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RESUMO

A inflamacg&o € uma resposta fisiologica do organismo a injuria, entretanto, quando
nao controlada, pode causar danos aos tecidos. Um exemplo disso é a lesdo pulmonar
aguda (LPA) e sua forma mais grave, a sindrome do desconforto respiratério agudo
(SDRA), que sédo patologias caracterizadas por taquipneia aguda, edema pulmonar
grave e diminuicdo da complacéncia pulmonar, resultando em insuficiéncia
respiratoria hipoxémica. Até o momento, ndo ha uma farmacoterapia padrdo e
direcionada para a LPA/SDRA. O 2-(3-hidroxi-1-metil-2-oxoindolin-3-il) acrilonitrila
(CISACN) é um aduto de Morita-Baylis-Hillman derivado da isatina que possui
atividades antitumoral e antimalarica, toxicidade aguda e citotoxicidade baixas com
boa disponibilidade oral tet6rica. Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito
anti-inflamatério do CISACN, administrado via oral (v.0.) em modelos murinos de
edema de pata, peritonite e LPA. Para tal, camundongos Swiss fémeas foram pré-
tratados com o CISACN (3,125 mg/kg, 6,25 mg/kg ou 12,5 mg/kg) e desafiados via
intraplantar (v.ipl) com os agentes flogisticos carragenina, prostaglandina (PGE2),
bradicinina (BK), serotonina (5-HT), histamina ou composto 48/80, e via intraperitoneal
com carragenina (1%). O pré-tratamento com o CISACN na dose de 6,25 mg/kg
reduziu (p < 0,05) o edema de pata induzido pelos agentes flogisticos e diminuiu (p <
0,05) a migracdo de neutrdfilos, a permeabilidade vascular e as citocinas pro-
inflamatérias, TNF-a, IL-1B e IL-6, no lavado peritoneal coletado 4 horas ap6s o
desafio com a carragenina. No modelo experimental de LPA, camundongos BALB/c
machos foram desafiados por instilacdo nasal (i.n.) com lipopolissacarideo (LPS) e,
uma hora apds, foram tratados (v.0.) com CISACN (6,25 mg/kg,12,5 mg/kg ou 25
mg/kg) e, 24 horas depois, coletados o fluido do lavado broncoalveolar (BALF), o soro
e 0s pulmdes. O tratamento com CISACN (12,5 mg/kg) reduziu (p <0,05) a migracao
de neutrdfilos e as citocinas TNF-a, IL-18 e IL-6 no BALF, a formacdo do edema
pulmonar e diminuiu os niveis séricos de TNF-a, bem como atenuou alteracées
histopatolégicas, como edema, infiltrado celular e hemorragia. Os efeitos anti-
inflamatorios do CISACN podem estar associados a inibicdo da via de sinalizacéo
TLR4/MAPK-p38, visto que, a partir de uma abordagem in silico, evidenciou-se que o
CISACN apresentou forte energia de ligacdao e afinidade com esses alvos
moleculares. Portanto, os resultados apresentados nesse estudo demonstram o
potencial anti-inflamatério do CISACN, colocando-o como uma molécula promissora
no desenvolvimento de um farmaco anti-inflamatorio.

Palavras-chaves: CISACN; inflamacdo; edema de pata; peritonite; lesdo pulmonar
aguda.
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ABSTRACT

Inflammation is a physiological response of the body to injury, however, when not
controlled, it can cause tissue damage. An example of this is acute lung injury (ALI)
and its most severe form, acute discomfort syndrome (ARDS), which are pathologies
characterized by acute tachypnea, severe pulmonary edema and decreased lung
compliance, originating in respiratory hypoxemia. So far, there is no standard and
targeted pharmacotherapy for ALI/ARDS. 2-(3-Hydroxy-1-methyl-2-oxoindolin-3-yl)
acrylonitrile (CISACN) is a Morita-Baylis-Hillman adduct derived from isatin that has
antitumor and antimalarial activities, low acute toxicity and cytotoxicity with good
theoretical oral availability. Thus, the goal of this work was to evaluate the anti-
inflammatory effect of CISACN, administered orally (v.0.) in murine models of paw
edema, peritonitis, and ALI. For this purpose, female Swiss mice were pre-treated with
CISACN (3.125 mg/kg, 6.25 mg/kg or 12.5 mg/kg) and challenged intraplantarly (v.ipl)
with phlogistic agents: carrageenan, prostaglandin (PGEZ2), bradykinin (BK), serotonin
(5-HT), histamine or compound 48/80 and intraperitoneally with carrageenan (1%).
Pre-treatment with CISACN at a dose of 6.25 mg/kg reduced (p < 0.05) paw edema
induced by phlogistic agents and decreased (p < 0.05) neutrophil migration, vascular
permeability, and pro-inflammatory cytokines, TNF-a, IL-18 and IL-6 in peritoneal
lavage collected four hours after challenge with carrageenan. In the experimental
model of ALI, male BALB/c mice were challenged by nasal instillation (i.n.) with
lipopolysaccharide (LPS) and, one hour later, treated (v.0.) with CISACN (6.25 mg/kg,
12.5 mg/kg or 25 mg/kg) and, 24 hours later, collected bronchoalveolar lavage fluid
(BALF), serum and lungs. Treatment with CISACN (12.5 mg/kg) reduced (p <0.05)
neutrophil migration and the cytokines TNF-a, IL-13 and IL-6 in BALF, the formation of
pulmonary edema and decreased levels serum levels of TNF-a, as well as attenuated
histopathological alterations, such as edema, cellular infiltration, and hemorrhage. The
anti-inflammatory effects of CISACN appear to be associated with the inhibition of the
TLR4/MAPK-p38 signaling pathway, since, from an in silico approach, it was shown
that CISACN showed strong binding energy and affinity with these molecular targets.
Therefore, the results presented in this study demonstrate the anti-inflammatory
potential of CISACN, placing it as a promising molecule in the development of a drug
and subsequent clinical trials in pathological events involving inflammation.

Keywords: CISACN; inflammation; paw edema,; peritonitis; acute lung injury.
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1. INTRODUCAO

A inflamacé&o é uma reacéo essencial do sistema imunolégico que envolve um
conjunto abrangente de respostas fisiol6gicas a um organismo estranho. No entanto,
a inflamacao exacerbada ou nao resolvida pode ocasionar dano tecidual e contribuir
para a patogénese de varias doencas inflamatdrias. Como consequéncia, a resposta
inflamatoria é caracterizada por cinco sinais clinicos fundamentais, que incluem dor,
calor, rubor, edema e perda da funcéo (DUARTE et al., 2022). Os farmacos utilizados
para alivio da inflamacéo sdo os anti-inflamatérios néo esteroidais (AINES) e os anti-
inflamatorios esteroidais (AIES). Entretanto, estas classes farmacoldgicas produzem
diversos efeitos adversos, o que impossibilita seu uso para grande parcela da
populacdo (GHASEMIAN; OWLIA; OWLIA, 2016).

O estado inflamatério pode causar alteracdes em diversos 6rgaos e sistemas
desencadeando disfungBes patolégicas agudas complexas, como a Sindrome do
Desconforto Respiratorio Agudo (SDRA), um processo fisiopatologico desenvolvido a
partir de lesdo pulmonar aguda (LPA) (LU et al., 2022). A SDRA/LPA é caracterizada
clinicamente por taquipneia aguda, edema pulmonar grave e diminuicdo da
complacéncia pulmonar, gerando um grave problema de insuficiéncia respiratoria
hipoxémica (ZIAKA; EXADAKTYLOS, 2022). Apesar dos recentes avancos na
compreensao da fisiopatologia e dos mecanismos moleculares da doenca, a
incidéncia ainda prevalece alta e a taxa de mortalidade corresponde a 40%,
aproximadamente. Além disso, a eficacia das abordagens terapéuticas ainda é
bastante limitada e ndo existem tratamentos farmacoldgicos especificos (LONG;
MALLAMPALLI; HOROWITZ, 2022).

Sendo assim, é de fundamental importancia o avan¢o no desenvolvimento de
candidatos a novos farmacos para o tratamento de doencas inflamatorias agudas que
apresentem eficacia e seguranca, de modo a reduzir a incidéncia e a taxa de
mortalidade dos individuos acometidos.

Reacdes com poucas etapas e com alta taxa de rendimento se apresentam
como alternativas promissoras para a sintese de novas moléculas bioativas (PANDEY
et al.,, 2018). A Reacdo de Morita-Baylis-Hillman (RMBH) destaca-se na quimica

organica por apresentar caracteristicas importantes, como a economia total de
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atomos, a realizacdo em meio aquoso e producdo de baixos impactos ambientais
(XIE; HUANG, 2015). Por sua vez, os produtos gerados nessa reacdo Sao
denominados de adutos de Morita-Baylis-Hillman (AMBH), moléculas com ampla
versatilidade sintética. Estudos com os AMBH demonstraram que estes apresentam
diversas atividades biolégicas, como antitumoral, antileishmanial, antioxidante,
antimalarica, anti-inflamatoria, vasorrelaxante, antichagasica e antimicrobiana (PAIVA
FERREIRA et al., 2023).

O 2-(3-hidroxi-1-metil-2-oxoindolin-3-il) acrilonitrila, o CISACN, é um AMBH
cuja sintese organica usa como substrato a isatina, que possui uma gama de
propriedades bioldgicas, incluindo atividade anti-inflamatéria (NATH et al., 2020). O
CISACN apresenta-se como uma molécula farmacologicamente promissora, visto que
demonstrou atividades antitumoral (G. LIMA-JUNIOR et al., 2016a) e antimalarica e
possui um perfil toxicologico aceitavel (PESSOA -PB, 2020).

Assim, o potencial terapéutico descrito acima do CISACN justifica a
investigacdo de sua utilizacdo para o possivel tratamento de doencas inflamatdrias
agudas. Portanto, o objetivo desse estudo foi investigar a atividade anti-inflamatoria
do CISACN em modelos experimentais de inflamacgéo aguda, incluindo a LPA, e seus

possiveis mecanismos de acao, via abordagens in vivo e in silico.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Aspectos gerais da inflamagéao

A inflamacdo é uma reacdo imune fisioldgica de defesa do organismo contra
diversos estimulos deletérios, incluindo patdgenos, toxinas, células destruidas e/ou
radiacdo (ADEGBAJU; OTUNOLA; AFOLAYAN, 2020). Quando a resposta
inflamatoria é controlada, o resultado é a limitacdo da sobrevivéncia e proliferacao dos
patdgenos, seguida de uma fase de resolucdo e reparo; entretanto, essa resposta
pode tornar-se exacerbada e prejudicial, guando nédo controlada (CORDARO et al.,
2019). O processo inflamatorio € um mecanismo inespecifico e imediato e é
caracterizado por cinco sinais cardinais que incluem: calor, rubor, edema, dor e perda
de funcdo (HANNOODEE; NASURUDDIN, 2022). Compreendendo uma cadeia de
respostas organizadas e dinamicas, o mecanismo inflamatério inclui eventos celulares
e vasculares com respostas humorais especificas. Essas vias envolvem a alteracédo
da localizagéo fisica de células como mondcitos, basofilos, eosindfilos e neutrofilos,
plasma e fluidos no local inflamado (ZINDEL; KUBES, 2020).

De modo geral, a inflamacéo compreende duas fases, com base no tempo do
processo que responde ao dano lesivo. A fase aguda ocorre imediatamente apos a
les@o e pode durar alguns dias; dependendo do grau da les&o, esta fase aguda pode
ser suficiente para resolver qualquer dano (VARELA et al., 2018). Se essa inflamacé&o
persistir, como resultado de uma exposicao prolongada a estimulos inflamatérios ou
de uma reacdo inadequada a moléculas préprias, havera a fase cronica, caracterizada
pela mudanca das células imunoldgicas para um fenétipo mononuclear e posterior
dano tecidual e fibrose. Observa-se a contribuicao da inflamacgéo crénica em diversas
doencas, incluindo artrite, asma, aterosclerose, doencas autoimunes, diabetes e
cancer, e condi¢des de envelhecimento (PAHWA; GOYAL,; JIALAL, 2022).

2.2. Inflamacao aguda

A fase aguda do processo inflamatorio € caracterizada pela formacéo de edema
intersticial e infiltracdo de leucdcitos, quando um conjunto de defesas celulares e

teciduais agem em resposta aos diversos estimulos (OU et al., 2021). Este processo
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€ caracterizado pela presenca de eventos vasculares, como a vasodilatacdo local e 0
aumento da permeabilidade vascular, e a migracdo celular, principalmente de
neutrofilos, para o local inflamado (SERHAN; LEVY, 2018).

2.2.1. Eventos vasculares e celulares

Durante a inflamacéo, os vasos sanguineos tendem a sofrer modificacdes que
culminam na passagem de proteinas plasmaticas e leucdcitos para o local da leséo
ou dano. Essas modificacbes sédo fortemente influenciadas por moléculas pro-
inflamatorias, como prostaglandinas (PGs), histamina e &xido nitrico (NO)
(PANIGRAHY et al., 2021). As respostas que ocorrem na microvasculatura
normalmente aparecem em poucos minutos apos a lesdo tecidual. Diante de uma
vasoconstricdo transitoria, as arteriolas dilatam-se, gerando um aumento no fluxo
sanguineo com consequente abertura dos leitos capilares, proporcionando, entdo, o
aparecimento do eritema e do calor. Além disso, com o aumento da permeabilidade,
o exsudato, liquido rico em proteinas, extravasa para dentro dos tecidos
extravasculares, levando a formacdo do edema, e as hemacias ficam mais
concentradas, aumentando a viscosidade do sangue, o que deixa o fluxo mais lento.
Todo esse processo resulta no aumento da pressdo osmotica do liquido intersticial,
acarretando em um maior efluxo de agua do sangue para os tecidos (ALESSANDRI
et al., 2013).

A infiltracdo de leucécitos no sistema circulatério é essencial durante as
respostas inflamatérias. Como resultado da vasodilatacdo e do aumento da
permeabilidade vascular, células, principalmente os neutréfilos, migram ao longo de
um gradiente quimiotatico para o local da lesdo de maneira orquestrada e mediada
por citocinas e proteinas de fase aguda (DAVID; KUBES, 2019). Essa migracao de
leucdcitos dos vasos sanguineos para o endotélio é feita através de uma cascata de
eventos classicos, que incluem marginacao e rolamento, adesao firme e diapedese;
normalmente, esses eventos sao dependentes de moléculas de adeséo, que estao
expressas has membranas de leucécitos e células endoteliais (MARGRAF; LOWELL;
ZARBOCK, 2022).

Durante o processo de marginacao, os leucdécitos rolam na superficie endotelial

de forma a aderir transitoriamente nas moléculas de adesao da familia das selectinas,
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gue sdo: a L-selectina, constitutivamente expressa em leucocitos e importante na
migracdo de neutrofilos e linfocitos para o local inflamado; a P-selectina, pré-formada
e armazenada nas plaquetas ou em células endoteliais, atuando na fase mais precoce
do recrutamento celular; e a E-selectina, que se apresenta exclusivamente em células
endoteliais, responsavel pelo processo de adesao de células (JUBELI et al., 2012).

Apoés o rolamento, os leucdcitos passam a se aderir firmemente ao endotélio,
adesdes essas mediadas pelas integrinas e pela superfamilia das imunoglobulinas
expressas nas superficies celulares dos leucdcitos. As integrinas sdo glicoproteinas
heterodiméricas transmembrana expressas, hormalmente, nas membranas
plasmaticas dos leucocitos em estado de baixa afinidade, constituidas por uma
subunidade a e outra B, e que medeiam a adesdo, migracado e ativacao celular
(MRUGACZ et al., 2021). A superfamilia de imunoglobulinas inclui a molécula de
adesao intercelular-1 e 2 (ICAM-1 e ICAM-2), a molécula de adeséo celular vascular-
1 (VCAM-1) e a molécula de adeséao de células endoteliais plaquetarias-1 (PECAM-1)
(GUO et al., 2015; ZENG et al., 2018).

Depois da aderéncia, os leucocitos migram pela parede do vaso comprimindo-
se entre as células ao nivel de juncdes intercelulares em direcdo ao parénquima
tissular; esse processo é denominado diapedese, e € mediado por fatores
guimiotaticos, como interleucina-8 (IL-8) e componentes do sistema complemento
(GAUDET et al., 2019).

Apés ativacdo dos leucdcitos, pode ocorrer o processo de fagocitose e
liberacdo de mediadores sollveis que amplifiquem a resposta inflamatoria. Existindo,
portanto, o controle e reparo desse processo inflamatério, a inflamacao é reduzida de
forma gradativa e o organismo pode restabelecer a homeostase (SERHAN et al.,
2015) (Figura 1).

Figura 1. Esquema representativo da migracdo e adeséo leucocitaria na parede

endotelial durante o processo inflamatorio
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Fonte: criado e adaptado em BioRender (2020). Em resposta a estimulos inflamatérios, as moléculas
de adesdo, como as selectinas e glicoproteinas, expressas em células endoteliais e leucécitos
interagem ocasionando uma adesdao transitéria, de modo que os leucécitos rolam ao longo da parede
endotelial vascular. Em seguida, os leucécitos passam a se aderir firmemente ao endotélio, através da
ligacdo de integrinas e superfamilia das imunoglobulinas expressas nas superficies celulares dos
leucécitos. Apos a aderéncia, os leucécitos migram pela parede do vaso em um processo denominado
diapedese, mediado por fatores quimiotaticos. ICAM-1: molécula de adesdo da célula intercelular-1.
LFA-1: antigeno 1 associado a funcao leucocitéria. S-lex: Sialyl LewisX — ligante de selectinas.

2.2.2. Mediadores Inflamatérios

2.2.2.1 Aminas vasoativas

As aminas vasoativas, histamina e serotonina (5-hidroxtriptamina — 5-HT), séo
as primeiras substancias a serem liberadas, principalmente através dos mastécitos e
mondcitos, durante a ativacdo da cascata inflamatéria. Estudos revelam que essas
aminas sdo liberadas ao mesmo tempo e em concentracdes em que cada uma é
capaz de exercer seu maximo efeito na permeabilidade vascular e no aumento do
fluxo sanguineo. Estas alteracfes levam ao aparecimento de sinais classicos da
inflamacé&o, como rubor, calor e edema (RATAN et al., 2022).

A histamina é armazenada principalmente no interior de granulos de mastocitos
e liberada apos diversos estimulos fisicos e quimicos. E sintetizada como resultado
da atividade catalitica da enzima histidina descarboxilase e é considerada um
importante mediador da resposta inflamatéria aguda e das reacdes alérgicas

(SANLIER; BEKTESOGLU, 2021). A histamina exerce suas fun¢des através de quatro
29



receptores (HR): H1, H2, H3 e H4, que séo receptores acoplados a proteina G
(GPCRs), sendo responsavel por alteracdes vasculares como vasodilatacdo, aumento
do fluxo sanguineo e da permeabilidade vascular e exsudacdo plasmatica,
ocasionando o edema (BRANCO et al., 2018).

A 5-HT, de forma semelhante a histamina, € um mediador vasoativo pré-
formado e age sobre receptores especificos, sendo encontrada em plaquetas e
células enterocromafinicas e nos mastocitos de roedores, mas ndo de humanos. A
serotonina regula a inflamagéo e a imunidade ao atuar promovendo um efeito
vasodilatador e um aumento da permeabilidade vascular, levando ao edema, além de
produzir rubor, causado devido a uma constricdo venosa com consequente aumento
no enchimento capilar (WU et al.,, 2019). Essa amina também age como um
quimioatraente potente, recrutando células imunes inatas para locais de inflamacéo e
também altera a producéo e liberacdo de citocinas e ativacdo/proliferacdo celular
(ROUMIER; BECHADE; MAROTEAUX, 2019).

2.2.2.2 Cininas

As cininas representam um grupo que desempenha um papel crucial na
inflamacéo e, dentre elas, a bradicinina (BK) e a lisil-bradicinina (calidina) destacam-
se como as principais envolvidas (PIRAHANCHI; SHARMA, 2022).

A BK é uma molécula que apresenta uma meia vida plasmética curta, variando
entre 10 e 50 segundos e atua através dos receptores de bradicinina B1 e B2 (B1R e
B2R). O B2R é constitutivamente expresso em tecidos saudaveis e esta envolvido em
respostas como vasodilatacdo, equilibrio e retencao de fluidos, contracdo do musculo
liso e algesia; jA o B1R est4 ausente em tecidos normais e é induzido por trauma
tecidual ou inflamacé&o. Alteracdes no sistema cinina tém sido associadas a diversos
processos patolégicos, como inflamacédo, dor crbnica, vasculopatia, neuropatia,
obesidade, diabetes e cancer e, normalmente, a ativacao excessiva do sistema cinina
leva ao estado pro-inflamatoério (LAU et al., 2020; QADRI; BADER, 2017).

