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Investigacdo do efeito anti-inflamatorio do alcaloide sintético tetrahidroisoquinolinico, o 2, 6-
dimetoxi-4-(7-metoxi-1,2,3,4-tetra-hidroisoquinolin-1-il) fenol (Di-MTF), em modelos animais de
inflamacé&o aguda e estudo in silico
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RESUMO

A inflamacdo é um processo fisiologico desencadeado por células e moléculas
de acao local capaz de dissipar o processo infeccioso/agressor e restabelecer a
homeostase. Entretanto, se tornar persistente e duradouro, evolui para um
estado crénico a exemplo da lesdo pulmonar aguda (LPA), acometendo os
alvéolos, com infiltrado celular, lesdo da barreira alvéolo-capilar e producéo de
citocinas. A taxa de mortalidade dessa doenca é de 40%-60% com ineficaz
controle farmacolégico. Portanto, o objetivo deste estudo foi investigar o efeito
anti-inflamatério do alcaloide tetrahidroisoquinolinico, Di-MTF em modelos
experimentais de inflamacéo aguda e estudos in silico. Para tal, camundongos
fémeas Swiss pré-tratados com Di-MTF (0,6; 1,25; 2,5mg/kg, via oral) e
desafiados, no coxin plantar, com carragenina (CG), prostaglandina (PGE>),
bradicinina (BK), 5 hidroxitriptamina (5HT), composto 48/80 ou histamina para
avaliar a atividade anti-edematogénica e, com CG administrado intraperitoneal,
avaliar a permeabilidade, migracdo de células totais e diferenciais e citocinas.
Para avaliar a lesdo pulmonar aguda, camundongos BALB/c foram desafiados
com lipopolissacarideo (LPS) e tratados com Di-MTF(1,25mg/kg). Vinte e quatro
horas apos o desafio, os animais foram eutanasiados, e o lavado broncoalveolar
(BALF), sangue e pulmdes foram coletados para as analises celulares e
moleculares. Para a predicdo de alvos moleculares e perfil farmacocinético e
farmacodindmico, foram realizados estudos in silico utilizando o software
ADMET (absorcao, distribuicdo, metabolismo e toxicidade), HyperChem e
Molegro Virtual Docker (MVD). O pré-tratamento com Di-MTF reduziu (p<0,05) o
edema de pata, a migracdo de neutroéfilos para o peritdnio, o extravasamento
peritoneal de proteinas e reducdo de citocinas pro-inflamatérias (IL-1B, IL-6 e
TNF-a). Na LPA experimental o Di-MTF reduziu (p<0,05) a migracdo de
leucaocitos para o pulmao, principalmente de neutrofilos, fluidos proteicos, edema
pulmonar, e as citocinas, IL-1B, IL-6 e TNF-q, a IL-6 e TNF-a foram reduzidas a
nivel sistémico. As lesdes histoldgicas do tecido pulmonar foram atenuadas com
o tratamento, tais como infiltrado celulares, edema e hemorragia. Estudos in
silico de docking molecular mostraram que o Di-MTF apresentou melhor
interacdo com p38 MAPK e Toll-like 4 (TLR4), energia de ligacdo de -66,680
kcal/mol e -37,577 kcal/mol, respectivamente. Seus parametros ADMET foram
aceitaveis, mostrando seguranca e biodisponibilidade. Portanto, concluimos que
o Di-MTF exerceu efeito anti-inflamatério por modular parametros inflamatérios
atrelados a interrupcéo das vias de sinalizacao de Toll like 4 (TLR4), p38MAPK.
A molécula mostrou-se segura com boa biodisponibilidade sendo uma possivel
ferramenta farmacoldgica para o tratamento de inflama¢des agudas.

Palavras-chaves: Alcaloide tetrahidroisoquinolinico; lesdo pulmonar aguda;
anti-inflamatorio; estudos in silico.



Investigation of the anti-inflammatory effect of the synthetic tetrahydroisoquinolinic alkaloid, 2, 6-
dimethoxy-4-(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroisoquinolin-1-yl) phenol (Di-MTF), in animal models of
acute inflammation and in silico study
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ABSTRACT

Inflammation is a physiological process triggered by cells and molecules of local
action capable of dissipating the infectious/aggressor process and restoring
homeostasis. However, if it becomes persistent and long-lasting, it evolves into a
chronic state such as acute lung injury (ALI), affecting the alveoli, with cell
infiltration, damage to the alveolar-capillary barrier and production of cytokines.
The mortality rate of this disease is 40%-60% with ineffective pharmacological
control. Therefore, the aim of this study was to investigate the anti-inflammatory
effect of the tetrahydroisoquinoline alkaloid, Di-MTF in experimental models of
acute inflammation and in silico studies. For this purpose, Swiss female mice
were pre-treated with Di-MTF (0.6; 1.25; 2.5mg/kg, orally) and challenged, on the
foot pad, with carrageenan (CG), prostaglandin (PGEZ2), bradykinin (BK), 5
hydroxytryptamine (5HT), compound 48/80 or histamine to assess anti-
edematogenic activity and, with intraperitoneally administered GC, assess
permeability, total and differential cell migration, and cytokines. To assess acute
lung injury, BALB/c mice were challenged with lipopolysaccharide (LPS) and
treated with Di-MTF(1.25mg/kg). Twenty-four hours after the challenge, the
animals were euthanized, and bronchoalveolar lavage (BALF), blood and lungs
were collected for cellular and molecular analyses. For the prediction of molecular
targets and pharmacokinetic and pharmacodynamic profile, in silico studies were
performed using ADMET software (absorption, distribution, metabolism and
toxicity), HyperChem and Molegro Virtual Docker (MVD). Pre-treatment with Di-
MTF reduced (p<0.05) paw edema, migration of neutrophils to the peritoneum,
peritoneal extravasation of proteins and reduction of pro-inflammatory cytokines
(IL-1B, IL-6 and TNF-a). In experimental ALI, Di-MTF reduced (p<0.05) the
migration of leukocytes to the lung, mainly neutrophils, protein fluids, pulmonary
edema, and cytokines, IL-1, IL-6 and TNF-a, the IL-6 and TNF-a were reduced
at the systemic level. Histological lesions of lung tissue were attenuated with
treatment, such as cell infiltrates, edema, and hemorrhage. In silico molecular
docking studies showed that Di-MTF showed better interaction with p38 MAPK
and Toll-like 4 (TLR4), binding energies of -66.680 kcal/mol and -37.577 kcal/mol,
respectively. Its ADMET parameters were acceptable, showing safety and
bioavailability. Therefore, we conclude that Di-MTF exerted an anti-inflammatory
effect by modulating inflammatory parameters linked to the interruption of Toll-
like 4 (TLR4) signaling pathways, p38MAPK. The molecule proved to be safe with
good bioavailability, being a possible pharmacological tool for the treatment of
acute inflammation.

Keywords: Tetrahydroisoquinoline alkaloid; acute lung injury; anti-inflammatory;
in silico studies.
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1. INTRODUCAO

A reacdo inflamatéria é um processo fisiolégico, em organismos
vertebrados, induzida por um agente agressor e responsavel por eliminar, esse
agente agressor, e reparar 0s possiveis danos teciduais no sentido de restaurar
a homeostase (BARTON, 2008; DANTAS et al., 2020).

Os mecanismos desencadeados por esse processo envolvem a resposta
imune, que esta atrelada a varios sinais e sintomas clinicos, incluindo calor,
rubor, edema, dor e até mesmo perda da funcdo (HERGEMOLLER et al., 2016;
MEDZHITOV, 2008).

O processo inflamatorio é classificado, de acordo com complexidade da
lesdo, como agudo ou crénico. O processo agudo consiste em desenvolver uma
resposta inflamatoria rapida, entre minutos, horas ou até mesmo dias, associado
a alteracOes vasculares e celulares. Enquanto o processo cronico é duradouro,
com presenca de leucocitos e ocorre angiogénese, fibrose e destruicao tecidual
(HANNOODEE; NASURUDDIN, 2020; SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004).

Nos processos inflamatérios infecciosos ocorrem a liberacdo de
autacoides, substancias de estruturas quimicas e atividades diversas a
exemplos da histamina, das cininas, dos eicosandides, da serotonina e do éxido
nitrico, que de maneira sinérgica induzem o aparecimento dos quatro sinais
cardinais classicos da inflamacéao, dor, calor, rubor e tumor ou edema (BRUNA
et al.,, 2018; SOUZA, 2018). Quando esses mecanismos exacerbam, o
organismo entra em diversos estados patolégicos, tendo como exemplo a lesédo
pulmonar aguda (LPA).

A LPA em estagio mais avancado € conhecida como sindrome do
desconforto respiratorio agudo (SDRA), uma doenca inflamatdria, que afeta a
regido alveolar provocando recrutamento de leucécitos, producédo de mediadores
inflamatorios, lesdo da barreira alvéolo-capilar, formacdo de edema pulmonar e
comprometimento da hematose. A LPA/SDRA pode ser desenvolvida por
estimulos pulmonares diretas e indiretas que incluem infeccbes bacterianas,
virais ou fungicas, ademais inalacdo de fumacas toxicas, hemorragia alveolar e
até mesmo sepse.

A taxa de mortalidade dessa doenca € de 40%-60% com ineficaz controle
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farmacolégico, pois os medicamentos vém provocando varios efeitos colaterais,
esses tais efeitos instigam a busca de novas moléculas mais eficazes de fontes
vegetais ou sintéticas que sejam promissoras para o tratamento da LPA que
promovam menos efeitos colaterais e menos toxicidade.

Nesse sentido, podemos destacar os alcaloides, que podem ser
classificados de acordo com sua rota metabdlica, a exemplo dos alcaloides
tetrahidroisoquinolinicos (HAGEL; FACCHINI, 2013a). Estes apresentam
diversos caminhos metabdlicos que se destinam a uma série de estruturas
diferentes, o que molda para sintese organica de novas moléculas analogas.

Na literatura foi visto que o alcaloide tetrahidroisoquinolinico sintético, o
MHTP, exibiu atividade anti-inflamatoria aguda no modelo experimental de
peritonite induzido por carragenina, em que foi capaz de reduzir a migracao de
leucocitos, assim como também a producdo de citocinas pro-inflamatérias
(PACHECO DE OLIVEIRA et al., 2015b).

O efeito imunomodulador do MHTP foi oberservado quando administrado
via instalacdo nasal, em modelo experimental pulmonar alérgica, o alcaloide
sintético foi capaz de inibir a migracdo de células inflamatérias, bem como a
producéo de citocinas e muco, parametros esses responsaveis por ocasionarem
o dano tecidual pulmonar (PAIVA FERREIRA et al., 2018).

Além  disso, pesquisas desenvolvidas no laboratério de
imunofarmacologia/UFPB, outros alcaloides exerceram atividade farmacoldgica
significante no tratamento da lesdo pulmonar aguda e nainflamacéo alérgica das
vias respiratdrias, por exibir diminuicdo: na migracdo de neutroéfilos para regido
alvéolo-capilar, producédo de citocinas pro-inflamatoria, tais como TNF-e IL-6;
reducdo da IL-13 e eosindfilos no tecido pulmonar; infiltracdo de células
inflamatorias na cavidade nasal e IgE (BEZERRA-SANTOS et al., 2012; DO
NASCIMENTO XAVIER et al., 2019b; VIEIRA et al., 2018).

O presente estudo se justifica através dos efeitos bioldgicos pelos
alcaloides mencionados acima, e a crescente busca por novas moléculas com
efeito anti-inflamatério eficaz, que apresente baixa toxicidade, isso torna crucial
a investigacao. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi investigar o efeito do

tratamento oral com o alcaloide sintético inédito tetrahidroisoquinolinico, Di-MTF,
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em modelos inflamatérios agudos de murinos e estudos in silico (Docking

molecular e predicdo de propriedades farmacocinéticas)

2. FUNDAMENTACAO TEORICO

2.1 Reacdo inflamatoria

Os eventos inflamatérios englobam uma variedade de mecanismos
fisiolégicos e patoldgicos, conduzido por moléculas e células do sistema
imunolégico (ALVES et al., 2017; MEDZHITOV, 2008). Uma vez a inflamacéo
desenvolvida no organismo, o individuo apresenta as manifestacdes clinicas,
isto é, os sinais cardinais classicos da inflamacao: calor, rubor (decorrentes de
uma vasodilatac&do), edema (saida de células e fluido do vaso para o intersticio),
dor (estimulacédo dos nervos terminais por mediadores) e até mesmo perda da
funcao (estimulacdo dos nervos terminais por mediadores) (HERGEMOLLER et
al., 2016). As quatros primeiras carateristicas clinicas foram propostas pelo
médico romano Cornelius Celsus no século I. E somente no século XIX, o ultimo
sinal cardinal foi apontado no livro Cellular Pathologie por Rudolf Virchow
(KUMAR; ABBAS; ASTER, 2015; MEDZHITOV, 2008).

Dependendo do estimulo e efetividade da leséo, as reacdes inflamatorias
podem ser compreendidas em: agudas ou cronicas. A inflamacdo aguda é
caracterizada por uma resposta rapida, com permanéncia de minutos, horas ou
até mesmo dias com alteracBes vasculares (vasodilatacdo, aumento da
permeabilidade vascular) e celulares (recrutamento de leucdcitos para o sitio
inflamado) (HANNOODEE; NASURUDDIN, 2020; SHERWOOD; TOLIVER-
KINSKY, 2004). Entretanto, a inflamacéao crénica € duradoura, com presenca dos
linfécitos, macrofagos, atrelada pela ocorréncia da angiogénese, fibrose e
destruicdo tecidual (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2015; LEITE et al., 2016).

A inflamacéo, portanto, é considerada uma resposta benéfica, mediada
inicialmente pela imunidade inata, cuja principal funcéo é a eliminacdo de agente
nocivo e reparo de danos teciduais (MEDZHITOV, 2008; SILVA et al., 2017).

Todavia, essa resposta protetora, quando persistente e duradoura, torna-se
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prejudicial e evolui para um estagio cronico podendo ocasionar diversos estados
doentios. Para que isto ndo se estabeleca, é importante intervir ou regular o
processo inflamatério, por blogueio das alteracdes celulares e vasculares que
acontecem, pois sdo eventos cruciais para reacao inflamatéria (PACHECO DE
OLIVEIRA et al., 2015b).

2.2 Componentes da inflamagéao

A reacdo inflamatéria se desenvolve por meio da inducéo, regulacéo e
resolucdo, com objetivo de dissipar 0 agente agressor e restabelecer a
homeostase (ROBB et al., 2016).

A inflamagcdo é orquestrada por, no minimo, quatro componentes tais
como: os indutores, sensores, mediadores e tecidos-alvos. Os indutores
inflamatorios sdo moléculas sinais responsaveis por excitar o processo, sendo
detectaveis pelos receptores celulares. S&do representados pelos padrbes
moleculares associados aos patdégenos (PAMPS), fatores de viruléncia, fatores
de origem ndo microbiana e padrbes moleculares associados aos danos
(DAMPs) (FARZAEI et al., 2019; MEDZHITOV, 2008).

Os sensores celulares, ou melhor, receptores estédo presentes em células
do sistema imune, tal como macrofagos, células dendriticas e mastocitos que
irdo reconhecer os padrées moleculares e em seguida produzir uma rede de
interacdes biolégicas (HANNOODEE; NASURUDDIN, 2020; KUMAR; ABBAS;
ASTER, 2015).

