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RESUMO

A inflamacdo € uma resposta fisiolégica do organismo para a manutencéo
homeostatica tecidual frente a estimulos lesivos. A lesdo pulmonar aguda (LPA),
condicao inflamatéria que precede a sindrome do desconforto respiratério agudo
(SDRA), ganhou evidéncia em pacientes com COVID-19, pois, devido ao acumulo de
neutrofilos e citocinas proé-inflamatérias nos pulmdes, ocorre disfuncdo pulmonar. Até
o0 momento, ndo ha uma farmacoterapia padrdo para essa patologia, e inUmeros
estudos estdo direcionados a elucidar novos farmacos com potencial anti-inflamatorio.
Assim, o alcaloide sintético 2-(7-metoxi-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina-1-il) fenol
(MTF), surge como uma molécula promissora para agregar ao arsenal terapéutico de
drogas anti-inflamatérias. Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito anti-
inflamatério do MTF, em modelos murinos de LPA, peritonite e edema de pata. No
modelo experimental de LPA, camundongos BALB/c machos foram desafiados, por
instilacdo nasal, com lipopolissacarideo (LPS) e, uma hora apdés, foram tratados,
oralmente, com MTF (1,25 mg/kg, 2,5 mg/kg ou 5 mg/kg) e, 24 horas apos, foram
coletados o fluido do lavado broncoalveolar (BALF), o soro e os pulmdes. O tratamento
com o MTF (2,5 mg/kg) reduziu a migracao de neutréfilos independente de linfocitos
e macrofagos no BALF, e diminuiu a producédo de TNF-qa, IL-18 e IL-6 no BALF e no
soro. Reduziu a formacéo do edema pulmonar e atenuou alteracdes histopatoldgicas,
como edema, infiltrado celular e hemorragia. Para 0 modelo de edema de pata,
camundongos Swiss fémeas foram pré-tratadas com o MTF (2,5 mg/kg) e desafiados,
via intraplantar, com os agentes flogisticos carragenina, prostaglandina (PGE2),
bradicinina (BK), serotonina (5-HT), composto 48/80 ou histamina e, para o modelo
de peritonite os animais foram desafiados, via intraperitoneal, com carragenina (1%).
O pré-tratamento com o MTF reduziu o edema de pata induzido pelos agentes
flogisticos e, no peritdnio, houve diminuicdo da migracdo de neutrofilos e células
mononucleares, da permeabilidade vascular e das citocinas TNF-qa, IL-18 e IL-6. Em
adicdo, andlises in silico mostraram que o MTF possui boa biodisponibilidade oral,
com baixa toxicidade tedrica, e que os efeitos anti-inflamatérios da molécula podem
estar associados a inibicAo da via de sinalizacdo TLR4/MAPK-p38. Logo, o0s
resultados apresentados neste trabalho demonstram o potencial anti-inflamatorio do
MTF, colocando-o como uma molécula promissora no desenvolvimento de um
farmaco que agregue ao arsenal terapéutico anti-inflamatério.

Palavras chaves: Alcaloide tetrahidroisoquinolina. Lesdo Pulmonar Aguda.
Peritonite. Edema de pata. Docking molecular.
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ABSTRACT

