
(FBP). The complete Fenton system increased the AOPPs levels and both NAC and FBP were
capable of inhibiting the formation of Fenton reaction—induced AOPPs. These data provide
new hypothesis about another pathway of AOPPs formation, as well as report that NAC and
FBP may be good candidates to neutralize pro-inflammatory and pro-oxidant effects of

AOPPs in several diseases.

Keywords: Oxidative stress; Inflammation; Mediators; Fructose-1,6-bisphosphate; N-

acetylcysteine.
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1. Introduction

Under physiological conditions, animal cells produce certain amounts of reactive
oxygen species (ROS) that participate in numerous metabolic processes and, generally, are
required for life processes [1,2]. On the other hand, they are potentially very toxic, and when
present in excess, they can damage macromolecules, such as proteins. Several chronic
inflammatory diseases, including diabetes mellitus, atherosclerosis, and chronic kidney
disease (CKD), are characterized by increased oxidative stress and enhanced tissue and
systemic levels of oxidized protein [3-9]. It has been well documented that human serum
albumin (HSA) is quite vulnerable to ROS [10]. Thereby, HSA is continuously exposed to
oxidative stress so that alterations of the conformation and function of HSA could occur,
resulting in modification of its properties, which acts as a pro-oxidant [11].

There are several mechanisms, which induce protein oxidation because all amino acid
side chains can become oxidatively modified. Accordingly, there are numerous different types
of protein oxidative modification, and new compounds and modified structures are formed.
Recently, advanced oxidation protein products (AOPPs), new markers of protein oxidation,
have begun to attract the attention of various investigators [12-15]. AOPPs are not only a
marker of oxidative stress but also a mediator of inflammation [15]. More interesting is that
AOPPs can be formed in vitro by the exposure of serum albumin to hypochlorous acid
(HOCI) [7]. This biomarker comprises several chromophores, including pentosidine,
carbonyls, and proteins cross-linked by dityrosine, which shows absorbance at a wavelength
of 340 nm [15]. Until now, it is known that AOPPs are formed as a result of reaction between
plasma proteins, mostly albumin, and chlorinated oxidants produced by myeloperoxidase
(MPO), among which, HOCI is the most powerful compound [7]. MPO levels correlate with
the AOPPs plasma content in hemodialysis patients, and approximately 50% of AOPPs are
formed by MPO-dependent activities [16]. Thus, HOCI may represent one of the pathways for
AOPPs production in plasma proteins exposed to activated phagocytes.

However, Capeillére-Blandin et al. (2006) demonstrated that there was a lack of
association of plasma AOPPs concentration with circulating MPO activity in predialysis
patients with CKD, in contrast to the strong association found in hemodialysis patients [16].
These observations suggest that the generation of AOPPs may also occur via an MPO-
independent pathway and may involve other agents. Because Fenton reaction is an important
source of ROS, especially during the inflammatory process and that hydroxyl radical (HO")
formed by this reaction is the most harmful free radical, this reaction may represent an
alternative pathway for the generation of AOPPs. Furthermore, the assessment of impact of
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antioxidants on protein oxidation is another approach. It has been shown that both N-
acetylcysteine (NAC) as fructose-1,6-bisphosphate (FBP) were able to inhibit the formation
of HOCI-induced AOPPs in a concentration-dependent manner [17]. Considering that AOPPs
are a family of heterogeneous compounds with a diversity of structural modifications [15] and
that Fenton reaction is frequently used to experimentally induce oxidative damage to
macromolecules, we hypothesized that the Fenton reaction may contribute to the generation of
AOPPs, indicating that HO" formed through this reaction may be an important pathway for
the formation of AOPPs. However, the association between Fenton reaction and the formation
of AOPPs has not been reported previously. Consequently, the purpose of the present study
was to investigate the potential of an alternative pathway for the formation of AOPPs, a new
class of inflammatory mediators, through the Fenton reaction, and evaluate whether this

generation could be counteracted by FBP and NAC.

2. Methods

2.1 Chemicals and reagents

Human serum albumin was obtained from LFB Biomedicaments (Les Ulis, France).
Potassium iodide (KI), acetic acid (C,H40,), ferrous sulfate (FeSO,), and hydrogen peroxide
(H20,) were purchased from Vetec Quimica (Rio de Janeiro, Brazil). The chloramine-T,
NAC, and FBP were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). The H,0,
concentration was determined spectrophotometrically at 240 nm (e = 43.6 M * cm ™) after
dilution with distilled deionized water [18]. Solutions of HOCI were prepared by diluting
commercial sodium hypochlorite in 10 mM NaOH before use. The HOCI concentration was
determined spectrophotometrically at 292 nm (e=350 M * cm ™) after dilution with 10 mM
NaOH. All other chemicals used were of the highest grade available and were prepared daily
in distilled deionized water. All experiments were performed in 50 mM phosphate buffer
(PBS), pH 7.4.

2.2 Preparation of Fenton reaction and determination of AOPPs
Under in vitro conditions, Fe?" is able to generate the HO" by dismutation of H,0,
according to the Fenton-redox reaction:
H,0, + Fe*" < Fe** + OH' + OH’
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Briefly, the HSA (30 mg/mL) was incubated, at room temperature, in the presence of
either H,O, (0.05, 0.10, or 0.20 M) or FeSQO,4 (20 mM) or in the presence of those two agents,
namely, Fenton reaction, FeSO,4 (20 mM) + H,0; (0.05, 0.10, or 0.20 M) to produce albumin-
AOPPs (HSA-AOPPs). A control HSA sample was incubated likewise without Fenton
reaction reagents. The Fe®* generation was quantified using standard method on Cobas
MIRA® automated analyzer (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland). The concentration of
HSA was used because it is close to the physiological albumin concentration, and we verified
in preliminary experiments that 30 min was an optimal time of incubation [17]. The AOPPs
concentration was measured by a spectrophotometric assay at 340 nm as described previously
[7]. The content of AOPPs in the HSA or HSA-AOPPs preparations was expressed in umol/L.
In part of the experiments the absorbance spectrum was measured from 330 to 420 nm at 400
nm/min and 1 nm/point in a 1 cm light-path cuvette to role out any possible changes in
spectral absorbance of HSA. Briefly, HSA solution (30 mg/mL) was incubated for 30 min
with HOCI 4 mM or with Fenton reaction (FeSO, 20 mM + H,O, 0.20 M) at room
temperature. An untreated HSA was used as a control. Absorbance spectrum was performed

using a Hitachi U-2800A spectrophotometer.

2.3 Effect of NAC and FBP on AOPPs formation

The effect of NAC and FBP on the levels of HSA-AOPPs induced by Fenton reaction
were evaluated by a concentration-effect curve. Briefly, HSA was incubated for 30 min with
NAC (1 to 4 mg/mL) or FBP (4 to 20 mg/mL), along with Fenton reaction, FeSO, (20 mM) +
H.0, (0.20 M), or PBS as control.

2.4 Effect of Fenton reaction on quantification of AOPPs levels in serum samples

The possibility that Fenton reaction may induce AOPPs formation in
biological/pathological samples was investigated. For this purpose, serum from healthy
controls subjects, patients with type 2 diabetes mellitus (T2DM), and patients with CKD were
introduced in this study. Briefly, blood samples were collected into a serum separator tube
(red-top Vacutainer®) and immediately centrifuged at 3000xg for 10 min at room temperature.
Serum creatinine and albumin measurements were performed by use of standard methods on
Cobas MIRA® (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) automated analyzer. For the analysis
of glycosylated hemoglobin (HbA;.) the whole blood was used and its levels were measured

by high-performance liquid chromatography (HPLC) method on D10® (Bio-Rad Laboratories,
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California, USA). Mean (Standard Deviation) values for age, HbA;, albumin, and creatinine
in the different groups were as follows: healthy controls, n= 5, age= 47.2 (12.1) years,
HbA1.= 5.7% (0.3%), albumin= 32.0 (2.4) g/L, creatinine= 0.9 (0.1) mg/dL; T2DM, n= 5,
age= 57.7 (25.8) years, HbA;.= 10.5% (2.6%), albumin= 30.2 (4.2) g/L, creatinine= 0.9 (0.3)
mg/ dL; and CKD, n= 5, age= 50.4 (12.9) years, HbA;.= 5.6% (0.2%), albumin= 25.6 (6.9)
g/L, creatinine= 4.0 (1.9) mg/dL. The impact of Fenton reaction on measured AOPPs levels
was investigated by comparing AOPPs levels in serum samples immediately before (pre-FR)
and 30 min after (post-FR) the incubation with Fenton reaction (FeSO4 20 mM + H,0, 0.20
M) at room temperature. This study protocol was approved by the local ethics committee
(number 12303113.0.0000.5346).

2.5 Statistical analysis

All analyses were conducted in replicates (n = 5). The values exhibited normal
distribution on the basis of Kolmogorov-Smirnov test. All data, expressed as mean + SEM,
were compared using one-way analysis of variance, followed by the Tukey post test for
multiple comparisons. Student’s t paired test was performed to compare AOPPs levels in
serum samples pre- and post-incubation with Fenton reaction. P < 0.05 was considered
statistically significant. Statistical analyses were carried out with GraphPad Prism version 4.0
for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

3. Results

As shown in Figure 1, the treatment of HSA with Fenton reaction induced a
concentration-dependent increase in the AOPPs levels compared with native HSA (PBS)
(Figure 1A). The content of AOPPs in the HSA exposed to the complete Fenton system Fe?*
(20 mM)/H,0, (0.20 M) was 148.40 + 19.29 umol/L. The increased formation of Fe**
indicated that the Fenton reaction occurred (Figure 1B). The effects of oxidation on the
structural properties of HSA were examined. The spectrum absorbance analysis of albumin
samples indicated that oxidation of HSA promoted a peak at 340 nm as compared to untreated
HSA (Figure 2). Interestingly, a similar absorbance spectrum is observed in HSA solutions
obtained by incubation with HOCI or with Fenton reaction. These results suggest that the
structure of HSA is significantly changed by oxidation with an increase in absorbance at 340

nm, indicating that these spectral changes may be associated with AOPP formation.
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Because the reaction between FeSO, (20 mM) and H,0, (0.20 M) appeared to be the
most efficient oxidant concentration in inducing HSA-AOPPs formation, we further studied
the antioxidant potential of NAC and FBP. The effect of the NAC and FBP on HSA oxidized
by a Fenton system is shown in Figure 3. The incubation of HSA with NAC significantly
reduced the formation of Fenton reaction-induced AOPPs (P < 0.001, Figure 3A). As shown
in Figure 3A, NAC 2 and 4 mg/mL were able to prevent the AOPPs formation, and at a NAC
concentration of 4 mg/mL, a 65% reduction of HSA-AOPPs formation was observed. At a
lower concentration (1 mg/mL), NAC showed a tendency in reducing the formation of Fenton
reaction-induced AOPPs but not significantly. Similarly, the treatment with FBP also
significantly reduced the HSA-AOPPs formation when compared with the Fenton reaction
group without FBP (P < 0.001, Figure 3B). FBP 20 mg/mL inhibited approximately 68% of
HSA-AOPPs formation. However, FBP 4 mg/mL did not significantly inhibit the formation of
AOPPs (Figure 3B).

To further confirm the impact of Fenton reaction on AOPPs formation, serum samples
were incubated with indicated concentration of Fenton system reagents for 30 min. The
exposure of serum to Fenton reaction induced increase in AOPPs levels, similarly as observed
with HSA. AOPPs concentrations were significantly higher after incubation with Fenton
reaction (post-FR) in healthy controls subjects (11.6 + 1.1 vs 17.9 + 1.2 umol/L, P= 0.037),
T2DM patients (14.0 £ 1.1 vs 39.8 + 6.5 umol/L, P= 0.017) and CKD patients (19.3 £ 2.6 vs
37.2 £ 7.7 pumol/L, P=0.037), as shown in Figure 4.

