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FORMAÇÃO DE PRODUTOS PROTEICOS DE OXIDAÇÃO AVANÇADA A 

PARTIR DA REAÇÃO DE FENTON E COLÁGENO: EFEITOS SOBRE 

PROCESSOS INFLAMATÓRIOS EM NEUTRÓFILOS E CÉLULAS RENAIS 

EMBRIONÁRIAS 

 

 

AUTOR: Guilherme Vargas Bochi 

ORIENTADOR: Prof. Dr. Rafael Noal Moresco 

 

 
Os produtos proteicos de oxidação avançada (AOPPs) são uma nova classe de compostos formados 

em consequência do estresse oxidativo e considerados biomarcadores úteis na detecção de dano 

oxidativo proteico. No entanto, o papel desses produtos não se limita apenas a refletir o grau oxidativo 

de proteínas, mas também podem participar de forma ativa no processo inflamatório, promovendo 

diferentes perturbações celulares, incluindo a indução de apoptose e alterações nos processos de 

proliferação e diferenciação celular. O principal mecanismo de formação dos AOPPs é através do 

ácido hipocloroso (HOCl) produzido pela enzima mieloperoxidase (MPO), sendo a albumina, a 

principal fonte proteica para a formação desses produtos. No entanto, a via MPO/HOCl parece não ser 

a única responsável pela formação de AOPPs, e uma série de estudos indicam que há vias alternativas 

que podem contribuir para formação de AOPPs. Outro fator importante, que também não está 

totalmente esclarecido, é se a albumina é a única proteína suscetível a formação dos AOPPs, uma vez 

que a composição molecular desses produtos ainda não está totalmente definida. Além dessas 

questões, é de interesse avaliar se os AOPPs formados por outra via mantém as características pró-

infamatórias e pró-apoptóticas dos AOPPs originados pela via MPO/HOCl. Assim, o presente estudo 

teve como objetivo investigar se a reação de Fenton, importante geradora de radicais hidroxilas (OH
•
), 

é uma potencial via de formação de AOPPs, bem como se o colágeno, principal proteína da matriz 

extracelular, é uma proteína suscetível a formação desses produtos. Em um primeiro momento, foi 

demonstrado que a reação de Fenton induziu a formação de AOPPs e esse processo foi inibido por 

agentes antioxidantes, como N-acetilcisteína (NAC) e frutose-1,6-bisfosfato (FBP). Além disso, os 

AOPPs gerados através da reação de Fenton induziram um aumento da transcrição gênica de agentes 

envolvidos no processo inflamatório, incluindo o fator de transcrição κB (NF-κB), a cicloxigenase-2 

(COX-2) e a interleucina-6 (IL-6), em células renais embrionárias (HEK 293) através de ensaio de 

transfecção celular e atividade da Luciferase. Outro importante achado deste estudo foi demonstrar 

que o colágeno exposto ao HOCl também é uma fonte proteica para a formação de AOPPs. Os AOPPs 

formados a partir do colágeno estimularam a produção de oxidantes, como o HOCl e radical ânion 

superóxido (O2
•-
), e de agentes inflamatórios, como óxido nítrico (NO) e AOPPs, em neutrófilos 

humanos isolados. Além disso, os AOPPs derivados do colágeno induziram uma diminuição da 

viabilidade celular e um aumento do processo apoptótico nessas células. Por fim, o alfa-tocoferol 

inibiu a liberação de oxidantes, preveniu a diminuição da viabilidade celular e o aumento do processo 

apoptótico, sugerindo que esse composto pode ser uma potencial ferramenta terapêutica para prevenir 

os efeitos deletérios promovidos pelos AOPPs. Do mesmo modo, esses achados indicam que os 

AOPPs podem ser formados por vias alternativas, e esses novos produtos podem contribuir na 

fisiopatogênese de diversas condições clínicas relacionadas com o acúmulo de AOPPs. 
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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 (HOCl) 

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-κB (NF-κB), 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 HOCl. The HOCl-modified collagen 

stimulated the production of oxidants, such as HOCl and superoxide anion radical (O2
•-
), and pro-

inflammatory agents, such as nitric oxide (NO) and AOPPs in human neutrophil. Furthermore, HOCl-

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. 
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1 APRESENTAÇÃO 

 

Esta Tese de Doutorado segue as recomendações do Manual de Dissertações e Teses 

(MDT) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) do ano de 2015. Esta Tese 

compreende três estudos que investigaram a reação de Fenton e o colágeno como novas vias 

de formação de produtos proteicos de oxidação avançada (AOPPs). Os dois primeiros estudos 

avaliaram a hipótese da reação de Fenton como uma nova via de formação de AOPPS e se 

esses novos produtos mantém a ação pró-inflamatória em um modelo celular renal, sendo que 

os resultados obtidos geraram dois artigos científicos publicados no periódico Inflammation 

(ARTIGOS CIENTÍFICOS I e II). O terceiro estudo que compõe esta Tese investigou o 

colágeno como uma nova fonte proteica de AOPPs, bem como seus efeitos sobre ativação de 

neutrófilos humanos isolados, e os resultados obtidos geraram um artigo científico publicado 

no periódico Inflammation (ARTIGO CIENTÍFICO III). As seções MATERIAIS E 

MÉTODOS, RESULTADOS e DISCUSSÃO encontram-se nos ARTIGOS CIENTÍFICOS 

I, II e III, os quais representam a íntegra deste estudo. Os itens DISCUSSÃO e 

CONCLUSÕES, encontrados no final desta tese, apresentam interpretações e comentários 

gerais sobre os artigos científicos contidos neste trabalho. As REFERÊNCIAS 

BIBLIOGRÁFICAS referem-se somente às citações que aparecem nos itens 

INTRODUÇÃO, DISCUSSÃO e CONCLUSÕES desta tese, uma vez que as referências 

utilizadas para a elaboração dos artigos e manuscrito estão mencionadas nos mesmos. 
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2 INTRODUÇÃO 

 

Nas últimas décadas, o papel dos radicais livres em processos fisiopatológicos 

relacionados ao estresse oxidativo e a inflamação 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 última camada eletrônica 

(VALKO et al., 2007). Essas moléculas reativas são geralmente instáveis e se originam a 

partir do oxigênio, nitrogênio ou enxofre (PANASENKO et al., 2013). Quando a geração de 

radicais livres excede a capacidade antioxidante do organismo, ocorre um desequilíbrio no 

estado redox celular, promovendo o estresse oxidativo e o dano oxidativo posterior 

(HALLIWELL, 2006).  

As proteínas são os principais alvos do dano oxidativo devido sua alta concentração 

nos tecidos e sua habilidade de neutralizarem algumas espécies reativas (DAVIES, 2005). 

Reações de oxidação proteica induzem modificações nos resíduos de aminoácidos, alterando a 

estrutura e função da proteína (BACHI et al., 2013). O acúmulo de produtos de proteínas 

oxidadas é um fenômeno característico de processos fisiológicos e patológicos, incluindo o 

envelhecimento e doenças crônicas (BARAIBAR et al., 2012). Himmelfarb e MacMonagle 

(2001) demonstraram em pacientes urêmicos que a albumina plasmática é o principal alvo 

proteico de espécies reativas no plasma. Outra importante proteína suscetível à modificação 

oxidativa é o colágeno, componente majoritário da matriz extracelular (NOWOTNY et al., 

2014). As proteínas modificadas por oxidantes não servem apenas como marcadores sensíveis 

do estresse oxidativo, mas, em algumas situações, também podem participar de forma ativa no 

processo inflamatório, promovendo diferentes perturbações celulares (GALLI, 2007). Então, a 

oxidação dessas macromoléculas biológicas está associada à patogênese e progressão de uma 

série de desordens crônicas, incluindo diabetes mellitus, aterosclerose, síndrome metabólica, 

doença renal crônica (DRC), entre outras (COLOMBO et al., 2012). Associado ao estresse 

oxidativo, a inflamação também é um fator de fundamental importância na gênese e 

progressão dessas condições patológicas.  

Em 1996 foi descrito um novo marcador do estresse oxidativo proteico em pacientes 

com DRC, o qual foi denominado produtos proteicos de oxidação avançada (AOPPs). Os 

AOPPs são considerados uma família heterogênea de compostos modificados estruturalmente, 

provenientes do estresse oxidativo, principalmente a partir da ação do ácido hipocloroso 

(HOCl) sintetizado pela mieloperoxidase (MPO) (WITKO-SARSAT et al., 1996). Em 

algumas situações clínicas nas quais há um quadro inflamatório envolvido, essa enzima pode 
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estar constantemente ativa, levando a um aumento da produção de HOCl e ao acúmulo de 

AOPPs. A formação in vitro deste biomarcador é possível através da exposição da albumina 

ao HOCl (WITKO-SARSAT et al., 1996; BOCHI et al., 2012). Uma característica importante 

dos AOPPs é o fato que além de serem marcadores do processo oxidativo proteico, também 

atuam como mediadores do processo inflamatório, ativando células inflamatórias, como 

monócitos e neutrófilos (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 fisiopatogênese 

de diferentes doenças (WITKO-SARSAT et al., 2003).  

A compreensão do mecanismo de ação, bem como das vias de formação dos AOPPs, é 

de suma relevância. Tem sido demonstrado que a via MPO-HOCl não é a única via capaz de 

formar os AOPPs (CAPEILLÈRE-BLANDIN et al., 2006). Assim, é possível sugerir que os 

AOPPs podem ser formados por outras vias, envolvendo oxidantes que não apenas o HOCl, 

que podem contribuir para a manutenção dos altos níveis desse mediador nas diferentes 

desordens clínicas. Nesse contexto, a reação de Fenton, importante fonte de radical hidroxila 

(OH
•
)
 
tanto in vitro quanto in vivo, parece ser uma potencial via na formação de AOPPs. 

Outro importante fator que deve ser investigado é se a albumina é a única proteína alvo para 

formação destes produtos. Estudos recentes indicam que o fibrinogênio também parece ser 

uma molécula chave na formação de AOPPs (SELMECI et al., 2006; COLOMBO et al., 

2015; TORBITZ et al., 2015). Esses achados tornam possível a hipótese que outras proteínas 

podem estar relacionadas à formação desses mediadores. Considerando a importância 

tecidual, a susceptibilidade à oxidação, bem como a alta concentração nos tecidos, o colágeno 

pode ser um possível alvo proteico a servir de fonte para a formação de AOPPs.  Além disso, 

é de grande aplicabilidade clínica a avaliação de possíveis compostos que possam inibir a 

síntese e, consequentemente, os efeitos desencadeados pelos AOPPs. 

 

2.1 ESTRESSE OXIDATIVO  

 

O estresse oxidativo é caracterizado pelo desequilíbrio entre a produção 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 são todas as espécies químicas que 

possuem um ou mais elétrons desemparelhados em sua última camada eletrônica, conferindo 

um alto poder de reatividade a essas espécies (HALLIWELL, 2006). Os radicais livres são 

produzidos de forma contínua em concentrações fisiológicas pelo metabolismo celular. Estas 
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espécies reativas desempenham um importante papel fisiológico quando produzidos em 

baixas concentrações, participando em diversas respostas celulares, tais como na resposta a 

agentes infecciosos e na sinalização celular (VALKO et al., 2006). Nesse contexto, tem sido 

proposto que pequenas concentrações de espécies reativas produzidas no interior da célula, 

particularmente no espaço intramitocondrial, pode estimular respostas benéficas no cenário de 

estresse induzido pelo envelhecimento (HEKIMI et al., 2011). Além disso, muitas 

modificações oxidativas reversíveis induzidas por baixas concentrações de radicais livres 

desempenham um papel crítico na regulação das funções celulares, incluindo mecanismos 

subjacentes a proliferação e sobrevivência celular (TRACHOOTHAM et al., 2008). No 

entanto, sob condições inflamatórias e também em situação de desequilíbrio entre a formação 

e a remoção de radicais livres, decorrentes da diminuição dos antioxidantes endógenos, ou 

ainda, do aumento da geração de espécies oxidantes, é gerado um estado pró-oxidante 

característico do estresse oxidativo (VALKO et al., 2007). Esse estado oxidativo pode resultar 

em prejuízo dos mecanismos celulares normais, podendo comprometer a viabilidade celular 

(KOSKENKORVA-FRANK et al., 2013). 

Os radicais livres endógenos, produzidos in vivo, podem ser categorizados em 

primários, secundários e terciários (PANASENKO et al., 2013). Os radicais primários, como 

exemplo o radical ânion superóxido (O2
•-
), são formados através de reações enzimáticas e são 

fundamentais no funcionamento normal das células. Entre os radicais secundários, incluem-se 

o OH
• 
e radicais lipídicos, e esses tendem a aumentar através de reações não enzimáticas que 

envolvem precursores moleculares como o peróxido de hidrogênio (H2O2) e hidroperóxidos 

lipídicos. De maneira geral, as espécies secundárias estão frequentemente envolvidas com 

atividades citotóxicas (PANASENKO et al., 2013). Uma reação de grande importância na 

geração de OH
• 

que envolve o H2O2 como precursor é a reação de Fenton (HALLIWELL 

et al., 1992). Nessa reação ocorre redução do H2O2 na presença de um metal de transição, 

como o ferro II (Fe
2+

), conforme a equação demonstrada abaixo: 

Fe
2+

 + H2O2         Fe
3+

 + OH
•
 + OH

-
 

Outra molécula precursora importante na formação de radicais secundários é o HOCl. 

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 HOCl como molécula precursora (CANDEIAS et al., 1994), conforme a 

reação demonstrada abaixo: 

HOCl + O2
•–

         OH
•
 + O2 + Cl

–
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As espécies terciárias resultam da intercepção, principalmente das espécies 

secundárias, com moléculas antioxidantes (PANASENKO et al., 2013).  

Os principais e mais reativos radicais livres são representados pelas espécies reativas 

de oxigênio (EROs), espécies reativas de nitrogênio (ERNs) e espécies reativas de enxofre 

(EREs). Exemplos de EROs e ERNs incluem os O2
•-
, OH

•
, peroxil (ROO

•
), alcoxil (RO

•
), 

hidroperoxil (HO2), radical óxido nítrico (NO
•
) e dióxido de nitrogênio (NOO2

•
). As EREs são 

facilmente originadas através da reação entre EROs e compostos tióis (-SH). Além dessas, 

existem espécies reativas não radicalares, incluindo o H2O2, HOCl, ácido hipobromoso 

(HOBr) e peroxinitrito (ONOO
-
) (PHAM-HUY et al., 2008).  

A atividade de algumas enzimas, incluindo a xantina oxido-redutase, ciclooxigenase 

(COX), lipoxigenase, nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) oxidase, 

citocromo P450 e peroxidases podem gerar grandes concentrações de O2
•−

 (NORDBERG; 

ARNÉR, 2001). Esse radical é considerado pouco reativo, porém é rapidamente convertido a 

outras espécies reativas. Em circunstâncias específicas como a inflamação, as células 

produzem O2
•− 

e NO
•
, que inicialmente reagem entre si para gerar um potente oxidante, o 

ONOO
- 
(MONCADA; BOLAÑOS, 2006). O NO

•
 é gerado nos tecidos a partir da L-arginina 

pela ação de três isoformas descritas da enzima óxido nítrico sintase (NOS). Sob condições 

fisiológicas, o NO
•
 é produzido em concentrações nanomolares, principalmente pelas 

isoformas endotelial (eNOS) e neuronal (nNOS), para exercer funções regulatórias. 

Entretanto, algumas células do sistema imunológico, incluindo macrófagos, monócitos e 

neutrófilos, produzem e respondem ao NO
•
 quando estimuladas, uma vez que vias de 

sinalizações envolvidas no processo inflamatório induzem o aumento da expressão da 

isoforma induzível da NOS (iNOS) (BOGDAN, 2001). Muitos dos efeitos tóxicos atribuídos 

ao NO
•
 são de fato mediados pelo ONOO

-
. Esse importante oxidante e agente nitrificante é 

muito mais reativo quando comparado ao NO
•
 e pode causar fragmentação do ácido 

desoxirribonucleico (DNA), oxidação do colesterol de baixa densidade (LDL-colesterol), bem 

como hidroxilação e nitração de tirosina para resultar em 3-nitrotirosina (AMIR ASLANI; 

GHOBADI, 2016).  

O O2
•−

 também serve de substrato para formação de H2O2. Essa espécie é um 

metabólito do oxigênio extremamente deletério, sendo responsável pela síntese de OH
•
. O 

H2O2 é relativamente estável e capaz de atravessar membranas lipídicas, sendo altamente 

tóxico para as células, podendo ser gerado através da atividade da superóxido dismutase 

(SOD) que reduz o O2
•−

, resultando em H2O2 e O2. Além da SOD, outras enzimas também são 
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fontes de H2O2, incluindo a glicolato oxidase, aminoácido oxidase e urato oxidase (BATTIN; 

BRUMAGHIM, 2009).  