Dependendo da natureza, da molécula sinal e do receptor, a resposta
inflamatoria € conduzida por vias de transducéo de sinal, que afetardo o efeito
biolégico (ZULIANI-ALVAREZ et al.,2017). Por exemplo, ap6s uma invasao por
bactéria gram negativa, o lipopolissacarideo (LPS), componente da parede
destas, € detectado pelo receptor do tipo Toll-4 (Toll-like receptor 4 - TLR4) do
sistema imune inato e, sua ativacao culminara na ativacéo do fator nuclear-kappa
B (NF-kB), que transcrevera genes que promoverdo a sintese de mediadores
pré-inflamatoérios, especialmente fator de necrose tumoral-a (TNF-a), a
interleucina-1 (IL1-B) e a interleucina-6 (IL-6) (ALAM et al., 2019; BARTON,
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2008; YANG et al., 2019). Essas citocinas atuardo em tecidos alvos, como vasos
sanguineos, promovendo vasodilatacao, extravasamento de liquido e proteinas
plasmaticas, bem como migracao de leucdcitos, principalmente neutréfilos para
o sitio inflamado (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2015).

Em contrapartida, nas infecgdes por virus RNA, este € detectavel pelos
receptores Toll-like (TLR8 e TLR9), e sua ligacéo ativam fatores de transcricéo
(as proteinas IRF) que estimulam a produc¢éo de citocinas inflamatérias, como
IL-183, IL-6, interferons tipo | (IFN-a e IFN-B) (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2015;
KURODA et al., 2020; PACHECO DE OLIVEIRA et al., 2015; WANG et al., 2018).

As substancias relacionadas aos processos inflamatérios séo, geralmente,
sintetizadas a partir de proteinas do sangue e células imune, estando disponiveis
em diferentes fases, como pré-formadas (armazenadas em granulos) e
precursores inativos (DANTAS et al., 2020). Entretanto, é sua organizacao
bioquimica que definird sua categoria. Por essa razdo sao ordenados em oito
grupos, isto é, as aminas vasoativas, peptideos vasoativos, fragmentos do
complemento, mediadores lipidicos, citocinas inflamatorias, quimiocinas,
enzimas proteoliticas e, por ultimo, o 6xido nitrico (MEDZHITOV, 2008;
OLIVEIRA JUNIOR; PORTELLA JUNIOR; COHEN, 2016a; PACHECO DE
OLIVEIRA et al., 2015b).

2.2.1 Aminas vasoativas: Histamina/ Serotonina

As aminas vasoativas representadas pela histamina e serotonina séo
produzidas e liberadas via degranulacdo mastocitaria, podem causar varios
efeitos dependendo do organismo (VALENZUELA; FLORES, 2021).

A histamina € uma amina biogénica derivada do aminoacido histidina que
sofre acdo da L-histidina descarboxilase (LIEBERMAN; GARVEY, 2016;
THANGAM et al., 2018). Encontrada em varios tecidos do organismo, essa €
liberada em segundos ou minutos em resposta a diversos estimulos, como
farmacoldgico, imunolégico e mecanico (CHURCH, 2017). A histamina é um
potente mediador para o desenvolvimento das reacdes inflamatorias alérgicas,

poismedeiam varios processos fisiologicos e patoldgicos, atuando nos vasos,
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promovendo aumento da permeabilidade vascular e vasodilatagao ou constricao
(GARCIA-POSADAS et al., 2018).

Esses efeitos biol6gicos ocorrem via seus receptores membranares (H1,
H2, H3 H4), nos quais sédo acoplados a proteina G (receptores acoplados a
proteina G, GPCRs) (CRIADO et al., 2010; GROSICKI et al., 2020). O receptor
H1, uma vez ativo, desempenha um papel primordial para o desenvolvimento
dos sintomas alérgicos, como a rinorreia, broncoespasmo e contracdo da
musculatura lisa (KURIHARA et al., 2020; OHSAWA; HIRASAWA, 2014). Em
adicdo, existem substancias sintéticas ativadoras de mastécitos, como o
composto 48/80. Essa molécula medeia a liberagéo de histamina via mastocito
pelo processo de degranulacdo (CHURCH, 2017; CHURCH et al., 2022). Apos
0 organismo entrar em contato com essa substancia, um dos sinais clinicos séo
ardor, prurido e vermelhidao, podendo desenvolver uma reagéo sistémica. Esse
agente indutor é utilizado em modelos experimentais, auxiliando na busca de
novas substancias anti-histaminicas (LEE; LIM, 2010; PATON, 1951;
TACHIBANA et al., 2019).

A serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) também € uma amina biogénica,
na qual sua estrutura quimica € semelhante a epinefrina, a norepinefrina, a
dopamina e & histamina (ARAGONES, 2020; LOPEZ-ECHEVERRI et al., 2023).
Além disso, participa como um neurotransmissor no sistema nervoso central
atuando na regulacdo da emocédo, sono, temperatura e processos do controle
comportamental (SANZ SEGURA et al., 2019).

No que tange a inflamacao, € um dos mediadores inflamatorios liberado no
sitio inflamado, indutor de edema (AYERS,; WALJEE; SAINI, 2014). Quando
liberada por células inflamatérias, a 5-HT, atua em diversos estagios do processo
inflamatorio, como nas alteragfes vasculares, com aumento da permeabilidade
e promove direta ou indiretamente o recrutamento de leucdcitos (RETAMAL et
al., 2021). Os receptores serotoninérgicos, tais como 5HT-1 e 5-HT-3, foram
descritos por estarem associados a modulacédo da degranulacdo de mastoécitos
(FLANAGAN et al., 2019; SZABO et al., 2018).

2.2.2 Cinina plasmatica: Bradicinina
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As bradicininas sdo peptideos presentes no tecido e no sangue na
configuracéo inativa. Para sua ativagdo, é necessario, por exemplo, um dano
tecidual que ir4 resultar em uma série de reacdes proteoliticas (NATARAJAN,;
NORTHROP; YAMAMOTO, 2015).

Por sua vez, a bradicinina € um mediador inflamatoério que esta envolvido
no sistema das cininas plasmaticas. Ela tem acdo pro-inflamatéria, além de
estabelecer vasodilatacdo, aumento da permeabilidade, alteracdes celulares e
entre outros atributos (MONDRAGON-HERRERA et al., 2022; TELLI;
KAZKAYASI; UMA, 2021).

Sua acao é estabelecida via ativacao dos receptores B1 e B2 acopladas a
proteina G contidas nas células endoteliais. O receptor do tipo B1 pode estar
mais envolvido na formacao e na manutenc¢ao dos sinais cardinais da inflamacao
aguda (OLIVEIRA JUNIOR; PORTELLA JUNIOR; COHEN, 2016a).

Nesse caso, quando a bradicinina se liga ao receptor B1l, que esta
acoplado as proteinas Gi/o no endotélio dos vasos, o complexo Bradicinina-B1
leva a ativacao das proteinas Gi/o, que apos trocar o GDP por GTP se dissociam
em dimero Gio/-BY, que diretamente ativa a fosfolipase A> (CARVALHO, 2019;
XU et al., 2020).

Uma vez ativada, a proteina convertera o fosfolipidio de membrana (forma
esterificada) em acido araquidbnico (AA). Entdo, o AA é convertido em um
produto intermediario denominado PGH: (prostaglandinas) pelas cicloxigenases
(COX). Nessa situagédo, a PGH: & convertida pela prostaglandina sintase em
PGE2, que é indutora da dor, da febre e da inflamag&o (COUTINHO; MUZITANO;
COSTA, 2009).

2.2.3 Mediador lipidico: Prostaglandina E;

A prostaglandina da série E2 (PGE:) pertence a familia dos eicosanoides,
proveniente da metabolizacdo do &cido araquidénico, onde esta esterificado nas
membranas das células, e € liberado para citosol por meio da PLA: (fosfolipase
A2 néo esterificada) (ORTIZ et al., 2016). No citosol sofre acao das
cicloxigenases (COXs) que catalisam duas reacdes sequenciais, assim a PGE:

€ gerada a partir do intermedidrio PGH> sob acdo da enzima PGES
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(prostaglandina E sintetase)(DI DATO et al., 2020; GARCIA-POSADAS et al.,
2018).

A producao da PGE: é induzida principalmente por estimulos inflamatorios
associados a COX-2, na qual desempenha func¢fes tais como: vasodilatacéo,
aumento da permeabilidade e dor, iSso ocorre via ativagdo de seus receptores
de superficie celular especifico do tipo EP (LEBENDER et al., 2018).

2.3 Mecanismo celular e molecular da resposta inflamatoria

No processo infeccioso, quando um microrganismo rompe as barreiras
anatbmicas e as células imunes fagociticas séo ativadas via o reconhecimento
de PAMPs ou até mesmo de DAMPs (FARZAEI et al., 2019; MEDZHITOV, 2008)
ocorre a ativacdo, essas células que produzem e liberam mediadores pro-
inflamatérios, tais como o TNF-a, a IL1-B, IFN-y, IL-6, IL-12, IL-17,
prostaglandinas (PGs), cininas e componentes intracelulares (VESTWEBER,
2015). Em adicéo, com ativacdo dos mastocitos ocorre a liberagdo da histamina,
gue age nos vasos promovendo alteracbes vasculares (aumento da
permeabilidade vascular/ vasodilatacdo) e celulares cooperando para o
aparecimento dos sinais cardinais caracteristicos desse processo (Figura 1)
(KUMAR; ABBAS; ASTER, 2015; LEITE et al., 2016).

Figura 1- Esquema representativo dos eventos iniciais processo

inflamatorio
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No processo infecioso, a bactéria invade e prolifera o tecido conjuntivo atingindo o vaso
sanguineo. As plaguetas se agregam no local da lesdo promovendo vasoconstricdo para suprimir
0 sangramento. Os macrofagos residentes estimulados pelos padrées moleculares associados
aos patégenos (PAMPSs) produzem quimiocinas e citocinas que atraem os leucocitos para o local
da infeccdo. Os mastécitos séo ativados e comecam a liberar seus granulos contendo histamina
gue age sobre o vaso causando vasodilatacdo que aumenta a permeabilidade vascular . Fonte:
VIEIRA, 2023 adaptado de NOLASCO 2020.
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Nesse sentido, a liberacdo dos mediadores ativa as células endoteliais de
vénulas proximas que passam a expressar moléculas de adesdo como as
selectinas, integrinas e quimiocinas (HEEMSKERK et al., 2016). As selectinas
medeiam a fraca ligacao dos leucdcitos sanguineos ao endotélio e a forca de
cisalhamento do fluxo sanguineo faz com que os leucdcitos rolem ao longo da
superficie endotelial. As quimiocinas produzidas se ligam a receptores nos
leucdcitos em rolamento, que resulta na ativacdo das integrinas levando a um
estado de alta afinidade de ligacdo (DINARELLO; SIMON; VAN DER MEER,
2012; RAI, 2020; ROBB et al., 2016). Essas integrinas se ligam as moléculas
codificas pelos gens das superfamilias de Ig ligantes nas células endoteliais, 0
que medeia a firme ades&o dos leucdcitos (NAVARRO-GONZALEZ et al., 2011).
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Com isso, os leucocitos passam pelas juncdes entre as células endoteliais e
migram através da parede venular, e, logo em seguida, estabelecem varios
mecanismos bioldgicos, dentre eles, a fagocitose e a secre¢ao de citocinas. Tudo
isso, com o propésito de debelar o processo infeccioso (Figura 2) (KUMAR;
ABBAS; ASTER, 2015).

Figura 2- Migragdo de leucdcitos (neutréfilos) através dos vasos

sanguineos
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A liberacdo de mediadores ativa as células endoteliais de vénulas préximas, que produzem
moléculas de adesdo como as selectinas, integrinas e quimiocinas. As selectinas medeiam a
fraca ligacdo dos leucdcitos sanguineos ao endotélio, e a forca de cisalhamento do fluxo
sanguineo faz com que os leucdcitos rolem ao longo da superficie endotelial. As quimiocinas
produzidas se ligam a receptores nos leucécitos em rolamento que resulta na ativacdo das
integrinas do leucécito a um estado de alta afinidade de ligacdo. Essas integrinas ao serem
ativadas se ligam as suas superfamilias de Ig ligantes nas células endoteliais, 0 que medeia a
firme adesdo dos leucdcitos. Os leucécitos passam pelas jungdes entre as células endoteliais e
migram através da parede venular, e, logo em seguida, estabelecem véarios mecanismos
biolégicos, dentre eles, a fagocitose e a secre¢éo de citocinas, como Fator Transformador do
Crescimento (TGF-B) que estimula a proliferagéo de fibroblasto. Tudo isso, com o proposito
debelar o processo infeccioso. Fonte: VIEIRA, 2023 adaptado de ABBAS 2015.

Todavia, quando o microrganismo persiste no local da inflamacéo, as
citocinas produzidas (TNF-a, IL1-B, IL-6) irdo se difundir para os tecidos,

ocasionando efeitos sistémicos, cooperando para defesa do hospedeiro. Em
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outros termos, irdo atuar, no hipotdlamo para induzir o aumento na temperatura
corporal (febre), nos hepatdcitos estimulando a producdo proteinas de fase
aguda e na medula 6éssea aumentando a producado de leucdcitos (LEITE et al.,
2016).

Em adicdo, um dos eventos que acontece na resposta inflamatoria é a
formacdo do &cido araquiddnico (AA), via fosfolipidios de membrana. A
fosfolipase A> (PLA2) catalisam a hidrélise do segundo &acido graxo dos
fosfolipidios e, entdo, o AA, pelas cicloxigenases (COX) é convertido em um
produto intermediario denominado prostaglandinas H> (PGH.) e pela 5-
lipoxigenase (LOX) em leucotrienos (HARRIS et al., 2002; YOKOMIZO, 2015).

A PGH2 é convertida pelas prostaglandinas sintases em diversos
derivados como PGD, PGE2, PGF2q, prostaciclinas (PGl.) e em tromboxanos
(TX) (PALOMER, 2013). As prostaglandinas estdo envolvidas em diversos
processos fisiopatologicos, como: homeostase, trombose, angiogénese, cancer
e ulceracbes (JULIO et al., 2018). Elas sio responsaveis pelo aumento da
inflamac&o em tecidos e o desenvolvimento dos sinais cardinais. As sensacgoes
de dor, por exemplo, ocorrem pela ativacdo de receptores de PGE:. nos
neurdnios sensoriais (SYKES et al., 2014). A PGE: € sintetizada por diversas
células do organismo humano, como, fibroblastos, células endoteliais e
musculares lisas. Ela é responsavel pelo aumento da permeabilidade
microvascular e vasodilatacéo, acarretando dois sinais cardinais da inflamacao:
rubor (vermelhiddo) e edema (GOMEZ et al., 2013).

2.4 Lesao Pulmonar Aguda (LPA) e seus aspectos imunoldgicos

A lesédo pulmonar aguda (LPA), em estagio mais avancado, € conhecida
como sindrome do desconforto respiratorio agudo (SDRA), isto €, resposta
inflamatéria do organismo que acomete os alvéolos pulmonares, podendo
resultar em edema intersticial pulmonar, deterioracdo da complacéncia pulmonar
seguido por uma hipoxemia (HUANG et al., 2012; WANG et al., 2018a). Ainda
gue essa doenga tenha uma melhoria nos cuidados de suporte, como estratégias
farmacoldgica e ndo farmacoldgica, a taxa de mortalidade ainda perpetua-se
apresentando 40%-60% (BELLANI et al., 2016; BERNARDO, 2022).
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A LPA/SDRA pode ser provocada por varios estimulos que incluem
infec¢des bacterianas, virais ou fungicas, ademais inalacéo de fumacas toxicas,
hemorragia alveolar e até mesmo sepse (FAMOUS et al., 2017; MATTHAY et
al., 2019; PHAM; RUBENFELD, 2017).