Please add Figure 1 here
Please add Figure 2 here
Please add Figure 3 here
Please add Figure 4 here

Please add Figure 5 here

4. Discussion

The major finding of the present study is the association of AOPPs formation with the
Fenton reaction. To the best of our knowledge, this study is the first attempt to check if
Fenton reaction is also a pathway that generates AOPPs formation in vitro. Interestingly
enough, based on this finding, we can speculate that the Fenton reaction may also contribute
in the formation of AOPPs in vivo. In the present study, we demonstrate that the Fe®* alone

was unable to lead to a significant increase of the HSA-AOPPs levels. The H,O, increased
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significantly the HSA-AOPPs levels in a concentration-dependent manner. However, we
combined the individual substances to enhance their oxidative properties. When Fe?* and
H.O, were applied together with different concentrations of H,O,, the level of HSA-AOPPs
increased significantly. Thus, the complete Fenton system Fe** (20 mM)/H,0, (0.20 M)
increased the AOPPs levels, and simultaneously, it induced significant changes in Fe**
production.

The pathophysiological relevance of plasma AOPPs has already been documented in
the context of several clinical conditions, including chronic uremia [7,16,19], diabetes
mellitus [20-22], and coronary artery disease in nonuremic subjects [23-24]. Some
pathological effects and possible pathways of generating AOPPs are shown in Figure 5. Until
the present moment, AOPPs formation is linked with the production of HOCI via MPO [15].
However, there are studies linking the formation of this biomarker with other sources of
oxidative stress. In this context, Drieke et al. (2002), found a significant relation between
ferritin, AOPPs, and the cumulative annual dose of intravenous iron given to treat patients
with anemia [25]. Thereby, even at the recommended dose and infusion duration, this iron
supplementation leads to generation of redox-active iron, which is a potent pro-oxidant [26].
It has been suggested that iron intravenously may enhance the generation of HO" in the body
through the inflammation process and the Fenton reaction [27-28]. Tovbin et al. (2002) also
reported that iron intravenously in hemodialysis patients induced an increase in the level of
protein oxidation products, as assessed by AOPPs levels and that this effect is positively
related to the inflammatory condition of patients [29]. Similarly, Anraku et al. (2008)
demonstrated that the intravenous higher frequency iron protocol significantly increased
AOPPs levels compared with the lower frequency protocol [26]. These findings suggest that
other sources of free radicals, beyond the HOCI derivative of MPO, may contribute to the
formation of AOPPs.

In our experiments, we tried to find out optimal conditions for the formation of HSA-
AOPPs induced by the Fenton system. Thus, we used separately the individual agents, Fe*
and H,O, and their combinations, to induce an available extent of injury in the HSA for
studying the protective effects of the antioxidants. The complete Fenton system Fe?* (20
mM)/H,0, (0.20 M) increased the AOPPs levels and simultaneously induced significant
changes in Fe** production. The most harmful free radical is HO", which is produced during
this reaction. Both substrates of Fenton reaction are normally present in cells and possess
important physiological roles [30]. Within cells, most iron is bound to chelating proteins, such

as ferritin, preventing the iron from participating in the Fenton reaction. In this context, the
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abundance and availability of free or labile iron is known to be critical for the production of
HO™ and cell damage because of oxidative stress [31]. Concerning the iron concentration in
vivo, it was reported that if a level of total iron in plasma is reaching at least 40 pumol/L, the
presence of catalytically effective iron is very probable. The concentration of H,O, was
proposed to increase up to mM/L levels under pathological conditions [32]. Redox metal
(iron, copper)—-mediated oxidation of a protein may be a site-specific process. The Fe(ll)
protein complex reacts at the site with H,O, via the Fenton reaction to yield active oxygen
species, like HO', binding to high- and low-affinity metal binding sites of protein, involving
sensitive amino acid residues: proline, histidine, arginine, lysine, and cysteine [33]. Recently,
it was shown that the HO", produced from the Fenton reaction, was able to induce a structural
change in the N-terminal region of albumin, which occurs during ROS production or ischemia
events, forming the ischemia-modified albumin [34]. Altogether, these findings suggest a new
concept, making HO", continuously produced by several sources of reactive species, a
pathway that deserves attention for the formation of AOPPs. An interesting finding in the
present study is that, when the HSA spectral was taken into account, the oxidation promoted
by the HOCI and the Fenton reaction revealed an absorbance maximum at 340 nm, suggesting
that both pathways share a similar mechanism of AOPPs formation.

Our study also shows that both antioxidants studied decreased the HSA-AOPPs
formation. Among several potential antioxidant drugs, we showed that NAC was able to
prevent the formation of HSA-AOPPs obtained by the exposure of HSA to Fenton reaction. It
is known that NAC is a thiol-containing compound with antioxidant effects that can be
attributed to its action as a free radical scavenger and as a reactive sulfhydryl compound that
increases the reducing capacity of the cell [35]. More specifically, NAC is capable of directly
scavenging ROS and HOCI [36]. Indeed, NAC has already been used therapeutically in
certain disorders related to oxidative stress such as chronic bronchitis and acetaminophen
poisoning, and it has also recently been shown to protect renal function in conditions of acute
[37] and chronic renal failure [38]. It was demonstrated that NAC, at similar concentrations to
those used in this study (0.5 to 1.0 mg/mL), inhibited AOPP-induced oxygenation activities
via both NADPH oxidase and MPO-dependent pathways [35]. Other possible strategy is the
use of new drugs, such as FBP, which is a high-energy glycolytic metabolite. This drug has
shown to have therapeutic effects in several pathological conditions that involve the activation
of the inflammatory process and the formation of ROS, such as ischemia, shock, and toxic
injuries [39-40]. We showed that FBP significantly reduced the formation of HSA-AOPPs
obtained by the exposure of HSA to Fenton reaction. This inhibitory effect of FBP on HSA-



63

AOPP formation may be due to its antioxidative potential through reactive species scavenging
[41]. This hypothesis agrees with published reports that FBP stood out as having a
surprisingly high antioxidative capacity against HO" production in the Fenton reaction.
Moreover, it has been documented that FBP counteracts the Fenton system via both iron
sequestration and radical scavenging [42]. Accordingly, a previous study developed by our
research group has demonstrated that in vitro treatment of HSA with HOCI promotes the
formation of AOPPs in a concentration-dependent manner of HOCI. In the same study, it was
also observed that both NAC and FBP inhibited this formation of AOPPs [17].

It is important to note that Fenton reaction induced an increased formation of AOPPs
in biological samples of healthy individuals as well as in samples of patients with T2DM and
CKD, which are two clinical conditions associated with an increased content of AOPPs. In
fact, the Fenton chemistry plays a crucial role in both physiological and pathological
processes in living organisms [47]. In addition, there are studies that support the idea that the
Fenton reaction occurs in vivo [48-50], and it is frequently used to explain the toxic effects of
redox-active metals.

To summarize, our data suggest that Fenton reaction may be an important pathway to
the formation of AOPPs, contributing to the deleterious effect of this biomarker/mediator. The
strength of this study is represented by the assessment of a new route of formation of AOPPs
that broadens the understanding about the formation of this inflammatory mediator. It must be
emphasized that other routes may be capable of forming AOPPs and that there are other
sources of HO" beyond the Fenton reaction. Moreover, it is important to point out that NAC
and FBP may be useful as a potential therapeutic strategy to mitigate and neutralize

proinflammatory and pro-oxidant effects of AOPPs in different clinical conditions.
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Figure Captions
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Figure 1. (A) Influence of the Fenton system components on HSA-AOPPs formation. HSA
solution (30 mg/mL) was incubated for 30 min in the presence of either H,0O, (0.05, 0.10, or
0.20 M) or FeSO,4 (Fe**) (20 mM) or in the presence of those two agents, namely, Fenton
reaction, Fe** (20 mM) + H,0, (0.05, 0.10, or 0.20 M). (B) Production of Fe** during the
Fenton reaction. Data are expressed as mean + SEM. ®P < 0.001 vs. control (PBS) and Fe?*
groups. PP < 0.001 vs. H,0, group.
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Figure 2. Spectral changes in HSA treated with Fenton reaction and chlorinated oxidants.
Absorbance spectra of the native HSA, Fenton reaction-treated HSA (HSA-FR) and HOCI-
treated HSA (HSA-HOCI) were recorded. HSA-AOPPs was obtained by treating HSA (30
mg/mL) with Fenton reaction (HSA-FR) or with HOCI (HSA-HOCI) as described in
Methods.
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Figure 3. Antioxidative protection of NAC and FBP on the formation of HSA-AOPPs
induced by Fenton reaction. HSA solution (30 mg/mL) was previously treated (30 min at
room temperature) with FeSO, (20 mM) + H,0, (0.05, 0.10, or 0.20 M), along with NAC
from 1 to 4 mg/mL (A) and FBP from 4 to 20 mg/mL (B). Data are expressed as mean *
SEM. ®P < 0.001 vs. the FR group.
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Figure 4. Influence of the Fenton system components on AOPPs formation. Serum samples
were incubated with Fenton system reagents (Fe?* 20 mM + H,0, 0.20 M) for 30 min. Data
are expressed as mean + SEM. ®P= 0.037 vs. pre-FR in control subjets. "P= 0.017 vs. pre-FR

in T2DM patients. °P= 0.037 vs. pre-FR in CKD patients.
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Induction of endothelial cells perturbation via RAGE -mediated signals [8]
Induction of podocyte apoptosis via RAGE [9]

Activation of monocyte and neutrophil respiratory burst [34]

Activation of mesangial cells NADPH oxidase/ upregulation of TGF-81 [42]
Induction of inflammatory response and adipocyte dysfunction [43]

Induction of cardiomyocytes apoptosis via TRAF3IP2 signaling [45]
Promotion of atherosclerosis and inflammation [50]

Upregulation of components of the renin -angiotensin system via the scavenger receptor CD36 [44]

Figure 5. Schematic illustration depicting some possible pathways of AOPPs formation

linked with the effects promoted by this mediator.
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Abstract

Fenton reaction is a new mechanism able to generate advanced oxidation protein products
(AOPPs) by the exposure the human serum albumin to the Fenton system. Here, we
characterized the effects of Fenton reaction-generated advanced oxidation protein products
(AOPP-FR) on the gene transcription of the nuclear factor-xB (NF-kB), cyclooxygenase-2
(COX-2) and interleukin-6 (IL-6) in human embryonic kidney cells (HEK 293). To
investigate the effects of AOPP-FR and AOPP-HOCI on transcription of inflammatory genes,
the NF-xB, COX-2 and IL-6 luciferase promoter activities were analyzed. AOPP-FR and
AOPP-HOCI were able to induce the activation of the gene transcription of NF-xB, COX-2
and IL-6 in HEK 293 cells. However, the effects of AOPP-FR were significantly higher than
the effects of AOPP-HOCI in relation to COX-2 and IL-6. AOPP-FR induces the activation of
the gene transcription of NF-xB, COX-2 and IL-6 and may represent a novel pathogenic

mediator of inflammation in kidney.

Keywords: Fenton reaction; Advanced oxidation protein products; Hypochlorous acid
Inflammation; HEK 293.
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1. Introduction

An imbalance between peroxidation and antioxidant defense systems results in
excessive reactive oxygen species (ROS) accumulation and consequently oxidative stress.
This process is associated with oxidative modification of proteins, causing structural and
functional changes [1]. There are uncountable types of oxidative modifications that affect the
protein structure. Consequently, these modified proteins are not only sensitive markers of
oxidative stress, but they participate in the regulation of cell functions and may contribute to
the inflammatory response [2,3]. An important family of plasma oxidized protein compounds,
which is described in this context is the advanced oxidation protein products (AOPPs).
Indeed, AOPPs are identified as a novel biomarker of oxidative damage to proteins and
proinflammatory mediator. Structurally, they are defined as a group of dityrosine-containing
and cross-linking protein products [4].

A significant contribution to AOPPs formation results from chlorinated oxidants
produced by myeloperoxidase (MPO) during the neutrophils activation, as suggested by in
vitro incubation of human plasma with hypochlorous acid (HOCI) [4]. However, the
mechanisms of AOPPs formation and the molecular composition of AOPPs have not yet been
completely elucidated. In addition, it has been suggested an MPO-independent oxidation
pathway to AOPPs formation [4-6]. Recently, we demonstrated for the first time that the
Fenton reaction is a new mechanism capable of generating AOPPs by the exposure the human
serum albumin (HSA) to the Fenton system (Fe?*/H,0,) [5].