2.2.2.3 Derivados do acido araquiddnico
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O acido araquidénico (AA), molécula normalmente armazenada no interior de
fosfolipideos de membrana de forma esterificada, € um acido graxo essencial clivado
pela fosfolipase A2 (PLA2) e que serve de substrato para duas vias enzimaticas, a da
ciclooxigenase (COX) e a da lipoxigenase (LOX), que resultam na liberacdo de
mediadores locais importantes na resposta inflamatéria (WANG et al., 2021).

As COXs estéo envolvidas tanto em processos fisioldégicos quanto patologicos,
e suas isoformas sao classificadas como COX-1 (constitutiva), COX-2 (induzida) e
COX-3, que é uma variante da COX-1. Inicialmente, metabolizam o AA em
prostaglandina G2 (PGGz2) instavel e depois o convertem em PGHz. A PGHz, assim
como as prostandides sintases e isomerases seletivas de células e tecidos, ndo é
estavel e pode facilmente gerar muitas prostaglandinas bioativas, a exemplo das Dz,
E2, F2a € I2, e tromboxano Az (TXAz, dependendo da expresséo diferencial nos
diferentes tecidos (WANG et al., 2019).

Em particular, destacam-se as prostaglandinas PGE2 e a PGIz, por se
apresentarem como potentes agentes vasodilatadores, aumentando a permeabilidade
induzida por mediadores como BK e histamina, e por causarem a hiperalgesia, ao
potencializarem os efeitos da BK (ROUZER; MARNETT, 2020).

Os leucotrienos (LT), segunda principal familia dos derivados do &cido
araquidénico, séo sintetizados pela via LOX e tém um papel importante no processo
inflamatorio. Eles podem ser divididos em dois grupos: o diidroxi-leucotrienos, formado
principalmente pelo leucotrieno B4 (LTB4), e os leucotrienos peptidicos, formados
pelos leucotrienos cisteinil (CysLTs) (GILBERT; NEWCOMER; WERZ, 2021). Atuam
desempenhando funcdo relevante na constricdo da musculatura lisa, além de
participarem de processos de inflamagdo aguda, aumentando a permeabilidade
vascular e favorecendo, portanto, o0 edema da zona afetada. Nas vias aéreas, atuam
como potentes broncoconstritores e o efeito € superior ao da histamina, sendo a
contracao intensamente prolongada. Dessa forma, atuam em diversas doencas como
asma, reagOes de hipersensibilidade imediata, reag¢des inflamatorias e infarto do
miocardio (ORAFAIE et al., 2020).

2.2.2.4 Citocinas
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As citocinas sao proteinas produzidas por células imunes e atuam amplificando
aresposta imune e recrutando células para sitios de inflamacéo. Exercem seus efeitos
em vérias células e desempenham uma variedade de papeis, como na inflamacéo e
na diferenciacao celular, estudos revelam que, devido as suas ac¢des pleiotropicas, ou
seja, diferentes acdes em diferentes tipos celulares, as citocinas podem aumentar ou
suprimir a producdo de outras citocinas (MATSUMOTO et al., 2018). Esses
mediadores sollUveis possuem uma meia-vida curta, por isso, em condi¢cdes normais,
eles sdo rapidamente eliminados, garantindo uma bioatividade limitada. Entretanto,
em processos inflamatérios, as citocinas podem ser liberadas em quantidade
satisfatoria para promover um efeito sistémico (BERRAONDO et al., 2018).

Em geral, as citocinas incluem as interleucinas (IL), interferons (IFN),
quimiocinas e fatores de necrose tumoral (TNF). As citocinas classicas podem ser
classificadas em proé-inflamatérias, como IL-1B, IL-6 e TNF-a e anti-inflamatdrias,
como IL-4, IL-10, IL-13 (ROE, 2021). Durante o processo inflamatorio, as citocinas sao
liberadas e agem na producédo de proteinas de fase aguda. As ILs pré-inflamatérias
atuam na area lesionada, de forma a sinalizar a inflamacao; além disso, também estéo
associadas com a inducdo e manutencao da dor aguda (NAVAEI-ALIPOUR et al.,
2021).

A IL-1pB é produzida por neutrdfilos e macréfagos e esta envolvida na migracéo
leucocitaria, promovendo a proliferacéo e diferenciacdo de células do sistema imune.
Em adicéo, a IL-1B regula positivamente a expressao génica e secrecao de 6xido
nitrico sintase induzivel (INOS) e COX-2, que participam da producédo de mediadores
inflamatorios (TULOTTA; OTTEWELL, 2018).

A IL-6, por sua vez, destaca-se por ser a principal citocina envolvida na
producéo de proteinas de fase aguda e células da resposta imune, como neutrdfilos,
sao estimuladas pela sinalizagéo classica dessa interleucina; além disso, os niveis de
IL-6 permanecem aumentados em condi¢des inflamatoérias cronicas, 0 que ocasiona
a maior sobrevivéncia de linfocitos e macrofagos que amplificam a inflamacéo
(NARAZAKI; KISHIMOTO, 2018).

O TNF-a é uma citocina sintetizada e liberada no local da lesao a partir de
diversas células e age na estimulag&o de outras citocinas pro-inflamatorias, induzindo

também a expressdo de moléculas de adeséo celular (ZHAO et al., 2021).
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2.2.3. Farmacoterapia para manejo da inflamacédo aguda

Uma significativa parcela da populacéo é afetada por disturbios relacionados a
inflamacéo e, atualmente, 0 manejo para tratamento dessas doencas geralmente é
realizado através da pratica clinica tradicional com drogas esteroides ou nao
esteroides. Entretanto, apesar da facil acessibilidade, o uso cronico desses
medicamentos leva a sérios efeitos adversos (PATIL et al., 2019).

Os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINEs) sdo um grupo de medicamentos
amplamente utilizados no tratamento agudo da inflamacédo e agem inibindo as etapas
iniciais da biossintese de prostaglandinas por meio da inibicdo da COX. A estrutura
quimica dos AINEs e a capacidade de inibir cada isoenzima (COX-1 ou COX-2) varia
de um para outro farmaco (QANDIL, 2012). Porém, o uso prolongado de AINEs esta
relacionado com toxicidades cardiovasculares, gastrointestinais e renais, o que limita
sua utilizacdo em diversos pacientes (BINDU; MAZUMDER; BANDYOPADHYAY,
2020).

Por outro lado, tém-se os anti-inflamatérios esteroidais (AIES), conhecidos
como glicocorticoides. Ao serem administrados, ligam-se ao receptor de
glicocorticoides (GR) que esta presente no citoplasma de todas as células humanas.
Esse complexo ativado pode entdo migrar para o nucleo, onde regula a expressao
génica por meio da ligacdo direta de elementos responsivos a glicocorticoides no
acido desoxirribonucleico (DNA) ou ligando-se a outros fatores de transcricdo. Isso
resulta em um importante efeito imunossupressor, mas, consequentemente, acarreta
efeitos adversos indesejaveis e, as vezes, graves, como hipertensao, hiperglicemia,
osteoporose e parada do crescimento. Além disso, a toxicidade e a recorréncia dos
sintomas na descontinuacdo sao grandes problemas relacionados a essas drogas
(DORRINGTON et al., 2020).

Visto isso, hd uma extrema necessidade de explorar novos agentes anti-
inflamatorios com acgéo seletiva, ou seja, sem interferir no mecanismo regulatoério da
inflamacé&o, e menor toxicidade, proporcionando, assim, um maior acervo de opcdes

para tratamento da inflamacgéo.

2.3. Leséao Pulmonar Aguda (LPA) e Sindrome do Desconforto Respiratério
Agudo (SRDA)
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2.3.1. Definicao e histérico

A lesdo pulmonar aguda (LPA) e sua manifestacdo clinica mais grave, a
sindrome do desconforto respiratério agudo (SRDA), sdo doencas pulmonares
inflamatorias agudas caracterizadas por infiltracdo densa de células, principalmente
neutrofilos, edema bilateral difuso com consequente diminuicdo da complacéncia
pulmonar, dano alveolar e deposi¢cdo da membrana hialina no limen broncoalveolar,
resultando em insuficiéncia respiratoria hipéxica (SHAW; MCAULEY; O’KANE, 2019).

A descricdo clinica que define LPA existe ha mais de 50 anos. Em 1967,
Ashbaugh e colaboradores descreveram, pela primeira vez, o aparecimento de uma
sindrome clinica caracterizada por dispneia grave, taquipneia, cianose refrataria a
oxigenoterapia, perda da complacéncia pulmonar e infiltrado alveolar difuso
observada na radiografia de térax; o inicio da sindrome foi agudo, geralmente poucas
horas apds o distarbio clinico subjacente. A essa sindrome, atribuiu-se o termo
“sindrome do desconforto respiratorio do adulto” (ASHBAUGH et al., 1967).

Ja em 1994, na Conferéncia de Consenso Americana — Europeia (American-
European Consensus Conference - AECC), definiu-se a ado¢cdo de conceitos para
LPA e SDRA, relacionadas a gravidade dos sintomas, distinguindo-se a partir do
indice de oxigenacado — (PaO2/Fi02): PaO2/FiO2 <300 para LPA e <200 para SDRA,
ou seja, pacientes com menor grau de hipoxemia sdo diagnosticados com LPA,
enguanto agueles com maior grau sao diagnosticados com SDRA (BERNARD et al.,
1994).

Enfim, a definicAo mais atualizada foi proposta somente em 2012, conhecida
como definicdo de Berlin, de acordo com a European Society of Intensive Care
Medicine (ESICM/Berlim), Society Critical Care Medicine (SCCM) e a American
Thoracic Society (ATS). A definicdo de Berlin teve como objetivo identificar de forma
mais precisa fatores como diagnostico, gravidade e progndstico relacionados a SDRA,
permitindo que a abordagem terapéutica fosse aplicada de maneira mais oportuna e
adequada (FAN; BRODIE; SLUTSKY, 2018; FERGUSON et al., 2012).

Nessa definicdo sdo considerados os seguintes critérios: natureza aguda da
les&o (inicio dentro de uma semana de um insulto clinico conhecido, ou novo, ou

sintomas respiratorios progressivamente piores); imagem radiologica (opacidades

34



bilaterais — ndo completamente explicadas por derrames, colapsos pulmonar, ou
nodulos); origem do edema (insuficiéncia respiratdria ndo completamente explicada
por insuficiéncia cardiaca ou sobrecarga de fluidos); e nivel de hipoxemia (limiar
especifico da relagdo PaO2/FiO2 medida com um requerimento minimo da presséo
expiratéria final positiva (PEEP) =2 5 cmH20, distinguindo-se trés categorias de
gravidade: leve (200 mmHg < PaO2/FiO2 < 300 mm Hg), moderada (100 mm Hg <
Pa0O2/ FiO2 < 200 mm Hg) e grave (PaO2/FiO2 < 100 mm Hg) (RANIERI et al., 2012;
ROTTA et al., 2015).

Portanto, o termo LPA vem sendo considerado como uma condi¢cdo mais leve
da SDRA e, por isso, € o0 modelo mais aceito para mimetizar a sindrome em animais,
com o intuito de compreender e observar mudancas fisiopatolégicas relacionadas a
doenca (CARLA et al., 2020).

2.3.2. Etiologia e epidemiologia

Atualmente, ainda existe uma grande dificuldade para caracterizar fatores como
incidéncia e mortalidade na SDRA, devido a sua complexa natureza intrinseca. A
origem dessa doenca pode ser dividida em dois grandes grupos: causas pulmonares
diretas, quando o dano atinge os pulmdes através das vias aéreas ou por traumatismo
toracico e incluem pneumonia, aspiracdo do suco gastrico, inalagdo de fumaca, quase
afogamento, entre outros; e causas pulmonares indiretas, quando o causador do dano
atinge os pulmdes através da corrente sanguinea, incluindo trauma, queimadura,
sepse e multiplas transfusdes sanguineas (EWORUKE; MAJOR; GILBERT MCCLAIN,
2018). E, embora se avalie a possibilidade de uma predisposicdo genética para o
desenvolvimento e gravidade da SDRA, uma ligagdo genética ainda nado foi
claramente identificada (GRIGORYEV et al., 2004).

Apesar do avango nas mudancas no gerenciamento de fluidos e a dedicacao
ao controle precoce da origem ter reduzido a incidéncia, a SDRA ainda apresenta uma
mortalidade que se aproxima de 33%, representando mais de 10% de todas as
internagbes em unidades de terapia intensiva (UTI) e 4% de todas as internacdes
hospitalares, resultando, portanto, na utilizag&o significativa de recursos de saude em
todo o mundo (MATTHAY et al., 2019).
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Critérios como definicdo, heterogeneidade da populacdo e variacdes
etiologicas e geograficas ainda permitem muitas controvérsias quanto a prevaléncia e
incidéncia da LPA/SDRA mundialmente. De fato, um estudo revelou que entre UTIs
de 50 paises diferentes, a prevaléncia de SDRA foi de 10,4% das internacfes, com
distintos graus, que corresponderam a: SDRA leve (30,0%), SDRA moderada (46,6%),
e SDRA grave (23,4%) (BELLANI et al., 2016). Além disso, paises como Estados
Unidos apresentam incidéncia bastante elevada da doenga, sendo até mesmo 10
vezes maior essa incidéncia do que no continente europeu (VILLAR et al., 2011). No
Brasil, a incidéncia da SDRA varia de 1,8 a 31 por 100.000 habitante (CASER et al.,
2014).

Fatores como idade e raca parecem também interferir na incidéncia da
LPA/SDRA. Em um estudo, Rubenfeld e colaboradores descobriram que a taxa de
mortalidade de LPA/SDRA foi significativamente menor em pacientes com idade de
15 a 19 anos quando comparado com pacientes de 85 anos de idade ou mais,
permitindo inferir que a idade € um fator importante no prognéstico da doenca
(RUBENFELD et al., 2005). Em relagéo a raca, estudos demonstraram que pacientes
afro-americanos e hispanicos apresentaram taxa de mortalidade em 60 dias maior do

gue pacientes caucasianos (ERICKSON et al., 2009).

2.3.3. Fisiopatologia

O entendimento correto sobre a fisiopatologia da LPA é um aspecto relevante
para se obter novas propostas de tratamentos com alvo nesse processo e no aumento
dos mecanismos de reparo pulmonar. Na LPA, ocorre uma ruptura das barreiras
endoteliais e epiteliais pulmonares, que ocasiona perda da integridade da membrana
alvéolo-capilar e migracao transepitelial excessiva de neutréfilos com consequente
liberacdo de mediadores citotoxicos pro-inflamatérios (MOWERY; TERZIAN;
NELSON, 2020).

A membrana alvéolo-capilar é composta pelo endotélio microvascular,
intersticio e epitélio alveolar. Em condi¢gbes normais, o capilar alvéolo-pulmonar
apresenta endotélio seletivamente permeavel, onde as proteinas permanecem no
espaco intravascular, enquanto os fluidos atravessam as membranas como resultado

do balanco entre as forcas hidrostaticas e gradientes oncéticos (MCNEIL et al., 2021).
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Os pneum©citos do tipo | e do tipo Il se unem e formam juncgdes estreitas umas com
as outras, permitindo que ocorra a regulacdo seletiva do fluxo de liquido através da
barreira epitelial. Os pneumdcitos do tipo | sdo células responsaveis pela formacédo da
estrutura alveolar e pela troca gasosa, sendo menos resistentes ao dano lesivo;
engquanto os pneumdocitos do tipo Il desempenham um papel central no processo de
reparo epitelial e atuam na producdo do surfactante, elemento responsavel por
diminuir a tenséo superficial nos alvéolos (BROOKES et al., 2021).

Por sua vez, quando ocorre um dano lesivo aos pulmdes, células residentes do
sistema imune, principalmente os macrofagos, reconhecem 0s agentes invasores e
agem liberando diversos mediadores inflamatérios, como as citocinas IL-1, IL-6 e
TNF-a, quimiocinas e moléculas de adesado, que colaboram com a migragdo de
leucocitos, especialmente neutréfilos, no endotélio vascular (BUTT; KURDOWSKA,;
ALLEN, 2016). Além disso, ocorre influxo do fluido rico em proteinas para o espaco
intersticial e alvéolo, que ird formar um exsudato proteico, culminando na formacao do
edema intersticial (LI et al., 2020). Aliados, esses parametros resultam na destruicéo
dos pneumdcitos, com consequente formacdo de uma membrana hialina, rica em
proteina e fibrina, e inativacdo do surfactante, ocasionado a reduc¢éo da complacéncia
pulmonar e levando ao quadro de hipoxia (PUNSAWAD; VIRIYAVEJAKUL,;
TECHARANG, 2019) (Figura 2).

Figura 2. Esquema representativo do processo patoldgico da lesdo pulmonar
aguda (LPA)
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Fonte: criado e adaptado em BioRender (2020). O alvéolo normal (& esquerda), em comparacao com
0 alvéolo lesado na fase inicial da LPA (a direita). Ao ocorrer a ativacéo de receptores presentes em
células como macréfagos, mediada por patégenos, tem-se a liberacdo de mediadores inflamatérios
como TNF-q, IL-18 e IL-6 e a migragdo de neutrdfilos para o espago alveolar, onde sofrem ativagéo.
Os neutrdéfilos s@o responsaveis pela liberacdo de mediadores tdxicos, como espécies reativas de
oxigénio e proteases, que danificam o endotélio capilar, ocasionando um aumento da permeabilidade
capilar e consequente destruicdo das pneumdacitos do tipo Il e pneumdcitos tipo |, promovendo a saida
de liquido e proteinas que formardo um exsudato e, consequentemente, o edema, inativando a
producgéo de surfactante e causando a deposi¢cdo da membrana hialina.

A LPA/SDRA pode ser dividida em trés fases que variam de acordo com o
tempo e a evolucao clinica da doenca. Séo elas: fase exsudativa ou precoce, fase
proliferativa ou fase fibroproliferativa e fase fibrotica ou de resolucdo (MATSUO et al.,
2021).

A fase exsudativa ou precoce estende-se, geralmente, até a primeira semana
apos o inicio da lesdo. Apos o dano, células residentes, como macréfagos alveolares,
liberam mediadores pré-inflamatérios e quimiocinas, contribuindo para o recrutamento
excessivo de neutrdéfilos e células monociticas e extravasamento de fluido rico em
proteinas nos espacos alveolares. Assim, o resultante aumento da permeabilidade
alvéolo-capilar, disfungcdo do surfactante e diminuicdo da depuracdo do liquido
alveolar levam a formacao do edema pulmonar, troca gasosa prejudicada e hipoxemia
(PATEL et al., 2017).

Sobrepondo-se a fase exsudativa ou precoce, inicia-se a fase proliferativa ou
fibroproliferativa, onde ocorre a reabsor¢do do edema alveolar e restauracéo da

arquitetura e funcéo alveolar. Nessa fase, os pneumdcitos tipo | se proliferam e se
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diferenciam em pneumdacitos tipo Il com o intuito de realizar o reparo ao substituir
células lesadas e necroticas. Além disso, ha processos como metaplasia escamosa,
infiltrac@o intersticial por miofibroblastos e deposicédo precoce de fibras colagenas.
Essa fase se desenvolve apds, aproximadamente, 10 a 14 dias (GOUDA;
BHANDARY, 2019).

A fase fibrética ou de resolucdo nédo ocorre em todos os pacientes com
LPA/SDRA, mas tem sido associada a evidéncias mecéanicas, bioquimicas, hipdxia
progressiva, faléncia de multiplos 6rgéos e aumento da mortalidade. E caracterizada
pelo aparecimento de fibrose intersticial e intra-alveolar que pode resolver lentamente
ou causar destruicdo pulmonar irreversivel (BEN SALEM, 2017; HUANG et al., 2018).

Considera-se que os neutrdfilos, células polimorfonucleares, desempenham
um papel fundamental na fisiopatologia da LPA/SDRA, pois a ativagdo e a
transmigracdo dessas células sdo eventos marcantes na progressdo da doenca
(GROMMES; SOEHNLEIN, 2010). O papel fundamental dos neutrofilos na
patogénese da LPA/SDRA foi demonstrado em estudos clinicos e em animais. Os
neutroéfilos sdo os primeiros envolvidos na inflamacéo e sua ativagéo excessiva e/ou
prolongada colabora para a destruicio da membrana basal e aumento da
permeabilidade da barreira alvéolo-capilar (ZHOU; DAI; HUANG, 2011).