Estudos evidenciam que o mecanismo fisiopatoldgico da LPA/SDRA inicia
pela presenca de patdgenos nos alvéolos pulmonares, ativam receptores do tipo
Toll-4 (Toll-like receptor 4 - TLR4) presentes em células imunes fagociticas,
como macrofagos (MASON; DOOLEY; GRIFFITHS, 2016).

Em sequéncia, essas células induzem uma reacdo imune através da
liberacdo de mediadores pro-inflamatorios, tais como o TNF-a, a IL1-8, IL-6, IL-
8 que age no endotélio capilar promovendo alteracdes vasculares e celulares,
ou seja, aumento da permeabilidade capilar, atrelado a saida de fluidos
proteicos, bem como, migracdo de células polimorfonucleares para o espaco
alveolar, cooperando para formacdo do edema intersticial pulmonar
(CAVALCANTE-SILVA et al., 2021; JANZ; WARE, 2013). Ademais, essa reacao
vai propiciar a destruicdo de células pulmonares responsaveis pela producao de
surfactante e sintese do tecido pulmonar causando uma deposicdo da
membrana hialina, consequentemente, deterioracdo da complacéncia pulmonar
seguido por uma hipoxemia (HE et al., 2021; MAJNOONI et al., 2020).

A LPA/SDRA impactou 0 mundo por meio da disseminacao do virus de
RNA, SARS-CoV-2 (Coronavirus 2 da sindrome respiratéria aguda grave) (TAY
et al., 2020). A humanidade vivenciou uma crise sanitaria que iniciou no final de
2019 em Wuhan, Hubei, China. Em marco de 2020, a doenc¢a coronavirus 2019
(COVID-19) foi alegada pelo OMS como emergéncia de saude publica de
interesse internacional (CHEN et al., 2020; GUAN et al., 2020). E uma doenca
heterogénea que afeta inicialmente o sistema respiratorio, acarretando sinais e
sintomas, de leve a grave, e alguns individuos desenvolvem a forma
assintomatica (PAN et al., 2020).

Segundo as fontes estatisticas do Mistério da Saude, no Brasil em cinco
meses da inser¢cdo da doenca, mais de 100.000 pessoas vieram a Obitos
(FRANCA et al., 2020).
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De maneira abrangente, a COVID-19 advém da desregulacéo do sistema
imunolégico pelo SARS-CoV-2, uma vez que, apos a introducao da particula viral
no organismo, o0 sistema imune ndo consegue o neutralizar, facilitando a entrada
e replicagdo do virus na célula hospedeira; com isso, favorece o
desenvolvimento de uma série de complicacdes, dentre elas podemos frisar a
sindrome respiratdria aguda grave. (AYAN; KOVELAMUDI; AL-HAWWAS, 2020;
MCGONAGLE et al., 2020; QUE et al., 2021).

Apesar dos avancos nas pesquisas a respeito dos mecanismos
fisiopatologicos da LPA/ SDRA, a eficacia de alternativas terapéuticas ainda é
restrita, e o tratamento farmacologico néo € bem delineado (JIANG et al., 2015).
No tempo atual, estudos clinicos empregam como critério terapéutico a
ventilagdo mecanica e a farmacoterapia de ativos anti-inflamatorios, como
corticosteroides (HE et al., 2021).

2.5 Alcaloides tetrahidroisoquinolinicos: Di-MTF

Os alcaloides sdo metabolitos secundarios que contém em sua estrutura
atomos nitrogenados em estado de oxidacdo negativa. Sao vastamente
distribuidos no reino vegetal, configurando em diferentes estruturas quimicas,
rotas metabdlicas e diversas atividades terapéuticas importantes
(PETRUCZYNIK et al., 2019).

Sao obtidos através da sintese organica ou biossintetizados pelo reticulo
endoplasmatico vegetal (rotas metabdlicas), pela via do &cido chiquimico e acido
acético, formando varios aminoacidos precursores (fenilalanina, tirosina,
triptofano) (FAHEEM et al., 2021b).

Eles podem ser classificados de acordo com sua rota metabdlica, a
exemplo dos alcaloides tetrahidroisoquinolinicos, os quais sao formados pela
juncédo de um anel benzeno e uma piperidina (ALMEIDA et al., 2009; HAGEL,;
FACCHINI, 2013b).

Figura 3 — Formacé&o do nucleo tetrahidroisoquinolinico
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Benzeno Piperidina Tetrahidroisoquinolina

Fonte: Elaborado pelo autor VIEIRA, 2023.

Este nucleo é um importante intermediario com diversos caminhos
metabolicos e se destinam a uma série de estruturas diferentes, isso molda para
sintese organica de novas moléculas analogas (OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2012).

Os meétodos extrativos ndo tém sido predominantes para sua obtencéo,
pois além de n&do adquirir quantidades relevantes do produto, desempenha
pouca flexibilidade de modificar a molécula quimicamente, fora o parametro de
comprometer a conservacao vegetal. Assim, as metodologias de sintese
organica tornam-se predominante, em raz&do de se obter produto em quantidade
significante, viavel e econdmico. além disso, fornece uma versatilidade para
sintese de compostos analogos, o que pode ceder estudos de estrutura-
atividade (LI et al., 2021).

Podemos encontrar alcaloides com nucleo tetrahidroisoquinolinico
substituido, averiguado a partir dos isolados da planta Cryptostylis fulva. Os
grupamentos fenil tetrahidroisoquinolinicos criptostilina 1, 11 e IlI foram os
primeiros a serem isolados. Com essa adicdo, as substancias dessa classe
comecaram serem promissoras, no sentido de desempenhar atividades
terapéuticas importantes para tratamento de diversas doencas com efeitos
antitumoral, antiviral, antifangico, antimicrobiana e efeito anti-inflamatério
(FAHEEM et al., 2021a; PARK et al., 2013; SINGH; SHAH, 2016; SONG et al.,
2023; ZHU et al., 2006).

Desse modo, foi realizado a sintese organica do 2, 6-dimetoxi-4-(7-metoxi-
1,2,3,4-tetra-hidroisoquinolin-1-il) fenol (Di-MTF), um novo derivado sintético de
alcaloides tetrahidroisoquinolinicos, com intuito de investigar atividades

farmacoldgicas de interesse.
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Figura 4— 2,6dimetoxi-4-(7-metoxi-1,2,3,4-tetra-hidroisoquinolin-1-il) fenol (Di-
MTF)

\O O/

OH

Fonte: Elaborado pelo autor VIEIRA, 2023.

Na literatura foi visto que o alcaloide sintético tetrahidroisoquinolinicos, o
MHTP, analogo estrutural das criptostilinas, exibiu atividade anti-inflamatoéria por
diminuir in vitro da producdo e liberacdo de Oxido nitrico e citocinas pro-
inflamatoria em cultura de macréfagos peritoneais, bem como, em modelo de
edema de pata, por apresentar atividade anti-edematogénica, quando o edema
foi induzido por PGE>, independente da degranulagéo de mastocitos ou atividade
da histamina (PACHECO DE OLIVEIRA et al., 2015a).

Para  mais, pesquisas  desenvolvidas no  laboratorio  de
imunofarmacologia/UFPB, esta mesma substancia sintética exerceu atividade
farmacoldgica significante no tratamento da lesdo pulmonar aguda (LPA), por
exibir diminuicdo na migracdo de neutrofilos para regido alvéolo-capilar e na
producdo de citocinas pro-inflamatorias, tais como TNF-a e IL-6 (DO
NASCIMENTO XAVIER et al., 2019b).

Além disso, foi observado um efeito imunomodulador do MHTP, quando
administrado via instalacdo nasal, em modelo experimental de inflamacé&o
pulmonar alérgica, o alcaloide sintético foi capaz de inibir a migracédo de células
inflamatorias, bem como a producdo de citocinas e muco, parametros esses
responsaveis por participarem do dano tecidual pulmonar (PAIVA FERREIRA et
al., 2018).
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Diante disso, o presente estudo se justifica através dos efeitos
farmacolégicos promovido pelos alcaloides mencionando acima, e a crescente
busca por novas moléculas com efeito anti-inflamatoério eficaz, que apresente

baixa toxicidade, isso torna crucial a investigagao.

3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar o efeito do tratamento oral com o alcaloide sintético inédito
tetrahidroisoquinolinico, Di-MTF, em modelos inflamatorios agudos murinos e
estudos in silico (Docking molecular e predicdo de propriedades

farmacocinéticas)
3.1.2 Especificos

Realizar a triagem farmacolégica do Di-MTF no modelo de edema de pata

induzido por carragenina,

Investigar o efeito anti-edematogénico do Di-MTF no modelo de edema de pata

induzido por agentes flogisticos, tais como:
Prostaglandina E»;
Bradicinina;
Serotonina (5-HT);
Composto 48/80;
Histamina;

Investigar o efeito do Di-MTF nos modelos experimentais de: Peritonite induzida

por carragenina via:

Recrutamento de células inflamatérias;
Concentracao de fluidos proteicos;

Dosagem de citocinas TNF-a, IL1B e IL-6.

Lesdo pulmonar aguda induzida por lipopolissacarideo via:
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Migracdo de células inflamatérias para o fluido do lavado
broncoalveolar (BALF);

Concentracao de fluidos proteicos

Edema pulmonar a partir do peso dos pulmdes

Parametros histopatoldgicos pulmonares (infiltrado celular,
edema, hemorragia);

Producdo de citocinas pro inflamatérias (TNF-a, IL-18 e IL-6) no
BALF e soro;

Estudos in silico, abordando os parametros via:
Interagcdo molecular do Di-MTF com possivel alvo molecular
(TLR4/p38 ERK2MAPK/NFkKB)
A predicdo de propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas
(ADMET-absorcéao, distribuicdo, metabolismo e toxicidade)

4. METODOLOGIA

4.1 Animais

Para os modelos experimentais de edema inflamatorio e peritonite foram
utilizados camundongos Swiss fémeas (Mus musculus) com idades entre 6 e 8
semanas, pesando entre 20 a 25g, fornecidos pela Unidade de Producao 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°
3432290419.

Para o modelo de lesdo pulmonar aguda induzida por lipopolissacarideo
(LPS) foram utilizados camundongos BALB/c machos com idades entre 6 e 8
semanas, pesando entre 20 a 25g fornecidos pelo Laboratério 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° 3432290419.

Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno a uma temperatura

de 25 * 2 °C, em ciclos de claro e escuro de 12 horas com livre acesso a agua
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(autoclavada) e uma dieta controlada, a base de racao do tipo pellets (PURINA)
durante todo o periodo de experimentacdo. Cada grupo experimental foi
representado por seis animais que foram eutanasiados com overdose anestésica
intramuscular de uma solucdo de ketamina e xilasina (29 mg/mL, 1,91 mg/mL).
Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com as
orientagbes do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA)/Brasil, além de observar as exigéncias dispostas na Lei
n°11794/2008.

4.2 Preparo da solucédo do Alcaloide Sintético Di-MTF

O alcaloide tetrahidroisoquinolinico 1- substituido (2, 6-dimetoxi-4-(7-
metoxi-1,2,3,4-tetra-hidroisoquinolin-1-il) fenol) - Di-MTF, foi fornecido
gentilmente pelo prof. Dr. Luis Cezar Rodrigues, CBIOTEC/UFPB/Joédo
Pessoa, PB, Brasil.

O método de obtencéo e caracterizacdo do Di-MTF se deu pela sintese
organica, onde a descricdo da obtencdo esta disponivel no estudo intitulado
“Novos derivados sintéticos de alcaloides tetrahidroisoquinolinicos” (2016) do
Programa de Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos/CCS/UFPB, Joao
Pessoa, PB. Para efetuar a sintese do Di-MTF empregou-se reagentes, a 4-
metoxifeniletilamina (1) e a siringaldeido (2), aplicando a reacdo de Pictet—
Spengler (Figura 5). A reacao quimica foi finalizada obtendo 134 mg do Di-MTF

apresentando formula molecular C1sH21NO4 (4) como caracteristica de um poé

vermelho.
Figura 5— Obtencédo do Di-MTF pela reacéo de Pictet—Spengler
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Fonte: Elaborado pelo autor VIEIRA, 2023.

Para as doses seriadas do Di-MTF foi realizada uma suspensédo mae para
administracédo do alcaloide por via oral (10 uL/10 g, em 50 pL de Acido Cloridrico
(HCI) 1N em 500 pL de solucéo salina), e utilizado as doses de 2,5; 1,25; 0,6
mg/kg de Di-MTF. O pH das suspensfes foi ajustado para 7 com hidréxido de
sédio (NaOH).

4.3 Modelo experimental de edema de pata induzido por carragenina (CG)

Os camundongos Swiss (n=6/grupo) foram pré-tratados com Di-MTF (2,5
mg/kg, 1,25 mg/kg, 0,6 mg/kg) ou a droga padrdo indometacina (Indo 10 mg/kg),
e uma hora apos receberam, por via intraplantar (ipl), na pata esquerda traseira
uma solugéo contendo, carragenina (CG) (1%), dissolvidos em 20 yL de uma
solucdo tamponada. A pata direita recebeu o0 mesmo volume de salina e foi
utilizada como controle. Alteragcdes no volume da pata foram medidas por um

micrdmetro em varios intervalos de tempo (1h, 2h, 3h, 4h, 6h e 24 h). A diferenca
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entre o tamanho das patas direita e esquerda foi quantificada e tomada como
indice do edema (ALVES et al., 2017; SILVA et al., 2017).

4.4 Modelo experimental de edema de pata induzido por prostaglandina E;
(PGEy), bradicinina (Bk), serotonina (5-HT), histamina e composto 48/80
(48/80)

Os camundongos Swiss (n=6/grupo) foram pré-tratados com a dose
farmacolégica selecionada do Di-MTF (1,25 mg/kg), a droga padrao
indometacina (Indo 10 mg/kg) ou prometazina (Prometa 10 mg/kg). Apés 1h do
tratamento receberam, por via intraplantar (ipl), na pata esquerda traseira uma
solucéo contendo, PGE: (5 pg/pata), bradicinina (6 nmol/pata), serotonina (1%,
p/v), histamina (100 pg/pata) ou o composto 48/80 (ng/pata), dissolvidos em 20
ML de uma solugdo tamponada. Alteracdes no volume da pata foram medidas
por um micrémetro em varios intervalos de tempo (15, 30 e 60 min; 15 e 30 min;
30 e 60 min). A diferenca entre o tamanho das patas direita e esquerda foi
guantificada e tomada como indice do edema (ALVES et al., 2017; BERNARDO
et al., 2023).

4.5 Modelo experimental de peritonite induzida por carragenina

Os animais (n=6/grupo), foram pré-tratados por via oral com a dose
farmacoldgica selecionada do Di-MTF, Indo (10 mg/kg) ou salina e uma hora
apos foi administrado por via intraperitoneal uma solucéo de carragenina a 1%.
Apos quatro horas do estimulo, os animais foram sacrificados por overdose de
anestésico e a cavidade toracica lavada com PBS (BOZZA et al., 1994). O
peritdnio foi cuidadosamente massageado por 30 segundos. A partir do infiltrado
celular, foram realizadas: a contagem total de leucdcitos (camara de Neubauer)
e a contagem diferencial de leucocitos (hematoxilina e eosina-HE) para
caracterizar a populacéo celular (DE FRANCA et al., 2020; SILVA et al., 2017)
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4.6 Modelo experimental de lesdo pulmonar aguda induzida por

lipopolissacarideo (LPS)

Os camundongos BALB/c (n=6/grupo), no dia zero (0), foram desafiados,
por instilacdo nasal (i.n.), com uma solucao de lipopolissacarideo (LPS - 2,5
mg/kg, E. coli 0111: B4 (Sigma Aldrich) em salina. Uma hora apés o desafio, os
animais foram tratados por via oral com a dose farmacolégica selecionada do Di-
MTF (1,25 mg/kg). ApOs 24 horas do desafio, ocorreu o desfecho, onde os
animais foram eutanasiados, e a coleta do material biolégico foi realizada para
analises imunoldgicas (DO NASCIMENTO XAVIER et al., 2019b).