In the context of kidney diseases, AOPPs have recently emerged as novel renal
pathogenic mediators [7]. Particularly, AOPPs levels increased with the deterioration of renal
function [8], and elevated concentrations of plasma AOPPs have been widely reported to be
closely associated with the pathogenesis of chronic kidney diseases [9]. In the kidney cells,
AOPPs induced the podocyte apoptosis via a cascade of signaling events involving the
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) oxidase activation [7,10].
Furthermore, chronic accumulation of AOPPs accelerated renal fibrosis in a remnant kidney
model [11] and promoted inflammation in the diabetic kidney [12]. However, the wide
majority of literature regarding the AOPPs effects are linked to MPO-derived AOPPs (AOPP-
HOCI), and the effects of Fenton reaction-generated AOPPs (AOPP-FR) have not yet been
investigated.

Thus, we hypothesized that AOPP-FR may act as a new inflammatory mediator in

kidney tissue. Therefore, this study aimed to examine whether AOPP-FR may induce the
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activation of the gene transcription of inflammatory molecules, including the nuclear factor-
kB (NF-xB), cyclooxygenase-2 (COX-2) and interleukin-6 (IL-6) in human embryonic kidney

cells.

2. Materials and Methods
2.1 Preparation of AOPP-FR and AOPP-HOCI

Under in vitro conditions, Fe** can generate the HO" by dismutation of H,O, according

to the Fenton-redox reaction:

H,0, + Fe*" <> Fe** + OH" + OH’

The AOPP-FR was prepared according to a previously described method [5]. Briefly,
HSA solution (30 mg/mL) (LFB Biomedicaments, Les Ulis, France) was incubated in the
presence of 20 mM FeSO, and 0.20 M H,0, two agents namely Fenton reaction, for 30 min
at 37°C to produce AOPP-FR. The H,0O, concentration was determined by spectrophotometric
technique at 240 nm (e = 43.6 M cm™) after dilution with distilled deionized water [13].

The HSA (30 mg/mL) was also exposed to 2 mM HOCI for 30 min at 37°C to form
AOPP-HOCI. Solutions of HOCI were prepared by diluting commercial sodium hypochlorite
in 10 mM sodium hydroxide (NaOH) before use. The hypochlorite concentration was
determined spectrophotometrically at 292 nm (¢ = 350 M™ cm™) after dilution with 10 mM
NaOH [14]. Control incubation was performed in unmodified HSA dissolved only in
phosphate-buffered saline (PBS). All the samples of AOPPs (AOPP-FR and AOPP-HOCI)
were then dialyzed by dialysis tubing cellulose membrane (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, USA) against PBS to remove free oxidants, including OH"and HOCI.

2.2 AOPPs determination

The AOPPs concentration was measured by a spectrophotometric assay, as previously
described [8]. Briefly, 200 uL of AOPPs (AOPP-FR or AOPP-HOCI) or unmodified HSA
were mixed with 20 uL of acetic acid and 10l potassium iodide. AOPPs concentrations were
measured spectrophotometrically at 340 nm and calibrated versus standard reference
containing 200 pL of chloramine-T solutions (0 to 100 pmol/L), 10 pL of 1.16 mol/L

potassium iodide and 20 pL of acetic acid. The content of AOPPs in the stock preparation
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(AOPP-FR and AOPP-HOCI) used in all experiments was > 60 umol/L versus 5 pmol/L in
unmodified HSA.

2.3 Cell Culture

The human embryonic kidney cells (HEK 293) were obtained from the American
Type Culture Collection (Bethesda, MD) and were maintained cultured in Dulbecco’s
modified Eagle medium supplemented with 10% fetal bovine serum, 2 mM L-glutamine, 100
U/mL penicillin, and 100 pg/mL streptomycin at 37°C in a 5% CO, humidified incubator.
Cells were harvested by gentle scraping and were used when confluence had reached 70%.
Then, the cells were exposed to the following treatments: unmodified HSA (800 pg/mL), as a
control group, AOPP-FR (10 - 800 pg/mL) or AOPP-HOCI (800 pg/mL) for 30 min.

2.4 Investigation of the transcription of inflammatory genes by transfection and Luciferase/-

Galactosidase assays

To investigate the effects of AOPP-FR and AOPP-HOCI on transcription of
inflammatory genes, the NF-xB, COX-2 and IL-6 luciferase promoter activities were
analyzed. Briefly, the HEK 293 cells were exposed with unmodified HSA (800 pg/mL), as a
control group, AOPP-FR (10 - 800 pg/mL) or AOPP-HOCI (800 pg/mL) for 30 min. The
transfection assays were performed using Lip-ofectamine LTX and Plus Reagent (Invitrogen)
and Optimem (Invitrogen) following the supplier's protocols. The different promoter—
reporters fusion plasmids (1 pg) and 60 ng of the pSV40-B-galactosidase control vector
(Promega) were co-transfected into the HEK 293 cells using 0.75 pL and 0.25 pL of
Lipofectamine LTX and Plus Reagent, respectively. Transfected cells were washed twice with
PBS, and scraped into luciferase lysis buffer (Promega). Co-transfection with pSV-p
galactosidase plasmid DNA was carried out to normalize transfection efficiencies in different
transfectants and expressed relative to the activity of the control group. The luciferase and -
galactosidase activity assays were performed in a luminometer (TD 20/20, Turner
BioSystems) and the results were expressed as fold induction [15]. The COX-2 promoter-
luciferase construct pCOX-511, IL-6 promoter-luciferase construct p1168hulL6P-luc+, NF-
kB promoter-luciferase construct pNF-xB-luc+ (Stratagene), and pSV40-B- galactosidase
control vector (Promega) were generous gifts from Unidad de Bioquimica—Departament de
Ciéncies Fisiologiques I, Institut d'Investigacié Biomedica de Bellvitge (IDIBELL), Campus

de Bellvitge, Universitat de Barcelona.
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2.5 Statistical analysis

All data, expressed as mean + standard error of the mean (SEM) from at least three
independent experiments, were compared using one-way analyzes of variance (ANOVA)
followed by the Tukey post-test. P < 0.05 was considered statistically significant. Statistical
analyzes were carried out with GraphPad Prism version 4.0 for Windows (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA).

3. Results

3.1 AOPP-RF increased inflammation-related molecule transcription in cultured HEK 293

cells

As we previously demonstrated, the HSA modified by Fenton reaction may represent
one of the pathways for AOPPs formation in vitro [5]. The potential of AOPPs (AOPP-FR
and AOPP-HOCI) to induce NF-kB, COX-2 and IL-6 gene transcription in HEK 293 cells
was comparatively assessed. The [-galactosidase expression vector was used to normalize
transfection efficiencies. Luciferase activity was measured after 30 min of AOPPs (AOPP-FR
and AOPP-HOCI) treatment in serum-free medium. As shown in Figure 1, luciferase activity
from cells transfected with the NF-xB promoter-luciferase construct and treated with AOPP-
FR (10, 50, 200, and 800 pg/mL) or AOPP-HOCI (800 pg/mL) was significantly higher than
the unmodified HSA group. In addition, the AOPP-FR (200 and 800 pg/mL) and AOPP-
HOCI (800 pg/mL) induced an increase in luciferase activity in cells transfected with the
COX-2 promoter-luciferase construct, indicating an increase in the COX-2 gene transcription
(Fig. 2). Stimulation of the cells with AOPP-FR (800 pg/mL) and AOPP-HOCI (800 pg/mL)
also resulted in an increase of induction of luciferase activity for IL-6 transcription compared
to cells treated with unmodified HSA (Fig. 3). However, it should be noted that the effects of
AOPP-FR (800 pg/mL) were significantly higher than the effects of AOPP-HOCI, both in
relation to COX-2 (4.0 £ 0.4 and 1.7 + 0.3 induction fold for AOPP-FR and AOPP-HOCI,
respectively) and IL-6 (5.0 £ 0.1 and 2.1 = 0.2 induction fold for AOPP-FR and AOPP-HOCI,

respectively).

Please add Figure 1 here
Please add Figure 2 here

Please add Figure 3 here
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4. Discussion

This study provides evidence that AOPPs generated from the Fenton reaction induces
an activation of the gene transcription of inflammation-related molecules. We have shown at
first time that AOPP-FR was able to induce the activation of the gene transcription of NF-xB,
COX-2 and IL-6. Our findings emerged from the assumption that the Fenton reaction is also
capable of producing AOPPs in vitro, as reported previously by our team [5]. Although the
HOCI generated via MPO activity may represent the classical and the major pathway for
AOPPs formation in vivo [4], several studies are linking the generation of this biomarker with
other sources of oxidative stress [16-18]. However, the pathways associated to AOPPs
formation have not yet been completely elucidated. In addition, it is important to determine
the role of the new biologically active substances that are potentially generated through these
pathways. Actually, these oxidized proteins are considered as a new class of active substances
that are potentially able to contribute to the regulation of the functional activity of immune
and non-immune cells at sites of inflammation and serve as inflammatory response
modulators [6]. The results obtained in the present study support this hypothesis. Here we
demonstrated that the exposure of HEK 293 cells to AOPP-FR promoted the activation of NF-
kB, a redox-sensitive transcription factor required for synthesis of some proinflammatory
cytokines. In addition, the AOPP-FR induced the increase of the transcription of IL-6 and the
COX-2.

Fenton reaction plays a crucial role in both physiological and pathological processes in
living organisms [19]. In this context, some studies support the idea that the Fenton reaction
occurs in vivo [20-22]. Nevertheless, it is not defined whether AOPP-FR may promote
cellular perturbations, stimulating the inflammatory responses, as the similar form that AOPP-
HOCI. Here, we demonstrated that HSA modified by Fenton reaction, AOPP-FR, was able to
activate the transcription of NF-kB. The NF-kB pathway is recognized to be the central
mediator of immune responses [23] and is frequently hyperactive in inflammatory diseases
[24]. The mechanism of NF-kB pathway activation by AOPP-HOCI is already known [25,26].
In this context, AOPP-HOCI activates the intrarenal renin-angiotensin system in renal tubular
epithelial cells mediated by activation of NF-xB [27]. Moreover, AOPP-HOCI inhibites the
proliferation and differentiation of rat osteoblast-like cells through the activation of the NF-
kB pathway [28]. In agreement with these studies, our results demonstrated that AOPP-HOCI

increases the gene transcription of NF-xB in HEK 293 cells.
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The expression of interleukins is regulated by several transcription factors, especially
NF-xB [29,30]. Given this fact, in our study, we demonstrated that both AOPP-FR and
AOPP-HOCI induced an increase in the IL-6 gene transcription. The proinflammatory effect
of AOPP-HOCI was already observed. In this context, AOPP-HOCI acts as a major player in
RAGE-mediated vascular inflammation and evokes downstream signaling via mitogen-
activated protein kinase (MAPK) pathway and the expression of highly proinflammatory
mediator, monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) [31]. In addition, in an experimental
model, the administration of AOPP-HOCI promoted kidney inflammation and the
overexpression of MCP-1 and transforming growth factor beta-1 (TGF-B1) in renal tissue
[12]. Recently, it was demonstrated that AOPP-HOCI induced the proinflammatory effects in
mesangial cells, promoting an increase in MCP-1 expression and activation of NF-xB
pathway [32]. Here we showed that both AOPP-FR and AOPP-HOCI were able to induce an
increase of COX-2 activation. The COX-2 is an enzyme that catalyzes the first step of the
synthesis of prostanoids, related to the pathogenesis of the inflammatory route, being induced
in the most tissues by inflammatory cytokines in response to inflammation or tissue damage
[33]. Therefore, we speculate that a complex sequence of events may result in activation of
NF-kB signaling and induction of the expression of AOPPs target genes (such as IL-6 and
COX-2). It is important to note that there were differences in the proportion of the effects
caused by AOPP-HOCI and AOPP-FR, and the impact on the expression of both IL-6 and
COX-2 were higher in AOPP-FR exposed cells than in AOPP-HOCI exposed cells. Taken
together, these findings suggest new highlights, making the AOPP-FR a potential mediator of
inflammation.