Inflammation is a physiological response of the body to maintain tissue homeostasis
in the face of harmful stimuli. Acute lung injury (ALI), an inflammatory condition that
precedes acute respiratory distress syndrome (ARDS), has gained evidence in
patients with COVID-19 because the accumulation of neutrophils and pro-inflammatory
cytokines in the lungs, promoting pulmonary dysfunction. So far, there is no standard
pharmacotherapy for this pathology, and numerous studies are aimed at elucidating
new drugs with anti-inflammatory potential. Thus, the synthetic alkaloid 2-(7-methoxy-
1,2,3,4-tetrahydroisoquinolin-1-yl) phenol (MTF) appears as a promising molecule to
add to the therapeutic arsenal of anti-inflammatory drugs. Therefore, the objective of
this work was to evaluate the anti-inflammatory effect of MTF in murine models of ALI,
peritonitis and paw edema. In the experimental model of ALI, male BALB/c mice were
challenged, by nasal instillation, with lipopolysaccharide (LPS) and, one hour later,
they were orally treated with MTF (1.25 mg/kg, 2.5 mg/kg or 5 mg/kg) and, 24 hours
later, bronchoalveolar lavage fluid (BALF), serum and lungs were collected. Treatment
with MTF (2.5 mg/kg) reduced neutrophil migration, independent of lymphocytes and
macrophages in BALF and decreased production of TNF-a, IL-18 and IL-6 in BALF
and serum. It reduced the formation of pulmonary edema and attenuated
histopathological changes, such as edema, cellular infiltrate and hemorrhage. For the
paw edema model, female Swiss mice were pre-treated with MTF (2.5 mg/kg) and
challenged, intraplantar, with the phlogistic agents carrageenan, prostaglandin
(PGE2), bradykinin (BK), serotonin ( 5-HT), compound 48/80 or histamine and, for the
peritonitis model, the animals were challenged intraperitoneally with carrageenan
(1%). Pre-treatment with MTF reduced paw edema induced by phlogistic agents and,
in the peritoneum, there was a decrease in the migration of neutrophils and
mononuclear cells, in vascular permeability and in the cytokines TNF-a, IL-13 and IL-
6. In addition, in silico analyzes showed that MTF has good oral bioavailability, with
low theoretical toxicity, and that the anti-inflammatory effects of the molecule may be
associated with the inhibition of the TLR4/MAPK-p38 signaling pathway. Therefore,
the results presented in this work demonstrate the anti-inflammatory potential of MTF,
placing it as a promising molecule in the development of a drug that adds to the anti-
inflammatory therapeutic arsenal.

Keywords: Tetrahydroisoquinoline alkaloid. Acute Lung Injury. Peritonitis. Paw
edema. Molecular docking.



1. INTRODUCAO

O processo inflamatério caracteriza-se como resultado de uma injaria tecidual,
a qual é sucessiva a producdo de mediadores, que provocam altera¢des bioquimicas,
celulares e vasculares, a fim de restaurar a homeostase (FREITAS et al., 2019).
Basicamente, inicia-se por uma fase aguda, na qual ha aumento do fluxo sanguineo
e da permeabilidade vascular, estimulando a migracdo e ativagédo de leucdcitos, e a
producdo de mediadores pré e poés-formados, como citocinas, prostaglandinas,
bradicinina, serotonina, histamina, dentre outros. Quando o estimulo agressor
persiste, 0 processo torna-se cronico e adquire caracteristicas diferentes, orquestrado
pelas respostas adaptativas humoral e celular de alta especificidade e memoria
imunolégica (FREITAS et al., 2019).

Em adicdo, quando observamos o processo inflamatério em sistemas isolados,
verificamos danos teciduais importantes que comprometem o funcionamento correto
dos processos fisiolégicos. Como na Lesdo Pulmonar Aguda (LPA), que é uma fase
patologica que antecede a Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo (SDRA), uma
doenca inflamatoria pulmonar, na qual as manifestacées clinicas observadas nos
pacientes variam de dispneia, a curto prazo, até insuficiéncia respiratoria refrataria
(MOWERY; TERZIAN; NELSON, 2020). E, embora a taxa de mortalidade tenha
diminuido desde a sua definicdo, estudos mais recentes indicam um risco de
mortalidade de 29% a 42% (G et al., 2016); (MOWERY; TERZIAN; NELSON, 2020).

