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RESUMO

A LQB 118 €& uma molécula hibrida sintética pertencente ao grupo das
pterocarpanoquinonas, tendo sua estrutura baseada em dois grupos de moléculas
naturais bioativas, as naftoquinonas e os pterocarpanos. O papel imunomodulador da
LQB 118 vem sendo demonstrado pelo nosso grupo de pesquisa, no entanto, os
mecanismos de agao envolvidos ainda nao estao totalmente elucidados. Dessa forma,
0 objetivo desse trabalho foi avaliar os mecanismos envolvidos na atividade anti-
inflamatoria da LQB 118 in vitro e in vivo. Inicialmente, para os experimentos in vitro,
camundongos Swiss receberam uma injecao intraperitoneal (i.p.) de tioglicolato (4%).
Apods quatro dias, os macréfagos peritoneais foram cultivados na concentragdo de
2x10°, 5x10° ou 1,5x108 cels/pogo. As células foram tratadas com a LQB 118 (0.1 uM,
0.5 uM, 1 yuM ou 5 pM) na presenca ou auséncia do estimulo inflamatério, zimosan (0,2
mg/mL), por 40 min ou 24h. Em seguida, os sobrenadantes foram recolhidos para a
quantificagao das citocinas IL-10 e IL- 12 por ELISA e do NO pelo reagente de Griess.
Além disso, a atividade fagocitica as particulas de zimosan também foi quantificada.
Por fim, para analisar o mecanismo de acdo da molécula, as células foram incubadas
com os anticorpos anti-iNOS, anti-NFkB, anti-P-NFkB, anti-P-Akt, anti-P-mTOR,
CellRox Green e com particulas de zimosan fluorescentes e analisadas por citometria
de fluxo. O zimosan induziu aumento das citocinas e do oxido nitrico e o tratamento
com a LQB 118 foi capaz de reduzir os niveis de IL-12 (0.1 yM em 28,7%; 0.5 pM em
31%; 1 yM em 36,8% e 5 pM em 57,6%) e do NO (5 pM em 60,2%), sem interferir
nos niveis de IL-10. Além disso, a LQB 118 modulou negativamente a expressao do
NFkB total (21,7%) e fosforilado (59,4%), reduziu a capacidade fagocitica dos
macréfagos peritoneais (24,1% na placa e 64,4% por citometria de fluxo), a produgéo
de ROS (23,5%), além de reduzir os niveis de mTOR fosforilado (20,2%).
Adicionalmente, foi avaliado o efeito da LQB 118 in vivo, em modelo de peritonite
induzida por zimosan. Para isso, camundongos Swiss foram tratados via i.p. com a LQB
118 nas doses de 10 ou 20 mg/kg. Uma hora apos o tratamento, foram estimulados com
zimosan (2 mg/mL) de modo a induzir uma inflamacgé&o no periténio. Apds 4h o lavado
peritoneal foi coletado e utilizado para contagem total e diferencial de células por
microscopia Optica, para a quantificagdo das citocinas TNF-a, IL-183, IL-6 e IL-10 por
ELISA e para analise da expressdao da MAP quinase p38 por citometria de fluxo. O
zimosan, como esperado, induziu aumento da migracao de células, dos niveis das
citocinas e da fosforilagao da p38. O tratamento com a LQB 118, por sua vez, foi capaz
de reduzir o numero total de células na cavidade peritoneal (32,6% na dose de 10 mg/kg
ou 51,1% na dose 20 mg/kg) pela redugéo na migracao das células polimorfonucleares
(56,7% para 10 mg/kg ou 80,4% para 20 mg/kg). Além disso, essa molécula foi capaz
de reduzir os niveis das citocinas IL-1B (81,1% ou 78,3% para as doses de 10 mg/kg ou
20 mg/kg, respectivamente), TNF-a (56,2% na dose de 20 mg/kg) e IL-10 (71,6% na
dose de 20 mg/kg) e de modular negativamente a fosforilagdo da p38 induzida por
zimosan (51,6%). Dessa forma, esses dados demonstram os mecanismos envolvidos
na atividade anti-inflamatéria da LQB 118 e contribuem para o entendimento das
potencialidades dessa substancia em atuar em processos fisiolégicos da inflamagao.

Palavras-chave: LQB 118. Macréfagos. Fagocitose.



ABSTRACT

LQB 118 is a synthetic hybrid molecule belonging to the group of pterocarpanquinones,
with its structure based on two groups of natural bioactive molecules, naphthoquinones
and pterocarpans. The immunomodulatory role of LQB 118 has been demonstrated by
our research group, however, the mechanisms of action involved are not yet fully
elucidated. Therefore, the aim of this work was to evaluatethe mechanisms involved in
the anti-inflammatory activity of LQB 118 in vitro and in vivo. Initially, for in vitro
experiments, Swiss mice received an intraperitoneal injection of thioglycolate (4%).
After four days, peritoneal macrophages were cultured at concentrations of 2x10%, 5x10°
or 1,5x108 cells/well. The cells were treated with LQB 118 (0.1 yM, 0.5 uM, 1 uM or 5
MM) in the presence or absence of the inflammatory stimulus, zymosan (0.2 mg/mL), for
40 min or 24h. Then, supernatants were collected for the quantification of cytokines IL-
10 and IL-12 via ELISA and nitric oxide through the Griess reagent. Additionally,
phagocytic activity was assessed towards zymosan particles. Finally, in order to
examine the mechanism of action of the molecule, cells were incubated with anti-iNOS,
anti-NFkB, anti-P-NFkB, anti-P-Akt, anti-P-mTOR, CellRox Green antibodies along with
fluorescent zymosan particles and analyzed through flow cytometry. Zimosan induced
an increase in cytokines and nitric oxide, andtreatment with LQB 118 was able to reduce
the levels of IL-12 (0.1 uM by 28.7%; 0.5 pM by 31%; 1 uM by 36.8%; and 5 uM by
57.6%) and NO (5 uM by 60.2%) without interfering with IL-10 levels. In addition, LQB
118 negatively modulated the expression of total NFKB (21.7%) and phosphorylated
NFkB (59.4%), decreased the phagocytic capacity of peritoneal macrophages (24.1%
in plate and 64.4% by flow cytometry), ROS production (23.5%), and reduced levels
of phosphorylated mTOR (20.2%). Moreover, the effect of LQB 118 was evaluated in
vivo, in a zymosan-induced peritonitis model. For this, Swiss mice were treated via i.p.
with LQB 118 at doses of 10 or 20 mg/kg. One hour after treatment, they were stimulated
with zymosan (2 mg/mL) to induce peritoneal inflammation. After 4h, peritoneal lavage
was collected and used for total and differential cell counting by light microscopy, for
quantification of cytokines TNF-a, IL-1B3, IL-6, and IL-10 by ELISA, and for analysis of
MAP kinase p38 expression by flow cytometry. Zymosan, as expected, induced an
increase in cell migration, cytokine levels, and p38 phosphorylation. Treatment with LQB
118, on the other hand, reduced the total number of cells in the peritoneal cavity, by
decreasing the migration of polymorphonuclear cells. Furthermore, this molecule was
able to reduce the levels of cytokines IL-13, TNF-a, and IL-10 and negatively modulate
zymosan-induced p38 phosphorylation. Treatment with LQB 118, on the other hand,
was able to reduce the total number of cells in the peritoneal cavity (32.6% at a dose of
10 mg/kg or 51.1% at a dose of 20 mg/kg), by decreasing the migration of
polymorphonuclear cells (56.7% for 10 mg/kg or 80.4% for 20 mg/kg). Furthermore, this
molecule was capable of reducing the levels of the cytokines IL-13 (81.1% or 78.3%
for doses of 10 mg/kg or 20 mg/kg, respectively), TNF-a (56.2% at a dose of 20 mg/kg),
and IL-10 (71.6% at a dose of 20 mg/kg), and negatively modulating the phosphorylation
of p38 induced by zimosan (51.6%).Thus, these data demonstrate the mechanisms
involved in the anti- inflammatory activity of LQB 118 and contribute to the understanding
of the potentialities of this substance to act in inflammation physiological processes.

Keywords: LQB 118. Macrophages. Phagocytosis.



LISTA DE ILUSTRAGCOES

Figura 1. Estrutura quimica da LQB 118 e Seus precursores. ..............eeeeiiiiieeeeeeeeenen. 16
Figura 2. Mecanismo simplificado de produgdo do NO ..........cooviiiiiiiiiiiiiie e, 24
Figura 3. Visdo simplificada das etapas da fagocitose .............ccovvviiiiiiiiiiiiiie e 27
Figura 4. Etapas da migrag@o neutrofiliCa ..............oevviiiiiiiiie e 29
Figura 5. Resumo do protocolo de isolamento dos macréfagos peritoneais................. 39

Figura 6. Resumo do protocolo de analise da capacidade fagocitica dos macréfagos.

...................................................................................................................................... 40
Figura 7. Resumo do protocolo de cultura para quantificagao de citocinas e NO......... 41
Figura 8. Resumo do protocolo de ELISA para determinagao dos niveis das

(o3 (0T 1 - 1= PSP 43

Figura 9. Resumo do protocolo de citometria de fluxo para avaliagdo da expressao
de INOS, NFkB, P-NFKB, P-Akt € P-mTOR ........coooiiiiiii e 44

Figura 10. Resumo do protocolo para analise da capacidade fagocitica as particulas

de zimosan por citometria de fluXO ..........coooiiiiiii i 45
Figura 11. Resumo do protocolo para analise da expressdode ROS.............ccc.eee.... 46
Figura 12. Esquema do protocolo experimental de peritonite induzida por zimosan...... 47

Figura 13. Esquema representativo da estratégia de analise dos dados da citometria

o L= {1 (o T OSSP 50
Figura 14. Efeitos da LQB 118 in VItro € iN ViVO ...........ccoovvieiiiiiiieieeeeeeeeee 82
Grafico 1: Efeito da LQB 118 sobre os niveis das citocinas IL-12 e IL-10 na cultura de
MACTOfagOS PEIIONEAIS. ... ...ttt ettt e e e e e e e e e e e aeaaaeeas 52
Grafico 2: Efeito da LQB 118 sobre os niveis de 0xido Nitrico...........ccevveeeeeeiiiiiiiiiiiinnes
54

Gréfico 3: Efeito da LQB 118 na capacidade fagocitica dos macrofagos..............c........ 55
Grafico 4: Efeito da LQB 118 sobre os niveis de expressao da iNOS.............ccccoeeeeee. 57

Grafico 5: Efeito da LQB 118 sobre os niveis de expressdo de NFkB e de P-NFkB. 58

Grafico 6: Efeito da LQB 118 sobre o0s niveis de expressao de

Grafico 7: Efeito da LQB 118 sobre os niveis de expresséo de P-Akt ..........ccccceeeeeen. 62
Grafico 8: Efeito da LQB 118 sobre os niveis de expressédo de P-mTOR



Gréfico 9: Efeito da LQB 118 na migracao de leucécitos totais e diferenciais para o
[02=141 (o] a1 (o TP 66

Grafico 10: Efeito da LQB 118 nos niveis das citocinas pré e anti- inflamatorias

Grafico 11: Efeito da LQB 118 nos niveis de fosforilagio da MAPK p38



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Distribuigdo dos grupos durante cultura de macréfagos peritoneais murinos

Tabela 2. Distribuigdo dos grupos para protocolo experimental de peritonite induzida
[T0] 4T Te 1531 o [P 47
Tabela 3. Anticorpos utilizados nos protocolos experimentais ..............ccccccceeiveeeeennnnnn. 49



LISTA DE SiMBOLOS E SIGLAS

ANOVA Analise de variancia
CD69 do inglés “cluster of diferenciation 69"
CEUA Comissao de ética no uso de animais

COX-2 Ciclo-oxigenase 2

c-Myc Oncongene c-Myc

ELISA do inglés “enzyme-linked immunosorbent assay”
e.p.m. Erro padrao da média

ERK do inglés “extracellular signal — regulated kinase”

GSK3p Glicogénio sintase kinase-3-beta

IFN-y Interferon gama

ICAM-1 Molécula de adesao intercelular-1

IL Interleucina

i.p. Intraperitoneal

JNK Cinase do N-terminal c-Jun

LFA-1 Antigeno 1 associado a fungao linfocitaria
LPS Lipopolissacarideo

MAPK Proteina cinase ativada por mitdgeno
MHC Complexo principal de histocompatibilidade
NFkB Fator de transcricdo nuclear kB

NK Natural killer

NO Oxido nitrico

eNOS Oxido nitrico sintase endotelial

iNOS Oxido nitrico sintase induzivel

nNOS Oxido nitrico sintase neuronal

n Numero de animais

PAMPs Padrées moleculares associados a patdogenos
PBMC Células mononucleares do sangue periférico
PE Ficoeritrina

Pgp P-glicoproteina

PGE2 Prostaglandina E2

p38 Proteina quinase ativadora de mitégeno p38



PBS
PBST
PSGL-1
mRNA
ROS
rpm
RPMI
ROS
RDM
SFB
TCR
TLRs
TMB
TNF-a
XIAP
ZIM

Solucéo fosfato tamponado

Solucéao fosfato tamponado contendo tween
Glicoproteina ligante de P-selectina 1

RNA mensageiro

Espécies reativas de oxigénio

Rotagdo por minuto

Meio de cultura do inglés “Roswell Park Memorial
Espécies reativas de oxigénio

Reacao de desaparecimento dos macrofagos
Soro fetal bovino

Receptor de células T

Receptores do tipo Toll (Toll-like)
Tetrametilbenzidina

Fator de necrose tumoral a

Inibidor da proteina de apoptose ligada ao X

Zimosan



SUMARIO

I R T0] 51016710 TR 15
1 INTRODUGAOD ...ttt te e aeete e e seeene e 16
I T T B e PP PP PPPPPPRPPRNt 16
1.1.1 Atividades bioldgicas da LQB 118 .......ouuiiiiiiie e 17
72 [ = T = To= Lo SRR 20
1.2.1 As citocinas e o0 6xido nitrico como mediadores da inflamagao......................... 22
1.2.2 O papel dos macrofagos nainflamagao ..........oooevveiiiiii i 25
1.2.3 Os neutrdéfilos no processo inflamatdrio...........cooooviiiii i 28
JU S T I AT IV A e e e e e e e e e e e e et et e e e e e e e eeeeeeeeeesannes 32
2. JUSTIFICATIVA DO TRABALHO ... 33
OBUETIVOS . ..o e e e e e e e e e e ettt a e e e e e e eaaaes 34
O 1= N 1 IV 1 PSSR 35
3.1 ODJELVO GEIAL ....coveieeeeee e 35
3.2 ODbjetivos €SPECITICOS .....uuuiiiiiiiiic e 35
3.2.1 In vitro, em macréfagos peritoneais MUriNOS ..........cuveiviiviiiiiiie e 35
3.2.2 In vivo, em modelo de peritonite induzida por zimosan............ccooeevveiiiiieeeeennnnn. 35
METODOLOGIA ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaes 36
4. METODOLOGIA ...t e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaees 37
R Y T = SRR 37
4.2 Obtencao e preparo da LQB 118........i i 37
4.3 EXPerimentos iN VITFO ........ooeiiiie e 38
4.3.1 Tratamento com a LQB 118 para os testes in VIitro.............oooevviiiiiiiiiiinee, 38
4.3.2 Obtencéo e cultura de macrofagos peritoneais ...........occovvvveeeeeveiiiicee e, 38
4.3.3 Cultura de macréfagos para analise da capacidade fagocitica as particulas de
40 01057 o 39
4.3.4 Cultura de macrofagos para quantificagdo dos niveis de IL-10, IL-12 e NO....... 40
4.3.5 Quantificagdo dos niveis de NO ..........iii i 41
4.3.6 Quantificagado dos niveis das citocinas IL-10 e IL-12 ..........ooriiiiiiiiiiiie e 42
4.3.7 Analise da expressao de iINOS, NFkB, p-NFkB, P-Akt e P-mTOR ..........cc.ceeennne. 43

4.3.8 Analise da capacidade fagocitica as particulas de zimosan por citometria de fluxo



4.3.9 Analise da expressao de ROS .........ooooiiiiiiiiie e 45
4.4 EXPErimentOS iN VIVO ......oiiiiiiieiee et e et e e e e e et e e e e e eeann e e e eeeees 46
4.4.1 Tratamento com a LQB 118 para os testes in VivO ..........ccoovvviiiiiiiiiciiiiiee e 46
4.4.2 Peritonite induzida por ZIMOSaN ..........cooiiiiiiiiiie e 47
4.4.3 Coleta e contagem total de células do lavado peritoneal ................ceiiiiiinnnnnnn. 48
4.4.4 Contagem diferencial de células do lavado peritoneal.............cccceviiiiiniiennn. 48
4.4.5 Determinacgdo dos niveis das citocinas TNF-a, IL-1B, IL-6 € IL-10........cccvreeeennnne. 48
4.4.6 Analise da fosforilacdo da MAPK P38 ..o 49
4.5 Anticorpos MONOCIONAIS .........uuiiiiiiieeiie e 49
4.6 Aquisicao e analise de dados da citometria de fluxo ..........ccccoeeeeviiiiiieiiien e, 49
4.7 ANalise estatitiCa..........uiii i 50
RESULTADOS ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e eeaeesaasaaa s nnnsnnsbesnsreneeseenees 51
5. RESULTADOS ... .ottt ettt e e e e e e e aaaaaaaaaeas 52
5.1 Avaliagdo do efeito anti-inflamatério daLQB 118 in vitro.........ccoeevveiiiiiiiiei 52
5.1.1 Niveis das citocinas IL-12 e IL-10 no sobrenadante da cultura de macroéfagos
peritoneais estimulados POr ZIMOSAN.........coiiiiiiiiii e e e e eeees 52
5.1.2 Producédo de éxido nitrico na cultura de macréfagos peritoneais estimulados
o1 g 1 0 1< T= T o PSPPI 53
5.1.3 Capacidade fagocitica dos macrofagos as particulas de zimosan..................... 54
5.1.4 Niveis de expresséo da enzima iINOS em macréfagos peritoneais estimulados por
4] 1 410 1ST= 1 o PSP 56
5.1.5 Niveis de expressdo de NFkB e de P-NFkB em macrofagos peritoneais
estimulados POr ZIMOSAN.........coiu e e e e 58
5.1.6 Niveis de ROS em macrdéfagos peritoneais estimulados por zimosan .............. 60

5.1.7 Niveis de expressdao de P-Akt em macroéfagos peritoneais estimulados por
4] 0o o T=1 o VU 62

5.1.8 Niveis de expressdao de P-mTOR em macrofagos peritoneais estimulados por

4110 1= o SRR 63
5.2 Avaliacao do efeito anti-inflamatério da LQB 118 in Vivo ..., 65
5.2.1 Efeito da LQB 118 na migragao de células para o periténio ...............cccccvvnnnnnn. 65
5.2.2 Efeito da LQB 118 nos niveis das citocinas IL-13, TNF-a, IL-6 e IL-10 noperit6r61io
...................................................................................................................................... 7



DISCUSSAD ...ttt ettt ettt ettt ettt b e ene et se e 72

B. DISCUSSAOD ... .ottt te et te e ere e te e 73
(070N [07 I U 17X @ 1RSSR 81
7. CONCLUSAOD ...ttt te s 82
REFERENCIAS ..ottt 83
8. REFERENCIAS ...ttt ettt 84
ANEXOS ..ot e e e e e —— e e e e e e e b aar e e e e e anraeaaeeaan 100
ANEXO A — Certidao de aprovacdo do projeto emitido pelo Comité de Etica no Uso
de ANIMAIS (CEUA) ..o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aneaesnannaes 101
ANEXO B - Artigo referente a parte da tese publicado na revista International
Immunopharmacology (Fator de impacto: 5.714), 2018 ..., 102
ANEXO C — Artigos publicados durante o doutorado (colaboragées).............cc......... 103
ANEXO D — Comprovantes de depdsitos de patentes.............coooovccciiiiiiiieieeeee e, 113
ANEXO E — Artigo submetido a publicagao (colaboragao)............cccceeeevveeeennnnnnn.. 116

ANEXO F — Parecer do pedido de patente submetido a [INOVA-



15

INTRODUCAO



16

1. INTRODUGAO
1.1 LQB 118

A LQB 118 é classificada como uma pterocarpanoquinona, uma molécula hibrida
sintética resultante da unido de dois grupos de moléculas bioativas: os pterocarpanos
e as naftoquinonas. A LQB 118 tem a sua estrutura quimica baseada no lapacol, uma
naftoquinona, conservando a funcdo quinona presente nesta substéncia, e no
pterocarpano LQB 79, conservando seus anéis C, D e E, sendo obtida através do
processo de hibridizacao molecular (Figura 1) (NETTO et al., 2010).