In summary, AOPP-FR was able to induce the activation of the gene transcription of
NF-xB, COX-2 and IL-6 in human embryonic kidney cells. AOPP-FR may represent a novel
pathogenic mediator enrolled in the induction of inflammation in kidney. However, further
studies using different approaches are required to investigate the effects of AOPP-RF on other

inflammatory pathways.
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Abbreviations

AOPPs: Advanced oxidation protein products

AOPP-FR: Fenton reaction-generated advanced oxidation protein products
AOPP-HOCI: Hypochlorous acid -generated advanced oxidation protein products
COX-2: Cyclooxygenase-2

HEK 293: Human embryonic kidney cells

HO’: Hydroxyl radical

HOC: Hypochlorous acid

HSA: Human serum albumin

IL-6: Interleukin-6

MPO: Myeloperoxidase

NADPH: Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate

NF-xB: Nuclear factor-xB

ROS: Reactive oxygen species
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Figure Captions
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Figure 1. The effect of unmodified and modified HSA (AOPP-FR and AOPP-HOCI) to
induce NF-xB (A), COX-2 (B), IL-6 (C) gene transcription activation in HEK 293 cells by
promoter—luciferase transfection assay. The HEK 293 cells were exposed with unmodified
HSA (800 pg/mL), as a control group, AOPP-FR (10 - 800 pg/mL) or AOPP-HOCI (800
png/mL) for 30 min. The transfection assays were performed using Lip-ofectamine LTX and
Plus Reagent (Invitrogen) and Optimem (Invitrogen) following the supplier's protocols. The
induction fold was determined and the luciferase activity was normalized to the pB-
galactosidase activity. The data are expressed as the mean £ SEM of 3 independent
experiments. P < 0.05 vs. HSA group; “P < 0.01 vs. AOPP-FR (10 pg/mL) and AOPP-FR

(200 pg/mL) groups.
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Figure 2. The effect of unmodified and modified HSA (AOPP-FR and AOPP-HOCI) to
induce COX-2 activation in HEK 293 cells by promoter—luciferase transfection assay. The
HEK 293 cells were exposed with unmodified HSA (800 pg/mL), as a control group, AOPP-
FR (10 - 800 pg/mL) or AOPP-HOCI (800 pg/mL) for 30 min. The transfection assays were
performed using Lip-ofectamine LTX and Plus Reagent (Invitrogen) and Optimem
(Invitrogen) following the supplier's protocols. The induction fold was determined and the
luciferase activity was normalized to the B-galactosidase activity. The data are expressed as
the mean + SEM of 3 independent experiments. P < 0.05 vs. HSA group; “P < 0.001 vs.
AOPP-FR (10, 50 and 200 pg/mL) and AOPP-HOCI (800 pg/mL) groups.
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Figure 3. The effect of unmodified and modified HSA (AOPP-FR and AOPP-HOCI) to
induce IL-6 activation in HEK 293 cells by promoter—luciferase transfection assay. The HEK
293 cells were exposed with unmodified HSA (800 pg/mL), as a control group, AOPP-FR (10
- 800 pg/mL) or AOPP-HOCI (800 pg/mL) for 30 min. The transfection assays were
performed using Lip-ofectamine LTX and Plus Reagent (Invitrogen) and Optimem
(Invitrogen) following the supplier's protocols. The induction fold was determined and the
luciferase activity was normalized to the f-galactosidase activity. The data are expressed as
the mean + SEM of 3 independent experiments. P < 0.001 vs. HSA group; "P < 0.001 vs.
AOPP-FR (10, 50 and 200 pg/mL) and AOPP-HOCI (800 pg/mL) groups.
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Abstract

The accumulation of advanced oxidation protein products (AOPPs) has been linked to several
pathological conditions. Here, we investigated collagen as a potential source for AOPP
formation and determined the effects of HOCI-treated collagen (collagen-AOPPs) on human
neutrophil activity. We also assessed whether alpha-tocopherol could counteract these effects.
Exposure to HOCI increased the levels of collagen-AOPPs. Collagen-AOPPs also stimulated
the production of AOPPs, nitric oxide (NO), superoxide radicals (O;), and HOCI by
neutrophils. Collagen-AOPPs induced apoptosis and decreased the number of viable cells.
Alpha-tocopherol prevented the formation of collagen-AOPPs, strongly inhibited the
collagen-AOPP-induced production of O, and HOCI, and increased the viability of
neutrophils. Our results suggest that collagen is an important protein that interacts with HOCI
to form AOPPs, and consequently, collagen-AOPP formation is related to human neutrophil

activation and cell death.

Keywords: Advanced oxidation protein products; Collagen; Hypochlorous acid;

Inflammation; Mediators; Neutrophils
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1. Introduction

Protein oxidation is a common process during inflammation, and both acute and
chronic diseases are associated with increased protein modification. Oxidative modifications
of collagen, which is the most abundant protein in the extracellular matrix, are particularly
important [1]. These modifications are characterized by the non-enzymatic binding of reactive
products and subsequent molecular rearrangements, which have critical effects on protein
structural and functional properties [2]. There are several types of oxidative protein
modifications, and new compounds with modified structures can be formed as a result. In
particular, advanced oxidation protein products (AOPPs), new markers of protein oxidation,
have attracted recent attention. Elevated levels of AOPPs have been detected in subjects with
coronary artery disease, diabetes, and uremia [3-8]. Myeloperoxidase (MPO)-derived
chlorinated oxidants produced by activated neutrophils contribute significantly to AOPP
formation, and human serum albumin (HSA) is considered the main protein responsible for
the generation of AOPPs [8]. However, the molecular composition of AOPPs is unclear.
Additional pathways and protein targets for AOPP formation are largely unknown [9-12].

Oxidant-modified proteins are sensitive markers for oxidative stress; they are involved
in various cell functions and act as mediators of inflammation. In the inflammatory process,
neutrophil activation is accompanied by the degranulation and formation of a spectrum of
aggressive oxidants, including hypochlorous acid (HOCI) [10] and superoxide (O;) [13].
Nitric oxide (NO), another cellular mediator of humoral factors, plays a central role in the
pathogenesis of diverse inflammatory and infectious disorders [14]. Human neutrophils
produce NO spontaneously [15] or after activation [16], and both inducible and constitutive
isoforms of nitric oxide synthase (NOS) have been purified from human neutrophils [17].
Studies have examined antioxidants with promising features for the treatment of diseases
related to oxidative damage and inflammation. For example, vitamin E (alpha-tocopherol) is
an important lipophilic chain-breaking antioxidant and is essential for oxidant scavenging in
various tissues and cells [18].

AOPPs are a family of heterogeneous compounds with diverse structural
modifications [8] and collagen represents an important target for cumulative posttranslational
modifications [1]. Accordingly, we hypothesized that collagen modification is an important
factor in the generation of AOPPs. In this study, we investigated collagen as a potential
source of AOPPs via its exposure to HOCI. Additionally, we characterized the effects of
HOCI-modified collagen (collagen-AOPPs) on human neutrophil activity and examined

whether these effects can be counteracted by alpha-tocopherol.
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2. Materials and Methods

2.1 Chemicals and reagents

Collagen was obtained from DEG (S&o Paulo, Brazil). Potassium iodide (KI), ethanol,
and acetic acid were purchased from Vetec Quimica (Rio de Janeiro, Brazil). Alpha-
tocopherol was obtained from Inventiva® (Porto Alegre, Brazil) and was dissolved in 20%
ethanol to prepare a stock solution of 10 mM. The final concentration of ethanol in the
experimental milieu was 1%. HSA was obtained from LFB Biomedicaments (Les Ulis,
France). All other chemicals were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,
USA), including chloramine-T, dextran, Histopaque-1077, sodium nitrate, nitroblue
tetrazolium (NBT), sulfanilamide, N-(1-naphthyl)ethylenediamine dihydrochloride, and
zymosan. HOCI solutions were prepared by diluting commercial sodium hypochlorite in 10
mM sodium hydroxide (NaOH) before use. The HOCI concentration was determined
spectrophotometrically at 292 nm (e = 350 M™ cm™) [19]. All experiments were performed in
50 mM phosphate-buffered saline (PBS), pH 7.4.

2.2 Preparation of collagen-AOPPs and determination of AOPP concentration

Under in vitro conditions, collagen was exposed to HOCI to produce collagen-AOPPs.
The reaction was performed in the absence of free carbohydrates and lipids to prevent the
formation of advanced glycation end-product (AGE)-like structures. Prepared samples were
dialyzed in cellulose membrane tubing (Sigma Chemical Co.) against PBS to remove free
HOCI. The incubation conditions were based on a previous study conducted by our team [20].
Briefly, collagen (1.0 mg/mL) was incubated at 37 °C for 30 min in the presence of various
HOCI concentrations, ranging from 0.4 to 2.0 mM. A control collagen sample was incubated
without HOCI (unmodified collagen). The concentrations of HOCI were selected to mimic in
vivo levels [21] based on previous studies [22, 23]. The effect of collagen concentration on the
level of collagen-AOPPs induced by HOCI was evaluated by a concentration-effect curve.
Briefly, collagen (0.1, 0.3, and 1.0 mg/mL) was incubated at 37 °C for 30 min with 2.0 mM
HOCI or PBS as a control. Collagen was also exposed to 10 mM NaOH as a control solvent
for the HOCI solution. AOPP concentrations were measured using a spectrophotometric
assay, as previously described [24]. Briefly, 200 pL of collagen-AOPPs or collagen
preparation in PBS was mixed with 20 pL of acetic acid. AOPP concentrations were
measured spectrophotometrically at 340 nm and calibrated using a standard reference

containing 200 pL of chloramine-T solutions (0 to 100 pmol/L), 10 pL of 1.16 mol/L
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potassium iodide, and 20 pL of acetic acid. The concentrations of AOPPs in the collagen-

AOPPs and unmodified collagen were expressed in pmol/L.

2.3 Effect of alpha-tocopherol on AOPP formation

The impact of alpha-tocopherol on the levels of collagen-AOPPs induced by HOCI
was evaluated by a concentration-effect curve. Briefly, collagen was incubated at 37 °C for 30
min with alpha-tocopherol (0.1 to 0.4 mM) and with 2 mM HOCI or PBS. These incubation
conditions were previously standardized by our team [20]. The collagen was also exposed to
ethanol (final concentration of 1%) as a control solvent instead of alpha-tocopherol. AOPP

concentrations were measured using a spectrophotometric assay, as described previously [24].

2.4 Isolation of human neutrophils

Peripheral blood was obtained from healthy adult volunteers, after informed consent
was obtained, and collected in sterile vacuum tubes containing citrate as an anticoagulant.
Neutrophils were prepared as previously described [26] using a Ficoll-Histopaque density
centrifugation method, and the cells were suspended at 2.0 x 10° cells/mL in Hanks’ balanced
salt solution. The isolation procedure was performed at room temperature. Neutrophil
viability in the cell preparations was >95% as determined by a microscopic examination using
the trypanblue exclusion test. Replicate experiments were performed using neutrophils from
different donors. The study was conducted in accordance with relevant guidelines and
approved by the Institutional Ethics Review Board of Human Studies (number
33649514.7.0000.5346).