A partir de estudos de SDRA, as alteracdes patolégicas parecem prosseguir
consistentemente por meio de fases discretas, mas sobrepostas: uma fase exsudativa
precoce (aguda), uma fase proliferativa subaguda (em organizacdo) e uma fase
fibrética tardia (MOWERY; TERZIAN; NELSON, 2020). Quando os pulmdes séo
submetidos a agentes lesivos, as células residentes teciduais do sistema imune inato,
0s macroéfagos, reconhecem os antigenos invasores e liberam diversos mediadores
pré-inflamatorios, tais como as citocinas IL-13, IL-6, IL-8 e Fator de Necrose Tumoral
alfa (TNF-a), onde essas desenvolvem fungbes importantes e determinantes no
desenvolvimento da doenca (MOKRA; KOSUTOVA, 2015). Dentre elas, podemos
citar o recrutamento e ativagdo de neutrofilos, que sédo as células efetoras para o
agravamento da LPA/SDRA (CASER et al., 2014; SIEGEL M, PARSONS P, 2018; | et
al., 2019).
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O manejo de doencas inflamatorias com drogas esteroides ou néo esteroides
€ uma pratica clinica tradicional. Os AINES inibem as etapas iniciais da biossintese
de prostaglandinas por meio da inibicdo da ciclooxigenase (COX), portanto séo
importantes drogas utilizadas para reduzir as consequéncias indesejaveis da
inflamacdo. Todavia, o uso cronico de AINEs esta associado a toxicidades
cardiovasculares, gastrointestinais e renais (PATIL et al., 2019).

Quando observamos a LPA/SDRA, como medida farmacoterapéutica,
atualmente, emprega-se a utilizagcdo de broncodilatadores (2-agonistas, que sé&o
capazes também de melhorar a depuracédo de fluidos (NIEMAN et al., 2015), como
também o uso corticosteroides, devido aos seus efeitos anti-inflamatorios,
especialmente durante a sua fase inicial (ARTIGAS et al., 2017).

Todavia, estudos com modelos experimentais de LPA/SDRA ja mostram que
algumas das diferentes doses de corticosteroides comumente usadas na clinica nao
apresentam os resultados almejados (SONG et al.,, 2019), na qual a seguranca
terapéutica ainda se mostra controversa (MOKRA et al., 2019). Considerando o
exposto acima, o desenvolvimento de agentes anti-inflamatorios mais seguros
continua a ser um assunto de grande interesse (PATIL et al., 2019).

A classe molecular dos alcaloides tem sido relatada por manejar vias pro-
inflamatorias importantes para o desenvolvimento da LPA/SDRA (YQ et al., 2021).
Porém, a sua obtencao e purificacao exige um grande extrativismo vegetal, colocando
as preparacdes sintéticas como uma proposta atraente do ponto de vista econémico
(HALEY et al., 2021).

Dentre as preparacdes sintéticas, surgiu o alcaloide 2-(7-metoxi-1,2,3,4-
tetrahidroisoquinolina-1-il) fenol (MTF) (SILVA, 2016). Sua estrutura quimica se
assemelha ao MHTP, que também possui um nucleo tetrahidroisoquinolinico, e é
conhecido por atividades bioldgicas importantes tantos em protocolos de inflamacéo
aguda (PACHECO DE OLIVEIRA et al.,, 2015; DO NASCIMENTO XAVIER et al.,
2019), como em protocolos de inflamacao pulmonar cronica (PAIVA FERREIRA et al.,
2018).

Sintetizado por uma metodologia simples e de baixo custo, o estudo do MTF
tem como finalidade avaliar se esse alcaloide pode ativar vias anti-inflamatérias, com

acao melhorada dentro de protocolos experimentais de diferentes patologias.
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Logo, esse trabalho teve como finalidade avaliar os efeitos do tratamento com
MTF em diferentes modelos experimentais murinos de inflamacdo, buscando
contribuir para o arsenal literario e terapéutico acerca das drogas com potencial acao
anti-inflamatoria. Em adicdo, buscou-se avaliar, in silico, parametros farmacocinéticos
da molécula em estudo e também indicar possiveis alvos farmacolégicos

responsaveis por sua atividade bioldgica.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Lesé&o Pulmonar Aguda

