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RESUMO

A inflamacdo € uma resposta fisiolégica do sistema imunoldgico, essencialmente
benéfica. Entretanto, quando exacerbada, a inflamacao esta envolvida na patogénese
de inimeras doencas. Os anti-inflamatérios disponiveis no mercado apresentam
inUmeros efeitos adversos quando utilizados a longo prazo. Dessa forma, faz-se
necessaria a busca por novas estratégias terapéuticas com farmacos anti-
inflamatoérios mais seguros. O 2-(3-Hidroxi-2-oxoindolin-3-il)acrilonitrila (ISACN) é um
aduto de Morita-Baylis-Hillman derivado da isatina que apresenta acdo anti-tumoral e
antibacteriana além de baixa toxicidade aguda, baixo risco de genotoxicidade e boa
biodisponibilidade tedrica por via oral. Diante disso, o objetivo desse trabalho foi
investigar o efeito anti-inflamatério do ISACN e determinar o seu mecanismo de agao.
Para isso utilizamos a peritonite induzida por zimosan, a leséo pulmonar aguda (LPA)
induzida por lipopolissaacarideo bacteriano (LPS) e a cultura de macréfagos
peritoneais murinos estimulados com zimosan ou com LPS como modelos
experimentais. Inicialmente, camundongos Swiss fémeas foram tratados via
intraperitoneal (i.p.) com diferentes doses de ISACN (1,5 mg/kg; 6mg/kg e 24 mg/kg)
e submetidos a peritonite experimental através do desafio (i.p) com zimosan
(2mg/mL). O tratamento com ISACN reduziu a migracado de neutréfilos e a producao
das citocinas IL-13, IL-6 e TNF-a. Camundongos Balb/c machos foram tratados com
24 mg/kg de ISACN (i.p.) e submetidos a LPA experimental através do desafio
intranasal (i.n) com LPS (2,5 mg/kg). O tratamento com ISACN reduziu a migragao de
neutrofilos, a formacdo de edema pulmonar e producdo das citocinas IL-1(3, IL-6 e
TNF-a, e reverteu as alteragdes histopatoldgicas caracteristicas da LPA. Para os
experimentos in vitro, macréfagos peritoneais murinos foram cultivados na presenca
de diferentes concentracbes de ISACN (20uM, 10uM, 5uM) e estimulados com
zimosan (0,2 mg/mL) ou com LPS (1pg/mL). A concentracdo de 20uM se mostrou
citotdéxica enquanto as concentracdes de 10 uM e 5 pM ndo promoveram alteracdes
consideraveis na viabilidade dos macréfagos. Durante a cultura de macréfagos
peritoneais murinos estimulados com zimosan, o ISACN reduziu consideravelmente a
producado das citocinas IL-13, IL-6 e TNF-a. Na cultura de macrofagos estimulados
com LPS, o ISACN reduziu a producéo de éxido nitrico, das citocinas inflamatérias IL-
1B, IL-6, TNF-a e da citocina anti-inflamatéria IL-10. Para explorar o mecanismo de
acado do ISACN, foram realizados experimentos para determinar a expressao das
moléculas CD69, receptor toll-like 4 (TLR4), 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) e
da forma ativa das proteinas quinases ativadas por mitdgeno ERK 1/2, JNK1/2 e p38
por citometria de fluxo, além de experimentos com reacdo em cadeia polimerase
guantitativa onde foram determinados a expresséo génica do CD69 e da iNOS em
macrofagos estimulados com LPS. O tratamento de macréfagos com ISACN (10uM)
reduziu a expresséo de todas as moléculas analisadas por citometria e reduziu a
expressdo génica do CD69 e da iNOS. Considerando os resultados obtidos podemos
sugerir que ISACN apresentou efeito anti-inflamatorio e que esse efeito esta
associado a regulacao negativa da via TLR4/MAPK-ERK-JNK-p38.

Palavras-chave: ISACN; Inflamacédo; LPA; macrofagos; LPS



ABSTRACT

Inflammation is a physiological response of the body, essentially beneficial. However,
when exacerbated, inflammation is involved in the pathogenesis of numerous
diseases, and drugs with anti-inflammatory properties are routinely used in the clinic.
Currently, anti-inflammatory drugs available on the market have numerous adverse
effects. Thus, it is necessary to search for new therapeutic strategies with safer anti-
inflammatory drugs. 2- (3-Hydroxy-2-oxoindolin-3-yl) acrylonitrile (ISACN) is a Morita-
Baylis-Hillman’s adduct derived from isatin that has anti-tumor and antibacterial action
in addition to low acute toxicity, low risk of genotoxicity and good theoretical
bioavailability by the oral route. Therefore, the aim of this work was to investigate the
anti-inflammatory effect of ISACN and to determine its mechanism of action. For that,
we used zimosan-induced peritonitis, acute lung injury (ALI) induced by bacterial
lipopolysaccharide (LPS) and the culture of murine peritoneal macrophages stimulated
with zimosan or LPS as experimental models. Initially, female Swiss mice were treated
intraperitoneally (i.p.) with different doses of ISACN (1.5 mg/kg; 6mg/kg and 24 mg/kg)
and subjected to experimental peritonitis through the challenge (ip) with zimosan
(2mg/mL). The treatment with ISACN reduced the migration of neutrophils and the
production of cytokines IL-1, IL-6 and TNF-a. Male Balb/c mice were treated with 24
mg/kg of ISACN (i.p.) and subjected to experimental ALI through intranasal challenge
(i.n) with LPS (2.5 mg/kg). The treatment with ISACN reduced the migration of
neutrophils, the formation of pulmonary edema and the production of cytokines IL-1f3,
IL-6 and TNF-a, and reversed the histopathological changes characteristic of ALI. For
in vitro experiments, murine peritoneal macrophages were cultured in the presence of
different concentrations of ISACN (20uM, 10uM, 5uM) and stimulated with zimosan
(0.2 mg/mL) or with LPS (1 pg / mL). The concentration of 20 uM was shown to be
cytotoxic while the concentrations of 10 uM and 5 uM did not promote considerable
changes in the viability of macrophages. During the culture of zimosan-stimulated
murine peritoneal macrophages, ISACN considerably reduced the production of
cytokines IL-1B, IL-6 and TNF-a. In the culture of macrophages stimulated with LPS,
ISACN was effective in reducing the production of nitric oxide, the inflammatory
cytokines IL-1f3, IL-6 and TNF-a and the anti-inflammatory cytokine IL-10. To explore
the mechanism of action of ISACN, experiments were performed with flow cytometry
in which the expression of the CD69 molecules, toll-like receptor 4 (TLR4), inducible
nitric oxide synthase (iNOS) and the active form of the protein kinases activated by
mitogen ERK 1/2, JNK1/2 and p38, in addition to experiments with quantitative
polymerase chain reaction where the gene expression of and INOS in macrophages
stimulated with LPS were determined. The treatment of macrophages with ISACN
(10pM) reduced the expression of all analyzed molecules and reduced the gene
expression of CD69 and iINOS. Considering the results obtained, we can suggest that
ISACN had an anti-inflammatory effect and that this effect is associated with negative
regulation of the TLR4/MAPK-ERK-JNK-p38 pathway.

Keywords: ISACN; Inflammation; ALI; macrophages; LPS.
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1. INTRODUCAO

1.1 Inflamacgéo

Ainflamacéo pode ser definida como uma resposta fisiolégica do sistema imune
a estimulos potencialmente prejudiciais como patégenos invasores, dano celular,
compostos toxicos e estresse metabodlico (ANTONELLI; KUSHNER, 2017). Os
principais objetivos dessa resposta, que pode ser local ou sistémica, estao
relacionados a eliminacdo dos estimulos danosos e a reparacdo e cicatrizacao
tecidual, reestabelecendo a homeostase do tecido ou 6rgao afetado (NATHAN; DING,
2010).

O processo inflamatorio agudo representa uma série de eventos coordenados
envolvendo interagdes celulares e moleculares. Ele se inicia quando as células imunes
inatas do hospedeiro reconhecem o estimulo lesivo (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI,
2006; NETEA et al., 2017). Esse reconhecimento leva a ativacado de células residentes
e a consequente producdo de mediadores sollveis, incluindo: citocinas, quimiocinas,
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, aminas vasoativas, prostaglandinas e
moléculas do sistema complemento (FULLERTON; GILROY, 2016).

A medida que os mediadores vdo sendo liberados pelas células residentes,
varias alteracdes vasculares ocorrem de maneira concomitante (POBER; SESSA,
2015).0 endotélio vascular é ativado e a expressado de moléculas de adeséo celular é
regulada positivamente. Esse evento, somado ao aumento da permeabilidade
vascular, favorece a migracao de leucadcitos e o influxo de proteinas do sangue para
o sitio inflamado (POBER; SESSA, 2007; NOURSHARGH; ALON, 2014;
KAMERITSCH; RENKAWITZ, 2020). Os neutroéfilos sdo os primeiros leucocitos a
migrarem para o local da inflamacéo (DE OLIVEIRA; ROSOWSKI; HUTTENLOCHER,
2016) e ao chegarem no sitio inflamado, essas células utilizam diversos mecanismos
efetores na tentativa de eliminar o estimulo lesivo (NATHAN, 2006; APPELBERG,
2007; CASTANHEIRA; KUBES, 2019).

Apos a eliminacéo do estimulo, ocorre a ativacdo de um processo regulatorio
gue conduz o reestabelecimento da homeostase no tecido (HEADLAND; NORLING,
2015). Esse processo envolve mecanismos de modulagcdo negativa da resposta
inflamatoria e esta relacionado a inibicdo da sintese e liberacdo de mediadores pro-

inflamatorios, ao estimulo da sintese de mediadores anti-inflamatoérios, a suspensao
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do recrutamento de leucadcitos e a eliminacdo dos neutrofilos infiltrados (REVILLE et
al., 2006; MEDZHITOV, 2008). Todos esses eventos contribuem para a restauracéo
da homeostase e resolucdo da inflamagéo instaurada (SERHAN; SAVILL, 2005;
FULLERTON; GILROY, 2016).

Em condi¢Bes normais, a resposta inflamatoria aguda é prontamente resolvida
pelos processos de regulacéo fisiologicos da inflamacdo. Entretanto, quando esses
processos apresentam algum tipo de falha ou quando o sistema imune se depara com
um patdgeno persistente, a inflamagdo ndo consegue ser minimizada, se torna
exacerbada e evolui para inflamacao crénica representando um risco inerente a saude
do hospedeiro (GABER; STREHL; BUTTGEREIT, 2017; DUAN; RAO; SIGDEL, 2019;
ZHONG; SHI, 2019). J4 é bem estabelecido que a inflamag&o néo resolvida contribui
para a patogénese de varias doencas como asma (BANTULA et al., 2021) , artrite
reumatoide (FANG; ZHOU; NANDAKUMAR, 2020), lesdo pulmonar aguda (ABEDI et
al., 2020), diabetes (DIEDISHEIM et al., 2020), cancer (HOU; KARIN; SUN, 2021),
depressdo (BEUREL; TOUPS; NEMEROFF, 2020), esquizofrenia (MULLER et al.,
2015), obesidade (ELLULU et al., 2016) e covid-19 (TAY et al., 2020; CAVALCANTE-
SILVA et al., 2021), dentre outras.

Nesse contexto, farmacos com propriedades anti-inflamatérias tém sido
rotineiramente utilizados no tratamento de estados inflamatdérios agudos e cronicos.
Entretanto, a maioria desses farmacos apresenta baixa eficacia ou efeitos colaterais
graves quando usados a longo prazo, o que tem encorajado o desenvolvimento de

farmacos mais seletivos, toleraveis e eficazes (UNGPRASERT et al., 2015).

1.2 Inflamacéo e vias de sinalizacao através de receptores toll-like e proteinas
guinases ativadas por mitdgenos

A resposta inflamatdria € resultante da ativacdo simultdnea de vias de
sinalizacdo intracelular que regulam a producdo de mediadores inflamatorios e o
recrutamento de células imunes para o tecido afetado (LIU et al., 2017). Os processos
dessa resposta dependem da natureza do estimulo e do 6érgédo em que ela ocorre.
Entretanto, todos eles compartiham o mesmo mecanismo inicial que pode ser
resumido em quatro eventos principais: 1. reconhecimento dos estimulos pelas células

residentes; 2. ativacao subsequente de vias de sinalizacéo inflamatérias; 3. liberacao
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de mediadores inflamatorios e 4. recrutamento de leucocitos para o tecido (CHEN et
al., 2018b).

O reconhecimento dos estimulos pelas células residentes ocorre através dos
receptores de reconhecimento de padrdao molecular (RRPs) (AKIRA; UEMATSU,;
TAKEUCHI, 2006). Esses receptores, detectam a presenca de microorganismos ou
de injarias teciduais através do reconhecimento de padrbes moleculares associados
a patdgenos (PAMPSs), que sdo estruturas conservadas em agentes microbianos
(AMARANTE-MENDES et al., 2018), ou de padrées moleculares associados a danos
(DAMPSs) que sdo moléculas enddgenas liberadas por células danificadas (GONG et
al., 2020).

Dentre os varios RRPs existentes, os receptores do tipo toll (TLRS)
representam os mais estudados e atualmente os mais bem caracterizados (KAWAI,
AKIRA, 2007; KESHAVARZ et al., 2021; PATRA; CHANDRA DAS; MUKHERJEE,
2021). Mais de dez TLRs ja foram identificados em mamiferos e cada um reconhece
ligantes especificos derivados de fontes distintas, sendo classificados de acordo com
a sua localizacdo na célula e com o tipo de PAMP que reconhecem (KAWASAKI,
KAWAI, 2014). O TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 e TLR10 sao receptores de
superficie celular e reconhecem preferencialmente estimulos de natureza proteica e
lipidica. Enquanto o TLR3, TLR7, TLR8, TLR9, TLR11l, TLR12 e TLR13 séo
receptores intracelulares e tem predilecao pelo reconhecimento de material genético
(KAWAI; AKIRA, 2010; CELHAR,; MAGALHAES; FAIRHURST, 2012; VIJAY, 2018).

Independente da natureza do estimulo, o reconhecimento de PAMPs por TLRs
promove a ativacao desses receptores e induz consequentemente a estimulacdo de
vias inflamatorias como a via das proteinas quinases ativadas por mitdgeno (MAPKS)
e a via do fator de transcricdo nuclear kB (NF-kB) (KYRIAKIS; AVRUCH, 2001,
CZERKIES; KWIATKOWSKA; PLYTYCZ, 2014; CHISTYAKOV et al., 2019).

As MAPKs sdo uma familia de serinal/treonina quinases que regulam uma
grande variedade de processos celulares como crescimento, senescéncia,
diferenciacéo celular, apoptose e inflamacédo (PEARSON et al., 2001; ANERILLAS;
ABDELMOHSEN; GOROSPE, 2020). Em mamiferos, as MAPKs sao representadas
por trés proteinas principais: quinase regulada por sinal extracelular (ERK), quinase
c-Jun N -terminal (JNK) e quinase p38 (p38). A via de sinalizacdo de cada MAPK

contém pelo menos trés componentes ativados sequencialmente: uma MAP3K
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(MAPKKK), uma MAP2K (MAPKK) e uma MAPK, gque é a quinase efetora (CHEN et
al., 2018b).

A etapa inicial na ativagdo das MAPks induzida pela maioria dos TLRs envolve
0 recrutamento da proteina adaptadora MyD88, que quando recrutada, promove a
formacdo de um complexo de sinalizacdo constituido pela associacdo das quinases
IRAK1 e IRAK4 a proteina citoplasmatica TRAF6. Esse complexo, ativa a MAP3K
TAK1 que por sua vez fosforila duas MAP2Ks: MKK3 e MKKG6 que induzem a ativagéo
das quinases efetoras p38 e JNK, respectivamente (WANG et al., 2001; ZHENG et al.,
2020). Além da TAK1, outra MAP3K que também é ativada nesse processo é a Tpl2.
A Tpl2 quando ativada, induz a fosforilagdo subsequente das quinases intermediarias
(MAP2Ks) MEK1 e MEK2 que promovem a ativagdo da ERK (BANERJEE;
GERONDAKIS, 2007; ROUSSEAU et al., 2008).

Além de ativar as MAP2Ks, a TAK1 bifurca a via de sinalizacdo mediada pelo
adaptador MyD88 e ativa a via das IKKs , um complexo especifico de quinases que
fosforilam o IkB favorecendo a sua degradacao e consequente ativacdo do fator de
transcricdo NF-kB que regula a expressao de mediadores inflamatérios (BANERJEE;
GERONDAKIS, 2007).

As MAPKSs p38, JNK e ERK, uma vez ativas, induzem a ativacao de fatores de
transcricdo como a proteina ativadora -1 (AP-1) e a proteina de ligacao responsiva ao
AMPc (CREB) (Figura 1) (KARIN, 1995; ELIOPOULOQOS et al., 2002) que juntamente
com o NF-kB orquestram a resposta inflamatoria através da modulacdo da expressao
génica de citocinas, quimiocinas e enzimas (BANERJEE; GERONDAKIS, 2007; WEN;
SAKAMOTO; MILLER, 2010; SCHONTHALER; GUINEA-VINIEGRA; WAGNER,
2011; HANNEMANN et al., 2017).
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Figura 1. Via de sinalizacdo TLRs/MAPKSs depentende de MyD88
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quinase 1 ativada por fator de crescimento transformador 3; MKK3- proteina quinase quinase ativada
por mitégeno 3 ; MKKG6- proteina quinase quinase ativada por mitégeno 6; JNK-quinase c-Jun N-
terminal; p38- quinase p38; Tpl2- I6cus de progressao tumoral 2; MEK1- proteina quinase quinase
quinase ativada por mitégeno 1 ; MEK2- proteina quinase quinase quinase ativada por mitégeno 2;
ERK- quinase regulada por sinal extracelular; IKKs: quinases de IkB; NF-kB: fator nuclear kB; AP-1-
proteina ativadora-1; CREB- proteina de ligacéo responsiva ao AMPc. Fonte: Elaborada pela autora
com base em (BANERJEE; GERONDAKIS, 2007; LU; YEH; OHASHI, 2008).

1.3 Papel dos mediadores na inflamacéao

Uma série de mediadores quimicos contribuem ativamente para ajustar a
resposta inflamatoria (ABDULKHALEQ et al., 2018). As citocinas sdo um grupo de
mediadores representado por pequenas proteinas (~30 kD) que atuam como

moléculas imunomoduladoras através de mecanismos de sinalizagdo autocrinos,
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paracrinos ou endoécrinos (BERRAONDO et al., 2019). Os efeitos das citocinas
dependem da célula-alvo e diferentes citocinas podem ter o mesmo efeito, assim
como, apresentar um efeito sinérgico (KANY; VOLLRATH; RELJA, 2019).

Para exercerem sua atividade, as citocinas se ligam a receptores especificos e
disparam cascatas de sinalizacdo intracelular que levam a modificacbes na
transcricdo génica. Assim, esses mediadores interferem na proliferacdo e
diferenciagao celular e influenciam ativamente a resposta imune (O’'SHEA; MURRAY,
2008; MORRIS; KERSHAW; BABON, 2018).

A interleucina 1 B (IL-1B) foi uma das primeiras citocinas descritas e até hoje é
considerada um dos principais mediadores da inflamacao, cuja principal funcéo é
coordenar os eventos pré-inflamatorios (DINARELLO; GOLDIN; WOLFF, 1974;
GALOZZI et al., 2021). As fontes primérias de IL-1B sdo as células sentinelas do
sistema imunolégico inato como macrofagos e monécitos (DINARELLO, 2009). A IL-
1B é secretada no citosol como uma proteina precursora inativa (pré- IL-1B) e sua
ativacao requer uma etapa proteolitica que envolve a acao de proteases e ocorre por
mecanismos dependentes ou independentes do inflamassoma, um complexo
multiprotéico citosolico que detecta PAMPs ou DAMPs e ativa a caspase-1, enzima
gue atua clivando a pré-IL-13 e levando a formacgao de IL-1 biologicamente ativa.
(AFONINA et al., 2015).