2.5 Generation of AOPPs, NO metabolites, O, and HOCI by neutrophils

To examine the effect of collagen-AOPPs on neutrophils, a suspension of neutrophils
was incubated at 37 °C for 1 h with different concentrations of in vitro-prepared collagen-
AOPPs or unmodified collagen. In the neutrophil experiments, concentrations of in vitro-
prepared collagen-AOPPs were adjusted by diluting the 1.0 mg/mL collagen solution in 2 mM
HOCI to final concentrations described below. Neutrophils (2.0 x 10° cells/mL) were treated
with PBS (as a control group), unmodified collagen (200 pg/mL), or collagen-AOPPs (50—
200 pg/mL) in a final volume of 700 pL. AOPPs generated by the neutrophils in the
supernatant were determined using the spectrophotometric technique [24]. NO production was
determined based on the accumulation of nitrites and nitrates (NO metabolites; NOX) in the

supernatant using the Griess reaction as previously described [27]. Briefly, 50 uL of the
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supernatant was mixed with 50 uL of vanadium (III) chloride (8.0 mg/mL) to reduce nitrate to
nitrite. Subsequently, Griess reagents were added and absorbance was read at 550 nm
following a 30 min incubation at 37 °C. A linear standard curve, established using 0 to 400
pmol/L sodium nitrate, was used to determine the concentration of NOx in the supernatant
[27]. Production of intracellular O, by neutrophils was assayed using a colorimetric method
based on the formation of formazan (NBTH,) following a reaction between nitroblue
tetrazolium (NBT) chloride and O, [28]. Briefly, after incubation with 1.0 mg/mL NBT at 37
°C for 3 h, neutrophils were pelleted by centrifugation at 500 x g for 10 min, and cell pellets
were incubated with dimethyl sulfoxide at 37 °C for 20 min to dissolve water-insoluble
formazan crystals. The absorbance of samples was measured at 550 nm using dimethyl
sulfoxide as a blank. The production of HOCI by neutrophils was monitored by reading the
absorbance of cell supernatant media at 292 nm (¢ = 350 M™ cm™) using a spectrophotometer
[29]. For all assays, neutrophils exposed to non-opsonized zymosan (500 pg/mL) and
maintained under the same incubation conditions were used as the positive control. Zymosan
is an insoluble cell-wall component from Saccharomyces cerevisiae, and its non-opsonized
form is widely used as an inducer of respiratory burst in phagocytes [30].

Neutrophils were exposed to alpha-tocopherol (0.4 mM) to examine its effect on
AOPPs generation and the collagen-AOPP-induced NOx, O,", and HOCI. Briefly, neutrophils
(2.0 x 10° cells/mL) were incubated at 37 °C for 1 h with collagen-AOPPs (200 pg/mL) or
unmodified collagen (200 pug/mL), along with PBS or alpha-tocopherol (0.4 mM).

2.6 Assessment of cell viability

Cytotoxicity of collagen-AOPPs toward neutrophils was assessed. The activity of
lactate dehydrogenase (LDH) released into the supernatant was measured using a commercial
diagnostic kit according to the manufacturer's instructions and results were expressed in
U/mL. A trypan blue exclusion assay was also performed to determine cell viability at
different exposure times (immediately, 2 h, and 4 h after exposure to collagen-AOPPSs).

To examine the impact of alpha-tocopherol on cell viability, neutrophils were treated
with alpha-tocopherol as described above. The activity of LDH released into the supernatant
was measured immediately after the incubation period. A trypan blue exclusion assay was
performed at different times post-exposure (immediately, 2 h, and 4 h after collagen-AOPPs

and alpha-tocopherol treatment).
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2.7 Flow cytometric analysis of apoptotic cells

The effect of collagen-AOPPs on apoptosis in neutrophils was evaluated by flow
cytometry using the FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) per the manufacturer’s instructions. Briefly, a suspension of neutrophils (1.0 X 10°
cells/mL) was incubated at 37 °C for 1 h with collagen-AOPPs (200 pg/mL) or unmodified
collagen. Cells exposed to PBS without collagen were used as an additional control group.
Neutrophils exposed to non-opsonized zymosan (500 pg/mL) under the same incubation
conditions were used as a positive control. The externalization of phosphatidylserine was
determined by a flow cytometric analysis using an Annexin V-FITC conjugate (Invitrogen).
Additionally, propidium iodide (PI) staining was used to distinguish early apoptotic cells from
late apoptotic and necrotic neutrophils. Cell populations were determined as live cells
(Annexin V/PI'; lower left quadrant), early apoptotic cells (Annexin V*/PI’; lower right
quadrant), late apoptotic cells (Annexin V*/PI*; upper right quadrant), or necrotic cells
(Annexin V'/P1*; upper left quadrant).

Neutrophils were treated with alpha-tocopherol (0.4 mM) as described above and
subjected to the Annexin V/PI flow cytometric analysis to examine alpha-tocopherol’s effect
on cell apoptosis. Briefly, 2 x 10° cells/mL were incubated for 1 h at 37 °C with collagen-
AOPPs (200 pg/mL) or unmodified collagen (200 pg/mL) along with PBS or alpha-
tocopherol (0.4 mM). The experiment was conducted in triplicate.

2.8 Statistical analysis

All experiments were repeated at least three times. The data were normally distributed
according to a Kolmogorov-Smirnov test. All data were expressed as means + standard error
of the mean (SEM), and were compared using a one-way analysis of variance, followed by
Tukey’s post-hoc test for multiple comparisons. All P-values are two-tailed, and P < 0.05 was

considered statistically significant.

3. Results

3.1 Collagen-AOPP formation was induced by HOCI and reduced by alpha-tocopherol

The effect of HOCI on the formation of collagen-AOPPs was assessed. As shown in
Figure 1A, treatment of collagen with HOCI induced a concentration-dependent increase in
AOPP levels compared with that in unmodified collagen (PBS). The AOPP concentration for
collagen exposed to 2.0 mM HOCI was 340.8 £ 15.8 umol/L as compared to 10.6 + 2.3
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pumol/L for unmodified collagen. To investigate whether the increase in AOPP formation was
dependent on the concentration of collagen, we evaluated its concentration-effect curve.
Incubation of 0.1, 0.3, and 1.0 mg/mL collagen with 2.0 mM HOCI resulted in a
concentration-dependent increase in AOPP levels (Fig. 1B). Treatment with 2.0 mM HOCI
was the most effective to induce collagen-AOPP formation; accordingly, we selected this
concentration to examine the effect of alpha-tocopherol on collagen-AOPP formation.
Incubation of collagen with alpha-tocopherol (0.4 mM) significantly reduced the formation of
collagen-AOPPs (P < 0.001, Fig. 1C). At an alpha-tocopherol concentration of 0.4 mM,
collagen-AOPP formation was reduced by more than 45%. Collagen was also exposed to
ethanol (final concentration of 1%) as a control solvent. Ethanol did not induce collagen-
AOPP formation and had no combined effect with HOCI.

3.2 Alpha-tocopherol inhibited the oxidative response in neutrophils stimulated by collagen-
AOPPs

Importantly, collagen-AOPPs induced a concentration-dependent increase in AOPP
formation in human neutrophils (Fig. 2A). The production of AOPPs by neutrophils was
assessed by incubating cells (2 x 10° cells/mL) with increasing concentrations of collagen-
AOPPs (50-200 pg/mL) at 37 °C for 1 h. AOPP levels differed significantly between
neutrophils treated with collagen-AOPPs (19.3 + 2.5 umol/L) and cells treated with
unmodified collagen (6.0 = 1.7 umol/L) (P < 0.05). Unexpectedly, non-opsonized zymosan
(500 pg/mL) did not affect the generation of AOPPs by neutrophils. The effect of collagen-
AOPPs on NOx production by neutrophils is summarized in Figure 2B. As expected, as the
concentration of collagen-AOPPs increased (50-200 pg/mL), NOx production by neutrophils
increased in a dose-dependent manner. The NOx levels were 72.1 = 3.6 pmol/L for
neutrophils treated with collagen-AOPPs (200 pug/mL) and 30.3 + 3.7 umol/L for cells treated
with unmodified collagen (P < 0.05). Zymosan, used as an inflammation inducer, also
increased the NOX levels generated by neutrophils (89.9 £ 13.2 umol/L, P < 0.01). The effect
of collagen-AOPPs on O, production by neutrophils is shown in Figure 2C. Collagen-AOPPs
(200 pg/mL) significantly increased the production of O, by neutrophils. Zymosan also
increased the O, levels (P < 0.01). Based on the HOCL production, collagen-AOPPs
appeared to be pro-oxidative in human neutrophils (Fig. 2D). Neutrophils stimulated with
collagen-AOPPs (200 pg/mL) produced significantly more HOCI than cells treated with
unmodified collagen (0.521 + 0.048 mmol/L vs. 0.197 + 0.042 mmol/L, respectively; P <
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0.01). Zymosan also increased the HOCI levels generated by neutrophils (0.510 = 0.108
umol/L, P < 0.01).

The effect of alpha-tocopherol in the presence of 200 pg/mL collagen-AOPPs is
summarized in Figure 3. In this experiment, neutrophils were incubated with collagen-AOPPs
or unmodified collagen, in the absence or presence of alpha-tocopherol. Our results indicated
that alpha-tocopherol (0.4 mM) did not significantly affect the release of AOPPs generated by
collagen-AOPP-stimulated neutrophils (P = 0.176). However, there was a tendency for alpha-
tocopherol to reduce AOPP release (Fig. 3A). Treatment of collagen-AOPP-stimulated
neutrophils with alpha-tocopherol also failed to suppress NOx production. NOx levels did not
differ significantly between neutrophils stimulated with 200 pug/mL collagen-AOPPs in the
presence of alpha-tocopherol (62.0 £ 11.0 pumol/L) and those stimulated with 200 pug/mL
collagen-AOPPs in the absence of alpha-tocopherol (72.1 £ 3.6 umol/L) (Fig. 3B, P = 0.434).
However, as shown in Figure 3C, 0.4 mM alpha-tocopherol significantly inhibited Oy
production in neutrophils stimulated with collagen-AOPPs (P = 0.028). In addition, HOCI
production was inhibited by alpha-tocopherol (P = 0.007), as demonstrated in Figure 3D.

3.3 Alpha-tocopherol prevented cell death induced by collagen-AOPPs

To assess collagen-AOPP-induced cytotoxicity in neutrophils, we examined the effects
of unmodified and modified collagen on LDH release. Our results indicated that collagen-
AOPPs had no effect on LDH activity in the neutrophils supernatant, and no significant
difference was observed among treatment groups (Table 1). Considering that HOCI may
inactivate LDH [31], we next investigated the cytotoxicity of collagen-AOPPs using a trypan
blue exclusion assay. As shown in Figure 4B and C, following 2 or 4 h of incubation with
collagen-AOPPs, there was a significant reduction in the number of viable cells (P = 0.011
and 0.004, respectively). Zymosan also reduced the number of viable cells after 2 or 4 h of
incubation. We also performed a trypan blue exclusion assay after cells were incubated with
collagen-AOPPs in the absence or presence of alpha-tocopherol for 4 h. Neutrophils treated
with collagen-AOPPs in the presence of 0.4 mM alpha-tocopherol showed significantly
higher viability than those treated with collagen-AOPPs only (86.3 + 1.6% vs. 74.5 + 2.6%
cell viability, respectively; P < 0.001), as shown in Figure 4D.

We also evaluated the apoptosis marker Annexin V using a flow cytometry analysis to
quantify the number of apoptotic cells (Fig. 5). Viable cells were Annexin V-negative and PI-

negative (lower left quadrant). Early apoptotic cells (lower right quadrant) and late apoptotic



98

cells (upper right quadrant) were identified as Annexin V-positive and Pl-negative, and as
Annexin V-positive and Pl-positive, respectively. Apoptotic events increased in neutrophils
treated with collagen-AOPPs (200 pg/mL). The number of apoptotic neutrophils in the
collagen-AOPP-treated group was 19-fold that in the group exposed to PBS (P < 0.0001).
Similarly, zymosan promoted apoptosis in neutrophils. In addition, the number of apoptotic
events in neutrophils treated with alpha-tocopherol (0.4 mM) was significantly lower than that
in cells exposed to collagen-AOPPs only (apoptosis fold inductions of 14.8 + 0.4 vs. 18.9 +
0.6, respectively; P < 0.05). Representative flow cytometry plots from three independent
experiments are included in Figure 5A—E. Fluorescence index (MFI) from a representative
experiment, plotted as the apoptosis fold change for each treatment group is shown in Figure
5F.