As doencgas pulmonares afetam, de diversas maneiras, a qualidade de vida de
milhdes de individuos no mundo todo. Anualmente, cerca de 7,5 milhGes de pessoas
morrem em decorréncias de complicacbes por doencas pulmonares (GBD 2015
CHRONIC RESPIRATORY DISEASE COLLABORATORS et al., 2017). Entre essas,
inclue-se uma ampla gama de patologias, como infeccbes respiratorias agudas,
pneumonia, doencas pulmonares obstrutivas, doenca pleural, além de malignidades
do trato respiratorio. Ha anos que novas terapéuticas vém sendo investigadas para
reduzir esses dados e garantir um melhor prognéstico para essas comorbidades.

A Acute Respiratory Distress in Adults foi um termo cunhado em 1967 para
classificar cerca de 272 pacientes com uma forma particular de insuficiéncia
respiratoria, onde estavam sendo tratados com ventilacdo mecéanica, e 12 desses
pacientes manifestaram sinais de dispneia grave, taquipneia, cianose, baixa
complacéncia pulmonar, como também apresentaram infiltrados difusos no exame
radiolégico do torax (ASHBAUGH et al., 1967).

Entre esses 12 pacientes, sete vieram a 6bito e a analise microscopica mostrou
gue ao menos cinco morreram em decorréncia do curso da doenca, mostrando
condicdes histoldgicas de microatelectasias, congestao vascular, hemorragia, edema
pulmonar e formacdo de membranas hialinas que revestem a superficie alveolar
(ASHBAUGH et al., 1967).

A classificacdo dessa doenca ndo foi nada simples e diversas frentes de
pesquisadores debateram sobre o melhor termo para nomenclatura de tal
enfermidade. Foi em 1992, quase vinte e cinco anos ap0ds a sua primeira classificacéo,
na Espanha, em um evento chamado American-European Consensus Conference on
Acute Respiratory Distress Syndrome (AECC) (BERNARD et al., 1994), que o termo
e 0s critérios para diagnaostico clinico foram entéo estabelecidos e, por sua vez, para
atender as exigéncias do acometimento epidemioldgico da doenga, o termo “adulto”
foi substituido para “agudo”, visto que essa patologia acometia também criangas e
jovens, ficando entdo Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo (SDRA)
(BERNARD et al., 1994).
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Em 1994, a AECC publicou as condicdes clinicas para definicdo e diferenciacéo
da Les&o Pulmonar Aguda (LPA) e da SDRA, onde ambas apresentam inicio agudo e
séo caracterizadas por hipoxemia refratéria a oxigenoterapia, como pelo achado de
infiltrados pulmonares bilaterais no exame radiolégico de torax, diferenciando-se de
acordo com sua relacéo da presséao parcial de oxigénio — PaO2/FiO2 < 300 mmHg na
LPA e PaO2/FiO2 < 200 mmHg para a SDRA (BERNARD et al., 1994).

As condic¢des clinicas dos pacientes acometidos com a sindrome ainda levaram
especialistas a subdividir a SRDA de acordo com sua gravidade, baseando-se
também nas condi¢cdes dos sinais vitais, classificando essa em leve, grave e
moderada (RANIERI et al., 2012). Aos poucos, o termo LPA foi descontinuado na
pratica clinica, visto a dificuldade dos atendentes em diferenciar a SDRA leve da LPA,
considerando a ultima como uma condi¢édo mais leve da sindrome, logo a LPA é usada
guando a intencédo € avaliar as alteracdes morfopatoldgicas presentes na enfermidade
(RANIERI et al., 2012).

Existem diversos fatores que podem pré-dispor a LPA/SRDA, tais como
doencas vasculares de colageno, sepse, drogas e alcool, inalantes, choque,
hemorragia pulmonar, vasculite por irradiacdo e pneumonia (BUTT; KURDOWSKA,;
ALLEN, 2016; LONG; MALLAMPALLI; HOROWITZ, 2022).