4.7 Contagem de células totais e diferenciais no fluido do lavado

broncoalveolar (BALF) e no lavado peritoneal

A contagem total das células foi realizada a partir de uma aliquota do BALF
(diluicdo 1:10) e do lavado peritoneal (diluicdo 1:40) em solucdo de Turk com o
auxilio da camara de Neubauer. Em seguida, as amostras foram centrifugadas
(centrifuga CR422, JONAM), seguida da obtencédo do pellet e realizacdo da
contagem diferencial com laminas cito-centrifugadas a 1500 rpm por 5-10
minutos (cytospin, FANEN, Séo Paulo, SP, Brasil Mod 2400), que foram coradas
com o kit panotico rapido (Hematoxilina & Eosina; Renylab, Barbacena-MG) e
observadas no microscopio optico com objetiva de 100x. Os dados obtidos da
contagem total foram utilizados para a quantificacdo de polimorfonucleares
(neutrdéfilos) e mononucleares (macréfagos e linfécitos) (CAVALCANTI et al.,
2020; GADELHA et al., 2021; PACHECO DE OLIVEIRA et al., 2015a; SILVA et
al., 2017).

4.8 Dosagem de proteinas totais do BALF e do lavado peritoneal

Apbs o processo de centrifugacdo, o BALF e o lavado peritoneal foram
submetidos para quantificacao de proteinas totais. A analise desse parametro foi
realizada por método colorimétrico via o corante vermelho de pirogalol (kit
sensiprot da Labtest). Brevemente, o ensaio foi realizado de acordo com as

especificacbes do fabricante, a absorbancia foi lida em 650 nm em
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espectrofotometro (DO NASCIMENTO XAVIER et al., 2019b; PAIVA FERREIRA
et al., 2022; SILVA et al., 2017).

4.9 Quantificacao de citocinas

Para a quantificacdo das citocinas TNF-q, IL-1B e IL-6 foram utilizados os
sobrenadantes dos lavados e soro (LPA), dos camundongos e realizado o ensaio
imunoenzimatico (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 pulméo umido/seco

Para a obtencé&o do indice do edema pulmonar, foi realizada a analise da
razao entre o peso umido (U) e o peso seco (S) dos pulmdes. Assim, os pulmdes
foram retirados e pesados em balanca analitica de precisdo (Marte mod:
SHIMADZU AY220) para obtencdo do peso umido. Posteriormente, os pulmdes
foram armazenados em estufa de secagem (Socc. Fabbe LTDA, Séo Paulo - SP)
por 48h a uma temperatura de 60 °C, sendo em seguida novamente pesados
para obtencao do peso seco (JIANG et al., 2016; PAIVA FERREIRA et al., 2022).

4.11 Analise histolégica do tecido pulmonar

Para avaliar as caracteristicas histologicas pulmonares dos camundongos,
o pulmao foi coletado 24 horas ap06s o desafio com LPS e fixado em formalina
tamponada. Em sequéncia, foi hidratado em &gua corrente durante 24 horas;
desidratado por 30 minutos em diferentes concentraces de alcool etilico (70,
80, 90 e 100%); xilol por 30 minutos; parafina liquida (parafina histolégica-
ERVIEGAS, Séao Paulo, SP). Apés solidificacdo, foi realizado o "bloco" de
parafina contento o fragmento do tecido em seu interior. O corte histolégico teve
espessura de 5 ym, 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), para avaliacdo da arquitetura pulmonar e parametros teciduais
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gerais do processo inflamatorio. As alteragdes histologicas analisadas para a
extensdo da lesdo causada foram: infiltrado celular, formacédo de edema e a
presenca de focos hemorragicos, caracterizando hemorragia, o espessamento
do septo alveolar, bem como o dano alveolar difuso (BEZERRA BARROS et al.,
2020; CAVALCANTI et al., 2023; PAIVA FERREIRA et al., 2022).

4.12 Estudos in silico
4.12.1 Avaliag&o do Docking molecular

Para a efetuacdo da modelagem molecular (Docking), procuramos
proteinas alvo referente a doenca de lesdo pulmonar aguda (LPA) tais como
proteina cinase ativada por mitégenos p38 (p38 MPK), receptor do tipo Toll-4
(TLR4), quinase regulada por sinal extracelular ERK2, e Fator Nuclear kappa de
aumento de cadeia lave de linfocitos B ativados (NFkB).

Foram desenhadas as estruturas de cada molécula e controle através da
ferramenta Marvin Sketch 21.13 e otimizadas no software HyperChem 8.0.6
(RMS 0.1 kcal/mol/A). Para as configuraces padrdes usou-se o método de
campo de for¢ca da mecanica molecular MM+ e método quéantico 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 resolucdo até 3 A,
sob os codigos 1A9U para p38 MAPK, 4QPA para ERK 2 e 1K3Z para NFkB —
porcao p65.

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 de para energia de ligacao > -8 kcal/mol; para o GRID foi determinado com
resolucdo de 0,3 A e um raio esférico de 15 A; para a avaliagdo do ligante foi

selecionado a ES interno, HBond interno, torcbes Sp2-Sp2; foi utilizado
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algoritimo MolDock Simplex Evolution (MolDock SE) com um namero de corridas
de 10 e méximas iteracdes de 1500 (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006).

Utilizamos o redocking para validacdo da técnica visando os valores para
o desvio quadratico médio (RMSD - Root Mean Square Deviation) < 2 A para a
determinacao da distancia média da sobreposicdo dos atomos do ligantes das
proteinas (SCHLOSSER; RAREY, 2009). Para mais, avaliamos a energia de
ancoragem e os tipos de interac6es com o sitio de ligacdo do alvo.

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

4.12.2 Predicéo de propriedades de absorcao, distribuicdo, metabolismo e
toxicidade (ADMET)

Para as analises de absorcao oral, biodisponibilidade e toxicidade utilizou-
se o software Osiris Data Warrior 5.0 (SANDER et al., 2015).

A predicdo da absorcéo oral foi analisada pelo parametro de porcentagem
da taxa de absorcdo do Di-MTF e da dexametasona por meio do valor da area
de superficie topoldgica total (TPSA) mediante a equagéo: %ABS = (109 -
(TPSA x 0.345)) x 100/valor maximo.

Posteriormente, foi aplicado a regra dos cinco de Lipinski, tem como
objetivo de determinar as chances de biodisponibilidade oral dispondo-se de 5
parametros: coeficiente de particdo (clog P) < 5, peso molecular < 500 daltons,
numero de aceptores de ligagao de hidrogénio < 10 e numero de doadores de
ligacdo de hidrogénio < 5 (EMAMI et al., 2021; LIPINSKI et al., 1997; MALIK et
al., 2017).

Quanto a predicao de atravessar a barreira hematoencefélica foi utilizada

a plataforma SwissADME (http://www.swissadme.ch/index.php#). Investigando

os parametros lipofilicidade (WLOGP) e polaridade (TPSA) atrelada a
capacidade de atravessar as membranas bioldgicas utilizando o Método de
Permeacdo Estimada do Cérebro ou Intestino (BOILED-Egg) (DAINA; ZOETE,
2016).


http://www.swissadme.ch/index.php
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Os modelos de predigéo de risco de citotoxicidade foram utilizados quanto
as capacidades de mutagenicidade, carcinogenicidade, irritabilidade do tecido e
efeito téxico no sistema reprodutor do Di-MTF e da dexametasona. Tem-se como
fundamental a molécula apresentar baixa ou nenhum dos riscos de
citotoxicidade (KERZARE et al., 2021).

4.13 Andlises estatisticas

Os resultados desse estudo foram analisados pelo software GraphPad
Prism versao 9.0 e valores com p < 0,05, 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 o0 teste

estatistico ANOVA one-way seguido do teste de Bonferroni ou Tukey.

5. RESULTADOS

5.1 Triagem da dose farmacolégica do Di-MTF no modelo de edema de

pata induzido por carragenina

Os camundongos Swiss foram pré-tratados, por via oral, com o alcaloide
sintético inédito (Di-MTF) nas doses de (2,5; 1,25; 0,6 mg/kg) ou indometacina
(Indo), uma hora antes da administracao intraplantar de uma solucéo contendo,
carragenina (1%), dissolvidos em 20 yL de uma solucdo tamponada.

Observamos que no grupo dos animais desafiados com a carragenina (CG)
houve inducéo (p<0,0001) do edema de pata nos tempos analisados (1, 6 e 24
h), quando comparado ao grupo basal, demonstrando a viabilidade do protocolo
experimental. Em contrapartida, no grupo de animais desafiados com a CG, e
tratados com o Di-MTF nas doses de 2,5 e 1,25 mg/kg, os animais foram capazes
de diminuir (p<0,0001) o edema de pata. Semelhantemente o grupo de animais
tratados com indometacina apresentou reducgéo (p<0,01; p<0,001; p<0,0001,
respectivamente), na formacgéo do edema de pata nos tempos avaliados quando

comparado com o grupo CG.
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Nessa perspectiva, para a seguran¢a de qualquer molécula candidata a
medicamento, é farmacologicamente sugerido que, quando vérias doses de uma
substancia exercem efeito maximo equivalente, é indicado a escolha da menor
dose eficaz. Assim, a dose escolhida para dar continuidade no presente trabalho
foi a de 1,25 mg/kg do Di-MTF.

Grafico 1.Triagem da dose farmacolégica do Di-MTF no modelo de
edema de pata induzido por carragenina.
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Grafico 1. Camundongos Swiss (n=6) receberam inje¢6es intraplantar (20pl) de carragenina (1%
em salina) na pata traseira esquerda e salina com 0 mesmo volume na pata traseira direita,1h
apoés o pré-tratamento oral com Di-MTF nas doses de 2,5; 1,25; 0,6 mg/Kg, Indometacina 10
mg/kg ou veiculo (grupo controle). O grupo basal foi desafiado apenas com salina em ambas as
patas. O edema foi medido nos tempos 1, 6 e 24 horas ap0ds o estimulo com a carragenina. Os
graficos representam a média + E.P.M. da diferenca entre as patas por cada tempo estabelecido
apos a injecdo, em fungéo dos tratamentos. Os dados foram submetidos a andlise de variancia
ANOVA one-way, seguida do pés-teste de Bonferroni. ## p < 0,0001 comparagdo entre grupo
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controle e basal; ** p< 0,01; *** p <0,001; *** p <0,0001 para comparac¢éo dos grupos tratados
com 0 grupo controle.

Fonte: Elaborado pelo autor VIEIRA, 2023.
5.2 Efeito do Di-MTF no edema de pata induzido por PGE,

A administracdo intraplantar (ipl) da PGE: (grupo PGE>) induziu, nos
tempos analisados, (p<0,01; p<0,001; p<0,0001), o edema de pata quando
comparado com os animais do grupo basal. O tratamento com o Di-MTF (1,25
mg/kg) e com a indometacina reduziram (p<0,05; p<0,01; p<0,001) o edema
inflamatério induzido pelo PGE:, nos tempos 30 e 60 minutos quando

comparados com o grupo PGE: (Gréfico 2).

Grafico 2. Efeito do Di-MTF no edema de pata induzido por PGE>
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Grafico 2. Camundongos Swiss (n=6) receberam injec¢des intraplantar (20ul) de PGE: na pata
traseira esquerda e salina com o mesmo volume na pata traseira direita,1h apés o pré-tratamento
oral com Di-MTF na dose de 1,25 mg/Kg, Indometacina 10 mg/kg ou veiculo (grupo controle). O
grupo basal foi desafiado apenas com salina em ambas as patas. O edema foi medido nos
tempos 15, 30 e 60 minutos ap6s o estimulo com PGE2. Os gréaficos representam a média +
E.P.M. da diferenca entre as patas por cada tempo estabelecido apés a injecdo, em fungéo dos
tratamentos. Os dados foram submetidos a analise de variancia ANOVA one-way, seguida do
pos-teste de Bonferroni. # p < 0,01; ##p < 0,001; ## p < 0,000l  comparacdo entre grupo
controle e basal; p** p < 0,01; ***p < 0,001 para comparacao dos grupos tratados com o grupo
controle.

Fonte: Elaborado pelo autor VIEIRA, 2023.

5.3 Efeito do Di-MTF no edema de pata induzido por Bk

A administracéo intraplantar (ipl) de Bradicinina (grupo BK) induziu, nos
tempos analisados (p< 0,001; p<0,0001), o edema de pata, quando comparado
com o grupo basal. Nos animais pré-tratados com o Di-MTF (1,25 mg/kg) ou
indometacina (10 mg/kg), uma hora antes do desafio com a Bk, ndo houve
reducdo do edema, nos primeiros 15 minutos quando comparado com 0s animais
do grupo BK, entretanto nos tempos de 30 e 60 minutos, o tratamento com o Di-
MTF foi capaz de reduzir (p<0,0001; p< 0,001), o edema de pata dos animais. O
tratamento com a indometacina, reduziu o edema de pata em todos os tempos

avaliados quando comparado com o grupo BK (Gréfico 3).

Gréfico 3. Efeito do Di-MTF no edema de pata induzido por Bk.
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Gréfico 3: Camundongos Swiss (n=6) receberam injecdes intraplantar (20ul) de Bk na pata
traseira esquerda e salina com o mesmo volume na pata traseira direita,1h apds o pré-tratamento
oral com Di-MTF na dose de 1,25 mg/Kg, Indometacina 10 mg/kg ou veiculo (grupo controle). O
grupo basal foi desafiado apenas com salina em ambas as patas. O edema foi medido nos
tempos 15, 30 e 60 minutos apds o estimulo com Bk. 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
pos-teste de Bonferroni. ##p < 0,001; ¥ p < 0,0001 comparag&o entre grupo controle e basal;

p** < 0,01; *** p < 0,001; “"p<0,0001 para comparacdo dos grupos tratados com o grupo
controle.

Fonte: Elaborado pelo autor VIEIRA, 2023.

5.4 Efeito do Di-MTF no edema de pata induzido por serotonina (5-HT)

A administracdo intraplantar (ipl) da serotonina (grupo 5-HT) induziu
(p<0,0001), nos tempos analisados, o edema de pata, quando comparado com
0 grupo basal. Os tratamentos com o Di-MTF (1,25 mg/kg) ou a indometacina
reduziram (p<0,0001) o edema de pata dos animais desafiados com 5-HT, nos

tempos analisados, quando comparado com o grupo 5-HT (Grafico 4).

Gréfico 4. Efeito do Di-MTF no edema de pata induzido por 5-HT.
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Grafico 4. Camundongos Swiss (n=6) receberam injecdes intraplantar (20ul) de 5-HT na pata
traseira esquerda e salina com o mesmo volume na pata traseira direita,1h apés o pré-tratamento
oral com Di-MTF na dose de 1,25 mg/Kg, Indometacina 10 mg/kg ou veiculo (grupo controle). O
grupo basal foi desafiado apenas com salina em ambas as patas. O edema foi medido nos
tempos 15 e 30 minutos apoés o estimulo com 5-HT. 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

pbs-teste de Bonferroni. ##p < 0,0001 comparacdo entre grupo controle e basal; " p<0,0001
para comparacao dos grupos tratados com o grupo controle.

Fonte: Elaborado pelo autor VIEIRA, 2023.