ApoOs a liberagdo da sua forma ativa, a IL-1 B induz rapidamente a expresséo
de vérios genes em diferentes tipos de células como células epiteliais, mondcitos ou
macrofagos, células endoteliais e fibroblastos, exercendo tanto efeitos locais quanto
sistémicos (BANDMAN et al., 2002; JEONG et al., 2004; JURA et al., 2008). Durante
a resposta inflamatoria aguda, a IL-13 promove a expressao de moléculas de adesao
no endotélio vascular e induz a liberacdo de quimiocinas, promovendo o recrutamento
de leucdcitos, para o sitio inflamado. Além disso, essa citocina promove a liberacéo
de outros mediadores inflamatérios como a prostaglandina E2 (PGE2) e o 6xido nitrico
(NO) através da indugdo das enzimas ciclooxigenase-2 (COX-2) e sintase do Oxido
nitrico induzivel (iINOS), o que contribui para fendmenos como hipotenséao, febre e
aumento da sensibilidade a dor (DINARELLO, 2018). Adicionalmente, a IL-13 estimula
a liberacao de outras citocinas a exemplo da interleucina 6 (IL-6) e do fator de necrose
tumoral a (TNF-a) o que intensifica e mantém a resposta inflamatéria (SIRONI et al.,
1989; IKEJIMA et al., 1990).
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A IL-6 é uma citocina pleiotropica que desempenha papeis importantes durante
o processo inflamatério (UCIECHOWSKI; DEMPKE, 2020). Essa citocina, € um
glicopeptideo de 25 kDa secretado por quase todas as células do sistema imune, em
especial macréfagos e mondcitos. A liberacédo de IL-6 durante condi¢gbes inflamatorias
€ induzida pela estimulac&o das células pelas citocinas IL-1 e TNF-a ou pela ativagao
de TLRs (KANG et al.,, 2019). Esse mediador regula varios eventos, incluindo a
producéo de proteinas de fase aguda como a proteina C reativa (PCR) e a inducao
de moléculas de adesdo (CHALARIS et al., 2011).

Os estagios iniciais do processo inflamatério sdo caracterizados pela presenca
de infiltrado neutrofilico. Entretanto, os estados posteriores sdo dominados pela
presenca de células mononucleares (HANNOODEE; NASURUDDIN, 2021). A IL-6
exerce papel essencial nessa etapa de troca de leucdcitos, uma vez que as vias de
sinalizacao celular induzidas por ela levam a supresséo da libera¢do de quimiocinas
gue atraem neutroéfilos e inducdo da liberacdo de quimiocinas que atraem mondcitos
(HURST et al., 2001; MCLOUGHLIN et al., 2004). Essa citocina também se mostrou
necessaria para o recrutamento e migracdo de linfocitos T para o sitio inflamado,
indicando que exerce um papel central na cronificacdo da inflamacdo (MCLOUGHLIN
et al., 2005).

O TNF-a é uma das citocinas proé-inflamatérias mais importantes e atua como
regulador chave em varios aspectos da resposta imune (WALLACH, 2016).
Inicialmente, essa citocina foi caracterizada pela sua atividade citotoxica em células
tumorais (CARSWELL et al., 1075). Entretanto, a esperanca de que o TNF-a pudesse
ser aproveitado como uma citocina anticancer foi logo substituida pela compreensao
de que ele é um mediador essencial na indugéo da inflamagéo (ANNIBALDI; MEIER,
2018).

O lipopolissacarideo bacteriano, antigenos virais, micoticos e parasitarios,
assim como, moléculas do complemento e a citocina IL-1f s&@o o0s principais
estimuladores da sintese de TNF-a (CAIRNS et al., 2000). Muitos tipos celulares como
células B, células NK, neutrdfilos, células endoteliais, mastécitos e fibroblastos podem
produzi-lo. Entretanto, macrofagos e linfocitos T sdo considerados suas fontes
majoritarias (ZELOVA; HOSEK, 2013). O papel do TNF-a na inflamagao é amplo, ele
pode: ativar a cascata de coagulacdo sanguinea (REIKERAS; BORGEN, 2014),

regular positivamente a expressao das enzimas COX-2 e iNOS induzindo a producao
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de prostandides e NO (MARK; TRICKLER; MILLER, 2001; VALLANCE; CHAN, 2001),
promover a formacédo de edema pela desestabilizacdo do citoesqueleto das células
endoteliais e aumento consequente da permeabilidade vascular (GOLDBLUM; SUN,
1990), induzir a expressdo de moléculas de adesdo favorecendo a migracdo de
neutréfilos e mondcitos para o sitio inflamado (BEVILACQUA, 1993;
CHANDRASEKHARAN et al.,, 2007) e aumentar a atividade da NADPH oxidase
induzindo de forma potente a formacéo de espécies reativas de oxigénio (YOSHIDA;
TSUNAWAKI, 2008).

As quimiocinas sdo uma grande familia de citocinas que medeiam varios
processos biolégicos incluindo hematopoiese e angiogénese (KAPLAN, 2001;
BERNARDINI et al., 2003). Entretanto, sdo mais conhecidas pela sua capacidade de
estimular a migracao de leucécitos (MILLER; MAYO, 2017). Algumas quimiocinas sdo
produzidas em condicbes homeostaticas e estdo envolvidas em eventos como a
vigilancia imunolégica, enquanto outras sdo produzidas apenas sob estimulo
inflamatoério e estdo relacionadas a direcdo especifica de células para o local da
inflamagéo (FERNANDEZ; LOLIS, 2002; CHEN et al., 2018a).

Dentre as quimiocinas existentes, a quimiocina CXCL-1 é considerada um dos
maiores quimioatraentes de neutréfilos e desempenha, portanto, um papel
fundamental na resposta inflamatéria aguda (FRINK et al., 2007; DE FILIPPO et al.,
2008; SAWANT et al., 2016). A liberacdo de CXCL-1 pode ocorrer por macréfagos e
por células endoteliais e essa quimiocina medeia suas atividades quimioatrativas por
meio da interacdo com os receptores CXCR1 e CXCR2 (SAWANT et al., 2015). A
ativacdo desses receptores leva a inducdo de uma série de vias de sinalizacdo nos
neutrofilos que orquestram sua adesdo e rolamento através da matriz extracelular
favorecendo a transmigracéo através do endotélio e a consequente passagem para o
[imen (RAJARATHNAM et al., 2019). Uma vez infiltrados no tecido, os neutréfilos
exercem suas funcgdes efetoras e contribuem para as fases sequenciais da inflamacé&o
(LEHMAN; SEGAL, 2020).

De maneira diferente das citocinas mencionadas anteriormente, a IL-10 € uma
citocina anti-inflamatodria que se caracteriza por exercer fungcbes imunossupressoras
e limitar os danos teciduais causados por respostas inflamatoérias exageradas, sendo
essencial para a fase de resolucao da inflamacéo e retorno da homeostase (OUYANG,;

O’GARRA, 2019). Quase todos os leucdcitos incluindo macrofagos, células NK,
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linfécitos e células dendriticas produzem IL-10 sob estimulos inflamatorios como
ligantes de TLRs ou citocinas (SARAIVA; O'GARRA, 2010; GABRYSOVA et al.,
2014).

O numero de genes que pode ser regulado pela IL-10 é muito grande, e nas
células inatas a IL-10 exerce efeitos imunossupressores principalmente através da
inibicdo da liberacédo de mediadores inflamatérios e da supresséo da apresentacao de
antigenos (JUNG et al., 2004; SABAT, 2010; SARAIVA et al., 2020). J& foi visto que
essa citocina, inibe a liberacdo de TNF-a e impede a ativagdo de células
polimorfonucleares, assim como, atenua a producéo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e a inducdo de moléculas de adeséao, bloqueando tanto os eventos que levam
a migracao de células para o sitio inflamado, quanto a producéo de moléculas efetoras
(HUET et al., 2013; MARTIRE-GRECO et al., 2013). Adicionalmente, a IL-10 também
exerce papel importante na supressdo da COX-2 e na inducdo da liberacdo de
mediadores anti-inflamatorios, como antagonistas do receptor da IL-1B e receptores
solaveis do TNF-a (JENKINS; MALYAK; AREND, 1994; JOYCE et al., 1994; HART et
al.,, 1996; SIKKA et al., 2013). Dessa forma, as ac¢des da IL-10 reduzem
consideravelmente o efeito de mediadores importantes para a manutencdo do
processo inflamatoério (WANG et al., 2019).

Além das citocinas, o Oxido nitrico também € considerado um importante
mediador inflamatério e desempenha papel fundamental na patogénese da inflamacéo
(BOGDAN, 2015; GUO et al., 2020). Essa molécula € um radical livre cuja producéo
€ mediada pelas sintases do 6xido nitrico (NOSs), enzimas que convertem arginina
em citrulina e liberam NO durante esse processo (ALDERTON; COOPER; KNOWLES,
2001; CINELLI et al., 2020). Ja foram caracterizadas e nomeadas trés isoformas
distintas de NOS: sintase do Oxido nitrico endotelial (eNOS), sintase do 6xido nitrico
neuronal (NNOS) e sintase do 6xido nitrico induzivel (iNOS). Enquanto a eNOS e
NNOS sado enzimas constitutivas, a INOS s6 é expressa nas células sob condi¢bes de
estimulo (LIND et al., 2017). Citocinas pro-inflamatorias como IL-13 € TNF-a e PAMPs
a exemplo do LPS, estimulam a expressdo de iINOS em macrofagos através da
ativacao do fator de transcrigcdo nuclear NF-kB (MACMICKING; XIE; NATHAN, 1997;
CINELLI et al., 2020).

Durante o processo inflamatorio agudo, o 6xido nitrico € capaz de aumentar a

acao efetora dos fagocitos e contribuir para a eliminacdo de micro-organismos
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invasores, 0 que é possivel devido as suas acgfes citotoxicas (CHAKRAVORTTY;
HENSEL, 2003). A citotoxicidade do NO esta relacionada principalmente a capacidade
dessa molécula de se ligar com o ferro promovendo a inativacdo de enzimas que
contenham o grupo heme, e de formar espécies reativas de nitrogénio, que podem
causar danos diretos ao DNA microbiano (BURNEY et al., 1999; SHARMA; AL-
OMRAN; PARVATHY, 2007). Além disso, ja € bem estabelecido que o NO participa
do processo inflamatdério através de efeitos vasculares diretos como vasodilatacéo e
aumento da permeabilidade vascular (CLANCY; ABRAMSON, 1995).

1.4 CD69 e inflamacéo

O CD69 é uma proteina receptora transmembrana definida como uma molécula
cujos niveis estdo aumentados durante ativacao precoce de leucocitos (SANCHO;
GOMEZ; SANCHEZ-MADRID, 2005). A expressdo do gene de CD69 é regulada por
fatores de transcricdo induziveis incluindo NF-kB e AP-1 (LOPEZ-CABRERA et al.,
1995; CASTELLANOS et al., 1997). Essa molécula é expressa constitutivamente em
plaquetas e mondcitos e pode ser induzida em neutréfilos e macréfagos ativados
(GAVIOLI et al.,, 1992; MARZIO et al., 1997). A expressdo elevada de CD69 é
observada em doencas inflamatorias crénicas, em especial nas doencas auto-imunes,
0 que indica que esse receptor é capaz de mediar a ativacdo de células imunes e
exercer efeitos pro-inflamatérios (GORABI et al., 2020).

A estimulacdo de CD69 pode promover a ativacdo da MAPK ERK que esta
relacionada a inducéo da transcricdo de mediadores inflamatérios como citocinas e
qguimiocinas (ZINGONI et al., 2000). Estudos com anticorpos anti-CD69 sugerem que
ele desempenha diversas fungdes em varios aspectos da resposta imune, incluindo a
ativacdo de células T, a producdo de oxido nitrico por macrofagos, a agregacao
plaguetaria e a degranulacdo de neutréfilos (TESTI et al.,, 1990; ZIEGLER,;
RAMSDELL; ALDERSON, 1994; MARZIO et al., 1997; ISHIZAKI et al., 2012).
Adicionalmente, trabalhos com modelos experimentais in vivo mostram que o CD69
exerce papel importante no processo inflamatério caracteristico de algumas doencgas
como asma e artrite reumatéide (SANCHO et al., 2006; ISHIZAKI et al., 2012; GORABI
et al., 2020; YUN et al., 2020).
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1.5 Macroéfagos e neutrofilos na inflamacao

Neutroéfilos e macréfagos séo dois grupos de células do sistema imune inato
que surgem de precursores comuns e compartilham algumas caracteristicas (PRAME
KUMAR; NICHOLLS; WONG, 2018). Essas células fazem parte do sistema fagocitico
mieloide e exercem funcdes essenciais no processo inflamatério e na defesa do
hospedeiro (SILVA; CORREIA-NEVES, 2012). Ambas séo células granulares com
capacidade de liberar mediadores como citocinas, quimiocinas e espécies reativas de
oxigénio. Embora compartilhem muitas caracteristicas, neutréfilos e macrofagos tém
papeis distintos na imunidade inata e atuam de forma cooperativa durante a
inflamacdo (BUTTERFIELD; BEST; MERRICK, 2006; SILVA; CORREIA-NEVES,
2012; PRAME KUMAR; NICHOLLS; WONG, 2018; BOUCHERY; HARRIS, 2019).

Os macrofagos sao células residentes encontrados em todos os 6rgaos e
exercem pelo menos trés funcdes principais: apresentacdo de antigenos, fagocitose
e imunomodulacdo (GORDON; PLUDDEMANN, 2017). Sendo responsaveis por
eventos como a iniciagdo da resposta inflamatéria, interacdo entre o sistema imune
inato e adaptativo e ativagao do processo de resolucao da inflamacédo (FUJIWARA,
KOBAYASHI, 2005). Ja os neutrofilos, devido a sua elevada reatividade, néo residem
em tecidos (sdo encontrados principalmente na medula 6ssea e na circulacdo),
representam o primeiro grupo de células a serem recrutadas durante a resposta
inflamatéria aguda, possuem atividade microbicida e imunoreguladora, pela producéo
das NETs (armadilhas extracelulares de neutréfilos) e citocinas (LEHMAN; SEGAL,
2020).

Durante o desencadeamento do processo inflamatério, os macrofagos que
patrulham os tecidos reconhecem sinais de perigo e liberam varios mediadores pro-
inflamatorios como as citocinas IL-1B, IL-6, TNF-a e a quimiocina CXCL-1. Esses
mediadores agem em conjunto para iniciar o processo inflamatério e estimulam o
extravasamento de neutrdéfilos da corrente sanguinea para o local da injuria através
de um processo de varias etapas conhecido como cascata de recrutamento de
neutrofilos (KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013; NOURSHARGH; ALON, 2014).

A etapa inicial da cascata de recrutamento de neutréfilos consiste no
estabelecimento de interagfes fracas e transitdrias entre os neutrofilos e as células
endoteliais das vénulas pos-capilares localizadas nas proximidades dos tecidos
inflamados (LEY et al., 2007; NOURSHARGH; ALON, 2014). Esse evento € mediado
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pelas integrinas, presentes na superficie dos neutrdfilos, e pelas selectinas (P-
selectina e E-selectina) que tem expressdo induzida na superficie endotelial. A
interacdo das selectinas com proteinas ligantes de selectina, induz a ancoragem dos
neutrofilos ao endotélio e seu rolamento subsequente na mesma dire¢cdo do fluxo
sanguineo (KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013). Uma vez rolando ao longo do vaso,
0s neutrdfilos sdo ativados por quimiocinas e essa ativagcao promove o aumento da
afinidade das integrinas com seus ligantes induzindo a adeséao firme dos neutrofilos
ao endotélio. ApGs essa etapa, os neutrofilos iniciam o processo de transmigragéo e
deixam o sistema vascular através da camada de células endoteliais, chegando ao
sitio inflamado (SCHIMMEL; HEEMSKERK; VAN BUUL, 2017).

Ao chegarem no tecido, os neutréfilos exercem acdes microbicidas e podem
eliminar patdgenos tanto por mecanismos intracelulares como extracelulares. Esses
mecanismos estdo relacionados principalmente a liberacdo de armadilhas
extracelulares de neutrofilos e de granulos ricos em enzimas citotoxicas como
mieloperoxidade (MPO), elastase neutrofilica e defensinas, colaborando com os
macréfagos residentes na resposta inflamatoria inicial (SILVA; CORREIA-NEVES,
2012; BOUCHERY; HARRIS, 2019; LEHMAN; SEGAL, 2020). Além disso, os
neutréfilos induzem uma resposta inflamatéria de segunda onda, onde regulam a
liberacdo de moléculas quimioatraentes como catepsina G e azurocidina que atraem
monacitos da circulagdo para o sitio inflamado. Uma vez no local da inflamacéo, os
mondcitos sdo entdo induzidos a se diferenciarem em macrofagos com fenétipo pro-
inflamatorio (M1) e liberam grandes quantidades de NO e citocinas inflamatorias
potencializando a inflamacéo (Figura 2) (PRAME KUMAR; NICHOLLS; WONG, 2018).

Para evitar respostas inflamatérias exacerbadas o sistema imune conta com
uma série de mecanismos homeostaticos que visam a resolucdo da inflamacao
(ORTEGA-GOMEZ; PERRETTI; SOEHNLEIN, 2013). As primeiras fases desse
mecanismo tém como objetivo diminuir o acumulo de leucécitos no tecido. Ja é bem
estabelecido que a apoptose dos neutroéfilos infiltrados € um evento chave nesse
processo (EL KEBIR; FILEP, 2010). Os neutrofilos podem ter apoptose induzida
através da interacdo com proteinas de superficie presente em macrofagos vizinhos
(ALLENBACH et al., 2006). Esses neutroéfilos apoptéticos sdo entdo eliminados por
macrofagos residentes através da fagocitose (LEMKE, 2019). O processo de

fagocitose de neutréfilos induz a polarizacdo dos macrofagos para um fenotipo anti-
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inflamatorio (M2) que se caracteriza por secretar grandes quantidades de mediadores
anti-inflamatoérios e pro-resolucdo como as citocinas TGF-B e IL-10 (Figura 2). Além
disso, em macrofagos M2 a producédo de mediadores inflamatorios é inibida induzindo
regulacdo negativa da migracdo de neutréfilos para o tecido o que contribui para a
resolucdo da inflamacéo e reestabelece a homeostase (FADOK et al., 1998; TAN;
WENINGER, 2017; PRAME KUMAR; NICHOLLS; WONG, 2018).

Figura 2. Macréfagos e neutrofilos durante a resposta inflamatéria aguda.
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Fonte: Adaptado de (PRAME KUMAR; NICHOLLS; WONG, 2018).

Em geral, as acGes de macréfagos e neutréfilos permitem que o hospedeiro se
defenda e elimine com eficicia os insultos teciduais. Entretanto, se a atividade dessas
células néo for rigidamente regulada pode se tornar prejudicial e causar sérios danos
ao organismo através do estabelecimento de um processo inflamatério sustentado
(PRAME KUMAR; NICHOLLS; WONG, 2018).
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1.6 Modelos experimentais de inflamacao

Os modelos experimentais representam uma importante fonte de informacao
sobre os sistemas biologicos e cada vez mais se mostram clinicamente relevantes
para as doencas humanas, incluindo as doencas inflamatérias. Uma vez que permitem
o melhor entendimento da patogénese do processo inflamatério e sdo criticos para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas (FERREIRA; FERREIRA, 2003; GOYAL
et al., 2014; HARMS et al., 2021).

Dentre os modelos propostos para o estudo da inflamag&o, os modelos
experimentais de peritonite estéril ttm se mostrado uma ferramenta Util para a
explicacdo de processos inflamatérios agudos e para a avaliagdo do mecanismo de
acdo de drogas anti-inflamatérias (CASH; WHITE; GREAVES, 2009; BELLAVITA et
al., 2020; DE FARIAS SILVA et al., 2021; NGAMSRI et al., 2021). Esses modelos sé&o
largamente utilizados na literatura, uma vez que séo relativamente simples de serem
executados e tem elevado indice de reprodutibilidade, garantindo de forma rapida a
quantificacdo de parametros inflamatérios especificos (CASH; WHITE; GREAVES,
2009).

A peritonite induzida por zimosan, um componente da parece celular de fungos,
€ um modelo experimental de peritonite estéril cuja descricdo data de 1985 e desde
entdo é utilizado (DOHERTY et al., 1985) . A injecédo intraperitoneal desse composto
em animais é capaz de ativar, via heterodimeto TLR2/TLR6, células residentes como
macrofagos peritoneais e induzir de maneira coordenada todos os eventos do
processo inflamatério agudo, incluindo infiltracdo de leucdcitos, dor e producao de
mediadores inflamatorios (citocinas, quimiocinas e prostandides dentre outros),
mimetizando a resposta inflamatoria normal de um individuo imunocompetente
(ROUZER et al., 1980; DOHERTY et al., 1985; UNDERHILL, 2003; CASH; WHITE;
GREAVES, 2009). Além disso, existem varias vantagens na utilizacdo do zimosan em
relacédo a outros insultos e na utilizagdo da peritonite em relacdo a outros modelos de
inflamacé&o aguda. Dentre as principais vantagens desse modelo podemos destacar:
0 manejo da gravidade do insulto inflamatério (gravidade pode ser variada mudando
a dose de zimosan administrada); a grande quantidade de exsudato que pode ser
obtido na cavidade peritoneal, viabilizando a analise de muitos parametros numa

mesma amostra; e o fato dos niveis maximos da migracédo de neutrofilos ocorrerem
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com 4 horas apos o desafio, o que permite uma experimentacdo rapida (CASH;
WHITE; GREAVES, 2009).