Figura 1. Estrutura quimica da LQB 118 e seus precursores.
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Fonte: Modificado de SALUSTIANO et al., 2016

Os pterocarpanos sdo metabdlitos secundarios, mais precisamente pertencentes
ao grupo dos isoflavondides, produzidos principalmente por plantas da familia
Leguminosae (DIXON; SUMMER, 2003). As quinonas, por sua vez, sdo moléculas
distribuidas amplamente na natureza e que apresentam importantes e diversificadas
funcdes, tais como participacao na respiracao celular, na fotossintese e em processos
de coagulacdao (CONKLIN, 2005). Tanto os pterocarpanos como as quinonas
apresentam varias atividades bioldgicas relatadas, incluindo atividade antioxidante,
antidiabética, anticancer e também atividade anti-inflamatéria em diferentes modelos
(AHMED et al., 2020; CHAE et al., 2016; KIM et al., 2011; KOBAYASHI et al., 2011;



17

KRUK et al., 2005; LEE et al., 2015; MIADOKOVA, 2009).

A pterocarpanoquinona LQB 118 teve sua estrutura quimica planejada e foi
sintetizada sob a coordenacao do Professor Titular Dr. Paulo Roberto Ribeiro Costado
Laboratério de Quimica Bio-organica do Instituto de Pesquisas de Produtos Naturais da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Desde entdo, varios estudos vém
sendo realizados com essa molécula, demonstrando que a LQB 118 possui varias
atividades biologicas (BUARQUE et al., 2011; RICA et al., 2016).

1.1.1 Atividades biolégicas da LQB 118

Um dos primeiros trabalhos utilizando a LQB 118 foi desenvolvido em 2010, onde
foi descrito o processo de sintese de varias pterocarpanoquinas, incluindo a LQB 118,
a atividade antineoplasica em linhagens de células tumorais e a modulagao do TNF-a
em células mononucleares do sangue periférico. Desde entdo, outros estudos tém
sido feitos avaliando principalmente a capacidade da LQB 118 em interferir na
viabilidade de células tumorais, na infeccao por Leishmania e, mais recentemente, no
sistema imunoldgico, abordando, principalmente, o seu efeito anti-inflamatorio.

Foi demonstrado que a LQB 118 apresenta efeito antineoplasico em varias
linhagens de células tumorais humanas, incluindo HL-60, K562, K562-Lucena, Jurkat
e Daudi, que sao células leucémicas com diferentes caracteristicas, e GLC-4 e A549,
que sao células de cancer de pulmdo de pequenas e nao pequenas células,
respectivamente. Em oposi¢cdo, apresentou baixa toxicidade /n vitro para células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) de doadores normais, sugerindo que o
composto é biosseletivo. Além disso, PBMC estimuladas com lipopolissacarideo (LPS),
uma endotoxina de bactérias gram-negativas, produziram niveis aumentados da
citocina TNF-a, o que foi revertido pelo tratamento com a LQB 118 em diferentes
concentragcdes (NETTO et al., 2010).

Em K562 (linhagem de leucemia mieloide crénica sensivel a quimioterapicos) e
K562-Lucena (linhagem de leucemia mieloide crdnica resistente a quimioterapicos), foi
obervado que a LQB 118 induz apoptose, o que € resultante do aumento da
externalizagado de fosfatidilserina e dos niveis da caspase-3 (MAIA et al., 2011), uma
caspase efetora comumente envolvida na execugdo da apoptose em varios tipos
celulares (ZORNING et al., 2001). Vale destacar que ambas as linhagens

superexpressam proteinas inibidoras da apoptose, tais como a survivina e XIAP, o que
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torna a LQB 118 uma molécula ainda mais promissora. Além disso, na presencga dessa
molécula, os transportadores de efluxo de drogas P-glicoproteina (Pgp) foram inibidos.
Neste mesmo trabalho, também foi observado que o composto foi capaz de induzir
apoptose em amostras obtidas de pacientes com leucemia mieloide cronica (MAIA et
al., 2011). Outro trabalho recente demonstrou que a LQB 118 também induz apoptose,
reducao da viabilidade celular e diminuicdo da expressdo de XIAP em linhagem de
células de leucemia mieloide aguda resistente a citarabina (HL-60R) (HANCIO et al.,
2021).

O processo apoptotico também pode ser induzido por altos niveis de calcio (Ca2+)
dentro da célula (DOLAI et al., 2011; SUN et al., 2011). Foi observado emK562 e Jurkat
(linhagem leucémica de células T) um aumento na concentracao intracelular desse ion
na presencga da LQB 118 em todas as concentragdes utilizadas. Além disso, em ambas
as linhagens foram observadas a ativacdo da caspase-12, indicando estresse do
reticulo endoplasmatico nessas células, o que pode induzir morte celular por apoptose
mediante ativacao de varios mecanismos, como a fosforilacdo de MAPKs e a ativacao
de caspases efetoras (caspase-7) (BREDESEN et al., 2004; LIEN et al., 2008). A
ativacdo da caspase-12, por sua vez, pode levar a ativagao da caspase-9, o que também
foi observado mediante tratamento com o composto (BACELAR et al., 2013).

O tratamento com a LQB 118 também reduziu a viabilidade celular em linhagem
de células de cancer de préstata (PC3), de uma maneira dependente da concentragao,
além de inibir o processo de proliferacdo destas células. Isto pode estar relacionado a
capacidade dessa molécula de induzir parada no ciclo celular na fase S e G2/M.
Adicionalmente, avaliando os niveis de expressao dos mRNA para c-Myc e as ciclinas
D1 e B1, que sao importantes reguladores da progressao do ciclo celular, pode-se
observar que estes tiveram a expressdo reduzida mediante o tratamento com o
composto. Além disso, os niveis de expressao tanto do mRNA como da proteina P21
(reguladora da progressao do ciclo da fase G1 para S) estavam aumentados. Todos
estes fatores culminam com a morte programada da célula, o que de fato foi observado
na presenca da LQB 118 (MARTINO et al., 2014). Essa molécula também foi capaz
de modular a localizagdo e a expressao de fatores de transcricdo como FoxO3a e
FoxM1 em linhagens de leucemia mieloide aguda (HL-60 e U937) (DE MORAES et
al., 2014), os quais sao importantes por mediar efeitos citotoxicos e citostaticos de varias

drogas quimioterapicas (WILSON et al., 2011). Adicionalmente, um estudo
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recente revelou que a LQB 118 prejudica a migragao e a invasao de células de cancer
de préstata pela reducéo da capacidade de adesao celular, além de reduzir os niveis de
metaloproteinase 9 (MMP-9) e a fosforilagdo da quinase Akt e de GSK3[, moléculas
relacionadas com a progressao da doenca (MARTINO et al., 2023).

Em cultura de células tridimensionais e em monocamada de glioblastoma humano,
a LQB 118 reduziu a viabilidade celular, promovendo apoptose em monocamada de
células resistentes a temozolomida e nos modelos de cultura 3D inibindo a migragao
celular. Além disso, o tratamento com essa molécula reduziu a expresséo e fosforilacao
de Akt e p38, enquanto reduziu apenas a fosforilagdo de ERK1/2. A LQB 118 também
demonstrou um efeito adicional em combinagao com a radiacao ionizante e a cisplatina,
duas terapias antineoplasicas conhecidas e muito utilizadas (BRNARDO et al., 2020).

Em EAC e B16F10, linhagens de tumores murinos, o tratamento com a LQB 118
também induziu apoptose, além de apresentar efeito sinérgico com a rapamicina, um
promotor de autofagia. /n vivo, o tratamento de camundongos C57BL/6 com este
composto foi capaz de reduzir o crescimento do melanoma B16F 10, assim como o Erlich
sélido e melhorar efeitos colaterais como a perda de peso e a queda de pelos nos
animais (SALUSTIANO et al., 2016). Além disso, a administragdo de LQB 118 naoteve
efeito toxico em células da medula éssea de animais saudaveis (DE MORAES et al.,
2014).

Outros estudos tém relatado os efeitos da LQB 118 nas infec¢des por Leishmania
amazonensis e Leishmania braziliensis, onde foi observado que o tratamento com a
LQB 118 foi capaz de reduzir a taxa de infeccdo de macrofagos /n vitro por estes
parasitas. /n vivo, quando administrada oral, subcutanea ou intraperitonealmente em
camundongos BALB/c e hamsters, essa molécula controlou as lesbes e reduziu
efetivamente a carga parasitaria, sem alterar os marcadores sorolégicos de toxicidade.
Adicionalmente, a LQB 118 levou ao estresse oxidativo, induzindo a geragdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e induziu alteracbées morfoldgicas tipicas da
apoptose, como despolarizagdo da membrana mitocondrial e fragmentacdo do DNA
(COSTA et al., 2014; CUNHA-JUNIOR et al., 2011; RIBEIRO et al., 2013). Avaliando a
toxicidade e a eficacia terapéutica da LQB 118 em leishmaniose visceral experimental,
doencga causada pela espécie Leishmania chagasi, Cunha-Junior e colaboradores
(2016) observaram que o tratamento com a molécula inibiu o crescimento do parasita
e diminuiu a carga parasitaria, assim como inibiu a hepatoesplenomegalia nos

animais.
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Além disso, nao houve alteracoes relevantes nos parametros clinicos,
hematolégicos, bioquimicos e histolégicos avaliados, demonstrando que o tratamento
com a LQB 118 foi eficaz neste modelo.

Abordando o sistema imunoldgico, Salustiano e colaboradores (2016) avaliaram
os efeitos citotoxicos da LQB 118 no sistema imune de camundongos, onde o
tratamento com a molécula ndo causou alteragdes significativas no peso ou celularidade
da medula éssea, timo, bago, linfonodos axilares, principais 6rgaos do sistema
imunologico, independente da idade dos animais e do tempo de tratamento empregado.

Além da capacidade em reduzir os niveis de TNF-a em PBMC estimuladas com
LPS, mais tarde, também foi reportado que a LQB 118 possui efeito anti-inflamatério em
modelo de inflamagao pulmonar induzida por LPS, onde o tratamento de camundongos
C57BL\6 com a molécula em diferentes doses (1, 10 e 100 mg/kg) reduziu o infiltrado
de neutrdfilos, os niveis de mediadores pro-inflamatoérios como a citocina TNF-a e a
quimiocina CXCL1, além dos niveis de ativacdo do NF-kB, um importante fator de
transcricao relacionado com a producao de diversos mediadores (RICA et al., 2016).

Adicionalmente, dados recentes do nosso grupo demonstraram que o tratamento
com a LQB 118 em diferentes concentragdes € capaz de reduzir os niveis das citocinas
pré-inflamatérias TNF-a, L-1B e IL-6, os niveis de expressao do receptor TLR2, da
molécula de ativacdo CD69 e a fosforilagdo da MAPK p38, além de ndo apresentar
citotoxicidade em macrofagos peritoneais estimulados ou n&o por zimosan nas
concentragdes avaliadas. Esses resultados corroboram o potencial anti-inflamatério da
LQB 118, no entanto, ainda pouco se sabe sobre os mecanismos de acao envolvidos

no efeito dessa molécula /n vitro e in vivo (LIMA et al., 2020).

1.2 Inflamagao

A inflamacao € uma resposta fisioldgica do sistema imune, o qual é formado por
uma complexa rede de células e moléculas, a estimulos lesivos ou prejudiciais, como
a presenca de microrganismos patogénicos, danos celulares, substancias toxicas e
estresse metabolico (WILSON; TRUMPP, 2006; ANTONELLI; KUSHNER, 2017). Em
condicbes normais, essa resposta elimina os estimulos danosos e promove o
restabelecimento da homeostase perdida (NATHAN; DING, 2010). Existem 5 sinais
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caracteristicos (ou cardinais) na inflamacao: a dor, que resulta da estimulacdao das
terminagdes nervosas por mediadores; o edema, que resulta do acumulo de leucdcitos
no sitio inflamado e do aumento do fluido intersticial; o calor e o rubor (ou vermelhidao),
que sao resultantes da vasodilatagio; e a perda da fungao, que é resultado da inibigdo
do reflexo muscular e do rompimento da estrutura do tecido (SEDGWICK; LEES,
1986;SCOTT et al., 2004; ALLER et al., 2007; SERHAN, 2010).

Didaticamente, a inflamacédo pode ser dividida em fase aguda e fase cronica
(WEISS, 2008). A fase aguda caracteriza-se por ser de curta duracdo (no maximo
alguns dias) e desencadeada por diferentes estimulos, como infeccbes e lesdes
teciduais (RAl; AGRAWAL, 2017; RAJAEE; BARNETT; CHEADLE, 2018). Nessa fase,
as células residentes no local inflamado, como macrofagos e células dendriticas
produzem varios mediadores soluveis, como as citocinas, os radicais livres, as
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, as quimiocinas, dentre outros, iniciando uma
série de eventos complexos e coordenados que levam a varias mudancgas moleculares,
celulares e fisioldgicas (BUCKLEY et al., 2015; FULLERTON; GILROY, 2016).

As principais alteragdes envolvidas na fase aguda sao as vasculares, ocorrendo
vasodilatacdo, exsudacado de liquido plasmatico rico em proteinas e ativacdo do
endotélio, que passa a expressar mais moléculas de adesao celular, o que favorece a
migracdo de leucécitos (principalmente polimorfonucleares) do sangue para o sitio
inflamado (POBER, 2007; SESSA, 2007; NOURSHARGH; ALON, 2014
KAMERITSCH; RENKAWITZ, 2020). Os leucdcitos polimorfonucleares mais
abundantes nessa fase sao os neutrofilos, as primeiras células a migrarem para o sitio
inflamado, onde utilizam diferentes mecanismos na tentativa de eliminar o agente lesivo
e restabelecer a homeostase perdida (NATHAN, 2006; APPELBERG, 2007; OLIVEIRA,;
ROSOWSKI; HUTTENLOCHER, 2016; CASTANHEIRA; KUBES, 2019). Os principais
mecanismos efetores sdo a producao de citocinas, de espécies reativas de oxigénio
e de armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETs) (CURI et al., 2020).

Quando o processo de eliminacdo do estimulo lesivo ocorre de maneira
satisfatoria ou quando este se esgota, a resposta inflamatéria aguda é prontamente
resolvida, ocorrendo o restabelecimento da homeostase perdida e um processo de
cicatrizagdo. No entanto, se os mecanismos imunologicos ndo conseguem fazer essa

eliminacao e o estimulo persiste, a inflamagao pode se tornar cronica (HEADLAND;
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NORLING, 2015; ROCK et al., 2010; ZHONG; SHI, 2019). A inflamacao crénica, por sua
vez, se caracteriza por apresentar duragao mais longa (pode durar anos) e um infiltrado
leucocitario constituido por uma mistura de células mononucleares, principalmente
macrofagos e linfocitos (FUJIWARA; KOBAYASHI, 2005). Além disso, outras
caracteristicas diferenciais da fase crénica sdo a angiogénese (proliferagdo de novos
vasos sanguineos), fibrose e necrose tecidual (SHERWOOD; TOLIVER- KINSKY,
2004). Essa divisdo do processo inflamatério em fases € apenas didatica, visto que a

progressao da inflamag¢ao combina eventos presentes nas duas fases.

1.2.1 As citocinas e o 6xido nitrico como mediadores da inflamagao

Varios tipos de células participam da resposta inflamatoria. Estas produzem uma
infinidade de substancias que medeiam a inflamacao de varias formas distintas e
através de mecanismos diferentes (ABDULKHALEQ et al., 2018). As citocinas sao
pequenas proteinas produzidas por varios tipos celulares, como neutrofilos e
macrofagos, que podem atuar na mesma célula que a produziu (agao autocrina), em
células vizinhas (acdo paracrina) ou em células distantes (agdo enddcrina)
(BERRAONDO et al., 2019; CHAPLIN, 2010). Determinadas citocinas atuam
estimulando a resposta inflamatdria, sendo, portanto, denominadas, de citocinas proé-
inflamatorias; outras atuam a suprimindo e sdo denominadas de citocinas anti-
inflamatérias (DINARELLO, 2007; SOMMER; WHITE, 2010).

O Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) foi inicialmente caracterizado pela sua
capacidade de induzir necrose em tumores (CARSWELL et al., 1975). Essa citocina é
produzida tanto por células mononucleares como por polimorfonucleares e exerce
potentes efeitos inflamatérios como a indugédo da febre por sua agéo no hipotalamo,
aumento na sintese de proteina C reativa e outros mediadores no figado, estimula a
expressao de moléculas de adesao no endotélio, aumenta a permeabilidade vascular
e facilita a infiltracdo de neutrdéfilos, mondcitos e linfécitos para sitios inflamados (EL
ALWANI et al., 2006; GRIFFIN et al., 2012; SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004).
O TNF-a é uma citocina que estda amplamente relacionada com o desenvolvimento e
manutengdo de varias condi¢cdes patoldgicas, como a artrite reumatoide, psoriase,
cancer, asma, COVID-19, dentre outras (MONTAZERSAHEB etal., 2022; PROPPER,;
BALKWILL, 2022; SOZZANI et al., 2014).

A interleucina 1 B (IL-1B) € uma das citocinas primeiro descritas, sendo produzida
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por células imunologicas, como fagdcitos mononucleares ativados e neutréfilos, e por
células nao imunoldgicas, como células endoteliais e fibroblastos, e sua funcao
primordial é coordenar os eventos pré-inflamatorios. Além disso, essa citocina esta
entre 0s mais importantes marcadores de indugcdo da resposta inflamatéria
(DINARELLO; GOLDIN; WOLFF, 1974, FERRERO-MILIANI et al., 2006; GALOZZI et
al., 2021). A IL-1B tem uma acgao bastante ampla, agindo sobre varios tipos celulares,
induzindo a producao de moléculas de adeséao pelas células endoteliais (favorecendo a
migracao de células para o sitio da inflamacao), de IL-17 por linfécitos T diferenciados,
de Ooxido nitrico (ativando a enzima NO sintetase), o aumento da expressdo de
ciclooxigenase-2 (COX-2), a sintese de proteinas de fase aguda pelo figado e a
elevacdo da temperatura corporal por sua agcao no hipotalamo (DINARELLO, 2018;
WITKAMP; MONSHOUWER, 2000; YAZDI; GHORESCHI, 2016).