Please add Figure 1 here
Please add Figure 2 here
Please add Figure 3 here
Please add Table 1 here

Please add Figure 4 here

Please add Figure 5 here

4. Discussion

We have provided evidence that collagen is a potential target of HOCI to form AOPPs,
and that chlorinated collagen formed in vitro (i.e., collagen-AOPPs) stimulates an oxidative
response in human neutrophils. Our findings are consistent with the premise that biological
macromolecules, especially proteins modified by halogenated oxidants, function in cell
signaling pathways and regulate cell functions. Halogenated proteins are a new class of
biologically active substances that may have a regulatory role in the functional activity of
immune cells at inflammatory sites and function as inflammatory modulators [10]. The results
of the present study support this hypothesis. We demonstrated that collagen modified by
HOCI increased collagen-AOPP levels in a dose-dependent manner and that these products
induced the generation of AOPPs, NOx, O,, and HOCI by human neutrophils. We also
observed that collagen-AOPPs decreased neutrophil viability. Additionally, alpha-tocopherol

may modulate oxidative responses induced by collagen-AOPPs in human neutrophils.
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Proteins are the major targets for oxidative damage in vivo due to their relative
abundance and ability to scavenge reactive species that are generated during oxidative stress
[12]. HOCI reacts rapidly with amino acids and proteins to form low molecular-weight
proteins and chloramines [33], and causes extensive collagen fragmentation [34] and
aggregation [35]. These findings suggested that HOCI modifies amino acid side chains,
secondary structures, and aggregate types. Albumin is the major target of HOCI oxidation [8]
and AOPPs are typically formed from this reaction in a similar manner both in vivo and in
vitro. However, the molecular composition of AOPPs is unresolved, and little is known about
the propensity for other proteins to form AOPPs [11, 12]. In the current study, we
demonstrated that treatment of collagen with HOCI induced an increase in AOPP levels, and
this was dependent on the concentrations of both HOCI and collagen. These findings suggest
that collagen, the most abundant protein in the extracellular matrix, is a potentially important
protein involved in AOPP formation.

Interestingly, oxidant-modified proteins are known to play significant roles in the
pathogenesis of inflammatory diseases. A number of cellular processes and enzymes are
capable of generating oxidants in vivo that alter protein structure. Inflammatory cells,
including neutrophils generate reactive oxidants, such as O,, hydrogen peroxide (H.0,),
hydroxyl radicals ("OH), HOCI, and NO, which are involved in acute and chronic
inflammation [35]. For example, HOCI-modified HSA can trigger an oxidative burst in
neutrophils and monocytes, which act as mediators of inflammatory and oxidative stress [4,
10]. However, knowledge on the functional consequences of collagen modification by HOCI,
such as the effects on the activity of neutrophils and other cell types, is limited. In our study,
collagen-AOPPs stimulated the production of oxidants and inflammatory molecules, i.e.,
AOPPs, NO, Oy, and HOCI, by neutrophils in vitro. NO derived from NOS isoforms,
especially the inducible NOS, is known to regulate several neutrophil functions, including
chemotaxis, adhesion, aggregation, apoptosis, and neutrophil-mediated bacterial killing or
tissue damage [36, 37]. Collagen-AOPPs induced the generation of O, and HOCI. The
concentration of HOCI in vivo is estimated to be 0.01 to 0.25 mM [21]. In particular, HOCI
level in the vicinity of activated neutrophils is approximately 0.1 mM or higher [38], and is
estimated to reach 5 mM [39]. In the current study, collagen (1.0 mg/mL) was exposed to
HOCI at concentrations ranging from 0.4 to 2.0 mM to verify the formation of collagen-
AOPPs. Neutrophils stimulated with collagen-AOPPs (200 pg/mL) produced approximately
0.52 mM HOCI and cells treated with unmodified collagen produced approximately 0.19 mM
HOCI.
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Next, we evaluated the effect of collagen-AOPPs on neutrophil viability. In
circulation, human neutrophils have a relatively short lifespan, i.e., approximately less than 24
h before undergo spontaneous apoptosis [40]. However, the viability of neutrophils can be
modulated by several factors, including cytokines and others mediators released during their
recruitment to the inflammatory site [40]. In particular, the production of oxidants, especially
those produced by NADPH oxidase, accelerates the apoptotic program [41]. In this study,
collagen-AOPPs stimulated neutrophil apoptosis and reduced cell viability. Indeed, previous
studies have demonstrated that AOPPs are capable of inducing apoptosis in various cell types
[6, 42]. Therefore, increased oxidant production observed in collagen-AOPP-treated
neutrophils may be associated with increased apoptosis and decreased cell viability. Thus, we
propose that collagen-AOPPs interact with neutrophils, possibly via membrane receptors, and
induce the production of oxidants, including O, and HOCI, and mediators involved in
inflammation and apoptosis, including AOPPs and NO.

Integrins are important signal transducers for virtually all neutrophil functions.
Integrins transmit signals from the extracellular environment and initiate cellular responses;
for example, they are involved in cell motility, growth and differentiation, cell survival, and
specialized functions, such as degranulation and oxidant production in immune cells [43, 44].
AOPPs activate H,O, generation by neutrophils and MPO exocytosis via the B2 integrin
signaling [10]. Integrins permit cell adhesion to extracellular matrix proteins and to other
cells, thereby coordinate ligand-specific responses to the extracellular environment.
Accordingly, we suggest that the signaling events associated with collagen-AOPP-mediated
activation of neutrophils may be dependent on integrins.

Vitamin E is a naturally occurring lipophilic antioxidant that possesses a number of
biological functions that are relevant to the prevention and therapy of diseases associated with
inflammation and aging [45]. Vitamin E is a generic term for lipid-soluble compounds called
tocopherols and tocotrienols. They possess antioxidant properties, including protective effects
against conditions associated with oxidative stress and inflammatory diseases [46]. These
effects are often attributed to the ability of these compounds to scavenge reactive oxygen and
nitrogen species and to suppress radical-chain propagation reactions [47]. However, vitamin E
can also exert an important antioxidant role via the activation of inflammatory cells, such as
neutrophils and monocytes, which are important sources of oxidants, such as O, and H,0O,
[48, 49]. We demonstrated that alpha-tocopherol significantly prevented HOCI-induced
damage and consequently reduced the formation of collagen-AOPPs in vitro. Interestingly, a

recent study suggested that strategies aimed at reducing AOPP accumulation are a potential
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therapeutic intervention [50]. Our results indicate that alpha-tocopherol is a candidate to
prevent the direct oxidation of collagen induced by HOCI. In neutrophils, alpha-tocopherol
(0.4 mM) strongly inhibited the collagen-AOPP-induced production of O, and HOCI.
Additionally, alpha-tocopherol inhibited apoptosis, decreased the cytotoxic effect of collagen-
AOPPs, and increased the number of viable neutrophils. Based on our results, we believe that
alpha-tocopherol increases neutrophil viability by reducing the production of oxidants,
including O,  and HOCI.

To summarize, our findings suggest that collagen is an important source of AOPPs,
which mediate inflammatory processes. Some limitations of our study should be
acknowledged. First, we were unable to assess cytokine production in neutrophils stimulated
by collagen-AOPPs. Secondly, we did not directly assess MPO activity. The impact of
collagen-AOPPs on cytokine production and the role of MPO should be investigated in future
studies. However, we did evaluate other markers to verify neutrophils activation.
Accordingly, this study provides new insight into the mechanism of neutrophil activation in
response to HOCI-modified collagen, which may facilitate the identification of novel targets

for anti-oxidative and anti-inflammatory therapy.
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Table Caption
Table 1. Effects of unmodified (Col) and modified collagen (Collagen-AOPPs) on LDH

release into the cell supernatant.

Group LDH (U/L)
PBS 43.33+4.3
Col 48.7+£8.1
Collagen-AOPPs (50 pg/mL) 45.0+£2.3
Collagen-AOPPs (100 pg/mL) 41647
Collagen-AOPPs (200 pg/mL) 46.3+£5.6

Zymosan (200 pg/mL) 42.2+54
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Figure Captions
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Figure 1. Collagen-AOPP formation was induced by HOCI and reduced by alpha-tocopherol. The experiments
were performed five times and data are expressed as means + SEM. "P < 0.001 vs. PBS and NaOH groups; “P <
0.001 vs. HOCI (2 mM) group.
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Figure 2. Neutrophils were activated after exposure to collagen-AOPPs. Neutrophils were
treated with different concentrations of collagen-AOPPs (50, 100, and 200 u/mL) for 1 h at 37
°C. (A) AOPP levels in the supernatant were determined and measured by a
spectrophotometric assay. (B) Generation of NOx by neutrophils treated with collagen-
AOPPs was determined as the accumulation of nitrites and nitrates in the supernatant of the
neutrophils using the Griess reaction. (C) Intracellular generation of O, by neutrophils
exposed to collagen-AOPPs was assayed using a colorimetric method based on the formation
of formazan (NBTH) following a reaction between nitroblue tetrazolium (NBT) chloride and
O,". (D) HOCI production by neutrophils was monitored under the same incubation conditions
by reading the absorbance of the cell suspension medium at 292 nm (& = 350 M™* cm™) using
a spectrophotometer. Non-opsonized zymosan (500 pg/mL) was used as a positive control.
The experiments were performed five times and data are expressed as means + SEM. P <
0.05 vs. PBS and unmodified collagen group (Col).
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Figure 3. Effect of alpha-tocopherol on collagen-AOPP-induced neutrophil activation.
Neutrophils (2 x 10° cells/mL) were incubated with in vitro preparations of collagen-AOPPs
(200 pg/mL) or unmodified collagen (200 pg/mL) along with PBS or alpha-tocopherol (0.4
mM) for 1 h at 37 °C. (A) AOPP levels were measured by a spectrophotometric assay. (B)
Effect of alpha-tocopherol on NOx generation by neutrophils was determined as the
accumulation of nitrites and nitrates in the cell supernatant using the Griess reaction. (C)
Effect of alpha-tocopherol on the collagen-AOPP-induced production of intracellular O, and
(D) HOCI by neutrophils. The experiments were performed five times and data are expressed
as means £ SEM. *P < 0.05 for cells treated with collagen-AOPPs in the presence vs. absence
of alpha-tocopherol.



110

A
B P =0.037
1204 1201 ' =
P >0.05 . P-oon
P>0.05
100+ e T e o —— —_— 100 _— R _
i’\i 80+ g 804 ——
£ Z
g 60 ﬁ 60+
> >
© 40 © 40
(&] (8]
204 20+
0 0
PBS Col 50 100 200  Zymosan PBS Col 50 100 200  Zymosan
Collagen-AOPPs ( pg/mL) " Collagen-AOPPs ( ugiml)
¢ P =0.021 D
= . 1201
1207 P =0.004
P> 0.05 ' P=0009
1004 — : 1004 ____
— s el o I @
(J
é 80 s T < 801
Z £
£ 601 g 60+
> >
3 401 T 40
(&) (]
20 20+
0 0
PBS Col " 50 100 200 IZymosan Col Col-AOPPs  Col Col-AOPPs,
Collagen-AOPPs ( nug/mL) ' Alpha-tocopherol (0.4 mM) '

Figure 4. Cytotoxicity of collagen-AOPPs on neutrophils was assessed by a trypan blue
exclusion assay. Neutrophils (2 x 10° cells/mL) were treated with PBS, unmodified collagen
(200 pg/mL), or different concentrations of collagen-AOPPs (50, 100, and 200 w/mL) for 1 h
at 37 °C. A trypan blue exclusion assay was performed immediately (A), 2 h (B), or 4 h (C)
after the exposure to collagen-AOPPs. (D) Effect of alpha-tocopherol (0.4 mM) on neutrophil
viability after 4 h incubation with collagen-AOPPs. The experiments were performed five
times and data are expressed as means = SEM. P < 0.05 for cells treated with PBS vs. cells
exposed to collagen-AOPPs (200 ug/mL) and “P < 0.05 for cells treated with collagen-AOPPs
(200 pg/mL) only vs. cells treated with collagen-AOPPs (200 pg/mL) and alpha-tocopherol
(0.4 mM).
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Figure 5. Effect of collagen-AOPPs on apoptosis in neutrophils was analyzed using the
Annexin V assay. Neutrophils (1 x 10° cells/mL) were treated with (A) PBS, (B) unmodified
collagen (Col), (C) collagen-AOPPs (200 pu/mL), (D) non-opsonized zymosan (500 pg/mL),
or (E) collagen-AOPPs (200 u/mL) along with alpha-tocopherol (0.4 mM) for 1 h at 37 °C.
Representative FACS plots from three to six replicate experiments were shown. (F)
Cytometry results summarizing early and late apoptosis events. The results are expressed as
the means £ SEM of the fluorescence index (MFI) plotted as the fold change for each group.
P < 0.05 vs. cells treated with PBS or unmodified collagen (Col) and *P < 0.05 vs. cells
treated with collagen-AOPPs only.
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5 DISCUSSAO