5.5 Efeito do Di-MTF no edema de pata induzido por composto 48/80

Observamos a resposta edematogénica induzida pela aplicacédo
intraplantar do composto 48/80 (grupo 48/80), nos tempos avaliados (30 e 60
minutos) quando comparado com o grupo basal (p< 0,001; p<0,0001). Todavia,
os tratamentos com o Di-MTF ou com a prometazina foram capazes de reduzir
(p< 0,001; p<0,0001) o edema de pata nos tempos analisados, quando

comparado com grupo 48/80 (Grafico 5).

Gréfico 5. Efeito do Di-MTF no edema de pata induzido por composto

48/80.
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Grafico 5. Camundongos Swiss (n=6) receberam injecdes intraplantar (20ul) do composto 48/80
na pata traseira esquerda e salina com o mesmo volume na pata traseira direita,1h apos o pré-
tratamento oral com Di-MTF na dose de 1,25 mg/Kg, Prometazina 10 mg/kg ou veiculo (grupo
controle). O grupo basal foi desafiado apenas com salina em ambas as patas. O edema foi
medido nos tempos 30 e 60 minutos apos o estimulo com 48/80. Os graficos representam a
média + E.P.M. da diferenca entre as patas por cada tempo estabelecido apos a injecao, em
funcdo dos tratamentos. Os dados foram submetidos a analise de variancia ANOVA one-way,

seguida do pés-teste de Bonferroni. ##p < 0,0001 comparac&o entre grupo controle e basal; *'p
< 0,001; “"p<0,0001 para comparacdo dos grupos tratados com o grupo controle.

Fonte: Elaborado pelo autor VIEIRA, 2023.

5.6 Efeito do Di-MTF no edema de pata induzido por histamina

A administracéo intraplantar com a histamina induziu (p<0,0001) o edema
de pata nos tempos analisados (30 e 60 minutos), quando comparado ao grupo
basal. Nos animais pré-tratados com o Di-MTF (1,25 mg/kg) uma hora antes da
administracdo da histamina, ndo observamos diminuicdo na formacao do edema
de pata nos tempos avaliados quando comparados com 0s animais do grupo
histamina. Contudo, o pré-tratamento com a droga padrédo prometazina reduziu

(p<0,0001) o edema inflamatério, como esperado (Grafico 6).

Gréfico 6. Efeito do Di-MTF no edema de pata induzido por histamina.
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Grafico 6. Camundongos Swiss (n=6) receberam injecdes intraplantar (20ul) da histamina na
pata traseira esquerda e salina com o mesmo volume na pata traseira direita,1h apos o pré-
tratamento oral com Di-MTF na dose de 1,25 mg/Kg, Prometazina 10 mg/kg ou veiculo (grupo
controle). O grupo basal foi desafiado apenas com salina em ambas as patas. O edema foi
medido nos tempos 30 e 60 minutos apos o estimulo com histamina. Os graficos representam
a média + E.P.M. da diferenca entre as patas por cada tempo estabelecido apos a injecao, em
funcdo dos tratamentos. Os dados foram submetidos a analise de variancia ANOVA one-way,
seguida do poés-teste de Bonferroni. ##p < 0,0001 comparagdo entre grupo controle e basal;

"p<0,0001 para comparagéo dos grupos tratados com o grupo controle.

Fonte: Elaborado pelo autor VIEIRA, 2023.

5.7 Efeito do Di-MTF na migracéo de leucocitos no modelo experimental de

peritonite induzida por carragenina

O grafico 7 mostra que a carragenina (grupo CG) induziu no periténio dos
animais aumento (p<0,0001) no namero de leucécitos, quando comparado ao do
grupo basal. Porém, esse efeito foi diminuido nos grupos dos animais pré-
tratados com Di-MTF (1,25 mg/kg) e indometacina com reducdo (p<0,001) da
migracao leucocitaria quando comparado com o grupo CG.

Com relacéo aos polimorfonucleares (PMN), especificamente neutrofilos
houve intensa migracéo (p<0,001) para cavidade peritoneal apds o estimulo com
a CG (Grafico 7B) quando comparado aos do grupo basal. Entretanto, os pré-
tratamentos com o Di-MTF (1,25 mg/kg) ou indometacina diminuiram (p<0,001;
p<0,0001) a migracdo de PMN nas cavidades peritoneal dos animais em relacao
ao grupo CG.

Em contrapartida, a migracdo das células mononucleares (MN) ndo sofreu
alteracdo nos grupos tratados quando comparados com o grupo CG (Gréfico
7C).

Grafico 7. Efeito do Di-MTF na migracéo de células inflamatorias para o
peritbnio de camundongos Swiss desafiados com carragenina.
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Gréafico 7. Camundongos Swiss (n=6) receberam na cavidade peritoneal (300 pl) carragenina
(1%) 1h apés o tratamento com o Di-MTF 1,25 mg/kg, Indo 10 mg/kg ou veiculo (controle). O
grupo basal foi desafiado apenas com salina (300 pl). Apds 4h do estimulo com carragenina foi
realizado o lavado peritoneal para determinar a celularidade total (A), polimorfonucleares (PMN)
(B) e mononucleares (MN) (C). O gréfico representa a média + E.P.M. da contagem total e
diferencial do lavado peritoneal, em fun¢éo dos tratados. Os dados foram submetidos a andlise
de variancia ANOVA one-way, seguida do pés-teste de Tukey. ## p < 0,001; ## p < 0,0001
comparacado entre grupo basal; *** p < 0,001; **** p < 0,0001 para comparacao dos grupos
tratados com o grupo controle.

Fonte: Elaborada pelo autor VIEIRA, 2023.

5.8 Efeito do Di-MTF no extravasamento proteico na peritonite induzida por

carragenina.
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A administragéo intraperitoneal da carragenina (grupo CG) nos animais
desencadeou aumento (p<0,001) do conteudo proteico na cavidade peritoneal,
guando comparado com o0s animais do grupo basal. No entanto, os pré-
tratamentos dos animais com o Di-MTF (1,25 mg/kg) ou indometacina
diminuiram (p<0,05) a formacédo do exsudato proteico no peritdnio dos animais
desafiados com CG (Gréfico 8).

Grafico 8. Efeito do Di-MTF na formagéo de fluido proteico para o
peritdnio de camundongos Swiss desafiados com carragenina
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Gréafico 8. Camundongos Swiss (n=6) receberam na cavidade peritoneal (300 pl) carragenina
(1%) 1h apés o tratamento com o Di-MTF 1,25 mg/kg, Indo 10 mg/kg ou veiculo (controle). O
grupo basal foi desafiado apenas com salina (300 pl). Apos 4h do estimulo com carragenina foi
realizado o lavado peritoneal para determinar o extravasamento de fluido proteico. O gréfico
representa a meédia + E.P.M. da concentragcéo de proteinas totais, em funcdo dos tratados. Os
dados foram submetidos a analise de variancia ANOVA one-way, seguida do pds-teste de Tukey.
## p < 0,001; comparacao entre grupo basal; * p < 0,05;**p < 0,01; para comparagao dos grupos
tratados com o grupo controle.

Fonte: Elaborado pelo autor VIEIRA, 2023.

5.9 Efeito do Di-MTF na liberacdo de citocinas na peritonite induzida por

carragenina
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A administracdo intraperitoneal da carragenina (grupo CG) nos animais
elevou o0s niveis (p<0,001) das citocinas pro-inflamatérias (IL-1P,
IL-6 e TNF-a), quando comparadas as do grupo basal (Graficos 9 A, Be C
respectivamente). Entretanto, os animais pré-tratados com o Di-MTF (1,25
mg/kg) ou indometacina apresentaram reducdo (p<0,01; p<0,001) nos niveis

dessas citocinas (Gréfico 9).

Grafico 9. Efeito do Di-MTF sobre 0s niveis de citocinas pro-inflamatorios
para o peritdnio de camundongos Swiss desafiados com carragenina
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Grafico 9. Camundongos Swiss (n=6) receberam na cavidade peritoneal (300 pl) carragenina
(1%) 1h ap6s o tratamento com o Di-MTF 1,25 mg/kg, Indo 10 mg/kg ou veiculo (controle). O
grupo basal foi desafiado apenas com salina (300 pl). Apds 4h do estimulo com carragenina foi
realizado a quantificacéo de citocinas IL-1B, IL-6 e TNF-a (A, B e C). O gréfico representa a
média + E.P.M. da concentracdo de citocinas, em funcdo dos tratados. Os dados foram
submetidos a analise de variancia ANOVA one-way, seguida do pos-teste de Tukey. ## p < 0,001,
comparacao entre grupo basal; **p < 0,01; para compara¢éo dos grupos tratados com o grupo
controle.

Fonte: Elaborado pelo autor VIEIRA, 2023.

5.10 Efeito do Di-MTF sobre migracdo de células total e diferencial em

modelo experimental de les&o pulmonar aguda induzida por LPS

A administracdo via instilacdo nasal do Lipopolissacarideo (Grupo LPS)
nos animais apresentou aumento (p<0,0001) no numero de células totais no
fluido do lavado broncoalveolar (BALF), quando comparados aos do grupo basal,
apontando viabilidade do protocolo experimental. Contudo, os animais pré-
tratados com Di-MTF (1,25 mg/kg) apresentaram reducao (p<0,0001) nas células
totais quando comparado com o grupo LPS.

A migracdo dos polimorfonucleares (PMN), especificamente neutroéfilos
para regido pulmonar apos o estimulo com LPS foi aumentada (p<0,0001),
guando comparado aos do grupo basal. Todavia, o tratamento com o Di-MTF
(1,25 mg/kg), diminuiu (p<0,0001) essa migracdo celular na regido pulmonar.
Quanto as células mononucleares (MN) ndo houve alteracdes no grupo tratado

guando comparado com o grupo LPS (grafico 10C).

Gréfico 10. Efeito do Di-MTF sobre a migracdo de células total e
diferencial para o BALF em modelo experimental lesdo pulmonar aguda
induzida por LPS.
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Gréfico 10. Camundongos BALB/c(n=6) foram desafiados com LPS (2,5 mg/kg;i.n) 1h apés o
tratamento com o Di-MTF 1,25 mg/kg, ou veiculo (Grupo LPS). O grupo basal foi desafiado
apenas com salina (300 pl). Apds 24h do estimulo com LPS foi realizado a coleta do fluido do
lavado broncoalveolar (BALF) para determinar a celularidade total (A), polimorfonucleares (PMN)
(B) e mononucleares (MN) (C). Os graficos representam a média + E.P.M. da contagem total e
diferencial do lavado peritoneal, em fung&o dos tratados. Os dados foram submetidos & andlise
de varidancia ANOVA one-way, seguida do poés-teste de Tukey. ####H# p < 0,0001 comparacéo
entre grupo basal; **** p < 0,0001 para comparac¢ao dos grupos tratados com o grupo controle.

Fonte: Elaborado pelo autor VIEIRA, 2023.

5.11 Efeito do Di-MTF na permeabilidade pulmonar via extravasamento de
fluido proteico no modelo experimental da lesdo pulmonar aguda induzida
por LPS

Observa-se que administracao via instilacdo nasal do Lipopolissacarideo
(Grupo LPS) nos animais aumentou (p<0,001) a concentracgéo de fluido proteico
para a regido broncoalveolar quando comparado ao grupo basal. Entretanto, o
grupo Di-MTF (1,25 mg/kg) apresentou diminui¢do (p<0,001) na concentracao

de proteinas quando comparado com o grupo LPS (grafico 11).
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Grafico 11. Efeito do Di-MTF sobre extravasamento de fluido proteico no
modelo experimental da leséo pulmonar aguda induzida por LPS
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Gréfico 11. Camundongos BALB/c(n=6) foram desafiados com LPS (2,5 mg/kg;i.n) 1h apés o
tratamento com o Di-MTF 1,25 mg/kg, ou veiculo (Grupo LPS). O grupo basal foi desafiado
apenas com salina (300 pl). Apds 24h do estimulo com LPS foi realizado a coleta do fluido do
lavado broncoalveolar (BALF) para analisar o extravasamento de fluido proteico da regido
pulmonar. O grafico representa a média + E.P.M. da concentracdo de proteinas totais, em fungéo
dos tratados. Os dados foram submetidos a analise de varidncia ANOVA one-way, seguida do
pos-teste de Tukey. ## p < 0,001; comparacao entre grupo basal; ***p < 0,001; para comparagio
dos grupos tratados com o grupo controle.

Fonte: Elaborado pelo autor VIEIRA, 2023.

5.12 Efeito do Di-MTF no edema pulmonar via razdo umido/seco (u/s) do
pulmdo em modelo experimental da lesdo pulmonar aguda induzida por
LPS

Com administracdo via instilacdo nasal do Lipopolissacarideo (Grupo
LPS) nos animais induziu aumento (p<0,0001) na razao Uumido/seco (u/s) dos
pulmdes quando comparados ao do grupo basal e, o tratamento com o Di-MTF
(1,25 mg/Kg) diminuiu (p < 0,0001) a razdo u/s quando comparado com 0 grupo
LPS (Grafico 12).

Gréafico 12. Efeito anti-inflamatério do Di-MTF no edema pulmonar via
razao umido/seco (u/s) do pulmdo em modelo experimental da lesao
pulmonar aguda induzida por LPS
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Gréfico 12. Camundongos BALB/c(n=6) foram desafiados com LPS (2,5 mg/kg;i.n) 1h apés o
tratamento com o Di-MTF 1,25 mg/kg, ou veiculo (Grupo LPS). O grupo basal foi desafiado
apenas com salina (300 pl). Apés 24h do estimulo com LPS foi realizado a coleta do érgéo
pulmonar, pesado e armazenado em estufa por 48h e, em seguida, os pulmdes foram novamente
pesados, obtendo-se a razéo do peso pulmonar imido/seco (u/s). O grafico representa a média
+ E.P.M. da razdo do peso pulmonar imido/seco (u/s) em fungéo dos tratados. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia ANOVA one-way, seguida do pds-teste de Tukey. ## p <
0,0001; comparacéo entre grupo basal;****p < 0,0001; para comparacdo dos grupos tratados
com o grupo controle.

Fonte: Elaborado pelo autor VIEIRA, 2023.

5.13 Efeito do Di-MTF sobre niveis de citocinas pro-inflamatérias no fluido
do lavado broncoalveolar (BALF) e no soro em modelo experimental da

lesdo pulmonar aguda induzida por LPS

A administracdo via instilacdo nasal do Lipopolissacarideo (grupo LPS)
nos animais elevou (p<0,001; p<0,001; p<0,0001) os niveis das citocinas
inflamatorias IL-1B, IL-6 e TNF-a no BALF, quando comparado ao do grupo basal
e, 0 tratamento com o Di-MTF (1,25 mg/kg) reduziu (p<0,01; p<0,01; p<0,001)
0s niveis dessas citocinas quando comparado com o grupo LPS. Em adicéo, a
nivel sisttmico observamos que os animais desafiados com LPS (grupo LPS)
aumentaram (p < 0,05; p < 0,05; p < 0,001) os niveis de IL-1B, IL-6 e TNF-a.
Porém, quando os animais foram pré-tratados com Di-MTF (1,25 mg/kg), apenas
0s niveis de IL-6 e TNF-a foram reduzidos (p < 0,001; p < 0,05) (Gréfico 13).
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Grafico 13. Efeito do Di-MTF sobre niveis de citocinas pro-inflamatorias
no fluido do lavado broncoalveolar (BALF) e no soro em modelo
experimental da lesédo pulmonar aguda induzida por LPS
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Grafico 13. Camundongos BALB/c(n=6) foram desafiados com LPS (2,5 mg/kg;i.n) 1h apés o
tratamento com o Di-MTF 1,25 mg/kg, ou veiculo (Grupo LPS). O grupo basal foi desafiado
apenas com salina (300 ul). Apés 24h do estimulo com LPS foi realizado a coleta do fluido do
lavado broncoalveolar (BALF) e o sangue para quantificar os niveis de citocinas (A, B) IL-18; (C,
D) IL-6; (E, F) TNF-a; no BALF e no soro, respectivamente. O gréfico representa a média *
E.P.M. da concentracdo de citocinas, em fungdo dos tratados. Os dados foram submetidos a
andlise de variancia ANOVA one-way, seguida do pds-teste de Tukey.* p < 0,05% p < 0,01; ##p
< 0,001 ### p < 0,0001; comparacéo entre grupo basal; *p < 0,05;**p < 0,01; **p < 0,001; para
comparacao dos grupos tratados com o grupo controle.