Além dos modelos de peritonite, que avaliam os aspectos gerais da inflamacao,
modelos experimentais mais complexos e especificos que mimetizam em animais
doencas humanas como sepse, asma e lesdo pulmonar aguda sdo essenciais para a
avaliar mecanismos inflamatorios caracteristicos de cada doenca e para testar novos
farmacos candidatos a ensaios clinicos (MATUTE-BELLO; FREVERT; MARTIN, 2008;
STORTZ et al., 2017; AUN et al., 2018).

A lesdo pulmonar aguda (LPA) é uma doenca inflamatoria pulmonar
frequentemente seguida pela sindrome do desconforto respiratorio agudo (SDRA),
condicdo grave associada a elevadas taxas de mortalidade (GOSS et al., 2003;
BELLANI etal., 2016; PHAM; RUBENFELD, 2017). A LPA/SDRA se manifesta através
da instalacdo de um processo inflamatdrio exagerado no espaco aéreo pulmonar,
caracterizado clinicamente por infiltrado pulmonar bilateral, edema pulmonar e
quadros severos de hipoxemia (GOUDA; BHANDARY, 2019; ZHOU; FAN; FAN,
2021).

Para simular a LPA em humanos os modelos animais devem reproduzir a
resposta inflamatéria aguda nos espacos aéreos e nessa perspectiva, varios modelos
experimentais tém sido desenvolvidos (MARTIN; MATUTE-BELLO, 2011). A inducéo
da LPA pela administracdo intranasal ou intratraqueal de endotoxinas tem sido uma
estratégia bastante utilizada, sendo a LPA induzida por lipopolissacarideo bacteriano
(LPS) um dos modelos experimentais mais usados em pesquisas dessa area. A
instilacdo nasal ou intratraqueal de LPS é capaz de induzir em animais sintomas muito
semelhantes a LPA em humanos (MATUTE-BELLO; FREVERT; MARTIN, 2008).
Esse lipopolissacarideo, ativa os macréfagos alveolares por meio do receptor TLR4 e
induz a secrec¢do de mediadores inflamatorios como IL-1B, IL-6, TNF-a e CXCL-1 que
promovem, dentre outras atividades, o recrutamento de neutréfilos para o espacgo
alveolar (LU et al., 2018; LASKIN; MALAVIYA; LASKIN, 2019). Ao chegarem nos
espacos aereos, 0s neutrofilos sdo completamente ativados, liberam mediadores
citotoxicos (MPO e ROS) e causam graves danos epiteliais e endoteliais culminando
com a quebra da barreira alvéolo-capilar, formagdo de edema e deposi¢cdo de

membrana hialina na parede do alvéolo (Figura 3.), levando as alteracbes
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histopatolégicas caracteristicas da doenca (ABRAHAM, 2003; GROMMES;
SOEHNLEIN, 2011; ZHOU; DAI; HUANG, 2012).

Figura 3. Resposta inflamatéria durante a lesdo pulmonar aguda induzida por LPS.
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A utilizagdo do LPS como insulto pulmonar direto para inducdo de LPA
apresenta uma série de vantagens que incluem o fornecimento de respostas
inflamatorias parecidas com as obtidas em hospedeiros com infec¢des bacterianas, a
reprodutibilidade do modelo, e a rapidez com que a lesdo pulmonar consegue ser
estabelecida (24 horas ap6s a administracdo de LPS) (MATUTE-BELLO; FREVERT;
MARTIN, 2008).

Somado aos modelos de experimentacao in vivo, 0s modelos in vitro como a
cultura de células, também sao bastante utilizados no estudo da inflamacao. Esses
modelos, fornecem informacdes importantes sobre o comportamento molecular e
bioguimico individual das células imunes em condi¢des normais e em condicbes
patologicas e permitem a avaliagcao de processos celulares particulares (BERMUDEZ-
BRITO et al., 2013; CAVALCANTE-SILVA et al., 2019; KAKINOKI et al., 2020).



35

Os macrofagos sao células imunes inatas que desempenham papel importante
na resposta inflamatoria sendo imprescindiveis para eventos como iniciacao,
perpetuacéo e reparacdo da inflamacéo (FUJIWARA; KOBAYASHI, 2005; GORDON,;
PLUDDEMANN, 2017). Diante disso, os modelos experimentais de cultura dessas
células tém sido largamente utilizados (CAl et al., 2013; JIN; KRUTH, 2016; JI et al.,
2020). Macrofagos em cultura podem ser ativados por uma grande variedade de
estimulos, inclusive zimosan ou LPS, e quando ativados passam por alteracfes
metabdlicas e morfoldgicas e secretam muitos mediadores, gerando uma resposta
inflamatodria coordenada, bem caracterizada e facilmente reproduzivel (M@RLAND;
KAPLAN, 1977; ADEREM, 2001; UNDERHILL, 2003). Pode-se dizer que dentre as
aplicacbes dos modelos experimentais de cultura de macrofagos, uma de suas
principais utilidades é a avaliagdo da atividade farmacologica e dos mecanismos de
acao molecular de drogas com potencial anti-inflamatoério (CARVALHO et al., 2019;
MARREIRO DE SALES-NETO et al., 2019; LIMA et al., 2020).

1.7 Adutos de Morita-Baylis-Hillman e 2-(3-Hidroxi-2-oxoindolin-3-il)acrilonitrila
(ISACN)

Na busca por novas fontes de moléculas bioativas com potencial anti-
inflamatorio, os farmacos sintéticos tém desempenhado papel significativo no
processo de descoberta e desenvolvimento de drogas (MARK; TRICKLER; MILLER,
2001; HU et al., 2020; TANG et al., 2020). Nesse sentido, um grupo de moléculas
sintéticas conhecidas como adutos de Morita-Baylis-Hillman (AMBH) tém chamado a
atencdo (FAHEINA-MARTINS et al., 2017; BRITO et al., 2020).

Os adutos de Morita-Baylis-Hillman (AMBHS) representam uma classe nova de
compostos bioativos, obtidos a partir da reacdo Morita-Baylis-Hillman, uma das
metodologias mais recentes na quimica organica para a formacéo de ligacdes entre
carbonos (MORITA; SUZUKI; HIROSE, 1968; LIMA-JUNIOR; VASCONCELLOS,
2012). De maneira geral, essa reagdo consiste basicamente no acoplamento entre
aldeidos ou cetonas com alcenos ligados a grupos elétron-atraentes, na presenca de
uma amina terciaria como catalisador nucleofilico (BASAVAIAH; RAO;
SATYANARAYANA, 2003; ZHONG et al., 2018).

Desde que foi descrita, a reacdo de Morita-Baylis-Hillman tém se destacado e

ganhando importancia na quimica organica e medicinal devido ao seu potencial para
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a sintese de novos farmacos de forma mais barata e eficiente, apresentando como
principais vantagens: a economia de atomos (todos os atomos dos reagentes sao
incorporados no produto) e a possibilidade de execu¢cdo em meio aquoso. Além disso,
a maioria dos AMBH pode ser preparada usando protocolos sintéticos rapidos,
ecologicos e que fornecam altos rendimentos, o que viabiliza as pesquisas com esses
produtos (LIMA-JUNIOR; VASCONCELLOS, 2012; BRITO et al., 2020).

Inicialmente, os AMBHs foram utilizados como intermediarios na sintese de
produtos naturais, e apesar de ainda serem largamente empregados com essa
finalidade, a comunidade cientifica vém demostrando interesse em avaliar
biologicamente a acdo desses compostos frente a patologias (BASAVAIAH; RAO;
REDDY, 2007). Vérias atividades bioldgicas ja foram descritas para essas moléculas
das quais podemos citar: acao antimalarica (KUNDU et al., 1999; DE SOUZA et al.,
2004), moluscicida (VASCONCELLOS et al., 2006), leishmanicida (DE SOUZA et al.,
2007; KAUR et al., 2011; DA SILVA et al., 2016; XAVIER et al., 2016; DA CAMARA
ROCHA et al., 2019), antitumoral (G. LIMA-JUNIOR et al., 2016), hipolipidémica
(PATRA et al, 2003) e mais recentemente acao anti-inflamatéria (FAHEINA-
MARTINS et al., 2017; LACERDA, 2017) e antibacteriana (DIAS, 2020)

O 2-(3-Hidroxi-2-oxoindolin-3-il)acrilonitrila (ISACN) (Figura 4) € um AMBH cuja
sintese organica é realizada com cetonas e usando como substrato a isatina, um
produto natural comercial. Nessas condicbes, o ISACN é obtido em excelentes
rendimentos e em curto tempo reacional (99% de rendimento/20 minutos ) (G. LIMA-
JUNIOR et al., 2016; BRITO et al., 2020). Um estudo recente mostra que o ISACN
possui baixa toxicidade aguda em ensaios ndo clinicos e ndo é capaz de induzir
genotoxicidade, sendo assim, um o6timo candidato a farmaco do ponto de vista
toxicologico (DIAS, 2020). Adicionalmente, o ISACN ja demostrou agao anti-leucémica
em células HL-60 apresentando potencial anticancerigeno (G. LIMA-JUNIOR et al.,
2016).
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Figura 4. Estrutura quimica do ISACN.
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Nesse contexto, o potencial anticancerigeno exibido pelo ISACN justifica a
investigacdo de sua acao anti-inflamatoria, tendo em vista que existe uma estreita
relacdo entre o cancer e a inflamacédo néo controlada, e que o estado inflamatorio é
essencial para manutencao e progressao de tumores (MURATA, 2018; KINOSHITA;
GOTO, 2021). Além disso, outros AMBHs com estrutura semelhante a do ISACN
demostraram efeito anti-inflamatorio tanto in vitro como in vivo em diferentes modelos
experimentais, o que também direciona 0 nosso estudo nessa perspectiva
(LACERDA, 2017; FAHEINA-MARTINS et al., 2017).
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2. OBJETIVOS
2.1 Geral

Avaliar o efeito anti-inflamatério do AMBH ISACN investigando a sua

interferéncia em processos inflamatorios agudos e seu mecanismo de acao.

2.2 Especificos
2.2.1 Invivo:

- Determinar o potencial anti-inflamatério do ISACN em modelo experimental de
peritonite induzida por zimosan e de lesdo pulmonar aguda induzida por LPS.

2.2.2 In vitro:

- Determinar o efeito imunomodulador do ISACN em macrofagos peritoneais murinos
estimulados com zimosan ou com LPS.
- Determinar o mecanismo de acdo da atividade anti-inflamatéria de ISACN em

macréfagos peritoneais murinos estimulados com LPS.
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3. METODOLOGIA

3.1 Animais

Neste estudo foram utilizados camundongos Swiss fémeas provenientes do
biotério Prof. Thomas George alocado na Universidade Federal da Paraiba em Joao
Pessoa-PB e camundongos BALB/c machos provenientes do do biotério central do
Instituto Aggeu Magalhdes alocado na Universidade Federal de Pernambuco em
Recife-PE. Ambos com 6 — 8 semanas de idade, pesando entre 25 - 30 g. Esses
animais foram mantidos sob controle alimentar com uma dieta balanceada a base de
racao tipo pellets (Purina) com livre acesso a agua, com ventilacdo e temperatura
(25 + 1 °C) controladas e constantes, submetidos diariamente a um ciclo claro-escuro
de 12 h, sendo o periodo claro das 06h00 as 18h00. Todos os procedimentos
experimentais desse trabalho foram analisados e aprovados pelo Comité de Etica no
Uso Animal (CEUA/UFPB) sob a certiddo N°2921050818 (Anexo A).

3.2 Obtencéao e preparo do ISACN

O AMBH 2-(3-Hidroxi-2-oxoindolin-3-il)acrilonitrila (ISACN) utilizado nesse
estudo foi doado pelo Prof. Dr. Claudio Gabriel Lima Junior do Laborat6rio de sintese
organica medicinal da Paraiba, alocado no Centro de Ciéncias Exatas e Naturais da
UFPB. A sintese do ISACN foi realizada em uma Unica etapa na qual a isatina e a
acrilonitrila foram utilizadas como substratos, o tetraidrofurano (THF) como solvente e
o 1,4-diazabiciclo [2.2.2] octano (DABCO) serviu como catalizador (Figura 5.). Apés a
reacao, realizou-se a remocéao do solvente organico e o ISACN foi obtido na forma de
p6 (G. LIMA-JUNIOR et al., 2016).

As doses de ISACN utilizadas in vivo foram estabelecidas de acordo com um
estudo anterior que avaliou a agdo anti-inflamatoria da isatina (RABELO SOCCA et
al., 2014). Ja as concentragdes de ISACN utilizadas in vitro foram escolhidas de
acordo com o trabalho de Faheina-Martins (2017) onde foi avaliado a acdo anti-

inflamatéria de outros AMBH.
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Figura 5. Esquema geral da sintese do ISACN.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Para a realizacdo dos experimentos in vivo, o ISACN foi dissolvido em tween
80 e em seguida diluido em solugéo salina para a obtencéo das doses desejadas, de
modo que a concentracdo final de tween na solugcdo néo ultrapassou 2%. Nesses
experimentos, toda a dissolugéo e diluicdo do ISACN era feita imediatamente antes
do uso. Para os experimentos in vitro, foi preparada uma solucdo mae de ISACN em
dimetilsufoxido (DMSO) (5 mg/mL) e as demais solucdes intermediarias (obtidas a
partir da solugcdo méae) foram preparadas em meio de cultura Royal Park Memorial
Institute 1640 (RPMI), imediatamente antes do uso. A concentracdo maxima de DMSO
utilizada foi 0,06%.

3.3 Experimentos in vivo

3.3.1 Protocolo experimental de peritonite induzida por zimosan

A fim de avaliar o potencial anti-inflamatorio do ISACN no processo inflamatorio
agudo, inicialmente foi realizada uma triagem farmacoldgica utilizando o modelo
experimental de peritonite induzida por zimosan (DOHERTY et al., 1985). Para isso,
camundongos Swiss fémeas foram desafiados via intraperitoneal (i.p) com 500 yL de
uma solugéo contendo zimosan na concentracdo de 2 mg/mL preparada em salina
(0,9%) estéril (CARVALHO et al., 2019).
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3.3.2 Tratamento dos animais durante o modelo experimental de peritonite

Os animais foram separados aleatoriamente em seis grupos experimentais (n=6):
CONTROLE, TWEEN, ZIM, ISACN 1,5 mg/kg + ZIM, ISACN 6mg/kg + ZIM e ISACN
24 mg/kg + ZIM. Os animais do grupo CONTROLE e do grupo TWEEN representam
animais saudaveis que receberam apenas salina (0,9%) ou tween 80 (2%),
respectivamente. Os animais do grupo ZYM representam animais que foram apenas
desafiados com zimosan (2 mg/mL), e os animais dos grupos ISACN 1,5 mg/kg + ZIM,
ISACN 6mg/kg + ZIM e ISACN 24 mg/kg + ZIM representam animais que foram
tratados com ISACN nas doses 1,5 mg/kg, 6 mg/kg ou 24 mg/kg e em seguida
desafiados com zimosan (conforme tabela 1). Todos os tratamentos foram realizados
em dose Unica e via intraperitoneal 1 hora antes do desafio. Quatro horas apés o
desafio com zimosan, os animais foram eutanasiados e foi entdo coletado o lavado
peritoneal. A partir do lavado peritoneal foram determinados os parametros: migracao
de células, influxo de proteinas e producao de citocinas. O esquema de tratamento e
induc&o da peritonite pode ser visualizado na figura 6.

Tabela 1. Distribuicdo dos grupos durante o protocolo experimental de peritonite
induzida por zimosan.

GRUPOS
CONTROLE
TWEEN
ZIM
ISACN 1,5 mg/kg + ZIM
ISACN 6 mg/kg + ZIM
ISACN 24 mglkg + ZIM

TRATAMENTOS
Salina 0,9 %
Tween 80 2%

ISACN 1,5 mg/kg

ISACN 6 mg/kg

ISACN 24 mg/kg

DESAFIO

Zimosan 2 mg/mL
Zimosan 2 mg/mL
Zimosan 2 mg/mL

Zimosan 2 mg/mL
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Figura 6. Esquema representativo do protocolo experimental de peritonite induzida por
zimosan.

4 h
Desafio com
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—————
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Fonte: Adaptada de (Carvalho, 2018)

3.3.3 Coleta do lavado peritoneal e determinacdo da migracdo de células totais e
diferenciais

A coleta do lavado peritoneal foi realizada 4 horas apds o desafio com zimosan.
Os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e o lavado foi obtido
através da injecdo de 3 ml de PBS (tampédo fosfato salino) gelado na cavidade
peritoneal, que foi recuperado via puncao apos realizacdo de massagem no peritdnio
por um periodo de 30 segundos. O exsudato coletado foi transferido para tubos tipo
eppendorf e centrifugados a 1500 rpm por 5 minutos a 4 °C. Apés o periodo de
centrifugacéo, os sobrenadantes foram coletados e armazenados a -20 °C.

As células presentes nos pellets foram ressuspensas em PBS e uma aliquota
foi diluida em azul de Turk (0,01% de cristal violeta em 3% de acido acético) na
proporcao de 1:10 A contagem de células totais foi feita com auxilio da camara de
Neubauer e de microscopio Optico utilizando objetiva de 10x ou 40X (BX40,
OLYMPUS).

Para contagem diferencial das células, 50 uL da suspensdo de células do
lavado peritoneal foram centrifugados na citocentrifuga do tipo citospin (FANEN, Séo
Paulo, SP, Brasil Mod 2400) a 1500 rpm por 10 minutos. As laminas obtidas foram
fixadas e coradas pelo método pandtico (Kit Pandtico, Renylab). A contagem
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diferencial de células foi realizada por microscopia Optica, utilizando para isso a
objetiva de imersédo (100X). Cada lamina foi percorrida até a contagem de 100 células.
Mononucleares e neutrofilos foram identificados segundo coloracéo e caracteristicas
morfoldgicas.

3.3.4 Determinacao do influxo de proteinas na regido peritoneal

A avaliacdo do influxo de proteinas no exsudato peritoneal foi realizada pela
determinacao dos niveis de proteinas totais presentes no sobrenadante do lavado
peritoneal. Para essa quantificacéo, foi utilizado o método colorimétrico do reativo do
biureto, que é uma solucdo de sulfato de cobre (CuSOa) e tartarato duplo de sédio e
potassio (KNaCsHsOs). Os ions cobre (Cu*?) em meio alcalino presentes no Reagente
de Biureto reagem com as ligacdes peptidicas das proteinas séricas formando cor
purpura. De forma que, quanto maior for a quantidade de proteinas na amostra maior
serd a intensidade de cor no meio. As amostras dos diferentes grupos experimentais
foram entdo, colocadas na presenca do reativo de biureto de acordo com as
recomendacdes e procedimentos indicados pelo kit de determinacdo de proteinas
totais da Biotécnica®, e a leitura foi realizada em espectrofotémetro (Spectramax 190

— Molecular Device) a 600 nm.

3.3.5 Quantificagcéo das citocinas IL-6, IL-18 e TNF-a no lavado peritoneal

O sobrenadante do lavado peritoneal foi utilizado para a quantificacdo das
citocinas IL-6, IL-1B8 e TNF-a. Para isso, foi utilizado o Teste Imunoenzimatico ELISA
direto ou sanduiche, que se baseia nas interacbes antigeno-anticorpo. Os
procedimentos experimentais foram realizados de acordo com o protocolo
especificado no Kit do fabricante de cada citocina (eBIOSCIENCE).

Placas de ELISA (NUNC-Immuno™) foram sensibilizadas com o anticorpo de
captura especifico para cada citocina, e incubadas por 18 h a 4 °C. Ap0s este periodo,
as placas foram lavadas com PBS contendo 0,05% de tween 20 (PBST) e os sitios
inespecificos foram bloqueados com a solucao de blogueio (PBS contendo 10 % de
soro fetal bovino) por uma hora. Novamente, as placas foram lavadas em PBST e
foram adicionadas tanto as amostras a serem analisadas, quanto diferentes

concentracbes das citocinas recombinantes para a realizagdo da curva. As placas
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foram novamente incubadas por 18 horas a 4°C. Terminado o periodo de incubacéo,
as placas foram lavadas e o complexo detector formado pelo anticorpo de deteccéo
biotinilado foi adicionado as placas e incubadas por uma hora. Posteriormente, as
placas foram novamente lavadas e o complexo enzimatico avidina-peroxidase (avidin-
HRP) foi adicionado. As placas foram incubadas por meia hora a temperatura
ambiente. Apés lavagens adicionais, a reacéo foi revelada pela adicdo da solucéo
substrato contendo tetrametilbenzidina (TMB) e peréxido de hidrogénio (H202) e apos
15 minutos, a reacéo foi interrompida com acido sulfarico e a leitura realizada em leitor
de microplaca (BioTekELx800~, Thermo Fisher Scientific) a 450 nm. As quantidades

de citocinas foram calculadas a partir das curvas-padréo.