Contudo, dentre as EROs, o OH
•
 é a mais reativa em sistemas biológicos (FERREIRA; 

MATSUBARA, 1997). A principal via de geração do OH
• 
é através da reação de Fenton. Essa 

reação é uma importante fonte de OH
•
 tanto in vitro quanto in vivo. Considerando a curta 

meia vida do OH
•
 (10

-9
 segundos) esse radical interage instantemente após sua geração 

(BATTIN; BRUMAGHIM, 2009). O H2O2 também é importante na geração de HOCl pela 

enzima MPO (NORDBERG; ARNÉR, 2001). A MPO faz parte de uma família de heme 

peroxidase, na qual incluem-se ainda mais três principais enzimas: peroxidase de eosinófilos, 

lactoperoxidase e tireoperoxidase. A MPO é a principal enzima encontrada em grânulos 

azurófilos de neutrófilos, correspondendo de 2 a 5% do total proteico celular (CHANG et al., 

2011). Essa enzima é também encontrada, em menores concentrações, em lisossomos de 

monócitos, e sua expressão é gradualmente diminuída no decorrer da diferenciação dessas 

células em macrófagos (PANASENKO et al., 2013). Durante a estimulação de leucócitos, 

especialmente neutrófilos, aproximadamente 20 a 70% do H2O2 é utilizado na geração de 

HOCl (SOKOLOV et al., 2015). Algumas das principais reações envolvidas na geração de 

oxidantes são ilustradas na Figura 1.      

 

Figura 1 - Vias envolvidas na geração de espécies reativas em situações fisiológicas e 

patológicas 

 

 

Fonte: Adaptado de Koskenkorva-Frank et al., 2013. Complexo I, nicotinamida adenina dinucleotídeo (NADH) 

desidrogenase; Complexo III, ubiquinol-citocromo c redutase; iNOS, óxido nítrico sintase induzível; MPO, 

mieloperoxidase; NOX, nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) oxidase; SOD, superóxido 

dismutase; XO, xantina oxidase.   
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Os antioxidantes são definidos como quaisquer substâncias 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 enzimáticas e não enzimáticas. 

As principais defesas enzimáticas de que uma célula dispõe são glutationa peroxidase (GPx), 

catalase (CAT) e SOD. Essa última, é considerada um dos mais efetivos antioxidantes 

enzimáticos intracelulares, pois catalisa a dismutação do O2
•− 

em oxigênio molecular e em 

H2O2. Diferentes isoformas da SOD são encontradas nos compartimentos celulares: SOD1 

(CuZnSOD) é encontrada no citoplasma, no interior da mitocôndria, no núcleo e nos 

lisossomos, enquanto a SOD2 (MnSOD) e SOD3 são encontradas na mitocôndria e na matriz 

extracelular, respectivamente (FARACI; DIDION, 2004). Contudo, o H2O2 deve ser 

convertido a produtos menos citotóxicos por enzimas como CAT e/ou peroxidases. A CAT 

presente nos peroxissomos é muito eficiente na conversão do H2O2 em H2O e em oxigênio 

molecular, sendo capaz de capturar aproximadamente 6 milhões de moléculas de H2O2 por 

minuto (VALKO et al., 2006). A GPx também catalisa a redução do H2O2 e peróxidos 

orgânicos para seus correspondentes álcoois à custa da oxidação de uma molécula de 

glutationa reduzida (GSH) (BRIGELIUS-FLOHÉ, 2006). Além do sistema de defesa 

antioxidante enzimático, as defesas antioxidantes não-enzimáticas são de fundamental 

importância para as células. Algumas defesas não enzimáticas são constituídas pelas 

vitaminas C e E, β-caroteno e antioxidantes tiólicos como a GSH e o sistema tioredoxina 

(VALKO et al., 2007). O sistema tioredoxina, aliado a GSH, desempenha um papel 

importante na redução de proteínas oxidadas contendo grupos SH (BOURDON; BLACHE, 

2001).  

A vitamina E, desde que foi descoberta como um importante antioxidante lipofílico de 

ocorrência natural, é reconhecida por possuir muitas funções biológicas o que justifica seu uso 

na prevenção e no tratamento de uma série de condições envolvidas com o processo 

inflamatório, incluindo doenças neurodegenerativas, aterosclerose e doenças cardiovasculares 

(VARGA et al., 2008). A vitamina E representa uma família de compostos classificados em 

dois grupos: tocoferóis e tocotrienóis. Essa família compreende oito diferentes isoformas, 

sendo quatro análogos tocoferóis (alfa, beta, gama e delta) e quatro análogos tocotrienóis 

(alfa, beta, gama e delta). Os tocoferóis são as formas saturadas de vitamina E, enquanto os 

tocotrienóis correspondem as formas insaturadas. Embora todos os tocoferóis e tocotrienóis 

sejam potentes antioxidantes, o alfa-tocoferol é a isoforma mais estudada em situações 

patológicas relacionadas aos processos oxidativo e inflamatório (AHSAN et al., 2014). A 

respeito de sua atividade antioxidante, alguns estudos demonstraram que o alfa-tocoferol 
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neutraliza a formação de ROO
•
 e suas subsequentes reações em cadeia (TRABER e 

ATKINSON, 2007), bem como inibe a oxidação 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 geração de oxidantes provenientes da ativação de células inflamatórias, 

como monócitos e neutrófilos (CHAN et al., 2001). Esse papel regulador desempenhado pelo 

alfa-tocoferol parece envolver a inibição da proteína quinase C (PKC) e através desse 

mecanismo esse composto foi capaz de inibir a agregação plaquetária, a produção de NO
•
 em 

células endoteliais e, por fim, a geração de O2
•−  

em macrófagos e neutrófilos (AZZI et al., 

2002).   

A GSH é um tripeptídeo, formado por ácido glutâmico, glicina e cisteína, que 

desempenha um importante papel na manutenção do balanço redox intracelular (HADDAD & 

HARB et al., 2005). Essa molécula antioxidante está presente na maioria das células, podendo 

estar livre ou ligada a proteínas, sendo considerado o grupamento -SH mais abundante no 

meio intracelular (ARTEEL; SIES, 2001). A N-acetilcisteína (NAC) é um composto exógeno 

que atua como precursor direto da síntese de GSH (SATANGELO, 2003). Na prática clínica, 

a NAC é amplamente utilizada devido a suas características mucolíticas e detoxificantes na 

intoxicação por paracetamol (SANTUS et al., 2014). Além disso, esse composto é também 

reconhecido por ser um potente antioxidante e essa ação pode ser resultado de sua capacidade 

de captura direta de OH
•
 e O2

•− 
(ATKURI, et al., 2007). Outro exemplo de molécula com 

propriedades antioxidantes incluí a frutose-1,6-bisfosfato (FBP), um metabólito endógeno da 

via glicolítica. A atividade antioxidante e citoprotetora da FBP tem sido documentada em 

várias desordens relacionadas com o estresse oxidativo, incluindo choque séptico (SANTOS 

et al., 2012), lesão hepática promovida por isquemia (MORESCO et al., 2004), complicações 

diabéticas (XU et al., 2010) e lesão induzida pela hipotermia (GÁMEZ et al., 2008). A FBP 

reduz a formação de EROs e a ativação de neutrófilos (SOLA et al., 2003), além de reduzir a 

proliferação de linfócitos T (NUNES et al., 2003). 

Importantes consequências do estresse oxidativo são as alterações oxidativas a todos 

os tipos de biomoléculas presentes no organismo, incluindo proteínas, carboidratos, lipídios, 

bem como ácidos nucleicos (HÖHN et al., 2014). Essa oxidação pode resultar em alterações 

estruturais e perda da função dessas biomoléculas. O dano oxidativo aos carboidratos podem 

resultar em alteração funcional de qualquer receptor celular, como aqueles envolvidos nas 

respostas hormonais e na neurotransmissão, na atividade de interleucinas e na formação de 

prostaglandinas (ASLANI; GHOBADI, 2016). Os ácidos nucleicos, especialmente o DNA, 
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também são suscetíveis ao dano oxidativo. As modificações oxidativas que afetam a estrutura 

e a função do DNA incluem alterações de bases nitrogenadas, clivagem simples e duplas, 

assim como formação de ligações cruzadas (DIZDAROGLU, 2012). Nos lipídios, as ligações 

insaturadas são também altamente suscetíveis ao dano por espécies reativas. A peroxidação 

lipídica pode levar ao dano na membrana celular, que inicialmente modifica a fluidez, 

permeabilidade, as propriedades de transporte e ancoragem de proteínas (VICTOR et al., 

2004).  No entanto, as proteínas são consideradas o principal alvo para o dano oxidativo, uma 

vez que essas são componentes preponderantes nos sistemas biológicos 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, proteínas oxidadas podem ser identificadas como moléculas estranhas, 

podendo atuar como antígenos e estimular a formação de anticorpos (HÖHN et al., 2014).   

 

2.2 MODIFICAÇÕES OXIDATIVAS EM PROTEÍNAS  

 

As modificações oxidativas de proteínas são alterações covalentes que podem ocorrer 

na cadeia principal e/ou nas cadeias laterais de resíduos de aminoácidos. Essas alterações 

podem ser induzidas diretamente pelas espécies reativas ou indiretamente através de reações 

com produtos secundários do estresse oxidativo. Espécies reativas não radicalares reagem 

lentamente com a cadeia principal da proteína, causando pequenos danos nessa posição 

(DAVIES, 2005). Em contrapartida, espécies radicalares reagem rapidamente com a cadeia 

principal da proteína, ocorrendo primariamente abstração de átomo de hidrogênio no carbono 

alfa da cadeia e reação com oxigênio molecular para dar origem ao ROO
•
 (HÖHN et al., 

2014).  

As EROs são capazes de modificar aminoácidos, peptídeos e proteínas de diferentes 

maneiras, envolvendo reações que incluem abstração de átomo de hidrogênio, reações de 

substituição (eliminação ou adição de uma molécula), além de reações de rearranjo, 

fragmentação e dimerização (HÖHN et al., 2014). Essas modificações oxidativas podem ser 

reversíveis ou irreversíveis (STADTMAN; LEVINE, 2000). Modificações proteicas 

reversíveis são processos cruciais a fim de proteger as células contra danos irreversíveis e 

também podem fazer parte do funcionamento celular normal (COLOMBO et al., 2012). Por 

outro lado, modificações proteicas irreversíveis são geralmente associadas com a perda 

permanente de função da proteína (KAWAKAMI et al., 2006). Um exemplo típico de 

modificação reversível é a oxidação dos grupos -SH, produzindo ácido sulfênico e S-
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nitrotiois, os quais são processos comuns na regulação de processos celulares (CABALLAL 

et al., 2003). Uma modificação irreversível, nesse contexto, é a formação de ácido sulfônico 

(SO3H), ocasionando perda de função e subsequente degradação da proteína (HÖHN et al., 

2014). Outros intermediários da oxidação proteica incluem modificação do resíduo de 

metionina a metionina sulfóxido (MetO), a oxidação de tirosina pelo HOCl ou HOBr a 

derivados halogenados ou pelo ONOO
- 
a nitrotirosina (DALLE-DONNE et al., 2005).  

Uma vez que existem muitos mecanismos para indução de oxidação proteica e que 

todos os resíduos de aminoácidos são, teoricamente, suscetíveis a alteração oxidativa, há 

numerosos tipos diferentes de modificações proteicas. No entanto, para alguns oxidantes, o 

dano oxidativo é limitado e específico a certos resíduos de aminoácidos, enquanto para outras 

espécies oxidantes, como o OH
•
, o dano é considerado generalizado e promove modificações 

não específicas (STADTMAN; LEVINE, 2000). Além disso, muitos outros fatores 

determinam o grau de oxidação proteica, incluindo a localização da proteína, a estrutura 

proteica, bem como a concentração de oxidantes e antioxidantes (HÖHN et al., 2014). A 

susceptibilidade a modificações oxidativas difere entre os aminoácidos, sendo que os resíduos 

de cisteína, metionina e leucina, bem como, aminoácidos aromáticos como triptofano, tirosina 

e fenilalanina são os mais vulneráveis (HÖHN et al., 2014). Particularmente, os resíduos de 

aminoácidos mais propensos à oxidação são os de cisteína e metionina, ambos contendo 

átomos de enxofre (SHAROV et al., 1999). Todas espécies oxidantes podem induzir 

alterações nesses resíduos de aminoácidos. Em relação à cisteína, o principal produto 

derivado da sua oxidação é a formação de pontes dissulfeto, sendo que essas podem ser intra 

ou intermoleculares (WARDMAN; VON SONNTAG, 1995). Consequências funcionais da 

perda de -SH incluem o mal dobramento da proteína, inativação catalítica e diminuição da 

capacidade antioxidante (SOHAL, 2002). 

 Em questão do aminoácido metionina, o principal produto é a metionina sulfóxido 

(SHAROV et al., 1999). Outros resíduos de aminoácidos podem requerer condições mais 

rigorosas de estresse oxidativo. A oxidação da leucina, como exemplo, resulta na formação de 

hidroxileucina, enquanto a oxidação da histidina leva a formação de 2-oxhistidina, aspartato e 

asparagina. A oxidação do triptofano forma N-formilquinurenina, quinurenina, 

hidroxitriptofano, entre outros. A reação entre tirosina e vários oxidantes origina o radical 

tirosil. Um caminho possível desse radical tirosil é a dimerização e a formação de ditirosina 

(DEAN et al., 1997), o que pode levar a ligações cruzadas intra e intermoleculares de tirosina. 

Além disso, a oxidação da tirosina resulta em muitos outros produtos, incluindo 

3,4-diidrofenilalanina e 3-clorotirosina através de reações com oxidantes clorados, e 
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3-nitrotirosina, que é induzido por espécies nitrogenadas (HAWKINS e DAVIES, 2001). A 

fenilalanina também é suscetível a modificações resultando em orto- ou meta-tirosina e 

nitrofenilalanina (DEAN et al., 1997).  

Outra modificação importante, particularmente nos resíduos de prolina, arginina, 

treonina e lisina, é a formação de derivados carbonílicos (HAWKINS; DAVIES, 2001). A 

formação de grupos carbonílicos é uma modificação pouco específica, pois envolve a 

oxidação de diferentes resíduos de aminoácidos. No entanto, é uma das modificações 

oxidativas que mais ocorre quando comparada a outros tipos de modificações. Por essa razão, 

a determinação de proteína carbonilada tornou-se amplamente difundida para estimar o grau 

oxidativo proteico (DALLE-DONNE et al., 2005). Os grupos carbonil (aldeídos ou cetonas) 

são produzidos através de diferentes mecanismos. As EROs podem reagir diretamente com as 

proteínas ou com moléculas de açúcares e lipídios, gerando compostos carbonílicos altamente 

reativos que, então, interagem com as proteínas (HAWKINS; DAVIES, 2001). A formação de 

proteína carbonil pode alterar a conformação da proteína, podendo resultar em aumento da 

hidrofobicidade, aumento de interações não específicas proteína-proteína, e formação de 

agregados, o que compromete a viabilidade celular e prejudica o turnover proteico 

(SHRINGARPURE; DAVIES, 2002).  

Está bem estabelecido que a oxidação de proteínas pode, por fim, resultar em muitas 

consequências. A oxidação pode resultar em mudanças físicas estruturais na proteína, 

resultando em fragmentação da sua cadeia principal e oxidação das cadeias laterais. Esse 

último fator, pode resultar em dimerização ou agregação proteica. Além disso, a oxidação 

tanto da cadeia principal, quanto das cadeias laterais, podem resultar na formação de mais 

espécies reativas, incluindo hidroperóxidos, cloraminas e brominas, além de outros 

intermediários de meias-vidas curtas (DAVIES, 2005). Um ponto importante é o fato que se 

há um desequilíbrio no balanço entre a geração de proteínas modificadas e sua 

reparação/remoção pelo sistema de reparo ou de degradação, o resultado final é de 

acumulação e agregação. Proteínas oxidadas, não dobradas (unfolded) ou mal dobradas 

(misfolded), tendem a formar complexos oligoméricos através de ligações covalentes e 

interações não covalentes reversíveis (hidrofóbicas e eletrostáticas), resultando finalmente em 

agregados (SHRINGARPURE; DAVIES, 2002).  