Fonte: Elaborado pelo autor VIEIRA, 2023.

5.14 Efeito do Di-MTF sobre parametros histopatolégicos da regido
pulmonar em modelo experimental da lesdo pulmonar aguda induzida por
LPS.

Na figura 6 observa-se que os animais do grupo basal apresentaram tecido
pulmonar com aspecto histolégico normal, sem alteracdes na arquitetura alveolar
e estruturas conservadas. Porém, quando os animais foram desafiados,
intranasal com o LPS (grupo LPS), apresentaram parametros inflamatérios como
infiltracdo celular (%), edema alveolar (®)(decorrente do aumento da
permeabilidade da membrana alveolar com presenca de membranas hialinas e
espessamento da parede alveolar) e dano alveolar difuso, marcado por
aglomerados de hemacias (hemorragia (*). Os animais tratados com o Di-MTF
(1,25 mg/kg) apresentaram reducdo nos parametros inflamatérios analisados
tais como reducdo na migracao celular, edema e hemorragia com consequente

diminuicdo do dano alveolar difuso.

Figura 6: Efeito anti-inflamatério do Di-MTF sobre parametros
histopatolégicos da regido pulmonar em modelo experimental da lesao
pulmonar aguda induzida por LPS.
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Fonte: Elaborado pelo autor VIEIRA, 2023.

Figura 6. As imagens de A-F sédo cortes histologicos da regido pulmar corados com H&E, x100

(600 ym), aproximados x400 (150 pm).* indica infiltracdo ceIuIar’ edema alveolar! hemorragia.
O grupo Basal (A e D) foi tratado apenas com salina. O grupo LPS (B e E) foi desafiado com LPS
(2,5 mg/kg; i.n) / tratado com salina. O grupo Di-MTF (C e F) foi tratado com a molécula teste
(1,25 mg/kg v.0) e desafiado com LPS (2,5 mg/kg; i.n).

Fonte: Elaborado pelo autor VIEIRA, 2023.

Grafico 14. Score histologico do efeito anti-inflamatério do Di-MTF sobre
parametros histopatolégicos da regido pulmonar em modelo experimental
da leséo pulmonar aguda induzida por LPS.
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Grafico 14. Camundongos BALB/c(n=6) foram desafiados com LPS (2,5 mg/kg; i.n) 1h apos o
tratamento com o Di-MTF 1,25 mg/kg, ou veiculo (Grupo LPS). O grupo basal foi desafiado
apenas com salina (300 pl). Apés 24h do estimulo com LPS foi realizado a coleta do pulmao, e
seguida submetido ao protocolo de coloracdo com Hematoxilina & Eosina (HE). Os dados foram
submetidos a andlise de variancia ANOVA one-way, seguida do pds-teste de Turkey #*## p <
0,0001; comparacéo entre grupo LPS e salina; **** p < 0,0001; **p < 0,001;**p < 0,01; para
comparacado do grupo tratado com o grupo LPS.

Fonte: Elaborado pelo autor VIEIRA, 2023.

5.15 Andlise de estudos in silico do Di-MTF sobre interacdo com proteinas
alvos MAPK p38, Toll-like 4 (TLR4), ERK2 e NF-kB

O docking molecular foi realizado para investigar um provavel mecanismo
farmacologico do Di-MTF pela sua interacdo com o0s possiveis alvos
farmacologico (p38MAPK, TLR4, ERK 2 e NF-kB).

Dessa forma, com auxilio da técnica re-docking obtivemos os seguintes
resultados de validacdo: Ancoragem do alvo MAPK p38 valor do RMSD foi de
0,214 A; o Toll-4 foi de 0,732 A e 0 ERK2 foi de 0,168 A. Vale enfatizar que o
alvo para o NF-kB néao possuia nenhum ligante previamente ancorado, logo ndo
foi possivel fazer a validacéo por meio do re-docking.

Os resultados da energia de ligacdo foram realizados pelo consenso de
dois scores de energia o MolDock score e o Rerank score (Tabela 1). Desta
forma, resultado mais plausivel foi entre interacdo do Di-MTF com MAPK p38 e
Toll-4, em que observamos energia de ligacdo -66,680 kcal/mol e -37,577
kcal/mol, respectivamente. Deste modo, verifica-se que ultrapassou a energia de
ligacdo da droga padrdo, a dexametasona (Dexa) que teve como resultados
MAPK p38 de -53,035 kcal/mol e o Toll-4 de -9,478 kcal/mol. Embora o valor do
consenso para a dexametasona tenha sido menor que -8 kcal/mol, o Rerank
score ndo passou no valor de corte, por conseguinte ndo possui significancia.

Quanto a ancoragem do Di-MTF sobre ERK 2 (Tabela 1), a interacéo gerou
energia de ligacdo de -53,735 kcal/mol, entretanto a energia de ligacdo do
dexametasona foi superior, sendo de -81,763 kcal/mol. De maneira semelhante,
observamos a ancoragem do alcaloide (Di-MTF) com com o NF-kB, resultando
em uma energia de ligacdo de -67,491 kcal/mol, sendo inferior a da droga

padréo, dexametasona (-85,147 kcal/mol).
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Di-MTF Dexa
Alvos MolDock Rerank Consenso MolDock Rerank Consenso
Score Score Score Score Score Score

(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
MpaépBK -91,685 -41,674 -66,680 -79,803 -26,266 -53,035
Toll-4 -45,156 -29,997 -37,577 -39,498 20,5419 -9,47805
ERK 2 -89,518 -17,951 -53,735 -97,239 -66,288 -81,763
NF-kB 111,676 -23,305 -67,491 -95,042 75,251 -85,147

Tabela 1. Resultados da energia de ligacdo por docking molecular

Fonte: Elaborado pelo autor VIEIRA, 2023.

Em adicdo, analisamos as interacdes entre os alvos proteicos e o Di-MTF
no formato de 2D e 3D. A figura 7A mostra que o Di-MTF complexado com MAPK
p38 exibiu ligacdes de hidrogénio com os residuos de aminoacidos: LEU104,
ALA51 e LYS53. Realizou também interaces do tipo pi-cation, pi-alquil e pi-
anion com os residuos LYS53; ALA51, VAL38; ASP168. Para mais, observou-
se interacbes de van der Waals com os residuos: ILE84, VAL105, VAL52,
LEU86, LEU75, THR106, LEU167, MET109, CYS39, ARG67, TYR35 e GLY85.

A respeito, da analise de interacdo da droga de referéncia, dexametasona
com MAPK p38 (Figura 7B), observamos que houve apenas uma ligacdo de
hidrogénio com o residuo de aminoacido ASP168. Nesse mesmo residuo
também exibiu uma interacdo halogénica. A dexametasona apresentou
interacdes alquil com ALA51, VAL38 e LYS53; interacbes de van der Waals com
GLU71, THR106, ARG173, HIS107, MET109, LEU104, VAL105, VAL52, ILE84,
LEU75 e LEUS8G; e interacfes pi-alquil com TYR35.

Dessa forma, ambas as moléculas estudadas apresentaram somente uma
interacdo desfavoravel com o residuo do tipo VAL38, esta acarreta uma
diminuicdo das energias de ancoragem que ocorrem em razao de choques

estéricos intermoleculares.
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Figura 7: Interagdes entre MAPK p38 e o Di-MTF-A/Dexa-B em 2D e 3D

VAL
VAL - LAY A:LOS

CYS A:SL LEU

A:39 E x A:104
-%. _r GLY

ARG

THR |
A:67 A

A:106

LEU

/ A:86

TYR
A:35

ARG
A:l73

LEU
A6

Com relacao as andlises de interacdo do Di-MTF com alvo, Toll-4 (Figura
8A), observa-se que a molécula teste interagiu através de ligacdes carbono-
hidrogénio com o residuo de aminoacido: GLU92, além de fazer o
emparelhamento pi-pi com o anel da PHE121 e fez intera¢des de van der Waals
com os residuos: ARG90, LEU78, LEU61, ILE52, PHE119 e SER120.

Por sua vez, a dexametasona (Figura 8B), interagiu por meio de ligacéo de
hidrogénio com a ARG90; realizou interagdes pi-alquil com a PHE121; interacdes

halogénicas com a SER120; intera¢des alquil com a ILE52; E interacdes de van
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der Walls com os residuos LEU61, GLU92 e LYS122. E por fim, o farmaco

controle também apresentou interacfes desfavoraveis com a PHE119.

Figura 8: Interacdes entre Toll-4 e o Di-MTF-A/Dexa-B no formato 2D e
3D
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As interacbes obtidas entre o Di-MTF e a proteina ERK 2 (Figura 9A)
constatamos a presenca de liga¢cdes carbono-hidrogenio com os residuos de
aminoacidos ASP109, GLN103 e GLU®69; interacdes pi-alquil com os LEU154,
CYS164 e ILE29; interagdes de van der Waals com SER39, LEU105, ASP165,
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LYS52, LEU73, PHE166, ILE82, GLY32, VAL37 e LEU112. Entretanto, a
molécula teste apresentou 2 ligacdes desfavoraveis com a ALA50.

Observando o complexo dexametasona/ERK2 (Figura 9B) identificamos
ligacBes de hidrogénio com mesmos residuos de amino4cido que a molécula
testada: MET106 e ASP104, além disso com ALA50 e ILE101; ainda fez
interacdes de van der Waals com THR108, LEU155, ILE29, VAL102, GLU107,
ASP109, LEU105 e LYS112; E por fim, fez interacdes de alquil com CYS164
VAL37, LEU154, ILE82 e ALASO.

Figura 9: Interacdes entre ERK2 e o Di-MTF-A/Dexa-B em 2D e 3D
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No encaixe com o NFkB, e o Di-MTF (Figura 10A) podemos verificar a
interacdo por meio de ligacdes de hidrogénio com o residuo ASN202, ASP206 e
ASN200(A); ligacdes carbono-hidrogenio com os residuos de aminoé&cidos
GLU211, TYR205 e ASP206. A molécula teste também interagiu com o0 ASP206
através da interacdo pi-anion e fez interag6es pi-sigma e pi-alquil com ARG201,;
Observamos a presenca de interacbes de van der Waals com PHE213,
ASN200(B), SER103, ILE212, GLY207, PRO238, GLU237, HIS208 e ARG242.
Ademais, a molécula apresentou 1 ligacdo desfavoravel com THR239.

Ja a dexametasona (Figura 10B) apresentou 6 ligacbes de hidrogénio,
sendo 1 ligagédo com os residuos: GLY208 e THR292, e 2 ligagbes com cada
residuo de aminoacido: SER205 e ASP294. O farmaco controle também
demonstrou uma ligacao carbono-lidrogénio com a VAL137 e intera¢cdes de alquil
com: ARG136 e VAL137. Por fim, 0 encaixe estrutura-ligante teve interacdes de
van der Waals com HIS217, ARG295, ASP293, GLY209, LEU207 LEU133,
ILE103 e ASP291.

Figura 10: Interacdes entre NFkB e o Di-MTF-A/Dexa-B em 2D e
3D
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5.16. Predicao de propriedade farmacocinética (ADMET)

O DI-MTF foi sujeito a varias ferramentas preditivas de bioinformética para
investigar suas propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticos, examinando
parametros de absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade
(ADMET).

Com base nas caracteristicas fisico-quimicas, buscamos prever
parametros de absorc¢éo do alcaloide sintético de acordo com violagdo das cinco
regras de Lipinski, além de analisar a capacidade de atravessar a barreira
hematoencefalica. No modelo de predicdo da absor¢cdo oral, o Di-MTF
demonstrou uma boa predi¢édo para absorcéo oral de 93,27% (Tabela 2), sendo

semelhante a taxa de absorcdo oral da dexametasona, que foi de 94,83%.
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Ademais, observamos que as substancias n&o violaram nenhuma regra de
Lipinski.

Sobre a investigacdo dos parametros de lipofilicidade (WLOGP) e
polaridade (tPSA), analisamos BOILED-Egg através do SwissADME.
Verificamos que o Di-MTF possivelmente atravessa a BHE e é eliminada do
sistema nervoso central pela Glicoproteina P (Figura 10).

Moléculas
Di-MTF Dexametasona
Peso Molecular 315,368 392,47
g/mol
cLogP 2,6979 1,288
Aceptor-H 5 5
Doador-H 2 2
TPSA 59,95 80,56
%ABS 93,27 94,83

Tabela 2: Propriedades farmacocinéticas do Di-MTF

Analisamos, o possivel risco de citotoxicidade das moléculas (Di-
MTF/Dexa) pelo programa OSIRIS DataWarrior. Os resultados demonstraram
gue as moléculas ndo apresentam risco toxico nos quatro parametros avaliados:

carcinogenicidade, mutagenicidade, efeitos tdxicos e irritabilidade da pele.

6. DISCUSSAO

A inflamacao aguda em aspecto fisiopatoldgico engloba uma variedade de
eventos conduzidos por células e moléculas do sistema imunoldgico que agem
no organismo de maneira exacerbado. Em outros termos, aumentam proteinas

imunorreguladoras, quimiocinas, permeabilidade vascular e recrutamento de
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leucécitos para o local inflamado (HAN et al., 2021). Deste modo, tem sido
definido os cinco sinais cardinais da inflamacé&o: dor, calor, edema, rubor e
reparo. Entretanto, esses mecanismos, se persistirem, podem evoluir para
diversos estados doentios, tendo como exemplo a lesdo pulmonar aguda, que é
uma resposta imunoldgica do organismo, acometendo os alvéolos pulmonares
resultando em edema intersticial pulmonar, deterioragdo da complacéncia

pulmonar seguido por uma hipoxemia (WU et al., 2016; ZHANG et al., 2016).

De acordo com os estudos realizados pelo grupo de pesquisa no
laboratério de imunofarmacologia da Universidade Federal da Paraiba, os
alcaloides tetrahidroisoquinolinicos tém sido considerados marcadores quimicos
promissores para possiveis alternativas terapéuticas em processos inflamatérios
pulmonares (PACHECO DE OLIVEIRA et al., 2015a; PAIVA FERREIRA et al.,
2018, 2021; XAVIER, 2018). Com base nisso, é consideravel o estudo do novo
alcaloide sintético tetrahidroisoquinolinicos, o Di-MTF, devido seus efeitos
biologico , e a crescente busca por novas moléculas com efeito anti-inflamatorio,

gue apresente menores efeitos colaterais.

Para compreender melhor atividade farmacolégica do alcaloide inédito (Di-
MTF), preliminarmente investigamos seu possivel efeito anti-edematogénico;
seu papel na permeabilidade vascular, migracdo celular e modulacdo de
citocinas pro-inflamatorias em modelos experimentais de inflamacéo.

Para a triagem da dose farmacologica do Di-MTF, o modelo de edema de
pata induzido por carragenina foi utilizado.

O edema de pata induzido por carragenina € um evento bifasico, idade e
peso dependentes e que se desenvolve nas primeiras -6 h, seguido por uma
segunda fase (6 as 24 h), na qual varias moléculas e células auxiliam no
processo inflamatorio (NECAS; BARTOSIKOVA, 2013).