A interleucina 6 (IL-6) age em muitos tipos celulares e possui diferentes e
importantes agées (UCIECHOWSKI; DEMPKE, 2020). Essa citocina € produzida por
quase todas as células imunoldgicas, em especial mondcitos e macrofagos, e possui
efeitos locais e sistémicos, como a promog¢ao da maturagao de macréfagos, proliferacao
de linfocitos B produtores de anticorpos, ativagdo de neutrdfilos, inducao da sintese de
mediadores inflamatorios hepaticos (como por exemplo, a proteina C reativa) e age no
hipotalamo causando a febre (HUNTER; JONES, 2015; LIN; CALVANO; LOWRY, 2000;
SOMMER; WHITE, 2010). Devido a ampla gama de fungbes que a IL-6 possui, seus
niveis sistémicos estdo relacionados com a gravidade de doencgas, como diabetes,
obesidade e varios tipos de céncer (DMITRIEVA et al., 2016).

A interleucina 12 (IL-12) é uma citocina produzida, principalmente, por células
apresentadoras de antigenos ou fagociticas (mondcitos/macrofagos e células
dendriticas), que possui capacidade de estimular células da imunidade inata e
adaptativa (D’ANDREA et al., 1992; LIU et al., 2005; MACATONIA et al., 1995). Essa
citocina é secretada em resposta a infec¢ao por patdgenos e atua induzindo a producao
de IFN-y em células NK, o que aumenta sua citotoxicidade; a diferenciacdo de células
T CD4* em efetoras Th1; ativando diretamente células T CD8*, aumentando seu
potencial citolitico através da sintese de granzimas e perforinas; estimulando a
producdo de imunoglobulinas citotoxicas por células B (GUO et al., 2019;
KOBAYASHI et al., 1989; LIU et al., 2005). Além disso, o IFN-y produzido a partir do

estimulo da IL-12 aumenta a capacidade fagocitica e a atividade bactericida dos
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macrofagos (MASUDA et al., 2010).

A interleucina 10 (IL-10), diferente das demais citocinas citadas anteriormente, é
responsavel por potentes efeitos anti-inflamatorios e imunossupressores, sendo uma
das mais importantes na regulacdo da dindmica da resposta inflamatdria
(FIORENTINO; BOND; MOSMANN, 1989; IYER; CHENG, 2013). Os receptores da IL-
10 estao expressos amplamente entre os leucécitos, por isso sua acao anti- inflamatoria
pode se estender a diversos tipos celulares (BURMEISTER; MARRIOTT, 2018;
MOORE et al., 2001; WOLK et al., 2002). Essa citocina age suprimindo a producgao de
citocinas pré-inflamatérias, como a IL-12 e TNF-a, e de moléculas relacionadas com a
ativacdo de linfécitos e apresentacdo de antigenos (MOORE et al., 2001).
Adicionalmente, impede a ativacdao de polimorfonucleares, a producéo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), a inducdo de moléculas de adesao e suprime a enzima
ciclo-oxigenase 2 (COX-2) (HUET et al., 2013; MARTIRE-GRECO et al., 2013). Apesar
da IL-10 ser produzida por muitas células imunolégicas, esta € uma citocina chave
secretada pelos macrofagos nas fases de reparagao e remodelagao tecidual, limitando
danos causados por respostas inflamatérias exacerbadas (JUNG et al.,, 2017,
NOVAK, 2013; KOH, 2013). Por suas fungdes imunossupressoras, desordens na
producao de IL-10 podem aumentar o risco de desenvolvimento de muitas doencas
autoimunes (IYER, 2013; CHENG, 2013).

Além das citocinas, o 6xido nitrico (NO) é outro importante mediador inflamataério.
O NO é um radical livre produzido a partir da conversao da arginina em L-citrulina
pelas enzimas denominadas sintases do oxido nitrico (NOS) (CINELLI et al., 2020)
(Figura 2).

Figura 2. Mecanismo simplificado de produgéo do NO.
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Existem trés isoformas de NOS: a éxido nitrico sintase endotelial (eNOS), a 6xido
nitrico sintase neuronal (nNNOS) e a o&xido nitrico sintase induzivel (iNOS)
(TENOPOULOU, 2020; DOULIAS, 2020). Dentre elas, a INOS é a responsavel pela
producao do NO durante o processo inflamatério, sendo expressa, principalmente, em
macréfagos ativados (BOGDAN, 2015; MACMICKING, 1997; XIE, 1997; NATHAN,
1997). Uma diversidade de estimulos podem promover a expressado de iNOS, a
exemplo do zimosan e de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a e IL-18 (AJUEBOR
et al., 1998; GUHRING et al., 2001; MACMICKING, 1997; XIE, 1997; NATHAN, 1997;
CINELLI et al., 2020).

O NO é um dos mediadores capazes de aumentar a atividade citotéxica dos
macrofagos, contribuindo para a eliminagdo de microrganismos patogénicos
(CHAKRAVORTTY, 2003; HENSEL, 2003). No entanto, por se tratar de um gas, se
difunde livremente pelas membranas celulares e tem efeitos vasculares, ocasionando
vasodilatagdo e aumento da permeabilidade vascular (CLANCY; ABRAMSON, 1995).
Outro efeito, quando em altas concentracdes, € sua associacdo ao superoxido para
formar peroxinitrito, o que pode gerar danos ao DNA e a respiragdo mitocondrial,
contribuindo para o seu efeito citotoxico (CHANNON, 2002; GUZIK, 2002; GUZIK
et al., 2002; ISCHIROPOULOS, 1995; AL-MEHDI, 1995). Além disso, o NO pode atuar
em muitas proteinas relacionadas a vias de sinalizagao essenciais para sobrevivéncia
celular, como p38, ERK, JAK/STAT e NF-kB (BROWNING et al., 2000; CASTELLANO,
2000; ERCOLESI, 2000; PALUMBO, 2014; DORONZO et al., 2011).

1.2.2 O papel dos macréfagos na inflamagao

Os macrofagos séo células pertencentes a familia dos fagocitos mononucleares
e tém sua origem na medula éssea, se distribuindo nos tecidos linfoides e nao linfoides
por todo o corpo e exercem diferentes fungbes, como fagocitose, apresentacéo de
antigeno e imunomodulacédo, participando de respostas imunes inatas e adaptativas
e da manutengdao da homeostase nos tecidos (GORDON, 2003; POLLARD, 2009;
GORDON, 2017; PLUDDEMANN, 2017; ZHANG, 2021; YANG, 2021; ERICSSON,
2021). Desde a primeira identificacao destas células por Metchnikoff em 1892 houve

varias tentativas de classificagdo dos fagocitos mononucleares. Atualmente, eles
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podem ser classificados em trés tipos celulares: os mondcitos sanguineos, macrofagos
teciduais e macréfagos teciduais residentes de vida longa (HUME, 2019; IRVINE, 2019;
PRIDANS, 2019; MCGRATH, 2015; FRAME, 2015; PALIS, 2015).

Na homeostase em adultos e durante as reagdes inflamatdrias, os macrofagos
teciduais derivam de mondcitos sanguineos que amadurecem na medula éssea e
migram para os tecidos extravasculares, onde amadurecem ainda mais para formar
macrofagos (DAVIES; TAYLOR, 2015; OKABE; MEDZHITOV, 2016). Ja os
macrofagos teciduais residentes de vida longa, como as células da micréglia (cérebro),
as células de Kupffer (figado), os osteoclatos (tecido 6sseo), as células de Langerhans
(epiderme) e os macrofagos alveolares (pulmao), se originam a partir de precursores
presentes no saco vitelinico, no figado fetal e no bago durante o desenvolvimento
inicial e sdo mantidos por autorrenovagcdo (EPELMAN; LAVINE; RANDOLPH, 2014;
GINHOUX; GUILLIAMS, 2016).

Os macrofagos sao células que apresentam consideravel plasticidade a depender
dos sinais do ambiente extracelular, como dieta e citocinas, mudando constantemente
seu estado funcional (LIU et al., 2019; SARVARI et al., 2020). Fenotipicamente, existem
duas populagbes de macrofagos bem descritas: os macrofagos M1, também
conhecidos como classicamente ativados ou proé- inflamatorios e os macrofagos M2,
também designados como alternativamente ativados ou anti-inflamatérios (MOSSER,;
EDWARDS, 2008; GEISSMANN et al., 2010). Os macrofagos M1 sao ativados por
citocinas como IFN-y, TNF-a, LPS, receptores TLRs (GORDON, 2003) e desencadeiam
a producdo de mais TNF-a, IL-1, IL-12, IL-23, CXCL10, ROS e NO, adquirindo uma
potente atividade microbicida e de apresentagao de antigenos (CLARK et al., 2007). Ja
os macréfagos M2, ou alternativamente ativados, séo ativados pelas citocinas IL-4, |L-
10, IL-13, TGF-B e PGE2, o que leva & produgédo de IL-10 e IL- 1RA (um antagonista
dos receptores de IL-1), de quimiocinas como CCL17 e CCL22 atribuindo a esses
macrofagos baixa capacidade de promover apresentagao de antigenos, cicatrizagao e
producdo de NO a partir de arginina (MOSSER; EDWARDS, 2008; SOLINAS et al.,
2009). Macrofagos M2 subdividem-se ainda em 4 subgrupos: M2a, M2b, M2c e M2d,
de acordo com os estimulos que os ativam, padrao de citocinas secretadas e fungdes
biolégicas (ATRI; GUERFALI; LAOUINI, 2018).

A fagocitose € uma das fungbes efetoras mais importantes dos macrofagos e
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consiste no processo de deteccao e absor¢cdo de particulas maiores que 0,5 uM,
incluindo microrganismos e células apoptéticas (HIRAYAMA; IIDA; NAKASE, 2017).
Esse processo requer a ativagao de receptores de superficie celular que reconhecem e
se ligam as células-alvos diretamente ou por meio de produtos intermediarios, como as
opsoninas. Os principais receptores fagociticos sao os receptores scavenger,
receptores de manose e os receptores semelhantes ao toll (TLRs) (FU; HARRISON,
2021). Dentre os receptores da superfamilia TLR, TLR2, TLR4 e TLRS séo
considerados receptores fagociticos em macrofagos (MCDONALD et al., 1999). Os
heterodimeros formados por TLR2 (TLR2/TLR1, TLR2/TLR6) reconhecem diferentes
tipos de moléculas, incluindo o zimosan, um componente da parede celular de fungos
(KAWAI; AKIRA, 2010; KAWASAKI; KAWAI, 2014). A estimulagcédo desses receptores
induz uma forte resposta inflamatéria em macrofagos e modula a expressao de citocinas
quando outros receptores fagociticos sdo concomitantemente estimulados pelo mesmo
alvo, um exemplo é a interacdo do zimosan com o TLR2 e os receptores Dectina-1

(BROWN et al., 2003; GANTNER et al., 2003).
A fagocitose é um processo que ocorre em uma série de etapas (Figura 3).

Figura 3. Visao simplificada das etapas da fagocitose
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Inicialmente, as particulas se ligam aos receptores de membrana e séo
internalizadas no fagossomo (formado por extensées do citoplasma que recobrem o
microrganismo e, em seguida, se fecham em torno dele). O fagossomo passa por um
processo de maturagao e, por fim, se funde com lisossomos, formando o fagolisossomo.
Essa fusdao permite que a particula ingerida seja degradada a partir da agdo das
enzimas lisossomais e de ROS (CANTON, 2014; LEVIN; GRINSTEIN; CANTON, 2016;
ROSALES; URIBE-QUEROL, 2017). Além disso, o macréfago produz NO, que por
atravessar livremente as membranas plasmaticas penetra no fagolisossomo e aumenta
ainda mais a sua toxicidade (MOLLER et al., 2005). Adicionalmente, durante a
fagocitose, o patdogeno € degradado, seus antigenos expressos via MHC e
apresentados aos linfécitos T via TCR, o que leva também ao desenvolvimento da
imunidade adquirida (HARDING; CANADAY; RAMACHANDRA, 2010; PARHAM, 2005;
UNANUE, 1984, 2002).

Varias vias de sinalizagdo podem ser ativadas nos macrofagos durante uma
resposta inflamatoria a partir da interacdo de ligantes nos TLRs, incluindo a via das
MAPKSs, compreendendo as quinases reguladas por sinal extracelular (ERKs) (ERK1/2
ou p42/p44), as quinases N-terminal c-Jun (JNKs) (JNK/SAPK) e a p38 (COHEN, 2002).
Uma vez ativadas, essas MAPKs podem fosforilar outros substratos e fatores de
transcricdo, como o NF-kB, que pode ativar a transcricao de genes de mediadores pro-
inflamatdrios e proteinas do citoesqueleto (IMAJO; TSUCHIYA; NISHIDA, 2006), os
quais sao capazes de regular a atividade fagocitica.

Dada a importancia dos macrofagos na manutengdo da homeostase e nos
processos inflamatérios/infecciosos, uma desregulacdo na atividade dessas células
pode ser responsavel pelo surgimento e manutengdo de doengas, tais como a asma
e a artrite reumatoide (ROSS; DEVITT; JHONSON, 2021). Além disso, muitos
processos patologicos dao origem a um maior numero de células apoptéticas e
necroticas, gerando, por tanto, uma depuracgao fagocitaria aumentada e prejuizos a
homeostase (GORDON, 2016).

1.2.3 Os neutroéfilos no processo inflamatério

Os neutrdfilos sao leucocitos polimorfonucleares produzidos na medula dssea que
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possuem fungdes diversificadas no processo inflamatoério, além de participarem da
manutencao da homeostase do sistema imunoldgico. Em humanos, os neutrofilos séo
os leucacitos circulantes mais abundantes, constituindo em torno de 50-70% do sangue
periférico total, ja em camundongos esse numero é bem menor, variando de 10-25%
das células sanguineas totais (HIDALGO et al., 2019; LIEW; KUBES, 2019; NEMETH:;
SPERANDIO; MOCSAI, 2020). No geral, sdo leucécitos que possuem tempo de meia
vida curto na circulagdo sanguinea, sobrevivendo em torno de 8h em humanos e 10h
em camundongos (BASU et al., 2002), embora ja tenha sido relatado um tempo médio
de circulagdo de 12,5h e 5,4 dias para neutrofilos de camundongos e humanos,
respectivamente (BONAVENTURA; MONTECUCCO, 2019).

Os neutrofilos respondem aos estimulos inflamatérios deixando a circulagao
através de um complexo processo de migracdo celular, o qual € regulado por sinais
intra e extracelulares (KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013; MOCSAI; WALZOG;
LOWELL, 2015). O recrutamento classico de neutréfilos ocorre em algumas etapas
como a captura, rolamento, adesdo, rastejar e posterior transmigragao
(KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013) (Figura 4).

Figura 4. Etapas da migracéo neutrofilica.
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A primeira etapa da migragcdo dos neutrofilos € o rolamento, promovido pela
interacdo com o endotélio, que passa a expressar moléculas de P-selectina e E-
selectina, as quais interagem com ligantes presentes na membrana dos neutrdfilos
(como por exemplo, a glicoproteina ligante de P-selectina 1, PSGL-1), favorecendo o
rolamento dessas células ao longo do vaso sanguineo. A interagao entre as selectinas
e seus ligantes é de baixa afinidade (IVETIC; HOSKINS GREEN; HART, 2019).
Concomitante a isso, a sinalizagao de quimiocinas nos neutréfilos promove a ativagao
de moléculas de adesdo denominadas integrinas, como a LFA-1 (CD11a/CD18 ou
aLp2) e MAC-1 (CD11bCD18 ou aMB2), que se ligam firmemente aos seus ligantes
presentes na membrana das células endoteliais, como a molécula de adesao
intercelular-1 (ICAM-1 ou CD45). A interagao entre as integrinas e seus ligantes é de
alta afinidade e favorece a diapedese ou transmigracédo, ou seja, a passagem dos
neutrofilos do sangue para o sitio inflamado (KOURTZELIS et al., 2017; MAYADAS et
al., 2013; SIGAL et al., 2000). Essa passagem dos neutrofilos através do endotélio pode
ocorrer por via paracelular (entre as células endoteliais) ou transcelular (através das
células endoteliais) (MULLER, 2011;NOURSHARGH; ALON, 2014).

Apds a transmigracdo, os neutrofilos se dirigem ao local da inflamagéao por
quimiotaxia. As principais moléculas quimioatraentes sdo as quimiocinas, citocinas,
produtos bacterianos, proteinas do complemento, dentre outras. Esse processo
quimiotatico é regulado por vias que incluem a sinalizagao da PI3K e das MAPK p38
e ERK (LIEW; KUBES, 2019). No sitio inflamatério os neutrdfilos utilizam diversos
mecanismos, incluindo a fagocitose; a liberagado de moléculas microbicidas contidas em
granulos citoplasmaticos; a produgao de citocinas, como TNF-qa, IL-12, IL-23, dentre
outras; de quimiocinas, como CXCL-1, CCL-2, dentre outras; de ROS, etc
(MANTOVANI et al., 2011; YANG et al., 2017).

Os receptores de membrana nos neutrofilos tém fundamental importancia para
ativacdo de mecanismos antimicrobianos e da fagocitose, a exemplo dos receptores
Fc e receptores do complemento, que permitem englobar patdégenos opsonizados
desencadeando a maquinaria fagocitica (VAN KESSE; BESTEBROER; VAN STRIJP,
2014). Durante a fagocitose, os granulos presentes nos neutréfilos se fundem com o
fagossomo, previamente formado, e liberam conteudo antimicrobiano ao mesmo tempo
em que ocorre a producdo de ROS, que sao direcionadas ao vacuolo fagocitico e

também contribuem para a morte de patégenos (SEGAL, 2005). Além disso, os
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receptores do tipo Toll (TLRs) também s&o de grande importéncia na resposta dos
neutrofilos. Esses receptores sao ativados por padrdes moleculares associados a
patogenos (PAMPSs), tais como o lipopolissacarideo (LPS), presente na superficie de
membranas de bactérias gram-negativas, € o zimosan, presente na superficie de
fungos, iniciando uma cascata de sinalizagao intracelular que culmina na ativagao de
proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPKSs) e fatores de transcrigdo, como o
fator de transcricdo nuclear kappa B (NFkB) (KAWASAKI; KAWAI, 2014; TAKEDA;
AKIRA, 2005). Uma vez ativado, esse fator de transcrigéo induz a expressao de genes
de varios mediadores proé-inflamatérios, como as citocinas, quimiocinas, moléculas de
adesao, dentre outras (TAKADA, 2009).