3.3.6 Protocolo experimental de lesdo pulmonar aguda induzida por LPS

Apos a triagem farmacoldgica e escolha da melhor dose, com o intuito de
avaliar o efeito do ISACN em uma doenca anti-inflamatéria, foi realizado o modelo
murino de lesdo pulmonar aguda. Para o protocolo de LPA foram utilizados
camundongos BALB/c machos. Esses animais foram inicialmente anestesiados pela
administracdo intra-muscular (i.m.) de solucdo anestésica contendo 29 mg/mL de
cetamina e 1,91 mg/mL de xilasina, e receberam via instilagdo nasal (i.n.) 50 yL de
uma solucao contendo LPS (2,5 mg/kg) (Escherichia coli - Sigma-Aldrich), conforme
protocolo ja descrito na literatura (PACHECO DE OLIVEIRA et al., 2015; MARCIA et
al., 2019).

3.3.7 Tratamento dos animais durante o modelo experimental de LPA

Durante o protocolo murino de LPA, os animais foram separados
aleatoriamente em quatro grupos experimentais (n=6): CONTROLE, LPS, ISACN +
LPS e DEXA + LPS. O grupo CONTROLE representa animais saudaveis que
receberam apenas o veiculo estéril (salina 0,9%); o grupo LPS representa animais
apenas desafiados com LPS; o grupo ISACN + LPS representa animais que foram
tratados com ISACN na dose de 24 mg/kg e posteriormente desafiados com LPS; e o
grupo DEXA+LPS representa animais que foram tratados com a droga padréo

dexametasona (DECADRON® - injetavel) na dose de 2,5 mg/kg e em seguida
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desafiado com LPS (conforme tabela 2). Os tratamentos com ISACN ou com
dexametasona foram realizados em dose Unica e via intraperitoneal uma hora antes
do desafio. Os animais do grupo controle receberam o veiculo (salina estéril) via
intranasal, no mesmo momento em que 0s outros grupos foram tratados. Uma hora
apos os tratamentos, os animais foram desafiados com 2,5 mg/kg de LPS via
intranasal, através da administracdo de uma solucdo que foi gotejada nas narinas até
a total absorcao. Vinte e quatro horas ap6s o desafio, os animais foram submetidos a
eutanasia por overdose anestésica e foi coletado o fluido do lavado broncoalveolar
(BALF) e o pulméo. O BALF foi utilizado para a determinagcédo da migracao de células
totais e diferenciais, influxo de proteinas e producédo de citocinas e quimiocinas e o
tecido pulmonar foi utilizado para a avaliagdo histopatoldégica. O esquema de
tratamento e inducédo da LPA pode ser visualizado na figura 7.

Tabela 2. Distribuicdo dos grupos durante o protocolo experimental de lesdo pulmonar
aguda induzida por LPS.

GRUPOS TRATAMENTOS DESAFIO
CONTROLE - Salina 0,9%
LPS - LPS 2,5 mg/kg
ISACN 24 mg/kg + LPS ISACN 24 mg/kg LPS 2,5 mg/kg
DEXA 2,5 mg/kg + LPS Dexametasona 2,5 mg/kg LPS 2,5 mg/kg

Figura 7. Esquema representativo do protocolo experimental de lesdo pulmonar
aguda induzida por LPS.
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3.3.8 Coleta do fluido do lavado broncoalveolalar (BALF) e determinacdo da
migracao de células totais e diferenciais para o pulmao

Vinte e quatro horas apoés o desafio com LPS, os animais foram eutanasiados
por overdose anestésica e tiveram a traqueia cirurgicamente exposta. A coleta do
BALF foi realizada através de um processo de lavagem das vias aéreas. Para isso, foi
inserido um cateter na traqueia do animal no qual foi conectada uma seringa contendo
0,5 mL de PBS gelado que foi administrado na traqueia e direcionado para o pulmao
e em seguida recuperado (apos 10 seg). Esse procedimento de lavagem foi realizado
trés vezes para cada animal totalizando uma amostra de 1,5 mL de BALF por animal.
O BALF obtido era transferido para tubos do tipo ependorf e colocado no gelo para
processamento imediato.

Para determinacdo das células totais, uma aliquota do BALF foi retirada e
adicionada a solucédo de Turk na proporcao de 1:4 e os leucécitos foram contados com
0 auxilio de camara de Neubauer e microscépio 6ptico (BX40, OLYMPUS).

Para a determinacdo das células diferenciais, o BALF foi centrifugado (1500
rpm por 5 minutos a 4 °C), o sobrenadante obtido foi armazenado (-20°C) e o pellet
foi ressuspenso em PBS. Em seguida, 200 pyL da suspensao de células do BALF foram
centrifugados na citocentrifuga do tipo citospin (FANEN, S&o Paulo, SP, Brasil Mod
2400) a 1500 rpm por 10 minutos. As laminas obtidas foram fixadas e coradas pelo
método pandtico (Kit Pandtico, Renylab). A contagem diferencial de células foi
realizada por microscopia Optica, utilizando para isso a objetiva de imersao (100X).
Cada lamina foi percorrida até a contagem de 100 células. Neutréfilos e

mononucleares foram identificados segundo coloragéo e caracteristicas morfologicas.

3.3.9 Determinacéao do influxo de proteinas na regido broncoalveolar

O influxo de proteinas na regido broncoalveolar foi determinado através da
avaliacdo dos niveis de proteinas totais no BALF dos animais dos diferentes grupos.
A concentracdo de proteina foi mensurada no sobrenadante do BALF pelo método do
reagente biureto de acordo com as instru¢cdes do fabricante (Biotécnica®), conforme

descrito anteriormente (item 3.3.4).
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3.3.10 Quantificacdo das citocinas IL-1B, IL-6 e TNF-a e da quimiocina CXCL-1 no
BALF

As citocinas IL-1B, IL-6 e TNF-a e quimiocina CXCL-1 foram quantificadas em
amostras do sobrenadante do BALF dos diferentes grupos experimentais pelo ensaio
imunoenzimatico ELISA direto ou sanduiche, de acordo com as recomendagfes do

fabricante (eBIOSCIENCE), conforme descrito anteriormente no item 3.3.5.

3.3.11 Avaliacao histopatoldgica pulmonar

Para avaliar as caracteristicas histolégicas do tecido pulmonar, ambos os
I6bulos direito e esquerdo do pulméo dos animais foi coletado. Apos a coleta, o 6rgéao
foi embebido em fixador (formalina tamponada) até o momento do processamento
histolégico. Para o processamento, os pulmdes fixados foram inicialmente hidratados
por imersdo em agua corrente (24 horas). Apés esse procedimento, as amostras foram
desidratadas em concentracdes crescentes de alcool etilico (70%, 80%, 90% e 100%
-1 hora em cada concentracdo) e em seguida imersas em xilol (2 horas), e por fim em
parafina liquida (parafina histolégica- ERVIEGAS). Os “blocos” obtidos com a
solidificacdo da parafina foram submetidos a cortes histolégicos com o auxilio de um
micrétomo (SP Labor 300). Os cortes obtidos foram colocados em banho-maria (38 —
39°C), e posteriormente depositados em laminas e corados com Hematoxilina-Eosina
(H&E), onde a hematoxilina € um corante basico que cora os componentes acidos
como os nucleos das células e a eosina € um corante acido que cora 0s componentes
basicos como o citoplasma. A utilizacdo desses corantes permite, portanto, uma
observacéo geral de todas as estruturas pulmonares.

A analise morfolégica do tecido pulmonar foi realizada através de escore
histologico. No qual, foi atribuida uma pontuacdo de 0-4 de acordo com o grau de
alteracdes histologicas observadas. O campo microscopico foi pontuado como 0,1,2,3
ou 4, o que corresponde a normal (sem alteracdes), leve (alteragbes em menos de
25% do campo microscopico), moderado (alteracbes entre 25% - 50% do campo
microscopico), grave (alteracdes entre 50% - 75% do campo microscépico) ou
extremamente grave (alteracdbes em mais de 75% do campo microscopico),
respectivamente (conforme tabela 3). Cada lamina teve um total de 10 campos

observados e a pontuacao final foi obtida a partir do calculo da média desses dos
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campos. Os parametros avaliados foram: infiltrado celular, edema e hemorragia (WEI
et al., 2019).

Tabela 3. Escore histologico

ESCORE GRAU DE ALTERAGOES
0 Sem alteragoes
1 Leve : < 25% do campo
2 Moderado: entre 25% e 50% do campo
3 Grave: entre 50% e 75% do campo
4 Extremamente grave: > 75% do campo

3.4 Experimentos in vitro

Para verificar o efeito imunomodulador do ISACN em macréfagos foi realizado
o modelo experimental de cultura de macréfagos peritoneais murinos estimulados com

zimosan ou com LPS.

3.4.1 Obtencao e cultura de macréfagos peritoneais murinos

Os macrofagos utilizados nesse estudo foram obtidos a partir de camundongos
Swiss fémeas. Para isso, esses animais foram elicitados (via i.p.) com 2 mL de
tioglicolato de sédio e quatro dias apds esse estimulo foram eutanasiados por
deslocamento cervical e foi realizada a lavagem peritoneal com 5 mL de PBS gelado,
que foi injetado no peritdbnio e em seguida recuperado (ap6s 30 segundos de
massagem). O lavado peritoneal foi centrifugado (1500 rpm por 5 minutos e a 4 °C) e
as células ressuspendidas em 1 mL de meio RPMI completo (estreptomicina: 10
mg/mL, penicilina: 100 U.l./ml e soro fetal bovino:10%) (Sigma Aldrich). O niumero de
células viaveis foi determinado com o auxilio de camara de Neubauer e do corante
azul de tripan.

Os leucocitos peritoneais obtidos foram cultivados em meio RPMI completo em
placas de 96 pocos a uma concentracédo de 2x10° células/poco em um volume final de
200 yL e incubadas em estufa de CO:2 (atmosfera de 5% de CO2z a 37°C) por 2 horas
(periodo necessério para a adesdo dos macrofagos). Em seguida, as células nao
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aderentes foram removidas por aspiracdo e os macrofagos aderidos as placas foram

entdo submetidos a diferentes protocolos experimentais.

3.4.2 Cultura de macroéfagos peritoneais murinos estimulados com zimosan

Com afinalidade de avaliar a acdo imunomoduladora de ISACN em macrofagos
foi realizado primeiramente o modelo experimental de macrofagos estimulados com
zimosan (Figura 8). Macrofagos peritoneais murinos foram obtidos como descrito
anteriormente (item 3.4.1) e apoOs a etapa de adesao, foram incubados durante 24
horas com meio RPMI completo com adicdo ou ndo de zimosan (Sigma Aldrich) na
concentracédo de 0,2 mg/mL, na presenca ou auséncia de diferentes concentracdes
de ISACN (20 pM, 10 uM e 5 pM) e do DMSO (0,06%). Apds 24 horas de cultura, o
sobrenadante foi coletado para posterior dosagem das citocinas inflamatorias I1L-1f,
IL-6 e TNF-a e foi determinada a viabilidade celular. A tabela 4 representa a

distribuicdo dos grupos experimentais de acordo com os tratamentos.

Tabela 4. Distribuicdo dos grupos experimentais durante a cultura de macréfagos
peritoneais murinos estimulados com zimosan.

GRUPOS TRATAMENTOS ESTIMULO

CONTROLE - -
DMSO DMSO 0,06% -
ISACN 5uM ISACN 5uM -
ISACN 10uM ISACN 10pM -
ISACN 20uM ISACN 20uM -

ZIM - Zimosan 0,2 mg/mL

ISACN 5uM + ZIM ISACN 5uM Zimosan 0,2 mg/mL

ISACN 10uM + ZIM ISACN 10uM Zimosan 0,2 mg/mL

ISACN 20uM + ZIM ISACN 20uM Zimosan 0,2 mg/mL
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Figura 8. Esquema representativo do protocolo experimental de cultura de
macrofagos peritoneais murinos estimulados com zimosan.
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Fonte: Elaborada pela autora.

3.4.3 Determinagao da viabilidade celular

A determinacgéo da viabilidade celular dos macréfagos em cultura foi realizada
através do ensaio de MTT (brometo de 3-metil-[4-5dimetiltiazol-2-il]-2,5
difeniltetrazélio). Esse método, € um método colorimétrico que se baseia na
capacidade das células viaveis em reduzir o MTT, um sal amarelo, a cristais de
formazan, seu derivado de coloracdo violeta. De forma que, quanto maior a
intensidade da cor violeta, maior sera a viabilidade (MOSMANN, 1983).

Para determinar a viabilidade, ap0s 24 horas de incubacdo o sobrenadante da
cultura foi coletado e as células receberam meio RPMI completo suplementado com
10% de MTT (Sigma-Aldrich) a 5 mg/mL, e foram incubadas novamente por um
periodo de 4 horas. Apos esse periodo, o meio foi removido por aspiracao e os cristais
de formazan formados foram dissolvidos com 100uL/po¢o de DMSO (Sigma-Aldrich).
As placas foram lidas em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 570 nm
(BioTek ELx800™, Thermo Fisher Scientific) e a viabilidade celular foi entéo

quantificada pela medida da densidade 6ptica.
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3.4.4 Quantificacdo das citocinas IL1-B, IL-6 e TNF-a

As citocinas IL-183, IL-6 e TNF-a foram quantificadas no sobrenadante obtido da
cultura de macrofagos peritoneais pelo ensaio imunoenzimatico ELISA direto ou
sanduiche, de acordo com as recomendacfes do fabricante (eBIOSCIENCE),

conforme descrito anteriormente no item 3.3.5.

3.4.5 Cultura de macréfagos peritoneais murinos estimulados com LPS

Para a realizacdo desse protocolo experimental, os macréfagos peritoneais
foram obtidos como detalhado no item 3.4.1, e apds a etapa de adesdo, foram
incubados durante 24 horas com meio RPMI completo com adi¢cdo ou ndo de LPS
(Escherichia coli — Thermo Fisher Scientific) na concentracdo de 1ug/mL, na presenca
ou auséncia de ISACN nas concentracfes 10 uM ou 5 uM. ApGs 24 horas de cultura,
0 sobrenadante foi coletado e foi determinada a viabilidade celular pelo ensaio do MTT
conforme metodologia descrita anteriormente (item 3.4.3). O sobrenadante foi
utilizado para a determinacéo dos niveis de 6xido nitrico e das citocinas IL-1j3, IL-6,
TNF-a e IL-10 que foram mensuradas pelo ensaio imunoenzimatico ELISA direto ou
sanduiche conforme metodologia ja especificada (item 3.3.5). Os grupos
experimentais podem ser visualizados na tabela 5.

Tabela 5. Distribuicdo dos grupos experimentais durante a cultura de macréfagos
peritoneais murinos estimulados com LPS.

GRUPOS TRATAMENTOS ESTIMULO
CONTROLE - ;
ISACN 5uM ISACN 5uM ;
ISACN 10pM ISACN 10uM ;

LPS - LPS 1pg/mL
ISACN 5uM + LPS ISACN 5uM LPS 1pg/mL

ISACN 10uM + LPS ISACN 10uM LPS 1pg/mL
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Figura 9. Esquema representativo do protocolo experimental de cultura de macrofagos
peritoneais murinos estimulados com LPS.

B

Tioglicolato : 4 dias
; Qe 7,
~ e O

® — 4

Leucdcitos
peritoneais
ISACN
NO LPS
Citocinas ISACN+LPS
Viabilidade
—
Q. g

24h |

Fonte: Elaborada pela autora.

3.4.6 Quantificacdo dos niveis de NO

A producédo de NO foi quantificada indiretamente pela dosagem do nitrito, seu
produto de degradacdo mais estavel. Para isso, foi utilizado o método colorimétrico de
Griess, baseado no principio de que o nitrito em meio acido reage com a sulfonamina
p-aminobenzeno formando um sal diazénio que reage com a N-aftil-etilenodiamina
levando a obtencao final de um composto estavel de coloragao purpura. De forma que
a concentracao de nitrito na amostra esta diretamente relacionada a concentracdo de
NO e quanto maior essa concentracdo, maior sera a intensidade da cor purpura
(GREEN et al., 1982).

Para realizar essa quantificagdo, 50 uL do reagente de Griess (0,1% N-aftil-
etilenodiamina e 1% sulfonamina p-aminobenzeno em acido orto-fosforico 5%) foram
adicionados a 50 yL dos sobrenadantes obtidos da cultura de macréfagos peritoneais
murinos estimulados com LPS. Apo6s 10 minutos de reacdo a temperatura ambiente,
foi realizada a leitura das placas em 540 nm (BioTek ELx800~, Thermo Fisher
Scientific). Os resultados foram determinados por comparagdo com uma curva padréao

realizada com nitrito de sodio em diferentes concentracdes.

3.4.7 Avaliacdo da expresséo de CD69, TLR4, iINOS, P-ERK, P-JNK e P-p38
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Buscando determinar o mecanismo de acdo molecular do ISACN relacionado
a sua atividade anti-inflamataria, foi determinado por citometria de fluxo o efeito desse
AMBH na expresséo das moléculas CD69, TLR4, INOS, P-ERK, P-JNK e P-p38. Para
isso, macréfagos peritoneais murinos (obtidos como descrito no item 3.4.1) foram
cultivados em placas de 6 pogos a uma concentracdo de 1,5x10° células/poco em um
volume final de 2 mL, e incubados em estufa de CO:2 (atmosfera de 5% de CO2 a 37
°C) por 2 horas. Em seguida, as células em suspensdo foram removidas por
aspiracdo, os macréfagos aderidos foram tratados com 10uM de ISACN, estimulados
ou ndo com LPS na concentracdo de 1 pg/mL e incubados por um periodo de 24
horas. ApoOs 24 horas de cultura, o sobrenadante foi descartado, foi adicionado 1,5
mL de PBS gelado em cada poco e as células foram soltas das placas com o auxilio
de um raspador de células. As células obtidas apés a raspagem foram plaqueadas em
placas de 96 pocos (fundo U). Posteriormente, as placas foram centrifugadas (300 g,
6 min a 4 °C) e foi realizado o bloqueio das ligacdes inespecificas com a adicao do
anticorpo anti-CD16/32 (Thermo Fisher Scientific).

Para a marcacao das proteinas de superficie CD69 e TLR4, apds a etapa de
bloqueio com o CD16/32, as células foram incubadas separadamente com o0s
anticorpos anti-CD69 (FITC) (Thermo Fisher Scientific) ou anti-TLR4 (PE) (Thermo
Fisher Scientific) de acordo com as instrucdes de cada fabricante. Posteriormente, as
células foram lavadas e suspensas em PBS para leitura em citdbmetro de fluxo.

Ja para a marcacao das proteinas intracelulares INOS, P-ERK, P-p38 e P-JNK,
apos o blogueio, as células foram fixadas com 100uL/poco de Cytofix Buffer (BD
Biosciences), lavadas com PBS, permeabilizadas com 150uL/poco de Perm Buffer
(BD Biosciences) e em seguida incubadas separadamente sob condi¢des especificas
com os anticorpos anti-iNOS (PE) (Santa Cruz Biotechnology), anti- P-ERK 1/2 (PE)
(BD Biosciences), anti-P-p38 (PE-Cy7) (BD Biosciences) ou anti-P-JNK 1/2 (PE) (BD
Biosciences). Apos a incubacdo, as células foram lavadas e preparadas para a leitura
em citdmetro de fluxo.

As leituras foram realizadas em citdmetro de fluxo BD FACSCanto™ Il (Becton
Dickinson) e os dados foram gerados a partir da coleta de 10.000 eventos. A analise
foi baseada na obtencdo de um gréfico de tamanho (FSC) vs. granulosidade (SSC)
no qual foi feito um gate na populacdo de macrofagos excluindo os debris.

Posteriormente, a analise foi realizada de acordo com a porcentagem de células
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marcadas e com a intensidade de fluorescéncia emitida, através da geracado de um

grafico do tipo histograma (Figura 10). Esses dados foram avaliados pelo software
FlowJo verséo 10.

Figura 10. Esquema representativo da estratégia de analise dos dados de citometria
de fluxo.
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Fonte: Fonte: Elaborada pela autora. Histograma representativo de células do grupo LPS marcadas
com o anticorpo anti-TLR4.