Nas primeiras 6 horas do processo, os mediadores identificados sédo os
eicosanoides (PGE>), as aminas vasoativas (histamina e serotonina), bradicinina
e 6xido nitrico (NO) (OLIVEIRA JUNIOR; PORTELLA JUNIOR; COHEN, 2016b).
Esses mediadores agem no local da inflamagé&o, promovendo o aumento da

permeabilidade vascular. Estudos demonstraram aumento nos niveis da PGE2



71

na primeira fase (até 6 h), no qual atinge o pico as 2h. Esse mediador € produzido
mediante acdo das enzimas cicloxigenases (COX), que colaboram para
manutencao dos niveis de PGEz, nos tecidos inflamados (HUANG et al., 2012).

Na segunda fase do processo (6 as 24 h), ocorre migracdo leucocitéaria,
principalmente neutréfilos, bem como os niveis de mieloperoxidase (MPO) que
sdo considerados marcadores da migracdo neutrofilica. Essas informacfes
corroboram com os estudos realizados por PHAM et al. (2023) os quais
observaram elevacéo nos niveis de MPO na fase inicial as 6 h e atingem seu
maximo as 24 h, sugerindo que a infiltracdo celular atinge o pico entre 6 e 24hs.
Em adicdo, estudos apontam que nessa fase a carragenina pode atuar sobre
NF-kB, aumentando niveis de TNF-a, IL-1B, IL-6 e COX-2, pois esses
mediadores podem permanecerem elevados até 24 horas (CALDAS DA SILVA
DANTAS VIEGAS et al., 2022).

No presente estudo, os animais desafiados, por via intraplantar com o
carragenina e tratados com as doses de 1,25 ou 2,5 mg/kg do Di-MTF
apresentaram inibicdo na formacédo do edema de pata nos tempos analisados
(1h,6h e 24h), indicando efeito anti-edematogénico. Esses dados corroboram
com os estudos de SILVA et al. (2017) que observaram que a milonina, um
alcaloide quando utilizado em modelo experimental de edema de pata induzido
por carragenina reduziu o edema. Esse efeito pode estar correlacionado com
acao sobre as células e mediadores do tecido inflamado entre eles a PGE-.

Nessa perspectiva, para a seguranca de qualquer molécula candidata a
medicamento, € farmacologicamente sugerido que varias doses de uma
substancia, ao exercerem efeito terapéutico, seja escolhido a menor dose eficaz.
Assim, a dose escolhida, neste estudo, para dar continuidade foi a de 1,25 mg/kg
do Di-MTF, pois promoveu efeito farmacoldgico eficaz e duradouro.

Considerando a atividade anti-edematogénica promovida pelo Di-MTF no
edema de pata induzida por carragenina, o préximo parametro investigado foi
seu possivel efeito sobre os mediadores que orquestram a fase inicial da reacéo
inflamatoria, tal como os eicosanoides (PGE>), cininas (bradicinina), serotonina

(5-HT) e histamina, para assim tracarmos seus mecanismos de acao.
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A prostaglandina da série E2 (PGEz) pertence a familia dos eicosanoides,
proveniente da metabolizac&o do &cido araquidénico, onde esté esterificado nas
membranas das células e é liberado para citosol por meio da PLA; (fosfolipase
A2 néo esterificada) (KOMATSU et al., 2023). No citosol sofre agao das
cicloxigenases (COXs) que catalisam duas reagdes sequenciais. Assim, a PGE>
€ gerada a partir do intermediario PGH> sob acdo da enzima PGES
(prostaglandina E sintetase) (DI DATO et al., 2020; POSADAS et al., 2004). A
producdo da PGE: é induzida principalmente por estimulos inflamatérios
associados a ativacdo COX-2, a qual desempenha fun¢bBes tais como:
vasodilatacdo, aumento da permeabilidade e dor, isso ocorre via ativacao de
seus receptores de superficie celular especifico do tipo EP(LEBENDER et al.,
2018).

Portanto, observamos que o tratamento com Di-MTF reduziu o edema de
pata induzido por PGE., de maneira semelhante a indometacina, um
reconhecido bloqueador da COX. O alcaloide Di-MTF pode estar interferindo na
acdo da PGE: via direta ao receptor EP ou na via de sinalizag&o induzida pela
PGE> necessitando, portanto, estudos adicionais para comprovar seu
mecanismo de acao.

Resultado semelhante foi descrito para fracdo do alcaloide das partes
aéreas da W. viscosissima, em que a dose de 100 mg/kg, administrada antes da
inoculacdo da PGE;, inibiu o edema de pata(CALDAS DA SILVA DANTAS
VIEGAS et al., 2022).

A bradicinina é um mediador inflamatério que esta envolvida no sistema
das cininas plasmaticas e tem acdo pro-inflamatoria, pois estabelece
vasodilatacdo, aumento da permeabilidade e alteracfes celulares. Em adicao,
sua acao € via ativacdo dos receptores B1 e B2 acopladas a proteina G nas
células endoteliais. O receptor do tipo Bl esta diretamente envolvido na
formacédo e na manutencao dos sinais cardinais da inflamacao aguda (OLIVEIRA
JUNIOR; PORTELLA JUNIOR; COHEN, 2016c). Nesse caso, a bradicinina
ligada ao receptor B1, presente no endotélio dos vasos, leva ativagéo da proteina
G (Gi/o) resultando na acdo da PLA: que leva a formacdo da PGE:, que

intensifica os sinais inflamatoérios, como na inducéo da dor e febre.
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O DIi-MTF foi capaz de reduzir a formacdo do edema induzido por Bk,
indicando que o alcaloide pode estar inibindo a Bk, impedindo sua ligagdo com
receptor B1. Corroborando com essa hipotese LEITE et al., (2016) certificaram
o efeito anti-edematogénico induzida por BK da curina, alcaloide
bisbenzilisoquinolinico da planta Chondodendron platyplylum.

A serotonina (5-HT) é um dos mediadores inflamatérios liberada no sitio
inflamado, indutora de edema. Quando liberada por células inflamatérias, a 5-HT
atua em diversos estagios do processo inflamatério, como nas alteracdes
vasculares, com aumento da permeabilidade e promove direta ou indiretamente
o recrutamento de leucocitos (RETAMAL et al., 2021). Os receptores
serotoninérgicos, tais como 5HT-1 e 5-HT3, foram descritos por estarem
associados com a modulacdo da degranulacdo de mastocitos (FLANAGAN et
al., 2019; SZABO et al., 2018). Dessa forma, este mediador atua na fase inicial
do processo inflamatério.

O pré-tratamento com o Di-MTF dos animais desafiados com a 5-HT
promoveu reducédo da formacédo do edema de pata, demonstrando que esse
efeito esta associado a inibicdo das vias de sinalizacéo induzidas por 5-HT. Ja
estudos apontados por SILVA et al. (2017) mostram que o tratamento com a
milonina ndo reduziu o edema induzido por 5-HT indicando sua néo interferéncia
nas vias de sinalizacao serotoninérgicas.

O composto 48/80 € um agente flogistico capaz de liberar seletivamente a
histamina, via degranulacdo de mastdocitos. Esse processo ocorre quando o
agente indutor é injetado no tecido conjuntivo, atravessa a membrana dos
mastacitos e ativa a proteina G do tipo Gi. Dessa maneira, forma o dimero Gi/-
BY, ativando diretamente a fosfolipase C do tipo 32, que fosforila os canais de
célcios com influxo desse ion, resultando em uma translocacao e fusdo das
vesiculas contendo histamina e consequentemente sua liberacdo (ARTHUR et
al., 2020; PATON, 1951).

A reducédo do edema induzido pelo composto 48/80 pelo Di-MTF indica que
o alcaloide esteja inibindo a degranulacdo dos mastdcitos, portanto, atuando no
estagio inicial do processo inflamatério. Estudos apontados por PACHECO DE

OLIVEIRA et al. (2015) mostram que o tratamento com o MHTP, molécula
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analoga do Di-MTF, néo reduziu a formacédo do edema induzido por composto
48/80, tornando seu analogo, o Di-MTF, uma molécula interessante nos
processos inflamatdrios regidos por mastécitos.

A histamina € uma amina biogénica derivada da histidina, presente em
seres procariotos, tecidos de animais e plantas, que medeia varios processos
fisiologicos e patoldgicos. Seus efeitos ocorrem pela sua ligacdo com seus
receptores (H1, Hz, Hs Hs) (GARCIA-GARCIA et al., 2014; HAAS et al., 2018). No
receptor Hi, presente no endotélio do vaso, a histamina ativa a proteina G do
tipo Gqg/11, propiciando um aumento de inositol trifosfato (IPs) e diacilglicerol
(DAG) intracelulares. O IP; ocasiona a liberagcdo de Ca?" intracelulares,
aumentando a concentracédo citosoélica de Ca?*. O aumento desse ion no citosol
possibilita a contracdo e separacao das células endoteliais e isso vai culminar na
formacédo do edema. Em adicéo, a ativacao do receptor H; leva a ativacao do
fator nuclear kappa B (NF-kB), o qual esta envolvido na expressao de moléculas
de adesdo e citocinas pro-inflamatérias (DIAZ NEBREDA et al., 2019;
O’MAHONY; AKDIS; AKDIS, 2011).

O pré-tratamento com o Di-MTF dos animais desafiados com histamina
nao diminuiu o edema de pata, demonstrando que o alcaloide n&o atua a nivel
de receptor de histamina, consequentemente, nao interferindo na sua via de
transducédo de sinal. PACHECO DE OLIVEIRA et al. (2015) reforcam esses
resultados e observam que o0s animais tratados com O
MHTP na dose de 2,5 mg/kg né&o inibiu a formacdo do edema induzido por
histamina.

Com base ao efeito anti-edematogénico, promovido pelo Di-MTF,
investigamos se essa atividade estaria atrelada ao extravasamento proteico e
acumulo de leucdcitos via modulacdo de proteinas imunorregulatérias, (TNF-a,
IL-1B, IL-6).

O aumento da permeabilidade vascular no local inflamado resulta no
exsudato, assim como também, no influxo de células do sistema imunoldgico,
polimorfonucleares e mononucleares (SILVA et al., 2017). O modelo
experimental de peritonite induzida por carragenina, como agente flogistico, foi

utilizado para avaliar o Di-MTF.
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A carragenina quando injetada no peritdnio de um animal desencadeia um
processo inflamatorio local que envolve a liberacdo ordenada de mediadores
como histamina, serotonina, tromboxanos, cininas, prostaglandinas, agentes
qguimiotaticos e, principalmente, os leucotrienos e o influxo de neutrofilos
(COSTA et al., 2020). A migracdo dos neutrdfilos no sitio inflamado ocorre por
fases, como marginagao e rolamento, aderéncia e processo de passagem da
célula entre células endoteliais para o local inflamado (BEZERRA RODRIGUES
DANTAS et al., 2020; SILVA et al., 2017).

O pré-tratamento com Di-MTF nos animais desafiados com a carragenina
reduziu o numero de leucdcitos peritoneais, em especial os polimorfonucleares
(neutrofilos) sem alterar o numero de células mononucleares.
Consequentemente, reduziu o extravasamento peritoneal de proteinas. Deste
modo, podemos sugerir que a molécula em estudo pode estar atuando na
inibicho da expressdo de moléculas de adesdo nos leucocitos e células
endoteliais, que consequentemente reduzem o processo de diapedese, além de
induzirem a producéo fluido proteico de fase aguda.

Pesquisa semelhante foi descrita para o tratamento oral com curina, um
alcaloide bisbenzilisoquinolinico. Como resultado, identificaram que a dose de
2,5 mg/kg reduziu o numero de leucdcitos totais e pode ser atribuida a uma
reducdo na migracédo de neutroéfilos (RIBEIRO-FILHO et al., 2019).

Para reforcar nossa hipétese, investigamos o efeito da molécula teste, Di-

MTF sobre a modulacao de citocinas pro-inflamatorias.

Observamos que no lavado peritoneal de animais tratados com Di-MTF
apresentou reducéo de TNF-a, IL1-B, IL-6, indicando seu efeito imunomodulador
em modelo experimental de peritonite. A curina, um dos alcaloides presentes na
planta Chondodendron platyphyllum também foi capaz de reduzir a producéo de
IL-6, IL-B e TNF-a em culturas de macréfagos peritoneais (RIBEIRO-FILHO et
al., 2019).

De acordo com os resultados apresentados acima podemos inferir que o

DI-MTF promoveu efeito anti-inflamatério, reduzindo a migracédo de leucocitos



76

para regido inflamada, bem como permeabilidade vascular e redugao de
citocinas pré-inflamatorias.

Para dar respaldo a atividade anti-inflamatéria do Di-MTF, optou-se por
investigar seu potencial efeito frente a doenca inflamatéria aguda estabelecida,
denominada lesao pulmonar aguda experimental.

A leséo pulmonar aguda (LPA) é uma resposta inflamatéria exacerbada do
organismo que lesiona a regido alveolar, ocasionando aumento de varios
protétipos inflamatorios, tais como: aumento da permeabilidade capilar alveolar,
aumento de fluidos proteicos (edema), acumulo de células inflamatérias
(polimorfonucleares), citocinas pré-inflamatérias e perda de tecido pulmonar
aerado (HE et al., 2021; SHAH et al., 2021).

Com o desenvolvimento da LPA ha uma intensa estimulacdo do fator
estimulador de col6nias de granuldcitos (G-CSF) na medula éssea para ampla
producédo de neutrofilos (polimorfonucleares - PMN) (ARCHANGELO, 2021).
Apobs seu processo de maturacédo, essas ceélulas efetoras migram para cavidade
pulmonar e auxiliam no agravamento da doenca, por meio da degranulacéo via
liberacdo de substancias toxicas como proteinases, citocinas, espécies reativas
de oxigénio e polipeptidios catidnicos(Yl, MIIAJG et al., 2015).

O acumulo dessas substancias nocivas provoca danos teciduais,
deteriorando a forma arquitetdénica dos alvéolos. Com isso, propicia apoptose e
necrose de células pulmonares (pneumacitos tipo | ou Il) responsaveis pela
producéo de surfactante e sintese do tecido pulmonar, causando uma deposi¢cao
da membrana hialina, consequentemente, deterioracdo da complacéncia
pulmonar (UNMENG et al., 2018).

Além do mecanismo de liberacdo de granulos, os neutrdlifilos expelem
armadilha extracelular de neutréfilos (NETS), organizado por contetdo nuclear
associado a varias proteinas(PAPAYANNOPOULOQOS, 2017). Este mecanismo
captura e inibe crescimento de patégenos. Contudo, na LPA a intensa migracdo
de neutrdfilos e liberacdo das (NETS) acontecem de forma excessiva, resultando
em dano na regido alveolar, que € caracteristica da fisiopatologia
(CAVALCANTE-SILVA et al., 2021). Deste modo, torna-se crucial busca de
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condutas farmacoldgicas para atenuar migracdo de neutréfilos para regiao
pulmonar, consequentemente reducédo do agravamento da doenca.

Em nossa pesquisa, observamos que os animais desafiados com LPS
apresentaram elevada migracdo de neutréfilos no fludo do lavado
broncoalveolar (BALF) e, o tratamento com o Di-MTF reduziu esse recrutamento,
corroborando com nossos dados histolégicos do tecido pulmonar.

Pesquisa realizada por DO NASCIMENTO XAVIER et al. (2019), em
modelo experimental de LPA, demonstrou que o alcaloide tetraidroisoquinolinico
sintético MHTP (2,5;5;10;20 mg/kg) diminuiu influxo de neutréfilos no BALF.
Diante desses dados, indicamos previamente que o Di-MTF pode atenuar o
processo inflamatorio da LPA via reducao do infiltrado de neutrdéfilos na cavidade
pulmonar.