Porém, evidéncias ja mostraram que individuos conseguiram desenvolver a
SRDA sem fatores definidos, embora sua melhora seja mais rapida e com maior
facilidade de responder as terapéuticas atualmente utilizadas para melhora do quadro
(HARRINGTON et al.,, 2018). E os dados sédo relevantes, visto que a taxa de
mortalidade é de 27% para SDRA leve, 32% para SDRA moderada e 45% para SDRA
grave (FANELLI; RANIERI, 2015).

Uma situacdo emergente para a situacdo atual é a possivel piora para os
pacientes que sdo acometidos com SARS-CoV-2, visto que a doenca grave
de COVID-19 é caracterizada pelo desenvolvimento da SDRA, para a qual o suporte
principal do tratamento é representado pela ventilagdo mecéanica (ZAREIFOPOULOS
et al., 2020).

Os dados epidemioldgicos de ocorréncia e mortalidade de LPA/SRDA sao
alarmantes, quando observados a urgéncia do atendimento para um bom progndéstico,
esses tornam-se ainda mais preocupantes. Além do Obito em decorréncia da

gravidade da doenca (FANELLI; RANIERI, 2015), estudos mostraram, ainda, que a
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taxa de mortalidade hospitalar gira em torno de 40% (MOKRA et al., 2019), onde, nos
Estados Unidos, a LPA é diagnosticada em 150 mil pacientes por ano, observando de
38,5 a 50% de mortes, e de 41,1 a 57,9% para SDRA, além de acometer um em cada
dez pacientes em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) (BUTT; KURDOWSKA,
ALLEN, 2016).

Nacionalmente, estudos prospectivos, mostram que a incidéncia no Brasil € em
torno de 6,3/100.000 hab/ano para SDRA e cerca de 3,8/100.000 hab/ano para LPA,
onde a mortalidade para esses pacientes foi de 38,5%, em torno de 28 dias, e a
mortalidade intra-hospitalar foi de 49,2% e néo diferindo entre os pacientes com LPA
sem SDRA e SDRA (CASER et al., 2014b).

A disfuncd@o epitélio-endotelial se mostra como um ponto importante no
desenvolvimento da Lesdo Pulmonar Aguda (Figura 1, descricdo no decorrer do
texto). Quando submetido a exposicado de agentes lesivos, as células teciduais séo
capazes de liberar diversos mediadores inflamatérios importantes para o0 processo
inflamatoério e desenvolvimento da doenca, tais como IL-1B3, IL-6, IL-8 e fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) (LONG; MALLAMPALLI; HOROWITZ, 2022; MOKRA,
KOSUTOVA, 2015).

Figura 1: Fisiopatologia da Lesdo Pulmonar Aguda

Macroéfagos
alveolares

Fonte: Elaborado pelo autor. Descricdo no decorrer do texto.
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A IL-1B e o TNF-a ja possuem suas atividades bem definidas no
desenvolvimento da patologia (MOKRA; KOSUTOVA, 2015; MOWERY; TERZIAN;
NELSON, 2020). Sao liberadas por células residentes teciduais, os macrofagos, os
quais sdo membros importantes da imunidade inata e destacam-se por serem a
primeira linha de defesa contra microrganismos, reconhecendo agentes indutores
como padrbes moleculares associados a patégenos (PAMPS) por receptores de
reconhecimento padrdo (PRRs), a exemplo dos receptores do tipo toll (TLR)
(MOWERY; TERZIAN; NELSON, 2020).