Apesar de ser a primeira linha de defesa do organismo contra infec¢des
bacterianas e fungicas, os neutrdéfilos também contribuem para danos teciduais durante
respostas inflamatorias exageradas, doengas autoimunes e progressdo do cancer
(COFFELT; WELLENSTEIN; DE VISSER, 2016; DENSON et al., 2018; MISHALIAN;
GRANOT; FRIDLENDER, 2017; OCANA et al., 2017; TALBOT et
al.,2012). Nesses casos, ocorre uma desregulagdo na ativagao/migracdo dessas

células fazendo com que a inflamacgao seja prejudicial (HIDALGO et al., 2019).
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2. JUSTIFICATIVADO TRABALHO

A LQB 118 € uma molécula hibrida sintética com estrutura baseada em dois
grupos de moléculas naturais: os pterocarpanos e as naftoquinonas (NETTO et al.,
2010). A LQB 118 possui varias atividades bioldgicas relatadas na literatura, como
atividade anti- leishmania (RIBEIRO et al., 2013; COSTA et al., 2014), uma marcante
atividade citotoxica para linhagens de células de cancer humano e murino (MAIA et al.,
2010; BACELAR et al., 2013; MORAES et al., 2014; SALUSTIANO et al., 2016) e
atividade anti- inflamatéria em modelo de de inflamagao pulmonar induzida por LPS
(RICA et al., 2016). Além disso, recentemente nosso grupo demonstrou a atividade
anti-inflamatoéria da LQB 118 in vitro, utilizando macréfagos peritoneais estimulados
por zimosan, onde o tratamento com essa substancia modulou negativamente os
niveis de citocinas pro- inflamatdrias e moléculas que podem estar envolvidas nas vias
de sinalizagao celular desse processo (LIMA et al., 2020).

Embora a inflamagédo seja uma resposta fisioldgica considerada benéfica ao
organismo, esta pode se tornar patolégica quando desregulada, sendo um fator
determinante para o desenvolvimento e manutencdo de diversas doengas, como
obesidade, asma, hipertensdo, cancer, dentre outras (NATHAN; DING, 2010; NETTO
et al., 2010; RODRIGUES-MASCARENHAS et al., 2015). Considerando ainda que
pouco se sabe sobre as vias de sinalizagao envolvidas nos efeitos desencadeados pela
LQB 118, este trabalho tem como hipétese o envolvimento de mecanismos
intracelulares relacionados ao desencadeamento da inflamacgao e para tal realizamos
experimentos in vitro e in vivo. Desta forma, o presente trabalho visou contribuir com
novas substancias com potencial terapéutico contra a inflamagao, além de gerar mais

entendimento sobre a LQB 118 e a sua capacidade em atuar em processos fisioldgicos.



34

OBJETIVOS




35

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os mecanismos de acao envolvidos no efeito anti-inflamatério da LQB

118 em modelo experimental murino in vitro e in vivo.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1

3.2.2

In vitro, em macroéfagos peritoneais murinos:

Quantificar os niveis das citocinas IL-10 e IL-12.
Analisar o efeito da LQB 118 na produg¢ao de NO e ROS.
Avaliar o efeito da LQB 118 na atividade fagocitica

Determinar o efeito da LQB 118 quanto a expressio da enzima iNOS e do
NF-kB total e fosforilado.

Analisar o efeito da LQB 118 nos niveis de fosforilagdo das quinases Akt e
mTOR.

In vivo, em modelo de peritonite induzida por zimosan:

Avaliar o efeito da LQB 118 na migracao de leucdcitos encontrados no
lavado peritoneal, quanto ao numero de células e as subpopulacdes.

Analisar os efeitos da administracdo da LQB 118 na producéo das citocinas

pré-inflamatérias IL-18, TNF-a e IL-6 e anti-inflamatéria IL-10 no perit6nio.

Investigar o efeito da LQB 118 nos niveis de fosforilagdo da MAPK p38 nas

células do infiltrado inflamatério.
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4. METODOLOGIA
4.1 Animais

Para a realizagéo dos experimentos foram utilizados camundongos Swiss fémeas
com idade entre 6-8 semanas e peso entre 25-30 g. Os animais foram provenientes do
Biotério Prof. Thomas George localizado na Universidade Federal da Paraiba e do
Biotério de Criacdo SPF da Universidade Estadual da Paraiba e mantidos com livre
acesso a agua e dieta balanceada a base de ragao tipo pellets (Purina), com ventilagao
e temperatura (25 £ 1°C) controladas e constantes e submetidos a um ciclo claro-escuro
de 12h. Todos os procedimentos adotados neste trabalho foram aprovados pelo Comité
de Etica no Uso de Animais sob o numero de protocolo 1278190820 (ID 001216)
(ANEXO A).

4.2 Obtencao e preparo da LQB 118

A LQB 118 foi sintetizada no Laboratério de Quimica Bio-organica, do Institutode
Pesquisas de Produtos Naturais da UFRJ segundo a metodologia descrita por Netto et
al.,, 2010 e sob a coordenacdo do professor titular da UFRJ, colaborador desse
trabalho, Dr. Paulo Roberto Ribeiro Costa.

Na Universidade Federal da Paraiba (UFPB), a amostra foi solubilizada em
dimetilsulféxido (DMSQO) em uma concentragao de 196 mM e armazenada no freezer (-
20°C). Para a realizagao dos experiementos in vitro, a partir da solugdo mée de LQB
118 foram feitas solug¢des intermediarias (em diferentes concentragbes) em meio de
cultura Royal Park Memorial Institute 1640 (RPMI-1640) imediatamente antes do uso.
Ja para a realizacdo dos experimentos in vivo, as solugbes intermediarias (em
diferentes doses) foram feitas utilizando agua para injecdo. A concentragdo maxima
de DMSO utilizada nos experimentos in vitro foi 0,025% e nos experimentos in vivo foi

0,05%. Estas concentragcdes nao induzem efeito toxico (DA SILVA, 2016).
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4.3 Experimentos in vitro
4.3.1 Tratamento com a LQB 118 para os testes in vitro

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizadas as seguintes concentragbes
de LQB 118: 0.1 uM, 0.5 yM, 1 yM ou 5 pM, contidas em um volume final de 200 pL,
500 uL ou 2 mL. Para isso, foi preparada uma solucao intermediaria na concentragao
de 50 mM em meio RPMI-1640 estéril, seguindo-se sucessivas diluicdes até chegar

as concentragdes utilizadas.

4.3.2 Obtencgao e cultura de macréfagos peritoneais

Para a execugdao dos experimentos foram utilizados macrofagos obtidos da
cavidade peritoneal de camundongos swiss fémeas. No entanto, o numero de
macrofagos obtido do peritbneo de um animal ndo-elicitado € insuficiente para alguns
estudos. Para aumentar esse numero, o tioglicolato pode ser injetado nessa cavidade,
induzindo o processo de migragcao dos mondcitos do sangue para o sitio peritoneal.
Esse processo de elicitagdo aumenta em até 10 vezes o rendimento de macréfagos
para o estudo (LEIJH et al, 1984). Inicialmente, esses animais foram elicitados com 2
mL de tioglicolato de sédio por via intraperitoneal (Figura 5); quatro dias apds essa
injecdo, foram eutanasiados por deslocamento cervical, suas cavidades peritoneais
foram expostas e lavadas com 5 mL de PBS gelado e o lavado foi recuperado apds
30 segundos de massagem.

O lavado peritoneal foi centrifugado a 1500 rpm e 4°C durante 5 minutos e as
células ressuspendidas em 1 mL de meio RPMI completo (estreptomicina: 10 mg/mL,
penicilina: 100 U.l./ml e soro fetal bovino:10%). Em seguida, a viabilidade celular foi
determinada utilizando o corante azul de tripan e a camara de Neubauer. As células
peritoneais tiveram suas concentragdes ajustadas e foram cultivadas em placas de 6,
24 ou 96 pogos a uma concentracdo de 1,5x106, 5x10° e 2x10%, respectivamente, em
um volume final de 2 mL, 500 pyL e 200 uL, respectivamente, e incubadas em estufa
de CO:2 (atmosfera de 5% de CO2 a 37°C) por 2 horas para permitir a aderéncia dos
macrofagos. Apds isso, as células nao aderentes foram removidas por aspiragédo com
pipeta e os macrofagos aderidos foram submetidos a diferentes protocolos

experimentais.
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Figura 5. Resumo do protocolo de isolamento dos macréfagos peritoneais.

Estufa de CO,

7 —
Tioglicolato
4 dias IH
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Estimulagio do exsudato Plagueamento de células Incubagéo de células

Fonte: Autor, 2023. BioRender.
De forma resumida, foi elicitado um exsudato peritoneal nos camundongos com uma injegao
intraperitonealde tioglicolato de sédio. Apos 4 dias, as células foram coletadas e os macrofagos foram
separados por aderéncia em plastico. Para isso, as células peritoneais foram plaqueadas e incubadas
por 2 h com o meio RPMI-1640 completo em uma atmosfera de 5% de CO2 a 37°C.

4.3.3 Cultura de macrofagos para analise da capacidade fagocitica as

particulas de zimosan

Macrofagos peritoneais murinos foram obtidos como descrito anteriormente (item
4.3.2), plagueados em placas de 24 pogos contendo uma laminula redonda de 13 mm
de didmetro e, apds a adesao, foram incubados durante um periodo de 24 horas com
a concentragdo de 5 uM de LQB 118. Apds isso, o conteudo dos pogos foi aspirado e
adicionou-se o0 zimosan na concentragdo de 0,2 mg/mL, sendo a placa novamente
incubada durante 40 minutos. Depois da incubacgao, os pogos foram novamente lavados
com PBS para remover o excesso de particulas ndo fagocitadas e adicionou- se 500
ML de paraformaldeido 4% overnight para permitir a fixagdo dos macrofagos as
laminulas para posterior coloracéo e analise.

No dia seguinte, as laminulas foram retiradas cuidadosamente dos pocos e
coradas utilizando o método de pandtico rapido. As laminulas coradas foram entao
montadas em laminas de microscopia com o auxilio do Balsamo do Canada e
visualizadas por microscopia 6ptica, utilizando para isso a objetiva de imersao (100X)

(Figura 6). O percentual de fagocitose foi estimado pela contagem de particulas de
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zimosan fagocitadas em 100 macrofagos, sendo consideradas células com atividade
fagocitica aumentada aquelas que apresentavam pelo menos 3 particulas de zimosan
internalizadas (ZULIANI; GUTIERREZ; TEIXEIRA, 2018).

Figura 6. Resumo do protocolo de analise da capacidade fagocitica dos macrofagos.

24 horas , : : overnight
5 x 10° células/pogo ZIM por 40 minutos Método pandtico rapido
LQB (5uM) por 24 horas Lavagem com PBS
Adigao de fixador

8
@

[ g

>

Microscépio optico 100x

Fonte: Autor, 2023. BioRender.
De forma resumida, as células foram plaqueadas e tratadas por 24 h com a concentragéao de 5 pM da
LQB 118. Apbs isso, foram estimuladas com 0,2 mg/mL de zimosan por 40 minutos. Os pogos foram
lavados, as laminulas removidas e coradas pelo corante panético rapido e por fim visualizadas em
microscoépio 6ptico no aumento de 100x.

4.3.4 Cultura de macréfagos para quantificagao dos niveis de IL-10,IL-12 e
NO

Os macroéfagos peritoneais murinos foram obtidos como descrito anteriormente
(tem 4.3.2) e ap0s a etapa de adesdo em placas de 96 pogos foram incubados
overnight em estufa de CO2 com meio RPMI completo na presenga ou auséncia de
diferentes concentragdes de LQB 118 (0.1 yM, 0.5 pM, 1 yM ou 5 yM) e com adigéo
ou nao de zimosan na concentragao de 0,2 mg/mL (Tabela 1) Apos o tempo em cultura,
o sobrenadante foi coletado para dosagem das citocinas IL-10 e IL-12 e do NO (Figura
7).
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Tabela 1. Distribuicdo dos grupos durante cultura de macréfagos peritoneais murinos

GRUPOS TRATAMENTOS Estimulo
Controle (CTR) - -
LQB 118 0.1 uM LQB 118 0.1 pM -
LQB 118 0.5 pM LQB 118 0.5 uM -
LQB 118 1 uM LQB 118 1 uM -
LQB 118 5 uM LQB 118 5 uM -

Zimosan (ZIM)
LQB 118 0.1 uM + ZIM
LQB 118 0.5 uM + ZIM

LGB 118 1 uM + ZIM
LQB 1185 uM +ZIM

LQB 118 0.1 pM
LQB 118 0.5 pM

LQB 118 1 uM

LQB 1185 uM

Zimosan 0,2 mg\mL
Zimosan 0,2 mg\mL
Zimosan 0,2 mg\mL
Zimosan 0,2 mg\mL
Zimosan 0,2 mg\mL

Fonte: AUTOR, 2023.

Figura 7. Resumo do protocolo de cultura para quantificagédo de citocinas e NO.

2 horas @ 24 horas

Sobrenadante da
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Determinagic dos
niveis de NO

Fonte: Autor, 2023. BioRender.
De forma resumida, apds incubacao, os macrofagos foram tratados com diferentes concentragées da
LQB118 e posteriormente o sobrenadante foi coletado para analise dos niveis das citocinas e do NO.

4.3.5 Quantificagao dos niveis de NO

A producédo do 6xido nitrico foi quantificada indiretamente pela reacdo de Griess
(GREEN et al., 1982), que dosa o produto mais estavel da degradacao do NO, o nitrito.

Para isso, resumidamente, adicionou-se 50 uL do sobrenadante da cultura com 50 yL
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da solugcdo de Griess (acido orto-fosférico: 5%, N-[1-naftil] etilenodiamina: 0,1% e
sulfanilamida: 1%) e ap6s 10 min de reagéo a temperatura ambiente a densidade oOptica
foi determinada em espectrofotdmetro utilizando comprimento de onda de 540 nm. A
preparacdo da curva padrao foi feita com nitrito de sédio. Por ser um ensaio
colorimétrico, quanto maior a intensidade da cor maior sera a concentragao de nitrito na

amostra.

4.3.6 Quantificagao dos niveis das citocinas IL-10 e IL-12

A produgao das citocinas IL-10 e IL-12 foi quantificada por ELISA sanduiche de
acordo com protocolo especificado pelos fabricantes dos kits. De forma resumida,
placas de 96 pocos de fundo plano foram sensibilizadas com anticorpos de captura anti-
IL-10 e anti-IL-12 e incubadas overnight a 4°C (Figura 8). Apés isso, as placas foram
lavadas 5 vezes com tampéao de lavagem (PBS contendo 0,05% de Tween 20) e os
sitios inespecificos foram bloqueados com o diluente ELISA\ELISPOT (1x) durante 1
h. Novamente, as placas foram lavadas 5 vezes, o sobrenadante da cultura foi
adicionado aos pogos e as placas foram incubadas overnight a 4°C.

Apds novas lavagens os anticorpos de detecgao biotinilados para cada citocina
foram adicionados e as placas permaneceram em temperatura ambiente durante 1 h.
Posteriormente, as placas foram lavadas 5 vezes e adicionou-se a enzima
estreptavidina- HRP e 30 min apds foi adicionado o substrato tetrametilbenzidina e as
placas permaneceram por mais 15 min em temperatura ambiente. Por fim, foi
adicionada a solugdo de parada (acido orto-fosforico 1M). A densidade O6ptica foi
determinada utilizando um comprimento de onda de 450 nm em espectrofotdmetro de

microplacas.
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Figura 8. Resumo do protocolo de ELISA para determinacao dos niveis das citocinas.
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Y Y - \/A
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4) Adicao da enzima 5) Adigao do substrato 6) Adigao da solugao de parada
estreptavidina-HRP tetrametilbenzidina e leitura a 450 nm

Fonte: SALES NETO, 2022. BioRender.

Resumidamente, as placas foram sensibilizadas overnight com o anticorpo de captura, que se liga
especificamente a um determinado epitopo do antigeno. Apds isso, foram adicionados overnight os
sobrenadantes da cultura para imobilizagdo dos antigenos na superficie dos pocos da placa para ELISA.
Em seguida, foram adicionados os anticorpos de detec¢do biotinilados, que se liga especificamente a
outro determinado epitopo do antigeno. Apds 1 h, foi adicionada a enzima estreptavidina-HRP. Apds 30
min, foi adicionado o substrato tetrametilbenzidina e as placas foram incubadas por 15 min. A enzima
estreptavidina-HRP consiste em uma proteina chamada estreptavidina, que se liga especificamente a
biotina presente no anticorpo de deteccdo, conjugada com enzimas HRP, responséaveis pela catalise
do substrato tetrametilbenzidina e, consequentemente, geragéo do sinal. Por fim, foi adicionada solucao
de parada (acido orto-fosférico: 1 M) e a densidade Optica foi determinada a 450 nm em
espectrofotdmetro de microplaca.

4.3.7 Anadlise da expressao de iNOS, NFkB, P-NFkB, P-Akt e P-mTOR

Os macrofagos obtidos como descrito anteriormente (item 4.3.2) foram cultivados
em placas de 6 pogos e tratados com a concentragdo de 5 yM da LQB 118 overnight
na presencga ou auséncia de 0,2 mg/mL (5% CO2, 37°C). As placas foram retiradas da
estufa, o sobrenadante foi descartado e os pocos lavados com PBS.

As placas foram mantidas no gelo durante 40 minutos (Figura 9) e as células foram
dissociadas e contadas com o auxilio da camara de Neubauer e corante azul de
tripan, as concentragdes ajustadas para 1x10° e entéo foram transferidas para placas
de 96 pogos de fundo U. Apds isso, a placa foi centrifugada a 300 g por 6 min e as
células foram bloqueadas com o anticorpo anti-CD16\32 durante 10 minutos para

prevenir interagdes inespecificas mediadas por Fc. Em seguida, o sobrenadante foi
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descartado e adicionou-se 100 pL de Cytofix (BD Cytofix™) para fixar as células.Depois
de 30 min em estufa de CO2, a placa foi novamente centrifugada, o sobrenadante
desprezado e foram adicionados 150 uL de Perm Buffer (BDPhosflow™) a fim de
permeabilizar as células e a placa permaneceu 30 min no gelo. Passado este tempo,
a placa foi novamente centrifugada e as células marcadasseparadamente com os
anticorpos anti-iNOS, anti-NFkB, anti-P-NFkB, anti-P-Akt e anti-P-mTOR. Apds mais
30 min no gelo, a placa foi novamente centrifugada e por fim, as células foram
ressuspendidas em PBS e analisadas em citdbmetro de fluxo BD

FACSCanto™ 1.

Figura 9. Resumo do protocolo de citometria de fluxo para avaliagao da expressao de iINOS, NFkB,
P- NFkB, P-Akt e P-mTOR

LQB 5pM

l Overnight

-

Blogueadas com Anti-CD16/32 (10 min)

Gelo (40 min)

Fixadas (30 min)
Permeabilizadas (30 min)

Marcadas com Anti-iNOS, Anti-NfkB, Anti-P-NfkB,
Anti-P-Akt e Anti-P-mTOR (30 min)

Fonte: Autor, 2023. BioRender.
De forma resumida, apds a cultura as placas foram colocadas no gelo e dissociadas com o auxilio de um
raspador de células. Posteriormente, as células tiveram as concentragdes ajustadas, foram bloqueadas,
fixadas, permeabilizadas e por fim marcadas com os respectivos anticorpos para analise em citdmetro
de fluxo.

4.3.8 Analise da capacidade fagocitica as particulas de zimosan por

citometria de fluxo

Os macrofagos obtidos como descrito anteriormente (item 4.3.2) foram

cultivados em placas de 6 pocos e tratados com a concentracdo de 5 yM da LQB
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118 overnight. As placas foram retiradas da estufa, o sobrenadante foi descartado e
0s pogos lavados com PBS. As placas foram mantidas no gelo durante 40minutos
e as ceélulas foram soltas e contadas com o auxilio da camara de Neubauer e
corante azul de tripan, as concentragbes ajustadas para 1x10° e entdo foram
transferidas para placas de 96 pogos de fundo U. Apds isso, a placa foi centrifugada
a 300 g por 6 min e as células foram incubadas com o reagente fluorogénico Red
zimosan A durante 40 min (5% COz2, 37°C). Esse reagente consiste em particulas
de zimosan conjugadas com o corante pHrodo™ que aumenta sua fluorescéncia
conforme o pH do ambiente se torna mais acido. Por fim, as células foram

ressuspendidas em PBS e analisadas em citdmetro de fluxo BD FACSCanto™ 1.