3.4.8 Avaliacdo da expresséo génica de CD69 e iINOS

Ainda para determinar o mecanismo de acdo do ISACN, foi realizado por
reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (JQPCR) a avaliagdo da expressao génica
do CD69 e da INOS. Para esse experimento, macrofagos peritoneais murinos foram
cultivados em placas de 6 pocos, estimulados ou ndo com LPS (1pg/mL), tratados
com ISACN na concentracéo de 10 puM e incubados por 24 horas, conforme descrito
anteriormente (item 3.4.5). Apds a incubagdo, o RNA (4cido ribonucléico) total foi
extraido de seis amostras de cada grupo experimental com a utilizagdo do reagente
TRIzol™ (Invitrogen) de acordo com as instru¢cdes do fabricante. A qualidade e
quantidade do RNA foram medidas por espectofotdmetro (BioDrop uLite, SERVA
Electrophoresis GmbH) e a integridade foi confirmada por eletroforese em gel (1,5%

de agarose e brometo de etidio: 0,5 pg / ml). Para a sintese de DNA complementar
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(cDNA) foi realizada a transcricdo reversa (RT) de 1 ug de RNA utilizando um kit
especifico (Applied Biosystems), conforme instru¢cdes do fabricante. A reacdo em
cadeia da polimerase quantitativa foi realizada conforme o protocolo do kit master mix
de gPCR GoTag® usando um termociclador 7300 Real-Time PCR System (Thermo
Fisher Scientific Inc.). Os iniciadores especificos para cada gene (Tabela 1) foram
projetados baseados em sequéncias genéticas disponiveis no banco de dados
GenBank® usando a ferramenta Primer-BLAST® (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) e as
caracteristicas dos iniciadores foram avaliadas usando a ferramenta OligoAnalyzer®
(https://www.idtdna.com). A eficiéncia de amplificacdo de cada par de iniciadores foi
avaliada por reacdes de diluicdes seriadas. Os genes Actb e Gapdh, que codificam a
B-actina e a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), respectivamente, foram
usados como genes de referéncia apds apresentarem estabilidade quando testados
com a ferramenta geNorm (VANDESOMPELE et al., 2002). O fator de normalizacao
foi calculado como a média geométrica dos valores da expressdo dos genes de
referéncia testados usando a ferramenta geNorm. Os niveis de expressao relativa dos
genes alvo foram calculados como a razéo do valor da expressao de cada gene alvo

pelo fator de normalizacao.

Tabela 6. Iniciadores usados na RT-qPCR.

Tamanho
Eficiéncia de
Gene Sequéncia do iniciador (5’-3’) do GenBank
amplificacao
produto

F: AGCTACATCTCTCCGTGGACC

Cd69 148 pb 97.7% NM_001033122.4
R: GTATACTGGTGCCATGGTCCTTC
F: TCTAGTGAAGCAAAGCCCAAC

Nos2 R: CACATACTGTGGACGGGTCG 142 pb 106.2% NM_001313921.1
R: CAGTCCGGGTACAGTCACAC
F: CACTGTCGAGTCGCGTCC

Actb 89 pb 100.6% NM_007393.5
R: TCATCCATGGCGAACTGGTG
F: GGAGAGTGTTTCCTCGTCCC

Gapdh 136 pb 105.8% NM_001289726.1
R: ATGAAGGGGTCGTTGATGGC

Cd69: CD69; Nos2: iNOS; Actb: B-actina; e Gapdh: GAPDH
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3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como meédia + erro padrdo da média (e.p.m) e
analisados pelo software GraphPad Prism 9.0. Os resultados foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA one-way) seguida do teste de Tukey. Os valores foram

considerados estatisticamente significativos quando p <0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Efeito anti-inflamatério do ISACN in vivo

4.1.1 Efeito do ISACN na migracédo de células inflamatorias em modelo experimental
de peritonite

A administracdo de zimosan induziu extensa migracdo de células para a
cavidade peritoneal dos camundongos confirmando a efetividade do modelo
experimental, como pode ser observado no grafico 1la. Essa migracdo foi reduzida
significativamente pelo tratamento dos animais com ISACN nas doses de 6 mg/kg
(reduziu 41%) e de 24 mg/kg (reduziu 53,23%), reestabelecendo os niveis celulares
basais em ambos os casos. Em contrapartida, o ISACN na dose de 1,5 mg/kg nao
promoveu nenhuma alteracdo nesse parametro. Adicionalmente, o tween, veiculo
utilizado para a dissolucdo do ISACN, ndo promoveu nenhuma alteracdo nos niveis
celulares basais. Como a dose de 1,5 mg/kg ndo demostrou efeito nessa avaliagcéo
inicial, sua utilizacdo foi excluida dos experimentos subsequentes.

Em relacdo as células diferenciais, observou-se que a administracdo de
zimosan, induziu aumento no numero de neutrofilos (Grafico 1b) e diminuicdo no
namero de mononucleares (Grafico 1c) na cavidade peritoneal dos animais. O
tratamento com ISACN nas doses de 6 mg/kg e de 24 mg/kg reduziu a migracao de
neutréfilos em 42,87% e 61,38%, respectivamente, mas ndo promoveu alteracao no
namero de mononucleares, o0 que pode ser observado quando comparamos 0S

animais tratados com ISACN aos animais do grupo zimosan.



Grafico 1. Efeito do ISACN na migracao de células inflamatorias para a cavidade
peritoneal durante peritonite induzida por zimosan.
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Camundongos Swiss (n = 6) foram tratados com ISACN em diferentes doses (1,5 mg/kg; 6 mg/kg ou
24 mg/kg) ou com os veiculos tween ou salina via intraperitoneal. Uma hora apés o tratamento os
animais foram desafiados com zimosan na concentracao de 2 mg/mL (via i.p). Apds um periodo de 4
horas o lavado peritoneal foi coletado e foi determinado o nimero de leucécitos totais e diferenciais. (a)
nuamero de células totais. (b) nimero de neutréfilos. (¢c) nUmero de mononucleares. Os resultados foram
expressos como média + e.p.m. e analise de variancia (ANOVA) one way seguida do pds-teste de
Tukey foi utilizada para analisar a diferenga estatistica entre os grupos. ****p < 0,0001 quando
comparado ao grupo controle; ##p<0,01; ###p<0,001 e ####p<0,0001 quando comparado ao grupo
zimosan. CTR: Controle; TWEEN: Tween 80; ZIM: Zimosan; ISACN: 2-(3-hidroxi-2-oxoindolin-3-
il)acrilonitrila.

4.1.2 Efeito do ISACN na formacao de edema peritoneal

Nesse experimento, foi avaliado o efeito do ISACN na concentragcao de
proteinas no exsudato peritoneal como um indicativo do seu efeito na formacgéo do
edema induzido por zimosan. P6de-se observar que os animais que sofreram desafio
com zimosan apresentaram aumento significativo na concentracdo de proteinas no
lavado peritoneal (59%), indicando que houve formacdo de edema no peritdnio. O
tratamento com ISACN ndo promoveu nenhuma alteracdo nesse parametro em

nenhuma das doses utilizadas, como mostra o grafico 2.
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Grafico 2. Efeito do ISACN no influxo de proteinas para a cavidade peritoneal e
consequente formacao de edema.
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Camundongos Swiss (n = 6) foram tratados com ISACN em diferentes doses (6 mg/kg ou 24 mg/kg) ou
com salina via intraperitoneal. Uma hora apds o tratamento os animais foram desafiados com zimosan
na concentracdo de 2 mg/mL (via i.p). Apds um periodo de 4 horas o lavado peritoneal foi coletado e
foi determinada a concentracéo de proteinas totais pelo método do reagente de biureto. Os resultados
foram expressos como média + e.p.m. e andlise de variancia (ANOVA) one way seguida do pds-teste
de Tukey foi utilizada para analisar a diferenga estatistica entre os grupos. ****p < 0,0001 quando
comparado ao grupo controle. CTR: Controle; ZYM: Zimosan; ISACN: 2-(3-hidroxi-2-oxoindolin-3-
il)acrilonitrila.

4.1.3 Efeito do ISACN na producao de citocinas inflamatérias na cavidade peritoneal

A administracdo de zimosan estimulou a producédo de IL-1B, IL-6 e TNF-a
(Grafico 3a, 3b e 3c). O tratamento com ISACN tanto na dose de 6 mg/kg como na
dose de 24 mg/kg foi capaz de reduzir de maneira significativa a producdo desses trés
mediadores. A dose de 6 mg/kg reduziu 60%, 40% e 76% e a dose de 24 mg/kg
reduziu 80%, 85% e 84% a producéo de IL-1[, IL-6 e TNF-a, respectivamente. Nao
houve diferenca estatistica significativa nos niveis das citocinas IL-13 e IL-6 entre os
animais do grupo controle e os animais do grupo tratado com 24 mg/kg de ISACN,
mostrando que a maior dose de ISACN é capaz de reestabelecer os niveis basais

dessas citocinas. A partir dessa observacao, a dose de 24 mg/kg foi escolhida para
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ser utilizada nos préximos experimentos in vivo com o modelo de lesdo pulmonar

aguda.

Gréfico 3. Efeito do ISACN na producéo das citocinas IL-1f3, IL-6 e TNF-a durante a
peritonite induzida por zimosan.
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Camundongos Swiss (n = 6) foram tratados com ISACN em diferentes doses (6 mg/kg ou 24 mg/kg) ou
com salina via intraperitoneal. Uma hora apos o tratamento os animais foram desafiados com zimosan
na concentracdo de 2 mg/mL (via i.p). Apos um periodo de 4 horas o lavado peritoneal foi coletado e
foi determinada a concentracao das citocinas inflamatérias IL-1B (a), IL-6 (b) e TNF-a (c) pelo ensaio
imunoenzimatico (ELISA). Os resultados foram expressos como média = e.p.m. e andlise de variancia
(ANOVA) one way seguida do pOs-teste de Tukey foi utilizada para analisar a diferenca estatistica entre
0S grupos. ****p < 0,0001 quando comparado ao grupo controle. ###p<0,001 e ####p<0,0001 quando
comparado ao grupo zimosan. CTR: Controle; ZIM: Zimosan; ISACN: 2-(3-hidroxi-2-oxoindolin-3-
il)acrilonitrila.

4.1.4 Efeito do ISACN na migracéo de células totais e diferenciais durante a leséo
pulmonar aguda induzida por LPS

A administracdo de LPS promoveu aumento consideravel no numero de
leucdcitos totais no BALF, o que pode ser observado quando comparamos 0s animais
do grupo LPS aos animais do grupo controle. O tratamento com ISACN (24 mg/kg) foi
capaz de reduzir esse parametro, reduzindo 81,41% essa migragao (Grafico 4a). Os
animais tratados com dexametasona tiveram um perfil de resposta semelhante e

apresentaram reducgao de 58,81 % na migracao celular induzida pelo LPS.

Em relacdo as células diferenciais, foi observado que o LPS promove a
migracao tanto de neutrofilos como de mononucleares para a regido bronco- alveolar

e que o tratamento com ISACN é capaz de reduzir de maneira significativa a migracéo
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de neutrofilos (reducéo de 82,15%) (Grafico 4b). Entretanto, ndo promove nenhuma
alteracdo na migracdo de mononucleares (Grafico 4c). Resultado semelhante foi

obtido para o grupo tratado com dexametasona.

Grafico 4. Efeito do ISACN na migracéo de células inflamatdrias para a regido bronco-
alveolar durante a LPA induzida por LPS.
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Camundongos Balb/c (n = 6) foram tratados com ISACN na dose de 24 mg/kg ou com dexametasona
(2,5 mg/ kg) via intraperitoneal. Uma hora apés o tratamento os animais foram desafiados com LPS
(2,5 mg/kg) via instilagéo nasal. Apés um periodo de 24 horas o BALF foi coletado e foi determinado o
numero de leucdcitos totais e diferenciais. (a) nimero de células totais. (b) nimero de neutrofilos. (c)
numero de mononucleares. Os resultados foram expressos como média + e.p.m. e analise de variancia
(ANOVA) one way seguida do pos-teste de Tukey foi utilizada para analisar a diferenca estatistica entre
0S grupos. ****p < 0,0001 e **p<0,01 quando comparado ao grupo controle. #####p<0,0001 quando
comparado ao grupo LPS. CTR: Controle; LPS: Lipopolissacarideo bacteriano; DEXA: Dexametasona,;
ISACN: 2-(3-hidroxi-2-oxoindolin-3-il)acrilonitrila.

4.1.5 Efeito do ISACN na formacao de edema pulmonar

O desafio intranasal com LPS promoveu aumento significativo na concentracao
de proteinas na regido broncoalveolar dos animais, indicando que a administracao de
LPS induziu a formacéo de edema pulmonar. O tratamento com ISACN reduziu de
maneira significativa o extravasamento proteico, reduzindo 69,48% a concentracdo de
proteinas no BALF e reestabelecendo os niveis proteicos basais. Esse resultado foi
semelhante ao obtido com a droga padrdo dexametasona, que reduziu 57,90 % a
concentracdo de proteinas no BALF, e indica que o tratamento com ISACN inibe a

formacdo de edema pulmonar durante a LPA induzida por LPS (Gréfico 5).
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Grafico 5. Efeito do ISACN no influxo de proteinas para a regido broncoalveolar
durante a LPA induzida por LPS.
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Camundongos Balb/c (n = 6) foram tratados com ISACN na dose de 24 mg/kg ou com dexametasona
(2,5 mg/ kg) via intraperitoneal. Uma hora apds o tratamento os animais foram desafiados com LPS
(2,5 mg/kg) via instilag&o nasal. Apés um periodo de 24 horas o BALF foi coletado e foi determinada a
concentracao de proteinas totais pelo método do reagente de biureto. Os resultados foram expressos
como média £ e.p.m. e analise de variancia (ANOVA) one way seguida do pos-teste de Tukey foi
utilizada para analisar a diferenca estatistica entre os grupos. ****p < 0,0001 quando comparado ao
grupo controle. ####p<0,0001 quando comparado ao grupo LPS. CTR: Controle; LPS:
Lipopolissacarideo  bacteriano; DEXA: Dexametasona; ISACN: 2-(3-hidroxi-2-oxoindolin-3-
il)acrilonitrila.

4.1.6 Efeito do ISACN na producéo de citocinas inflamatorias e da quimiocina CXCL-
1 na regido broncoalveolar

O LPS aumentou significativamente a producao das citocinas pro-inflamatoérias
IL-1B, IL-6 e TNF-a na regiao broncoalveolar dos animais desafiados. O tratamento
com ISACN reduziu consideravelmente a producdo dessas citocinas. A reducao
observada foi de: 53,32% para a IL-13 (Grafico. 6a), 70,65% para a IL-6 (Gréfico. 6b)
e 30,78% para o TNF-a (Grafico. 6¢). O grupo de animais tratado com dexametasona
também apresentou reducdo nos niveis desses mediadores. Essa droga padréo,
induziu reducédo de 59,44%; 88,56% e 81,59% na concentracdo de IL-1B, IL-6 e TNF-
a respectivamente.

O desafio com LPS também promoveu aumento significativo nos niveis da

quimiocina CXCL-1 no BALF dos animais. Entretanto, o ISACN né&o foi capaz de
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reduzir a producdo dessa quimiocina, de maneira diferente do que foi observado com
a dexametasona que reduziu 45,32% a producao de CXCL-1 (Grafico 6d).

Gréfico 6. Efeito do ISACN na produgéo das citocinas inflamatorias IL-1(3, IL-6 e TNF-a e da
guimiocina CXCL-1 durante a LPA.
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Camundongos Balb/c (n = 6) foram tratados com ISACN na dose de 24 mg/kg ou com dexametasona
(2,5 mg/ kg) via intraperitoneal. Uma hora apds o tratamento os animais foram desafiados com LPS
(2,5 mg/kg) via instilagcao nasal. Apos um periodo de 24 horas o BALF foi coletado e foi determinada
concentracgao das citocinas inflamatérias IL-1B (a), IL-6 (b) e TNF-a (c) e da quimiocina CXCL-1 (d) pelo
ensaio imunoenzimético (ELISA). Os resultados foram expressos como média + e.p.m. e andlise de
varidncia (ANOVA) one way seguida do pos-teste de Tukey foi utilizada para analisar a diferenca
estatistica entre os grupos. ****p < 0,0001 quando comparado ao grupo controle. ####p<0,0001 e
###p<0,001 quando comparado ao grupo LPS. CTR: Controle; LPS: Lipopolissacarideo bacteriano;
DEXA: Dexametasona; ISACN: 2-(3-hidroxi-2-oxoindolin-3-il)acrilonitrila.
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4.1.7 Efeito do ISACN nas alteracBes histopatologicas caracteristicas da LPA

A figura 11 demonstra as fotomicrografias do tecido pulmonar dos animais dos
diferentes grupos experimentais. Onde podemos observar que os animais do grupo
LPS apresentaram intenso processo inflamatoério, caracterizado por dano alveolar
difuso, edema intersticial, infiltrado leucocitario e hemorragia (Figura 11b), quando
comparamos esses animais aos animais do grupo controle (Figura 11a). Os animais
tratados com ISACN obtiveram redugéo consideravel de todo o processo inflamatorio
e do dano alveolar difuso induzido pelo LPS, apresentando reestabelecimento do
aspecto histologico normal (Figura 11d). Um padrdo semelhante foi observado nos
animais tratados com dexametasona (Figura. 11c).

Os resultados sdo mais bem observados no grafico que representa os escores
histoldgicos (Grafico 7a, 7b e 7c) dos parametros inflamatérios avaliados. Onde
podemos constatar que o LPS promoveu intenso infiltrado neutrofilico, formacéo de
edema e inducao de hemorragia no tecido pulmonar e que o tratamento com o ISACN
reduziu de maneira significativa todos esses parametros: reduziu 70% o infiltrado
celular, 73% o edema pulmonar e 78% a hemorragia. Em relacdo aos resultados
obtidos com a dexametasona, o tratamento com essa droga padrdo promoveu
resultados semelhantes aos obtidos com o ISACN reduzindo 61%, 80% e 73% o

infiltrado celular o edema e a hemorragia, respectivamente.
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Figura 11. Efeito do ISACN nas alteracdes histopatoldgicas pulmonares durante a LPA
induzida por LPS.
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Camundongos Balb/c (n = 6) foram tratados com ISACN na dose de 24 mg/kg ou com dexametasona
(2,5 mg/ kg) via intraperitoneal. Uma hora apés o tratamento os animais foram desafiados com LPS
(2,5 mg/kg) via instilagdo nasal. Apds um periodo de 24 horas o tecido pulmonar foi coletado,
processado histologicamente, corado pela técnica H&E e analisado. As figuras representam
fotomicrografias obtidas a partir de cortes histoldgicos dos animais dos diferentes grupos experimentais
nos aumentos de 100x ou 400x. Setas vermelhas indicam presenga de infiltrado celular, setas amarelas
indicam presenca de edema e setas verdes indicam presenca de hemorragia. CTR: Controle; LPS:
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Gréfico 7. Escore histolégico do efeito do ISACN nas alteracfes histopatoldgicas

durante a LPA induzida por LPS.
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Camundongos Balb/c (n = 6) foram tratados com ISACN na dose de 24 mg/kg ou com dexametasona
(2,5 mg/ kg) via intraperitoneal. Uma hora apés o tratamento os animais foram desafiados com LPS
(2,5 mg/kg) via instilacdo nasal. Apés um periodo de 24 horas o tecido pulmonar foi coletado,
processado histologicamente, corado pela técnica H&E e analisado. Os graficos representam os
escores histolégicos obtidos para os parametros: (a) infiltrado celular, (b) edema e (c) hemorragia. Os
resultados foram expressos como média £ e.p.m. e analise de variancia (ANOVA) one way seguida do
poés-teste de Tukey foi utilizada para analisar a diferenga estatistica entre os grupos. ****p < 0,0001
quando comparado ao grupo controle. ###p<0,001 quando comparado ao grupo LPS. CTR: Controle;
LPS: Lipopolissacarideo bacteriano; DEXA: Dexametasona; ISACN: 2-(3-hidroxi-2-oxoindolin-3-
il)acrilonitrila.

4.2 Efeito anti-inflamatorio do ISACN in vitro
4.2.1 Citotoxicidade de ISACN em macrofagos estimulados com zimosan

O ISACN nas concentragcbes de 5uM e de 10uM tanto na presenca como na
auséncia do zimosan ndo promoveu alteracdo na viabilidade dos macrofagos em
cultura, o mesmo padrdo foi observado com o veiculo (DMSQO) e com 0 zimosan
quando administrados de maneira isolada. Em contraste, a concentra¢ao de 20 uM do
ISACN reduziu a viabilidade dos macrofagos em 37%, tanto nos macrofagos
estimulados com zimosan como naqueles ndo estimulados, mostrando-se citotoxica
(Gréfico 8).