Os AOPPs sdo um grupo heterogéneo de compostos oxidados envolvidos em muitas
condigdes clinicas importantes, incluindo DRC (WITKO-SARSAT et al., 1996), diabetes
mellitus (MARTIN-GALLAN et al., 2003; SEBEKOVA et al., 2012), sindrome metabdlica
(ATABEK et al., 2006), entre outras. O principal mecanismo de formacdo dos AOPPs é
através do HOCI produzido pela MPO, sendo a albumina, a principal fonte proteica para a
formacdo desses produtos. No entanto, a via MPO/HOCI parece nao ser a Unica responsavel
pela formacdo de AOPPs (CAPEILLERE-BLANDIN et al., 2006), e uma série de estudos
indicam a existéncia de vias alternativas que podem contribuir para formacdo de AOPPs
(DRUEKE et al., 2002; ANRAKU et al., 2008). Outro fator importante que também ndo esta
totalmente esclarecido € se a albumina é a Unica proteina suscetivel a formacao dos AOPPs,
uma vez que a composi¢cdo molecular desses produtos ainda ndo esti totalmente definida
(SELMECI et al., 2006; COLOMBO et al., 2015). Além dessas questbes, € de interesse
investigar se os AOPPs gerados por essa nova via de formacgédo e por outra fonte proteica
mantém as caracteristicas pro-inflamatdrias e pro-apoptéticas observadas nos AOPPs
originados pela via MPO/HOCI. A primeira hipétese para avaliar uma via alternativa foi
investigar a formacdo de AOPPs através da reacdo de Fenton, uma vez que essa reacdo é a
principal geradora de OH" (REPETTO et al., 2010). Além disso, uma série de estudos indicam
que a administracéo de ferro intravenosa promove aumento dos niveis circulatérios de AOPPs
(DRUEKE et al., 2002; ANRAKU et al., 2008). E importante destacar que o OH" também
pode ser formado através do HOCI (CANDEIAS et al., 1994). Outro fator de interesse é a
avaliacdo dos efeitos dos AOPPs gerados através da reacdo de Fenton sobre mecanismos
inflamatorios em um modelo celular. Essas questdes sdo temas do Artigo | e do Artigo I1.

Primeiramente, um aspecto importante que deve ser discutido € a padronizacdo dos
modelos de formacdo dos AOPPs através da reacdo de Fenton e do colageno. A formacdo de
AOPPs através da reacdo de Fenton (AOPP-RF) ocorreu através da exposicdo da albumina
humana purificada (30 mg/mL) a varias concentracdes de H,0, e FeSO, (reagentes da reacédo
de Fenton) por trinta minutos. Apo6s essa exposicao, foi realizada a didlise desse produto
frente ao tampdo PBS para a purificagdo e a retirada de oxidantes que ndo reagiram. A
albumina também foi exposta ao HOCI e foi utilizada como controle positivo. Para a
formacéo de colageno-AOPP, o colageno (1 mg/mL) foi exposto a diferentes concentracdes
de HOCI por trinta minutos e, ap0s, passou pelo mesmo processo de purificacdo. Os detalhes

de preparagdo de AOPP-RF e colageno-AOPP estdo ilustrados na Figura 7. Para investigar 0s
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mecanismos pré-inflamatorios desses novos produtos, AOPP-RF e colageno-AOPP foram
expostos a células renais embrionarias (Artigo 1) e a neutrdéfilos humanos (Artigo 1l1),

respectivamente.

Figura 7 - Preparagdo in vitro de AOPPs formados através da reacdo de Fenton (AOPP-RF) e
do colageno (colageno-AOPP)
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No Artigo I, utilizando o modelo de formacdo de AOPPs atraves da reacdo de Fenton,
foi demonstrado que essa reacdo foi capaz de formar AOPPs in vitro. Além disso, amostras de
soro de individuos saudaveis, pacientes com diabetes mellitus tipo 2 e pacientes com DRC
expostas a reacdo de Fenton também apresentaram niveis aumentados de AOPPs apds o
tratamento com a reacdo de Fenton. Também foi observado que compostos antioxidantes,
como o NAC e a FBP, inibiram a formacdo de AOPP-RF. Através desse estudo, foi possivel
sugerir a reacdo de Fenton pode ser uma potencial via de formacdo de AOPPs in vivo e que
compostos antioxidantes, como o NAC e a FBP, podem ser estratégias Uteis para a prevengdo
ou inibicdo dos efeitos deletérios promovidos por AOPPs. De fato, o NAC ja foi avaliado no
contexto dos AOPPs, e foi demonstrado que esse composto inibiu a ativacdo da NADPH
oxidase e da MPO induzida por AOPPs (WITKO-SARSAT et al., 2003). Em um segundo
momento, no Artigo Il, os AOPP-RF foram expostos a células embrionarias humanas
(HEK 293), para investigar o potencial desses produtos inéditos em promover inflamacao.
Nesse estudo, foi verificado através de ensaio de transfeccdo celular e mensuracdo da
atividade da luciferase, que os AOPP-RF induziram um aumento significativo da atividade da
luciferase em células transfectadas com promotor do NF-«kB, da COX-2 e da IL-6, indicando
um AOPP-RF induziu um aumento da transcricdo desses genes envolvidos no processo

inflamatorio. Os experimentos de transfeccdo celular foram realizados em colabora¢do com
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grupo de pesquisa da Universidade de Barcelona coordenado pelo professor José Luis Rosa
Lépez. A relacdo ente os AOPPs formados pela via MPO/HOCI e a ativacdo do processo
inflamatorio mediado por NF-kB ja esta bem descrita (CAO et al., 2013; ZHAO et al., 2015).
Considerando que o NF-«kB ¢ responsavel pelo controle da transcri¢ao de uma classe diversa
de mediadores inflamatérios, foi sugerido que os AOPP-RF induziram o0 processo
inflamatdrio em células renais através da ativacdo de NF-kB e do aumento da transcri¢do
génica de COX-2 e IL-6, uma vez que a transcricdo génica da COX-2 é, de fato, estimulada
principalmente pelo NF-kB (GUIJARRO, 2001). De modo semelhante, os AOPPs derivados
do HOCI também estimularam o processo inflamatério, sugerindo que os AOPPs de ambas as
vias de formacdo podem contribuir na ativacéo do processo inflamatorio renal in vivo. Alguns

achados referentes ao Artigo Il esta ilustrado na Figura 8.

Figura 8 - Inducdo do processo inflamatorio pelos AOPP-FR em células renais embrionarias
(HEK 293)
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Além das células renais embrionarias, os AOPPs também promovem efeitos deletérios
sobre outros tipos celulares, incluindo células do tecido renal, como poddcitos (ZHOU et al.,
2009; ZHOU et al., 2012; ZHAO et al., 2015), células mesangiais (WEI et al., 2009; WANG
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et al., 2013) e células epiteliais tubulares (CAO et al., 2013), bem como células endoteliais
(GUO et al., 2008), condrdcitos (WU et al., 2016), cardiomiécitos (VALENTE et al., 2013;
ZHANG et al., 2016), células epiteliais intestinais (XIE et al., 2014; WU et al., 2015) e
osteoblastos (ZHONG et al., 2009). Entre os efeitos resultantes da acdo dos AOPPs,
destacam-se a ativacao de vias envolvidas no processo pré-apoptético (ZHOU et al., 2012;
VALENTE et al., 2013; XIE et al., 2014; WU et al., 2016; ZHANG et al., 2016), no processo
pré-inflamatorio (WANG et al., 2013; ZHAO et al., 2015) e nos processos de proliferacéo e
diferenciagdo celular (ZHONG et al., 2009; RONG et al., 2015). Um mecanismo subjacente a
maioria desses efeitos induzidos pelos AOPPs, independentemente do tipo celular, é o
aumento da geracdo de EROs atraves da ativacdo da NADPH oxidase. A ativagdo desse
complexo enzimatico parece depender da fosforilacdo mediada pela PKC (ZHOU et al., 2012;
CAO et al., 2013). Esse aumento de EROs induzem diferentes cascatas de sinalizacdes,
incluindo a via pré-inflamatdria mediada pelo NF-kB (CAO et al., 2013; ZHAO et al., 2015) e
a via pré-apoptotica, tanto dependente da ativacdo de caspase (ZHOU et al., 2013; WU et al.,
2016), quanto uma via independente de caspase (XIE et al., 2014).

A segunda hipdtese para investigar as vias de formacdo dos AOPPs, foi avaliar o
colageno, principal componente tecidual da matriz extracelular, como uma potencial fonte de
formacdo de AOPPs e esse foi o tema do Artigo Ill. Para isso, foram estabelecidos e
padronizados modelos para a formacdo in vitro dos AOPPs gerados a partir do colageno
(colageno-AOPP). De acordo com os achados referentes ao Artigo 111, foi demonstrado que o
colageno pode ser uma fonte proteica para formacdo de AOPPs. O colageno é a proteina
preponderante na matriz extracelular e, assim com a albumina, essa proteina também é
suscetivel a oxidacdo pelo HOCI (NOWOTNY et al., 2014). Nesse estudo, o coladgeno foi
exposto a concentracfes crescentes de HOCI, e o aumento da formacdo de AOPPs foi
concentracdo-dependente desse agente oxidante. Um fato importante € que o colageno-AOPP
induziu 0 aumento da liberacdo de espécies oxidantes, como 0 O, e 0 HOCI, e de mediadores
inflamatorios, como 0 NO e AOPPs, em neutrofilos humanos isolados. Além disso, coldgeno-
AOPP diminui a viabilidade celular e induziu apoptose nessas células. Esses processos podem
ter sido promovidos em consequéncia do aumento da producdo de oxidantes induzidas pelo
colageno-AOPP. De fato, ja foi demonstrado que os AOPPs induzem burst oxidativo em
células do sistema imune, como mondcitos e neutréfilos, a produzirem grandes concentragoes
de oxidantes através da ativacdo dos sistemas enziméaticos presentes nessas ceélulas
(WITKO-SARSAT et al., 2003). Em neutrofilos, os AOPPs também estimulam o processo de

degranulacdo e mudanca da forma, sendo essas, duas estratégias de grande importancia
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durante a ativagdo neutrofilica na resposta imune e no processo inflamatério (GORUDKO
etal., 2014). Outro achado do presente estudo inclui o efeito do alfa-tocoferol sobre os
processo foi capaz de inibir a liberacdo de O, e 0 HOCI, bem como de aumentar a viabilidade
celular e diminuir a apoptose nessas células, indicando que o processo oxidativo induzido
pelo colageno-AOPP pode ser o fator responsavel pela morte destas células. Os principais

resultados desse estudo podem ser demonstrados na Figura 9.

Figura 9 - Formacao de AOPPs através da exposicdo do colageno ao HOCI (colageno-AOPP)
e os efeitos desses produtos sobre os processos oxidativos, inflamatdrios e de viabilidade
celular em neutrofilos humanos isolados
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6 CONCLUSOES

* Os AOPPs podem ser formados por outras vias, incluindo processos desencadeados pela
reacdo de Fenton, assim como aqueles associados a oxidagao do colageno;

» Compostos antioxidantes, incluindo NAC, FBP e alfa-tocoferol, podem ser potenciais
estratégias terapéuticas para inibir a formacao de AOPPs e seus efeitos deletérios;

« Os AOPPs induzem processo pro-inflamatorios em células renais, envolvendo a ativacao do
fator de transcricdo NF-xB, a COX-2 e IL-6;

+ O colageno pode ser uma proteina de fundamental importancia para formacdo de AOPPs,
mantendo o potencial pré-inflamatorio e pro-apoptoticos.

* As principais conclusdes podem ser sumarizadas na Figura 10.