Apesar de sua ativacao ser relevante para a defesa do hospedeiro, o excesso
leva ao dano tecidual pela liberacdo de mediadores pro-inflamatérios, como
proteases, espécies reativas de oxigénio, citocinas pré-inflamatérias e moléculas pro-
coagulantes, contribuindo significativamente para a destruicdo da arquitetura dos
alvéolos (PARK et al., 2019).

Além disso, estudos recentes mostram que os neutréfilos possuem outro
mecanismo imunolégico, liberando para o meio extracelular a cromatina associada a
diferentes proteinas, formando um complexo de armadilhas extracelulares chamadas
redes extracelulares neutrofilicas (NETs). As NETs séo importantes em proceder com
o dano, provocando o confinamento do patdégeno no local da infeccéo. Entretanto, esta
acao pode levar a danos teciduais e provocar lesdes celulares, pela liberacdo de
moléculas, como as proteases (LEE et al., 2017; SHI et al., 2020).

Diversas vias de sinalizagdo regulam aspectos das fun¢cdes imunes e servem

como mediadores centrais das respostas inflamatorias, podendo ser alvos mais
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especificos e direcionados para o0 tratamento de inumeras patologias
(PAPACONSTANTINOU, 2019).

O sistema imune inato possui diversas classes de receptores importantes para
o reconhecimento de agentes lesivos. Nesse sentido, destaca-se como sendo a classe
de receptores mais importante nos mamiferos os denominados receptores similares a
Toll (TLR, Toll-like receptors), que reconhecem padrdes moleculares associados a
patégenos (PAMPSs) e padrées moleculares associados ao dano (DAMPs) (BARTON,
2008). Esses receptores estdo presentes em células como macréfagos, células
dendriticas e neutrdéfilos e podem ser divididos em: TLR 1, 2, 4, 5, 6, presentes na
membrana plasmatica, com dominios intracelular, com a presenca de proteinas do
tipo tirosina (TIR) como o fator de diferenciagédo mieloide 88 (MyD88), e extracelular
(repeticdes ricas em leucina — LRR); e TLR 3, 7, 8, 9 e 10, que estao localizados no
meio intracelular, sem a presenca de dominios extracelulares (LEVENTHAL,
SCHROPPEL, 2012).

Dentre os PAMPs, o lipopolissacarideo bacteriano (LPS), a endotoxina primaria
de bactérias gram-negativas, € importante para ativar os TLR, principalmente o TLR4,
complexado com o receptor denominado antigeno de diferenciacdo de mondcitos
CD14 (CD14); esse complexo é associado a uma proteina de ligacdo do tipo MD-2
(WANG et al., 2014). Quando ativado por LPS, esse complexo promove um sinal
detectado por MyD88 que € transmitido por uma cascata de sinalizacao intracelular,
podendo resultar na ativagdo das proteinas quinases ativadas por mitbgenos (MAPK),
por exemplo, e regular a ativacdo de fatores de transcricdo como fator nuclear kappa
B (NF-kB), responsaveis pela inducdo da expressdo de diversos mediadores pro-
inflamatérios (CHIANG; YU; GROGAN, 2011).

O NF-kB € um complexo proteico que apresenta cinco fatores de transcricdo
qgue incluem: p50, p52, RelA (p65), RelB e c-Rel. Quando se tem um estimulo celular,
ocorre a fosforilagao do IkB (IkK) que consiste em subunidades de quinase catalitica
(IKKa e IKKB) e a proteina reguladora ndo enziméatica do tipo modulador enzimético
NF-kB (NEMO). Os heterodimeros NF-kB s&o liberados do complexo NF-kB/IkB e
translocados para o nucleo, culminado na expressao génica de citocinas, como TNF-
a, IL1B e IL-6, e quimiocinas (SUN; CHANG; JIN, 2013). As MAPKs sao subdivididas
em subfamilias, que incluem a proteina quinase 1 e 2 regulada por sinal extracelular
(ERK 1 e 2), quinases N-terminais c-Jun 1-3 (JNK1, JNK2 e JNK3) e p38 MAPKs
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(p38a, p38b, p38g e p38d). Elas sédo responsaveis por processos celulares como
proliferacdo, diferenciacdo, apoptose e respostas induzidas por estimulos como
estresse (KHOLODENKO; BIRTWISTLE, 2009; YUE; LOPEZ, 2020).

Portanto, a ativagdo dessas cascatas e vias de sinalizagdo pode resultar em
processos inflamatérios que induzem o desenvolvimento de diversas doencas,
incluindo a LPA/SDRA (CHEN et al., 2019).

2.3.4. LPA/SDRA e COVID-19

Em 2020, a LPA/SDRA ficou em maior evidéncia dada a sua manifestacao na
COVID-19, uma doenca infeciosa causada pelo coronavirus da sindrome respiratoria
aguda grave 2 (SARS-CoV-2) caracterizada principalmente por danos no sistema
respiratorio e cardiovascular e que ocasionou uma situacdo pandémica (TEAM, 2020).

A COVID-19 aparece como doenca assintomatica ou apresenta sintomas leves
na maioria dos pacientes. Na avaliagdo clinica, os sintomas mais comuns séo febre,
tosse, dispneia, mialgia e fadiga. Quando considerada grave, a COVID-19 causa dano
alveolar macico e insuficiéncia respiratoria progressiva, em um curto periodo de
tempo, que pode levar a SDRA (EMADI-BAYGI et al., 2021).

Quando o virus entra em contato com o organismo, gera um dano celular que
evolui para edema intersticial e enchimento de liquido alveolar, podendo ocorrer fases
exsudativas proliferativas e fibréticas de dano alveolar difuso, deposicdo de
membranas hialinas, hiperplasia atipica de pneumacitos, hemorragia alveolar e lesédo
de células endoteliais, caracteristicas tipicas da SDRA (SUESS; HAUSMANN, 2020).
Além disso, o SARS-CoV-2 parece desencadear uma fase prolongada de
hipercitocinemia que engloba uma ampla gama de mediadores pro-inflamatérios como
IL-6, IL-1B8, TNF-a juntamente com a infiltrac&o de células inflamatérias. Nesses casos,
um aumento descontrolado de citocinas inflamatérias induz hiperpermeabilidade
vascular, levando a faléncia dos sistemas cardiaco, hepatico, renal e eventualmente
a morte (GIRIJA; SHANKAR; LARSSON, 2020).

A pandemia de COVID-19 afetou milhées de pessoas e causou centenas de
milhares de mortes em todo o mundo. No Brasil, em 2020, foram registradas 107.895
internacdes por SDRA, das quais 27.086 (25%) foram casos confirmados de COVID-
19 e 7.514 (28%) foram a 6bito (SOUSA et al., 2020).

41



Desde a descoberta do coronavirus e a sua rapida transmisséo, vem crescendo
0 numero de estudos para desenvolvimento de um tratamento eficaz e seguro para a
COVID-19. Entretanto, até 0 momento, ndo existe uma terapia padrdo para a infec¢ao
causada pelo SARS-CoV-2; o tratamento € baseado na utilizacdo de anti-
inflamatorios, antivirais, anticoagulantes e associagcfes entre diversos medicamentos,

por exemplo, e a prevencao ocorre por meio de vacina (MONTANI et al., 2022).

2.3.5. Protocolo experimental de LPA induzido por LPS

Os modelos animais apresentam muitos aspectos que mimetizam varias
condi¢bes de doenca em humanos. Além disso, sdo importantes para a descoberta
de farmacos e/ou componentes, seus estudos toxicoldgicos, dose e efeitos colaterais
para possivel uso futuro em humanos (VAN DEN BUUSE et al., 2005).

Assim, esses modelos vém facilitando os estudos mecanisticos e fornecendo
informacdes sobre LPA/SDRA, incluindo as alteracgdes fisioldgicas e patolégicas que
ocorrem de acordo com a evolucéo da doenca e contribuindo para o desenvolvimento
de novas estratégias terapéuticas (D’ALESSIO, 2018). Atualmente, estudos relatam a
existéncia de varios protocolos experimentais na LPA/SDRA, dentre eles, a inducao
por &cido oleico, ventilacdo mecanica e inducdo por LPS (MATUTE-BELLO;
FREVERT; MARTIN, 2008). O modelo experimental de LPA induzido por LPS é o mais
estudado e amplamente utilizado, e considerado um importante indutor de sepse (ALI
et al., 2020).

O uso do LPS bacteriano tem uma série de vantagens como método para
modelar os efeitos da LPA em animais. A utilizacdo desse complexo glicopeptideo
apresenta facil administracdo, baixo custo e os resultados tendem a ser reprodutiveis
em experimentos (CHOW et al., 2003). O LPS é um potente ativador das respostas
imunes inatas através das vias dependentes de TLR4 e fornece informacgdes sobre os
efeitos das respostas inflamatdrias do hospedeiro. A administracédo do LPS, em doses
variando de 1 a 4mg/kg, provoca uma fase inicial (4-12h apos o estimulo)
caracterizada por aumento intenso de células polimorfonucleares, citocinas pro-
inflamatorias, como TNF-a, IL-13, IL-6 e aumento da permeabilidade vascular com
formacao de exsudato proteico, resultando em uma perda da funcéo pulmonar (JIA et
al., 2023).
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As vias de administracdo do LPS mais empregadas no modelo de LPA/SDRA
sdo as intratraqueal e intranasal em camundongos, acarretando nas principais
caracteristicas de dano pulmonar (KHADANGI et al., 2021). Além disso, as linhagens
de camundongos utilizadas em protocolos experimentais também auxiliam quanto a
resposta inflamatéria desenvolvida. Por exemplo, camundongos BALB/c sdo muito
sensiveis ao LPS, enquanto camundongos C57BL/6 sdo mais resistentes. Essa
diferenca reflete da duragéo da resposta inflamatoria, liberagdo de mediadores, entre
outros parametros (MATUTE-BELLO; FREVERT; MARTIN, 2008).

De forma complementar, métodos in silico, ou “experimentacdo através de
simulacdo computacional”, vém se evidenciando como metodologias frequentes na
descoberta e otimizacdo de novas moléculas que venham a tratar a LPA/SDRA,
proporcionando vantagens como economia de tempo e recursos financeiros (LI et al.,
2019b; SOUZA et al., 2021).

Esses métodos in silico incluem bancos de dados, relacdes quantitativas de
estrutura-atividade, pesquisa de similaridade, modelos de homologia e outras
modelagens moleculares, entre outros. Além disso, proporcionam esclarecimento na
afinidade de uma molécula a um alvo, propriedades de absorcado, distribuicéo,
metabolismo, excrecdo e toxicidade, bem como na caracterizacdo fisico-quimica,
aumentando as chances de moléculas candidatas com propriedades inadequadas néao
prosseguirem para estudos toxicolégicos, ndo clinicos e/ou clinicos (EKINS;
MESTRES; TESTA, 2007; KHAN et al., 2019).

A complementaridade geométrica e quimica de drogas (ligantes) e suas
estruturas alvo bioldgicas (receptores) influencia as vias metabdlicas ou transducéo
de sinal iniciando um efeito fisioldgico ou farmacolégico (ORTEGA; CARA;
SALVADOR, 2012). Para tal, um dos métodos mais utilizados é o docking molecular,
sendo considerado a melhor opcdo para prever as conformacdes de ligacao
energeticamente favoraveis de ligantes no sitio ativo de determinado alvo e elucidar
interacOes moleculares. A partir dessa predicao de orientacdo, forma-se um complexo
gue pode ser usado para estimar a afinidade de ligacéo ou a for¢a de associagéo entre
as duas moléculas (Figura 3) (FAN; FU; ZHANG, 2019).

O processo de docking proteina-ligante inicia-se com a aplicacdo de algoritmos
gue posicionam as moléculas no sitio ativo. Para colocar a molécula com precisao no

sitio ativo, o tratamento da flexibilidade do ligante pode ser feito usando diferentes
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métodos de busca. Entre eles, destaca-se o Molegro Virtual Docker (MVD), um
software que calcula energias de interacdo entre ligantes e macromoléculas utilizando
as estruturas tridimensionais, que podem ser obtidas através de modelos de
homologia ou experimentos de raio-X/Ressonancia Magnética Nuclear; esse
programa possui algoritmos de busca e funcbes de pontuacdo nativas
(BITENCOURT-FERREIRA; DE AZEVEDO, 2019).

Figura 3. Esquema representativo da técnica de docking molecular

Droga

(Ligante) Complexo

droga-receptor Conformagoes
de ligacdo e
(Ligacoes de orientagao de
H, Forgas de complexos por
Van der Waals, softwares de
Ligagoes Docking
Hidrofobicas)

Receptor
(Proteina)

Fonte: Adaptado de (GUPTA; SHARMA; KUMAR, 2018)

2.3.1. Estratégias terapéuticas

Com os crescentes estudos sobre a compreensdo da fisiopatologia e
epidemiologia da LPA/SDRA, identificou-se véarios métodos de intervencao
farmacoldgica e possivel tratamento para a doenca. Entretanto, ainda hoje, os indices
de mortalidade e morbidade permanecem altos e a eficacia de uma abordagem
terapéutica padrao é bastante limitada (MOKRA, 2020).

A melhora no gerenciamento da ventilagdo mecanica protetora do pulmao tem
sido o efeito mais influente na mortalidade dos pacientes com LPA/SDRA, com o
intuito de fornecer uma troca gasosa mais adequada (YNDROME; ETWORK, 2000;
YOSHIDA et al., 2019). No entanto, a ventilagdo mecénica vem sendo avaliada como
uma indutora da propria doenca, ao causar agravamento da lesdo e aumento do
processo inflamatério (BATES; SMITH, 2018).
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Outras praticas ndo farmacologicas também vém sendo apontadas como
estratégias atraentes para intervir na melhora da doenca. Apresentando resultados
favoraveis em diversos estudos, a posi¢ao prona, reservada a pacientes com SDRA
grave, na fase aguda, atua como uma melhor combinagado ventilagcao/perfuséo que
leva a uma distribuicdo mais homogénea da ventilagdo e melhoria na depuracao de
dioxido de carbono (GUERIN et al., 2013; UMBRELLO et al., 2016). A oxigenac&o por
membrana extracorpérea (ECMO) pode ser usada como suporte respiratorio,
substituindo a troca gasosa alveolar enddgena e permitindo a reducdo das
configuracbes ventilatérias; porém, devido as indicacbes restritas, custo e
necessidade de equipes especializadas, 0 seu uso € bastante limitado (ARAQOS et al.,
2019). E tem-se o gerenciamento conservador de fluidos, uma préatica que melhora a
funcdo pulmonar e diminui a duragdo da ventilagdo mecanica e dos cuidados
intensivos (KEDDISSI et al., 2019).

Quanto a abordagens farmacoldgicas, nos ultimos tempos, varias classes de
medicamentos foram utilizadas na tentativa de tratar a doenca, entretanto, respostas
favoraveis ndo foram alcancadas para todos os subgrupos de pacientes. O uso de
bloqueadores neuromusculares (MEFFORD; DONALDSON; BISSELL, 2020),
broncodilatadores B2-agonistas (SCOTT et al., 2021), inibidores de fosfodiesterase
(PDE) (MOKRA; MOKRY, 2021), antioxidantes (PATEL et al., 2020), aspirina (HU et
al., 2019), entre outros, sdo adotados como estratégias, mas, os resultados de sua
utilizac@o ainda sédo questionaveis. Para tratar o processo inflamatério, destacam-se
os corticosteroides, devido as suas acdes anti-inflamatorias e antiedematosas
(MOKRA et al., 2019; TOMAZINI et al., 2020). Porém, além de seus inumeros efeitos
adversos, estudos relatam que, se os corticosteroides forem iniciados 14 dias ou mais
apos o diagnéstico da doenca, eles podem se tornar até prejudiciais, limitando,
portanto, o tratamento (TONGYOO et al., 2016).

Dessa forma, os desafios terapéuticos na LPA/SDRA despertam o interesse da
investigagdo de farmacos com efeitos seletivos as moléculas alvos envolvidas no
processo fisiopatoldgico da doencga, visando uma maior eficacia, diminuicédo de efeitos
indesejaveis, e a implantacdo de uma terapia padréo que melhore a qualidade de vida

dos pacientes e reduza o indice de mortalidade causado por essa enfermidade.

2.4. Substancias sintéticas
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Durante muito tempo, os produtos naturais e seus analogos estruturais
forneceram grande contribuicdo a farmacoterapia, sendo considerados a principal
fonte de descobertas de medicamentos. Entretanto, essa rota passa por alguns
desafios, como a escassez da obtencédo de fontes renovaveis de compostos ativos
com potenciais biolégicos, barreiras técnicas para triagem, isolamento, caracterizacao
e otimizacdo, além de se ter poucos estudos a respeito da seguranca sobre
parametros toxicologicos e eficacia dos compostos naturais (ATANASOV et al., 2021,
LARAIA; WALDMANN, 2017).

E nesse sentido que se destacam as preparacées sintéticas como sendo novas
alternativas atraentes e vantajosas para obtencdo de novas drogas. Atualmente, o
desenvolvimento de novos métodos sintéticos tem por objetivo acelerar o ritmo e
melhorar a qualidade dos produtos na quimica medicinal, através de reacfes quimicas
e mudancas moleculares, como modificacbes estruturais, oxigenacdo, remocao de
grupos substituintes, estereoquimica e hidrogenacao; tudo isso, entao, pode culminar
na alteracao da atividade bioldgica de uma molécula, podendo, assim, melhora-la de
forma consideravel, quanto aos parametros farmacocinéticos e farmacodinamicos
(CAMPOS et al., 2019; BERUBE, 2016).

Essa combinacéo entre a sintese organica e a quimica medicinal apresenta um
significativo impacto na descoberta e desenvolvimento de medicamentos e interfere
em processos necessarios como estagio de fabricacdo, formulagéo, estabilidade e
qualidade, além da busca de alternativas terapéuticas mais favoraveis que

apresentem vantagens farmacoterapéuticas (BLAKEMORE et al., 2018).

2.4.1. Reacdao de Morita-Baylis-Hillman (RMBH)

A reacdes carbono-carbono e suas interconversbes em grupos funcionais
apresentam-se como uma metodologia promissora e significante na area da quimica
organica sintética, e vém desempenhando papel importante para descoberta de novas
estruturas moleculares complexas, sendo consideradas mais versateis quando
comparadas a outras metodologias sintéticas (SIVAGURU et al., 2019).

Dentre essas reagdes, destaca-se a Reacao de Morita-Baylis-Hillman (RMBH)

como sendo uma transformacdo quimica, versatili e econbmica. Esse método
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reacional € baseado entre a posicdo a de alceno ou alcino, como acroleina,
vinilcetonas, ésteres acrilicos, acrilonitrila, fenil vinil sulfonas, vinil sulfonatos e vinil
fosfonatos, ativado por um grupo retirador de elétrons (GRE) e um eletréfilo, a exemplo
de uma variedade de aldeidos alifaticos, aromaticos, heteroarométicos, aldeidos
insaturados e funcionalizados, na presenca de um organocatalisador, geralmente as
aminas e as fosfinas (MORITAKEN-ICHI; SUZUKIZENNOSUKE;
HIROSEHIROMITSU, 2006). Os produtos gerados nessa reacdo sao denominados
de adutos de Morita-Baylis-Hillman (AMBH), moléculas polifuncionalizadas que tém
sido amplamente utilizadas na sintese organica para uma variedade de aplicacbes
(CALCATELLI et al., 2020). A figura 4 representa esquematicamente os componentes
da RMHB.

Figura 4. Esquema representativo da Reacédo de Morita-Baylis-Hillman

GRE X

X catalisador
A, o O NC

R

R = alquil, aril, heteroaril AMBH
X =0, NCOsR, NTs, NSO,Ph etc.
GRE = COR, CHO, CN, CO,R etc.

catalisador = [NT? s N/ [N PPh,

DABCO INDOLIZINA QUINUCLIDINA  TRIFENILFOSFINA

Fonte: Adaptado de (LIMA-JUNIOR; VASCONCELLOS, 2012). GRE: grupo retirador de elétrons.
AMBH: aduto de Morita-Baylis-Hillman

Além da promocao da sintese de varias estruturas de carbono relativamente
simples, que podem ser utilizadas como intermediarios sintéticos para a preparacao
de produtos naturais e outras substancias mais complexas, a RMBH apresenta
diversas outras vantagens, como: uma completa economia atémica, ou seja, todos 0s
atomos dos reagentes sdo incorporados no produto; a possibilidade de utilizagéo de
condigbes brandas, onde a execucdo experimental pode ser realizada em meio
aguoso ou na auséncia de solvente; uma ampla tolerancia de grupo funcional; e
geragao de produtos polifuncionalizados com relevante potencial sintético (CHEN et

al., 2020b; PLATA; SINGLETON, 2015).
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Ja como desvantagens, a RMBH apresenta: a velocidade de reacéo, que pode
variar de minutos a varios dias; a restricdo de substratos; e a inducdo da quiralidade
no carbono dos produtos. Contudo, devido a ampla gama de vantagens apresentadas
por essa reacao, os estudos a respeito de métodos que reduzam essas limitagdes séo
numerosos (CAMILO et al., 2022).