A agregação proteica é um processo complexo e segue de maneira hierárquica 

algumas etapas. Primeiro, ocorre a oxidação de cadeias laterais através da exposição de uma 

proteína nativa a oxidantes. Caso não haja o reparo adequado, ocorrem oxidações posteriores 

que são acompanhadas pelo aumento de proteínas mal dobradas (BUCHBERGER et al., 
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2010), resultando em perda de função e atividade. Além disso, o aumento da hidrofobicidade 

da superfície da proteína oxidada é um fator chave para o seu reconhecimento para 

degradação proteolítica pelo proteossoma, principalmente mediado pelo lisossomo. Se essas 

proteínas modificadas não forem degradadas ou recuperadas, agregados maiores são formados 

através da interação entre estruturas hidrofóbicas com o objetivo de minimizar a área de 

contato com o meio hidrofílico. Reações secundárias podem acontecer, como a 

ubiquitinilação, a formação de produtos de glicação avançada (AGEs) e de ligações cruzadas. 

A ocorrência de agregação proteica ativa múltiplas reações intracelulares, incluindo o 

processo inflamatório e de morte celular (HÖHN et al., 2014).  

Uma importante via de modificações oxidativas proteicas é através da interação com o 

HOCl. As proteínas são os principais alvos para as modificações oxidativas do HOCl devido à 

elevada reatividade dessas biomoléculas com esse oxidante (PANASENKO et al., 2013). Foi 

demonstrado que o tratamento de proteínas isoladas com o HOCl resultou principalmente em 

alterações nas cadeias laterais de aminoácidos, podendo promover tanto a fragmentação 

quanto o aparecimento de ligações cruzadas e agregação (HAWKINS et al., 2003). O HOCl 

reage com aminas para formar N-cloraminas (HAWKINS et al., 2003). De maneira geral, N-

cloraminas são formadas in vivo através da reação entre o HOCl e o grupo amino (NH3
+
) de 

aminoácidos (PANASENKO et al., 2013), sendo que N-cloraminas mantêm o potencial 

oxidante do HOCl, porém, apresentam maior seletividade em suas reações quando 

comparadas ao HOCl (PESKIN e WINTERBOURN, 2006). A exposição de diferentes tipos 

celulares a concentrações fisiológicas e patológicas de HOCl pode resultar em lise celular e 

depleção dos níveis 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 

HOCl é produzido in vivo nos sítios onde há um processo inflamatório instalado (WEISS, 

1989). Acredita-se que concentrações elevadas desse oxidante são responsáveis pela iniciação 

do dano tecidual, desempenhando um importante papel na progressão de uma série de 

doenças, incluindo aterosclerose (HEINECKE, 1999), fibrose cística (VAN DER VLIET 

et al., 2000), sepse (GAUT et al., 2001) e doença renal (MALLE et al., 2003). 

A albumina apresenta muitos sítios suscetíveis a oxidação pelo HOCl e os principais 

resíduos de aminoácidos afetados por essa oxidação incluem-se, um resíduo de cisteína, 

quatro resíduos de metionina, dois resíduos triptofano, cinquenta e nove resíduos de lisina, 

totalizando um total de sessenta e seis sítios de ataque do HOCl (COLOMBO et al., 2012). A 

albumina sérica humana é a proteína preponderante no plasma, sendo responsável pela 

regulação da pressão osmótica e também pelo transporte de compostos endógenos e exógenos. 
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A albumina é uma proteína de cadeia simples, com um peso molecular de aproximadamente 

67 KDa, e contem 585 aminoácidos, dentre os quais, 35 são resíduos de cisteína que formam 

17 ligações de pontes-dissulfetos intramoleculares (ANRAKU et al., 2013). A estrutura 

secundária da albumina é dominada por alfa hélices (68%), sem a presença de folhas beta, e 

assume uma conformação globular organizada em três domínios homólogos (I, II e III), sendo 

que cada um desses domínios consiste de dois subdomínios, A e B (FANALI et al., 2012). A 

atividade antioxidante tem sido reconhecida como uma importante função da albumina. Essa 

propriedade resulta das propriedades redox do resíduo de cisteína na posição 34 da cadeia 

peptídica (Cis-34) e também da sua capacidade de ligar-se com metais. Aproximadamente 

80% de grupos -SH do sangue são derivados do Cis-34, sendo esse o único no estado livre na 

molécula de albumina (ANRAKU et al., 2013). Em condições fisiológicas, 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 última 

denominada de não mercapto-albumina. As principais modificações da mercapto-albumina 

referem-se a alterações oxidativas reversíveis. Uma pequena fração do Cis-34 (2% a 5%) 

sofre alteração oxidativa irreversível, sendo o ácido sulfônico o principal produto (FANALI 

et al., 2012), e durante algumas condições patológicas essa fração 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 condições clínicas, como na DRC e 

doenças cardiovasculares (TERAWAKI et al., 2010). O Cis-34 também pode sofrer 

nitrosilação (TSIKAS et al., 2002).  

Outras modificações oxidativas importantes que acometem a albumina incluem a 

glicação, nitração, oxidação catalisada por metais e carbonilação (ROCHE et al., 2008). A 

glicação é uma modificação estrutural induzida por açúcares redutores, podendo resultar na 

formação irreversível de AGEs (HÖHN et al., 2014). A nitração acomete principalmente 

resíduos de tirosina, sendo que os resíduos de tirosina nas posições 138 e 411, dos 18 resíduos 

de tirosina contidos na albumina, os mais suscetíveis a sofrerem nitração (JIAO et al., 2001). 

O sistema de oxidação catalisado por metais, que emprega pequenas concentrações de íons 

metálicos, é capaz de modificar uma série de aminoácidos da albumina, como cisteína, 

arginina e triptofano (ANRAKU et al., 2013). Em relação a carbonilação, muitos estudos têm 

demonstrado a presença de níveis elevados de albumina carbonilada em algumas condições 

patológicas, incluindo DRC (MERA et al., 2005) e doença renal do diabetes (AGARWAL 

et al., 2006). Um fato importante é que a carbonilação da albumina está associada tanto com o 
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aumento da oxidação do Cis-34 (OETTL et al., 2008) e com a formação de ditirosina (LIM 

et al., 2007), sendo que ambas as modificações alteram a estrutura e a função da albumina.  

Além da albumina, também há outras proteínas que são suscetíveis à oxidação 

induzida pelo HOCl, incluindo o colágeno (OLSZOWSKI et al., 2003). Se for comparado 

com o que ocorre com a estrutura da albumina quando exposta ao HOCl, observa-se que 

ocorre processos distintos. A albumina exposta ao HOCl, ocorre a prevalência de agregação 

proteica (SUMMERS et al., 2008), enquanto no colágeno é verificado a fragmentação 

(OLSZOWSKI et al., 2003). O colágeno compreende uma ampla família de proteínas tripla 

hélice e são as proteínas mais abundantes nos vertebrados, representando aproximadamente 

30% do total de proteínas. Até o momento, há descrição de 29 tipos distintos geneticamente 

de colágeno, os quais são codificados a partir de pelo menos 44 genes (CARTER et al., 2009). 

Dependendo da estrutura molecular, o colágeno pode ser dividido em muitos subgrupos. 

Colágenos formadores de fibras compreendem o maior subgrupo e incluem os colágenos tipo 

I, II, III, V, XI, XXIV e XXVII. Dentre esses, o colágeno fibrilar do tipo I é o mais abundante, 

sendo responsável pela forma, estabilidade e conectividade nos órgão e tecidos no qual ele 

esta presente. Além da função estrutural, o colágeno também serve como ligante de receptores 

específicos, incluindo integrinas, receptores com domínio discoidina, glicoproteína do tipo VI 

e família de receptores de manose, para controlar a atividade celular e remodelamento da 

matriz extracelular (LEITINGER, 2011). O colágeno tipo II é o principal componente da 

cartilagem articular e o auto-antígeno melhor caracterizado na artrite reumatóide. Nesse 

contexto, foi demonstrado que a formação de OH
• 

no sítio inflamatório resulta em 

modificações oxidativas no colágeno tipo II, levando a geração de novos epítopos antigênicos 

que dão início a uma resposta autoimune. Nesse sentido, Shahab et al. (2012) observaram que 

a exposição do colágeno tipo II ao OH
•
, formado através da reação de Fenton, resultou na 

formação de antígenos e também em um extensivo dano a proteína, incluindo a fragmentação 

proteica. 

 

2.3 INFLAMAÇÃO E BURST OXIDATIVO 

 

A inflamação é uma resposta do organismo a diversos agentes lesivos, incluindo 

microrganismos, trauma físico ou células neoplásicas (DEJANA et al., 1995). Uma definição 

clássica para inflamação a descreve como um processo patológico caracterizado por lesão ou 

destruição de tecidos, causada por uma variedade de reações químicas e citológicas, além de 

reações sistêmicas. A resposta inflamatória consiste basicamente de dois componentes 
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principais: uma reação vascular e uma reação celular/tecidual (LAWRENCE; GILROY, 

2007). O evento celular caracteriza-se pela migração de diferentes tipos celulares. As células 

circulantes incluem os neutrófilos, monócitos, eosinófilos, linfócitos, basófilos e plaquetas, 

além das células do tecido conjuntivo, incluindo mastócitos, fibroblastos e macrófagos locais. 

A matriz extracelular consiste de proteínas fibrosas estruturais (colágeno, elastina), 

glicoproteínas de adesão (fibronectina, laminina, colágeno não fibrilar, tenascina e outras) e 

proteoglicanos (GRUYS et al., 2005). Os leucócitos polimorfonucleares, principalmente os 

neutrófilos, são as células fagocíticas mais abundantes na circulação e também as primeiras a 

serem ativadas na defesa pelo sistema imunológico inato contra infecções. Essas células 

migram por quimiotaxia até o local da infecção, onde realizam o reconhecimento, fagocitam e 

destroem microrganismos invasores através da liberação de enzimas hidrolíticas, proteolíticas 

e de EROs (LIBBY, 2002). Durante a ativação do sistema imune inato, defesas antioxidantes, 

enzimáticas e não enzimáticas, devem atuar com o propósito de proteger o organismo contra a 

toxicidade dessas espécies pró-oxidantes que são geradas neste processo (HÖHN et al., 2014). 

As características fisiológicas do processo inflamatório são iniciadas e reguladas por 

substâncias denominadas mediadores inflamatórios. Na maioria das vezes, os mediadores 

inflamatórios agem localmente no sentido de restringir a extensão do dano tecidual. Neste 

caso, o processo inflamatório tem apenas repercussões locais. No entanto, quando esta 

capacidade homeostática local é superada, seja pela magnitude do estímulo agressor ou pela 

insuficiência dos mecanismos reguladores, a resposta inflamatória pode se manifestar de 

modo sistêmico em todo o organismo, gerando graves consequências (KARIN, 2006). Os 

mediadores inflamatórios incluem proteases, constituintes do sistema complemento, sistema 

de cininas, sistema fibrinolítico e sistema de coagulação; mediadores liberados por 

fosfolipídios (prostaglandinas, leucotrienos e fator ativador de plaqueta); e outros mediadores 

como histamina, serotonina, substância P, neurocinina, fatores de transcrição, NO, proteína C 

reativa (PCR) e MPO, além das citocinas (LAWRENCE; GILROY, 2007). 

A geração de oxidantes pelos leucócitos está baseada na produção de EROs via 

redução da molécula de oxigênio molecular. Durante a exposição dessas células a um 

estímulo apropriado, ambos macrófagos e neutrófilos ativados aumentam o consumo de 

oxigênio. O sistema enzimático NADPH oxidase, que está ligado às membranas celulares, 

reduz o oxigênio molecular a O2
•−

, o qual é altamente instável, e logo que é formado, é 

convertido a H2O2 por ação catalítica da SOD, sendo ambos os radicais precursores para a 

produção de mais oxidantes (LOCATELLI et al., 2003). Assim, quando essas células 

inflamatórias são ativadas, ocorre uma série de eventos metabólicos, iniciando-se um processo 
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de respiração não mitocondrial que resulta, inicialmente, na produção de O2
•− 

e também na 

síntese de outras EROs. Esta produção excessiva de EROs é suficiente para depletar a 

capacidade antioxidante local, favorecendo o processo conhecido como burst oxidativo ou 

burst respiratório (CADENAS; DAVIES, 2000). A ativação de células fagocíticas tanto in 

vivo como in vitro resulta na geração de grandes concentrações de H2O2 e O2
•−

 através do 

burst respiratório e também na liberação da enzima MPO (NUSSBAUM et al., 2012). 

Portanto, a produção de espécies reativas por fagócitos faz parte da defesa imunológica do 

hospedeiro contra organismos invasores e, durante este processo, ocorre a ativação do 

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

 

Figura 2 - Ação da NADPH oxidase e da MPO presentes nos neutrófilos durante o burst 

oxidativo 

 

 

Fonte: Adaptado de BRENNAN et al., 2003. O2, oxigênio molecular; NADPH oxidase, nicotinamida adenina 

dinucleotídeo fosfato (NADPH) oxidase; O2
•−

, radical ânion superóxido; SOD, superóxido dismutase; H2O2, 

peróxido de hidrogênio; MPO, mieloperoxidase; HOCl, ácido hipocloroso; LTF, lactoferrina.  

 

Sob condições normais, o complexo da NADPH oxidase encontra-se inativado e as 

subunidades que compõem esse complexo estão sob a forma desacoplada distribuídas no 

citosol (p40
phox

, p47
phox

, p67
phox

, Rac-2) e na membrana plasmática (citocromo b558, 

gp91
phox

, p22
phox

 e Rap1A) (BABIOR, 1999). Após ativação por algum estímulo, a 

subunidade regulatória p47
phox

 sofre fosforilação, com subsequente translocação das 

subunidades citosólicas para a membrana plasmática, 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 

 

 

Fonte: Adaptado de WARD et al., 2003. O2, oxigênio molecular; O2
•−

, radical ânion superóxido; NADPH, 

nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato. 

 

A ativação do complexo também requer duas proteínas de ligação de guanina de baixo 

peso molecular, Rac-2 e Rap1A . Rac-2 está localizada no citosol na forma de dímero com 

Rho-inibidor da dissociação do nucleotídeo guanina (Rho-GDI), enquanto Rap1A é uma 

proteína associada a membrana (TESHIMA et al., 2014). A NADPH oxidase pode estar 

ancorada na membrana em diferentes compartimentos no interior da célula, incluindo núcleo, 

retículo endoplasmático, endossomo e fagossomo, mitocôndria, bem como no espaço 

extracelular (LASSÈGUE; GRIENDLING, 2010). 

Outra enzima envolvida no processo de defesa imunológica e no burst respiratório é a 

MPO, que é uma heme enzima com peso molecular de 144 kD encontrada 

predominantemente no interior de grânulos azurófilos em neutrófilos, monócitos e alguns 

subtipos de macrófagos teciduais. Embora ocorra uma perda da expressão desta enzima 

durante a diferenciação de monócitos a macrófagos no meio tecidual, esta enzima pode 

persistir e ser reativada em algumas situações, incluindo aterosclerose e doenças 

neurodegenerativas (CHANG et al., 2011). Contudo, os monócitos contêm somente um terço 

da concentração presente nos neutrófilos polimorfonucleares. A MPO é prontamente liberada 

para o meio extracelular por estas células inflamatórias ativadas e catalisa a produção de 

moléculas oxidantes, sendo o HOCl a principal delas. A síntese do HOCl ocorre através da 

reação entre o H2O2 e íons cloreto (Cl
-
), conforme as reações demonstradas abaixo: 
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H2O2 + MPO  MPO-I 

MPO-I + Cl
-
HOCl + MPO 

 

Essas reações envolvem a interação entre MPO na forma férrica com H2O2, levando a 

formação da MPO-I através da transferência de dois elétrons (ABU-SOUD e HAZEN, 2000). 

A MPO-I pode oxidar íons Cl
-
, formando o HOCl. Além disso, a MPO também pode utilizar 

íons brometo e tiocianeto como substrato para converter o H2O2 a ácido hipobromoso e ácido 

hipotiocianoso, respectivamente (SUMMERS et al., 2012).  

O HOCl é um potente agente bactericida e exerce um importante papel no sistema 

imunológico. No entanto, sob condições inflamatórias, os níveis elevados de HOCl resultam 

em dano tecitual, o que contribui para o desenvolvimento de inúmeras condições patológicas, 

incluindo aterosclerose, artrite reumatóide e alguns tipos de câncer (MALLE et al., 2003).  

Recentemente, foi verificado que a MPO mostrou ser um importante preditor de acidentes 

cardiovasculares, inclusive quando a concentração sérica de troponina cardíaca está dentro do 

valor normal (PEACOCK et al., 2011), reforçando a importância desta enzima na 

fisiopatogênese de processos inflamatórios crônicos.  Neste sentido, a MPO também pode 

oxidar a lipoproteína de baixa densidade (LDL) em lipoproteína de baixa densidade oxidada 

(oxLDL), propagando a recaptação de oxLDL pelos macrófagos, perpetuando assim a 

formação de células espumosas (PODREZ, 2010). Além disso, a MPO mostrou-se capaz de 

ativar metaloproteinases e promover a desestabilização e ruptura da superfície da placa 

aterosclerótica (FU et al., 2001). A MPO também catalisa o consumo de NO derivado do 

endotélio, reduzindo a sua biodisponibilidade e prejudicando suas funções vasodilatadoras e 

anti-inflamatórias (ABU-SOUD; HAZEN, 2000). Quanto à atividade sérica desta enzima, foi 

demonstrado um aumento significativo em pacientes com angina instável e infarto agudo do 

miocárdio (IAM) (BALDUS et al., 2003). 