Figura 10 - Nessa Tese foi possivel demonstrar que a reacdo de Fenton e o coldgeno séo novas
vias para formacdo de AOPPs. Os AOPPs formados através destas vias induzem inflamacéo
em células renais embrionérias, bem como a ativacdo de neutrofilos, atuando como
mediadores do processo inflamatério. Em neutréfilos, os AOPPs formados através do
coladgeno também promoveram o aumento da geracdo de oxidantes e induziram apoptose e
diminuicdo da viabilidade celular, sendo esses eventos inibidos pelo alfa-tocoferol
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7 PERSPECTIVAS

Algumas perspectivas para estudos futuros podem ser demonstradas na Figura 11 e incluem:

« Investigar se os AOPPs formados através da reacdo de Fenton e do coldgeno atuam sobre
algum receptor, como exemplo, o receptor RAGE;

 Avaliar a relacdo dos AOPPs com mecanismos inflamatérios envolvendo a COX-2 e
producéo de prostaglandinas (PGs);

« Verificar se esses novos produtos induzem ativacdo da MPO e NADPH oxidase;

+ Avaliar o impacto da administracdo (endovenosa, intracerebroventricular, etc.) dos AOPPs

sobre parametros comportamentais envolvendo estudos de memoria e dor.

Figura 11 - Perspectivas para estudos futuros envolvendo os AOPPs
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Apresentacao do Projeto:

Diferentes estruturas bioldgicas, incluindo proteinas plasmaticas como a albumina, sdo passiveis a
oxidagao. Em 1996, foi descrito um novo marcador do estresse oxidativo proteico em pacientes urémicos,
que foi denominado de produtos proteicos da oxidagao avancada (AOPPs). Entende-se por AOPPs uma
familia heterogénea de compostos proteicos modificados estruturalmente, provenientes do estresse
oxidativo, principalmente a partir da agéo do acido hipocloroso (HOCI) sintetizado pela mieloperoxidase
(MPO), uma enzima amplamente expressa em células do sistema imunolégico. Posteriormente, foi
demonstrado que, além de ser um marcador fruto do estresse oxidativo, os AOPPs também desempenham
um importante papel no progresso fisiopatolégico, visto que este marcador é capaz de ativar células
inflamatdrias, induzindo e amplificando o estado pré-inflamatério. Além disso, a via MPO/HOCI néo é a Unica
capaz de formar estes compostos, e a reagao de Fenton parece ser um contribuinte importante na producao
de AOPPs. No entanto, os efeitos promovidos por AOPPs formados através da reacdao de Fenton sobre
neutréfilos ndo sdo conhecidos.

Outro composto enddgeno envolvido em reagdes redox é o acido urico. O acido urico é amplamente
conhecido por sua capacidade antioxidante, exercendo efeitos protetores frente a
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inflamacéao e a radicais livres. Entretanto, alguns estudos tem proposto que a hiperuricemia pode ser um
preditor para o desenvolvimento de sindrome metabdlica, diabetes, hipertensdo, doenca renal e
cardiovascular.

Neste contexto, mecanismos moleculares tem sido elucidados no intuito de compreender a associagao do
acido urico com diversas sindromes e patologias. No entanto, embora a ativagao neutrofilica causada pelos
cristais de urato monosdédico durante a gota seja amplamente investigada, pouco se sabe a respeito dos
efeitos diretos que o acido Urico sollvel pode causar sobre os neutréfilos. Desta forma, este estudo tem
como objetivo avaliar os efeitos dos AOPPs e do acido urico sollivel sobre as vias oxidativas, inflamatérias e
apoptdticas a partir de um modelo in vitro utilizando neutréfilos humanos isolados.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar os efeitos dos AOPPs e do &cido Urico soltvel sobre as vias oxidativas, inflamatdrias e apoptdéticas a
partir de um modelo in vitro utilizando neutréfilos humanos isolados.

Especificos:
- Padronizar um protocolo de isolamento de neutréfilos humanos;

- Padronizar técnicas para a avaliagdo da viabilidade de neutréfilos humanos, bem como verificar o tempo
de vida dessas células pés-isolamento;

Em neutrdfilos humanos isolados:

- Avaliar o efeito dos AOPPs e do acido urico sobre a viabilidade celular;

- Investigar as alteragdes induzidas pelos AOPPs e pelo acido Urico sobre os niveis de NOx, bem como o
envolvimento da éxido nitrico sintase (NOS) nestas alteragoes;

- Avaliar os efeitos dos AOPPs e do &cido Uurico sobre a indugao e potencializacao na formagdo de AOPPs;

- Verificar os efeitos dos AOPPs e do &cido Urico sobre a atividade das enzimas arginase | e glutationa
redutase (GR);

- Avaliar os efeitos dos AOPPs e do &cido Urico sobre os niveis de citocinas inflamatdrias, incluindo
interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral- (TNF-), e citocina anti-inflamatéria, a interleucina-10 (IL-10);
- Investigar os efeitos dos AOPPs e do acido uUrico sobre a atividade das caspases 3,7 e 8;
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- Verificar os efeitos dos AOPPs e do acido urico sobre o poder antioxidante redutor do ferro (FRAP) e
capacidade antioxidante total (TAC);

- Avaliar os mecanismos envolvidos nas alteracdes de parametros oxidativo-inflamatérios e de morte celular
induzidas pelos AOPPs e pelo acido urico.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
O projeto fica definido como de risco minimo : eventual desconforto leve apés a coleta de sangue, que
podera estar associada a uma sensacgao de dor e a um pequeno hematoma no local da coleta. Além disso,
raramente pode ocorrer tromboflebite.

Como beneficio, esta pesquisa propiciara o conhecimento a respeito de possiveis mecanismos envolvidos
na associagao entre acido Urico/AOPPs e diversas patologias, o que contribuird para uma avaliagdo mais
cautelosa de pacientes apresentando hiperuricemia, bem como condic¢des clinicas relacionadas com o
processo inflamatério e o estresse oxidativo.

Comentérios e Consideracgdes sobre a Pesquisa:
Trata-se de uma pesquisa bem fundamentada, estruturada e delineada.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacao obrigatdria:
Estao todos presentes e adequados.

Recomendacdes:
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacédes:
Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao
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Apresentagao do Projeto:

A insuficiéncia renal cronica (IRC) pode ser proveniente de uma série de afecgdes renais que resultam em
perda da funcéo renal, provocando um acumulo de varias substancias téxicas. Pacientes com IRC
submetidos a hemodidlise estdo constantemente associados com estresse oxidativo em virtude da prépria
condicao patolégica, mas, sobretudo pelo tratamento hemodialitico que provoca aumento das espécies
reativas de oxigénio (EROs). Estudos recentes relatam que a anemia atua como outro fator contribuinte
associado a IRC e ao estresse oxidativo, enquanto terapias adjuvantes, principalmente a administragao de
ferro intra-venoso, parecem potencializar ainda mais este processo.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo deste estudo visa aprofundar o conhecimento a respeito da associagcéo do metabolismo do ferro e
o estresse oxidativo na IRC, como também avaliar o potencial de diferentes biomarcadores na avaliagao
prognodstica de pacientes submetidos a hemodiélise.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Riscos e beneficios previstos.

Endereco: Av. Roraima, 1000 - Prédio da Reitoria 22 andar

Bairro: Cidade Universitaria - Camobi CEP: 97.105-900
UF: RS Municipio: SANTA MARIA
Telefone: (55)3220-9362 E-mail: cep.ufsm@gmail.com

Pagina 01 de 03



136

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
SANTA MARIA/ PRO-REITORIA QQ W“,M mo
DE POS-GRADUACAO E

Continuagao do Parecer: 280.761

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS, projeto de doutorado.Sera
realizado um estudo transversal prospectivo com aproximadamente 120 pacientes adultos de ambos os
sexos. Os individuos serédo divididos em dois grupos: pacientes submetidos a hemodialise (n=60), admitidos
no servico de hemodidlise da Fundacao Hospitalar Santa Teresinha (FHST) do municipio de Erechim-RS e
voluntarios saudaveis oriundos deste mesmo municipio (n=60). Serao avaliados no sangue os seguintes
parametros: hemograma completo, glicose, colesterol total, HDL colesterol, LDL colesterol, triglicérides,
creatinina, uréia, acido urico, AST, ALT, GGT, albumina, ferro sérico, ferritina, transferrina, FRAP, IMA, NOx,
TAS, TOS e AOPP. Os pacientes submetidos & hemodidlise serdo acompanhados por 24 meses buscando
investigar a associacao entre o metabolismo do ferro e o estresse oxidativo em relagéo ao desfecho
mortalidade.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatodria:
Termos apresentados.

Recomendacoes:

Nao ha

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

Tudo ok

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:
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Continuagao do Parecer: 280.761

SANTA MARIA, 22 de Maio de 2013

Assinador por:

Félix Alexandre Antunes Soares
(Coordenador)
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIAQAO DO PERFIL DE BIOMARCADORES ASSOCIADOS A PROCESSOS
METABOLICOS, INFLAMATORIOS, OXIDATIVOS E GENOTOXICOS EM
PACIENTES COM DIABETES MELLITUS E SUA ASSOCIAGAO COM O
DESENVOLVIMENTO DE COMPLICAGCOES CRONICAS

Pesquisador: RAFAEL NOAL MORESCO

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 12303113.0.0000.5346

Instituicao Proponente: Universidade Federal de Santa Maria/ Pré-Reitoria de Pés-Graduagao e
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 236.696
Data da Relatoria: 11/03/2013

Apresentacao do Projeto:

A prevaléncia do diabetes mellitus (DM) vem aumentando significativamente nas ultimas décadas, sendo
que as complicagdes cronicas representam

a maior causa de morbidade e mortalidade em pacientes com esta patologia a longo prazo. Como o exato
mecanismo pelo qual o DM leva ao

desenvolvimento destas complicagdes é complexo, e ndo esta ainda totalmente elucidado, o objetivo deste
projeto sera avaliar o perfil de

biomarcadores associados a processos metabdlicos, inflamatérios, oxidativos e genotéxicos em pacientes
com DM e em pré-diabéticos, bem como

sua associagéo com o desenvolvimento de complicagdes cronicas. Para isto, sera realizado um estudo
transversal prospectivo envolvendo 300

pacientes adultos, de ambos os sexos, com o diagndstico de DM tipo 1 e 2. Também serdo recrutados para
o estudo cerca de 100 individuos prédiabéticos

e 100 individuos saudéaveis. Serdo avaliados os seguintes parametros: niveis de insulina, creatinina, uréia,
colesterol total, HDL colesterol,

LDL colesterol, triglicérides, PCR-us, IL-6, IL-10, albumina, proteinas totais, IMA, NOx, acido urico, TNF-¢,
AST, ALT, ferro total, ferritina,
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transferrina, sTfR, NTBI, TIBC, xantina, hipoxantina, xantina oxidase, xantina desidrogenase, NAG, AOPP,
glutationa redutase, HbA1c, FRAP, TOS,

indices hematimétricos, dano no DNA, albumina urinéria, creatinina, GGT, FAL, KIM-1, NGAL, NAG.
Também sera avaliado o potencial progndstico

em relagdo ao desenvolvimento das complicacdes crénicas do DM e mortalidade durante um periodo de 24
meses dos biomarcadores envolvidos

neste estudo.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar o perfil de biomarcadores associados a processos metabdlicos, inflamatérios, oxidativos e
genotdxicos em pacientes com diabetes mellitus, bem como em pré-diabéticos, a fim de investigar o
potencial diagndstico e progndstico destes biomarcadores para o desenvolvimento de complicagdes
cronicas do diabetes.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

adequadbs para o tipo de pesquisa realizada

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Pesquisa com tema relevante, bem estruturada, com justificativa, objetivos e metodologia coerentes.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatdria:
adequados em sua nova versao

Recomendacoes:

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
aprovar o proejeto

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Endereco: Av. Roraima, 1000 - Prédio da Reitoria 22 andar

Bairro: Cidade Universitéria - Camobi CEP: 97.105-900

UF: RS Municipio: SANTA MARIA

Telefone: (55)3220-9362 E-mail: cep.ufsm@gmail.com

139



140

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
SANTA MARIA/ PRO-REITORIA ‘€ Q8iocsy orme
DE POS-GRADUAGAO E

SANTA MARIA, 03 de Abril de 2013

Assinador por:

Félix Alexandre Antunes Soares
(Coordenador)

Endereco: Av. Roraima, 1000 - Prédio da Reitoria 22 andar

Bairro: Cidade Universitéria - Camobi CEP: 97.105-900

UF: RS Municipio: SANTA MARIA

Telefone: (55)3220-9362 E-mail: cep.ufsm@gmail.com