2.4.2. Adutos de Morita-Baylis-Hillman (AMBH)

Os produtos da RMBH, os AMBH, sdo moléculas que possuem varias
funcionalidades reativas, ou seja, alceno, hidroxila e um grupo funcional que atrai
elétrons nas proximidades, possibilitando a formacdo de uma matriz diversificada de
novas reagdes organicas e transformacdes quimica (JUMA et al., 2022).

Os AMBH e seus derivados, apresentam-se como substratos de partida na
preparacdo de produtos naturais ou moléculas funcionais relevantes (WANG et al.,
2017) e suas atividades biolégicas séo relatadas desde 1999 (KUNDU et al., 1999).
Desde entdo, ha relatos na literatura que essas moléculas atuam como agentes
antimalaricos, antileishmanial, antitumorais e antimicrobianos, por exemplo (LIMA-
JUNIOR; VASCONCELLOS, 2012).

Os AMBH apresentam alguns grupos funcionais, como hidroxila, olefina e éster,
cetona, nitrila, sulfona ou fosfonato, e sua transformacao pode levar a formacao de
acetatos, carbonatos e brometos, além de sofrerem rearranjos e reacdes de
acoplamentos cruzados (NARENDAR REDDY; JAYATHIRTHA RAOQ, 2018). Produtos
naturais, a exemplo dos compostos (+)-fostriecina, (+)-foslactomicina (SARKAR et al.,
2009), umbelactona-1 (KAMAL; KRISHNAJI; VENKAT REDDY, 2007) e o &cido
integerrinécico, um monoterpeno natural encontrado em diversas espécies de plantas
e constituinte de varios alcaloides pirrolizidinicos (DREWES; EMSLIE, 1982) séo
oriundos de reagdes que tiveram como reagente de partida um AMBH, simbolizando

toda a sua importancia para o desenvolvimento de novas moléculas promissoras.

2.4.3. O AMBH 2-(3-hidroxi-1-metil-2-oxoindolin-3-il) acrilonitril — CISACN -

derivado da isatina
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A isatina (1H-indole-2,3-diona) (Figura 5), também conhecida como
indenediona e indol quinona, € um composto enddgeno heterociclico comumente
utilizado para introducdo de grupos farmacoféricos e consequente desenvolvimento
de moléculas com potencial terapéutico. E composto por dois anéis ciclicos e
planares, um com seis membros e o0 outro com cinco membros; o anel de seis
membros possui carater aromatico, enquanto o anel de cinco membros possui carater
antiaromético. Além disso, possui um &tomo de nitrogénio e dois grupos carbonila
(MELIS et al., 2017).

Figura 5. Estrutura quimica da isatina

TZ

Fonte: (XU et al., 2017)

A presenca de um nucleo indol na molécula da isatina proporciona uma grande
versatilidade na molécula, com consequente possibilidade de criacdo de diversos
derivados, a partir de métodos convencionais sintéticos. Os derivados da isatina sao
oriundos de certas reagdes quimicas, como oxidacdo, expansdao do anel e
condensacao alddlica; essas reacbes quimicas formam a base para a sintese de
outros derivados biologicamente importantes, como triptantrina, indirubina e 2-
oxindoles (VARUN; SONAM; KAKKAR, 2019). Diversos estudos demonstraram que a
isatina e seus derivados apresentam varias atividades biolégicas como antibacteriana,
anticonvulsivante e anticancerigena (BRITO et al., 2020a), antioxidante (ANDREANI
et al., 2010), antimalarica (CHIYANZU et al., 2005) e anti-inflamatoria (KUMAR et al.,
2008).

Com foco na perspectiva molecular, o 3-hidroxi-2-oxindol quaternario ou
espirociclico vem recebendo atencédo entre os quimicos, pois é um nucleo molecular
presente em diversos compostos com amplo espectro de atividades biologicas. Dentre
Seus precursores, as cetonas ativadas, nucleo de isatina, podem ser utilizadas como
importantes pontos de partida para formacédo de AMBH (BRITO et al., 2020b).
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Assim, destaca-se o composto denominado 2-(3-hidroxi-1-metil-2-oxoindolin-3-
i) acrilonitrila, o CISACN (Figura 6). Este aduto, derivado da isatina, possui um
rendimento de aproximadamente 99% na reacdo quimica e € obtido em um curto
tempo de reagdo (90 minutos), apresentando-se fisicamente como um solido

vermelho.

Figura 6. Estrutura quimica do CISACN

HO CN

Fonte: (DA SILVA et al., 2016)

Além disso, ja demonstrou atividades bioldgicas, incluindo atividade antitumoral
contra a linhagem HL-60 de leucemia humana, com concentracao inibitoria 50% (Clso)
de 7.8 uM (G. LIMA-JUNIOR et al., 2016b), e contra a linhagem NCI-H292 de cancer
de pulméo, apresentando Clso de 5.05 pM (BRITO et al., 2020b), e também uma
atividade antimalarica in vitro, onde foi capaz de reduzir a parasitemia do Plasmodium
falciparum (W2) nos eritrocitos humanos, apresentando uma Clso de 8,37 ug/mL
(MELO, 2020).

Quanto a estudos de toxicidade e fatores farmacocinéticos e fisico-quimicos,
foi evidenciado, em estudos in silico (a partir de ferramentas computacionais), que o
CISACN apresenta uma baixa citotoxicidade e uma boa viabilidade celular, ao causar
baixa hemdlise em eritrocitos humanos. Em adicdo, apresenta uma boa
disponibilidade oral tedrica, atendendo aos requisitos preconizados pela “Regra dos
cinco” de Lipinski, com uma boa taxa de permeabilidade pelas membranas celulares,
sendo assim, bem absorvido. Essa molécula também mostrou que, provavelmente, €
inibidora da glicoproteina-P, a principal proteina de resisténcia em muitas células
cancerigenas e, em adicdo, ndo apresenta potencial mutagénico. Em relacdo a
toxicidade aguda oral tedrica, ainda avaliada por testes in silico, o composto CISACN
apresentou uma DLso de 2.9260 mol/Kg, indicando assim uma baixa toxicidade. E a
realizacdo de testes in vivo com animais, permitiu que o CISACN fosse classificado
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com uma DLso de 5000 mg/Kg, indicando, também, uma baixa toxicidade da molécula
(PESSOA -PB, 2020).

Por conseguinte, o CISACN revela-se como uma molécula promissora para
desenvolvimento de futuros farmacos, diante das evidéncias bioldgicas crescentes,

sua facil obtencao e baixa toxicidade.

51



3. OBJETIVOS

3.1. Geral

e Avaliar o efeito anti-inflamatério do CISACN, administrado por via oral, em

modelos experimentais murinos de inflamagéo.

3.2. Especificos

e Investigar o efeito antiedematogénico e a dose farmacologica do CISACN
utilizando o modelo experimental de edema de pata induzido por diversos
agentes flogisticos, tais como: carragenina, PGE2, bradicinina, serotonina,
composto 48/80 e histamina;

e Avaliar o efeito anti-inflamatério do CISACN em modelo experimental de
peritonite induzida por carragenina, observando no lavado peritoneal:

v" Migracao de células inflamatérias;

v' Concentracdo de proteinas totais;

v Producéo de citocinas pré-inflamatoérias TNF-a, IL18 e IL-6.

e Avaliar o efeito anti-inflamatério do CISACN em modelo experimental de leséo
pulmonar aguda induzida por lipopolissacarideo, observando:

v' Migracdo de células inflamatérias para o fluido do lavado broncoalveolar
(BALF);

v' Edema e permeabilidade vascular pulmonar;

v Producéo de citocinas pro-inflamatérias TNF-a, IL-1 e IL-6 no BALF e soro;

v’ Parametros histopatologicos pulmonares (infiltrado celular, edema,
hemorragia);

v Interagdo molecular do CISACN, in silico, nos possiveis alvos moleculares
(TLR4, NF-kB e ERK 2 e p38 MAPKSs).
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4. METODOLOGIA

4.1. Obtencéo da substancia

O CISACN foi sintetizado e cedido gentilmente pelo professor Dr. Claudio
Gabriel Lima Janior, do Laboratorio de Sintese Organica Medicinal da Paraiba
(LASOM-PB), Departamento de Quimica da Universidade Federal da Paraiba.

Para a preparacdo do CISACN, duas etapas sintéticas foram realizadas (Figura
7). A primeira envolveu a metilacdo da isatina através de uma reacdo do tipo SN2
usando carbonato de potassio (K2COs) como base e iodeto de metila como agente
alquilante. Este produto obteve um rendimento de 98%. Posteriormente, o
intermediario N-metil-isatina foi submetido a reacdo de Morita-Baylis-Hillman usando
acrilonitrila como aceptor de Michael e DABCO como catalisador, formando o CISACN
em rendimento de 95% apds 90 minutos de reacao (G. LIMA-JUNIOR et al., 2016b).

Figura 7. Reacao para preparacao do CISACN

0
7 CN - CN
11 K,CO4, DMF DABCO
N [2] CH;l N\ THF, 25 °C N\
H CHs CH,
Isatina N-metil- isatina CISACN

Fonte: (G. LIMA-JUNIOR et al., 2016)

4.2. Animais

Para os protocolos experimentais de edema de pata induzido por diferentes
agentes flogisticos e peritonite induzida por -carragenina foram utilizados
camundongos Swiss fémeas (Mus musculus) com idades entre seis e oito semanas,
pesando entre 20 a 25¢g, fornecidos pela Unidade de Producédo Animal (UPA) da
Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, PB, Brasil e aprovados pelo Comité
de Etica no Uso Animal (CEUA/UFPB) sob a certiddo n° 7316150420 (Anexo 1).

Para o protocolo de LPA induzida por LPS foram utilizados camundongos

BALB/c machos com idades entre seis e oito semanas, pesando entre 20 e 25¢g
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fornecidos pelo Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) da Universidade
Federal de Pernambuco, Recife, PE, Brasil e aprovados pelo Comité de Etica no Uso
Animal sob a certiddo n°® 7316150420 (Anexo 1).

Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno a uma temperatura de
25 + 2 °C, em ciclos de claro e escuro de 12 horas (6h as 18h claro e das 18h as 6h
escuro) com livre acesso a agua (autoclavada) e a uma dieta controlada, a base de
racdo do tipo pellets durante todo o periodo de experimentacdo. Cada grupo
experimental foi representado por seis animais.

Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com as
orientacbes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA)/Brasil, além de observar as exigéncias dispostas na Lei n°11794/2008. A
eutanasia dos animais foi realizada pela administragdo intramuscular (i.m.) de uma
solucédo anestésica contendo 29 mg/mL de ketamina e 1,91 mg/mL de xilasina em

solucéo salina (NaCl 0,9 %).

4.3. Protocolo experimental de edema de pata induzido por carragenina

Os camundongos Swiss (n= 6/grupo), receberam a substancia CISACN (3,125
mg/kg, 6,25 mg/ kg ou 12,5 mg/kg) ou a droga padrao indometacina (INDO 10 mg/kg),
administradas por via oral (v.0.), 1h antes do desafio com a carragenina. Em seguida,
por via intraplantar, na pata esquerda, receberam 20 pl de solugcdo contendo
carragenina (500 ug/pata). A pata direita recebeu o mesmo volume de salina, que foi
utilizada como controle. Alteragcdes no volume da pata foram medidas por um
paquimetro digital nos intervalos de tempo de 1h, 4h e 24h apds o desafio com a
carragenina (Figura 8). A diferenca entre o tamanho das patas direitas e esquerdas
foi quantificada e tomada como indice do edema (SANTIAGO et al., 2015). Essa
triagem permitiu a escolha da dose de 6,25 mg/kg para dar prosseguimento aos
experimentos (de acordo com o resultado 5.1.1., pagina 64). A tabela 1 demonstra os

tratamentos e desafios dos grupos experimentais.

Tabela 1. Grupos experimentais do protocolo de edema de pata induzido por

carragenina
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Grupo Desafio Tratamento

Basal Salina Salina

cG Carragenina Salina
CISACN 3,125 mg/kg Carragenina CISACN (3,125 mg/kg)
CISACN 6,25 mg/kg Carragenina CISACN (6,25 mg/kg)
CISACN 12,5 mg/kg Carragenina CISACN (12,5 mg/kg)

Indo Carragenina Indometacina (10
ma/kg)

Fonte: elaborada pela autora. CG: carragenina. Indo: indometacina.

Figura 8. Esquema representativo do protocolo experimental de edema de pata

induzido por carragenina

Tratamento v.o Desafio v. ipl Medidas

()1h, 4h e 24h

‘ Salina ‘

| CISACN 3,125 mglkg |

| CISACN 6,25 mglkg | 204L 1 20L
Solugao 8 Carragenina

| CISACN 12,5 mg/kg | salina

‘ Indo ‘

Fonte: elaborada pela autora. V.o.: via oral. V. ipl.: via intraplantar. Indo: indometacina.

4.4. Protocolo experimental de edema de pata induzido por PGE,

bradicinina, serotonina, histamina e 48/80

Os camundongos Swiss (n=6/grupo), receberam a substancia CISACN (6,25
mg/ kg) ou as drogas padrao indometacina (INDO 10 mg/kg) ou prometazina (PROM
10 mg/kg), administradas por via oral (v.0.), 1h antes do desafio com os determinados
agentes flogisticos. Em seguida, por via intraplantar, na pata esquerda, receberam 20
Ml de solucdo contendo PGE:2 (5 pg/pata), bradicinina (6 nmol/pata), serotonina (1%,

p/v), histamina (100 pg/pata) ou 48/80 (100 ng/pata). A pata direita recebeu o mesmo
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volume de salina, que foi utilizada como controle. Alteracdes no volume da pata foram
medidas por um paquimetro digital nos intervalos de tempo de 15, 30 e 60 min para
prostaglandina, 15 e 30 min para bradicinina e serotonina e 30 e 60 min para histamina
e 48/80, apds o desafio (Figura 9). A diferenca entre o tamanho das patas direitas e
esquerdas foi quantificada e tomada como indice do edema (ALVES et al., 2017,
SILVA et al., 2017). A tabela 2 demonstra os tratamentos e desafios dos grupos

experimentais.

Tabela 2. Grupos experimentais do protocolo de edema de pata induzido por
PGE2, BK, 5-HT, Hist ou 48/80

Grupo
Basal

PGE, ou BK ou 5-HT ou
Hist ou 48/80

CISACN 6,25 ma/kg

Indo ou Prom

Desafio

Salina
PGE, ou BK ou 5-HT ou
Histamina ou 48/80

PGE, ou BK ou 5-HT ou
Histamina ou 48/80

PGE, ou BK ou 5-HT ou
Histamina ou 48/80

Tratamento

Salina

Salina
CISACN (6,25 mag/kg)

Indometacina (10
mg/kg) ou Prometazina

(10 mag/kg)

Fonte: elaborada pela autora. PGE2: prostaglandina E2. BK: bradicinina. 5-HT: serotonina. Hist:
histamina. Indo: indometacina. Prom: prometazina.

Figura 9. Esquema representativo do protocolo experimental de edema de pata
induzido por PGEz2, BK, 5-HT, Hist ou 48/80
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Fonte: elaborada pela autora. V.o.: via oral. V. ipl.: via intraplantar. Indo: indometacina. Prom:
prometazina.

4.5. Protocolo experimental de peritonite induzida por carragenina

Os camundongos Swiss (n=6/grupo) foram pré-tratados por via oral com o
CISACN (6,25 mg/kg) ou indometacina (INDO 10 mg/kg), e 1h apdés os pré-
tratamentos foi administrado por via intraperitoneal (i.p.) uma solucdo de carragenina
a 1%. Apos 4h do estimulo com o agente flogistico, os animais foram eutanasiados
por overdose anestésica (solucédo contendo 29 mg/mL de cetamina e 1,91 mg/mL de
xilazina) e a cavidade peritoneal foi lavada com PBS (DE FRANCA et al., 2020). O
peritonio foi cuidadosamente massageado por 30 segundos. A partir do infiltrado no
lavado peritoneal, foram realizadas algumas andlises (Figura 10). A tabela 3

demonstra os tratamentos e desafios dos grupos experimentais.

Tabela 3. Grupos experimentais do protocolo peritonite induzida por

carragenina

Grupo Desafio Tratamento
Basal Salina Salina
CG Carragenina Salina
CISACN 6,25 mg/kg Carragenina CISACN (6,25 mg/kg)
Indo Carragenina Indometacina (10
mg/kg)

Fonte: elaborada pela autora. CG: carragenina. Indo: indometacina.

Figura 10. Esquema representativo do protocolo experimental de peritonite

induzida por carragenina
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Fonte: elaborada pela autora. V.o.: via oral. V. ip.: via intraperitoneal. Indo: indometacina.

4.6. Protocolo experimental de lesdo pulmonar aguda induzida por

lipopolissacarideo

Os camundongos BALB/c (n=6/grupo), no dia zero (0), foram desafiados, por
instilacdo nasal (i.n.), com uma solucéo de lipopolissacarideo (LPS - 2,5 mg/kg, E. coli
0111: B4 (Sigma-Aldrich) em salina. Uma hora apd6s o desafio, os animais foram
tratados por via oral com o CISACN (6,25 mg/kg, 12,5 mg/kg ou 25 mg/kg). Apos 24
horas do desafio, ocorreu o desfecho, onde os animais foram eutanasiados por
overdose anestésica, e realizou-se a coleta do material bioldgico para analise dos
parametros imunoldgicos (Figura 11) (RODRIGUES BERNARDO et al., 2021a). A

tabela 4 demonstra os tratamentos e desafios dos grupos experimentais.

Tabela 4. Grupos experimentais do protocolo LPA induzida por LPS

Grupo Desafio Tratamento
Basal Salina Salina
LPS Lipopolissacarideo Salina
CISACN 6,25 mg/kg Lipopolissacarideo CISACN (6,25 mg/kg)
CISACN 12,5 mg/kg Lipopolissacarideo CISACN (12,5 mg/kg)
CISACN 25 mg/kg Lipopolissacarideo CISACN (25 mg/kg)
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Fonte: elaborada pela autora. LPS: lipopolissacarideo.

Figura 11. Esquema representativo do protocolo experimental de LPA induzida
por LPS

Anestesiavia Desafio via Tratamento v.o Desfecho
i.m intranasal

(Don (D1n (M24h

L L5 L% !
éJ PSS N
CISACN Células Totais
Células Diferenciais VAN
Proteinas CON)
Citocinas UV
Razdo do pulmao U/S BALF, soro e pulmbes

Histologia (H&E)

Fonte: elaborada pela autora. I.m.: intramuscular. V.o.: via oral. LPS: lipopolissacarideo. BALF: fluido
do lavado broncoalveolar.

4.7. Contagem de células totais e diferenciais

Para a quantificacdo de células inflamatérias na cavidade pulmonar dos
animais, no protocolo de LPA, foi coletado o fluido do lavado broncoalveolar (BALF)
24 horas ap6és o desafio com o LPS. Para a coleta do BALF, utilizou-se 1,5 mL de
PBS*- gelado, injetado no pulmdo do animal pela traqueia, o fluido coletado foi
transferido para tubos tipo eppendorf e armazenado em isopor refrigerado.

A contagem do numero total de células para os protocolos de peritonite e LPA
foi realizada em camara hemocitométrica apés diluicdo (1:40), no lavado peritoneal, e
(1:10), no BALF, em solugéo de Turk (VETEC, Rio de Janeiro, RJ) da suspensé&o
celular contida no lavado e as células foram contadas no microscopio 6ptico (40 X -
BX40, OLYMPUS).