Diferentes vias de sinalização estão envolvidas no processo inflamatório, incluindo a 

via mediada pelo fator de transcrição c-jun N-terminal quinase (JNK) e, principalmente, pelo 

fator de transcrição nuclear κB (NF-κB). A ativação destes fatores medeia a transcrição de 

importantes agentes do processo inflamatório, incluindo as citocinas pró-inflamatórias 

(ODEGAARD; CHAWLA, 2013). Em particular, a interleucina-1 (IL-1), o fator de necrose 

tumoral α (TNF-α), a interleucina-6 (IL-6) e a interleucina-8 (IL-8) são alguns dos 

mediadores responsáveis por gerar um estado pró-inflamatório. O NF-κB é um regulador 

central de respostas celulares, tanto no contexto fisiológico quanto no patológico. O NF-κB 

desempenha um papel crucial no controle de muitos processos celulares, incluindo a resposta 
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imune e inflamatória, bem como a sobrevivência e a proliferação celular (HAYDEN; 

GHOSH, 2004). Este fator de transcrição é rapidamente ativado em resposta a uma ampla 

gama de estímulos relacionados ao estresse oxidativo e ao processo inflamatório. O NF-κB 

promove o aumento da expressão de genes pró-inflamatórios, que são importantes na ativação 

da resposta inflamatória, incluindo genes de citocinas, quimiocinas, moléculas de adesão, 

assim como genes de enzimas envolvidas na atividade microbicida. Mais de cem genes, pró-

inflamatórios na sua maioria, são ativados por este fator de transcrição (LI; VERMA, 2002). 

Além disso, o NF-κB também está relacionado ao aumento de expressão de moléculas 

envolvidas no processo apoptótico (KARIN; LIN, 2002).  

O NF-κB está implicado na patogênese de muitas doenças relacionadas a inflamação. 

Como esperado, manipulações genéticas que induzem um aumento da atividade de NF-κB 

resultam em patologias relacionadas com um aumento do processo inflamatório, confirmando 

o papel pró-inflamatório desse fator de transcrição. O NF-κB consiste de cinco membros: 

RelA (ou p65), Rel (ou c-Rel), RelB, p50 e p52, as quais podem estar na forma de 

homodímeros ou heterodímeros. Em uma célula em repouso, os dímeros de NF-κB são 

normalmente mantidos em um estado inativo através da associação com a proteína inibidora 

do NF-κB (IκB). A ativação NF-κB é controlada por um complexo enzimático, a quinase IκB 

(IKK). Após a estimulação celular, a IKK fosforila a proteína IκB, permitindo a translocação 

de dímeros NF-κB para núcleo e ativação da transcrição gênica.  

Duas vias distintas de ativação do NF-κB podem ser descritas. A primeira é conhecida 

como clássica e é ativada por uma série de estímulos, incluindo citocinas inflamatórias, 

produtos de agentes invasores (vírus e bactérias) e também intermediários do estresse 

oxidativo (PANTANO et al., 2006). Esses estímulos induzem a inativação IKK e o acúmulo 

de NF-κB no núcleo, regulando a expressão de genes imunorregulatórios e envolvidos com 

apoptose. Assim, citocinas inflamatórias e EROs são importantes ativadores do NF-κB 

(MORGAN; LIU, 2011). Uma segunda via, dita alternativa, o NF-κB é ativado por receptores 

envolvidos na organogênese do tecido linfoide e desenvolvimento de linfócitos. Há estudos 

que descrevem uma terceira via de ativação do NF-κB, referindo-se a fatores que não se 

incluem na via clássica e via alternativa. Entre os fatores que ativam essa terceira via incluem 

agentes estressores genotóxicos (luz UV, irradiação gama, entre outros).  

A ativação do NF-κB também é responsável pela transcrição gênica de outros 

mediadores inflamatórios, as prostaglandinas (PGs) derivadas do ácido araquidônico 

(LAVETI et al., 2013). O ácido araquidônico é um ácido graxo poliinsaturado de vinte 

carbonos amplamente distribuído na face intracelular da membrana plasmática, 
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correspondendo por mais de 85% do conteúdo de ácidos graxos das células (NAKAMURA; 

MURAYAMA, 2014). O ácido araquidônico é uma molécula chave no desenvolvimento do 

processo inflamatório, uma vez que sua ativação também propicia a formação de mediadores 

químicos envolvidos nas respostas inflamatórias. O ácido araquidônico é liberado de 

fosfolipídios derivados da membrana plasmática pela ação da fosfolipase A2 (NAKAMURA; 

MURAYAMA, 2014). Uma vez na forma livre no interior das células, o ácido araquidônico 

pode seguir diferentes vias metabólicas. Uma importante via é a conversão desse em PGs pela 

ação da enzima prostaglandina endoperóxido sintase (PTGS), também conhecida como 

ciclooxigenase (COX). Existem duas principais isoformas de PTGS, a constitutiva PTGS1 

(COX-1) e a induzível PTGS2 (COX-2). Estruturalmente, COX-1 e COX-2 compartilham 

aproximadamente 60% de similaridade no padrão de aminoácidos e estão localizadas no 

espaço intracelular, especialmente no interior de compartimentos como o retículo 

endoplasmático e o complexo de Golgi (SIMMONS et al., 2004).  

Quanto a distribuição nos tecidos, as duas isoformas apresentam diferentes padrões de 

expressão. A COX-1 é expressa constitutivamente na maioria das células do organismo e 

desempenha um papel na homeostase tecidual. Diferentemente, a COX-2 apresenta uma 

expressão restrita à alguns tecidos, podendo estar constitutivamente expressa apenas nos rins e 

no pâncreas (QUILLEY et al. 2011), bem como no tecido cerebral (JI et al., 2013). No 

entanto, muitas condições patológicas estão relacionadas com o aumento da expressão da 

COX-2 e esse aumento é mantido quando a estimulação é persistente, como ocorre na 

inflamação crônica (ABRAHAO et al., 2014). De maneira geral, o aumento da expressão 

gênica da COX-2 e os níveis de PGS produzidas através da sua ação têm sido considerados 

fatores desencadeantes de uma série de alterações teciduais deletérias. Mais especificamente, 

as PGs têm papel fundamental na promoção do processo inflamatório e atuam de maneira 

conjunta com citocinas pró-inflamatórias, como o TNF-α, a IL-6, a IL-1 e a IL-8, para manter 

um estado pró-inflamatório sustentado (RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011). A transcrição 

gênica da COX-2 é estimulada principalmente pelo NF-κB, que também regula a expressão de 

uma ampla variedade de genes, incluindo os envolvidos na codificação de moléculas de 

adesão, quimiocinas, citocinas inflamatórias, NOS e outras moléculas relacionadas à 

inflamação e proliferação celular (GUIJARRO e EGIDO, 2001).  
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2.4 O PAPEL DOS NEUTRÓFILOS NO PROCESSO INFLAMATÓRIO 

 

Os neutrófilos são células leucocitárias pertencentes ao sistema imune inato, essenciais 

na resposta inflamatória e na defesa do hospedeiro frente à patógenos (KOLACZKOWSKA; 

KUBES, 2013). Em humanos, representam a maioria dos leucócitos circulantes, 

correspondendo a aproximadamente 50 a 70% dessas células, enquanto que em ratos 

correspondem a apenas 10 a 25% (MESTAS; HUGHES, 2004). São gerados continuamente na 

medula óssea através de precursores mielóides, atingindo uma produção diária de até 2.10
11

 

células (BORREGAARD, 2010). Esse processo é regulado pelo fator estimulador de colônia 

de granulócitos (G-CSF), o qual é produzido em resposta a interleucina-17 (IL-17) sintetizada 

por linfócitos T (BORREGAARD, 2010). Na corrente sanguínea, os neutrófilos maduros 

apresentam um diâmetro médio de 7 a 10 µm, núcleo segmentado (polimorfonucleares) e 

citoplasma enriquecido com grânulos, repletos de proteínas pró-inflamatórias (MPO, 

catepsinas, defensinas, lactoferrina, lizosima, metaloproteinase de matriz tipo 9) e vesículas 

secretórias (BORREGAARD, 2010). O tempo de meia-vida na circulação é de 

aproximadamente 8 horas (PILLAY et al., 2010). No entanto, durante a inflamação, os 

neutrófilos se tornam ativados e sua meia-vida pode ser prolongada (SUMMERS, 2012). Esse 

fato é resultante da ativação por diferentes estímulos, como citocinas e fatores de crescimento, 

bem como substâncias estranhas. Esse aumento da longevidade dessas células permite que os 

neutrófilos assumam outras atividades complexas no tecido, como contribuir para a resolução 

da inflamação ou para moldar a resposta imune adaptativa, bem como permanecer no sítio 

inflamatório perpetuando o processo de lesão tecidual (KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013).  

Durante a inflamação, ocorre um aumento significativo no número de neutrófilos no 

tecido e, com o tempo, essas células morrem através de mecanismos pró-apoptóticos para 

serem removidas por macrófagos e células dendríticas (STARK et al., 2005). Alguns agentes 

que estimulam esse processo apoptótico no contexto inflamatório incluem o TNF-α liberado 

pelo macrófago e altas concentrações de EROs geradas pela NADPH oxidase do próprio 

neutrófilo (GEERING; SIMON, 2011). Assim, compostos antioxidantes podem inibir o 

processo apoptótico nessas células, como já foi demonstrado para o NAC (KASAHARA et al., 

1997). Além disso, a GSH pode inibir diretamente a atividade da caspase-8 e da caspase-3, 

resultando em uma diminuição do processo apoptótico (WATSON et al., 1999).   

Uma importante função desempenhada pelos neutrófilos é a eliminação de patógenos, 

tanto a nível intracelular quanto extracelular. Esta pode ocorrer por três mecanismos 
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principais: fagocitose, degranulação e liberação de redes extracelulares conhecidas como 

neutrophils extracellular traps (NETs). 

A fagocitose de microrganismos é seguida pelo encapsulamento desses nos 

fagossomos. A morte do patógeno é então promovida pela célula utilizando mecanismos 

NADPH oxidase dependentes (produção de EROS) ou proteínas antibacterianas (catepsinas, 

defensinas, lactoferrina e lizosima) (BORREGARD, 2010). Nesse contexto, a geração de 

O2
•−

  a partir da ativação da NADPH oxidase é um fator importante para a produção de uma 

variedade de oxidantes reativos, incluindo oxidantes halogenados gerados através da MPO 

(WITKO-SARSAT et al., 2000). Outra importante enzima atuante no neutrófilo é a NOS, a 

qual produz NO
•
, que pode reagir O2

•−
  para formar ONOO

- 
(WHEELER et al., 1997).  A 

degranulação, por sua vez, envolve a liberação de proteínas antibacterianas dos grânulos 

neutrófilos dentro dos fagosssomos ou mesmo fora da célula, desta forma agindo contra 

microrganismos intra ou extracelulares, respectivamente. Finalmente, outro mecanismo 

envolve a liberação das NETs de neutrófilos altamente ativados, principalmente sob condições 

inflamatórias. A composição das NETs é de uma cromatina de DNA, histonas e proteínas 

granulares (por exemplo, lactoferrina, catepsinas e MPO). Estas estruturas imobilizam 

patógenos extracelulares, prevenindo sua propagação e facilitando a fagocitose dos 

microrganismos retidos. Além disso, as NETs podem matar diretamente os patógenos por meio 

de histonas e proteases antimicrobianas (PHILLIPSON; KUBES, 2011).  

Além de seu papel na defesa contra patógenos, os neutrófilos estão integrados na 

ativação, regulação e em mecanismos efetores do sistema imune inato e adaptativo. São 

responsáveis pela expressão e/ou produção de numerosas citocinas, quimiocinas e fatores 

angiogênicos, espontaneamente ou sob estímulo. Através desses produtos, os neutrófilos agem 

sobre diversas outras células do sistema imune, regulando sua ativação, proliferação, 

maturação e produção de mediadores que, por sua vez, também irão promover a ativação dos 

neutrófilos e seu recrutamento para os tecidos (MANTOVANI et al., 2011). Os neutrófilos são 

tanto alvos quanto fontes produtoras de citocinas pró-inflamatórias, quimiocinas e fatores de 

crescimento (FUTOSI et al., 2013). Citocinas como a IL-1 e TNF-α, quimiocinas como a IL-8 

e fatores de crescimento como o fator estimulador de colônia de granulócitos, amplificam 

muitas das funções do neutrófilos, incluindo sua capacidade de aderência a células endoteliais 

e a produção de EROs. Os neutrófilos possuem muitos tipos de receptores expressos na 

membrana, incluindo receptores de reconhecimento a agentes patogênicos e receptores 

envolvidos no processo inflamatório. Dentre os receptores, são de importância os acoplados a 

proteína G, receptores Fc de imunoglobulinas, moléculas de adesão 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 ativação desses receptores 

resulta em processos complexos como a fagocitose, exocitose de grânulos intracelulares, 

produção de EROs, liberação de NETs e, por fim, estimulação quimiotática e liberação de 

citocinas (GALLI et al., 2011).        

Os neutrófilos são importantes na patogênese de um amplo espectro de doenças, 

incluindo infecções causadas por patógenos intracelulares, doenças autoimunes, doenças 

inflamatórias crônicas e neoplasias (MANTOVANI et al., 2011). Nesse sentido, cabe salientar 

a importância da modulação da resposta dessas células uma vez que a ausência de neutrófilos, 

decréscimo no seu número ou alguma disfunção em suas atividades pode resultar em 

desordens patológicas. Entretanto sua ativação excessiva ou inapropriada pode acarretar em 

dano celular e tecidual ao hospedeiro (KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013).  

 

2.5 PRODUTOS PROTEICOS DE OXIDAÇÃO AVANÇADA E SUA ASSOCIAÇÃO 

COM DOENÇAS 

 

A identificação e a caracterização de agentes oxidantes específicos responsáveis pelas 

modificações das biomoléculas em processos patológicos tem sido um desafio. Recentemente, 

foi descrita e caracterizada uma nova classe de compostos formados em consequência do 

estresse oxidativo, a qual foi designada como AOPPs (WITKO-SARSAT et al., 1996). Esses 

compostos são considerados uma família heterogênea de proteínas modificadas 

principalmente pela ação de oxidantes clorados, especialmente o HOCl (WITKO-SARSAT 

et al., 1996). Os níveis aumentados de AOPPs já foram relatados em muitas condições 

clínicas importantes, incluindo DRC (WITKO-SARSAT et al., 1996), diabetes mellitus 

(SEBEKOVÁ et al., 2012), obesidade (ATABEK et al., 2005), síndrome metabólica 

(ATABEK et al., 2006), doença arterial coronariana (SKVARILOVA et al., 2005), câncer 

(CHANG et al., 2008), cirrose hepática (ZUWALA-JAGIELLO et al., 2011), hepatite C 

crônica (OZENIRLER et al., 2011), doença inflamatória crônica do osso (BASKO et al., 

2008), artrite reumatóide (BASKOL et al., 2006), entre outras. In vivo, a produção de 

oxidantes clorados é uma característica de células fagocíticas que contêm a enzima MPO, que 

catalisa a reação entre o Cl
-
 e o H2O2 para gerar grandes quantidades de HOCl, 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 exposição da albumina a uma 

solução de HOCl. De fato, existem evidências que tanto os AOPPs plasmáticos gerados in 
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vivo, quanto os produzidos in vitro, resultam principalmente do aumento da atividade da MPO 

e da ação do HOCl (CAPEILLÈRE-BLANDIN et al., 2004). No entanto, as vias de formação 

desses produtos não estão completamente elucidadas. Nesse contexto, existem estudos que 

sugerem que o HOCl não é o único oxidante capaz de formar os AOPPs (GORUDKO et al., 

2014), e questionam se a via MPO/HOCl é a única responsável pela formação desses produtos 

(CAPEILLÈRE-BLANDIN et al., 2006; GORUDKO et al., 2014). Capeillère-blandin et al. 