75

Grafico 8. Efeito do ISACN sobre viabilidade de macréfagos em cultura estimulados
com zimosan.

150
S
3
S 1004 (o [ T =
(]
8 *% *x
o
©
S 50-
=
0
S
O 1 1 1 1
’&®6i o @ S S
S cﬁ @§Q§ &
& K X o
RO NN
& & &K

Macrofagos peritoneais murinos (n = 6) foram cultivados por 24 horas na presenga ou nha auséncia de
zimosan na concentragéo de 0,2 mg/mL com a adicao de ISACN nas concentragbes de 20 uM, 10 uM
ou 5 pM. Apds o periodo de incubacéo a viabilidade celular foi determinada pelo ensaio do MTT. Os
resultados foram expressos como média + e.p.m. e analise de variancia (ANOVA) one way seguida do
pos-teste de Tukey foi utilizada para analisar a diferenca estatistica entre os grupos. **p < 0,01 quando
comparado ao grupo controle. CTR: Controle; DMSO: Dimetilsuféxido; ZIM: Zimosan; ISACN: 2-(3-
hidroxi-2-oxoindolin-3-il)acrilonitrila.

4.2.2 Efeito do ISACN na producdo de citocinas inflamatérias por macréfagos
estimulados com zimosan

Apos estabelecida a citotoxicidade do ISACN, usou-se as concentracdes nao
toxicas (5uM e 10uM) para avaliar a acdo desse AMBH frente a producéo das citocinas
inflamatorias IL-1B (Grafico 9a), IL-6 (Gréfico 9b) e TNF-a (Gréfico 9c). Foi observado
gue os macroéfagos estimulados com zimosan, apresentaram aumento significativo na
producdo de IL-1B, IL-6 e TNF-a quando comparados ao grupo controle e que o
tratamento das células com o ISACN promoveu redugdo nos niveis dessas trés
citocinas.

A concentracdo de ISACN de 5uM promoveu reducdo de 81% e de 23% na

producado de IL-1 e TNF-a (respectivamente) induzida por zimosan. Entretanto, essa
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concentracdo nao foi capaz de alterar de maneira significativa a producéo de IL-6. Ja
a concentracdo de 10 uM reduziu de maneira consideravel os niveis de todas as
citocinas analisadas: reduziu 50% a producéo de IL-6; 64,72% a producéo de TNF-a
e 97,83% a producdo de IL-1B, inibindo completamente a produgdo induzida pelo
zimosan e reestabelecendo os niveis basais dessa citocina. Adicionalmente, o
tratamento com ISACN em diferentes concentracdes (5uM e 10uM) na auséncia do

zimosan, ndo alterou os niveis de producédo basal das citocinas avaliadas.

Grafico 9. Efeito do ISACN na producéo das citocinas IL-1 8, IL-6 e TNF-a por

macrofagos em cultura estimulados com zimosan.
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Macrofagos peritoneais murinos (n = 6) foram tratados com ISACN em diferentes concentragdes (10
MM ou 5 uM) na auséncia ou na presencga do zimosan e incubados por 24 horas. Apés o periodo de
incubacéo a concentracdo das citocinas inflamatérias IL-1B (a), IL-6 (b) e TNF-a (c) foi determinada
pelo ensaio imunoenziméatico (ELISA). Os resultados foram expressos como média + e.p.m. e analise
de variancia (ANOVA) one way seguida do pos-teste de Tukey foi utilizada para analisar a diferenca
estatistica entre 0s grupos. ***p < 0,0001 quando comparado ao grupo controle; ###p<0,001 e
####p<0,0001 quando comparado ao grupo zimosan. CTR: Controle; DMSO: Dimetilsufoxido; ZIM:

zimosan; ISACN: 2-(3-hidroxi-2-oxoindolin-3-il)acrilonitrila.
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4.2.3 Citotoxicidade do ISACN em macréfagos peritoneais murinos estimulados com
LPS

O tratamento de macrofagos peritoneais murinos com ISACN nas
concentragdes de 5uM e 10pM ndo promoveu alteracgdes significativas na viabilidade
dessas células, tanto na presenca como na auséncia do LPS. Mostrando que a
associacao do ISACN, nessas concentracdes, com o LPS néo induz citotoxicidade de

macrofagos peritoneais murinos em cultura (Grafico 10).

Gréfico 10. Efeito do ISACN sobre a viabilidade de macréfagos peritoneais murinos
em cultura estimulados com LPS
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Macrofagos peritoneais murinos (n = 4) foram cultivados por 24 horas na presencga ou na auséncia de
LPS na concentracdo de 1 yg/mL com a adi¢do de ISACN nas concentra¢des de 10 uM ou 5 yM. Apds
0 periodo de incubacéo a viabilidade celular foi determinada pelo ensaio do MTT. Os resultados foram
expressos como média = e.p.m. e analise de variancia (ANOVA) one way seguida do pds-teste de
Tukey foi utilizada para analisar a diferenca estatistica entre os grupos. CTR: Controle; LPS:
Lipopolissacarideo bacteriano; ISACN: 2-(3-hidroxi-2-oxoindolin-3-il)acrilonitrila.



79

4.2.4 Efeito do ISACN na producao de 6xido nitrico por macrofagos peritoneais em
cultura estimulados com LPS

Para a determinacéo dos niveis de Oxido nitrico na cultura de macréfagos, foi
realizada a dosagem do nitrito, que representa o produto de degradacéo mais estavel
do NO. Foi observado que o LPS promoveu estimulacdo dos macréfagos e induziu
aumento significativo na producgdo de NO. O tratamento dos macrofagos com ISACN
nas concentracdes de 10 uM e de 5 uM reduziu 88,65% e 74,33% (respectivamente)
essa producdo. Vale destacar que a concentracédo de 10 uM reestabeleceu os niveis
basais de 6xido nitrico, inibindo completamente a produgédo desse mediador induzida
por LPS. Adicionalmente, o ISACN quando administrado na auséncia do LPS né&o

promoveu nenhuma alteracdo nos niveis basais de NO (Grafico 11).

Gréfico 11. Efeito do ISACN sobre os niveis de NO produzidos por macréfagos
estimulados com LPS.
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Macroéfagos peritoneais murinos (n = 4) foram cultivados por 24 horas ha presenga ou na auséncia de
LPS na concentracao de 1 yg/mL com a adigdo de ISACN nas concentragdes de 10 uM ou 5 uM. Apds
o periodo de incubacgéo os niveis de NO foram determinados pela reacao de Griess. Os resultados
foram expressos como média + e.p.m. e analise de variancia (ANOVA) one way seguida do pos-teste
de Tukey foi utilizada para analisar a diferenca estatistica entre os grupos. ****p<0,0001 quando
comparado ao grupo controle e ####p<0,0001 quando comparado ao grupo LPS CTR: Controle; LPS:
Lipopolissacarideo; ISACN: 2-(3-hidroxi-2-oxoindolin-3-il)acrilonitrila.
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4.2.5 Efeito do ISACN na producéo de citocinas por macrofagos peritoneais murinos
estimulados com LPS

A estimulacdo dos macréfagos com o LPS induziu aumento significativo na
producdo das citocinas inflamatérias IL-1B (Gréafico 12a), IL-6 (Gréfico 12b) e TNF-a
(Grafico 12c), e da citocina anti-inflamatéria IL-10 (Grafico 12d) o que pode ser
observado quando comparamos o0 grupo estimulado ao grupo controle. A
administracdo de ISACN na concentracdo de 5u reduziu 72% os niveis de IL-1p,
32,57% os de IL-6 ,17% os de TNF -a e 47,66% os de IL-10. J& a concentracdo de 10
UM reduziu 84,41%, 54%, 20% e 58,42% a producéo respectiva dessas citocinas.
Apresentando, para a citocina IL-6 efeito melhor em relacdo ao observado com a
concentracdo de 54. De uma maneira geral, os resultados obtidos até aqui indicam
gue a concentracao de 10 uM aparentemente exerce um efeito melhor que a de 5 uM.

Diante disso, ela foi escolhida para ser utilizada nos experimentos subsequentes.

Gréfico 12. Efeito do ISACN na producédo das citocinas IL1-B, IL-6, TNF-a e IL-10 em
cultura de macroéfagos peritoneais estimulados com LPS
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Macrofagos peritoneais murinos (n = 4) foram cultivados por 24 horas na presenga ou na auséncia de
LPS na concentracdo de 1 yg/mL com a adigdo de ISACN nas concentragdes de 10 uM ou 5 yM. Apéds
0 periodo de incubagéo a concentracdo das citocinas IL-13 (a), IL-6 (b), TNF-a (c) e IL-10 (d) foi
determinada pelo ensaio imunoenzimatico (ELISA). Os resultados foram expressos como média +
e.p.m. e analise de variancia (ANOVA) one way seguida do pos-teste de Tukey foi utilizada para
analisar a diferenca estatistica entre os grupos. ****p < 0,0001 quando comparado ao grupo controle;
##p<0,01 e ####p<0,0001 quando comparado ao grupo LPS. CTR: Controle; LPS: Lipopolissacarideo

bacteriano; ISACN: 2-(3-hidroxi-2-oxoindolin-3-il)acrilonitrila.

4.2.6 Efeito do ISACN na expresséo do TLR4 e do CD69

As células estimuladas com LPS apresentaram aumento significativo na
expressdo do TLR4 e do CD69 quando comparadas as células do grupo controle
(Grafico 13). O tratamento com ISACN (10 uM) promoveu reducéao significativa nessa
expressao induzida pelo LPS, reduzindo 64% a expressao de TLR4 (Graficos 13a e
13b) e 67,28% a de CD69 (Gréficos 13c e 13d). Adicionalmente, o tratamento com
ISACN na auséncia de LPS ndo promoveu alteragdo na expressdo basal dessas
proteinas.

Grafico 13. Efeito do ISACN na expressao do TLR4 e do CD69 em macrofagos
estimulados com LPS.
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Macréfagos peritoneais murinos (n = 4) foram cultivados por 24 horas na presenca ou na auséncia de
LPS na concentragdo de 1 ug/mL com a adigdo de ISACN na concentragéo de 10 uM. Apds o periodo
de incubacdo a expressdo do CD69 e do TLR4 foram avaliadas por citometria de fluxo. (a) e (c):
histogramas representativos das células marcadas com anti-TLR4 e anti-CD69, respectivamente. (b) e
(d): gréficos representativos dos resultados. Os resultados foram expressos como média + e.p.m. e
analise de variancia (ANOVA) one way seguida do p0Os-teste de Tukey foi utilizada para analisar a
diferenca estatistica entre os grupos. **p<0,01 e ****p<0,0001 quando comparado ao grupo controle;
#p<0,01 e #¥p<0,001 quando comparado ao grupo LPS. CTR: Controle; LPS: Lipopolissacarideo

bacteriano; ISACN: 2-(3-hidroxi-2-oxoindolin-3-il)acrilonitrila.

4.2.7 Efeito do ISACN na expressao da enzima iNOS

Como pode ser visualizado no grafico 14, o LPS promoveu aumento
significativo na expressao da enzima iNOS em macrdéfagos peritoneais murinos. O que
pode ser constatado quando comparamos as células estimuladas as ndo estimuladas
(controle). O tratamento com ISACN (10 uM) na auséncia do LPS né&o promoveu
alteracdo consideravel no nivel de expressdo basal dessa enzima. Entretanto, o
tratamento com ISACN foi capaz de reduzir a expressdo da iNOS nas células

estimuladas pelo LPS (reducédo de 82 %).
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Grafico 14. Efeito do ISACN na expresséo da iNOS em macréfagos estimulados com
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Macréfagos peritoneais murinos (n = 4) foram cultivados por 24 horas na presenca ou na auséncia de
LPS na concentragdo de 1 ug/mL com a adigdo de ISACN na concentragéo de 10 uM. Apds o periodo
de incubacdo a expresséo da iINOS foi avaliada por citometria de fluxo. (a) histograma representativo
das células marcadas com anti-iNOS (b) grafico representativo dos resultados. Os resultados foram
expressos como média + e.p.m. e analise de variancia (ANOVA) one way seguida do pés-teste de
Tukey foi utilizada para analisar a diferenca estatistica entre os grupos. *p<0,5 quando comparado ao
grupo controle e ##p<0,0001 quando comparado ao grupo LPS. CTR: Controle; LPS:

Lipopolissacarideo bacteriano; ISACN: 2-(3-hidroxi-2-oxoindolin-3-il)acrilonitrila.

4.2.8 Efeito do ISACN na expressao de P-ERK, P-JNK e P-p38

O LPS promoveu aumento significativo na ativacao da ERK, JNK e p38 (Grafico
15). Uma vez que nas células estimuladas foi observado um aumento consideravel na
forma fosforilada dessas MAPKs (P-ERK, P-JNK- e P-p38), quando comparamos
essas células as células do grupo controle. O tratamento com ISACN (10 puM) reduziu
73,60% a expressado da P-ERK (Graficos 15a e 15b), 53,30% a expressao da P-IJNK
(Gréaficos 15c e 15d) e 70,32% a expressao da P-p38 (Graficos 15e e 15f),
reestabelecendo os niveis de expressao basal dessas trés proteinas. Além disso,
quando administrado na auséncia de estimulo inflamatério, o ISACN n&do promove

nenhuma alteracdo na expressao basal das proteinas analisadas.

Grafico 15. Efeito do ISACN na expressao de P-ERK, P-JNK e P-p38 em macrofagos
estimulados com LPS
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Macréfagos peritoneais murinos (n = 4) foram cultivados por 24 horas na presenca ou na auséncia de
LPS na concentragdo de 1 ug/mL com a adigdo de ISACN na concentragéo de 10 uM. Apds o periodo
de incubacéo a expresséo de P-ERK, P-JNK e P-p38 foi avaliada por citometria de fluxo. (a),(c) e (e):
histogramas representativos das células marcadas com anti-P-ERK, anti-P-JNK e anti-P-p38,
respectivamente (b), (d) e (f): graficos representativos dos resultados. Os resultados foram expressos
como média £ e.p.m. e analise de variancia (ANOVA) one way seguida do pés-teste de Tukey foi
utilizada para analisar a diferenca estatistica entre os grupos. *p<0,5 e **p<0,01 quando comparado ao
grupo controle; #p<0,01 quando comparado ao grupo LPS. CTR: Controle; LPS: Lipopolissacarideo

bacteriano; ISACN: 2-(3-hidroxi-2-oxoindolin-3-il)acrilonitrila.

4.2.9 Efeito do ISACN na expressao génica de CD69 e iNOS

Macréfagos peritoneais murinos quando desafiados com LPS apresentaram
superexpressao do gene da iNOS e do CD69. O tratamento com 10 uM de ISACN
reduziu 58,48% a expresséo génica do CD69 (grafico 16a) e 100% a da iNOS (Grafico
16b). Adicionalmente, o tratamento dos macrofagos com ISACN na auséncia de LPS
nao promoveu nenhuma alteracdo na expressao basal de nenhum dos genes

avaliados.

Gréfico 16. Efeito do ISACN na expresséo génica de CD69 e INOS em macréfagos
estimulados com LPS.
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Macrofagos peritoneais murinos (n = 4) foram cultivados por 24 horas na presenga ou na auséncia de
LPS na concentrac¢éo de 1 ug/mL com a adigao de ISACN na concentragéo de 10 uM. Apds o periodo
de incubacéo a expressdo génica do CD69, e da iNOS foram quantificadas por RT-gPCR. (a) CD69,
(b) INOS. Os resultados foram expressos como média + e.p.m. e analise de variancia (ANOVA) one
way seguida do pos-teste de Tukey foi utilizada para analisar a diferenca estatistica entre 0s grupos.
****n<(0,0001 quando comparado ao grupo controle; #p<0,01 e ###p<0,0001 quando comparado ao
grupo LPS. CTR: Controle; LPS: Lipopolissacarideo bacteriano; ISACN: 2-(3-hidroxi-2-oxoindolin-3-

il)acrilonitrila.
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5. DISCUSSAO

A inflamagé&o € a resposta do sistema imunolégico a estimulos infecciosos ou
ndo-infecciosos. Ela atua removendo estimulos prejudiciais e coordenando os
processos de cicatrizacdo e reparacao tecidual, sendo, portanto, um processo
essencial para a manutencdo da homeostase e saude do organismo. Embora a
inflamacéo seja fundamentalmente benéfica, quando excessiva ou desregulada pode
levar a alteracdes fisioldgicas, danos teciduais, disfuncédo organica e contribuir para a
fisiopatologia de muitas doencas. Assim, medicamentos anti-inflamatérios séo
constantemente utilizados para o controle de estados inflamatérios patologicos
(SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004; CHEN et al., 2018b).

Os anti-inflamatorios representam uma das classes de medicamentos mais
usadas em todo o mundo (HE et al., 2017). Entretanto, os farmacos disponiveis
atualmente no mercado tém sido rotineiramente associados a importantes efeitos
colaterais, o que estimula o estudo e desenvolvimento de novas moléculas com
propriedades anti-inflamatdrias (WILLIAMS, 2018; CLAVE et al., 2019).

Os AMBH sé@o moléculas sintéticas com varias acdes bioldgicas descritas
(LIMA-JUNIOR; VASCONCELLOS, 2012). O potencial bioativo desses compostos
vem sendo estudado ha aproximadamente vinte anos e varias moléculas dessa classe
sdo consideradas fortes candidatas a farmacos, tendo em vista que demonstraram
atividade frente a diferentes patologias em diversos modelos experimentais (KUNDU
et al., 1999; PATRA et al., 2003; DE SOUZA et al., 2004, 2007; VASCONCELLOS et
al., 2006; DA SILVA et al., 2016; XAVIER et al., 2016; FAHEINA-MARTINS et al.,
2017).

O ISACN é um AMBH derivado da isatina que possui acao anti-tumoral e
recentemente apresentou atividade anti-bacteriana, baixa toxicidade aguda em ratos
e baixo risco de genotoxicidade, além de demostrar boa biodisponibilidade tedrica
quando administrado por via oral, sendo, entdo, considerado um composto
farmacologicamente promissor (G. LIMA-JUNIOR et al., 2016; DIAS, 2020). O ISACN
€ quimicamente semelhante & isatina, sua molécula precursora, cuja acdo anti-
inflamatoria ja foi descrita na literatura (KANDASAMY et al., 2010a; RABELO SOCCA
et al., 2014). Adicionalmente, diferentes AMBH, assim como diferentes derivados de

isatina, ja demostraram atividade anti-inflamatoria em diversos estudos (JARAPULA
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etal., 2016; FAHEINA-MARTINS et al., 2017; LACERDA, 2017; IBRAHIM; ELSAMAN;
AL-NOUR, 2018; DANTAS et al., 2020).

Diante disso, foi avaliado no presente trabalho o efeito anti-inflamatorio e o
mecanismo de acdo do ISACN na inflamagdo aguda experimental, utilizando
abordagens in vivo e in vitro.

A inflamac&o aguda possui duracéo relativamente curta e se caracteriza por
vasodilatacao, formacao de edema, liberacdo de mediadores inflamatoérios e migracédo
de células, majoritariamente neutréfilos, para o local da lesdo (SHERWOOD;
TOLIVER-KINSKY, 2004). Inicialmente, para avaliar o possivel efeito anti-inflamatoério
do ISACN e para guiar 0os experimentos posteriores, realizou-se uma triagem
farmacoldgica utilizando o modelo experimental de peritonite induzida por zimosan,
um modelo largamente utilizado na literatura e capaz de reproduzir todos 0s eventos
gerais do processo inflamatério agudo (DOHERTY et al., 1985; CASH; WHITE;
GREAVES, 2009).

O zimosan € um polissacarideo insoluvel da parece celular do fungo
Saccharomyces cerevisiae. A administracdo intraperitoneal de zimosan, em
camundongos, induz inflamag¢do com extravasamento de neutrofilos para a cavidade
peritoneal detectavel com pelo menos duas horas apds o estimulo e com pico maximo
observado ap6s quatro horas (CASH; WHITE; GREAVES, 2009).

Neste modelo, observou-se que o tratamento de camundongos com ISACN nas
doses de 6 mg/kg ou 24 mg/kg foi capaz de reduzir a migracdo de leucdcitos,
especificamente de neutrofilos, para o peritonio inflamado, enquanto a dose de 1,5
mg/kg ndo demostrou efeito. Esse resultado, corrobora com resultados ja descritos
em um trabalho realizado com a isatina, onde o pré-tratamento com essa molécula
nas doses de 6 mg/kg ou de 25 mg/kg promoveu reducéo significativa da migracao de
neutroéfilos durante a colite experimental (RABELO SOCCA et al., 2014). Além disso,
resultado semelhante também foi recentemente relatado por Dantas e colaboradores
que observaram que o composto COPTCH, um derivado da isatina, reduziu a
migracao de neutrofilos para a regido inflamada em modelo de bolsa de ar induzida
por zimosan (DANTAS et al., 2020).