Apos a realizagcédo da contagem das células totais, os tubos foram centrifugados
a 300 g (centrifuga CR422, JONAM) a uma temperatura de 4 °C, por 6 minutos. Os
sobrenadantes foram separados e congelados no freezer a temperatura de -20 °C
para posterior dosagem de citocinas e mensuracdo das proteinas totais. Para
contagem diferencial, o pellet foi ressuspenso em 500 puL de PBS*- gelado. Apds
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homogeneizagao foram coletados 200 uL de cada tubo contendo o lavado e foram
centrifugados em centrifuga do tipo citospin (FANEN, S&o Paulo, SP, Brasil Mod
2400). As laminas contendo as células foram fixadas e coradas pelo método pandtico
(Kit Panotico, Renylab). A contagem diferencial de células foi realizada por
microscopia Optica. Cada lamina foi percorrida até a contagem de 100 células,
utilizando para isso a objetiva de imersdo (100X), os leucdcitos contados foram
definidos em duas populacdes celulares: mononucleares e polimorfonucleares
(neutrdfilos) (PACHECO DE OLIVEIRA et al., 2015).

4.8. Dosagem de proteinas totais

A determinacdo da quantidade de proteinas no lavado peritoneal e BALF dos
diferentes grupos experimentais foi realizada por método colorimétrico do corante
vermelho de pirogalol (kit sensiprot da Labtest). O vermelho de pirogalol reage com o
molibdato de sédio formando um complexo que, quando combinado com a proteina
em meio acido desenvolve um croméforo de cor azul, com o maximo de absor¢céo de
600 nm. A absorbancia resultante é diretamente proporcional a concentracdo de
proteinas na amostra (DO NASCIMENTO XAVIER et al., 2019).

4.9. Quantificacdo de citocinas

Para a quantificacdo das citocinas TNF-a, IL-1B e IL-6 foram utilizados os
sobrenadantes dos lavados, bem como o soro, no protocolo de LPA, dos
camundongos e realizado o ensaio imunoenzimético ELISA, de acordo com as
recomendacdes especificadas nos Kits do fabricante (BIOSCIENCE, Inc. Science
Center Drive, San Diego, CAUSA).

4.10. Razéo do peso do pulmé&o umido/seco na LPA
ApoOs a eutanasia dos camundongos, os pulmdes foram removidos e pesados

para obtencao do peso “Umido”. Em seguida, os pulmdes foram colocados a 60 °C por

48 horas e, apos esse periodo, foram novamente pesados e obtido o peso “seco”. A
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razao entre o peso Umido e o peso seco dos tecidos pulmonares avaliados foi tomada
como indice do edema (RODRIGUES BERNARDO et al., 2021b).

4.11. Anaélise histopatolégica do tecido pulmonar na LPA

Para avaliar as caracteristicas histologicas pulmonares dos camundongos, 0
pulméo foi coletado 24 horas apdés o desafio com LPS e fixado em formalina
tamponada. Em sequéncia, foi hidratado em &agua corrente durante 24 horas;
desidratado por 30 min em diferentes concentracdes de alcool etilico (70, 80, 90 e
100%); xilol por 30 min; parafina liquida (parafina histolégica- ERVIEGAS, Sé&o Paulo,
SP). Apés solidificacdo, obteve-se o "bloco" de parafina contendo o fragmento do
tecido em seu interior. O corte histolégico teve espessura de 5 um, com o auxilio de
um micrétomo (SP Labor 300). Com os cortes de tecido aderidos nas laminas, esses
foram corados com Hematoxilina & Eosina (H&E).

A andlise morfolégica do tecido pulmonar foi realizada através de escore
histologico. Para isso, foi atribuida uma pontuacdo de 0-4 referentes ao grau de
alteracdes histoldgicas observadas. O campo microscopico foi pontuado como 0, 1, 2,
3 ou 4, o que corresponde a normal (sem alteracdes), leve (alteracbes em menos de
25% do campo microscopico), moderado (alteracbes entre 25% - 50% do campo
microscoépico), grave (alteracdes entre 50% - 75% do campo microscépico) ou
extremamente grave (alteracdbes em mais de 75% do campo microscopico),
respectivamente (Tabela 5). Em cada lamina, observou-se um total de 10 campos e a
pontuacdo final foi obtida a partir do célculo da média desses dos campos.

As alteragdes histoldgicas analisadas para a extensao da lesao causada foram:
infiltrado celular, formacdo de edema e a presenca de focos hemorragicos,
caracterizando hemorragia, o espessamento do septo alveolar, bem como o dano
alveolar difuso (PAIVA FERREIRA et al., 2022).

Tabela 5. Escore histologico
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Escore Grau de alteracoes

0 Sem alteragdes

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

Fonte: elaborada pela autora.

4.12. Avaliagcao do Docking molecular

Estudos de docking molecular foram realizados para estimar as interacfes de
ligagdo do CISACN com possiveis alvos moleculares: TLR4, NF-kB e MAPKs ERK 2
e p38. O controle utilizado foi a Dexametasona, um farmaco glicocorticoide que € um
inibidor potencial desses alvos em analise (GE et al., 2012; LASA et al., 2001; ZHANG
et al., 2016).

As estruturas do CISACN e da Dexametasona, foram desenhadas no Marvin
Sketch 21.13 e otimizadas no software HyperChem 8.0.6 (RMS 0.1 kcal/mol/A). Foram
usadas as configuracdes padrdes, aplicando o método de campo de forca da
mecanica molecular MM+ e método quantico semi-empirico AM1 (Austin Model 1)
(ABBASI; FEREIDOONNEZHAD; MIRVEIS, 2021; RODRIGUES et al., 2021; SCOTTI
et al., 2009).

As estruturas cristalinas das proteinas foram obtidas do RCSB Protein Data
Bank (PDB) (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) com resolucéo até 3 A, sob os
codigos 1A9U para MAPK p38, 4QPA para ERK 2, 1K3Z para NFkB — por¢éo p65 e
2764 para TLR4. A ancoragem das moléculas com os alvos foram executados no
software Molegro Virtual Docker (MVD). Os parametros utilizados para configurar o
software foram, para os valores de scores de energia, MolDock Score e Rerank Score,
seguido do consenso por meio da média aritmética dos dois com valor de corte para
energia de ligagdo > -8 kcal/mol; o GRID foi determinado com resolucdo de 0,3 A e
um raio esférico de 15 A; para a avaliacdo do ligante foi selecionado a ES interno,

HBond interno, tor¢des Sp2—-Sp2; foi utilizado algoritimo MolDock Simplex Evolution
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(MolDock SE) com um numero de corridas de 10 e maximas iteracdes de 1500
(THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006).

Para a validacao da técnica foi realizada o redocking e analisado valores para
o desvio quadratico médio (RMSD - Root Mean Square Deviation) < 2 A para a
determinacdo da distancia média da sobreposicdo dos atomos do ligantes das
proteinas (SCHLOSSER; RAREY, 2009). Outros parametros avaliados foram a
energia de ancoragem e 0s tipos de intera¢cdes com o sitio de ligacdo do alvo.

Por fim, as imagens em 2D e 3D das interagdes dos ligantes com os alvos foram
visualizadas no programa Biovia Discovery Studio Visualizer 19.1.0.18287
(VIJAYAKUMAR et al., 2020).

4.13. Anélise estatistica

Os resultados desse estudo foram analisados pelo software GraphPad Prism
versao 9.0 e valores com p < 0,05, foram considerados significantes (GraphPad
Software Inc., San Diego, U.S.A.). Todos os resultados obtidos foram expressos como
média £ erro padrdo da média e analisados empregando-se o teste estatistico ANOVA

one-way seguido do teste de Bonferroni ou Tukey.
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5. RESULTADOS

5.1. Efeito anti-inflamatério do CISACN em modelos experimentais de
edema de pata

5.1.1. Efeito do CISACN no edema de pata induzido por carragenina

No grafico 1 pode-se observar que a administracdo intraplantar do agente
flogistico carragenina (CG) induziu (p<0,05) o edema na pata nos animais (grupo CG)
em comparagao com 0s animais que nao receberam o agente flogistico (grupo basal).
A indometacina (Indo, droga padrao) inibiu (p<0,05) a formacgéo do edema de pata em
todos os intervalos de tempo avaliados, quando comparada com o grupo CG. O
CISACN, nas doses de 6,25 mg/kg ou 12,5 mg/kg, foi capaz de reduzir (p<0,05) a
formacdo do edema de pata em todos os intervalos de tempo avaliados, em relagéo
ao grupo CG. Entretanto, a dose de 3,125 mg/kg do CISACN nao reduziu o edema de
pata nos animais, quando comparados aos do grupo CG.

De acordo com esses resultados, escolhemos a dose de 6,25 mg/kg, por ser a
menor dose capaz de promover o efeito anti-edematogénico, para dar prosseguimento

aos demais experimentos.

Grafico 1. Efeito do tratamento oral com CISACN no edema de pata induzido por

carragenina (CG)
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CISACN 6,25 mg/kg
CISACN 12,5 mg/kg

Indo

++++

[=z]

[=3

o
1

++++ ns

400

NENN R

200+

Edema (mm x 10'3)

1h 4h 24h

Camundongos Swiss fémeas (n=6) receberam injecfes intraplantar (500 upg/pata) de CG na pata
traseira esquerda e salina, no mesmo volume, na pata traseira direita, 1h apds o tratamento oral com
CISACN (3,125 mg/kg ou 6,25 mg/kg ou 12,5 mg/kg) ou Indometacina (10 mg/kg). O edema foi medido
nos tempos de 1h, 4h e 24h apds o estimulo com a CG. As barras representam a média +/- E.P.M. da
diferenca entre as patas por cada tempo estabelecido apés a injecdo em fungéo dos tratamentos. Os
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dados foram submetidos a analise de variancia ANOVA one-way, seguida do pés-teste de Bonferroni.
++++ p < 0,00001 (comparado ao Basal); * p < 0,05 ** p < 0,001 *** p < 0,0001 (comparado ao CG).

5.1.2. Efeito do CISACN no edema de pata induzido por prostaglandina
(PGE>2)

O gréfico 2 apresenta os resultados de edema de pata induzido pela PGE:2
(grupo PGE-2) nos intervalos de tempo avaliados quando comparados com o0s do grupo
basal (p<0,05). Os tratamentos com CISACN (6,25 mg/kg) ou com a indometacina
reduziram (p<0,05) o edema na pata nos animais desafiados com o agente flogistico
PGE:2 quando comparado com os do grupo PGE2, nos tempos de 30 e 60 min.

Gréfico 2. Efeito do tratamento oral com CISACN no edema de pata induzido por
prostaglandina E2 (PGE-2)
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Camundongos Swiss fémeas (n=6) receberam injecdes intraplantar (5ug/pata) de PGE: na pata traseira
esquerda e salina, com o mesmo volume, na pata traseira direita, 1h apos o tratamento oral com
CISACN (6,25 mg/kg) ou Indometacina (10 mg/kg). O edema foi medido nos tempos de 15, 30 e 60 min
apos o estimulo com a PGE-z. Os gréficos representam a média +/- E.P.M. da diferenca entre as patas
por cada tempo estabelecido ap6s a injecdo em fungéo dos tratamentos. Os dados foram submetidos
a andlise de variancia ANOVA one-way, seguida do pOs-teste de Bonferroni. ++++ p < 0,00001
(comparado ao Basal); *** p < 0,0001 **** p < 0,00001 (comparado ao PGE2); ns (n&o significativo).

5.1.3. Efeito do CISACN no edema de patainduzido por bradicinina (BK)

A administracéo intraplantar do agente flogistico BK foi capaz de induzir
(p<0,05) 0 edema na pata nos animais quando comparados com 0s animais do grupo

basal (Grafico 3). O CISACN (6,25 mg/kg) e a indometacina foram capazes de reduzir
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(p<0,05) o edema de pata nos animais desafiados com BK nos intervalos de tempo

avaliados, 15 e 30 min, quando comparados com o grupo BK.

Gréfico 3. Efeito do tratamento oral com CISACN no edema de pata induzido por
bradicinina (BK)
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Camundongos Swiss fémeas (n=6) receberam injec8es intraplantar (6nmol/pata) de BK na pata traseira
esquerda e salina, com o mesmo volume, na pata traseira direita, 1h apds o tratamento oral com
CISACN (6,25 mg/kg) ou Indometacina (10 mg/kg). O edema foi medido nos tempos de 15 e 30 min
apos o estimulo com a BK. Os graficos representam a média +/- E.P.M. da diferenca entre as patas por
cada tempo estabelecido apos a inje¢cdo em funcdo dos tratamentos. Os dados foram submetidos a
andlise de variancia ANOVA one-way, seguida do poOs-teste de Bonferroni. + p < 0,05 quando
comparado ao grupo basal; +++ p < 0,0001 ++++ p < 0,00001 (comparado ao Basal); * p < 0,05 ** p <
0,001 (comparado ao BK).

5.1.4. Efeito do CISACN no edema de pata induzido por serotonina (5-HT)

A resposta edematogénica (p<0,05), nos animais, induzida pela administracédo
intraplantar de 5-HT foi demonstrada em todos os intervalos de tempo avaliados, 15 e
30 min, quando comparada com o grupo basal (Grafico 4). Os tratamentos com
CISACN (6,25 mg/kg) ou com a indometacina reduziram (p<0,05) o edema na pata

nos animais desafiados com o 5-HT em relag&o ao grupo 5-HT.

Gréfico 4. Efeito do tratamento oral com CISACN no edema de pata induzido por

serotonina (5-HT)
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Camundongos Swiss fémeas (n=6) receberam inje¢des intraplantar (1%, p/v) de 5-HT na pata traseira
esquerda e salina, com o mesmo volume, na pata traseira direita, 1h apos o tratamento oral com
CISACN (6,25 mg/kg) ou Indometacina (10 mg/kg). O edema foi medido nos tempos de 15 e 30 min
apos o estimulo com a 5-HT. Os graficos representam a média +/- E.P.M. da diferenca entre as patas
por cada tempo estabelecido ap6s a inje¢do em fungéo dos tratamentos. Os dados foram submetidos
a analise de variancia ANOVA one-way, seguida do pos-teste de Bonferroni. ++++ p < 0,00001
(comparado ao Basal); **** p < 0,00001 (comparado ao 5-HT).

5.1.5. Efeito do CISACN no edema de pata induzido por histamina

A administracdo intraplantar de histamina (grupo Hist) induziu edema de pata
nos intervalos de tempo avaliados, 30 e 60 min, quando comparada com o grupo basal
(p<0,05) (Gréfico 5). Os tratamentos com CISACN (6,25 mg/kg) ou com a prometazina
reduziram (p<0,05) o edema de pata nos animais desafiados com histamina quando

comparados com o0s do grupo Hist nos tempos avaliados.

Grafico 5. Efeito do tratamento oral com CISACN no edema de pata induzido por

histamina (Hist)
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Camundongos Swiss fémeas (n=6) receberam injecdes intraplantar (100 ug/pata) de histamina na pata
traseira esquerda e salina, com 0 mesmo volume, na pata traseira direita, 1h apds o tratamento oral
com CISACN (6,25 mg/kg) ou Prometazina (10 mg/kg). O edema foi medido nos tempos de 30 e 60
min apds o estimulo com a histamina. Os gréficos representam a média +/- E.P.M. da diferenca entre
as patas por cada tempo estabelecido apés a injecdo em funcdo dos tratamentos. Os dados foram
submetidos a analise de variancia ANOVA one-way, seguida do pés-teste de Bonferroni. ++++ p <
0,00001 (comparado ao Basal); *** p < 0,0001 **** p < 0,00001 (comparado ao Hist).

5.1.6. Efeito do CISACN no edema de patainduzido por composto 48/80

A administracéo intraplantar do agente flogistico 48/80 (grupo 48/80) foi capaz
de induzir (p<0,05) o edema na pata nos animais em relacdo aos animais do grupo
basal, em todos os tempos avaliados, 30 e 60 min (Grafico 6). Os tratamentos com
CISACN (6,25 mg/kg) ou com a prometazina reduziram (p<0,05) o edema de pata nos
animais desafiados com o agente flogistico em relagdo ao grupo 48/80, nos tempos

avaliados.

Grafico 6. Efeito do tratamento oral com CISACN no edema de pata induzido por

composto 48/80
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Camundongos Swiss fémeas (n=6) receberam injecdes intraplantar (100ng/pata) de 48/80 na pata
traseira esquerda e salina, com 0 mesmo volume, na pata traseira direita, 1h apds o tratamento oral
com CISACN (6,25 mg/kg) ou Prometazina (10 mg/kg). O edema foi medido nos tempos de 30 e 60
min apoés o estimulo com o 48/80. Os graficos representam a média +/- E.P.M. da diferenca entre as
patas por cada tempo estabelecido apds a injecdo em funcdo dos tratamentos. Os dados foram
submetidos a analise de variancia ANOVA one-way, seguida do pés-teste de Bonferroni. ++++ p <
0,00001 (comparado ao Basal); ** p < 0,001 **** p < 0,00001 (comparado ao 48/80).

5.2. Efeito anti-inflamatério do CISACN em modelo experimental de

peritonite induzida por carragenina

5.2.1. Efeito do CISACN na migracdo de células totais e diferenciais na

cavidade peritoneal

A celularidade na cavidade peritoneal dos animais dos diferentes grupos
experimentais esta apresentada no grafico 7 (7A. células totais (10°mL); 7B.
neutréfilos (10%/mL) e 7C. mononucleares (10%/mL). Os animais do grupo CG (animais
desafiados com a carragenina) apresentaram aumento (p < 0,05) na migracao de
células totais e de neutréfilos quando comparados aos do grupo basal. Entretanto, os
animais desafiados com o agente flogistico e tratados com indometacina (grupo Indo,
10 mg/kg) ou CISACN (grupo CISACN, 6,25 mg/kg) apresentaram reducéo (p < 0,05)
no numero de células totais e neutrofilos, em relacdo ao grupo CG. O nimero de
células mononucleares nédo apresentou alteracdo nos grupos tratados quando

comparado com o grupo CG.

Gréfico 7. Efeito do tratamento oral com o CISACN na migracédo de células totais

e diferenciais no lavado peritoneal
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Camundongos Swiss fémeas (n=6) receberam na cavidade peritoneal (300 ul) de CG (1%) 1h apds o
tratamento oral com CISACN 6,25 mg/kg ou Indometacina (10 mg/kg). Apés 4h do estimulo com a CG,
foi obtido o lavado peritoneal para determinar a celularidade total (A), e diferencial, onde foi realizado a
diferenciagédo entre neutrdfilos (B) e mononucleares (C). O gréafico representa a média +/- E.P.M. da
contagem total e diferencial do lavado peritoneal, em fung¢do dos tratamentos. Os dados foram
submetidos a anélise de varidncia ANOVA one-way, seguida do pos-teste de Tukey. ++++ p < 0,00001
(comparado ao Basal); **** p < 0,00001 (comparado ao CG).

5.2.2. Efeito do CISACN na permeabilidade vascular e extravasamento
proteico na cavidade peritoneal

A permeabilidade vascular foi avaliada por meio do extravasamento proteico
presente na cavidade peritoneal dos animais. A concentracdo de proteinas totais
(mg/dL) estda demonstrada no gréafico 8. Os animais do grupo CG apresentaram
aumento (p < 0,05) na concentracdo de proteinas totais em relacdo ao grupo basal.
Os animais desafiados com carragenina e tratados com a indometacina (grupo
Indo,10 mg/kg) ou CISACN (grupo CISACN, 6,25 mg/kg) apresentaram reducao (p <
0,05) do exsudato proteico, quando comparados com os do grupo CG.

Gréfico 8. Efeito do tratamento oral com o CISACN na permeabilidade vascular

e extravasamento proteico
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Camundongos Swiss fémeas (n=6) receberam na cavidade peritoneal (300 pl) de CG (1%) 1h apds o
tratamento oral com CISACN 6,25 mg/kg ou Indometacina (10 mg/kg). Apds 4h do estimulo com a CG,
foi obtido o lavado peritoneal para determinar a permeabilidade vascular e extravasamento proteico,
através do teste de Vermelho de Pirogalol e, em seguida, lido em espectrofotdbmetro no comprimento
de 600 nm. O grafico representa a média +/- E.P.M. da concentracdo de proteinas totais do lavado
peritoneal, em funcdo dos tratamentos. Os dados foram submetidos a analise de variancia ANOVA one-
way, seguida do pds-teste de Tukey. +++ p < 0,0001 (comparado ao Basal); * p < 0,05 (comparado ao
CQG).

5.2.3. Efeito do CISACN na producdo de citocinas proé-inflamatérias na

cavidade peritoneal

Os niveis das citocinas IL-6, IL-1B8 e TNF-a estdo expressos no grafico 9 (9A.
IL-6; 9B. IL-1B € 9C. TNF-a). O desafio com carragenina aumentou (p < 0,05) os niveis
peritoneais de IL-6, IL-18 e TNF-a em relagdo ao grupo basal; no entanto, os
tratamentos com a indometacina (grupo Indo 10 mg/kg) ou CISACN (grupo CISACN,
6,25 mg/kg) reduziram (p < 0,05) os niveis dessas citocinas quando comparados ao
grupo CG.