Figura 10. Resumo do protocolo para analise da capacidade fagocitica as particulas de zimosan por
citometria de fluxo.

LOB SpM }

Gelo (40 min) Red Zimesan A (40 min)

Fonte: Autor, 2023. BioRender.
Resumidamente, apés a cultura as placas foram colocadas no gelo e soltas com o auxilio de um raspador
de células. Posteriormente, as células tiveram as concentragdes ajustadas e foram incubadas com o Red
Zimosan A por 40 min para posterior analise em citémetro de fluxo.

4.3.9 Analise da expressao de ROS

Os macrdéfagos obtidos como descrito anteriormente (item 4.3.2) foram cultivados
em placas de 6 pocgos e tratados com a concentracdo de 5 uM da LQB 118 overnight.
Apos isso, adicionou-se o zimosan (0,2 mg/mL) durante 40 minutos (5% COz2, 37°C). As

placas foram retiradas da estufa, o sobrenadante foi descartado e os pocos lavados
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com PBS.

As placas foram mantidas no gelo durante 40 minutos e as células foram soltas
e contadas com o auxilio da camara de Neubauer e corante azul de tripan,as

concentragdes ajustadas para 1x10° e entao foram transferidas para placas de 96 pogos
de fundo U. Apds isso, as células foram marcadas com CellRox™ Green durante
30 minutos em estufa de CO2. A placa foi centrifugada e adicionados 100 uL de Cytofix
(BD Cytofix™) por 15 minutos. Passado este tempo, a placa foi novamente centrifugada
e por fim, as células foram ressuspendidas em PBS e analisadas em citdmetro de fluxo
BD FACSCanto™ L.

Figura 11. Resumo do protocolo para analise da expressao de ROS.

| LOB 5pM (Overnight)

| Zimosan (40 min)

Marcadas com CellRox™ Green (30 min)

Gelo (40 min)

Fixadas (15 min)

Fonte: Autor, 2023. BioRender.

4.4 Experimentos in vivo

4.4.1 Tratamento com a LQB 118 para os testes in vivo

Inicialmente, os animais foram divididos em 6 grupos: Salina; Zimosan; LQB 118
10 mg/kg; LQB 118 20 mg/kg; LQB 118 10 mg/kg + Zimosan; LQB 118 20 mg/kg
+ Zimosan (Tabela 2). Cada grupo tinha um n total de pelo menos 7 animais (n=7), o
que totalizou 49 animais por experimento. Os camundongos dos grupos LQB 118 10 e
20 mg/kg e LQB 118 10 e 20 mg/kg + zimosan foram pré-tratados 1 h antes do desafio

com o zimosan através de injegdes intraperitoneais (i.p) contendo 500 uL de LQB 118
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nas doses de 10 mg/kg e 20 mg/kg. Os animais do grupo controle, por sua vez, foram
tratados apenas com salina, com o objetivo de sofrerem 0 mesmo estresse causado

pela injecdo dos grupos tratados.

Tabela 2. Distribuicdo dos grupos para protocolo experimental de peritonite induzida por zimosan.

GRUPOS TRATAMENTOS DESAFIO
Salina Salina (0,9%) -
Zimosan - Zimosan 2 mg\mL
LQB 118 10 mg\kg LQB 118 10 mg\kg -
LQB 118 20 mg\kg LQB 118 20 mg\kg -
LQB 11821|$\)/Img\kg + LQB 118 10 mg\kg Zimosan 2 mg\mL
LQB 1182?,8I mg\kg + LQB 118 20 mg\kg Zimosan 2 mg\mL

Fonte: Autor, 2023.

4.4.2 Peritonite induzida por zimosan

Com o objetivo de avaliar o efeito imunomodulador da LQB 118 no processo
inflamatdrio agudo os animais foram submetidos ao protocolo experimental de peritonite
induzida por zimosan (DOHERTY et al., 1985). Apés 1 h do tratamento com a LQB
118, os camundongos foram desafiados com uma dose de 2 mg\mL de zimosan
preparado em 500 pL de salina (0,9%) estéril. O esquema de tratamento e indugéo

da peritonite podeser observado na figura 12.

Figura 12. Esquema do protocolo experimental de peritonite induzida por zimosan.
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Fonte: Modificado de Carvalho, 2018
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4.4.3 Coleta e contagem total de células do lavado peritoneal

Apods 4 h do desafio com o zimosan foi feita a coleta do lavado peritoneal, onde
os animais foram submetidos a eutanasia por deslocamento cervical, e em seguida foi
realizado o lavado do peritbnio através da injecdo de 3 mL de PBS gelado nessa
cavidade. Apos 30 segundos de massagem, o conteudo foi recuperado e transferido
para tubos do tipo eppendorf de 2 mL e centrifugado durante 5 min a 1.500 rpm e 4°C.
Apods a centrifugacao, o sobrenadante foi coletado e congelado a -20°C para posterior
dosagem de citocinas. Ja os pellets foram ressuspendidos, uma aliquota foi corada com
o corante azul de turk (0,01% de cristal violeta em 3% de acido acético) na proporg¢ao
de 1:10 e a contagem de células totais foi realizada com o auxilio da camara de
Neubauer e do microscopio Optico utilizando objetiva de aumento 40X (BX40,
OLYMPUS).

4.4.4 Contagem diferencial de células do lavado peritoneal

Para realizagao da contagem diferencial das células, centrifugou-se 50 yL da
suspensao celular proveniente do lavado peritoneal na citocentrifuga do tipo citospin
(FANEN, Sao Paulo, SP, Brasil Mod 2400) por 10 min a 1500 rpm. As laminas obtidas
foram fixadas e coradas pelo método pandtico (Kit Panoético, Renylab) e a contagem
diferencial foi realizada por microscopia 6ptica, utilizando objetiva de imers&o (100X).
As laminas foram percorridas até a contagem de 100 células. Mononucleares e
polimorfonucleares foram identificados segundo caracteristicas morfolégicas e de

coloragao.

4.4.5 Determinacao dos niveis das citocinas TNF-a, IL-1$3, IL-6 e IL-10

As citocinas TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-10 foram quantificadas a partir do
sobrenadante proveniente do lavado peritoneal dos camundongos utilizando o ensaio
imunoenzimatico ELISA sanduiche de acordo com as especificacdes do fabricante,

conforme descrito anteriormente no item 4.3.6.
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4.4.6 Analise da fosforilagao da MAPK p38

As células provenientes do lavado peritoneal tiveram sua concentracédo ajustada
para 1x10° e foram transferidas para placas de 96 pocos de fundo U. Apds isso,a placa
foi centrifugada e as células foram bloqueadas, fixadas e permeabilizadas conforme
descrito no item 4.3.8. Por fim, as células foram marcadas com o anticorpo anti- P-p38
por 30 min e as células foram ressuspendidas em PBS e analisadas em citdmetro de
fluxo BD FACSCanto™ |I.

4.5 Anticorpos monoclonais

Os anticorpos utilizados neste trabalho estao listados na tabela 3.

Tabela 3. Anticorpos utilizados nos protocolos experimentais

ANTICORPOS FLUOROFOROS FABRICANTE

Anti-CD16/32 _ eBioscience

Anti-iNOS PE Santa Cruz Biotechnology

AT G PerCP-Cy 5.5 Santa Cruz Biotechnology
Anti-P-NFkB PE Invitrogen

Anti-P-p38 PerCP- eFluor Invitrogen

Anti-P-Akt PE Invitrogen
Anti-P-mTOR PE Invitrogen

Fonte: Autor, 2023.

4.6 Aquisicao e analise de dados da citometria de fluxo

O citémetro de fluxo utilizado para todas as analises foi o BD FACSCanto™ I, que
possui trés lasers: o azul (488 nm), o violeta (405 nm) e o vermelho (633 nm). Nas
analises da expressao dos diferentes marcadores em macrofagos peritoneais murinos
todos os dados foram gerados a partir da aquisigao de 10.000 eventos e a analise foi

baseada na obtencdo de um grafico de tamanho (FSC) vs. Granulosidade (SSC),
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fazendo-se um gate na populagdo de macrofagos e excluindo-se a maioria dos debris
celulares. Posteriormente, as células foram analisadas quanto a intensidade de

fluorescéncia e a % de células marcadas, obtendo-se um grafico do tipo histograma
(Figura 13).

Figura 13. Esquema representativo da estratégia de anélise dos dados da citometria de fluxo
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Fonte: Autor, 2023.
Os macrofagos foram visualizados em um grafico de tamanho vs. granulosidade (FSC vs. SSC) e foi
feitoum gate. Em seguida, foi feito um grafico histograma, onde pode ser observada a intensidade de

fluorescéncia e a % de células marcadas (neste caso, histograma representativo de um controle
autofluorescéncia).

4.7 Analise estatitica

Todos os resultados foram expressos como média + e.p.m e analisados
estatisticamente empregando-se a analise de variancia (ANOVA one-way) seguida de
pos-teste de Tukey. As diferencas entre as médias foram consideradas significativas
quando p < 0,05. As analises dos dados foram feitas utilizando o programa GraphPad
Prism versdes 5.0 e 7.0 para Windows (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,

EUA). Para as analises dos dados de citometria de fluxo utilizou-se o software FlowJo
verséo 10.
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliagao do efeito anti-inflamatério da LQB 118 in vitro

5.1.1 Niveis das citocinas IL-12 e IL-10 no sobrenadante da cultura de

macrofagos peritoneais estimulados por zimosan

Os macrofagos estimulados com zimosan apresentaram aumento significativo dos
niveis das citocinas, IL-12 e IL-10 em comparagdo ao grupo controle. O tratamento
apenas com a LQB 118 em diferentes concentragdes (0.1 uM, 0.5 pM, 1 uM ou 5 pM)
nao alterou os niveis de producio basal dessas citocinas.

O tratamento com todas as concentragcdes da LQB 118 em associagdo com o
zimosan foi capaz de reduzir os niveis de IL-12 (0.1 yM em 28,7%; 0.5 uM em 31%;
1 uM em 36,8% e 5 uyM em 57,6%), ja os niveis de IL-10 ndo foram alterados quando

comparados ao grupo estimulado com zimosan, como mostrado no grafico 1.

Grafico 1: Efeito da LQB 118 sobre os niveis das citocinas IL-12 (a) e IL-10 (b) na cultura de

macroéfagos peritoneais
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As células foram tratadas com a LQB 118 em diferentes concentragdes, na auséncia ou presencga de
zimosan por 24h. Apos esse periodo de incubacao, o sobrenadante foi coletado e os niveis dascitocinas
foram quantificados pelo ensaio imunoenzimatico ELISA. (a): IL-12. (b): IL-10. Os dados numéricos foram
apresentados em média + e.p.m. de 3 experimentos em duplicata, e foi feita a analise de variancia
(ANOVA) one-way, seguido de poés-teste de Tukey. #(p<0,05) significativo em relagdo ao grupo
controle e aos grupos LQB 118 nas diferentes concentracdes. *(p<0,05) significativo em relagdo ao grupo
ZIM. CTR=Controle; ZIM=Zimosan; LQB=LQB 118.
5.1.2 Producgao de 6xido nitrico na cultura de macréfagos peritoneais

estimulados por zimosan

Como mostrado no grafico 2, o zimosan foi capaz de estimular a produgcao deNO
pelos macréfagos em relagéo ao grupo controle. O tratamento apenas com a LQB 118
nas diferentes concentragdes (0.1 uM, 0.5 uM, 1 yM ou 5 pM) néo alterou os niveis de
producao basal desse mediador. O tratamento com a concentragcdo de 5 uM da LQB
118 na presenga do zimosan, por sua vez, foi capaz de reduzir os niveis de NO

(60,2%), em comparagao ao grupo zimosan.
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Grafico 2: Efeito da LQB 118 sobre os niveis de 6xido nitrico
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As células foram tratadas com a LQB 118 em diferentes concentra¢des, na auséncia ou presenga de
zimosan por 24h. Apds esse periodo de incubagao, o sobrenadante foi coletado para analise da produgao
do NO pelo método de Griess. O gréfico representa as concentragées de nitrito de acordo com os grupos
de tratamento. Os dados numéricos foram apresentados em média + e.p.m. de 3 experimentos em
duplicata, e foi feita a analise de varidancia (ANOVA) one-way, seguido de pés-teste de Tukey. #(p<0,05)
significativo em relagéo ao grupo controle e aos grupos LQB 118 nas diferentes concentragées.. *(p<0,05)
significativo em relagdo ao grupo ZIM. CTR=Controle; ZIM=Zimosan; LQB=LQB 118.

5.1.3 Capacidade fagocitica dos macrofagos as particulas de zimosan

Como pode ser analisado no grafico 3 (a), o indice de fagocitose analisada por
microscopia aumentou no grupo zimosan (97%), em relagdo ao grupo controle, como
esperado. O pré-tratamento apenas com a LQB 118 (5 uM — dose escolhida para as
préximas analises por apresentar melhor resultados na diminuigao de IL-12 e NO) néo
alterou significativamente o indice de fagocitose, ja a associagao dessa substancia com
0 zimosan, foi capaz de reduzir em 24,1% a fagocitose das particulas de zimosan.

No gréfico 3 (b) e (c), avaliamos o uso de particulas de zimosan fluorescentes
por citometria de fluxo. Os resultados demosntraram que a fagocitose foi maior no grupo
zimosan, como esperado. O pré- tratamento com a LQB 118 (5 yM) foi capaz de

reduzir em 64,4% a fagocitose das particulas de zimosan.
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Grafico 3: Efeito da LQB 118 na capacidade fagocitica dos macrofagos
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As células foram pré-tratadas overnight com a LQB 118 na concentragdo de 5 pM e expostas ao zimosan
durante 40 min. A fagocitose do Red zimosan A foi avaliada por citometria de fluxo, utilizando as
particulas de zimosan fluorescentes. (a): ANOVA one-way seguido pelo pds teste de Tukey (n = 5) do
percentual de fagocitose. (b): Histograma representativo das células marcadas com Red zimosan A.
(c): ANOVA one-way seguido pelo pos teste de Tukey (n =4) da fagocitose do Red zimosan. #(p<0,05)
significativo em relagao ao grupo controle e ao grupo LQB 118 5 uM. *(p<0,05) significativo em relagao
ao grupo ZIM. CTR=Controle; ZIM=Zimosan; LQB=LQB 118.

5.1.4 Niveis de expressao da enzima iNOS em macroéfagos peritoneais

estimulados por zimosan

O zimosan, como esperado, induziu aumento da expressdo da enzima iINOS
quando comparado ao grupo controle. O tratamento apenas com a LQB 118 (5 uM) nao
alterou a expressao basal da enzima nos macréfagos peritoneais e em associagao com

o zimosan a LQB 118 n&o reduziu a expressao de iNOS, como pode ser observado no
grafico 4.
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Grafico 4: Efeito da LQB 118 sobre os niveis de expressao da iNOS
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NOS2. (a): Histograma representativo das células marcadas com anti-NOS2. (b): ANOVA one-way
seguido pelo pds teste de Tukey (n = 4). #(p<0,05) significativo em relagdo ao grupo controle e ao
grupo LQB 118 5 pM. *(p<0,05) significativo em relagdo ao grupo ZIM. CTR=Controle; ZIM=Zimosan;
LQB=LQB 118.

5.1.5 Niveis de expressao de NFkB e de P-NFkB em macréofagos peritoneais

estimulados por zimosan

Conforme mostrado no grafico 5, o grupo controle apresentou expressao basal
de NFkB e de P-NFkB enquanto o zimosan induziu uma superexpressio dessas
proteinas nos macrofagos peritoneais. Por outro lado, a LQB 118 (5 uM) reduziu a

expressao do NFkB (21,7%) e do P-NFkB (59,4%) na presencga do zimosan.

Grafico 5: Efeito da LQB 118 sobre os niveis de expressao de NFKB e de P-NFkB
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As células foram tratadas com a LQB 118 na concentracdo de 5 uM, na auséncia ou presenca de zimosan
por 24h. A expressdo do NFkB e do P- NFkB foi avaliada por citometria de fluxo, utilizando anticorpos
anti- NFkB e anti- P-NFkB. (a): Histogramas representativos das células marcadas com anti- NFkB e anti-
P- NFkB. (b) e (c): ANOVA one-way seguido pelo pés teste de Tukey (n = 4). #(p<0,05) significativo em
relacdo ao grupo controle e ao grupo LQB 118 5 uM. *(p<0,05) significativo em relagdo ao grupo ZIM.
CTR=Controle; ZIM=Zimosan; LQB=LQB 118.

5.1.6 Niveis de ROS em macréfagos peritoneais estimulados por zimosan

Como pode ser analisado no grafico 6, o grupo controle apresentou niveis basais
de expressao de ROS, enquanto o zimosan induziu um aumento de mais de 3 vezes
dessas espécies reativas nos macréfagos peritoneais. O tratamento apenas com a LQB
118 (5 uM) néao alterou os niveis basais de ROS. Por outro lado, a LQB 118 (5 uM),
em associagao com o zimosan, reduziu a expressao de ROS na presencga do zimosan

em torno de 23,4%.



Gréfico 6: Efeito da LQB 118 sobre os niveis de expressdo de ROS
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As células foram tratadas com a LQB 118 na concentracdo de 5 uM overnight. Apds isso, o zimosan foi
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adicionado por 40 minutos. A expressao de ROS foi avaliada por citometria de fluxo, utilizando o reagente
CellRox Green. (a): Histogramas representativos das células marcadas com CellRox Green. (b): ANOVA
one-way seguido pelo pos teste de Tukey (n = 5). #(p<0,05) significativo em relagao ao grupo controle

e ao grupo LQB 118 5 puM. *(p<0,05) significativo em rela¢do ao grupo ZIM. CTR=Controle; ZIM=Zimosan;
LQB=LQB 118.

5.1.7 Niveis de expressao de P-Akt em macrofagos peritoneais estimulados
por zimosan

O zimosan induziu aumento de aproximadamente 3 vezes na expressao de Akt
fosforilada quando comparado ao grupo controle. O tratamento apenas com a LQB
118 (5 uM) ndo alterou a fosforilagdo basal dessa quinase nos macréfagos peritoneais

e em associagao com o zimosan, a LQB 118 n&o interferiu na fosforilagcdo de Akt, como

pode ser observado no grafico 7.

Gréfico 7: Efeito da LQB 118 sobre os niveis de expressao de P-Akt
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As células foram tratadas com a LQB 118 na concentrag¢édo de 5 uM, na auséncia ou presenca de zimosan
por 24h. A expressdo de P-Akt foi avaliada por citometria de fluxo, utilizando anticorpos anti- P-Akt. (a):
Histogramas representativos das células marcadas com anti-P-Akt. (b): ANOVA one-way seguido pelo
pos teste de Tukey (n = 4). #(p<0,05) significativo em relacdo ao grupo controle e ao grupo LQB 118 5
puM. *(p<0,05) significativo em relagdo ao grupo ZIM. CTR=Controle; ZIM=Zimosan; LQB=LQB 118.