Ha muito tempo se conhece que o acumulo e a ativagdo desregulada de
neutrofilos representa uma das principais causas de danos teciduais e

comprometimento de 6érgdos em varias doencas inflamatorias (LEHMAN; SEGAL,
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2020). Essas células, representam uma fonte significativa de mediadores incluindo
enzimas produtoras de espécies reativas de oxigénio e enzimas proteoliticas, que ao
serem liberadas em excesso causam citotoxicidade direta aos tecidos (NEMETH;
SPERANDIO; MOCSAI, 2020). Ja foi visto que o estresse oxidativo provocado pela
liberacdo desordenada de ROS por neutrdfilos esta diretamente relacionado a
fisiopatologia de doencas autoimunes como a artrite reumatoide, 0 que torna esses
leucécitos um alvo promissor para intervencdes terapéuticas (HITCHON; EL-
GABALAWY, 2004).

Quando administrado na cavidade peritoneal, o zimosan €& fagocitado
principalmente por macréfagos residentes (UNDERHILL, 2003). Esse processo €
acompanhado pela ativacdo do heterodimero TLR2/TLR6, que reconhece as
particulas de zimosan, e induz uma sinalizacao intracelular culminando em respostas
como a ativacdo do fator de transcricio NFk-B e a producdo de mediadores
inflamatorios (OZINSKY et al., 2000). Varios mediadores séo liberados no peritbnio
em resposta ao zimosan, dos quais podemos destacar: componentes do sistema
complemento, prostaglandinas, leucotrienos, espécies reativas de oxigénio, citocinas
e quimiocinas. A maioria dessas moléculas pode ser detectada no lavado peritoneal
com até quatro horas apos o estimulo com zimosan, e a medicdo dos niveis desses
mediadores, em especial de citocinas inflamatérias, é importante ao testar o efeito
anti-inflamatério de um novo composto (DOHERTY et al., 1985; CASH; WHITE;
GREAVES, 2009).

Ao investigar a producdo de citocinas durante a peritonite experimental,
constatou-se que o tratamento com ISACN reduziu a producdo das citocinas
inflamatorias IL-1B, IL-6 e TNF-a induzida por zimosan e que a dose de 24 mg/kg
apresentou um resultado melhor do que a dose de 6mg/kg, uma vez que restaurou 0s
niveis basais da maioria das citocinas avaliadas. Esse resultado € a primeira evidéncia
do efeito inibitério de um AMBH na producdo de citocinas in vivo e diverge de um
trabalho anterior onde o AMBH 4Br ndo promoveu redugéo na produgéao de citocinas
inflamatorias durante o edema de orelha induzido por 6leo de créton (LACERDA,
2017). Entretanto, nossos dados sé&o condizentes com resultados descritos para a
isatina e para os derivados de isatina N-Pirazoloil e N-tiofeneacetil que reduziram a
liberacdo das citocinas IL-1[3, IL-6 e TNF-a em modelos experimentais de inflamagao
aguda (GAO et al., 2018; ZEESHAN et al., 2019).
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As citocinas sao mediadores que exercem funcdo central na iniciacao,
manutencao e perpetuacao da resposta inflamatoria (O’'SHEA; MURRAY, 2008). A IL-
1B, a IL-6 e o TNF-a sao citocinas pro-inflamatdrias classicas e possuem capacidade
de estimular a expressdo de varios genes relacionados a inflamag¢do. Em conjunto
esses mediadores desempenham inumeras funcdes essenciais para 0 pProcesso
inflamatorio e para a defesa do organismo (DINARELLO, 2000). Entretanto, o
desequilibrio na producdo dessas citocinas ou no seu perfil de liberagdo
desempenham um papel importante em varias condic¢des fisiopatologicas incluindo
sepse, artrite reumatoide, cancer e covid-19, dentre outras (KANY; VOLLRATH;
RELJA, 2019; HU; HUANG; YIN, 2021). Assim, o controle farmacoldgico desses
mediadores pode ser essencial para o tratamento de muitas doengas (COMINELLI,
2004; CHEN et al., 2019).

Os resultados obtidos com a triagem farmacolégica utilizando o modelo
experimental de peritonite induzida por zimosan indicam que ISACN possui atividade
anti-inflamatoria através da inibicdo da migracdo de neutréfilos e da producdo de
citocinas, e que essa atividade é melhor observada na dose de 24 mg/kg.
Considerando que a infiltracdo e a acéo efetora dos neutréfilos esta frequentemente
associada a severidade de doencas pulmonares e considerando ainda que moléculas
capazes de atenuar ou inibir o recrutamento de neutréfilos para o sitio inflamado
podem tornar-se ferramentas farmacologicas eficazes para o tratamento de condicdes
inflamatdérias (LEFRANCAIS et al., 2018; PANETTIERI, 2018; NEMETH;
SPERANDIO; MOCSAI, 2020), decidiu-se avaliar o efeito anti-inflamatério do ISACN
frente a uma doenca inflamatéria pulmonar através da utilizacdo de um modelo murino
de lesdo pulmonar aguda induzida por LPS.

A lesé@o pulmonar aguda é uma doencga inflamatoria com elevadas taxas de
mortalidade (PHAM; RUBENFELD, 2017), que se caracteriza fisiopatologicamente
pela presenca de uma resposta inflamatéria exacerbada no espaco aéreo pulmonar
(MASON; DOOLEY; GRIFFITHS, 2016). A primeira descricdo da LPA data de mais
de 50 anos atras (ASHBAUGH et al., 1967). Entretanto, embora ja tenha se passado
muito tempo, ainda ndo ha uma terapia farmacolégica completamente estabelecida e
efetiva direcionada para essa enfermidade (FAN; BRODIE; SLUTSKY, 2018). Muitos
modelos experimentais tém sido desenvolvidos com o intuito de mimetizar, em

animais, os aspectos fisiopatolégicos da LPA e assim, permitir o estudo de moléculas
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capazes de inibir ou atenuar a resposta inflamatdria caracteristica dessa doenca
(MATUTE-BELLO; FREVERT; MARTIN, 2008; MARTIN; MATUTE-BELLO, 2011).

O modelo de lesdo pulmonar aguda induzida por LPS é um dos modelos
experimentais mais utilizados em estudos com LPA. O LPS é o principal componente
da membrana externa de bactérias Gram-negativas e € um forte indutor da imunidade
inata. A exposicdo ao LPS (via intranasal) induz em animais as principais
caracteristicas da LPA em humanos, incluindo o acimulo de leucécitos no tecido
pulmonar, a formacéo de edema e as alteracdes histopatolégicas (CHEN; BAI; WANG,
2010).

O recrutamento de leucécitos desempenha papel critico no desenvolvimento
da LPA e os neutrofilos em especial, tém funcdo de destaque na manutencdo dessa
enfermidade, pois sdo as células imunes efetoras responsaveis pelos danos teciduais
caracteristicos da doenca (GROMMES; SOEHNLEIN, 2011; ZHOU; DAI; HUANG,
2012).

Um crescente numero de evidéncias mostra que a inibicdo da migracédo de
neutréfilos € um ponto decisivo para o controle e resolu¢cdo da LPA (ZARBOCK;
ALLEGRETTI; LEY, 2008; FALLER et al., 2018). Diversos estudos com diferentes
modelos experimentais de LPA mostram os beneficios relacionados a inibicdo da
migracdo dessas células para o pulmédo (KAMOCHI et al., 1999; KAWABATA et al.,
2000; BELPERIO et al., 2002; BAUDISS et al., 2016), indicando que moléculas
capazes de inibir a acao efetora dos neutréfilos no tecido pulmonar sdo promissoras
(CHEN et al., 2017; QIN et al., 2019).

No presente estudo, observou-se que o tratamento com ISACN atenuou a
migracdo de neutrofilos para a regidao broncoalveolar dos animais durante a LPA
experimental, o que indica uma possivel acao protetora do ISACN na lesédo pulmonar
aguda. Esses achados sdo semelhantes aos obtidos para a isatina que demostrou
diminuir a migracéo de leucdcitos especificos para a regido broncoalveolar em modelo
experimental de inflamagé&o pulmonar alérgica (KANDASAMY et al., 2010b). Além
disso, esses resultados séo similares aos obtidos nos nossos experimentos
anteriores, indicando que a acdo anti-inflamatoéria de ISACN observada durante a
peritonite parece se estender a lesdo pulmonar aguda.

O processo inflamatério caracteristico da lesdo pulmonar aguda provoca

guebra da barreira alvéolo-capilar através da inducédo de morte celular, degradacéo
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de juncdes intercelulares e alteracbes nos componentes da matriz extracelular e no
seu contato com as células epiteliais (MOKRA; KOSUTOVA, 2015; HERRERO;
SANCHEZ; LORENTE, 2018). O que resulta em aumento da permeabilidade vascular,
formagdo de edema pulmonar com elevado teor de proteinas, e consequente
comprometimento das trocas gasosas. O edema pulmonar € uma das principais
caracteristicas clinicas da LPA e representa um dos fatores que mais contribuem para
a hipoxemia e, portanto, para o agravamento da doenca (HERRERO; SANCHEZ,
LORENTE, 2018). Em estudos com animais a formagéo de edema pode ser avaliada
diretamente a partir da determinacdo dos niveis de proteinas no compartimento
alveolar (MOKRA; KOSUTOVA, 2015).

Ao avaliar a formacdo de edema no modelo de lesdo pulmonar aguda,
observou-se que o tratamento com ISACN reduziu de forma marcante a concentracéo
de proteinas no fluido do lavado broncoalveolar de animais acometidos por LPA,
sendo capaz de reestabelecer os niveis proteicos basais. O que mostra que esse
AMBH parece possuir agdo antiedematogénica e pode inibir a formacgdo de edema
pulmonar durante a lesdo pulmonar aguda. Esse resultado diverge do nosso achado
no modelo de peritonite onde o ISACN néo promoveu diminuicdo do edema peritoneal
induzido pelo zimosan. Essa divergéncia pode ser atribuida a diferencas nos
mecanismos de formacdo e manutencédo do edema nos dois modelos experimentais,
uma vez que na peritonite induzida pelo zimosan o edema € causado principalmente
pelo processo de desgranulacdo de mastdcitos e liberacdo de mediadores como
histamina e serotonina, enquanto na LPA induzida por LPS o edema ocorre
majoritariamente pela acdo efetora dos neutréfilos que liberam mediadores citotoxicos
e causam danos alveolares e quebra da barreira alvéolo-capilar (DAMAS; REMACLE-
VOLON, 1986; KOLACZKOWSKA; SELJELID; PLYTYCZ, 2001; HERRERO;
SANCHEZ; LORENTE, 2018). Diante dos achados obtidos na avaliagdo da formacao
de edema, pode-se sugerir que o efeito antiedematogénico de ISACN na leséo
pulmonar aguda provavelmente esta relacionado a sua acao inibitoria na migracéo de
neutrofilos para o espaco alveolar, observado anteriormente.

A acao antiedematogénica de derivados de isatina ja foi relatada por Jarapula
e colaboradores (2016), por lIbrahin e colaboradores (2018) e por Dantas e
colaboradores (2020), que mostraram que 0S compostos avaliados, em seus

respectivos trabalhos, foram capazes de reduzir o edema durante o modelo
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experimental de edema de pata induzido por carragenina (JARAPULA et al., 2016;
IBRAHIM; ELSAMAN; AL-NOUR, 2018; DANTAS et al., 2020). Além disso, o AMBH
4Br também demostrou atividade antiedematogénica em um modelo experimental de
edema de orelha (LACERDA, 2017).

Durante a LPA ha um processo inflamatério caracteristico com a participacao
de um conjunto de mediadores que ampliam e propagam a resposta inflamatoria no
puimdo (DENG; STANDIFORD, 2011). Esses mediadores sao produzidos
principalmente por macréfagos alveolares ativados e séo liberados em resposta ao
estimulo inflamatério. Dentre os mediadores que participam da LPA, destacam-se as
citocinas IL-1p3, IL-6 e TNF-a e a quimiocina CXCL-1 (BHATIA; MOOCHHALA, 2004;
BHATIA; ZEMANS; JEYASEELAN, 2012). A liberacdo excessiva dessas moléculas
desencadeia efeitos prejudiciais como citotoxicidade direta, recrutamento e ativacao
de neutrdfilos, formacdo de edema, inducdo da producdo de espécies reativas de
oxigénio e ativacdo da cascata de coagulacado intravascular e intra-alveolar, dentre
outros, contribuindo para o inicio e manutencdo da lesdo pulmonar aguda (DENG;
STANDIFORD, 2011).

Vérios estudos clinicos mostram a relacdo existente entre a presenca das
citocinas inflamatorias IL-183, IL-6 e TNF-a no lavado broncoalveolar de pacientes com
LPA e o agravamento da doenca (GOODMAN et al., 1996; PARK et al., 2001; BHATIA;
MOOCHHALA, 2004). De forma que a presenca de altos niveis dessas citocinas no
espaco aéreo pulmonar de individuos acometidos por LPA estd associado a um
prognéstico desfavoravel e a mortalidade (MEDURI et al., 1995; MOKRA,
KOSUTOVA, 2015). Sendo assim, moléculas que possam durante o curso da LPA,
reduzir a producdo desses mediadores podem se tornar benéficas para 0 manejo
farmacoldgico dessa enfermidade.

Constatou-se nesse estudo, que o LPS estimulou aumento consideravel da
producgédo das citocinas inflamatérias IL-1p3, IL-6 e TNF-a e da quimiocina CXCL-1 na
regido broncoalveolar dos animais durante a LPA, e que o tratamento com ISACN
reduziu os niveis das trés citocinas avaliadas. Entretanto, ndo promoveu alteracdo nos
niveis da quimiocina CXCL-1. A acdo de AMBHs na redugdo da producdo de
guimiocinas in vivo ainda néo foi relatada na literatura e esse resultado obtido para a
CXCL-1 corrobora com os dados descritos por Lacerda (2017) ao avaliar os niveis da

qguimiocina CCL-2 (quimioatraente de mondcitos) durante um modelo experimental de
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inflamacéo aguda, onde o AMBH 4Br ndo promoveu alteracdo na producao desse
mediador (LACERDA, 2017). Esses resultados nos permitem sugerir que ISACN
exerce efeito anti-inflamatdrio na lesdo pulmonar aguda e que esse efeito pode ser
atribuido, pelo menos em parte, a sua acao inibitéria na produgcdo de citocinas
inflamatorias importantes para a patogénese da LPA, enquanto independe de efeito
especifico na producéo do quimioatraente de neutrofilos CXCL-1.

Uma das principais caracteristicas clinicas da LPA sdo as alteracdes
histopatolégicas (HUGHES; BEASLEY, 2016). A maioria dos pacientes com LPA
exibe durante o inicio da doenca uma lesdo especifica no tecido pulmonar conhecida
como dano alveolar difuso que se caracteriza por infiltrado celular, edema, congestao
alveolar, hemorragia e deposi¢cdo de membranas hialinas na parede do alvéolo (BUTT;
KURDOWSKA; ALLEN, 2016). A presenca desses achados histopatolégicos em
bidpsias pulmonares representa o padrdo-ouro de diagnéstico para a LPA e
geralmente biopsias sao realizadas nos casos em que a apresentacao clinica da LPA
ndo esta clara ou quando a resposta terapéutica € insatisfatéria (MORELL, 2013).
Durante a experimentacdo com animais, a avaliacao histopatologica € uma ferramenta
atil para investigar o efeito anti-inflamatério de farmacos na lesdo pulmonar aguda
(MATUTE-BELLO; FREVERT; MARTIN, 2008).

Na avaliacdo dos padrbes histopatologicos de animais com LPA experimental,
constatou-se que o tratamento com ISACN reverteu o dano alveolar difuso e todas as
alteracOes induzidas pelo LPS. Esse tratamento reduziu todos os parametros
inflamatorios avaliados incluindo infiltrado celular, edema intersticial e hemorragia o
gue corrobora com 0s nossos resultados anteriores, referentes a migracao de células
e a formacédo de edema, e mostra que o ISACN regula negativamente a resposta
inflamatoria no pulméo podendo exercer acdo protetora na LPA.

O efeito do ISACN em reverter os aspectos histopatolégicos caracteristicas da
LPA provavelmente se deve a sua acdo inibitéria na liberacdo das citocinas
inflamatorias IL-1B, IL-6 e TNF-a demostrada anteriormente. Uma vez que essas
citocinas sdo mediadores essenciais para a coordenacao da resposta inflamatoria no
pulméo (DENG; STANDIFORD, 2011). Um efeito similar foi descrito para a isatina que
promoveu reducdo de aspectos fisiopatologicos pulmonares, durante um modelo de
inflamacé&o pulmonar crénica (KANDASAMY et al., 2010).
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Considerando os resultados obtidos até agora que mostram que o ISACN
modula simultaneamente varios aspectos do processo inflamatério agudo tanto no
modelo experimental de peritonite induzida por zimosan quanto no modelo de leséo
pulmonar aguda induzida por LPS, confirmando assim a atividade anti-inflamatoria
dessa molécula, decidiu-se avaliar se essa atividade estaria relacionada a um efeito
imunomodulador em macrofagos. Essas células sdo células residentes, detectam e
respondem a estimulos nocivos, e iniciam a resposta inflamatéria através da liberagcéo
coordenada de mediadores, que por sua vez promovem a infiltragdo e ativacao de
outros tipos de células imunes, incluindo neutréfilos (LEE; CHOI, 2018).

Os macrofagos apresentam grande diversidade funcional e orquestram uma
variedade de funcgdes incluindo inflamacédo, imunorregulacédo e remodelamento de
tecidos (ZHANG; YANG; ERICSSON, 2021). A contribuicdo dos macrofagos na
inflamacdo é uma de suas funcdes mais documentadas. Embora essas células
desempenhem papel importante na defesa do organismo, sua ativacao excessiva esta
relacionada a grande parte da patologia das doencas inflamatérias e infecciosas
(BISWAS et al., 2012). Assim, a resposta de macréfagos a insultos deve ser adequada
e rigidamente controlada, e drogas que tém os macréfagos como alvo podem se tornar
uma estratégia terapéutica relevante para o tratamento de doencas inflamatérias (HE
et al., 2020).

Nessa perspectiva, utilizamos como modelo experimental a cultura de
macrofagos peritoneais murinos ativados por zimosan, modelo utilizado a mais de 50
anos para o estudo da resposta imune inata e para a avaliacdo in vitro da acéo
imunomoduladora e anti-inflamatéria de novas droga. A estimulacdo de macréfagos
com zimosan provoca diferentes eventos de sinalizagéo intracelular que culminam na
ativacado das suas funcdes efetoras, incluindo a producédo de citocinas, quimiocinas e
outros sinais de comunicagdo importantes para a coordenacdo da resposta
inflamatoria (UNDERHILL, 2003).

Inicialmente, determinamos a citotoxicidade do ISACN frente aos macrofagos
peritoneais em cultura, e constatou-se que esse AMBH na concentragdo de 20 pM
reduziu a viabilidade das células, enquanto as concentra¢des de 10 uM e de 5 pM néo
se mostraram citotéxicas. Resultado semelhante foi observado por Lima-Junior e

colaboradores (2016) em um trabalho com células leucémicas HL-60, onde
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concentracfes de ISACN maiores que 10 uM promoveram diminui¢ao significativa da
viabilidade celular (G. LIMA-JUNIOR et al., 2016).

As citocinas IL-1B, IL-6 e TNF-a sdo mediadores classicos produzidos por
macrofagos ativados (CAVAILLON, 1994; KANY; VOLLRATH; RELJA, 2019). Diante
disso, apos estabelecer a citotoxicidade do ISACN avaliamos seu efeito na producéo
de citocinas pelos macréfagos estimulados com zimosan, e observou-se que o0
tratamento dessas células com ISACN reduziu a producéo das citocinas inflamatorias
IL-6, TNF-a e em especial da IL-1 que teve seus niveis basais reestabelecidos. Essa
reducado foi melhor observada com a concentracdo de 10 uM, de forma semelhante
ao que foi observado anteriormente nos nossos experimentos in vivo, onde a maior
dose de ISACN apresentou um efeito melhor na reducéo da producéo de citocinas
durante o modelo experimental de peritonite. O que indica que o ISACN pode modular
o conjunto de citocinas inflamatérias produzidas por macrofagos ativados. Esses
resultados séo condizentes a relatos da literatura que mostram que outros dez AMBH
promoveram reducédo na producéo de citocinas inflamatérias por macréfagos J774A.1
ou RAW 264.7 e que essa reducao, na maioria das vezes, foi melhor observada nas
maiores concentracdes utilizadas (LACERDA, 2017).