Gréfico 9. Efeito do tratamento oral com o CISACN producéo de citocinas pro-

inflamatérias no lavado peritoneal
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Camundongos Swiss fémeas (n=6) receberam na cavidade peritoneal (300 ul) de CG (1%) 1h apds o
tratamento oral com CISACN 6,25 mg/kg ou Indometacina (10 mg/kg). Apés 4h do estimulo com a CG,
foi realizado o lavado peritoneal para determinar produgdo de citocinas pré-inflamatérias. O gréfico
representa a média +/- E.P.M. dos niveis de citocinas do lavado peritoneal, em funcdo dos tratamentos.
A. IL-6; B. IL-1B; C. TNF-a. Os dados foram submetidos & andlise de variancia ANOVA one-way,
seguida do pés-teste de Tukey. ++ p < 0,001 +++ p < 0,0001 (comparado ao Basal); * p < 0,05 ** p <
0,001 (comparado ao CG).

5.3. Efeito anti-inflamatério do CISACN em modelo experimental de leséo

pulmonar aguda induzida por lipopolissacarideo

5.3.1. Efeito do CISACN na migracao de células totais e diferenciais na

cavidade pulmonar

O perfil celular no BALF dos animais dos diferentes grupos experimentais esta
expresso no grafico 10 (10A. células totais (10%/mL); 10B. neutréfilos (10%/mL) e 10C.
mononucleares (10°%/mL)). Os animais do grupo LPS apresentaram aumento (p < 0,05)
no numero de células inflamatorias totais para o espaco perialveolar, em relacdo ao
grupo basal. O CISACN, nas doses de 12,5 mg/kg ou 25 mg/kg, foi capaz de reduzir
(p<0,05) a migracdo dessas células inflamatérias, quando comparado ao grupo LPS.
Os animais tratados com a dose de 6,25 mg/kg do CISACN néo apresentaram reducao
no padrao de migracao celular quando comparados aos do grupo LPS. Portanto,
escolhemos a dose de 12,5 mg/kg para dar continuidade ao trabalho.

Em relacdo a contagem de células diferenciais, os animais do grupo LPS
apresentaram aumento (p < 0,05) no numero de neutrofilos e macrofagos para o

espaco perialveolar, quando comparado ao grupo basal. Entretanto, o tratamento com
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0 CISACN (grupo CISACN, 12,5 mg/kg) reduziu (p < 0,05) a migracdo de neutrofilos

em detrimento aos macréfagos quando comparado ao grupo LPS.

Gréafico 10. Efeito do tratamento oral com o CISACN na migracao de células

totais e diferenciais na cavidade pulmonar
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Camundongos BALB/c machos (n=6) foram desafiados com LPS e foram tratados por via oral com o
CISACN uma hora ap6s o desafio. Vinte e quatro (24) horas apds a instilagdo com o LPS e inducéo do
modelo experimental de LPA foi coletado o Fluido do Lavado Broncoalveolar (BALF) e a uma aliquota
foi adicionada a solucdo de Turk, para contagem das células totais. Ap6s centrifugacdo do BALF o
pellet foi ressuspenso e citocentrifugado, corado pelo método de panético, para contagem diferencial
das populacdes celulares. (A) Células Totais, (B) Neutréfilos e (C) Mononucleares. O grafico representa
a média +/- E.P.M. da contagem total e diferencial do BALF, em funcao dos tratamentos. Os dados
foram submetidos a andlise de varidncia ANOVA one-way, seguida do pos-teste de Tukey. +++ p <
0,0001 ++++ p < 0,00001 (comparado ao Basal); * p < 0,05 (comparado ao LPS); ns (néo significativo).

5.3.2. Efeito do CISACN na permeabilidade vascular e extravasamento

proteico na cavidade pulmonar

O grafico 11 apresenta o aumento (p < 0,05) na concentracdo de proteinas
totais na cavidade broncoalveolar dos animais do grupo LPS em comparacéo aos do
grupo basal apés 24h do desafio com LPS. Os animais tratados com o CISACN (12,5
mg/kg) apresentaram reducao (p < 0,05) do conteudo proteico no fluido broncoalveolar
quando comparados com os animais do grupo LPS.

Gréfico 11. Efeito do tratamento oral com o CISACN na permeabilidade vascular

e extravasamento proteico na cavidade pulmonar
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Camundongos BALB/c machos (n=6) foram desafiados com LPS e foram tratados por via oral com o
CISACN uma hora apds o desafio. Vinte e quatro (24) horas ap0s a instilagdo com o LPS e indugéo do
modelo experimental de LPA foi coletado o Fluido do Lavado Broncoalveolar (BALF) e a uma aliquota
foi adicionada a solugdo de Turk, para contagem das células totais. Apds centrifugacdo do BALF, o
sobrenadante foi utilizado para dosagem de proteinas totais através do teste de Vermelho de Pirogalol
e, em seguida, lido em espectrofotdbmetro no comprimento de 600 nm. O grafico representa a média +/-
E.P.M. da concentracao de proteinas totais, em funcao dos tratamentos. Os dados foram submetidos
a analise de variancia ANOVA one-way, seguida do pés-teste de Tukey. ++ p < 0,001 (comparado ao
Basal); * p < 0,05 (comparado ao LPS).

5.3.3. Efeito do CISACN no edema pulmonar avaliado pela razdo umido/seco

(u/s) do pulmao

O edema pulmonar foi determinado pela razdo peso umido/peso seco (u/s) dos
pulmdes. O gréafico 12 apresenta os resultados do edema pulmonar nos grupos basal,
LPS e CISACN (12,5 mg/kg). Podemos observar que houve aumento (p < 0,05) da
razao u/s dos pulmdes nos animais do grupo LPS em relacdo aos do grupo basal. O
tratamento com o CISACN (12,5 mg/kg) diminuiu (p < 0,05) a razdo u/s quando
comparado com o grupo LPS.

Grafico 12. Efeito do tratamento oral com o CISACN na razdo umido/seco do
peso dos pulmdes
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Camundongos BALB/c machos (n=6) foram desafiados com LPS e foram tratados por via oral com o
CISACN uma hora ap6s o desafio. Vinte e quatro (24) horas apés a instilagdo com o LPS e inducéo do
modelo experimental de LPA, foram coletados os pulmdes, pesados e armazenados em estufa por 48h
e, em seguida, os pulmbes foram novamente pesados, obtendo-se a razdo do peso pulmonar
Umido/seco (u/s). O grafico representa a média +/- E.P.M. da razao pulmonar imido/seco, em funcao
dos tratamentos. Os dados foram submetidos a analise de variancia ANOVA one-way, seguida do pos-
teste de Tukey. ++ p < 0,001 (comparado ao Basal); **** p < 0,00001 (comparado ao LPS).

5.3.4. Efeito do CISACN na producdo de citocinas proé-inflamatérias na

cavidade pulmonar e soro

As concentracfes das citocinas IL-6, IL-18 e TNF-a presentes no BALF e no
soro dos animais dos diferentes grupos podem ser observadas no grafico 13 (13A. IL-
6; 13B. IL-1[3; 13C. TNF-a - BALF; 13D. IL-6; 13E. IL-1B; 13F. TNF-a - soro). Animais
desafiados com LPS (grupo LPS) apresentaram aumento (p < 0,05) nos niveis de IL-
6, IL-18 e TNF-a no BALF em relagao ao grupo basal; o tratamento com CISACN (12,5
mg/kg) reduziu (p < 0,05) esses niveis, quando comparados aos do grupo LPS.

A nivel sistémico, os niveis de IL-6, IL-1B ndo apresentaram alteracdes entre
0S grupos experimentais. Entretanto, os niveis de TNF-a estavam aumentados (p <
0,05) nos animais do grupo LPS quando comparados com os do grupo basal. Os
niveis séricos de TNF-a foram reduzidos (p < 0,05) com o tratamento com o CISACN
(12,5 mg/kg).

Gréfico 13. Efeito do tratamento oral com o CISACN producédo de citocinas pro-

inflamatérias na cavidade pulmonar e soro
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Camundongos BALB/c machos (n=6) foram desafiados com LPS e foram tratados por via oral com o
CISACN uma hora ap6s o desafio. Vinte e quatro (24) horas apés a instilagdo com o LPS e inducéo do
modelo experimental de LPA, foi coletado o BALF, e o sobrenadante foi utilizado para a dosagem de
citocinas seguindo o protocolo estabelecido no kit através do método imunoenzimatico do tipo ELISA
sanduiche. A. IL-6 no BALF; B. IL-1B no BALF; C. TNF-a no BALF; D. IL-6 no soro; E. IL-1B no soro; F.
TNF-a no soro. O grafico representa a média +/- E.P.M. dos niveis de citocinas no BALF ou soro, em
funcéo dos tratamentos. Os dados foram submetidos a analise de variancia ANOVA one-way, seguida
do pos-teste de Tukey. ++ p < 0,001 +++ p < 0,0001 ++++ p < 0,00001 (comparado ao Basal); * p <
0,05 ** p < 0,001 *** p < 0,0001 (comparado ao LPS); ns (n&o significativo).

5.3.5. Efeito do CISACN nos aspectos histopatolégicos pulmonares

Os aspectos histolégicos do tecido pulmonar dos animais dos diferentes grupos
experimentais estdo demonstrados na Figura 12. A coloracéo de tecido pulmonar com
H&E permitiu avaliar aspectos morfologicos como infiltracdo celular, edema e
hemorragia. O grupo Basal apresentou tecido pulmonar com aspecto histologico
normal, isto €, sem alteragBes na arquitetura alveolar. O grupo LPS, por sua vez,
apresentou intensa infiltragcdo celular em decorréncia da inflamacéo intersticial
desenvolvida (seta vermelha). Em adi¢do, € possivel observar o edema alveolar,
decorrente do aumento da permeabilidade da membrana alveolar com presenca de
membranas hialinas e espessamento da parede alveolar (seta verde), além do dano
alveolar difuso também marcado por aglomerados de hemacias (hemorragia) (seta
amarela). O CISACN (12,5 mg/kg) diminuiu a inflamacao alveolar, reduzindo os
parametros de migragcdo celular, edema e hemorragia com consequente diminuigdo
do dano alveolar difuso.

No escore histolégico (Grafico 14), confirmamos a reducdo da inflamacao
mediada pelo CISACN (12,5 mg/kg) quando comparada ao grupo LPS.

81



Figura 12. Efeito do tratamento oral com CISACN nos aspectos histopatologicos

pulmonares utilizando a coloracéo de HE
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Camundongos BALB/c machos (n=6) foram desafiados com LPS e foram tratados por via oral com o
CISACN uma hora apés o desafio. Vinte e quatro (24) horas apds a instilagdo com o LPS e inducéo do
modelo experimental de LPA, foi coletado o pulmao para as analises histoldgicas. Apds submissdo do
6rgéo a protocolos de desidratacao, hidratacéo e inclusdo em parafina, os cortes aderidos em laminas
foram corados com Hematoxilina & Eosina (HE). Na Figura 11, estéo representadas as fotomicrografias
nos aumentos de 100x (600 pm) e 400x (150 pum), onde pode-se observar 0os seguintes parametros
inflamatérios: infiltracdo celular, edema e hemorragia. Setas vermelhas indicam presencga de infiltrado
celular, setas amarelas indicam presenca de hemorragia e setas verdes indicam presenca de edema.
Resultados representativos de experimentos realizados em triplicada.
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Gréafico 14. Efeito do tratamento oral com CISACN nos aspectos

histopatologicos pulmonar utilizando a coloragdo de HE
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Camundongos BALB/c machos (n=6) foram desafiados com LPS e foram tratados por via oral com o
CISACN uma hora apds o desafio. Vinte e quatro (24) horas ap0s a instilagao com o LPS e inducéo do
modelo experimental de LPA, foi coletado o pulmao para as analises histoldgicas. Apds submissao do
Orgdo a protocolos de desidratacéo, hidratacao e inclusdo em parafina, os cortes aderidos em laminas
foram corados com Hematoxilina & Eosina (HE). Foi realizado o escore inflamatério, onde se foi
pontuado os seguintes parametros: (0) - Auséncia de alteragdes histologicas; (1) - Suave: menos de
25% do campo analisado; (2) - Moderado: 25-49% do campo analisado; (3) - Acentuado: 50-75% do
campo analisado; (4) - Muito acentuado: mais de 75% do campo. O grafico representa a média +/-
E.P.M. do escore histolégico, em fungdo dos tratamentos. Os dados foram submetidos & anélise de
variancia ANOVA one-way, seguida do pés-teste de Tukey. ++++ p < 0,00001 (comparado ao Basal);
****p < 0,00001 (comparado ao LPS).

5.3.6. Analise de Docking molecular

A ancoragem molecular foi executada para analisar a afinidade e interacéo do
CISACN com os alvos e possivelmente inferir seus mecanismos de acdo. Para a
validacdo do método foi realizado o re-docking pela obtencéo dos valores de: 0,214
A, na ancoragem de MAPK p38, 0,168 A na ancoragem de MAPK ERK 2 e 0,732 A
na ancoragem de TLR-4; o NF-kB n&do apresentou molécula previamente ligada,
impossibilitando a realizacdo do re-docking.

Os resultados de energia de ligacdo do CISACN e da Dexametasona com 0s
alvos moleculares em analise, apos realizado o consenso dos MolDock score e

Rerank score, estdo expressos na Tabela 6.
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Tabela 6. Resultados da energia de ligacdo por docking molecular

CISACN Dexametasona

Al MolDock | Rerank | Consenso | MolDock Rerank | Consenso
VOS

Score Score Score Score Score Score

(kcal/mol) | (kcal/mol) | (kcal/mol) | (kcal/mol) |(kcal/mol)| (kcal/mol)

M&ép -83,2535 | -62,726 -72,990 -79,803 -26,266 -53,035

MAPK | 75 402 | 44255 | -58,329 97,239 | -66,288 | -81,763
ERK 2

NE-xB | -78512 | 60,262 | -69.387 | 95042 | 75251 | -85147

TRL4 -26,650 -18,374 -22,512 -39,498 20,5419 -9,47805

Fonte: elaborada pela autora.

5.3.6.1. Interacdo molecular do CISACN (A) e dexametasona (B) com a

MAPK p38

O CISACN exibiu boa energia de ligacdo com MAPK p38: -72,990 kcal/mol
(Tabela 6), apresentando energia de ligacdo um pouco maior quando comparado com
a energia do dexametasona, de -53,035 kcal/mol (Tabela 6), sendo possivel afirmar
gue o CISACN possui afinidade com a proteina.

Quando analisadas as interagdes com os residuos de aminoacidos da proteina,
o0 CISACN (Figura 13A) formou diversas interacdes alquil com os residuos LEU104,
ILEB4, LYS53, LEU167, ALA51, VAL38 e uma interacdo Pi-Cation com o residuo
LYS53 e interagcBes de van der Waals com VAL105, VAL52, LEU86, LEU75, THR106,
HIS107, MET109, ASP168, CYS39, enquanto a dexametasona (Figura 13B)
apresentou com residuo ASP168 uma ligacdo de hidrogénio e uma interacdo
halogénica. Além de ter sido observado interagces de van der Waals com os residuos
de aminoacidos ARG173, HIS107, GLU71, THR106, MET109, ILE84, LEU75, LEU86,
LEU104, VAL105, VAL52, interac¢des alquil com LYS53 e ALA51, e interagdes pi-alquil
com o anel aromatico do residuo TYR35. Embora o residuo de aminoacido VAL38
demonstre interacdes alquil com a dexametasona, essas interagcdes sao
desfavoraveis devido aos choques estéricos intermoleculares, o que contribui para a

diminuicao da energia de ligacéo entre ligante-estrutura.

84



Figura 13. Estrutura da MAPK p38 complexada ao CISACN (A) e dexametasona
(B)
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5.3.6.2. Interagcdo molecular do CISACN (A) e dexametasona (B) com a
MAPK ERK 2

Quando observada a energia de ligacdo do CISACN com a MAPK ERK 2
(Tabela 6), ela apresentou energia e -58,329 kcal/mol, inferior a energia de ligacdo da
dexametasona (-81,764 kcal/mol). A energia de interacdo foi inferior quando
comparada com a dexametasona, entretanto destaca-se que apresentaram ligacdes
semelhantes. O CISACN (Figura 14A) conseguiu se ligar por meio de ligacdes de
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hidrogénios com os residuos de aminoacido MET106 e ASP104, ligacdo carbono-
hidrogénio com o residuo VAL37, com interacdes alquil com os aminoacidos LEU154,
CYS164 e ALASO, e interagBes de van der Waals com os residuos ASP165, LYS52,
VAL102, VAL37, ILE82, ILE51, ILE29 e GLN103. Por sua vez, a dexametasona
(Figura 14B) interagiu por ligacdes de hidrogénio com os residuos MET106, ASP104,
ALA50 e ILE101; interacdes de alquil com LEU154, CYS164 VAL37, ALAS0 e ILE82,
e interacdes de van der Waals com ILE29, ASP109, LYS112, VAL102, GLU107,
THR108 LEU155 e LEU105.

Figura 14. Estrutura da MAPK ERK 2 complexada ao CISACN (A) e
dexametasona (B)
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5.3.6.3. Interacdo molecular do CISACN (A) e dexametasona (B) com a

porcéo p65 do NF-kB

Na ancoragem do CISACN com o alvo NF-kB na porcdo 65, a energia de
ligacdo desse ligante foi de -69,387 kcal/mol, enquanto a da dexametasona foi de -
85,147 kcal/mol (Tabela 6). O CISACN (Figura 15A) apresentou interacdes com o alvo
por meio de ligagbes de hidrogénio convencional com o residuo ARG295 e ligacdes
de carbono-hidrogénio e pi-cation com ASP294, outras intera¢des encontradas foram
de alquil com a LEU133, ILE103, VAL137 e ARG136, e van der Waals com ASP293
E HIS296. Enquanto a molécula teve apenas 1 ligacao de hidrogénio, a dexametasona
(Figura 15B) apresentou 6 liga¢des: 2 com o residuo ASP294 e SER205, 1 com a
THR292 e GLY208, também uma ligacdo carbono-hidrogénio com VAL137, além de
interacdes alquil com os residuos de aminoacidos VAL137 e ARG136 e van der Waals
com LEU133, ILE103, ARG295, LEU207, ASP291, ASP293, GLY209 e HIS217.

Figura 15. Estrutura da porcdo p65 do NF-kB complexada ao CISACN (A) e

dexametasona (B)

ASP
A:293 HIS
A:296

ASP ==, ARG
A:294 ; 2) A:295

ILE
D:103
LEU
D:133

VAL
D:137
ARG
D:136

87



THR
LEU ‘2.92
= ASP), ASP AT
A294 A293 - <AR05
ILE £ e’ v
0103 : % a

g, \ \& 6Ly
ARG 9 ) oK, 2
A295 %, A209

e
A208

.;{\

ARG
VAL D135
D137

F ‘
\ R

InteragBes em 3D e 2D do CISACN (A) e dexametasona (B) com a porgéo p65 do NF-kB

HIS
D217

5.3.6.4. Interacdo molecular do CISACN (A) e dexametasona (B) com o
receptor TLR-4

Por fim, em relagdo a ancoragem do CISACN com o alvo TLR4, o consenso
score foi de -22,512 kcal/mol, devido a presenca de um score positivo, a energia da
dexametasona apesar de ter sido -9,478 kcal/mol, apresentou pouca significancia pois
no Rerank score ele apresentou valor positivo (20,542 kcal/mol) (Tabela 6). O CISACN
(Figura 16A) conseguiu interagir com o alvo através da ligacdo de hidrogénio
convencional com o residuo ARG90 e com interacbes de van der Waals com 0s
residuos SER120, PHE121, PHE119 e GLU92. Enquanto a dexametasona (Figura
16B), interagiu com varios residuos, sendo eles: a ARG90 por meio da ligacdo de
hidrogénio; a PHE121 com interagbes pi-alquil; a ILE52 com interacdes alquil; a
SER120 por interacbes halogénios e com as interacfes de van der Walls com os
residuos LYS122, LEU61 e GLU92. Além disso, a dexametasona apresentou 2

interacdes desfavoraveis com o residuo PHE119.