5.1.8 Niveis de expressdo de P-mTOR em macréfagos peritoneais
estimulados por zimosan

Como pode ser analisado no grafico 8, o zimosan induziu aumento de quase 2
vezes na expressdao de mTOR fosforilada quando comparado ao grupo controle. O
tratamento apenas com a LQB 118 (5 yM) n&o alterou a fosforilagdo basal dessa
quinase nos macrofagos peritoneais, ja em associagdo com o zimosan, a LQB 118

reduziu a fosforilagdo de mTOR em 20,2%.
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Gréfico 8: Efeito da LQB 118 sobre os niveis de expressao de P-mTOR
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zimosan por 24h. A expressdo de P-mTOR foi avaliada por citometria de fluxo, utilizando anticorpos
anti-P-mTOR. (a): Histogramas representativos das células marcadas com anti-P-mTOR. (b):
ANOVA one-way seguido pelo pos teste de Tukey (n =4). #(p<0,05) significativo em relagao
ao grupo controle e ao grupo LQB 118 5 uM. *(p<0,05) significativo em rela¢gdo ao grupo ZIM.
CTR=Controle; ZIM=Zimosan; LQB=LQB 118.

5.2 Avaliagao do efeito anti-inflamatério da LQB 118 in vivo

5.2.1 Efeito da LQB 118 na migragao de células para o peritonio

Os animais desafiados com zimosan (grupo zimosan) apresentaram aumento na
migracéo de células para o peritbnio em relagdo aos animais que receberam apenas o
veiculo (grupo salina), demonstrando a funcionalidade do modelo experimental. Essa
migracao foi reduzida com o pré-tratamento dos animais com a LQB 118 nas doses
de 10 mg/kg (redugao de 32,6%) e 20 mg/kg (reducao de 51,1%), como pode ser visto
no grafico 9a. Além disso, os animais apenas pré-tratados coma LQB 118 e com o
solvente (DMSO) n&o apresentaram diferengcas no numero de leucécitos totais em
comparagao ao grupo salina (dados do DMSO nao mostrados).

Em relagdo a analise das células diferenciais, nos animais desafiados com o
zimosan, apés quatro horas de estimulo as células polimorfonucleares predominaram
no exsudato peritoneal com 99% em relacdo aos animais do grupo salina. O pré-
tratamento com a LQB 118 nas doses de 10 mg/kg ou 20 mg/kg reduziu em 56,7% ou
80,4%, respectivamente, a migracdo dos polimorfonucleares para o peritbnio em
relacdo ao grupo zimosan (grafico 9b). Ja em relagdo as células mononucleares,
observou-se que os animais desafiados com o zimosan apresentaram uma reducao
no numero dessas células em relagdo ao grupo salina, o que € esperado nesse modelo
experimental. Adicionalmente, os animais que foram pré-tratados com a LQB 118 e
subsequentemente desafiados com o zimosan nao apresentaram alteragcdo quanto ao

numero de mononucleares quando comparados com o grupo salina (grafico 9c).
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Gréfico 9: Efeito da LQB 118 na migrag&o de leucdcitos totais e diferenciais para o peritdnio
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Camundongos Swiss foram pré-tratados com diferentes doses de LQB 118 ou salina. Uma hora apés, os
animais foram estimulados com zimosan (i.p.) na concentragdo de 2 mg/mL. Quatro horas apés o desafio
com zimosan, o exsudato peritoneal foi coletado € o niumero de leucdcitos totais e diferenciais foi
avaliado. (a). Numero de leucdcitos totais. (b). Numero de leucocitos polimorfonucleares. (c¢). Numero
de leucécitos mononucleares. Os dados numéricos foram apresentados em média £ e.p.m de dois
experimentos com n=5, e foi feito a analise de variancia (ANOVA) one-way, seguido de pds-teste de
Tukey. #(p<0,05) significativo em relacdo ao grupo salina e aos grupos LQB 118 10 e 20 mg/kg.
*(p<0,05)significativo em relagdo ao grupozimosan. ZIM=Zimosan; LQB=LQB 118.

5.2.2 Efeito da LQB 118 nos niveis das citocinas IL-18, TNF-a, IL-6 e IL-

10 no periténio

Os animais do grupo zimosan apresentaram aumento significativo das quatro
citocinas avaliadas (grafico 10) em relagao ao grupo controle, como esperado e descrito
na literatura (CARVALHO et al., 2019; FRANCA et al., 2021). O pré- tratamento com a
LQB 118 em animais desafiados com o zimosan reduziu os niveis de IL-13 (81,1% ou
78,3% para as doses de 10 mg/kg ou 20 mg/kg, respectivamente). Além disso, a dose
de 20 mg/kg reduziu em 56,2% os niveis de TNF-a e em 71,6% os niveis de IL-10.
Em contrapartida, os niveis de IL-6 ndao foram alterados pelo pré- tratamento com

nenhuma das duas doses avaliadas.
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Grafico 10: Efeito da LQB 118 nos niveis das citocinas pro e anti-inflamatérias
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Camundongos Swiss foram pré-tratados com diferentes doses de LQB 118 ou salina. Uma hora apés, os
animais foram estimulados com zimosan (i.p.) na concentrag¢do de 2 mg/mL. Quatro horas apés o desafio
com zimosan, o exsudato peritoneal foi coletado e centrifugado. Os niveis das citocinas foram
quantificados a partir do sobrenadante do exsudato pelo ensaio imunoenzimatico (ELISA sanduiche).
(a). IL-1B. (b.) TNF-a. (c). IL-6. (d). IL-10. Os dados numéricos foram apresentados em média + e.p.m. de um
experimento com n=4, e foi feito a analise de varidncia (ANOVA) one-way, seguido de pés-teste de Tukey.
#(p<0,05) significativo em relagcdo ao grupo salina e aos grupos LQB 118 10 e 20 mg/kg. *(p<0,05)
significativo em relagdo ao grupo zimosan. ZIM=Zimosan; LQB=LQB 118.
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5.2.3 Efeito da LQB 118 nos niveis de fosforilagao da MAPK p38

O zimosan induziu aumento de duas vezes na fosforilacdo da p38 nos
granuldcitos, quando em comparagéo ao grupo controle. O tratamento apenas com a
LQB 118 (20 mg/kg — dose escolhida para analise do mecanismo de agéo por
apresentar melhores resultados nos niveis das citocinas e migracdo de células)
manteve a fosforilagdo basal dessa MAPK. Ja em associacdo com o zimosan, o
tratamento com a molécula foi capaz de reduzir a fosforilagcdo da p38 em 51,6%

quando comparado ao grupo zimosan (grafico 11).

Grafico 11: Efeito da LQB 118 nos niveis de fosforilagdo da MAPK p38
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Os animais foram pré-tratados com a dose de 20 mg/kg daLQB 118 e 1 h depois estimulados com
0 zimosan. A expressao da P-p38 foi avaliada por citometria de fluxo, utilizando anticorpos anti- P- p38.
(a): Histograma representativo das células marcadas com anti-P-p38. (b): ANOVA one-way seguido pelo
pos teste de Tukey (n =4). . #(p<0,05) significativo em rela¢do ao grupo salina. *(p<0,05) significativo em
relagao ao grupo ZIM. CTR=Controle; ZIM=Zimosan; LQB=LQB 118.



72

DISCUSSAO




73

6. DISCUSSAO

Nesse trabalho, utilizamos como modelo experimental a cultura de macrofagos
peritoneais murinos estimulados por zimosan, que constitui um modelo utilizado ha mais
de 50 anos para a avaliagao in vitro da agao imunomoduladora e anti- inflamatéria de
novas drogas. Além disso, também foi utilizado o modelo de peritonite induzida por
zimosan, o qual se caracteriza pelo aumento da permeabilidade vascular e produgao
de mediadores que levam ao acumulo de leucdcitos no periténio (KOLACZKOWSKA et
al., 2008).

Inicialmente, a fim de dar continuidade a investigacao do efeito anti-inflamatério
da LQB 118 in vitro, em macrofagos peritoneais de camundongos, avaliamos se essa
molécula é capaz de interferir nos niveis das citocinas IL-12 e IL-10. A IL-12 é uma
citocina produzida por células fagociticas, incluindo os macrofagos, capaz de ativar
células NK a produzir IFN-y, o qual age sobre os macréfagos os ativando e aumentando
sua capacidade fagocitica e microbicida (MASUDA et al., 2010). Ja4 a IL- 10 é
considerada uma citocina anti-inflamatodria, por suprimir a produg¢ao de citocinas pro-
inflamatérias, de moléculas relacionadas com a ativagao de linfocitos, apresentacéo de
antigenos (MOORE et al., 2001), ativagao de polimorfonucleares, a produgéo de ROS,
de moléculas de adesao e COX-2 (HUET et al., 2013; MARTIRE- GRECO et al., 2013).

Nossos resultados demonstraram que o tratamento com a LQB 118 é capaz de
diminuir os niveis de IL-12, sem alterar os niveis de IL-10. Vale ressaltar que essa
diminui¢ao é independente de morte celular, visto que ja foi previamente demonstrado
que as concentragdes utilizadas nesse trabalho ndo possuem efeito toxico para os
macrofagos peritoneais (LIMA et al., 2020). Esses resultados estdo em desacordocom
Souza (2011), que demonstrou um decréscimo nos niveis de IL-10 mediante tratamento
com a LQB 118 em macrofagos peritoneais infectados por Leishmania braziliensis.
Além disso, Oliveira e colaboradores (2010) observaram uma redugéo nos niveis de
IL-10 em macrofagos THP-1 quando estimulados com um agonista de TLR2 mediante
o tratamento com o lapacol, uma naftoquinona. No entanto, resultado diferente foi obtido
em linhagem de macrofagos RAW 264.7 estimulados com LPS, onde o tratamento com
os pterocarpanos cristacarpina e gliceolinas |, Il e Il promovem o aumento da citocina
anti-inflamatéria IL-10 (HWANG et al., 2022; YOON et al., 2012). Também foi observado
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por Souza (2011) que os niveis de IL-12 aumentaram com o tratamento com a LQB 118
nos macréfagos peritoneais infectados por L. braziliensis, o que pode ser um evento
chave na eliminagao desse parasita. Adicionalmente, ha varios relatos que demonstram
a capacidade dessa molécula em reduzir os niveis de outras citocinas pré-inflamatérias
como IL-1B, IL-6 e TNF-a in vitro (CHAE et al., 2016; LEEet al., 2015; LIMA et al., 2020;

NETTO et al., 2010; PINHO et al., 2011; RICA et al., 2016).
Além das citocinas, o NO é outro importante mediador inflamatdrio produzido por

macrofagos sob estimulo do zimosan (LI et al., 2022). Esse mediador possui varios
efeitos biolégicos e nos macréfagos atua aumentando sua atividade citotoxica
(CHAKRAVORTTY; HENSEL, 2003), mas por se tratar de um gas, se difunde livremente
pelas membranas biolégicas e pode ter efeitos deletérios no organismo quando
produzido em grandes quantidades, causando dano tecidual (GUZIK, 2003). Nesse
trabalho, constatou-se que o tratamento de macréfagos peritoneais estimulados pelo
zimosan com a LQB 118 reduziu os niveis de NO. Esses resultados corroboram os
obtidos por Yoon e colaboradores (2012), que demonstraram que o tratamento com as
gliceolinas I, Il e Il em RAW 264.7 é capaz de reduzir a produgédo de NO estimulada por
LPS. Chae e colaboradores (2016) e Hwang e colaboradores (2022) também
demonstraram o efeito de pterocarpanos, o maackia pterocarpano B e a cristacarpina,
em reduzir os niveis desse mediador utilizando o mesmo modelo experimental. Além
disso, os pterocarpanos sophotokin, maackiain e medicarpin reduzem os niveis de NO
produzidos por linhagem de células de microglia BV-2 estimuladas por LPS (XIA et al.,
2019). Adicionalmente, o tratamento de macréfagos infectados por L. braziliensis com
LQB 118 também €& capaz de reduzir os niveis de NO produzidos por essas células
(SOUZA, 2011).

O NO é produzido a partir da converséo de L-arginina em L-citrulina a partir da
acao da enzima NOS, que possui trés isoformas, sendo a responsavel pela produgao

de NO nos processos inflamatérios a iINOS (FORSTERMANN; SESSA, 2012;
STUEHR; HAQUE, 2019). Corroborando a literatura e como demonstrado nesse
trabalho, o agonismo de TLR2 por zimosan resulta em um aumento da iNOS. O
tratamento com a LQB 118 nao reduziu a expressdo dessa enzima nos macrofagos
peritoneais. De forma contraria, o tratamento com maackia pterocarpano B,

cristacarpina e gliceolinas |, Il e lll reduz a expressao de iINOS em macrofagos RAW
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264.7 estimulados por LPS (CHAE et al., 2016; HWANG et al., 2022; YOON, 2012).
Além disso, outros pterocarpanos como os sophotokin, maackiain e medicarpin
reduzem os niveis de iINOS em linhagem de células de microglia BV-2 estimuladas
por LPS (XIA et al.,, 2019). Em macréfagos THP-1 resultados semelhantes séao
observados mediante o tratamento com a naftoquinona lapacol (OLIVEIRA et al.,
2010). O fato de a LQB 118 nao reduzir a expressao da iNOS nos macréfagos pode
indicar que essa molécula age em outros alvos para promover a redugéo da produgao
do NO, ou ainda, interfere em eventos pdos traducionais, a exemplo da fosforilacao de
INOS pela quinase Src, desestabilizando e diminuindo a meia vida da enzima
(TYRYSHKIN et al., 2009).

A partir dos resultados obtidos e tendo em vista que a IL-12 e o NO estao
diretamente envolvidos com a fagocitose dos macréfagos, o préximo passo foi avaliar
a atividade fagocitica de macréfagos peritoneais frente as particulas de zimosan. A
concentracado de 5 uM foi selecionada para dar continuidade aos experimentos, visto
que essa foi a Unica a interferir nos niveis de NO e apresentou maior redugéo nos niveis
de IL-12. Nossos resultados demonstraram que o pré- tratamento dos macréfagos com
a LQB 118 foi capaz de reduzir a capacidade fagocitica dos macrofagos as particulas
de zimosan utilizando tanto a metodologia de observagao ao microscopio éptico como
a citometria de fluxo. Esse € o primeiro relato de agcao da LQB 118 na capacidade
fagocitica de macrofagos peritoneais e indica que essa molécula é capaz de interferir
nas atividades efetoras dessas células.

A ativacdo de células imunes pelo zimosan atraves de receptores de
reconhecimento de padrao aumenta a formacao de ROS intracelular (DAHLGREN et
al., 1999). ROS causam danos celulares e necrose através de varios mecanismos,
como desnaturagao de proteinas e danos ao DNA (CUZZOCREA et al., 2002), apesar
de serem mediadores chave na destruicdo de patdégenos durante a fagocitose
(MOGHADAM; HENNEKE; KOLTER, 2021). Avaliamos o efeito da LQB 118 nos niveis
de ROS e observou-se que essa molécula reduz os niveis de ROS nos macréfagos
peritoneais estimulados por zimosan. Em acordo com nossos resultados, o tratamento
com o pterocarpano maackiain em células RAW 264.7 estimuladas por LPS reduz os
niveis de ROS (BAI et al., 2022). Martino e colaboradores (2018), de forma contraria,

observaram um aumento na producdo de ROS em células de cancer de prostata
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mediante o tratamento com a LQB 118, o que pode ser benéfico nesse caso, pois
altos niveis de ROS podem induzir a apoptose (REDZA-DUTORDOIR; AVERILL-
BATES, 2016). Adicionalmente, o tratamento com a molécula induziu a produgédo de
ROS em promastigotas de L. amazonensis (RIBEIRO et al., 2013).

Para que a fagocitose ocorra sdo necessarias modificagdes no citoesqueleto dos
macrofagos. O citoesqueleto é constituido por actina, microfilamentos e filamentos
intermediarios, com a actina desempenhando um papel central nesse processo
(LEMIEUX et al., 2014). A via de sinalizagdo P13k-mTOR tem sido descrita como uma
das envolvidas no rearranjo do citoesqueleto de macrofagos (FREEMAN et al., 2014;
BAO et al., 2015). A quinase Akt, por sua vez, esta a montante de PI3k e a jusante de
mTOR, nesse sentido, resolve-se avaliar se a LQB 118 interfere na fosforilacdo de Akt
e de mTOR.

Observou-se que o tratamento com a molécula ndo alterou os niveis de
fosforilagdo de Akt, mas reduziu a fosforilagdo de mTOR. Ressalta-se que nao existem
dados na literatura que demonstrem o efeito da LQB 118 na fosforilagdo de Akt e mTOR
em outras células imunoldgicas. No entanto, em linhagem de células leucémicas K562
e K562-Lucena, ja foi demonstrado que o tratamento com a molécula aumentou a
fosforilagdo de Akt (DE FARIA et al., 2015). Esses diferentes efeitos podem ocorrer em
funcao dos diferentes tipos de células, protocolo experimental ou ainda pela presenca
de estimulo inflamatério. Ja diminui¢cao da fosforilacdo de mTOR pode indicar que ha
uma redugao na ativagéo direta da PI3k tipo | sobre o complexo mTOR 2 (mTORC2)
(GAN et al., 2020), o que pode levar a regulacdo negativa de RhoA (membro A da
familia homologa de Ras), uma proteina de baixo peso molecular presente a jusante
de mTOR que afeta as fungdes fagociticas das células, regulando a montagem dos
filamentos de actina e miosina, diminuindo a capacidade dos macréfagos em fagocitar
(JHANWAR-UNIYAL et al., 2017). Além disso, ja foi demonstrado que a inibigdo de
mTOR leva a diminuigdo da producgao de citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias por
macrofagos (XIE et al., 2014), corroborando os resultados de diminuigdo das citocinas

IL-1B, IL-6 e TNF-a previamente relatados pelo nosso grupo (LIMA et al., 2020) e
também da IL-12 observada nesse trabalho.

O zimosan ao se ligar ao TLR2 inicia uma cascata de sinalizagao intracelular que

culmina na ativagao de proteinas quinases ativadas por mitdgenos (MAPKSs) e fatores
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de transcrigdo, como o fator de transcricao nuclear kappa B (NFkB) (KAWASAKI,;
KAWAI, 2014; TAKEDA; AKIRA, 2005). O NFkB, uma vez fosforilado, se liga a regides
especificas do genoma e induz a expressdo de genes de varios mediadores pro-
inflamatdrios, como as citocinas, quimiocinas, espécies reativas de oxigénio, moléculas
de adeséo, dentre outros (TAKADA, 2009).

Nossos resultados demonstraram que o tratamento dos macréfagos peritoneais
com a LQB 118 reduziu os niveis totais assim como a fosforilagdo do NFkB. Esses
resultados corroboram os de Riga e colaboradores (2016), que demonstraram uma
reducado na fosforilagdo desse fator de transcricdo em modelo de lesdo pulmonar
induzida por LPS mediante o tratamento com a LQB 118. Em linhagem de células de
leucemia mieloide aguda e crénica, o tratamento com a molécula reduziu a ativagao
do NFkB (FARIA et al., 2015; REIS et al., 2013). Além disso, varios pterocarpanos, como
cristacarpina, maackiain, sophotokin, maackia pterocarpano B e as gliceolinas I, Il e lll
também apresentam a capacidade de reduzir os niveis de ativacdo do NFkB em diferentes
modelos experimentais (CHAE et al., 2016; GUO et al., 2020; HWANG et al., 2022; XIA
et al., 2019; YOON et al, 2012). Essa habilidade em reduzir os niveis de
ativacao/fosforilagdo do NFkB pode estar relacionada com a porgéo pterocarpano da
LQB 118.