Em paralelo, analisamos o efeito do Di-MTF sobre a migracéo de células
mononucleares (macrofagos) para regiao pulmonar. Entretanto ndo observamos
alteracao nesse perfil celular.

Os fagocitos mononucleares se formam na medula déssea, circulam no
sangue e migram para os tecidos, originando os macrofagos. Eles migram para
os tecidos por estimulos inflamatérios onde respondem a patdgenos modulando
respostas inflamatorias. Por essa razdo, sdo consideradas células nas quais
configuram uma alta plasticidade (BAHARUN et al., 2022).

Uma vez ativados, dependendo do microambiente, pode se configurar em
dois tipos celulares: M1 e M2. M1 ¢é ativacao classica, induzida por mediadores
inflamatorios, resultando em producéo e liberacdo de fatores pré-inflamatérios
TNF-a, IL-1B, IL-12, IL-23, ROS e NO. Enquanto a ativacdo dos macrofagos
reguladores M2 produzem e liberam fatores anti-inflamatérios como a IL-10 e
fator de crescimento transformador- (TGF-B)(YUAN et al., 2017).

O Di-MTF néo alterou o nimero de fagdcitos mononucleares na cavidade
pulmonar sugerindo que sua acao possa estar interligada a plasticidade, ou seja,
estimulando essas células a se configurarem para o perfil M2 que exercem efeito
de reparo tecidual e anti-inflamatoria.

O processo inflamatério gerado na LPA induz os neutréfilos e macréfagos

a liberarem mediadores inflamatérios, os quais agem no endotélio capilar,
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rompendo sua integridade, tal como aumentando permeabilidade capilar,
atrelado a saida de fluidos proteicos (ZHANG et al., 2023). Esse mecanismo
acarreta a formacdo do edema pulmonar, onde podemos mensurar via a
metodologia da razdo Umido/Seco do pulmido e a quantificacdo de fluidos
proteicos, que irdo determinar a integridade da barreira alveolar-capilar e a
extensdo do edema pulmonar.

Em nossa pesquisa, constatamos que os animais desafiados com o LPS
apresentaram aumento de fluidos proteicos pulmonar e da razdo pulmonar U/S
(Umido/Seco) e, o tratamento com o Di-MTF foi capaz de reduzir esses dois
parametros, inferindo atividade anti-edematogénica do alcaloide sintético.

Essa atividade exercida pelo Di-MTF ratifica nossos resultados expressos
anteriormente referentes a atividade anti-edematogénica em modelo de edema
de pata induzido por diversos agentes flogisticos, e o modelo peritonite
associado a quantificacdo de proteinas, em que o mesmo alcaloide deprimiu
esses dois fatores.

Para consolidar nossos achados referentes a integridade e a extenséao do
edema pulmonar na LPA, investigamos via escores semiquantitativos da leséo
histolégica do tecido pulmonar corados com H&E. Sendo assim, observamos
gue os animais com LPA apresentaram, no tecido pulmonar, infiltrado celular,
espacamento da parede alveolar (edema) e dano alveolar com presenca de
hemacias, caracterizando processo hemorragico. Contudo, o tratamento com Di-
MTF reverteu esses parametros de dano tecidual, o que corrobora com nossos
resultados obtidos do fluido do lavado broncoalveolar, referente a reducéo do
recrutamento de neutrdfilos, fluido proteico e edema.

A frente desses resultados, pode-se concluir que o Di-MTF minimiza os
parametros patolégicos da LPA induzido por LPS, atenuando a migracédo de
células inflamatérias, concentracdo de fluidos proteicos, edema pulmonar, a
partir do peso dos pulmdes, e parametros histopatoldgicos pulmonares (infiltrado
celular, edema e hemorragia).

No decorrer da evolugéo da lesdo pulmonar aguda, temos atuacao das

proteinas imunorregulatorias (TNF-a, IL-1B, IL-6 na cavidade pulmonar) que
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auxiliam na severidade da doenga desenvolvendo um estado hiper inflamatorio
(ROOT-BERNSTEIN; STAFFORD, 2021).

A citocina IL-1B é liberada apds estimulos inflamatérios como LPS no
desenvolvimento da LPA, auxiliando na manutencdo do processo inflamatorio
pulmonar e na sinalizacdo de migracdo de neutrdfilos atrelado a liberacdo de
mais citocinas. Além disso, essa citocina diferencia os linfocitos T auxiliares
(CD4+)(CAVALLI; DINARELLO, 2015; WANG et al., 2020; YE; WANG; MAO,
2020).

O TNF-a modula a resposta inflamatéria na LPA onde ocorre uma
exacerbacéo da resposta imune nos alvéolos pulmonares, esse mediador pode
atuar na disfuncdo dos canais de sodio em células epiteliais e endoteliais
pulmonares, colaborando com formagdo do edema pulmonar (OLIVEIRA
NADER et al., 2023).

Associadamente, a atuacado da IL-6 é crucial na LPA, sendo macicamente
expressa na severidade da doenca. Desenvolve varias fun¢des, como: estimula
a producéao de proteinas de fase aguda, diferencia linfocitos T auxiliares, produz
linfocitos T citotoxicos, além de estimular a sintese de mais citocinas de forma
excessiva (OLIVEIRA NADER et al., 2023; SLAATS et al., 2016; ZHU et al.,
2020). Estudos evidenciaram que os pacientes com COVID-19/SDRA em estado
severo apresentaram uma forte expressao dessa citocina (IL-6) indicando que a
IL-6 pode ser um importante marcador da lesdo pulmonar observado nessa
infeccdo viral, sendo capaz de predizer a mortalidade intra-hospitalar dos
individuos acometidos (CHANNAPPANAVAR; PERLMAN, 2017; HASANVAND,
2022; QIN et al., 2020).

Em nosso estudo verificamos aumento dos niveis de TNF-a, IL-6 e IL-1
no BALF e soro dos animais com LPA. Quando esses animais foram tratados
com o Di-MTF houve reducéo dessas citocinas no BALF. Contudo, na analise do
soro, somente o TNF-a e a IL-6 foram reduzidas. Assim, considerando a super
expressdo do TNF-a e IL-6 na LPA, o fato de que um alcaloide tem o efeito em
diminuir essas citocinas no soro nos levar a sugerir que essa molécula tem efeito

benéfico na resolucédo da LPA.
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Fundamentando nossas hipdteses, pesquisa realizada por PAIVA
FERREIRA et al. (2022) utilizando modelo experimental de LPA, identificaram
qgue a curina, um alcaloide, foi capaz de suprimir os niveis de TNF-a, IL-6 e IL-
1B no BALF.

Posto isto, sugerimos que o Di-MTF esta modulando a producdo dessas
citocinas interferido nas suas vias intracelulares de sinalizacdo, aliviando,
portanto, o desenvolvimento da LPA.

Para compreender a atuacédo do Di-MTF sobre as vias de sinalizagdo na
producdo das citocinas, investigamos, via estudos in silico (docking molecular)
seu possivel mecanismo de acao. Os alvos proteicos estudados foram: Toll-like
4 (TLR4), p38 MAPK, ERK 2 e NFkB.

As citocinas sdo produzidas e liberadas por mecanismos intracelulares,
em diversas células do sistema imune. Esse processo pode ter inicio a partir da
ligacédo do lipopolissacarideo (LPS) ao Toll-like 4 (TLR4), onde ocorrera uma
interacdo e dimerizacéo, na qual proporcionara ativacéo de diferentes proteinas
adaptadoras, como p38 MAPK e ERK. Elas irdo controlar a fosforilacdo do
inibidor do NFkB e a translocacao nuclear, para sintese e liberacéo de citocinas
pré-inflamatérias (CHEN et al., 2015; JIANG et al., 2018; LEE et al., 2017).

Em nossos estudos in silico avaliamos a energia de ligacdo entre o Di-MTF
e esses alvos proteicos e, observamos, que o resultado mais plausivel foi entre
interacdo do Di-MTF com a p38 MAPK e Toll-like 4 (TLR4), pois apresentaram
uma energia de ligacdo de -66,680 kcal/mol e -37,577 kcal/mol, respectivamente.

Em adicdo, a formacdo desse complexo (Di-MTF-MAPK p38) exibiu
ligacbes de hidrogénio, interacdes de van der Waals e interacbes do tipo pi-
cation.

Com relacéo as analises de interacdo do Di-MTF com Toll-like 4 (TLR4),
observou-se que interagiu via ligacdes carbono-hidrogénio além de fazer o
emparelhamento pi-pi com o anel da PHE121 e fez intera¢des de van der Waals
com os residuos de aminoécidos.

Portanto, propomos que os efeitos imunorregulatorios na LPA promovido
pelo Di-MTF, estejam associados a interrup¢ao das vias de sinalizacao de Toll-
like 4 (TLR4), p38 MAPK.
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Por fim, avaliamos as propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticos do
Di-MTF, examinando parametros de absorgéo, distribuicdo, metabolismo,
excregdo e toxicidade (ADMET) e identificamos que o Di-MTF néo violou as
regras de Lipinski. Em adicdo, nas andlises de lipofilicidade e polaridade,
verificamos que o Di-MTF possivelmente atravessa a BHE e é eliminada do
sistema nervoso central pela Glicoproteina P. Portanto, esses dados
pressupdem que a molécula estudada possui propriedades fisico-quimicas e
farmacocinéticos relevantes relacionado a sua absorcdo e permeabilidade em
membranas biol6gicas.

Avaliar a toxicidade de qualquer substancia candidata a medicamento é
relevante, pois pode impedir falhas no decorrer do desenvolvimento de estudos
pré-clinicos e clinicos. Por meio de metodologias computacionais, pode-se
identificar a probabilidade de o Di-MTF desenvolver efeitos toxicos. Assim, 0s
resultados demonstraram que o alcaloide ndo apresentou risco toxico nos quatro
parametros avaliados: carcinogenicidade, mutagenicidade, efeitos téxicos e
irritabilidade da pele.

Sendo assim, diante desses resultados podemos pressupor, que O
alcaloide sintético Di-MTF apresenta condi¢cdes satisfatorias, no que tange as
propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e toxicidade.

Em resumo, os nossos achados indicam que o Di-MTF apresentou
atividades imunofarmacolégicas em modelos experimentais de inflamacéo
aguda, atenuando parametros como: edema, permeabilidade vascular, migracéo
celular e citocinas proé-inflamatorias. Ademais, em estudo in slico, o alcaloide
apresentou boa interacdo com Toll-like 4 (TLR4) e p38 MAPK, além dos

parametros ADMET aceitaveis.

7. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos no presente estudo, inferimos que o
tratamento com o alcaloide tetrahidroisoquinolinico sintético Di-MTF em estados

inflamatorios experimentais apresenta:
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e Atividade anti-edematogénica, pela reducdo do edema de pata induzido
por CG, PGEZ2, Bk, 5-HT e composto 48/80.

e Atividade anti-inflamatéria reduzindo a migracdo de células
polimorfonucleares para o peritdbnio de animais desafiados com
carragenina, além de reduzir os fluidos proteicos e citocinas.

e Potencial efeito anti-inflamatério por atenuar parametros na leséo
pulmonar aguda como: migragao de células
inflamatorias; fluidos proteicos, bem como o edema pulmonar; niveis de
IL-1-B, TNF-qa, IL-6 no BALF, sendo a IL-6 e 0 TNF-a diminuidosa nivel
sistémico; com preservacdo da arquitetura alveolar reduzindo o
namerode leucocitos nos espacos alveolares.

Em nossos estudos in silico o Di-MTF apresentou condi¢des satisfatorias,
no que tange as propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e toxicidade.

Além disso, promoveu boa interacdo com Toll-like 4 (TLR4) e p38 MAPK.
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RESUMO: A inflamagdo aguda € um processo fisiologico
mediada inicialmente pela imunidade inata, cuja fungdo é a
eliminagdo de agentes nocivos e reparo de danos teciduais.
Entretanto, quando se torna persistente e duradoura, pode ser
prejudicial. Dessa forma, pesguisas em modelos animais de
inflamagao submetidos a tratamentos com moléculas bioativas
tém sido executadas buscando alternativas terapéuticas. Para
tal, & necessario utilizar farmacos de referéncia, visando
comparar os efeitos terapéuticos das novas moléculas.
Portanto, esse estudo teve como objetivo avaliar e padronizar o
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RESUMO: A lesao pulmonar aguda (LPA) é uma condigao
patolégica que antecede a sindrome do desconforto respiratério
agudo (SDRA), uma doenga pulmonar caracterizada pela
acentuada resposta inflamatéria, que danifica e compromete as
fungées dos pulmdes. Varios sdo os estudos para elucidar
potenciais alvos moleculares no manejo da LPA, porém o
arsenal terapéutico ainda se mostra deficiente. Assim, se faz
necessario o desenvolvimento de modelos experimentais que
possam mimetizar a doenga em humanos, podendo identificar
alvos importantes para o manejo terapéutico dos pacientes.
Logo, o objetivo desse trabalho foi avaliar a produgao de
citocinas  proé-inflamatérias  envolvidas no  processo
fisiopatolégico inicial da LPA. Para tal, camundongos machos
BALB/c foram desafiados com LPS (2,5 mg/kg, via intranasal).
Apds 24 horas do desafio, os animais foram eutanasiados e
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RESUMO: A lesdo pulmonar aguda (LPA) é uma patologia de
origem inflamatéria com infiltrado celular, lesao da barreira
alvéolo-capilar e edema pulmonar levando a insuficiéncia
respiratoria aguda. A complexidade dos eventos
fisiolégico/imunolégicos, dificulta a farmacoterapia especifica.
Assim, os protocolos experimentais auxiliam na avaliagdo de
parametros inflamatérios na LPA com intuito de desvendar
marcadores moleculares para desenvolver estratégias
terapéuticas na resolugao da inflamagao. Portanto, o objetivo
desse estudo foi avaliar o edema pulmonar e mecanismos
moleculares intracelulares, utilizando o modelo murinho de LPA
induzido por lipopolissacarideo (LPS) no laboratério de
Imunofarmacologia/UFPB. Para tal, camundongos BALB/c
foram desafiados com LPS e 24 h apoés os animais foram
eutanasiados e o lavado broncoalveolar (BAL) e os pulmdes
foram coletados para as andlises. Os resultados mostraram a
formagédo do edema pulmonar que, em parte, esta relacionado
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10 - Patente de Invengao (Pl)

ALCALOIDE PARA O TRATAMENTO DO PROCESSO
INFLAMATORIO NA LESAO PULMONAR AGUDA

A presente invengao refere-se ao uso do alcaloide Milonina para o
tratamento da lesao pulmonar aguda (LPA), uma patologia de origem
inflamatéria que leva a insuficiéncia respiratéria, e reivindica o seu
efeito

farmacolégico nesta doenga. A milonina apresentou efeito
antiinflamatério através de analises celulares e moleculares em
modelo

experimental de LPA induzido por lipopolissacarideo (LPS) em
camundongos e, para a predi¢ao de alvo molecular, foi realizado
estudo in

silico. Os resultados mostraram que o tratamento oral com o
alcaloide

morfinamico foram capazes de modular negativamente: o edema
pulmonar, a lesao do tecido pulmonar, a infiltragao de células
inflamatérias no pulmao e a produgao de citocinas IL-18, IL-6, TNF-a
no

lavado broncoalveolar, e apenas a IL-6 a nivel sistémico. Esse
mecanismo protetor de modulagao parece estar associado a: inibigao
das

proteinas intracelulares Akt e do fator de nuclear-¢B, que sao fatores
reguladores de genes para citocinas inflamatérias. Em adigéo,
estudos in

silico mostraram que o alcaloide formou interagoes hidrofébicas com
os

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

ao receptor Toll Like - 4.
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