Figura 16. Estrutura do receptor TLR-4 complexado ao CISACN (A) e

dexametasona (B)
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6. DISCUSSAO

O processo inflamatério € uma resposta biolégica complexa do corpo a danos,
lesbes ou agentes irritantes, que visa restaurar a homeostase e promover a
recuperacdo dos tecidos afetados; entretanto, uma inflamacdo descontrolada ou
prolongada pode levar a danos teciduais adicionais e contribuir para diversas
condi¢bes patologicas (JISHA et al., 2019), como a LPA, e sua forma mais grave, a
SDRA, que sdo doencas que levam a danos no tecido pulmonar, com aumento da
migracdo de polimorfonucleares e citocinas pro-inflamatorias e dano alveolar difuso
(LIU et al., 2016). Atualmente, ainda ndo ha uma terapia especifica e direcionada para
essa enfermidade (CHEN et al., 2020a).

Sendo assim, na busca por novas moléculas promissoras que venham tratar
condi¢cBes inflamatérias agudas, destaca-se o CISACN, um aduto de Morita-Baylis-
Hilman derivado da isatina, que demonstrou atividades antitumoral e antimalarica
(BRITO et al, 2020a; G. LIMA-JUNIOR et al.,, 2016c), apresentando baixas
citotoxicidade e toxicidade aguda e boa viabilidade celular e disponibilidade oral
tedrica (PESSOA -PB, 2020).

Este trabalho, portanto, avaliou a atividade anti-inflamatoria do CISACN em
protocolos experimentais de inflamac¢éo aguda e seus possiveis mecanismos de acao
envolvidos, via abordagens in vivo e in silico.

Nossos achados evidenciaram o efeito anti-inflamatorio do CISACN ao inibir a
formacédo de edema de pata induzido por carragenina, PGEz, BK, 5-HT, histamina e
48/80; bem como ao diminuir aspectos inflamatérios na cavidade peritoneal de
animais, como a migracdo de neutroéfilos, producéo de citocinas pré-inflamatoérias (IL-
6, IL-1B e TNF-a) e edema; e ao atenuar o processo inflamatorio na LPA, reduzindo,
na cavidade pulmonar, a migracédo de neutréfilos, edema, citocinas pro-inflamatérias
(IL-6, IL-1B e TNF-a), e melhorando parametros histopatolégicos, que estédo
associados, possivelmente, a inibicdo do receptor TLR-4 e da via de sinalizacao
MAPK p-38.

Os modelos experimentais que mimetizam o processo inflamatério podem ser
induzidos por diversos métodos, incluindo agentes imunogénicos, produtos de

microrganismos, calor e irritantes quimicos. Além de auxiliarem na compreensao do
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mecanismo inflamatério, esses modelos colaboram para descoberta de novas drogas
com potencial anti-inflamatério (MULEY; KRUSTEV; MCDOUGALL, 2016).

Um dos sinais cardinais observados durante o processo inflamatério é o edema.
Nessa perspectiva, modelos murinos experimentais edematogénicos vém sendo
utilizados para avaliar a formacao desse sinal cardinal, de modo que a administracéao
subcutédnea de agentes flogisticos na regido subplantar das patas traseiras de
camundongos ocasiona a reac¢do inflamatoria aguda localizada, provocando um
inchaco das patas devido ao r4pido extravasamento de liquido e proteinas com
consequente migracao de leucocitos para o local inflamado (ZADEH-ARDABILI; RAD,
2019).

Nesse estudo, utilizamos o modelo de edema de pata induzido por carragenina
que é historicamente usado, para mimetizar a formagcdo do edema em camundongos
e realizar a triagem de potenciais agentes anti-edematogénicos (BEN et al., 2022;
THOMSON; FOWLER, 1981).

A carragenina € uma substancia pertencente a uma familia de polissacarideos
e é obtida de algas vermelhas comestiveis (MYERS; DEAVER; LEWANDOWSKI,
2019) que induz a inflamac&o de forma bifasica pela liberacdo sequencial de diversos
mediadores inflamatérios. A fase inicial é geralmente caracterizada pela formacéo do
edema dentro de uma hora apds a administracdo da carragenina, ocasionando um
trauma no local da leséo e sendo mediada pela liberacdo de histamina, serotonina e
bradicinina; e a segunda fase, a partir de duas horas apés a administracéo, € mediada
pela producdo exacerbada de prostaglandinas e pela migracdo de células como
neutroéfilos, eosinofilos e baséfilos. Em adicdo, nessa fase de atuacado tardia da
carragenina, também ha liberacdo de enzimas, radicais livres e citocinas derivados de
neutréfilos, como as mieloperoxidades (MPO), NO e TNF-a, IL-1B e IL-6 (NECAS;
BARTOSIKOVA, 2013).

Estudos realizados em células de tecidos, em cultura, revelaram que a
administracdo da carragenina induz um aumento na liberacdo de IL-8 e interfere na
atividade dos macrofagos. Os mecanismos de ativacao da IL-8 sdo mediados por duas
vias distintas, envolvendo o NF-kB: a do TLR4 e mediada por espécies reativas de
oxigénio. Entretanto, estudos indicam o envolvimento de possiveis outras vias de
sinalizacdes (BHATTACHARYYA; DUDEJA; TOBACMAN, 2008; EL-SHITANY; EID,
2019).
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O pré-tratamento com o CISACN nas doses de 6,25 mg/kg ou 12,5 mg/kg
reduziu o edema de pata em camundongos desafiados com carragenina, nos
intervalos de tempo avaliados. Portanto, a dose de 6,25 mg/kg foi escolhida para dar
continuidade ao estudo pois, a menor dose capaz de promover o efeito desejado pode
prevenir possiveis efeitos colaterais.

Resultados semelhantes foram relatados em um estudo em que derivados de
isatina, denominados N-pirazoloil hidrazona de isatina e N-tiofenoacetil hidrazona de
isatina, reduziram o edema de pata induzido por carragenina ap0s 4h da sua
administracdo (ZEESHAN et al., 2019). Assim, € possivel sugerir que a classe de
moléculas derivadas da isatina apresenta potencial anti-inflamatério ao atuar sobre as
células do tecido inflamado, impedindo, consequentemente, a liberacdo de
mediadores inflamatorios.

A atividade antiedematogénica do CISACN observada nos experimentos de
edema de pata induzido por carragenina nas primeiras horas levou a conviccao de
que a molécula poderia estar envolvida na producdo e/ou acao sobre receptores de
mediadores inflamatorios iniciais. Portanto, avaliamos seu efeito em modelos de
edema pata mediados pelos seguintes mediadores inflamatorios: prostaglandina,
serotonina, bradicinina e histamina, de forma a respaldar nossa hipotese.

As prostaglandinas sé@o eicosanoides derivados do acido araquidénico (AA)
exercendo papel fundamental como mediador pré-inflamatério (TSUGE et al., 2019).
Em modelos experimentais a administracdo subcutanea da PGE2 na pata do animal
leva a mobilizacdo do AA da membrana e seu subsequente metabolismo pela via
metabdlica da ciclooxigenase (COX-2), o que leva a producao da PGE2. O tempo da
primeira fase ap6s o estimulo com PGE: é considerado lento seguida, entdo, por uma
fase de dor intensa, edema e vermelhidao no tecido desafiado (YASMEN et al., 2023).
O pré-tratamento com o CISACN reduziu a formacao do edema nos tempos de 30 e
60 minutos apdés a administracdo da PGE-z, indicando que o CISACN possa estar
atuando a nivel de receptor da PGE2 ou suprimindo pontos da sinalizacéo intracelular
induzidos pela PGEx.

A bradicinina, principal produto do sistema enzimatico calicreina-cinina, é
gerada no plasma e em diversos outros tecidos periféricos em resposta a leséo
mecanica ou infeccdo. Participa tanto do inicio quanto da progressdo do processo
inflamatorio, onde sensibiliza terminais periféricos nociceptores (PIRAHANCHI,
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SHARMA, 2019). Adicionalmente, a sintese de bradicinina potencializa a mobilizacéao
de AA e secrecao de COX-2, que medeia a sintese de prostaglandinas, favorecendo,
portanto, a formagcdo do edema e dor, componentes essenciais da resposta
inflamatéria (MUSCELLA et al., 2020).

A injecdo subcutanea da bradicinina em patas de animais provoca um aumento
da permeabilidade vascular e hiperalgesia, e estudos relatam o aumento da
concentracdo de bradicinina em exsudatos inflamatérios (ALQAHTANI et al., 2022;
DERES et al.,, 2019). Nesse estudo, observamos a formacdo do edema pos
administracdo da bradicinina e, o pré-tratamento com CISACN reduziu esse edema.
Este dado indica que a molécula pode estar atuando em inibidores da calicreina,
capaz, portanto de inibir reacdes inflamatorias agudas mediadas pela bradicinina
(DAVIS; LU; MEJIA, 2010) bem como na diminuicdo da sintese de prostaglandinas
visto que a bradicinina também auxilia na ativacdo da COX-2.

A serotonina é conhecida por ser um importante mediador inflamatorio pois atua
como potente vasodilatador e aumenta a permeabilidade vascular. Distribui-se
principalmente no sistema nervoso central, no trato gastrointestinal e nas plaquetas,
sendo cerca de 95% dessa substancia sintetizada em células enterocromafins. A
serotonina atua em diversas etapas na resposta inflamatoria e pode, também, atuar
na mobilidade de leucécitos, na fagocitose e na sintese de citocinas e quimiocinas
(SHAJIB; KHAN, 2015). O CISACN reduziu o edema de pata induzido por serotonina,
sendo um dado inédito visto que ndo existe na literatura nenhum AMBH ou derivado
da isatina com essa propriedade.

O protocolo do edema de pata induzido por histamina tem sido extensamente
utilizado para avaliar os potenciais anti-inflamatério e antialérgico de diversas
moléculas (TAMADDONFARD; FARSHID; HOSSEINI, 2012). A histamina, produzida
principalmente pelos mastécitos, se liga aos receptores histaminérgicos que estao
amplamente distribuidos por todo o corpo. Nos processos inflamatérios, a histamina
regula o edema, a vasodilatacdo e aumenta a permeabilidade vascular. Além disso,
esta envolvida na migracéao e nas func¢des dos leucdcitos, proliferacdo de células T,
diferenciacéo de células B, por exemplo (AKHTAR; SHABBIR, 2019).

Quando se busca avaliar a atividade de uma determinada molécula sobre a

histamina, € necessario observar se ela atua no processo de degranulacdo dos
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mastocitos, o que pode ser obtido pelo composto 48/80, ou pela administracéo direta
da histamina no tecido (TACHIBANA et al., 2019).

O composto 48/80 é um potente agente indutor capaz de liberar seletivamente
a histamina dos mastécitos. Quando o composto 48/80 é administrado no tecido
conjuntivo ele provoca mudancas na superficie da célula, atravessando a membrana
dos mastdcitos e ativando uma proteina G do tipo Gi. Por sua vez, o dimero Gi/-BY
ativa diretamente a fosfolipase C do tipo B2, que ira fosforilar os canais de calcios,
resultando no influxo desse ion e na consequente translocacdo e fusdo a membrana
plasmatica das vesiculas contendo histamina, causando, entdo, sua liberacdo. Tudo
isso acontece de maneira nao-litica, ou seja, sem levar 0 mastocito a morte
(PALOMAKI; LAITINEN, 2006; SINNIAH et al., 2016).

O CISACN reduziu significativamente a formacdo de edema induzido pela
histamina e pelo composto 48/80. Portanto, podemos sugerir que o CISACN reduz a
degranulacdo de mastdcitos e a liberagdo de histamina diretamente no tecido bem
como reduz o efeito inflamatério da histamina. Um mecanismo possivel seja via a
reducdo do influxo do ion calcio para o meio intracelular. Resultado semelhante foi
relatado para compostos derivados da isatina, como os oriundos do 5-[2(3)-dialquil
amino alcoxi]-indol-2,3-diona, que também apresentaram uma atividade anti-
histaminica, destacando o potencial dessa classe de moléculas na inibicdo deste
mediador inflamatoério (SWATHI; SRINIVAS; SARANGAPANI, 2010).

Portanto, de acordo com a triagem preliminar com o CISACN podemos concluir
gue o CISACN apresenta uma promissora atividade antiedematogénica, atuando
sobre mediadores inflamatérios (prostaglandina, bradicinina, serotonina e histamina)
de fase inicial corroborando com os efeitos inflamatérios ocasionados pela
carragenina. E os possiveis mecanismos de acdo do CISACN podem envolver a
ligacdo aos receptores de membrana celular e/ou nas vias de sinalizac&o intracelular
mediadas por esses agentes flogisticos.

De forma complementar e objetivando estudar o efeito do CISACN em outros
parametros inflamatdérios, realizamos o protocolo experimental de peritonite induzida
por carragenina. O peritdnio funciona como um foco central para os leucdcitos, que
prontamente migram para o local como consequéncia de uma inducéo de inflamacéo;
por isso, esse modelo experimental vem sendo amplamente utilizado para investigar

o efeito de novos compostos sobre a migracao de leucécitos no sitio inflamado (DE
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SIQUEIRA PATRIOTA et al., 2022). Apds o estimulo com carragenina, o peritdnio se
mantém repleto de mediadores inflamatérios, e isto permite a avaliacdo da
quantificacdo e analise da permeabilidade vascular peritoneal, migracao celular e
alteracOes na producao de citocinas (SYAM et al., 2014).

Assim, observamos que o pré-tratamento com o CISACN dos animais
desafiados intraperitonealmente com carragenina reduziu a migracao de leucdcitos,
especificamente de neutrofilos, para o peritdnio. Esse dado corrobora com o potencial
efeito da isatina ao inibir a migracdo de neutrofilos em diferentes modelos
experimentais, incluindo o de colite ulcerativa (NIRMAL et al., 2021) e o de
hiperproliferacdo psoriasiforme (RABELO SOCCA et al., 2014).

Os neutrofilos se apresentam como o principal tipo de leucdcito na resposta de
defesa inata, sendo as primeiras células a serem recrutadas para o local afetado
durante o processo inflamatério (DE SOUZA COSTA et al., 2018). A interacdo de
neutrofilos recrutados com células residentes, mediadores inflamatorios locais ou
matriz extracelular culmina na producao de varios outros mediadores, a exemplo de
citocinas, quimiocinas, enzimas degradantes, espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio e proteases que amplificam a resposta inflamatéria ao lesar o tecido
circundante e causar efeitos deletérios (ALVES et al., 2009). Portanto, drogas que
inibem o recrutamento e/ou ativacao de neutrofilos, como o CISACN, podem ser Gteis
no tratamento de uma série de doencas inflamatérias.

O comprometimento da permeabilidade vascular € um processo chave na
inflamacé&o, pois permite o extravasamento de proteinas plasmaticas e leucécitos nos
tecidos inflamados, levando a formacdo de edema que, consequentemente, pode
ocasionar hipdxia tecidual e disfuncdo de mdultiplos érgdos. Em geral, esse fator é
induzido por mediadores vasoativos, como histamina, serotonina, eicosanoides,
bradicinina ou citocinas (ZHOU et al., 2012).

Ao investigarmos a permeabilidade vascular no modelo de peritonite induzida
por carragenina, constatamos que o CISACN diminuiu a concentracédo de proteinas
totais no lavado peritoneal. Esse resultado é consistente com os resultados
encontrados em modelos de edema de pata, confirmando, assim, o potencial efeito
antiedematogénico do CISACN. Em adi¢do, esse dado mostra-se relevante ao
compararmos com o0 estudo realizado com outro AMBH derivado da isatina,

denominado 2-(3-hidroxi-2-oxoindolin-3-il) (ISACN), que, em modelo experimental de
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peritonite, reduziu a migracdo de neutrofilos e a producdo de citocinas, mas nao
interferiu em parametros como a permeabilidade vascular (DE FRANCA et al., 2020).

Por sua vez, a inibicdo na produgéo de IL-1f3, IL-6, TNF-a em um modelo de
peritonite indica um importante mecanismo pelo qual novas drogas inibem respostas
inflamatorias agudas. Essas citocinas pro-inflamatorias estdo envolvidas na iniciacao
e progressao de respostas inflamatdrias e sdo produzidas principalmente por
macrofagos ativados e células residentes e ativam vias de sinalizagdo em uma ampla
variedade de células, com consequéncias na producao de mediadores que provocam
0 aumento da permeabilidade vascular, migracdo de leucocitos e diversos outros
eventos inflamatérios (CONTI et al., 2020).

Portanto, foi possivel observar que o CISACN reduziu os niveis de IL-18, IL-6
TNF-a no peritonio. Esses dados corroboram com resultados descritos para um
derivado de isatina, o isatinimino-acridinediona, que foi capaz de reduzir a liberacéo
das citocinas IL-1B, IL-6 e TNF-a em modelos experimentais de inflamacédo aguda
(PERIYASAMI et al., 2019).

O fato de que a potente acao efetora de células como neutrdéfilos, o0 aumento
dos niveis de citocinas pro-inflamatdrias e a formacdo de edema tecidual estdo
intensamente relacionados com a severidade de doencas inflamatorias pulmonares
(GIACALONE et al., 2020), decidimos avaliar o potencial efeito do CISACN frente a
uma doenca inflamatéria aguda pulmonar, utilizando o modelo experimental LPA
induzida por LPS.

A inflamacado caracteristica da LPA é mediada por uma extensa migracao
leucocitaria a nivel alveolar, em especial, os neutréfilos que desempenham papel
central nessa doenga (NOVA; SKOVIEROVA; CALKOVSKA, 2019). De fato, estudos
demonstram que, em pacientes com SDRA, o aumento no numero de neutrdfilos
correlaciona-se com a gravidade da doenca (HOLLIDAY et al., 2021), enquanto a
progresséo da lesédo pulmonar € reduzida pela deplecédo de neutréfilos (SONG et al.,
2022).

Os neutrofilos sdo células que tém vida notavelmente curta, com uma meia-
vida de 6 a 8 horas. No entanto, quando excessivamente ativados sua apoptose é
retardada, podendo ocorrer dano ao tecido pulmonar, com a liberacado de mediadores
inflamatorios, a exemplo de citocinas, enzimas proteoliticas e espécies reativas de

oxigénio, que em excesso causam lesdo pulmonar difusa, 0 que agrava a resposta
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inflamatoria celular e a leséo tecidual pulmonar ao destruir a membrana basal e alterar
a permeabilidade da membrana alvéolo-capilar (YANG et al., 2021).

Outro mecanismo envolvendo os neutrdfilos é a NET, cuja formac&o excessiva
esta sendo cada vez mais reconhecida como um dos principais contribuintes para LPA
(YAQINUDDIN; KASHIR, 2020). NETs sao estruturas de DNA extracelular
semelhantes a redes que sao formadas em resposta a infeccdo: patégenos ficam
nessa rede de DNA em expansao, que € ejetada do neutrdfilo para cobrir uma extensa
porcdo do meio extracelular; por sua vez, essas redes podem capturar e matar 0s
patogenos incitantes. As NETs sao revestidas com proteinas derivadas de granulos,
incluindo proteases e histonas que sao altamente citotoxicas. Assim, embora a
formacao de NET seja benéfica, ao conter processos infecciosos, ela também pode
infligir danos graves ao tecido hospedeiro (OBERMAYER et al.,, 2021). Logo, a
deplecao de neutrdéfilos pode ser importante alvo para diminuicdo de danos alveolares
e consequente agravo no quadro da LPA.

No presente estudo, observamos que a administracdo intranasal do LPS
aumentou o numero de células inflamatérias na cavidade pulmonar dos animais, € 0
tratamento com o CISACN, nas doses de 12,5 mg/kg ou 25 mg/kg, reduziu essa
migracdo celular. A dose de 12,5 mg/kg foi escolhida para dar seguimento aos
experimentos por ser a menor dose testada capaz de provocar o efeito esperado. Em
adicdo, analisamos, a partir de uma contagem diferencial das células, a migracao de
neutréfilos no BALF dos animais. No grupo de animais desafiados com LPS e, sem
tratamento, observamos intensa migracdo de neutréfilos na cavidade pulmonar, e o
tratamento com CISACN diminuiu o niumero dessas células, promovendo, portanto,
protecdo alveolar no desencadeamento da LPA.

Em consonéncia com os resultados anteriores observados no modelo de
peritonite, podemos inferir que a acéo anti-inflamatéria do CISACN pode se estender
a uma inflamacao pulmonar. Além disso, esse resultado corrobora com um estudo
envolvendo a isatina, que demonstrou ser capaz de reduzir a migracao de leucdcitos,
como eosinodfilos e neutrofilos, para cavidade pulmonar de animais, em modelo
experimental de asma alérgica (KANDASAMY et al., 2010).