A diminui¢ao da fosforilagcdo do NFkB pode estar diretamente relacionada com a
reducdo da IL-12, uma vez que a ativacdo do TLR2 pelo zimosan de levedura leva a
producado dessa citocina (GORIELY et al., 2008; Ql; DENNING; SOONG et al., 2003).
Além disso, o0 NO e ROS também podem ser produzidos via ativacdo do NFkB
(ARIAS-SALVATIERRA et al., 2010) e esses mediadores estdo diretamente
relacionados com a capacidade fagocitica dos macréfagos peritoneais, que também
foi diminuida pelo tratamento com a LQB 118.

Considerando os resultados obtidos até agora, que demonstram que a LQB 118
interfere em varios aspectos do processo inflamatério agudo in vitro, decidiu-se avaliar
os efeitos da LQB 118 no processo inflamatoério agudo in vivo, utilizando o modelo de
peritonite induzida por zimosan. Esse modelo foi primeiramente descrito por Doherty
em 1985 e desde entdo vem sendo utilizado para testar compostos anti- inflamatérios
e entender seus mecanismos de agédo (CASH; WHITE; GREAVES, 2009).
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O zimosan, quando administrado intraperitonealmente em camundongos, induz
um processo inflamatério com extravasamento de neutréfilos para a cavidade
peritoneal, detectaveis apos duas horas e com pico maximo apos quatro horas de
estimulo (CASH; WHITE; GREAVES, 2009).

No modelo de peritonite induzida por zimosan, o pré-tratamento com a LQB 118
nas doses de 10 mg/kg ou 20 mg/kg foi capaz de reduzir a migracéo de leucécitos,
especialmente de neutrdfilos, para o peritonio. Esses dados corroboram com os
resultados observados por Rica e colaboradores (2016), onde o pré-tratamento com
diferentes doses da LQB 118 reduziu a migragao de neutrdfilos para o fluido do lavado
broncoalveolar (BALF) em modelo de inflamagao pulmonar induzida por LPS. Também
foi observado nesse mesmo trabalho que os niveis de KC (CXCL-1), uma quimiocina
quimioatraente de neutréfilos, sdo reduzidos mediante o tratamento com a LQB 118,
o qual pode ser o mecanismo associado ao efeito dessa molécula em reduzir a migragao
neutrofilica. Além disso, a naftoquinona B-lapachona inibiu a migracdo de neutrdfilos
induzida por carragenina para o periténio (SITONIO et al., 2013).

A injecao de zimosan € responsavel por causar uma reducdo inicial no numero
de macrdéfagos peritoneais, um fendmeno descrito como reagao de desaparecimento
dos macréfagos (RDM), causado, possivelmente, devido a ativagao dessas células e
consequente aumento de sua aderéncia nas camadas internas do periténio (AJUEBOR,
1998). A reacéo de desaparecimento dos macréfagos € um fendbmeno ja descrito pela
literatura, sendo observado também apos 24 h de estimulo i.p. com ovalbumina (KOOL
et al., 2008) e apos 12 h de estimulo i.p. com amido. Nelson (1963)demonstrou que a
RDM poderia ser revertida utilizando-se heparina, a qual possui agao anticoagulante e
antiadesiva (WOODS et al., 1986). Além disso, o bloqueio da ativagao de integrinas
também reverte parcialmente a RDM e exame fisico da cavidade peritoneal revelou a
presenca de agregados de tamanhos milimétricos dentro dessa cavidade de 3-5h apds
a administracao i.p. do zimosan. Esses agregados apresentavam fibrina, indicando se
tratar de coagulos, que apresentavam macréfagos e poucas células B peritoneais, além
de alguns neutrofilos, que sao rapidamente recrutados para o peritdnio apds a injegao
do zimosan, indicando que o0s coagulos sao um local proeminente para o

desaparecimento dos macréfagos em resposta aos estimulos inflamatérios. Dessa
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forma, fatores de coagulagao, como o fator V, estdo diretamente relacionados com a
RDM (ZHANG et al., 2019).

A RDM foi observada em nosso resultado, onde os animais do grupo zimosan
apresentaram uma redugdo no numero de células mononucleares presentes no
exsudato peritoneal e o pré-tratamento com a LQB 118 nos animais estimulados foi
capaz de reverter esse processo, 0o que sugere a habilidade dessa molécula em
interferir na dindmica de ativagao de integrinas e fatores de coagulagao.

No modelo de peritonite induzida por zimosan, citocinas pré-inflamatérias, como
IL-1B, IL-6 e TNF-a participam do recrutamento de neutréfilos e manutengao da
inflamagédo (KOLACZKOWSKA; SELJELID; PLYTYCZ, 2001; KOLACZKOWSKA et
al., 2010). Quanto aos niveis de citocinas presentes no lavado peritoneal, observou-
se que o tratamento com 10 mg/kg da LQB 118 reduziu os niveis de IL-13, enquanto a
dose de 20 mg/kg reduziu tanto os niveis de IL-1B quanto os niveis de TNF-a e IL- 10.
No entanto, os niveis de IL-6 ndo foram alterados mediante tratamento com a molécula
em nenhuma das doses avaliadas. Esses resultados estdo de acordo com resultados
anteriores do nosso grupo, que demonstrou que o tratamento de macréfagos
peritoneais com a LQB 118 em diferentes concentragées na presenga do zimosan €&
capaz de reduzir os niveis de IL-18 e TNF-a. Rica e colaboradores (2016) também
demonstraram que o pré-tratamento com a LQB 118 reduz os niveis TNF-a no BALF
apos desafio com LPS. Em modelo experimental de sepse em camundongos foi
observado que o tratamento com o maackiain pterocarpano B foi capaz de reduzir os
niveis das citocinas pro-inflamatérias IL-18 e TNF-a (BAI et al., 2022). Ademais, a
naftoquinona 6-metoxi-7- hidroxi-a-dunniona administrada sistemicamente diminui os
niveis das citocinas TNF-a, IL-18 e, em oposi¢gdo aos nossos resultados, IL-6, em
modelo de febre induzida por LPS (LOMBA et al., 2017). De forma semelhante, a 1,4-
naftoquinona ou o tratamento com B-lapachona diminui os niveis de TNF-a e IL-6
produzidos na inflamacgao peritoneal induzida por LPS e na peritonite induzida por
carragenina (KOBAYASHI et al., 2011; SITONIO et al., 2013).

Uma vez que foram obtidos melhores resultados na redugdo da migragdao dos
leucécitos e niveis das citocinas com a dose de 20 mg/kg, esta foi utilizada para a

analise do mecanismo de acgao envolvido no efeito anti-inflamatério da LQB 118 in vivo.
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O receptor TLR2 ao ser ativado por ligante inicia uma cascata de sinalizagao
intracelular recrutando a proteina adaptadora MyD88, que sinaliza para outras proteinas
intracelulares e induz fosforilacdo com consequente ativacdo de MAPKs, como a p38
(ADEREM; ULEVITCH, 2000; TAKEDA; AKIRA, 2005). A sinalizagdo da p38 regula a
expressao de citocinas como TNF-q, IL- 1B e IL-6, das enzimas COX-2 e iNOS, assim
como a expressao de moléculas de superficie, a exemplo do CD69 (LOMBA et al., 2001;
TURPEINEN et al., 2010; LI et al., 2011). Nossos resultados demonstraram que o
tratamento dos animais com a LQB 118 foi capaz de reduzir os niveis de expressao da
P-p38. Esse resultado corrobora os resultados obtidos anteriormente por nosso grupo,
onde o tratamento dos macrofagos peritoneais com a substancia reduziu os niveis de
fosforilagdo dessa MAPK. Em linhagem de células de glioblastoma, o tratamento com
a LQB 118 também foi capaz de reduzir os niveis de expressdo da P-p38 assim como
da P-ERK1/2 (BERNARDO et al., 2020). Além disso,o0 tratamento de células BV-2
estimuladas por LPS com a LQB 118 reduziu os niveis de expressao das trés mapk:
P-p38, P-ERK1/2 e P-JNK (XIA et al., 2019). Em oposigéo, recentemente, Hwang e
colaboradores (2022) demonstraram o efeito do maackia pterocarpano em reduzir a
expressao de P-JNK, P-ERK1/2, mas sem efeito na P-p38. Nesse contexto, nossos
dados demonstram que a LQB 118 afeta diretamente a fosforilagdo da p38 e isso pode
explicar a reducéo da produgéao de citocinas observada.

Por fim, uma vez que Riga e colaboradores (2016) demonstraram através de
docking molecular que a LQB 118 pode ser um potencial ligante de receptores de
estrogénio e que estes receptores estdo relacionados com a modulagdo de genes
inflamatérios (HARDING; HEATON, 2022; VEGETO et al., 2001; VILLA et al., 2015)
pode-se sugerir que as propriedades anti-inflamatorias deste composto estejam
diretamente ligadas a sua interagdo com os receptores estrogénicos.

Considerando todos os resultados, o presente trabalho avaliou pela primeira vez
o efeito da LQB 118 em modelo murino de peritonite induzida por zimosan, além de
demonstrar, de forma inédita, o efeito dessa molécula na atividade fagocitica de
macrofagos peritoneais, investigando ainda os mecanismos de agao envolvidos no

seu efeito anti-inflamatorio.
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Em conclusdo, nossos resultados demonstraram pela primeira vez a atividade

anti-inflamatéria da LQB 118 em modelo de peritonite induzida por zimosan, onde o

tratamento com a molécula reduziu a migragao celular e a produgao de citocinas,

possivelmente pela inibicdo da via MAPK p38. Adicionalmente, a LQB 118 modulou

a fungdo fagocitaria dos macréfagos, alterando diferentes parametros,

com

envolvimento da inibigdo da via mTOR-NFkB. Em conjunto, esses dados demonstram o

potencial anti-inflamatério da LQB 118 , que pode se tornar um protétipo de novos

farmacos para doencgas imunomediadas.

Figura 14. Agbes da LQB 118 in vitro e in vivo

Zimosan

B
&
.
)
7

Neutréfilo = T »
¢ QO' o TNFallip e VLGRS
- IL-6 IL-10 o

Mastécito

Transmigragio .
. . L
£, o
,e;) ) 1 Permeabilidade *
vascular °
‘i<
; )

Recrutamento
celular

/' Fagocitose e
5 =

a 3
. -
. .
.
O
i .
' .'.
" -~ ..
.
“
.
[y N
G v
2% /
X a1 \ N() o. IL129.
,,1‘\\_'1'. "\T 5
" \LFmrmagaodoJ .
Q ‘/
were @ omor @

NEKE

\

Lisossomo

Fagolisossoma

Fonte: Autor, 2023.

1. Inibicdo de P-p38 em neutrdfilos e da migragao de neutrofilos.

2. Reducéo de citocinas.

3. Inibicao de P-NFkB e P-mTOR.
4. Inibigao de fagocitose e ROS.
5. Reducgédo de IL-12 e NO.
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Federal da Uso de Animais
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Paraiba

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Avaliacio dos aspectos maleculares envolvidos ne efeito da LOB 118 como moduladora da
inflamacao: abordagens in vitro e in vive", protocolada sob o CEUA n? 1278190820 o oo1zig), 50b a responsabilidade de Sandra
Rodrigues Mascarenhas - que envolve a producao, manutencao efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de B de
outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem come com as normas editadas pelo Conselho Macional de
Controle da Experimentacio Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
da Paraiba (CEUAJUFPBE) na reunido de 02/10/2020.

We certify that the proposal "Evaluation of the molecular aspects involved in the effect of LQB 118 as a modulator of inflammation:
in witre and in vivo approaches”, utilizing 240 Heterogenics mice (240 femalas), protocaol number CEUA 1278190820 1o oo1z1s),
under the responsibility of Sandra Rodrigues Mascarenhas - which invalves the production, mainténance andfor use of animals
belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is
in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decrea 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the Mational
Council for Contral of Animal Experimentation ([CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal
University of Paraiba {CEUA/UFPB) in the meeting of 10/02/2020.
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Local do experimenta: Laboratério de Imunfarmacologia da Universidade Federal da Paraiba

Jodo Pessoa, 02 de outubro de 2020
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invivo and in vitro
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ARTICLE INFO

ABSTRACT

Keyword:
Inflammation
Cylokines
Zymosan
Macrophages

LQE 118, a hydride molecule, has been described as an antineoplastic and antiparasitic drug, Recently, LQB118
was also shown to display anti-inflammatory properties wsing an LPS-induced lung inflammation model.
However, LQB 118 effects on the inflsmmatory response induced by zymosan hasnot been demonstrated. In this
study, swiss mice were LOB 118 intraperitoneally (ip) treated and zymosan was used to induce peritoneal
inflammation. Peritoneal fluid was collected and used for cell counting and proinflammatory eytokines quan-
tification {IL-1[}, IL-6, and TNF-z) by immunoenzymatic assay (ELISA). For i viro studies, peritoneal macro-
phages zymosan-stimulated were nsed. Results demonstrated that LOB 118 treatment reduced polymorpho-
muclear cell migration and TNF-, IL-1[4 and IL-6 levels in the peritoneal cavity. In macrophages, LOB 118
treatment display no of totoxic effect and is also able to reduce cytokines levels. To investigate LQB 118 putative
mechanism of action, TIRZ, CDEY, and P-p38 MAPK expression were evaluated, LQB 118 treatment reduced
CD69 expression and p38 phosphorylation induced by zymosan Furthe rmore, LOB 118 was able to negatively
modulate TLRZ expression in the presence of inflammatory stimulus. Thus, owr study provide new evidences for
the mechanisms related to the anti-inflammatory effect of LOB 118 in wivo and @ vifre.
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Ouabain reduces the expression of the adhesion molecule CD18
in neutrophils

Luiz Henrique Agra Cavalcante-Silva” - Essia de Mmeida Lima® - Deyse C. M. Carvalho® -
Sandra Rodrigues-Mascarenhas

Facrved 18 Decemissr 2013 § Booepind: 30 April 2019
0 Speingior Napume Seitzedamd AL 2015

Abstract

Ohuzhain, a hormone that inhibits Na*K A TPase, modulates many aspects of the inflammatory response. [t has been previe
ously demonstraled that ouabaim inhibits newtrophil migration in several inflammation modeks in viva, bt litle is known
ahout the mechamisms underlying this effect. Thus, this work ammed o evaluate the efect of cuabain on molecules related
1o newtrophil migration. For this parpose. newtrophils obizined from mosse bome marrw were treated with owshain (0, 10,
and 100 nk} in vitro. Meutrophil viability was assessed by annexim Ypropidium sodide staiming. Cuabain treatment did mot
affect meutrophil viability at different times (2. 4, amd 24 h). However, basal nemtrophil viability was decreased after 4 h.
Thus, we assessed the effect of ouabain on the adheston molecule CINE, an miegrin 12 chain protein. and on the chemokine
receptar CXCR2 after 2 h of treatment. CDVE expression was reduced (by 30% ) by | nM ouabain. However, the expression
af CXCEZ on the nestrophil membrane was mot affected by ouabain treatment (1. 10, amd 100 n¥& ). Moreover, omsbain
{1, 10, and N0 nA} did mot modulate the rymosamsinduced secretion of CXCL] {a chemokme receptor CXCR2 ligand) m
macraphage cultures. These data suggest that the mhbibitory efect of mushaim on neutrophil migration is related 1o redsced
CDIE expression. imdicating a novel mechanism of action.

Keywords Integrin - CXNCR2 - CNCLI - Neutrophil migration

Introduction 4}, demdritic cells {(Mascimenio et al. 2014). B cells

(de Paiva et al. 201 1; da Silva et al. 2014), and thymocytes

The mole of sternid bormores in the mfammatory process
has been widely described (Straub and Cutolo 2016; Glezer
et al. 201 8). Cuabain is an endogenows cardiac steraid bors
mane (Hamlyn et al. 19%]) prodweced under differemt con=
ditionms. such as hypertension (Hawsck and Frishmam 20002,
pregnancy (Dhvelas=levitt et al. 2001 5), and stress { Antobovic
et al. 200k, Bauer et al. 2005). In addition o having an
imhibitory effect on Na*fK*ATPaze, o concentrations of
ouabain can imlerfere with some signalling proteins (e.g..
NF=cB and Src kinase) (Aperia 2007). Cuabain has been
shown o modulate several immune system cells, such as
monocytes (Valente et al. 200%; Teixeira and Eumjanek

[l Sandra Rodeigoes-Mascarenihas

[Echevarriz=Lima et al. 2003; Eodrigues Mascarenbas et al.
2003; Eodrigees=Mascaremhas et al. 2008 In addition,
ouabain has been described as an mflammatory modulator
(Cavalcamte=Silva et al. 201 7).

Chur group has demonsirated that ouabain has an antie
inflammatory effect in several mouse models of acuoie
inflammation. Quabain treatment (056 mglkg, i.p.}
decreases paw edema induced by rymosan, carrageenan,
PGE,, bradykinin, and compound L8780 (a histamines
depleting agent) (de Vasconcelos et al. 200 1). This effect
may be related to a reduction im vascular permeabality
(Lette et al. 201 5). Cuabain also decreases THFea and
[L=1f levels withiout interfering with IL«f and L1 levels
in a zymosansinduced peritonitis model. This effect may
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Marinobufagenin inhibits neutrophil migration and proinflammatory cytokines.

Journal of Immunology Research (Fator de impacto: 4.493), 2019.
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Copyright & 2019 Deyse C. M. Carvalho et al. This is an open access articke distributed under the Creative Commons Attribrution
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Cardiotonic steroids, such as ovabain and digoxin, are known to bind to Na'/K'-ATPase and to promote several hiological
activities, including anti-inflammatory activity. However, there are still no reports in the literature abour inflammation and
marinobufapenin, a cardiotonic steroid from the buladienolide family endogenously found in mammals. Therefore, the aim of
this work was to analyze, in wvo and in vilro, the role of marinobufagenin in acute inflammation. Swiss mice were treated with
056 mpkg of marnobufagenin intraperitonealty (Lp) and zymosan (2 mg/ml, ip) was used to induce peritoneal
inflammation. Peritoneal fluid was collected and used for counting cclls by optical microscopy and proinflammatory cytokine
quantification (IL-18, IL-6, and TNF-a} by immunoenzymatic assay (ELISA). Zymosan stimuolation, as expected, induced
increased cell migration and proinflaimmatory cytokine levels in the peritonenm. Marinobufagenin treatment  reduced
polymorphonuclear cell migration and 11-1# and 11-6 levels in the peritoneal cavity, without interfering in TNF-x levels. In
addition, the effect of marinobufagenin was evaluated wsing peritoneal macrophages stimulated by zymosan (0.2 mgfml)
irt vitro. Marinobufagenin treatment at different concentrations (10, 100, 1000, and 10000 nM) showed no cytoloxic effect on
[.It:‘nl-mcal macrophages. Interestingly, the lowest concentration, which did not inhibit Na'/K'-ATPase activity, attenuated

cytokines [L-18, [L-6, and TNF-x levels. To investigate the putative mechanism of action of marinobufagenin,
the cxpression of surface molecules (TLE2Z and CD69) and P-p38 MAPK were also cvaluated, but no significant cffect was
observed. Thus, our results suggest that marnobufagenin has an anti-inflammatory role in vive and in vitro and reveals a novel

possible endogenous function of this steroid in mammals.
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Anti-inflammatory potential of pyocyanin in LPS-stimulated murine
macrophages. Imnmunopharmacology and Immunotoxicology (Fator de impacto:
3.712), 2019.