Os dados obtidos com o modelo de cultura de macrofagos estimulados com
zimosan indicam que o efeito anti-inflamatério do ISACN observado nesse estudo
pode estar relacionado, pelo menos em parte, a modulagéo negativa da atividade de
macréfagos. Para fortalecer essa hipétese e para melhor entender o mecanismo de
acao anti-inflamatério do ISACN, avaliamos o seu efeito na atividade de macréfagos
em cultura utilizando também o LPS como estimulo inflamatério. Uma vez que,
guando comparado ao zimosan, o LPS é mais potente em ativar os macrofagos e
guando utilizado, mesmo em baixas concentracdes, promove uma ativacao robusta
dessas células (WU; LEE; HANCOCK, 2017). Além disso, diferente de agonistas de
TLR2,como o zimosam, o LPS promove de forma eficiente a producéo de oxido nitrico
por macrofagos em cultura, o que permite um estudo mais amplo da resposta
inflamatoria dessas células (JONES et al., 2001; CORREA et al., 2016).

A estimulacdo de macrofagos com LPS resulta em uma ampla gama de
respostas incluindo a expressédo de moléculas de adeséo e fatores de coagulagéo,
fagocitose, rearranjo do citoesqueleto e secrecdo de mediadores como citocinas e
oxido nitrico (MACMICKING; XIE; NATHAN, 1997; ROSSOL et al., 2011).
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O Oxido nitrico € um gas que atua como molécula mensageira em varios
sistemas bioldgicos e participa de diferentes eventos fisiolégicos no organismo como
controle do tdnus vascular, neurotransmisséao, relaxamento do musculo liso e resposta
imune (FARAH; MICHEL; BALLIGAND, 2018; PAPI; AHMADIZAR; HASANVAND,
2019; PICON-PAGES; GARCIA-BUENDIA; MUNOZ, 2019; CINELLI et al., 2020).
Durante a inflamacdo, o NO é produzido pela enzima INOS cuja expressdao em
macréfagos é controlada por citocinas inflamatérias e por LPS. Quando induzida, a
INOS é capaz de produzir grandes quantidades de NO que auxiliam nos mecanismos
de defesa contra patégenos invasores, sendo uma molécula essencial para a resposta
inflamatoria (MACMICKING; XIE; NATHAN, 1997). Entretanto, elevadas
concentracdes de NO ou desregulacao e superexpressao da iNOS estédo associados
a danos teciduais e a fisiopatologia de doencas inflamatdrias como asma, artrite, colite
e lesdo pulmonar aguda (MEHTA, 2005; SHARMA; AL-OMRAN; PARVATHY, 2007;
CINELLI et al., 2020).

Nesse trabalho, constatou-se que o ISACN reduziu a producdo de NO induzida
por LPS, sendo capaz de reestabelecer os niveis basais desse mediador. O que esta
de acordo com dados obtidos por Faheina-Martins e colaboradores que mostraram
gque os AMBH A2CN e A4CN inibiram completamente a producdo de NO por
macrofagos RAW 264.7 estimulados com LPS (FAHEINA-MARTINS et al., 2017).
Resultado semelhante também foi relatado por Lacerda (2017) que testou dez AMBHs
diferentes e observou que todos promoveram reducdo da producdo de NO por
macrofagos em cultura (LACERDA, 2017). Adicionalmente, constatou-se através de
experimentos com citometria de fluxo e com reacdo em cadeia da polimerase
quantitativa que o efeito do ISACN em reduzir a producdo de NO estéa relacionado
nao s6 a reducdo da expressdo da enzima INOS como também a reducdo da
expressdo génica da iNOS, o que confirma que o ISACN pode atuar na via de inducéo
do oxido nitrico e modular negativamente a producdo dessa molécula.

Até o momento ndo ha relatos na literatura que demostrem o ISACN ou outros
AMBHSs promovendo inibicdo na expressédo da iNOS. Entretanto, ja foi visto que a
isatina assim como alguns de seus derivados podem reduzir a produgédo de NO
através desse mecanismo, o que condiz com nossos achados (MATHEUS et al.,
2007).
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O principal resultado da sinalizacdo induzida por LPS em macréfagos é a
expressao e liberacéo regulada de um conjunto de citocinas envolvidas na inflamacéao,
nas respostas antimicrobianas diretas e na sobrevivéncia, proliferagdo ou morte
celular (ROSSOL et al., 2011). Observou-se nos NOSsos experimentos, que o LPS
promoveu a producdo das citocinas inflamatorias IL-183, IL-6 e TNF-a e da citocina
anti-inflamatéria IL-10 pelos macréfagos em cultura, e que o ISACN foi capaz de
reduzir a producéo de todos esses mediadores. Esses resultados corroboram com os
achados anteriores descritos nesse trabalho, onde ISACN promoveu reducédo da
producao de citocinas em distintos modelos experimentais tanto in vivo como in vitro.
Essa acao inibitéria do ISACN na producao de citocinas por macréfagos ativados pelo
LPS pode estar relacionada a algum tipo de interferéncia do ISACN na via do TLR4,
receptor que reconhece e medeia os efeitos do LPS (LU; YEH; OHASHI, 2008).

A interacdo de TLR4 com o LPS desencadeia uma cascata de sinais
intracelulares que levam a ativacao do fator de transcricdo NF-kB e a ativacdo da via
das MAPKs induzindo consequentemente a expressdo de importantes genes
inflamatérios (LU; YEH; OHASHI, 2008). Embora a familia dos TLRs normalmente
contribuam para a defesa do organismo, 0 excesso da sinalizacdo mediada por TLRs
tem sido implicada em muitas doencas inflamatérias (OSPELT; GAY, 2010). Ja foi
visto que a ativacao excessiva de TLR4, por exemplo, esta diretamente associada a
condicdes inflamatdrias patolégicas como a aterosclerose e o céancer intestinal
(KIECHL et al., 2002; EDFELDT et al., 2004; FUKATA et al., 2011). Dessa forma,
drogas capazes de modular a sinalizacdo de TLRs s&o promissoras e podem se
mostrar (teis para evitar respostas inflamatérias exacerbadas (GAO et al., 2017).

No presente trabalho, ISACN reduziu a expressdo do TLR4 em macrofagos
estimulados com LPS. Diante desse achado, podemos sugerir que a reducdo da
expressdo do TLR4 reduz consequentemente oS seus mecanismos de sinalizacao
intracelular e que isso pode estar diretamente envolvido no efeito do ISACN na inibigao
da expressao proteica e génica da iNOS e na diminui¢cdo da producédo de 6xido nitrico
e de citocinas observada anteriormente.

A ativagdo de macrofagos mediada pelo LPS além de induzir a producéo de
mediadores influencia mudangas na expressdo de muitas moléculas de superficie
celular incluindo o CD69 (MARZIO et al., 1997), uma glicoproteina transmembrana

expressa transitoriamente sob estimulos inflamatérios, sendo classicamente definida
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como um marcador precoce da ativacdo de leucécitos (CIBRIAN; SANCHEZ-
MADRID, 2017). Trabalhos com modelos experimentais in vivo indicam que o CD69
esta envolvido na patogénese de doencas inflamatérias como asma, colite, artrite
reumatoide e lesdo pulmonar aguda sugerindo que essa molécula pode ser um
importante alvo terapéutico para o controle da inflamacdo (MURATA et al., 2003;
YAMAUCHI et al., 2011; ISHIZAKI et al., 2012; WANG et al., 2015).

Avaliamos o efeito de ISACN na expressdo do CD69 em macréfagos
estimulados com LPS e observou-se que o tratamento de macréfagos com ISACN
inibiu a expresséao proteica e génica do CD69, o que indica que ISACN foi capaz de
reduzir o estado de ativacédo dessas células. A expressao do CD69 pode ser regulada
positivamente pelo fator de transcricdo AP-1 que é classicamente induzido por
MAPKs. Assim, sugerimos que o efeito inibitério do ISACN na expressdo do CD69
pode estar relacionado a uma acéao inibitoria na via das MAPKs, uma das principais
vias ativadas pelo TLR4 (KARIN, 1995; CASTELLANOS et al., 1997).

As MAPKs ERK, JNK e p38 sao serina/treonina quinases que regulam
diferentes processos em organismos eucariotos, incluindo a inflamag¢ao (PEARSON
et al., 2001; LU; YEH; OHASHI, 2008). Dados de muitos estudos mostram a
participacdo dessas MAPKSs na inducéo das citocinas IL-1p3, IL-6, TNF-a e IL-10 (LEE
et al., 1994; SCHERLE et al., 1998; DIAZ; LOPEZ-BERESTEIN, 2000; SARAIVA,
O'GARRA, 2010; BODE; EHLTING; HAUSSINGER, 2012) e na inducéo da iNOS em
macréfagos (AJIZIAN; ENGLISH; MEALS, 1999; CHAN; RICHES, 2001). J4 é bem
estabelecido na literatura que essas MAPKSs séo capazes de ativar diferentes fatores
de transcricdo como o AP-1 e CREB, e assim contribuem positivamente para o
processo inflamatorio (BANERJEE; GERONDAKIS, 2007).

Nesse contexto, considerando os resultados anteriores que mostram uma agao
inibitéria do ISACN na producgéo de citocinas e de 6xido nitrico e na expressdo do
TLR4, da INOS e do CD69 em macroéfagos, decidiu-se avaliar se o ISACN poderia
interferir na ativagdo das MAPKs. Determinamos entdo, por citometria de fluxo, a
expressdo da forma ativa da ERK 1/2, JNK1/2 e da p38 (P-ERK 1/2, P-JNK 1/2 e P-
p38) em macrofagos tratados com ISACN e estimulados com LPS. Foi constatado,
gue o tratamento de macréfagos em cultura com ISACN reduziu a expressao da forma
ativa dessas trés MAPKs, o que mostra que o ISACN regula negativamente a ativacao

dessas proteinas. Trabalhos recentes relataram que a isatina e dois compostos
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derivados de isatina foram capazes de reduzir a inflamacdo em diferentes modelos
experimentais através da inibicdo da ativacdo das MAPKs (GAO et al.,, 2018;
ZEESHAN et al., 2019), o que corrobora com nossos resultados e indica que durante
a inflamagcdo mediada pelo LPS, os efeitos anti-inflamatérios desencadeados pelo
ISACN podem ser atribuidos a inibicdo da via TLR4/MAPK ERK-JNK-p38.
Considerando todos esses achados, o presente trabalho descreve pela primeira
vez a acao anti-inflamatéria do aduto de Morita-Baylis-Hillman derivado da isatina
ISACN, mostrando seu efeito no processo inflamatério agudo em modelos
experimentais in vivo e in vitro. Os resultados encontrados respaldam a ideia de que
o ISACN é uma molécula farmacologicamente promissora e pode ser avaliada
futuramente em estudos clinicos direcionados para o tratamento de condi¢cdes

inflamatérias patoldgicas.
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6. CONCLUSAO

Concluimos nesse trabalho que o AMBH ISACN possui atividade anti-
inflamatoéria durante a inflamag¢do aguda demostrada pela reducdo simultanea de
parametros como migracao de neutrofilos e producao de citocinas (IL-18, IL-6 e TNF-
a), além da reducdo do edema pulmonar e das alteracdes histopatologicas,
caracteristicas da lesdo pulmonar aguda. Essa atividade anti-inflamatéria esta
relacionada a modulacdo negativa da atividade de macréfagos e na inflamacgéo
mediada pelo LPS, pode ser atribuida a regulacéo negativa da via TLR4/MAPK-ERK-
JNK-p38, 0 que suprime a expressao da molécula de superficie CD69, da enzima
INOS e a producgéo de mediadores inflamatérios como 6xido nitrico e citocinas (Figura
12). Esse composto pode, portanto, ser considerado um candidato promissor a

estudos clinicos posteriores direcionados ao tratamento farmacolégico da inflamacéao.

Figura 12 Esquema representativo dos efeitos anti-inflamatorios e do mecanismo de
acdo do ISACN
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ABSTRACT

Keywords: The SARS-Cov2 infection triggers a multisystem inflammatory disorder, knowing as COVID-19, a pandemic
Inflammation disease. This disease is characterized by acute respiratory distress syndrome, cytokine-driven hyper-
Chemokines mﬂammnuon, and leukocy:es count changes. The innate immune response has been linked to COVID-19
:ﬂs - h (e.g., dysfunctional IFN and d inflammation). In this regard, neutrophils

P y
have been highlighted as essential effector cells in the development of COVID-19. This review summarized the
significant finds about neutrophils and its effector mechanisms (e.g., neutrophils enzymes and cytokines,

International

neutrophil extracellular traps) in COVID-19 so far.

1. Introduction: COVID-19

COVID-19 (Coronavirus disease 2019) is an infectious inflammatory
disease caused by SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2) [1], a new type of coronavirus identified in China in

period of around 5-14 days [19]. Some early symptoms resemble those
of other viral respiratory infections, such as those caused by influenza
viruses. However, dyspnea and high fever define the main clinical dif-
ference between COVID-19 and common cold [20]. Additionally, when
compared to the influenza virus, SARS-CoV-2 infection presents greater

December 2019 after several patients were di d with ific

h of progressing to severe and critical infections, which require

[2]. The cc irus outbreak beg:m in Wuhan, the capital
of Hubei province, and quickly spread across continental dimensions,
turning Covid-19 into a pandemic disease [3].

Coronaviruses are single-stranded RNA viruses that are character-
ized by having corona-like projections on their surface. There are four
main proteins in the structure of these microorganisms, including the
spike protein (8), which is related to the host cell mechanism of invasion
[4]. The SARS-CoV-2 is the third virus of the P coronavirus group to
demonstrate the capacity to infect humans with pandemic potential [5].
SARS-CoV and the MERS-CoV (Middle Eastern respiratory syndrome
coronavirus) were responsible for previous relevant outbreaks of respi-
ratory disease in 2003 [6,7] and 2012 [8,9], respectively.

Human-to-human transmission occurs through direct contact or
respiratory droplets from infected individuals, whether s ic or

oxygen therapy and ventilatory support [21]. Elderly patients and those
with chronic conditions have higher risks of rapid progression to acute
respiratory distress syndrome (ARDS) and multiple organ failure, often
resulting in death. These features demonstrate a systemic aspect of this
infection, which is panied by an i
[22-24].

infl

Yy process

2. COVID-19 and inflammation

The COVID-19 infection starts by exposure to microdroplets present
in the exhalations of infected individuals. Then, the SARS-CoV-2 spreads
to the bronchioles and alveolar spaces [25], entrancing into the host
cells (e., 2 endothelial, epithelial, and smooth muscle cells) by binding
the onverting enzyme (ACE)-2, a metallopeptidase present

asymptomatic [10-12]. Several reports have suggested that other forms
of transmission, such as the fecal-oral route [13-16] and intrauterine
vertical transmission, may also happen [17,15]. However, more studies
need to be carried out to confirm this form of transmission.

The clinical features of COVID-19 may appear after an incubation

* Corresponding author.
E-mail address: sandra@cbiotec.ufpb.br (S. Rodrigues-Mascarenhas).

https://doi.org/10.1016/j.intimp. 2020.107233

on the cell surface [26-29].

In the lung, SARS-CoV-2 infects the alveolar cells (type I and II
pneumocytes and alveolar macrophages) and then starts intracellular
replication in pulmonary tissues. Type I and III interferons (IFN) pro-
duction is an early defense mechanism in the alveolar cells [25].
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Acute lung injury is a multifactorial pulmonary inflammatory disease with a high
mortality rate, where pharmacotherapy is not well established. Morita-Ballys-Hilman
adducts (MBHA) are a group of synthetic molecules with numerous described
biological activities including anti-inflammatory action. Accordingly, the aim of this study
was to assess whether ISACN, an MBHA, modulates the inflammatory process during
LPS-induced acute lung injury. In this study, BALB/c mice were intraperitoneally
treated with 24 mg/kg ISACN and challenged with LPS. It was observed that this
treatment reduced the number of total leukocytes and neutrophils, protein leakage and
the production of inflammatory cytokines IL-1B, IL-6 and TNF-a in the bronchoalveolar
space, without interfering with the production of chemokine CXCL1. In addition, ISACN
also caused a significant reduction in the LPS-induced histopathological changes, such
as cell infiltration, interstitial edema and hemorrhage, negatively regulating the
inflammatory process in the lung. Thus, this work showed for the first time the
immunomodulatory action of an MBHA in LPS-induced acute lung injury.
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Absract—Monita-Baylis-Hillman adducts (MBHA) are synthetic molecules with several
biblogical actions already described in the literature. It has been previously described that
adduct 2-(3-hydrox y-2-oxoindolin-3-ylyacrylonitrile (ISACN) has anticancer potential in
leukemic cells. Inflammation s often associated with the development and progression of
cancer. Therefore, © betier understand the effect of ISACN, this study aimed to evaluate the
anti-inflammatory potential of ISACN both in vitmo and in vivo. Results demonstrated that
ISACN negatively modulated the production of inflammatory cytokines [L-1p, TNF-o and
IL-6 by cultured macrophages. fn vivo, ISACN 6 and 24 mgkg treatment promoted reduced
leukocyte migration, especially neutrophils, to the peritoneal cavity of zymosan-challenged
animals. ISACN displays no anti-edematogenic activity, but it was able to promote a
significant reduction in the production of inflammatory cytokines in the peritoneal cavity.
These data show, for the first ime, that MBHA ISACN negatively modulates several aspects
of the inflammatory response, such as cell migration and cytokine production (n vive and
in vitro, thus having an anti-inflammatory potential.

KEY WORDS: MBHA; mflammesiony permonis; mflan masory pocess.
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MBH adducts represent a novel group of syn-
thetic molecules that display a wide variety of potent
biological activities being explored as drug candi-
dates against several diseases [26, 42, 46, 47, 50].
These compounds are obtained from Morita-Baylis-
Hillman (MBH) reaction [17, 35] and represent an
important tool for development of new molecules
[11]. ISACN (2-[3-hydroxy-2-oxoindolin-3-
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Much More than a Cardiotonic
Steroid: Modulation of Inflammation
by Ouabain
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José M. de Sales-Neto’, Anne K. de Abreu Alves?, José G. F. M. Galvédo’,
Juliane S. de Franca da Silva™ and Sandra Rodrigues-Mascarenhas %"
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* Programa Muiticéntrico de Pés-graduacdo em Ciéncias Fisiologicas, Laboratdrio de Imunobiotacnofogia, Centro do
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Since the discovery of ouabain as a cardiotonic steroid hormone present in higher
mammals, research about it has progressed rapidly and several of its physiological and
pharmacological effects have been described. Ouabain can behave as a stress hormone
and adrenal cortex is its main source. Direct effects of ouabain are originated due to
the binding to its receptor, the Na*/K*-ATPase, on target cells. This interaction can
promote Na™ transport blockade or even activation of signaling transduction pathways
(e.g., EGFR/Src-Ras-ERK pathway activation), independent of ion transport. Besides
the well-known effect of ouabain on the cardiovascular system and blood pressure
control, compelling evidence indicates that ouabain regulates a number of immune
functions. Inflammation is a tightly coordinated immunological function that is also
affected by ouabain. Indeed, this hormone can modulate many inflammatory events
such as cell migration, vascular permeability, and cytokine production. Moreover, ouabain
also interferes on neuroinflammation. However, it is not clear how ouabain controls
these events. In this brief review, we summarize the updates of ouabain effect on
several aspects of peripheral and central inflammation, bringing new insights into ouabain
functions on the immune system.

Key in, i y 1, peripheral inflammation, cell migration, cytokines, neuroinflammation

INTRODUCTION

Although the cardiotonic steroid ouabain was originally identified as a plant secondary
metabolite (e.g., from Strophantus gratus and Acokanthera ouabaio), it was later described as an
endogenous mammalian substance (Hamlyn et al., 1991) such as other cardiotonic steroids (e.g.,
marinobufagenin and digoxin) (Bagrov et al., 2009). Ouabain was found in bovine adrenal gland
(Laredo et al., 1994; Schneider et al., 1998), adrenal gland tumors (Blanco and Wallace, 2013),
bovine hypothalamus (Tymiak et al., 1993), bovine hypophysis (Schoner, 2002), and human plasma
(Hamlyn et al., 1991; Ferrandi et al., 1997). It is noteworthy that ouabain isolated from mammalian
tissues and body fluids is structurally, biochemically, and immunologically indistinguishable to
ouabain isolated from plants (Schoner, 2002).

Frontiars in Physiology | www.frontiersin.org

1 November 2017 | Volume 8 | Article 835
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