Em contraste, o tratamento com o CISACN néo interferiu nas células
mononucleares na cavidade pulmonar dos animais. Os macrofagos sédo ceélulas

imunes inatas que desempenham diversos papeis em processos fisioldgicos e

97



patolégicos, tendo como funcdo primaria a de reconhecimento, fagocitose e
eliminacdo dos patodgenos invasores (ZHANG; WANG, 2014). Além disso, essas
células exibem fenotipos com alta plasticidade e de grande diversidade, de acordo
com o microambiente que estao inseridos, geralmente, apresentando uma dicotomia
do tipo M1 e M2.

Os macroéfagos do tipo M1 sdo caracterizados por apresentarem um perfil
inflamatorio, levando ao aumento da expresséo de citocinas pro-inflamatérias (IL-
lbeta, IL-6, TNF-alfa) e a producdo de espécies reativas de oxigénio. J& o0s
macrofagos do tipo M2 sao induzidos pelas citocinas do perfil TH2, como IL-4, IL-13 e
IL-10, podendo desempenhar funcbes anti-inflamatérias e de reparacéo tecidual,
produzindo altos niveis de citocinas TGF- e IL-10 (OISHI; MANABE, 2018).

Ao observamos a né&o interferéncia do tratamento com o CISACN sobre
macrofagos no pulméo, podemos hipotetizar que o CISACN apresenta um efeito
relacionado a plasticidade celular, com inducdo da polarizacdo para macrofagos do
tipo M2, que agem sobre o remodelamento e reparo tecidual.

Em estudos com protocolo de LPA induzida por LPS, observamos que
potenciais ferramentas farmacolégicas, como a Canaglifozina (um inibidor do co-
transporte de sodio-glicose), tém efeitos diferentes nos macréfagos em dois estados
de polarizacao, inibindo macrofagos M1 e aumentando macréfagos M2, indicando,
assim, que ha possibilidade de polarizacdo de fenétipo de macréfagos M1 para M2
apos o estimulo com LPS (LIN et al., 2020).

Além da intensa resposta inflamatéria com infiltracdo de neutréfilos durante a
LPA, os alvéolos apresentam um dano caracteristico em células epiteliais e endoteliais
que levam a quebra da barreira alvéolo-epitelial e, consequentemente, a formacéo de
edema rico em altas concentracdes de proteinas (LI et al., 2021). Os mecanismos
potenciais desse dano epitelial-alveolar podem incluir morte celular, perda do contato
célula-célula, alteracdes nos componentes da matriz extracelular e em seu contato
com células epiteliais e alteracbes na comunicacéo entre células epiteliais e imunes
(HERRERO; SANCHEZ; LORENTE, 2018). O edema alveolar resultante culmina no
aumento significativo da permeabilidade da barreira epitelial alveolar e representa um
dos principais fatores que contribuem para a hipoxemia. Além disso, a lesao epitelial
leva ao comprometimento do transporte de fluido celular e reducé&o da producéo de
surfactante (VILLAR; ZHANG; SLUTSKY, 2019).
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Em modelo experimental de LPA, as concentracfes de proteinas totais no
BALF expressam uma medida da permeabilidade vascular pulmonar e a razéo
pulmonar u/s é um indicador da gravidade do edema pulmonar (SONG et al., 2021).
Neste estudo, observamos que o tratamento com CISACN reduziu a concentragao
proteica na cavidade pulmonar e a razdo u/s, conferindo uma atividade
antiedematogénica do CISACN na LPA. Esses resultados estdo alinhados com os
descritos anteriormente, onde observamos que o CISACN apresenta potencial
antiedematogénico ao inibir edema de pata induzido por varios agentes flogisticos e o
edema em modelo de peritonite.

Durante o processo inflamatorio da LPA, uma rede complexa de mediadores
desempenha um papel importante na mediagcéao, amplificacdo e manutencao da lesao
pulmonar. Dentre eles, as citocinas IL-1p3, IL-6 e TNF-a desempenham func¢éo crucial,
pois estdo envolvidas em parametros essenciais como ativacdo e migracao
leucocitaria e destruicdo tecidual (PINHEIRO et al., 2017).

A partir disso, avaliamos os niveis dessas citocinas (IL-1B, IL-6 e TNF-a) no
BALF e no soro dos animais ap0s o desafio com LPS. Observamos que o tratamento
com o CISACN reduziu os niveis das citocinas avaliadas no BALF dos animais com
LPA. Entretanto, a nivel sistémico, houve diferenca apenas nos niveis de TNF-a, onde
evidenciou-se que o desafio com LPS aumentou os niveis dessa citocina no soro dos
animais, e o tratamento com CISACN foi capaz de reduzir esses niveis.

O TNF-a na LPA é uma das primeiras citocinas a ser liberada pelos macréfagos
apos estimulacdo com LPS e auxilia na secrecdo de outras citocinas/quimiocinas pro-
inflamatorias, como IL-1B, IL-6 e CXCL-8, que, por sua vez, recrutam leucocitos
polimorfonucleares nos tecidos danificados e exacerbam ainda mais a lesédo pulmonar
(PATEL et al.,, 2013). Evidéncias relatam que existem relagbes diretas entre a
proporcao de TNF-a no BALF e a exacerbagao da doenga, com consequente aumento
da complacéncia pulmonar e hipoxemia (LI et al., 2019a). Além disso, estudos
indicaram ligagdo entre niveis plasmaticos elevados de TNF-a e gravidade e
mortalidade em pacientes com LPA (PARSONS et al., 2005).

De forma semelhante, constatou-se que as concentracfes de IL-13 se
correlacionam com a gravidade e exacerbacdo da LPA, podendo esta citocina
estimular a producdo de uma variedade de citocinas quimiotaticas, como CXCL-8,
ativador de neutrdéfilos e de células epiteliais (ENA-78) e o peptideo quimiotatico de
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mondcitos (MCP-1) (AMOLI et al., 2005; VAN DE VEERDONK et al., 2011). Ja a IL-6
também tem papel importante no processo fisiopatolégico da LPA, induzindo diversas
vias de sinalizagdo intracelular e sendo responséavel pela diferenciagéo celular (YANG
et al.,, 2017). Atualmente foi demonstrado que a IL-6 se destaca como o melhor
marcador sérico na progressdo na COVID-19 (POTERE et al.,, 2021). Portanto,
podemos inferir, a partir dos nossos resultados, tanto a IL-1 como a IL-6 estdo sendo
produzidas no tecido pulmonar apds o desafio com LPS, visto que ndo houve
alteracdes em seus niveis séricos.

A acdo de outro AMBH derivado da isatina na producdo de citocinas pro-
inflamatorias ja foi relatada na literatura, Franca et al., 2020, demonstraram, em
macréfagos em cultura, que o ISACN foi capaz de modular negativamente a producao
de citocinas inflamatdrias IL-13, TNF-a e IL-6 (DE FRANCA et al., 2020). Em adicéo,
outros AMBH também reduziram a producdo de IL-6 e IL-1B, em células tumorais
(FAHEINA-MARTINS et al., 2017). Portanto, a reducéo desses mediadores durante o
quadro da LPA, observada pelo tratamento com CISACN, indica um beneficio e uma
melhora no progndéstico da doenca.

Em continuidade ao estudo, observamos o efeito do CISACN frente ao dano
alveolar difuso, que é considerado o padréo histolégico mais comum identificado em
pacientes com LPA/SDRA. Normalmente a lesdo das células epiteliais do alvéolo se
caracteriza pelo surgimento de edema pulmonar, inflamacéo, hemorragia, deposi¢cao
de membranas hialinas e congestéo alveolar (HUGHES; BEASLEY, 2017).

Os padrdes histopatoldgicos, observados nos animais do grupo LPS foram
caracterizados por um tecido pulmonar com presenca de hemorragia, intenso infiltrado
celular, edema e estreitamento dos espacos alveolares, caracterizando a destruicao
e perda da integridade tecidual. No entanto, o tratamento com CISACN reverteu esses
parametros, diminuindo, portanto, o dano alveolar difuso, corroborando com os
achados acima citados como a diminuicdo da migracdo de células inflamatorias, da
permeabilidade vascular e da gravidade do edema.

Em sequéncia hipotetizamos que o CISACN estaria atuando no processo de
ativacdo de vias de transducéo intracelular e para tal realizamos estudos in silico,
usando a técnica de docking molecular, para analisar o potencial de ligacdo do
CISACN a diferentes alvos moleculares tais como: TLR4, NF-kB e as MAPKs p38 e
ERK 2.
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O TLR4 pertence a familia de receptores TLR que induz respostas inflamatérias
a diversos patdgenos invasores, incluindo microrganismos que apresentam em sua
superficie celular o LPS. Durante a ativagdo do TLR4 pelo LPS, participam o CD14, o
MD-2 e a proteina de ligacéo a lipopolissacarideos (LBP). O LBP liga-se ao LPS e
transfere o LPS para o CD14, resultando na sinalizacdo através do complexo
TLR4/MD-2. A partir dai, a transducao de vias de sinalizacédo € iniciada, o que pode
acarretar na ativacdo de MAPKs e de fatores nucleares, como o NF-kB. Essas
enzimas e fator de transcricdo intracelulares estdo intimamente relacionados a
regulacdo da resposta celular e associados a diversas atividades, a exemplo da
producdo de citocinas pro-inflamatorias e moléculas oxidantes. Essa cascata de
sinalizacao intracelular ocorre por meio do recrutamento e ativacdo da MyD88 e da
proteina adaptadora contendo o dominio do receptor Toll/interleucina-1 (TIRAP)
(NIJLAND; HOFLAND; VAN STRIJP, 2014; OKAN et al., 2023).

Nas analises de docking, observamos que o CISACN apresenta boa energia
de ligagdo com os alvos moleculares analisados, entretanto, os melhores resultados
séo atribuidos a interacdo da molécula com o TLR4 e a MAPK p38. O CISACN
apresentou energias de ligacédo de -22,512 e -72,990 kcal/mol com TLR4 e a MAPK
p38, respectivamente, maiores inclusive que as da droga padrdo utilizada nos
estudos, a dexametasona, que foram de -9,47805 e -53,035, respectivamente.

Em adicdo, o CISACN mostrou ter ancoragem analoga a da dexametasona,
isto &, para o receptor TLR4, a molécula ligou-se de forma semelhante ao padrédo
através de ligacbes de hidrogénio e Van der Walls, por exemplo, com aminoacidos
ARG 90, SER120 e GLU92. Resultados semelhantes foram encontrados entre o
CISACN e a dexametasona para a proteina MAPK p38, onde CISACN e a
dexametasona apresentaram interagdes alquil e ligacbes de Van de Walls com os
aminoacidos LEU104, ILE84, LYS53, ALA51, VAL105, VAL52, LEU86, LEU75,
THR106, HIS107 e MET109, indicando que, nesses dois alvos, a molécula se ligou
ao sitio ativo, quando comparado a droga padréo, apresentando, portanto, possivel
atividade inibitoria nessas vias de transducao de sinal. Entretanto, apesar da positiva
predicao in silico, mais estudos devem ser realizados a fim de respaldar essa hipotese.

Portanto, os dados analisados em estudos de docking demonstram
mecanismos moleculares associados ao CISACN indicando efeito anti-inflamatorio

pois interagiu avidamente com o receptor TLR4 e a enzima MAPK p38. Esse achado
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corrobora com os citados anteriormente onde o CISACN diminuiu a producédo de
citocinas pro-inflamatérias, migracdo de neutrofilos para cavidade pulmonar e
formacao de edema. Todos esses achados corroboram com um estudo realizado por
Franca et. al. que avaliou o efeito anti-inflamatério de uma AMBH derivado da isatina,
0 ISACN, em protocolo de LPA induzida por LPS. O ISACN reduziu todos os
parametros inflamatorios observados no estudo, como migracdo de neutrofilos,
citocinas pré-inflamatdérias, edema e alteragdes histopatoldgicas, e seu mecanismo de
acao esta relacionado a inibicdo da via de sinalizacdo TLR4/MAPK ERK-JNK-p38.
Vale ressaltar que a diferenca estrutural desses dois compostos € apenas a presenca
de uma metila (CHs) no CISACN (DA SILVA et al., 2023).

Em suma, os resultados apresentados neste trabalho sdo inéditos e
demonstram o efeito anti-inflamatério do CISACN em modelos experimentais de
inflamacdo aguda. O CISACN foi capaz de amenizar parametros inflamatérios tais
como a formacao do edema de pata induzido por diferentes agentes flogisticos, inibiu
a peritonite induzida por carragenina com diminuicdo na producdo de citocinas pro-
inflamatorias e na LPA melhorou os parametros histopatolégicos como lesao epitélio-
alveolar e edema. Este estudo respalda cientificamente o CISACN quanto ao seu
potencial farmacolégico e fornece subsidios para continuidade do estudo com

perspectivas clinicas.
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7. CONCLUSOES

Com base nos resultados apresentados no presente estudo, concluimos que o
CISACN, um AMBH derivado da isatina, apresenta efeito anti-inflamatorio em modelos
experimentais de inflamacgao aguda, incluindo:

e edemas de pata induzidos por carragenina, PGE-z, BK, 5-HT, histamina e 48/80;
e peritonite induzida por carragenina, ao reduzir na cavidade peritoneal:
o a migracao de neutrofilos;
o 0edema;
o as citocinas pro-inflamatoérias TNF-a, IL-1B e IL-6.
¢ lesdo pulmonar aguda induzida por lipopolissacarideo, ao interferir:
o nharedugdo da migracéo de neutroéfilos no BALF;
o nhadiminui¢do do edema pulmonar;
o nharegulagdo negativa de citocinas pro-inflamatérias TNF-a, IL-18 e IL-6
no BALF e TNF-a no soro;
o nos parametros histopatologicos, reduzindo infiltracéo celular, edema e
hemorragia no espaco alveolar;
o nos mecanismos de acgao intracelulares, a partir de estudos in silico,
apresentando boa energia de ligacdo e afinidade de ligacdo com

possiveis alvos moleculares, incluindo o receptor TLR-4 e a MAPK p38.

Figura 17. Esquema representativo da atividade anti-inflamat6ria do CISACN em

modelos murinos de inflamacédo aguda
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“EDEMA PULMONAR E SINALIZACOES INTRACELULARES NO MODELO
EXPERIMENTAL DE LESAO PULMONAR AGUDA’. Larissa Rodrigues BERNARDO,
Larissa Adilis Maria Paiva FERREIRA, Louise Mangueira de LIMA, Cosmo Isaias
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e Anais Cientificos Publicados

‘MILONINE PROTECTS AGAINST ACUTE LUNG INJURY BY MODULATING THE
AKT AND NF-KB SIGNALING PATHWAY”. Larissa Rodrigues Bernardo, Larissa
Adilis Maria Paiva Ferreira, Laércia Karla Diega Paiva Ferreira, Cosmo Isaias
Duvirgens Vieira, Jodo Batista de Oliveira, Louise Mangueira de Lima, Adriano
Francisco Alves, Rubens da Silva Aradjo, Mayara dos Santos Maia, Marcus Tullius
Scotti, José Maria Barbosa Filho, Marcia Regina Piuvezam. 45ht Annual Meeting of
The Brazilian Society for Immunology, 2022.
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THE AKT AND NF-KB SIGNALING PATHWAY" by authors “ LARISSA RODRIGUES BERNARDO; LAERCIA KARLA DIEGA
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“GAMMA-TERPINENE, AN ESSENTIAL OIL, INHIBITS P38/NF-KB SIGNALING
PATHWAY BY SUPRESSING TLR4 IN A MURINE MODEL OF ACUTE LUNG
INJURY”. Laércia Karla Diega Paiva Ferreira, Talissa Mozzini Monteiro, Larissa Adilis
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‘MHTP, A SHYNTETIC ALKALOID, MODULATES THE EXPERIMENTAL COMBINED
ALLERGIC RHINITIS AND ASTHMA  SYNDROME  (CARAS) BY
DOWNREGULATION P38/ERK1/2 MAPK AND NF-KB PATHWAYS IN
LYMPHOCYTES”. Laércia Karla Diega Paiva Ferreira, Larissa Adilis Maria Paiva
Ferreira, Grasiela Costa Bezerra Barros, Talissa Mozzini Monteiro, Luiz A. de Araujo
Silva, Luis Cezar Rodrigues, Marcia Regina Piuvezam. 45ht Annual Meeting of The
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“AVALIACAO DAS VIAS DE SINALIZACAO INTRACELULAR DA DEXAMETASONA
EM MODELO EXPERIMENTAL DA SINDROME DA ASMA E RINITE ALERGICAS
COMBINADAS (CARAS) NO LABORATORIO DE IMUNOFARMACOLOGIA DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA’. Louise Mangueira de LIMA, Jo&o Batista
de OLIVEIRA, Larissa Adilis Maria Paiva FERREIRA, Laércia Karla Diega Paiva
FERREIRA, Marcia Regina PIUVEZAM. CINASAMA - CONGRESSO
INTERNACIONAL DE SAUDE E MEIO AMBIENTE, 2021. TRABALHO PREMIADO
COMO HONRA AO MERITO.

Certificamos que o trabalho intitulado AVALIACAO DAS VIAS DE SINALIZACAO
INTRACELULAR DA DEXAMETASONA EM MODELO EXPERIMENTAL DA
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LABORATORIO DE IMUNOFARMACOLOGIA DA UNIVERSIDADE FEDERAL
DA PARAIBA sob autoria de LOUISE MANGUEIRA DE LIMA, JOAO BATISTA
DE OLIVEIRA, LARISSA ADILIS MARIA PAIVA FERREIRA, LAERCIA KARLA
DIEGA PAIVA FERREIRA, MARCIA REGINA PIUVEZAM foi apresentado de
forma ORAL, na area LIVRO FARMACIA — Imunofarmacologia durante o
CINASAMA - CONGRESSO INTERNACIONAL DE SAUDE E MEIO AMBIENTE
II Edi¢ao on-line, realizado no periodo de 11/12/2021 a 12/12/2021, e sera publicado
como capitulo de livro.

“l ESAO PULMONAR AGUDA INDUZIDA POR LIPOPOLISSACARIDEO -
AVALIACAO LOCAL E SISTEMICA DAS CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS EM
MODELO MURINO EXPERIMENTAL”. Jodo Batista de OLIVEIRA, Cosmo lsaias
Duvirgens VIEIRA, Louise Mangueira de LIMA, Laércia Karla Diega Paiva
FERREIRA, Marcia Regina PIUVEZAM. CINASAMA — CONGRESSO
INTERNACIONAL DE SAUDE E MEIO AMBIENTE, 2021.
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POR LIPOPOLISSACARIDEO — AVALIACAO LOCAL E SISTEMICA DAS
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Mangueira de LIMA, Larissa Rodrigues BERNARDO, Marcia Regina PIUVEZAM.
CINASAMA — CONGRESSO INTERNACIONAL DE SAUDE E MEIO AMBIENTE,
2021.

Certificamos que o trabalho intitulado RINOSSINUSITE CRONICA COM POLIPOS
NASAIS (RSCcPN) UMA REVISAO SOBRE ENDOTIPO E PROTOCOLOS
EXPERIMENTAIS IN VIVO E IN VITRO sob autoria de LAERCIA KARLA DIEGA
PAIVA FERREIRA, LARISSA ADILIS MARIA PAIVA FERREIRA, LOUISE
MANGUEIRA DE LIMA, LARISSA RODRIGUES BERNARDO, MARCIA
REGINA PIUVEZAM foi apresentado de forma ORAL, na area LIVRO FARMACIA
— Imunofarmacologia durante 0o CINASAMA - CONGRESSO INTERNACIONAL DE
SAUDE E MEIO AMBIENTE II Edi¢do on-line, realizado no periodo de 11/12/2021 a
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INTERNACIONAL DE SAUDE E MEIO AMBIENTE, 2021. TRABALHO PREMIADO
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AGUDA sob autoria de LARISSA RODRIGUES BERNARDO, LARISSA ADILIS
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de livro.
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Resumo: A presente invencéo refere-se ao uso do alcaloide Milonina para o
tratamento da lesdo pulmonar aguda (LPA), uma patologia de origem
inflamatéria que leva a insuficiéncia respiratoria, e reivindica o seu
efeito
farmacolégico nesta doenga. A milonina apresentou efeito
antiinflamatério através de andlises celulares e moleculares em
modelo
experimental de LPA induzido por lipopolissacarideo (LPS) em
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estudo in
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alcaloide
morfinémico foram capazes de modular negativamente: o edema
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ismo protetor de r ¢do parece estar i a: inibicdo

das

proteinas intracelulares Akt e do fator de nuclear-; B, que s&o fatores
reguladores de genes para citocinas inflamatérias. Em adigéo,
estudos in

silico mostraram que o alcaloide formou interacdes hidrofébicas com
os

aminoacidos lle124 e Phe126 na cavidade do receptor MD-2
associado

ao receptor Toll Like - 4
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