(2006) demonstraram, pela primeira vez, que o mecanismo responsável pela formação de 

AOPPs em pacientes com DRC não submetidos à diálise era diferente do mecanismo em 

pacientes com DRC submetidos a diálise. No primeiro grupo de pacientes, não foi observada 

uma relação direta entre a atividade da MPO e os níveis aumentados de AOPPs, 

diferentemente do segundo grupo de pacientes, indicando que outros oxidantes poderiam estar 

envolvidos na formação desses produtos. Aliado a isso, alguns estudos observaram uma 

relação direta entre a administração intravenosa de ferro, como uma estratégia para corrigir 

anemia, e o aumento dos níveis de AOPPs (DRÜEKE et al., 2002; TOVBIN et al., 2002; 

ANRAKU et al., 2008). Considerando esses achados clínicos e o papel do ferro na reação de 

Fenton, é oportuna a hipótese que esse metal de transição pode promover o aumento da 

geração de OH
•
, podendo esse oxidante contribuir como uma via alternativa para a formação 

de AOPPs.   
 
   

Outro ponto importante é que a composição molecular dos AOPPs também não está 

completamente elucidada (COLOMBO et al., 2015). A fim de investigar as propriedades 

moleculares dos AOPPs, foram realizadas análises moleculares e espectrais dos AOPPs 

gerados in vivo e in vitro, e essas análises indicaram que os AOPPs compreendem diferentes 

modificações estruturais na molécula proteica, incluindo a formação de grupamentos 

carbonílicos e de ditirosina (CAPEILLÈRE-BLANDIN et al., 2004). De fato, Capeillère-

Blandin et al. (2004) identificaram, através de técnicas de fracionamento de proteínas 

presentes no plasma de pacientes hemodialisados e também de técnicas de cromatografia por 

exclusão de tamanho, que AOPPs são compostos de proteínas oxidadas de baixo peso 

molecular (80 kDa), representado principalmente pela albumina oxidada na forma 

monomérica, e alto peso molecular (600 kDa), representado por agregados de albumina 

através de ligações dissulfeto e/ou ligações cruzadas contendo ditirosina. Além disso, através 

de análise do sequenciamento de aminoácidos da albumina exposta ao HOCl, verificou-se que 

houve uma alteração no conteúdo de alguns resíduos de aminoácidos específicos quando 

comparado à albumina nativa, incluindo os resíduos de lisina, metionina e tirosina, sendo que 

a redução deste último ocorreu devido à formação de 3-clorotirosina, 3,5-diclorotirosina, bem 
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como de compostos ditirosina (CAPEILLÈRE-BLANDIN et al., 2004). Embora a maioria dos 

estudos apontem a albumina como única fonte de geração de AOPPs, já existem estudos 

sugerindo que outras proteínas também podem desempenhar esse papel. Esse questionamento 

surgiu a partir dos achados dos estudos de Selmeci et al. (2006), que demonstraram que os 

níveis de AOPPs em amostra de plasma, tanto colhidas em tudo contento anticoagulante 

EDTA e citrato, foram superiores aos níveis de AOPPS em amostras de soro, sem 

anticoagulante. Uma explicação para esse fato foi que na amostra de soro há o consumo de 

proteínas envolvidas na cascata de coagulação, indicando que o fibrinogênio também pode ser 

uma fonte na formação de AOPPs. Recentemente, foi demonstrado que o fibrinogênio 

exposto a uma alta concentração de HOCl também formou agregados de alto peso molecular 

(maiores que 200 kDa) mantidos através de ligações cruzadas de ditirosina, evidenciando que 

a oxidação desta molécula pode desempenhar um papel semelhante ao da albumina na 

formação de AOPPs (COLOMBO et al., 2015; TORBITZ et al., 2015).  

A primeira descrição dos AOPPs foi em pacientes com DRC submetidos a 

hemodiálise (WITKO-SARSAT et al., 1996). A DRC consiste em uma lesão renal com perda 

progressiva e irreversível da função dos rins (glomerular, tubular e endócrina). Em sua fase 

mais avançada, chamada de fase terminal da DRC, os rins não conseguem mais manter a 

homeostase do meio interno do paciente, necessitando assim de uma terapia de substituição 

renal, sendo a hemodiálise a principal forma de terapia (JUNIOR, 2004). O estresse oxidativo 

é um fator importante e prevalente nesses pacientes, contribuindo na progressão da doença e 

de suas complicações (TUCKER et al., 2013). Os principais fatores responsáveis pelo 

aumento da geração das EROs em pacientes com DRC são o aumento da expressão e da 

atividade da NADPH oxidase, disfunção mitocondrial, estresse do retículo endoplasmático, 

além da diminuição de componentes antioxidantes intracelulares e circulatórios (GRANATA 

et al., 2009; TUCKER et al., 2013). Além disso, em pacientes com DRC submetidos a 

hemodiálise, a interação entre o sangue e a membrana de diálise promove a ativação de 

células do sistema imunológico (burst oxidativo), como os neutrófilos e os monócitos, bem 

como a geração subsequente de EROs, incluindo o O2
•−

, bem como seus derivados H2O2 e 

OH
•
, e o HOCl, via os complexos enzimáticos presentes nessas células, a NADPH oxidase e a 

MPO. De maneira geral, os fluídos contêm pequenas concentrações de enzimas antioxidantes 

e, por essa razão, as proteínas plasmáticas são suscetíveis a sofrerem oxidação pelas EROs. 

Assim, elevados níveis de AOPPs foram detectados no plasma de pacientes hemodialisados 

(WITKO-SARSAT et al., 1996; WITKO-SARSAT et al., 2003) e a albumina, principal 

proteína circulante, foi identificada como a principal fonte de AOPPs no plasma 
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(CAPEILLÈRE-BLANDIN et al., 2004). A fim de estabelecer uma relação entre a atividade 

de células fagocíticas e a geração de AOPPs, foi demonstrado, em pacientes com DRC, que a 

atividade oxidativa de neutrófilos circulantes foi relacionada com o aumento da produção de 

AOPPs, sugerindo que essas células desempenham um importante papel na geração de 

AOPPs (WITKO-SARSAT et al., 1996). Pacientes com DRC não submetidos a hemodiálise 

também apresentam níveis de AOPPs elevados, aproximadamente três vezes maiores quando 

comparados a indivíduos saudáveis (CAO et al., 2014). Alguns estudos têm sugerido que o 

acúmulo crônico de AOPPs desempenha um importante papel na patogênese, bem como na 

progressão, desta patologia, visto que há uma correlação inversa entre os níveis de AOPPs e a 

taxa de filtração glomerular (WITKO-SARSAT et al., 1998; WEI et al., 2008; ZHOU et al., 

2009). Além disso, uma alta prevalência de lesões ateroscleróticas tem sido evidenciada em 

pacientes com DRC (SHLIPAK et al., 2003). No entanto, os fatores que promovem 

aterosclerose nesses pacientes não estão esclarecidos. Os AOPPs podem estar envolvidos 

nesses eventos cardiovasculares ateroscleróticos, uma vez que que os níveis de AOPPs 

correlacionaram-se com a espessura da camada íntima da carótida (DRÜEKE et al., 2002; 

LIU et al., 2006).  

Os níveis de AOPPs também se encontram aumentados em pacientes com 

insuficiência renal aguda (IRA), sendo que seus níveis estão associados com a gravidade desta 

patologia (LENTINI et al., 2010). Evidências epidemiológicas têm sugerido que não apenas o 

desenvolvimento de IRA após cirurgia cardíaca de revascularização, mas também a falta de 

recuperação de IRA após este processo cirúrgico são considerados desfechos adversos 

(SRISAWAT et al., 2010). Recentemente, com o propósito de avaliar o papel prognóstico dos 

níveis de AOPP para IRA associada a cirurgias cardíacas após processo de revascularização, 

Liang et al. (2012) observaram que o aumento dos níveis de AOPPs é um potencial preditor 

de efeitos adversos, incluindo a não recuperação 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 níveis elevados de AOPPs no 

estágio precoce da doença foram importantes fatores de risco para desfecho renal adverso 

(início de diálise) (DESCAMPS-LATSCHA et al., 2004). Além disso, foi observado que os 

AOPPs estão fortemente associados com o aumento de proteinúria e um declínio da taxa de 

filtração glomerular em pacientes com nefropatia IgA (CAMILLA et al., 2011). 

Estudos têm apontado o envolvimento do estresse oxidativo em pacientes com 

síndrome coronariana aguda (SCA). O termo SCA refere-se a um conjunto de sintomas 

clínicos que são compatíveis com isquemia aguda do miocárdio, englobando a angina instável 
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e o infarto agudo do miocárdio (IAM). Skvarilová et al. (2005) observaram que os pacientes 

com SCA têm níveis aumentados de AOPPs e que a concentração plasmática desses produtos 

difere significativamente de voluntários saudáveis. Neste contexto, Kaneda et al. (2002) 

demonstraram que os níveis de AOPPs também se apresentaram elevados em pacientes 

submetidos à angiografia coronária devido a suspeita de doença arterial coronariana (DAC) e 

observaram, através de modelos de análise multivariada, que a concentração plasmática 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 níveis 

plasmáticos de AOPPs tanto em pacientes com angina instável quanto em pacientes com 

IAM. Também foi demonstrado que o aumento dos níveis dos AOPPs, independentemente de 

fibrinogênio e de PCR, foi um preditor de eventos ateroscleróticos cardiovasculares em 

pacientes com elevado risco de aterotrombose (DESCAMPS-LATSCHA et al., 2005). 

Os níveis de AOPPs também foram estudados em pacientes diabéticos. Diabetes 

mellitus é um grupo de distúrbios metabólicos associados ao metabolismo dos carboidratos no 

qual a glicose é subutilizada, produzindo hiperglicemia, sendo esta condição hiperglicêmica a 

principal responsável pelo estresse oxidativo e geração de EROs no diabetes (PANDEY et al., 

2010). Piwowar et al. (2007) reportaram que os níveis plasmáticos de AOPPs apresentaram-se 

elevados em pacientes com diabetes mellitus tipo 2 quando comparados com indivíduos 

saudáveis. Além disso, também verificaram que os pacientes diabéticos com 

macroangiopatias e os pacientes diabéticos obesos (com o índice de massa corpórea maior que 

30) eram os que apresentaram os maiores níveis de AOPPs (PIWOWAR et al., 2007). Pandey 

et al. (2010) também investigaram os níveis de AOPPs em pacientes com DM tipo 2 e 

demonstraram que, além destes pacientes apresentarem níveis elevados deste marcador de 

oxidação proteica, também obtiveram níveis plasmáticos reduzidos de -SH. Além disso, foi 

observada uma forte correlação negativa entre os níveis séricos de albumina e de hemoglobina 

glicada (HbA1c) e uma correlação positiva entre os níveis séricos de AOPPs e a concentração 

de HbA1c em pacientes diabéticos tipo 2. Estes achados demonstram que há uma íntima 

relação entre a oxidação proteica e a glicação nestes pacientes diabéticos (CAKATAY, 2005). 

Estes resultados confirmam a ideia de que o diabetes mellitus é uma desordem metabólica 

complexa com distúrbios entre a formação de EROs e as defesas antioxidantes, e que a 

obesidade também é uma condição que está relacionada com o estresse oxidativo, bem como 

com a oxidação de proteínas (CAKATAY et al., 2005; PIWOWAR et al., 2007; PANDEY 

et al., 2010). Outro estudo demonstrou em pacientes com diabetes mellitus tipo 2 uma 

correlação significativa entre os níveis de AOPPs e o índice de resistência insulínica 
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(HOMA-IR), LDL oxidado e os níveis de óxido nítrico, sugerindo que os AOPPs em 

combinação com o níveis de oxLDL e NO poderiam ser biomarcadores importantes para 

avaliar a associação entre o DM e distúrbios ateroscleróticos (GRADINARU et al., 2013). 

 

2.6 ALTERAÇÕES CELULARES PROMOVIDAS PELOS PRODUTOS PROTEICOS DE 

OXIDAÇÃO AVANÇADA  

 

Níveis sanguíneos elevados dos AOPPs foram descritos em muitas condições clínicas 

relacionadas com o processo inflamatório, indicando que esses produtos podem agir como 

preditores nessas doenças. Com o objetivo de avaliar o real papel dos AOPPs sobre o 

desenvolvimento dessas condições clínicas, uma série de estudos experimentais, utilizando 

modelos animais e/ou cultura de células, foram realizados para investigar os mecanismos 

fisiopatológicos envolvidos na ação dos AOPPs. Um fator chave que deve ser evidenciado é 

que os AOPPS atuam de forma ativa como um mediador de muitos processos, incluindo o 

oxidativo e o inflamatório, bem como através de outras vias que podem resultar em diferentes 

desfechos, como uma exacerbação da resposta inflamatória ou até mesmo a indução 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 sinalizações intracelulares ativadas pelos 

AOPPs, de maneira geral, são mediadas pela geração de EROs produzidos pela NADPH 

oxidase (WEI et al., 2009; ZHOU et al., 2009; XIE et al., 2014) e parecem envolver a ativação 

de mecanismos dependentes do NF-κB (ZHONG et al., 2009; ZHENG et al., 2013). 

As células fagocíticas, além de desempenharem um papel fundamental no processo 

inflamatório, são uma importante fonte de oxidantes (ODAJIMA et al., 1998). Entre as 

enzimas que contribuem na geração de oxidantes, a MPO ocupa uma posição de destaque, 

uma vez que é 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 há uma forte correlação entre os níveis plasmáticos de neopterina, 

marcador de ativação de monócitos, e os níveis plasmáticos de AOPPs em pacientes com 

DRC. Nesse mesmo estudo, com a finalidade de determinar o papel dos AOPPs no 

desequilíbrio do sistema imunológico associado à DRC, foi verificado que tanto os níveis de 

TNF-α, quanto os níveis de receptores solúveis de TNF-α (TNF-Sr75), correlacionaram-se 

positivamente com as concentrações de AOPPs. Essa relação dos AOPPs com marcadores 

inflamatórios foi corroborada por experimentos in vitro, os quais demonstraram que os 
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AOPPs produzidos in vitro mantiveram a capacidade de ativar o burst oxidativo em 

monócitos humanos isolados (WITKO-SARSAT et al., 1998).  

Posteriormente, foi observado que os AOPPs também são capazes de ativar neutrófilos 

através do aumento da geração de EROs dependentes das enzimas NADPH oxidase e MPO 

(WITKO-SARSAT et al., 2003). Para confirmar esses achados, frações plasmáticas 

enriquecidas de AOPPs (AOPPs derivados do plasma) extraídas de pacientes hemodialisados 

através de cromatografia líquida de desempenho rápido (FPLC) mantiveram a capacidade de 

ativar monócitos e os neutrófilos, e essa ativação foi semelhante à promovida por frações 

plasmáticas de indivíduos saudáveis tratadas com HOCl (WITKO-SARSAT et al., 1998; 

WITKO-SARSAT et al., 2003). Assim, os AOPPs gerados tanto in vivo quanto in vitro são 

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 HOCl, 

como ao HOBr, outro produto da MPO, são capazes de formar AOPPs, e ambos AOPPs 

induzem ativação da NADPH oxidase, a degranulação e mudança da forma estrutural de 

neutrófilos (GORUDKO et al., 2014). Esses achados indicam que os AOPPs são potenciais 

indutores do processo inflamatório e que AOPPs provenientes de outras vias, além da via 

clássica MPO/HOCl, também podem exercer ações sobre as células.     

Sobre o papel pró-inflamatório dos AOPPs, foi demonstrado que a administração 

intravenosa de AOPPs, produzidos in vitro, promoveu um aumento significativo da infiltração 

de macrófagos no tecido renal de ratos nefrectomizados (LI et al., 2007). O recrutamento de 

macrófagos é considerado um evento precoce do processo inflamatório e, no tecido renal, está 

associado com dano glomerular e renal, bem como com fibrose renal (CHOW et al., 2004). O 

aumento da infiltração de macrófagos para o meio tecidual também foi observado em aorta de 

coelhos hipercolesterolêmicos tratados com AOPPs. Nesse estudo, observou-se um aumento 

dos níveis de AOPPs em homogeneizado de aorta dos animais tratados com AOPPs e também 

um aumento na deposição de oxLDL nesse tecido. Além disso, os animais controles (não-

hipercolesterolêmicos) e que receberam administrações de AOPPs apresentaram um aumento 

dos níveis plasmáticos de AOPPs, uma redução na atividade da enzima GPx e um aumento 

dos níveis de oxLDL, bem como nos níveis de TNF-α, demonstrando o potencial oxidante, 

pró-inflamatório e pró-aterogênico desses produtos oxidados (LIU et al., 2006). A 

administração intravenosa de AOPPs também induziu um processo inflamatório nos rins em 

ratos diabéticos. Esse efeito resultou do aumento da infiltração tecidual de macrófagos, do 

aumento da expressão (a nível de RNA mensageiro e proteína) de citocinas inflamatórias, 

como MCP-1 e fator de crescimento transformador β (TFG-β), induzidos pelos AOPPs. Além 
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disso, através de análise imunohistoquímica do tecido renal, foi observado que os AOPPs 

promoveram alterações estruturais, incluindo hipertrofia glomerular e acúmulo de matriz 

extracelular, resultando em aumento de albuminúria (SHI et al., 2008). Todos esses efeitos 

induzidos pelos AOPPs derivam do aumento da produção de O2
•−

 dependentes da ativação da 

NADPH oxidase.  