IMMUNOPHARMACOLOGY AND IMMUNOTOXICOLOGY T l & F ;
2019, VOL. 41, NO. 1, 102-108 e ay or . rancis
https://doi.org/10.1080/08923973.2018.1555845 Taylor & Francis Group
ORIGINAL ARTICLE W) Check for ypdates

Anti-inflammatory potential of pyocyanin in LPS-stimulated murine
macrophages

José Marreiro de Sales-Neto® (&), E A Lima®, L. H. A. Cavalcante-Silva®, U. Vasconcelos” and S. Rodrigues-
Mascarenhas®

Departamento de Biologia Celular e Molecular, Universidade Federal da Paraiba, Joao Pessoa, Brazil; "Departamento de Biotecnologia,
Universidade Federal da Paraiba, Joao Pessoa, Brazil

ABSTRACT ARTICLE HISTORY
Context: Pyocyanin is a typical Pseudomonas aeruginosa virulence factor, a common Gram-negative Received 11 August 2018
rod responsible for a wide range of severe nosocomial infections. There is evidence indicating that Revised 23 October 2018
pyocyanin has multiple biological activities, but little is known about anti-inflammatory properties. Accepted 2 December 2018
Objective: This study investigated pyocyanin effect on nitric oxide and cytokine production in lipo-
polysaccharide (LPS)-activated murine peritoneal macrophages.

Materials and methods: N!acrophag_es were incubated in _th(:: prc-?sence and_absence of pyw_ocyanin phenazines; Pseudomonas
(1,5, 10, 50, and 100 pM) with and without LPS (1 pg/mL). Nitric oxide production was determined by aeruginosa; macrophages;
Griess reagent and tumor necrosis factor (TNF)-x and interleukin (IL-18 production was assessed by immune response
enzyme-linked immunosorbent assay. In addition, pyocyanin effects on zymosan A-induced peritonitis

in mice were evaluated.

Results: Pyocyanin (5 and 10 uM) decreased nitric oxide, TNF-c, and IL-1f production independent of

macrophage death. On the other hand, in vivo, pyocyanin (5 mg/kg) was not able to affect leukocyte

migration into the site of inflammation.

Discussion and conclusion: Thus, our findings suggest that pyocyanin exerts anti-inflammatory effects

on murine peritoneal macrophages, downregulating nitric oxide, TNF-a, and IL-1p levels, which seems

to be independent of cell migration. These effects may represent a mechanism of immune evasion;

nevertheless more detailed studies should be performed to confirm this hypothesis.

KEYWORDS
Inflammation; natural
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Anticancer effect of a Spiro-acridine compound involves immunomodulatory and
anti-angiogenic actions. Anticancer Research (Fator de impacto: 2.435), 2020.
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Abstract. Background/Aim: Studies with acridine
compounds have reported anticancer effects. Herein, we
evaluated the toxicity and antitumor effect of the (E)-1"-{(4-
chlorobenzylidene )Jamino)-5"-oxo0-1',5"-dihydro-10H-
spirofacridine-9,2"-pyrrole |-4’-carbonitrile (AMTAC-06), a
promising anticancer spiro-acridine compound. Materials
and Methods: The toxicity of AMTAC-06 was evaluated on

and increased sub-G; peak, suggesting apoptosis was
triggered. Moreover, the compound significantly decreased
the density of peritumoral microvessels, indicating an anti-
angiogenic action, possibly dependent on the cytokine
modulation (TNF-a, IL-15 and IFN-y). No significant
toxicological effects were recorded for AMTAC-06 on tumor
transplanted animals. Conclusion: AMTAC-06 has low
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY
Patulin (PAT) is a natural product isolated from several species of Received 1 Septernber 2021
fungi. Here, we evaluated the effect of PAT (52.5-4,000 ng/ml) in Acrepted 11 December 2021
lipopolysaccharide  (LPS)-activated murine peritoneal macro-

phages. Cell viability assay showed that PAT at concentrations up KEYWORDS

to 250 ng/ml did not affect macrophage viability. PAT (250 ng/ml) 4'“3‘":"“3"'4”'“"_'”':'3'2{_"_
significantly reduced LPS-induced nitric oxide production (by g:::{h??:;; gl
98.4%), inducible nitric oxide synthase (iNOS) expression (by i“ﬁmﬁ.lat?ua

83.5%), and iMO5 messenger ribonucleic acid expression (by

100.0%). Morecver, PAT significantly reduced LPS-induced inter-

leukin-1p (by 80.6%), cluster of differentiation (CD) 69 (by 63.1%),

and Toll-like receptor (TLR) 4 (by 91.9%) protein expression.

Finally, PAT significantly reduced LPS-triggered phosphorylation of

all mitogen-activated protein kinases (MAPK) assessed: extracellu-

lar signal-regulated kinase (ERK; by 89.5%), c-Jun N-terminal kin-

ase (JNK; by 77.5%), and p38 (by 723%). Taken together, these

data suggest that PAT downregulates acute inflammatory

response, inhibiting nitric oxide production by suppressing CD&9-

TLR4/ERK-JNK-p38 MAPKs/Nos2/iNOS signaling pathway.
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2-(3-Hydroxy-2-oxoindolin-3-yDacrylonitrile (ISACN)
Modulates Inflammatory Process In vitro and In vivo

Juliane Santos de Franca,! José Marreire de Sales-Neto,! Deyse Cristina Madruga Carvalho,?
Essia de Almeida Lima." Taynd Rodrigues Olegirio,” Rhuan Karlos Santos Mendes,”
Clandio Gabriel Lima-Junior,® Méirio Luiz Aradjo de Almeida Vasconcellos.® and

Sandra Rodrigues-Mascarenhas e

[Racaveel Al 20, JOM aczeied Noremsber /7 S0
Abgrace—Morsta=Baylis-Hillmon adducts (MBEHAJ are synthetsc molecules: with several
beological actions already described in the literatare. 1t has been previowsly described that
adduct e 3sbyedronya2socomdolmsSoyllacrylonitrile (I5ACN} has anticancer pobemtiad
leukemac cells. Inflammation is ofien associated with the development amd progression of
cancer. Therefore, i better undersiand the offect of ISACN, ths study aimed to evalmte the
antiin{lammatory potentsal of 1ISACN both ir witne and ir vivee. Resuhls demonstrated that
[SACH pegatively modulated the production of mflammatony cptokmes ILe] B, THFeo, and
[L=f by cultured macrophages. fir vive, I5ACN 6 and 24 mefkg brsitment promoted reduced
leukocyte migratwmn, especially neutmophils. to the pomiomeal cavity of mymesan=challonged
ammals. [SACN displays o antisedemaiogensc activity, but it was able o promote a
significant reduction m the production of inflammatory cytokines in the peritomeal caviky.
These data show, for the frsl tme, that MEHA ISACN negatively modulates seven] aspects
of the inflammatory respanse. such as cell migratiom and cyiokine production i v and
fre vitr, this heving an amtismflammatony potential.

KEY WORDS: MEHA; inll b 1 nil Y pEtctid
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MHEH adducts represemt a novel group of syme
thetic molecules that dsplay a wikle vanety of potent
biological activities being explored as dmg camdss
dates against several diseases [26, 42, 46, 47, 50].
These compounds . are obixined from Morita-Boylis-
Hillman {MBH) reactiom [I7, 25] and represest an
mmportant kool for development of mew maolecules
[E1]. ISACH (Is[3=hydroxy=Z-oxoindolin=3=
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Abstract

Oazhain is a canliac sternid hormene with immunemodulatery effects. It inhibits meutmophils migraton induced by differs
ent stimuli, but little is kmown about the mechanisms imvolved in this effect. Thus, the zim of this study was to evaluate the
oumshain effect on chemotactic signaling pathways in neutrophils. For thad. mice phils were solaled from bone marnoes,
treated with ouabain (1. 10, and 10D nMd} for 2 h, submitted to transwell chemotaxis assyy and flow cytometry analysis of
Akt, ERE. INK, amd p38 phosphorylation induced by zymosan. Cruabain treatment (1, 1) and, 100 ab) reduces neutrophil
chemotaxis induced by chemotactic peptide fYLP, bt this substance did mot inhibit Akt, ERK, and INK activation induced
by rymosan. However, ouabain (1 and 10 aM) reduced p38 phosphorylation in zymosansstimulaled neutrophils. These resulis

suggest that ouabain may mterfere in newtrophil migration through p28 MAPK inhibition.

Keywords Candiac steroid + Akt - MAPK - Neutrophil migration

Introduction

Ohazbain is a cardiac sterokd hormoene produced madnly by
the adrenal gland. that modulates mamy immune system
functions (Rodrigues=Mascarenhas et al. Z00%), including
the inflammatory response (Cavalcante«Silva et al. 2017}
Oar group has previously demonstrated that ouabain inhibe
its mice newtrophil migration indeced by zymaosan (Leite
et al. 2015), ovalbumin (Galvio et al. 2017}, Leishmanria
arurzencrsis (Jacob et al, 2003), and concanavalin A (de
Vasconcelos et al. 200 1. Dhher studies have also reporied
thix activity in human newtrophils (Ray and Samanta | 99T},
The impairment of newtrophil migrtion by cuabain could be
related w reduced CDE expresion. an integrin betas2 chain
{CavalcamtesSilva et al. 2020}, Cardiotonic steroids inhibit
Ma TK  ATPase (MEA) and alier cellular ion concentration.
However, ouzshain-NEA interaction, withow punmp inhibi-
tiom, can also interfere with cellular signaling {e.g., MAPE
pathway ) (Coi and Xie 2017), modulating different cellular

E Sandrs Rodrigues-Macarenhas
samadradchionec il b

iy ihiceschnology Lab v, Bioaschnalogy Ceaser,
Federal Universiy of Paraiba, Jodo Pessos SHOS51-800,

functions, such as cell proliferation ( AydeminKoksoy et al.
2001).

Meutrophils are polymarphonuclear leukocytes classi-
cally known to participate in inflammatary processes amd
play an important role in bacterial amd fungal infections
[Summers et al. 20100 However, neutrophils also particis
pate in the mmor immune response (Mishalian et al. 2007;
Owcana et al. 2017}, the stimulation of adaptive immune
responses {Mimns et al. 201%), and also the resolution of
inflammation (Jomes et al. 2006) and healing {Phillipson
and Kubes M%) Despite their essent@l role in immune
sysiem bomeostasis, neutrophils are alse iovelved in the
immunopathology of many mfammatory diseases, such as
acute lung imjury. chronic obstructive pulmonary disease,
arthritis, and OO0 D19 (Leliefeld et al. 2004; Juss et al.
2016 Hellebrekers et al. 2000 B; BautistasBecerril et al. 2021;
Cavalcante«Silva et al. 202 1; Parackova et al. 2021). These
cells present o dysregulated migration or activation in these
clinical conditions {Hidalgo et al. 2019

Comsidering that oushain can reduce newtrophil nigration
(Legte et al. 200 5), but little 15 known about the molecalar
mechanisms imvalved in this effect. this work aimed 1o evalus
ate the ouabain effect on cell signaling pathways related o
neutrophil migration.
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ARTICLE INFO ABSTREACT
Erpwords: The SARS-Cov2 infiection triggers & svaliisystiem [nflasansory disorder, knowing & COVID-19, & pasdemic
Inflarzmatica disease. This disease Is characterized by acule respiratsry dispess syndsome, cytokise-driven hyper-
e inflammaties, and leukoeytes count changes. The [ssate immuse response has been linked 1o COVED-19
MEETh i th s {e.g., dysiunctional IFN response and myeleid inflammation). In this regard, nesrephils

hiwe been highlighted as eseensl effeeme cells in the developasent of OOVED-19. This review sammeisad the

significant feeds about neutrophil and (s effector mechank (&g, phil , and cyueki
newtraphil extreeeloler trps) o OO¥ID-19 2o far.

1. Introduction: COVID=19

COVID=19 (Coronavirus disease 2019) is an infectious inflammatory
disease caused by SARS-CoVel (severe acute respimpbory symdrome
carsaavirus 2) [1], a new type of coronavirus identified in China in
Derember 2019 after several patients were diagnossd with nonspecific
poeumonia [2]. The coronavirus outhreak began in Wuhan, the capital
of Hubei province, and guickly spresd across continental dimersions,
turming Covid-19 into a pandemic disease [2].

Coronavirusss are single-stranded BNA vinases that are character-
ized by having carona-like projections an their surface. There are four
main proteins in the strochare of these microorganisms, nclading the
spike protein (5), which is related to the host cell mechanism of imvasion
(4]. The SARSCoV2 s the third virus of the || coromavirus group to
demonstrate the capacity to infect humars with pandemic potential [5].
SARSCoV and the MERSCoV (Middle Eastern respiratory symdrome
ooronavirus) were responsible for previous relevant outbrealks of respis
mtory disease in 2003 [0,7) and 2012 [8,5], respectively.

Humapstoshuman transmission cccurs through direct coneact o
respiratory droplets from infected individuals, whether symptomatic or
asympiomatic [10-12). Several reports have suggested that other forms
of tran=missiocn, such a5 the fecalsoral route [13-146] and indragterines
vertical imnsmission, may alse happen [17,14]. However, more sudies
need to be carmied out to confirm this form of trrarsmdssion.

The clinical features of COVID-1% may appear after an incubation

pericd of around 5-14 days [19). Same early sympeoms resemble thase
of other viral respimtory infections, such as those cansed by infloenza
viruses. However, dyspnea and high fever define the main dlinical dife
ference between COVID-19 and common cold [20). Additicnally, when
compared to the influenea vinas, SARS-CoV-2 infection presents greater
chances of progressing to severe and critical infections, which require
oxygen therapy and ventilatory suppart [21 . Elderdy patients and thaose
with chronic conditions have higher risks of rapid progression to acuce
respiratory distress symedrome (ARDS) and multiple argan failure, often
resulting in death. These features demonstrate a systemic aspect of this
infectian, which & accompanied by an intense inflammatory process

2, COVID-19 and inflammation

The COWID:1% infection starts by exposure to microdroplets present
in the exhalations of infected individuals. Then, the SARSCoVs2 spreads
o the bronchiokes and alveolar spaces [15], entmncing into the bast
cells (e.g., endathelial, epithelial, and smooth muscle cedls) by binding
the angiotensin=converting enzyme (ACE)-2, a metallopeptidase present
on the cell surface [20-20],

In the lung, SARSCoY.2 infects the alveolar cells (type | and 11
pneamocytes and alvenlar macropbages) and then stants intracefhilar
replication in pulmonary tissues. Type [ and 1 interferons ([N} pro=
duction is an early defense mechamizm in the alveolar cells [25].
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1. Imtrodictban

Ormabadin is & Srenckd Beemone nelcased sainly by the adrenal §lasd
and bypodalamus, which modulates several poincs of the immune gys-
e [1], includieg e inflasssaiory process. Our group has demon-
strabed thar cwabain modulses several [nflasesarioe aspicls prospoed
by different stisiali [2]. De Viscomeelns 1 sl demonsiratid ouabals
mmmmmmmmmwmwnwﬂw
B0, rymosss, proassglandin B2, and beadylings (7). Addiionsly,
o bain wis able 1o dicne e Fysecnn-induced inflimmarion, reducieg
expillery permenbility, eyoking relege (Le, THFa and IL-17), &
neunnophil sdgmaion. Thee cfecrs aoukd be relansd po dhe podection of
NF-«f mranslocation o che nucless [4]. Owmabain also decreases oell
migmaien and cyokine relese in Lebfmanky anmasenasis-(rgpered
inflammation s miee [5]. Linle is knows sboul the mohasioes
invadved inocoll migestion inhibition isdeced by ousbain b cvald be

Felined b the reductos of inpegrin CIVE [&].

The st -iflasavareay e of cuabain was ke Seteribed in lung
Inflassmariod models. Dusbain repalaces acupe bt injury induced by
LS, llkely deugh inhibities of the NF«B and MAPE sigsalisg pach-
wys [7]. In additon, our grewp dessoesrrared tha owabain rodueoed dee
recpaiiment of Eflasmarory cells in the botgs of miee sensiizad by
ovalbassin (OWA) and some other markers of scupe allergic inflamima-
cion, namely IL-9 el 1L-13 concenestions sl OVA-specific IgE serum
cier [5].

Alrmay Infammation & one of the major pathologienl cupsomes
criggened by hiterogenssis conductive alrway allengie doorden soch as
afthina ased s [9]. The nflssesarery responies o thee s ane
unusual and arise from haresful iaerplay of genetic sacepibility and
envirenmental sfluesses [10,11], Durisg the allergic patephysiolog-
el process, MIE-depemdent morhanioss promote mast cell ativation
and nelease of mediarces, sesaling in beonchocosarrieion, exidation,
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modulates the inflammatory process during LPS-induced acute lung injury
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY
Background: Despite its homeostatic role, inflammation is involved in several pathologies, such as Received 6 February 2022
acute lung injury. Morita-Ballys-Hilman adducts (MBHA) are a group of synthetic molecules and pre- Accepted 31 January 2023
sent a wide range of biological activities, including anti-inflammatory action. Thus, this study aimed to

assess whether ISACN, an MBHA, modulates inflammation during acute lung injury induced by lipo- :LEITI?D?S
polysaccharide (LPS). imr'nunotr;odulation' MBEHA;
Methods: BALB/c mice were intraperitoneally treated with 24 mg/kg ISACN and challenged with LPS isatin 2
(2.5mg/kg). On bronchoalveolar lavage fluid (BALF), we assessed the total and differential leukocyte

count and measurement of protein leakage, cytokines (IL-1p, IL-6, and TNF-u), and chemokine

(CXCL-1). Additionally, lung histopathology was also performed (H&E staining). Jn vitro studies were

conducted with peritoneal macrophages to assess the possible mechanism of action. They were cul-

tured in the presence of ISACN (5 and 10 uM) and stimulated by LPS (1 ug/mL).

Results: ISACN reduced neutrophil migration, protein leakage, and inflammatory cytokines (IL-1f3, IL-6,

and TNF-o) without interfering with the production of CXCL1. In addition, ISACN caused a decrease in

LPS-induced lung injury as evident from histopathological changes. In peritoneal macrophages, ISACN

diminishes the nitric oxide and cytokine levels (IL-1pB, IL-6, and TNF-z). The treatment with ISACN

(10 uM) also reduced LPS-induced TLR4, CD69, iNOS overexpression, and the LPS-induced ERK, JNK,

and p38& phosphorylation.

Conclusion: Thus, this work showed for the first time the immunomodulatory action of MBHA in LPS-

induced acute lung injury and provided new evidence for the mechanisms related to the anti-inflam-

matory effect of ISACN.
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O potencial produto minimo vidvel “UTILIZAGCAO DA LQE 118 PARA O TRATAMENTO DA
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INFLN.I'IM;.ELG" apresenta mercado potencial para sua insergio e possui custo de fabricagio
acessivel para constituicio de protdfipo.

DO PARECER:

Parecer favoravel salvo melhor juizo.
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