O complexo enzimático da NADPH oxidase, além de estar amplamente expresso em 

leucócitos, 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 geração de O2
•−

 produzido pela 

NADPH oxidase em homogeneizado renal de ratos diabéticos, além de promoverem um 

aumento da expressão de subunidades fundamentais para ativação desse complexo 

enzimático, como a p47
phox

 e a gp91
phox

. Esses efeitos promovidos pela administração de 

AOPPs foram revertidos pela administração oral de apocinina, um inibidor da NADPH 

oxidase (SHI et al., 2008). Esses achados sugerem que os AOPPs são indutores do estresse 

oxidativo e da inflamação in vivo, via estimulação do complexo enzimático NADPH oxidase. 

Sugere-se ainda que as EROs geradas durante esse processo podem desempenhar um 

importante papel na sinalização celular, uma vez que promovem a ativação do NF-κB. 

Considerando o papel de grande importância do NF-κB na regulação do processo 

inflamatório, foi demonstrado que os AOPPs inibiram significativamente a proliferação e 

diferenciação celular através da ativação de uma via de sinalização mediada por NF-κB em 

cultura de células ósseas (cultured rat calvarial osteoblast-like). Nesse estudo, o tratamento 

das células ósseas com AOPPs resultou na diminuição de marcadores indicativos de 

proliferação óssea, incluindo a atividade da fosfatase alcalina e a expressão de osteocalcina 

(tanto à nível de expressão proteica quanto de RNA mensageiro), no aumento da produção de 

EROs e também na ativação do NF-κB, verificado através da fosforilação da subunidade p65 

(ZHONG et al., 2009). AOPPs também induziram inflamação em células mesangiais renais, 

promovendo um aumento da expressão de MCP-1 e da ativação do NF-κB, sendo esse último 

achado verificado através da fosforilação da quinase IκB o que resulta em degradação da 

proteína inibidora do NF-κB, a IκB, permitindo a translocação desse fator de transcrição até o 

núcleo. A ativação do NF-κB foi dependente da geração de EROs via NADPH oxidase 

(Figura 4) (WANG et al., 2013).  

Resultados parecidos foram observados em podócitos renais. Os podócitos, ou células 

epiteliais glomerulares, são as principais células encontradas no glomérulo renal e são as 

responsáveis pela homeostase da permeabilidade glomerular, atuando como uma barreira a 

fim de impedir que concentrações excessivas de proteínas alcancem o lúmen tubular e 
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apareçam na urina. Zhao et al. (2015) demonstraram que AOPPs induziram um aumento da 

expressão de MCP-1 através da ativação da via mediada por NF-κB nessas células. Além 

disso, os AOPPs induziram ativação do sistema renina-angiotensina em células epiteliais 

tubulares renais e essa ação também foi mediada pela ativação do NF-κB (CAO et al., 2013).    

Além de promover um estado pró-inflamatório sistêmico, os AOPPs também geram 

outras alterações celulares. Wei et al. (2009) investigaram os mecanismos pelos quais esses 

produtos podem causar alterações celulares e demonstraram que os AOPPs, quando incubados 

com células mesangiais renais, promoveram uma série de efeitos deletérios. 

 

Figura 4 - Via de sinalização mediada pelo NF-κB ativada pelos AOPPs em células 

mesangiais 

 

 

Fonte: Adaptado de Wang et al., 2013. AOPPs, produtos proteicos de oxidação avançada; nicotinamida adenina 

dinucleotídeo fosfato (NADPH) oxidase; EROs, espécies reativas de oxigênio; IKK, quinase IκB; IκB, proteína 

inibidora do NF-κB; MCP-1, molécula quimiotática de monócitos. 

 

Primeiramente, os AOPPs induziram um aumento da geração de O2
•−

 citosólico 

através da ativação da NADPH oxidase das células mesangiais via fosforilação da subunidade 

p47
phox 

e, subsequentemente, translocação dessa subunidade para membrana plasmática. 

Também foi possível observar que os AOPPs promoveram a ligação entre as subunidades 

p47
phox 

e p22
phox

, sendo esse processo imprescindível para ativação do complexo enzimático. 
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Além disso, o aumento da geração de O2
•−

 via NADPH oxidase é dependente da ativação da 

proteína quinase C (PKC), visto que os AOPPs estimularam a fosforilação dessa quinase e um 

inibidor da PKC (Ro-32-0432) bloqueou a ativação do complexo enzimático promovida pelos 

AOPPs. A ativação dessa via (PKC/NADPH oxidase) pelos AOPPs foi a responsável por 

resultar em um aumento da deposição de matriz extracelular, a qual é um dos sinais mais 

precoces de lesão glomerular. Essa deposição foi verificada através do aumento da expressão 

de fibronectina e colágeno 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 alterações em outro tipo celular renal, 

os podócitos. Considerando que a depleção dessas células está envolvida no desenvolvimento 

de proteinúria (TOYODA et al., 2007), o estudo de Zhou et al., (2009) determinou que a 

administração crônica de AOPPs em ratos induziu apoptose de podócitos, resultando em 

redução do número e da densidade dessas células no tecido renal. Esse achado foi confirmado 

in vitro através de modelo de cultura de podócitos. Nesse sentido, foi observado que esse 

processo apoptótico induzido pelos AOPPs foi mediado pela ativação da NADPH oxidase e 

também pelo aumento da expressão de proteínas pró-apoptóticas, incluindo a p53, Bax e 

caspase-3 (ZHOU et al., 2009). O efeito pró-apoptótico promovido por AOPPs foi explorado 

para outros tipos celulares, incluindo células vasculares endoteliais (GUO et al., 2008) e 

células epiteliais intestinais (XIE et al., 2014).   

 

Figura 5 - Via de sinalização, dependente da PKC, envolvida na elevação de O2
•−

 e de matriz 

extracelular promovida pelos AOPPs em células mesangiais 

 

 

Fonte: Adaptado de WEI et al., 2009. AOPPs, produtos proteicos de oxidação avançada; nicotinamida adenina 

dinucleotídeo fosfato (NADPH) oxidase; O2
•−

, radical ânion superóxido; ECM, matriz extracelular, FN, 

fibronectina; TGF-β1, fator de crescimento transformante β. 
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A apoptose é um processo de morte celular que é regulado através do balanço entre 

proteínas pró-apoptóticas e anti-apoptóticas. A família Bcl-2, um regulador chave da 

apoptose, consiste tanto em proteínas a favor do processo de apoptose, incluindo Bax e Bad, 

quanto contrárias a apoptose, representada pela Bcl-2 e Bcl-xL (DEJEAN et al., 2010). A 

proteína pró-apoptótica Bax é necessária para alterar a permeabilidade da membrana 

mitocondrial, induzindo a liberação do citocromo c o que leva a ativação de caspases. 

Entretanto, Bcl-2 inibe esse processo através da supressão da translocação do Bax (CHIPUK 

et al., 2008). Recentemente, foi demonstrado que os AOPPs induziram apoptose em 

cardiomiócitos (células H9c2). Apoptose de cardiomiócitos é um dos principais responsáveis 

pela fisiopatogênese de cardiomiopatia diabética (KUETHE et al., 2007), e esses achados 

sugerem que a apoptose induzida pelos AOPPs pode estar envolvida na gênese dessa 

complicação do diabetes. O mecanismo subjacente a esse efeito pró-apoptótico foi através da 

diminuição da inativação da fosforilação de Aκt, redução da fosforilação de Bad, diminuição 

da expressão de Bcl-2, aumento da expressão de Bax e ativação da caspase-3 (ZHANG et al., 

2016). O mecanismo pró-apoptótico induzido pelos AOPPs sobre as células epiteliais 

intestinais envolveu o aumento da produção de EROs mediada pela ativação da NADPH 

oxidase.  

No entanto, a via pró-apoptótica ativada nessas células foi associada com a ativação da 

via de sinalização mediada pela c-jun N-terminal quinase (JNK) (XIE et al., 2014). JNK é 

uma proteína quinase pertencente à superfamília das proteínas quinases ativadas por mitógeno 

(MAPKs). As MAPKs medeiam numerosos processos celulares, como crescimento, 

diferenciação e morte celular, em resposta a muitos estímulos extracelulares, incluindo fatores 

de crescimento, hormônios, citocinas e também espécies reativas do estresse oxidativo 

(YANG et al., 2013). A via MAPK pode ser categorizada em três subfamílias: proteína 

quinase ativada por sinal extracelular (ERK ½ ou p44/42 MAPK), JNK e p38 MAPK. No 

entanto, a exposição das células epiteliais intestinais com AOPPs induziu apoptose mediante 

ativação apenas da fosforilação da JNK, não apresentando efeito sobre a fosforilação da p38 

MAPK e da ERK ½. Também foi observado que a morte celular induzida pelos AOPPs 

nessas células é um processo dependente da ativação da via pró-apoptótica independente de 

caspase, mediada por poli (ADP-ribose) polimerase-1 (PARP-1) (XIE et al., 2014).  

Evidências crescentes indicam que os AOPPs podem desempenhar suas funções 

deletérias através da interação com receptores de membrana. Até o momento, foram 

reconhecidos dois receptores de membrana os quais podem interagir com os AOPPs e 

desencadear as vias de transdução de sinal estimuladas por esses produtos. Um possível 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 está envolvido 

nas ações desempenhadas por muitos agentes biológicos, particularmente os AGEs, e estão 

expressos em células renais, endoteliais, bem como células do sistema imune, incluindo 

macrófagos e neutrófilos (COLLISON et al., 2002). O aumento da expressão desses 

receptores têm sido implicado na patogênese de uma série de condições clínicas que 

envolvem o processo inflamatório (CHANG et al., 2008; BUCCIARELLI et al., 2008). 

Considerando que os AOPPs e os AGEs apresentam muitas características patofisiológicas 

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 há uma forte correlação entre as concentrações plasmáticas de AOPPs e os 

níveis de AGEs em pacientes urêmicos. Assim, foi demonstrado que AOPPs promovem 

aumento da expressão de moléculas pró-aterogênicas, como a molécula de adesão intracelular 

(iCAM-1) e molécula de adesão da célula vascular (vCAM-1), em células endoteliais através 

da interação com os receptores RAGE.  

A via de sinalização ativada pelos AOPPs e que resulta na ativação das células 

endoteliais envolve o aumento da geração de radicais O2
•−

 dependente da NADPH oxidase, 

ativação da ERK 1/2 e ativação 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 indução de inflamação em células 

vasculares. Primeiramente, foi demonstrado, através de técnicas de imunohistoquímica, a co-

localização de proteínas modificas por HOCl e a expressão de RAGE em secções de aorta 

humana com lesões ateroscleróticas. Posteriormente, através de ensaios de binding, 

observaram que AOPPs apresentam grande afinidade por esse receptor e que essa interação 

promove ativação de uma cascata de sinalização via MAPK e um aumento da expressão de 

MCP-1, um importante mediador inflamatório envolvido no recrutamento de leucócitos para 

os sítios inflamatórios (MARSCHE et al., 2007).  

No rim, especialmente nos podócitos renais, a expressão de RAGE é estimulada pelos 

AOPPs. A interação AOPPs/RAGE provoca aumento da geração de EROs, resultando na 

indução 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 

os AOPPs induziram um aumento da expressão de proteínas envolvidas na ativação do 

sistema renina-angiotensina-aldosterona intra-renal via receptores CD-36. A Figura 6 ilustra 
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alguns mecanismos envolvidos na ativação de receptores pelos AOPPs observados na DRC. 

Considerando que a ativação dessa via está envolvida na progressão da DRC, os achados 

sugerem que o acúmulo de AOPPs desempenha um papel chave na progressão desta patologia 

(CAPPEILÈRRE-BLANDIN et al., 2006; CAO et al., 2013).  

A DRC frequentemente evolui para doença renal de estágio final e um dos 

mecanismos fisiopatológicos é a fibrose intersticial renal (LI et al., 2013). A transição celular 

de epitelial para mesenquimal e a hipertrofia renal parecem ser processos envolvidos na 

patogênese de DRC (WOLF et al., 2003; LIU, 2010). Pacientes com DRC, em estágio precoce 

da doença, apresentaram níveis plasmáticos elevados de AOPPs e esses níveis 

correlacionaram-se positivamente com o comprometimento da função renal (LIU et al., 2011), 

indicando que os AOPPs desempenham um papel na progressão da DRC (WEI et al., 2009). 

Perturbações celulares induzidos pelos AOPPs podem ser mecanismos subjacentes a 

patogênese e progressão das doenças renais. O retículo endoplasmático funciona como o 

maior centro de processamento celular, na qual proteínas são sintetizadas, secretadas, 

dobradas e montadas de maneira correta (TANGE et al., 2015). 

 

Figura 6 - Papel patogênico dos AOPPs na progressão da DRC 

 

 

Fonte: Adaptado de Cao et al., 2014. AOPPs, produtos proteicos de oxidação avançada; RAGE, receptor dos 

produtos finais de glicação avançada; CD36, receptores scavenger CD36; PKC, proteína quinase C, NADPH 

oxidase, nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) oxidase; O2
•−

, radical ânion superóxido; NF-κB, 

fator de transcrição κB; AP-1, fator de transcrição proteína ativadora-1. MEC, matriz extracelular; RA, sistema 

renina-angiotensina.  



51 

 

Condições adversas, incluindo hipóxia e estresse oxidativo, afetam as funções do 

retículo endoplasmático e resultam no acúmulo de proteínas mal dobradas (misfolded) ou não 

dobradas (unfolded) no lúmen do retículo endoplasmático, induzindo estresse do retículo 

endoplasmático. O estresse do retículo endoplasmático é um processo envolvido no 

desenvolvimento de muitas desordens renais, incluindo doença 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 expressão da p27, e transição 

celular de epitelial para mesenquimal, avaliada através da perda da expressão da E-caderina e 

o aumento da expressão da alfa-actina de músculo liso, ambas características fenotípicas de 

células mesenquimais, em cultura de células tubulares proximais renais humanas 

(células HK-2), e esses eventos foram associados com o estresse do retículo endoplasmático. 

Embora existam uma série de estudos com o objetivo de investigar o papel dos AOPPs 

tanto à nível sistêmico, quanto à nível celular, ainda há muitas dúvidas e perguntas a serem 

respondidas. Entre essas, incluem-se: a via MPO/HOCl é a única via capaz de formar os 

AOPPs? A albumina é a única fonte proteica para a formação dos AOPPs? AOPPs formados 

por outras vias, além da via clássica MPO/HOCl, também podem desempenhar um papel na 

indução do processo inflamatório e apoptótico? Nenhuma dessas questões foram, até o 

momento, elucidadas, o que encoraja a investigação de novos estudos envolvendo os AOPPs. 

Dessa forma, no presente estudo buscou-se investigar novas vias de formação dos AOPPs, 

através da reação de Fenton, e do colágeno, como uma nova fonte proteica, e também 

verificar se esses novos produtos também são capazes de induzir um processo inflamatório.  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o potencial de novas vias para a formação de AOPPs através da reação de Fenton e da 

utilização do colágeno como uma nova fonte proteica, assim como investigar os efeitos destes 

AOPPs sobre processos inflamatórios envolvendo neutrófilos e células embrionárias renais 

(HEK 293). 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Estabelecer um modelo experimental de indução da formação de AOPPs in vitro baseado na 

reação de Fenton; 

• Investigar se a reação de Fenton é capaz de promover o aumento da produção de AOPP em 

amostras biológicas; 

• Avaliar a capacidade da N-acetilcisteína (NAC) e da frutose-1,6-bisfosfato (FBP) em inibir a 

formação de AOPPs formados através da reação de Fenton; 

• Verificar o efeito dos AOPPs formados através da reação Fenton (AOPP-RF) sobre a 

expressão de COX-2, IL-6 e NF-kB através do ensaio de transfecção em células renais 

embrionárias (HEK 293); 

• Investigar a formação de AOPPs através da exposição do colágeno ao HOCl (colágeno-

AOPP); 

• Avaliar o efeito do colágeno-AOPP sobre a viabilidade celular em neutrófilos humanos 

isolados; 

• Investigar as alterações induzidas pelo colágeno-AOPP sobre os níveis de marcadores 

oxidativos e inflamatórios, incluindo AOPPs, óxido nítrico, O2
•− 

 e HOCl em neutrófilos 

humanos isolados; 

• Verificar os efeitos do colágeno-AOPP sobre marcadores de apoptose celular em neutrófilos 

humanos isolados através de citometria de fluxo; 

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

inflamatórios, bem como sobre marcadores de apoptose em neutrófilos humanos isolados.   
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Abstract 

 

The accumulation of advanced oxidation protein products (AOPPs) 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 

(HOCl) [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, HOCl 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, HOCl may represent one of the pathways for 

AOPPs production in plasma proteins exposed to activated phagocytes. 

  However, Capeillère-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 HOCl-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 (C2H4O2), ferrous sulfate (FeSO4), and hydrogen peroxide 

(H2O2) were purchased from Vetec Química (Rio de Janeiro, Brazil). The chloramine-T, 

NAC, and FBP were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). The H2O2 

concentration was determined spectrophotometrically at 240 nm (e = 43.6 M 
-1

 cm 
-1

) after 

dilution with distilled deionized water [18]. Solutions of HOCl
 
were prepared by diluting 

commercial sodium hypochlorite in 10 mM NaOH before use. The HOCl concentration was 

determined spectrophotometrically at 292 nm (e=350 M 
-1

 cm 
-1

) 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
2+

 is able to generate the HO
•
 by dismutation of H2O2 

according to the Fenton-redox reaction:  

H2O2 + Fe
2+

 ↔ Fe
3+

 + OH
•
 + OH

- 
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Briefly, the HSA (30 mg/mL) was incubated, at room temperature, in the presence of 

either H2O2 (0.05, 0.10, or 0.20 M) or FeSO4 (20 mM) or in the presence of those two agents, 

namely, Fenton reaction, FeSO4 (20 mM) + H2O2 (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
3+

 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 µmol/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 HOCl 4 mM or with Fenton reaction (FeSO4 20 mM + H2O2 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, FeSO4 (20 mM) + 

H2O2 (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 (HbA1c) 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, HbA1c, albumin, and creatinine 

in the different groups were as follows: healthy controls, n= 5, age= 47.2 (12.1) years, 

HbA1c= 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, HbA1c= 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, HbA1c= 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 + H2O2 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
2+

 

(20 mM)/H2O2 (0.20 M) was 148.40 ± 19.29 µmol/L. The increased formation of Fe
3+

 

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 HOCl 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 FeSO4 (20 mM) and H2O2 (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 µmol/L, P= 0.037), 

T2DM patients (14.0  1.1 vs 39.8  6.5 µmol/L, P= 0.017) and CKD patients (19.3  2.6 vs 

37.2  7.7 µmol/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
2+

 alone 

was unable to lead to a significant increase of the HSA-AOPPs levels. The H2O2 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
2+

 and 

H2O2 were applied together with different concentrations of H2O2, the level of HSA-AOPPs 

increased significantly. Thus, the complete Fenton system Fe
2+

 (20 mM)/H2O2 (0.20 M) 

increased the AOPPs levels, and simultaneously, it induced significant changes in Fe
3+

 

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 HOCl via MPO [15]. 

However, there are studies linking the formation of this biomarker with other sources of 

oxidative stress. In this context, Drüeke 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 HOCl 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
2+

 

and H2O2 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
2+

 (20 

mM)/H2O2 (0.20 M) increased the AOPPs levels and simultaneously induced significant 

changes in Fe
3+

 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 µmol/L, the 

presence of catalytically effective iron is very probable. The concentration of H2O2 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(II) 

protein complex reacts at the site with H2O2 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 HOCl 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 HOCl [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-
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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 HOCl promotes the 

formation of AOPPs in a concentration-dependent manner of HOCl. 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 

 

 

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 H2O2 (0.05, 0.10, or 

0.20 M) or FeSO4 (Fe
2+

) (20 mM) or in the presence of those two agents, namely, Fenton 

reaction, Fe
2+

 (20 mM) + H2O2 (0.05, 0.10, or 0.20 M). (B) Production of Fe
3+

 during the 

Fenton reaction. Data are expressed as mean ± SEM. 
a
P < 0.001 vs. control (PBS) and Fe

2+ 

groups. 
b
P < 0.001 vs. H2O2 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 HOCl-

treated HSA (HSA-HOCl) were recorded. HSA-AOPPs was obtained by treating HSA (30 

mg/mL) with Fenton reaction (HSA-FR) or with HOCl (HSA-HOCl) 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 FeSO4 (20 mM) + H2O2 (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. 
a
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
2+ 

20 mM + H2O2 0.20 M) for 30 min. Data 

are expressed as mean ± SEM. 
a
P= 0.037 vs. pre-FR in control subjets. 

b
P= 0.017 vs. pre-FR 

in T2DM patients. 
c
P= 0.037 vs. pre-FR in CKD patients. 

 

 

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-κB (NF-κB), 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-HOCl on transcription of inflammatory genes, 

the NF-κB, COX-2 and IL-6 luciferase promoter activities were analyzed. AOPP-FR and 

AOPP-HOCl were able to induce the activation of the gene transcription of NF-κB, COX-2 

and IL-6 in HEK 293 cells. However, the effects of AOPP-FR were significantly higher than 

the effects of AOPP-HOCl in relation to COX-2 and IL-6. AOPP-FR induces the activation of 

the gene transcription of NF-κB, 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 (HOCl) [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
2+

/H2O2) [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-

HOCl), 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-

κB (NF-κB), 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-HOCl  

Under in vitro conditions, Fe
2+

 can generate the HO
•
 by dismutation of H2O2 according 

to the Fenton-redox reaction: 

H2O2 + Fe
2+

 ↔ Fe
3+

 + 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 FeSO4  and 0.20 M H2O2, two agents namely Fenton reaction, for 30 min 

at 37°C to produce AOPP-FR. The H2O2 concentration was determined by spectrophotometric 

technique at 240 nm ( = 43.6 M
-1

 cm
-1

) after dilution with distilled deionized water [13].  

The HSA (30 mg/mL) was also exposed to 2 mM HOCl for 30 min at 37°C to form 

AOPP-HOCl. Solutions of HOCl
 
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
-1

 cm
-1

) 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-HOCl) 

were then dialyzed by dialysis tubing cellulose membrane (Sigma Chemical Co., St. Louis, 

MO, USA) against PBS to remove free oxidants, including OH
• 
and HOCl.  

 

2.2 AOPPs determination 

The AOPPs concentration was measured by a spectrophotometric assay, as previously 

described [8]. Briefly, 200 μL of AOPPs (AOPP-FR or AOPP-HOCl) or unmodified HSA 

were mixed with 20 μL of acetic acid and 10µl potassium iodide. AOPPs concentrations were 

measured spectrophotometrically at 340 nm and calibrated versus standard reference 

containing 200 µL of chloramine-T solutions (0 to 100 µmol/L), 10 µL of 1.16 mol/L 

potassium iodide and 20 µL of acetic acid. The content of AOPPs in the stock preparation 
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(AOPP-FR and AOPP-HOCl) used in all experiments was ≥ 60 µmol/L versus 5 µmol/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 μg/mL streptomycin at 37°C in a 5% CO2 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 µg/mL), as a 

control group, AOPP-FR (10 - 800 µg/mL) or AOPP-HOCl (800 µg/mL) for 30 min.  

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

Galactosidase assays 

To investigate the effects of AOPP-FR and AOPP-HOCl on transcription of 

inflammatory genes, the NF-κB, COX-2 and IL-6 luciferase promoter activities were 

analyzed. Briefly, the HEK 293 cells were exposed with unmodified HSA (800 µg/mL), as a 

control group, AOPP-FR (10 - 800 µg/mL) or AOPP-HOCl (800 µg/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 μg) and 60 ng of the pSV40-β-galactosidase control vector 

(Promega) were co-transfected into the HEK 293 cells using 0.75 μL and 0.25 μL 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-β 

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 β-

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-

κB promoter-luciferase construct pNF-κB-luc+ (Stratagene), and pSV40-β- galactosidase 

control vector (Promega) were generous gifts from Unidad de Bioquímica–Departament de 

Ciències Fisiològiques II, Institut d'Investigació Biomèdica 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-HOCl) to induce NF-κB, COX-2 and IL-6 gene transcription in HEK 293 cells 

was comparatively assessed. The β-galactosidase expression vector was used to normalize 

transfection efficiencies. Luciferase activity was measured after 30 min of AOPPs (AOPP-FR 

and AOPP-HOCl) treatment in serum-free medium. As shown in Figure 1, luciferase activity 

from cells transfected with the NF-κB promoter-luciferase construct and treated with AOPP-

FR (10, 50, 200, and 800 µg/mL) or AOPP-HOCl (800 µg/mL) was significantly higher than 

the unmodified HSA group. In addition, the AOPP-FR (200 and 800 µg/mL) and AOPP-

HOCl (800 µg/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 µg/mL) and AOPP-HOCl (800 µg/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 µg/mL) were significantly higher than the effects of AOPP-HOCl, both in 

relation to COX-2 (4.0 ± 0.4 and 1.7 ± 0.3 induction fold for AOPP-FR and AOPP-HOCl, 

respectively) and IL-6 (5.0 ± 0.1 and 2.1 ± 0.2 induction fold for AOPP-FR and AOPP-HOCl, 

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-κB, 

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 

HOCl 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-

κB, 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-

HOCl. Here, we demonstrated that HSA modified by Fenton reaction, AOPP-FR, was able to 

activate the transcription of NF-κB. The NF-κB pathway is recognized to be the central 

mediator of immune responses [23] and is frequently hyperactive in inflammatory diseases 

[24]. The mechanism of NF-κB pathway activation by AOPP-HOCl is already known [25,26]. 

In this context, AOPP-HOCl activates the intrarenal renin-angiotensin system in renal tubular 

epithelial cells mediated by activation of NF-κB [27]. Moreover, AOPP-HOCl inhibites the 

proliferation and differentiation of rat osteoblast-like cells through the activation of the NF-

κB pathway [28]. In agreement with these studies, our results demonstrated that AOPP-HOCl 

increases the gene transcription of NF-κB in HEK 293 cells.   
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The expression of interleukins is regulated by several transcription factors, especially 

NF-κB [29,30]. Given this fact, in our study, we demonstrated that both AOPP-FR and 

AOPP-HOCl induced an increase in the IL-6 gene transcription. The proinflammatory effect 

of AOPP-HOCl was already observed. In this context, AOPP-HOCl 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-HOCl promoted kidney inflammation and the 

overexpression of MCP-1 and transforming growth factor beta-1 (TGF-β1) in renal tissue 

[12]. Recently, it was demonstrated that AOPP-HOCl induced the proinflammatory effects in 

mesangial cells, promoting an increase in MCP-1 expression and activation of NF-κB 

pathway [32]. Here we showed that both AOPP-FR and AOPP-HOCl 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-HOCl 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-HOCl 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-κB, 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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AOPPs: Advanced oxidation protein products 

AOPP-FR: Fenton reaction-generated advanced oxidation protein products 
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•
: Hydroxyl radical  

HOC: Hypochlorous acid  

HSA: Human serum albumin 

IL-6: Interleukin-6  

MPO: Myeloperoxidase  

NADPH: Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate  

NF-κB: Nuclear factor-κB  
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Figure Captions 

 
Figure 1. The effect of unmodified and modified HSA (AOPP-FR and AOPP-HOCl) to 

induce NF-κB (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 µg/mL), as a control group, AOPP-FR (10 - 800 µg/mL) or AOPP-HOCl (800 

µg/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 β-

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 µg/mL) and AOPP-FR 

(200 µg/mL) groups.  
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Figure 2. The effect of unmodified and modified HSA (AOPP-FR and AOPP-HOCl) to 

induce COX-2 activation in HEK 293 cells by promoter–luciferase transfection assay. The 

HEK 293 cells were exposed with unmodified HSA (800 µg/mL), as a control group, AOPP-

FR (10 - 800 µg/mL) or AOPP-HOCl (800 µg/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 β-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 µg/mL) and AOPP-HOCl (800 µg/mL) groups. 
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Figure 3. The effect of unmodified and modified HSA (AOPP-FR and AOPP-HOCl) to 

induce IL-6 activation in HEK 293 cells by promoter–luciferase transfection assay. The HEK 

293 cells were exposed with unmodified HSA (800 µg/mL), as a control group, AOPP-FR (10 

- 800 µg/mL) or AOPP-HOCl (800 µg/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 β-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 µg/mL) and AOPP-HOCl (800 µg/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 HOCl-treated collagen (collagen-AOPPs) on human 

neutrophil activity. We also assessed whether alpha-tocopherol could counteract these effects. 

Exposure to HOCl increased the levels of collagen-AOPPs. Collagen-AOPPs also stimulated 

the production of AOPPs, nitric oxide (NO), superoxide radicals (O2
-
), and HOCl 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 O2
- 

and HOCl, and increased the viability of 

neutrophils. Our results suggest that collagen is an important protein that interacts with HOCl 

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 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



91 

 

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 (HOCl) [10] and superoxide (O2
-
) [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 HOCl. Additionally, we characterized the effects of 

HOCl-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 (São Paulo, Brazil). Potassium iodide (KI), ethanol, 

and acetic acid were purchased from Vetec Química (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. HOCl solutions were prepared by diluting commercial sodium hypochlorite in 10 

mM sodium hydroxide (NaOH) before use. The HOCl concentration was determined 

spectrophotometrically at 292 nm ( = 350 M
-1

 cm
-1

) [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 HOCl 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 

HOCl. 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 

HOCl concentrations, ranging from 0.4 to 2.0 mM. A control collagen sample was incubated 

without HOCl (unmodified collagen). The concentrations of HOCl 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 HOCl 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 

HOCl or PBS as a control. Collagen was also exposed to 10 mM NaOH as a control solvent 

for the HOCl solution. AOPP concentrations were measured using a spectrophotometric 

assay, as previously described [24]. Briefly, 200 µL of collagen-AOPPs or collagen 

preparation in PBS was mixed with 20 µL of acetic acid. AOPP concentrations were 

measured spectrophotometrically at 340 nm and calibrated using a standard reference 

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

AOPPs and unmodified collagen were expressed in µmol/L.  

 

2.3 Effect of alpha-tocopherol on AOPP formation 

The impact of alpha-tocopherol on the levels of collagen-AOPPs induced by HOCl 

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 HOCl 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 × 10
6
 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, O2
-
, and HOCl 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 

HOCl to final concentrations described below. Neutrophils (2.0 × 10
6
 cells/mL) were treated 

with PBS (as a control group), unmodified collagen (200 µg/mL), or collagen-AOPPs (50–

200 µg/mL) in a final volume of 700 µL. 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 μL of the 
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supernatant was mixed with 50 μL 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 

μmol/L sodium nitrate, was used to determine the concentration of NOx in the supernatant 

[27]. Production of intracellular O2
- 
by neutrophils was assayed using a colorimetric method 

based on the formation of formazan (NBTH2) following a reaction between nitroblue 

tetrazolium (NBT) chloride and O2
-
 [28]. Briefly, after incubation with 1.0 mg/mL NBT at 37 

°C for 3 h, neutrophils were pelleted by centrifugation at 500 × 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 HOCl by neutrophils was monitored by reading the 

absorbance of cell supernatant media at 292 nm ( = 350 M
-1

 cm
-1

) using a spectrophotometer 

[29]. For all assays, neutrophils exposed to non-opsonized zymosan (500 µg/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, O2
-
, and HOCl. Briefly, neutrophils 

(2.0 × 10
6
 cells/mL) were incubated at 37 °C for 1 h with collagen-AOPPs (200 µg/mL) or 

unmodified collagen (200 µg/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-AOPPs). 

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 × 10
5
 

cells/mL) was incubated at 37 °C for 1 h with collagen-AOPPs (200 µg/mL) or unmodified 

collagen. Cells exposed to PBS without collagen were used as an additional control group. 

Neutrophils exposed to non-opsonized zymosan (500 µg/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
-
/PI

+
; 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 × 10
6
 cells/mL were incubated for 1 h at 37 °C with collagen-

AOPPs (200 µg/mL) or unmodified collagen (200 µg/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 HOCl and reduced by alpha-tocopherol 

The effect of HOCl on the formation of collagen-AOPPs was assessed. As shown in 

Figure 1A, treatment of collagen with HOCl 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 HOCl was 340.8 ± 15.8 µmol/L as compared to 10.6 ± 2.3 
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µmol/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 HOCl resulted in a 

concentration-dependent increase in AOPP levels (Fig. 1B). Treatment with 2.0 mM HOCl 

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 HOCl. 

 

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 × 10
6
 cells/mL) with increasing concentrations of collagen-

AOPPs (50–200 µg/mL) at 37 °C for 1 h. AOPP levels differed significantly between 

neutrophils treated with collagen-AOPPs (19.3 ± 2.5 µmol/L) and cells treated with 

unmodified collagen (6.0 ± 1.7 µmol/L) (P < 0.05). Unexpectedly, non-opsonized zymosan 

(500 µg/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 µg/mL), NOx production by neutrophils 

increased in a dose-dependent manner. The NOx levels were 72.1 ± 3.6 µmol/L for 

neutrophils treated with collagen-AOPPs (200 µg/mL) and 30.3 ± 3.7 µmol/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 µmol/L, P < 0.01). The effect 

of collagen-AOPPs on O2
-
 production by neutrophils is shown in Figure 2C. Collagen-AOPPs 

(200 µg/mL) significantly increased the production of O2
-
 by neutrophils. Zymosan also 

increased the O2
-
 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 µg/mL) produced significantly more HOCl 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 HOCl levels generated by neutrophils (0.510 ± 0.108 

µmol/L, P < 0.01). 

The effect of alpha-tocopherol in the presence of 200 µg/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 µg/mL collagen-AOPPs in the 

presence of alpha-tocopherol (62.0 ± 11.0 µmol/L) and those stimulated with 200 µg/mL 

collagen-AOPPs in the absence of alpha-tocopherol (72.1 ± 3.6 µmol/L) (Fig. 3B, P = 0.434). 

However, as shown in Figure 3C, 0.4 mM alpha-tocopherol significantly inhibited O2
- 

production in neutrophils stimulated with collagen-AOPPs (P = 0.028). In addition, HOCl 

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 HOCl 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 
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cells (upper right quadrant) were identified as Annexin V-positive and PI-negative, and as 

Annexin V-positive and PI-positive, respectively. Apoptotic events increased in neutrophils 

treated with collagen-AOPPs (200 µg/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 HOCl 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 

HOCl increased collagen-AOPP levels in a dose-dependent manner and that these products 

induced the generation of AOPPs, NOx, O2
-
, and HOCl 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]. HOCl 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 HOCl modifies amino acid side chains, 

secondary structures, and aggregate types. Albumin is the major target of HOCl 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 HOCl induced an increase in AOPP levels, and 

this was dependent on the concentrations of both HOCl 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 O2
-
, hydrogen peroxide (H2O2), 

hydroxyl radicals (
•
OH), HOCl, and NO, which are involved in acute and chronic 

inflammation [35]. For example, HOCl-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 HOCl, 

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, O2
-
, and HOCl, 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 O2
-
 and HOCl. The 

concentration of HOCl in vivo is estimated to be 0.01 to 0.25 mM [21]. In particular, HOCl 

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 

HOCl at concentrations ranging from 0.4 to 2.0 mM to verify the formation of collagen-

AOPPs. Neutrophils stimulated with collagen-AOPPs (200 µg/mL) produced approximately 

0.52 mM HOCl and cells treated with unmodified collagen produced approximately 0.19 mM 

HOCl.  
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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 O2
-
 and HOCl, 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 H2O2 generation by neutrophils and MPO exocytosis via the β2 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 O2
-
 and H2O2 

[48, 49]. We demonstrated that alpha-tocopherol significantly prevented HOCl-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 HOCl. In neutrophils, alpha-tocopherol 

(0.4 mM) strongly inhibited the collagen-AOPP-induced production of O2
-
 and HOCl. 

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 O2
-
 and HOCl. 

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 HOCl-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 µg/mL) 45.0 ± 2.3 

Collagen-AOPPs (100 µg/mL) 41.6 ± 4.7 

Collagen-AOPPs (200 µg/mL) 46.3 ± 5.6 

Zymosan (200 µg/mL) 42.2 ± 5.4 
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Figure Captions 

 

Figure 1. Collagen-AOPP formation was induced by HOCl 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. HOCl (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 µ/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 O2
-
 by neutrophils 

exposed to collagen-AOPPs was assayed using a colorimetric method based on the formation 

of formazan (NBTH2) following a reaction between nitroblue tetrazolium (NBT) chloride and 

O2
-
. (D) HOCl production by neutrophils was monitored under the same incubation conditions 

by reading the absorbance of the cell suspension medium at 292 nm ( = 350 M
-1

 cm
-1

) using 

a spectrophotometer. Non-opsonized zymosan (500 µg/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 × 10
6
 cells/mL) were incubated with in vitro preparations of collagen-AOPPs 

(200 µg/mL) or unmodified collagen (200 µg/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 O2
-
 and 

(D) HOCl 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. 
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Figure 4. Cytotoxicity of collagen-AOPPs on neutrophils was assessed by a trypan blue 

exclusion assay. Neutrophils (2 × 10
6
 cells/mL) were treated with PBS, unmodified collagen 

(200 µg/mL), or different concentrations of collagen-AOPPs (50, 100, and 200 µ/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 µg/mL) and 
#
P < 0.05 for cells treated with collagen-AOPPs 

(200 µg/mL) only vs. cells treated with collagen-AOPPs (200 µg/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 × 10
5
 cells/mL) were treated with (A) PBS, (B) unmodified 

collagen (Col), (C) collagen-AOPPs (200 µ/mL), (D) non-opsonized zymosan (500 µg/mL), 

or (E) collagen-AOPPs (200 µ/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 DISCUSSÃO 

 

Os AOPPs são um grupo heterogêneo de compostos oxidados envolvidos em muitas 

condições clínicas importantes, incluindo DRC (WITKO-SARSAT et al., 1996), diabetes 

mellitus (MARTIN-GALLAN et al., 2003; SEBEKOVA et al., 2012), síndrome metabólica 

(ATABEK et al., 2006), entre outras. O principal mecanismo de formação dos AOPPs é 

através do HOCl produzido pela MPO, sendo a albumina, a principal fonte proteica para a 

formação desses produtos. No entanto, a via MPO/HOCl parece não ser a única responsável 

pela formação de AOPPs (CAPEILLÈRE-BLANDIN et al., 2006), e uma série de estudos 

indicam a existência de vias alternativas que podem contribuir para formação de AOPPs 

(DRÜEKE et al., 2002; ANRAKU et al., 2008). Outro fator importante que também não está 

totalmente esclarecido é se a albumina é a única proteína suscetível a formação dos AOPPs, 

uma vez que a composição molecular desses produtos ainda não está totalmente definida 

(SELMECI et al., 2006; COLOMBO et al., 2015). Além dessas questões, é de interesse 

investigar se os AOPPs gerados por essa nova via de formação e por outra fonte proteica 

mantém as características pró-inflamatórias e pró-apoptóticas observadas nos AOPPs 

originados pela via MPO/HOCl. A primeira hipótese para avaliar uma via alternativa foi 

investigar a formação de AOPPs através da reação de Fenton, uma vez que essa reação é a 

principal geradora de OH
•
 (REPETTO et al., 2010). Além disso, uma série de estudos indicam 

que a administração de ferro intravenosa promove aumento dos níveis circulatórios de AOPPs 

(DRÜEKE et al., 2002; ANRAKU et al., 2008). É importante destacar que o OH
•
 também 

pode ser formado através do HOCl (CANDEIAS et al., 1994). Outro fator de interesse é a 

avaliação dos efeitos dos AOPPs gerados através da reação de Fenton sobre mecanismos 

inflamatórios em um modelo celular. Essas questões são temas do Artigo I e do Artigo II.  

Primeiramente, um aspecto importante que deve ser discutido é a padronização dos 

modelos de formação dos AOPPs através da reação de Fenton e do colágeno.  A formação de 

AOPPs através da reação de Fenton (AOPP-RF) ocorreu através da exposição da albumina 

humana purificada (30 mg/mL) a várias concentrações de H2O2 e FeSO4 (reagentes da reação 

de Fenton) por trinta minutos. Após essa exposição, foi realizada a diálise desse produto 

frente ao tampão PBS para a purificação e a retirada de oxidantes que não reagiram. A 

albumina também foi exposta ao HOCl e foi utilizada como controle positivo. Para a 

formação de colágeno-AOPP, o colágeno (1 mg/mL) foi exposto a diferentes concentrações 

de HOCl por trinta minutos e, após, passou pelo mesmo processo de purificação. Os detalhes 

de preparação de AOPP-RF e colágeno-AOPP estão ilustrados na Figura 7. Para investigar os 
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mecanismos pró-inflamatórios desses novos produtos, AOPP-RF e colágeno-AOPP foram 

expostos a células renais embrionárias (Artigo II) e a neutrófilos humanos (Artigo III), 

respectivamente. 

 

Figura 7 - Preparação in vitro de AOPPs formados através da reação de Fenton (AOPP-RF) e 

do colágeno (colágeno-AOPP) 

 

 

 

No Artigo I, utilizando o modelo de formação de AOPPs através da reação de Fenton, 

foi demonstrado que essa reação foi capaz de formar AOPPs in vitro. Além disso, amostras de 

soro de indivíduos saudáveis, pacientes com diabetes mellitus tipo 2 e pacientes com DRC 

expostas a reação de Fenton também apresentaram níveis aumentados de AOPPs após o 

tratamento com a reação de Fenton. Também foi observado que compostos antioxidantes, 

como o NAC e a FBP, inibiram a formação de AOPP-RF. Através desse estudo, foi possível 

sugerir a reação de Fenton pode ser uma potencial via de formação de AOPPs in vivo e que 

compostos antioxidantes, como o NAC e a FBP, podem ser estratégias úteis para a prevenção 

ou inibição dos efeitos deletérios promovidos por AOPPs. De fato, o NAC já foi avaliado no 

contexto dos AOPPs, e foi demonstrado que esse composto inibiu a ativação da NADPH 

oxidase e da MPO induzida por AOPPs (WITKO-SARSAT et al., 2003). Em um segundo 

momento, no Artigo II, os AOPP-RF foram expostos a células embrionárias humanas 

(HEK 293), para investigar o potencial desses produtos inéditos em promover inflamação. 

Nesse estudo, foi verificado através de ensaio de transfecção celular e mensuração da 

atividade da luciferase, que os AOPP-RF induziram um aumento significativo da atividade da 

luciferase em células transfectadas com promotor do NF-κB, da COX-2 e da IL-6, indicando 

um AOPP-RF induziu um aumento da transcrição desses genes envolvidos no processo 

inflamatório. Os experimentos de transfecção celular foram realizados em colaboração com 
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grupo de pesquisa da Universidade de Barcelona coordenado pelo professor José Luis Rosa 

López. A relação ente os AOPPs formados pela via MPO/HOCl e a ativação do processo 

inflamatório mediado por NF-κB já está bem descrita (CAO et al., 2013; ZHAO et al., 2015). 

Considerando que o NF-κB é responsável pelo controle da transcrição de uma classe diversa 

de mediadores inflamatórios, foi sugerido que os AOPP-RF induziram o processo 

inflamatório em células renais através da ativação de NF-κB e do aumento da transcrição 

gênica de COX-2 e IL-6, uma vez que a transcrição gênica da COX-2 é, de fato, estimulada 

principalmente pelo NF-κB (GUIJARRO, 2001). De modo semelhante, os AOPPs derivados 

do HOCl também estimularam o processo inflamatório, sugerindo que os AOPPs de ambas as 

vias de formação podem contribuir na ativação do processo inflamatório renal in vivo. Alguns 

achados referentes ao Artigo II está ilustrado na Figura 8.  

 

Figura 8 - Indução do processo inflamatório pelos AOPP-FR em células renais embrionárias 

(HEK 293) 

 

 

 

Além das células renais embrionárias, os AOPPs também promovem efeitos deletérios 

sobre outros tipos celulares, incluindo células do tecido renal, como podócitos (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), condrócitos (WU et al., 2016), cardiomiócitos (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 ação dos AOPPs, 

destacam-se a ativação de vias envolvidas no processo pró-apoptótico (ZHOU et al., 2012; 

VALENTE et al., 2013; XIE et al., 2014; WU et al., 2016; ZHANG et al., 2016), no processo 

pró-inflamatório (WANG et al., 2013; ZHAO et al., 2015) e nos processos de proliferação e 

diferenciação 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 geração de EROs através da ativação da NADPH oxidase. A ativação desse 

complexo enzimático parece depender da fosforilação mediada pela PKC (ZHOU et al., 2012; 

CAO et al., 2013). Esse aumento de EROs induzem diferentes cascatas de sinalizações, 

incluindo a via pró-inflamatória mediada pelo NF-κB (CAO et al., 2013; ZHAO et al., 2015) e 

a via pró-apoptótica, tanto dependente da ativação de caspase (ZHOU et al., 2013; WU et al., 

2016), quanto uma via independente de caspase (XIE et al., 2014).       

A segunda hipótese para investigar as vias de formação dos AOPPs, foi avaliar o 

colágeno, principal componente tecidual da matriz extracelular, como uma potencial fonte de 

formação de AOPPs e esse foi o tema do Artigo III. Para isso, foram estabelecidos e 

padronizados modelos para a formação in vitro dos AOPPs gerados a partir do colágeno 

(colágeno-AOPP). De acordo com os achados referentes ao Artigo III, foi demonstrado que o 

colágeno pode ser uma fonte proteica para formação de AOPPs. O colágeno é a proteína 

preponderante na matriz extracelular e, assim com a albumina, essa proteína também é 

suscetível a oxidação pelo HOCl (NOWOTNY et al., 2014). Nesse estudo, o colágeno foi 

exposto a concentrações crescentes de HOCl, e o aumento da formação de AOPPs foi 

concentração-dependente desse agente oxidante. Um fato importante é que o colágeno-AOPP 

induziu o aumento da liberação de espécies oxidantes, como o O2
-
 e o HOCl, e de mediadores 

inflamatórios, como o NO e AOPPs, em neutrófilos humanos isolados. Além disso, colágeno-

AOPP diminui a viabilidade celular e induziu apoptose nessas células. Esses processos podem 

ter sido promovidos em consequência do aumento da produção de oxidantes induzidas pelo 

colágeno-AOPP. De fato, já foi demonstrado que os AOPPs induzem burst oxidativo em 

células do sistema imune, como monócitos e neutrófilos, a produzirem grandes concentrações 

de oxidantes através da ativação dos sistemas enzimáticos presentes nessas células 

(WITKO-SARSAT et al., 2003). Em neutrófilos, os AOPPs também estimulam o processo de 

degranulação e mudança da forma, sendo essas, duas estratégias de grande importância 
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durante a ativação neutrofílica na resposta imune e no processo inflamatório (GORUDKO 

et al., 2014). Outro achado do presente estudo inclui o efeito do alfa-tocoferol sobre os 

processo foi capaz de inibir a liberação de O2
-
 e o HOCl, bem como de aumentar a viabilidade 

celular e diminuir a apoptose nessas células, indicando que o processo oxidativo induzido 

pelo colágeno-AOPP pode ser o fator responsável pela morte destas células. Os principais 

resultados desse estudo podem ser demonstrados na Figura 9. 

 

Figura 9 - Formação de AOPPs através da exposição do colágeno ao HOCl (colágeno-AOPP) 

e os efeitos desses produtos sobre os processos oxidativos, inflamatórios e de viabilidade 

celular em neutrófilos humanos isolados 
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6 CONCLUSÕES 

 

• Os AOPPs podem ser formados por outras vias, incluindo processos desencadeados pela 

reação de Fenton, assim como àqueles associados a oxidação do colágeno; 

• Compostos antioxidantes, incluindo NAC, FBP e alfa-tocoferol, podem ser potenciais 

estratégias terapêuticas para inibir a formação de AOPPs e seus efeitos deletérios; 

• Os AOPPs induzem processo pró-inflamatórios em células renais, envolvendo a ativação do 

fator de transcrição NF-κB, a COX-2 e IL-6;  

• O colágeno pode ser uma proteína de fundamental importância para formação de AOPPs, 

mantendo o potencial pró-inflamatório e pró-apoptóticos. 

• As principais conclusões podem ser sumarizadas na Figura 10.  

 

Figura 10 - Nessa Tese foi possível demonstrar que a reação de Fenton e o colágeno são novas 

vias para formação de AOPPs. Os AOPPs formados através destas vias induzem inflamação 

em células renais embrionárias, bem como a ativação de neutrófilos, atuando como 

mediadores do processo inflamatório. Em neutrófilos, os AOPPs formados através do 

colágeno também promoveram o aumento da geração de oxidantes e induziram apoptose e 

diminuição 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 reação de Fenton e do colágeno atuam sobre 

algum receptor, como exemplo, o receptor RAGE;  

• Avaliar a relação dos AOPPs com mecanismos inflamatórios envolvendo a COX-2 e 

produção de prostaglandinas (PGs); 

• Verificar se esses novos produtos induzem ativação da MPO e NADPH oxidase; 

• Avaliar o impacto da administração (endovenosa, intracerebroventricular, etc.) dos AOPPs 

sobre parâmetros comportamentais envolvendo estudos de memória e dor.  

 

Figura 11 - Perspectivas para estudos futuros envolvendo os AOPPs 
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