Além disso, os macréfagos sdo capazes de liberar exossomos, onde esses
podem contribuir para o desenvolvimento da LPA devido a sua capacidade de
interromper a expressao de proteinas de juncéo das células, o que favorece a resposta
inflamatoria e o rompimento da barreira estrutural (YUAN; BEDI; SADIKOT, 2018). A
liberacdo dessas citocinas pelos macrofagos é capaz de ativar o endotélio dos vasos
sanguineos, aumentando a expressédo de moléculas de adesao, recrutando e ativando
neutréfilos (CHENG; LI; CHEN, 2021; WANG et al., 2023).

Os neutrofilos ativados séo recrutados e se acumulam no espaco aéreo, em
seguida, liberam diversos mediadores como proteinases, espécies reativas de
oxigénio, fatores de crescimentos e citocinas. Somado a liberacdo de MIF
(macrophage migration inhibitory fator), liberado dentro do ambiente local, favorece
ainda mais a resposta pro-inflamatoria, causando mais lesao endotelial e epitelial
alveolar, colocando esse evento como o centro patolégico da LPA (PARK et al., 2019).

A disseminacdo de excesso de liquido nos espacos aéreos dos alvéolos,
decorrente do aumento da permeabilidade vascular e do dano alveolar difuso,
juntamente com o declinio na producao do surfactante, resulta no colapso alveolar,
aumento do espaco morto e dificulta as trocas gasosas (SIEGEL M, PARSONS P,
2018).

O dano alveolar difuso (DAD), é um evento dividido em trés fases: fase
aguda/precoce ou exsudativa, organizadora ou proliferativa e tardia ou fibrotica. Em
uma fase exsudativa, o DAD faz com que as células epiteliais e endoteliais produzam
fatores que reagem a lesdo e a morte, é possivel verificar a presengca de membranas
hialinas distintivas que alinham espacos alveolares, além de edema, que também é

frequentemente identificado, podendo haver ainda hemorragia alveolar aguda. Devido
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a perda da integridade celular, os alvéolos sado preenchidos com fluido de edema
proteico, o que resulta em comprometimento das trocas gasosas (LONG;
MALLAMPALLI; HOROWITZ, 2022).

As membranas hialinas comec¢am a se organizar a medida que o DAD continua
na fase de organizacdo e o tecido de granulacdo se desenvolve nos espacos
alveolares. A diluicdo e a disfuncdo do surfactante pulmonar levam ao colapso dos
alvéolos e a diminuicdo da complacéncia pulmonar. Dentro de alguns dias, o fluido do
edema é gradualmente eliminado e a fase proliferativa segue-se, com proliferacédo de
células alveolares tipo Il e fibroblastos, podendo ser encontrado metaplasia escamosa
(CHENG,; LI; CHEN, 2021).

A LPA continua pode ocorrer mostrando fases agudas e de organizagao
simultaneamente. Na auséncia de recuperacao, alguns pacientes podem evoluir para
um estagio fibrético caracterizado por fibrose difusa e outras alteracdes na estrutura
pulmonar, densa do colageno e hialinizacdo das paredes alveolares (KAUKONEN et
al., 2015; MOWERY; TERZIAN; NELSON, 2020).

Embora a mortalidade seja elevada, os avancgos na terapéutica e intervencoes
ainda ndo se mostram eficazes a curto prazo e, a principal intervencéo é o manejo do
paciente. No que tange as medidas ndo farmacolégicas, o uso de ventilagdo mecanica
(VM) é comumente utilizado, porém, com configuracdes inadequadas da ventilacao,
pode causar uma lesdo pulmonar secundaria induzida pelo ventilador que, quando
combinada com uma sindrome da resposta inflamatdria sistémica, pode atuar no
agravamento da lesdo pulmonar evoluindo para SDRA (JIN et al., 2021).

A administracdo de terapéuticas farmacologicas também é realizada na busca
da melhoria das condi¢cbes patoldgicas, juntamente com o uso da VM. Para tal,
atualmente, sdo utilizados broncodilatadores 2-agonistas, que sdo capazes também
de melhorar a depuracdo de fluidos e de favorecer folga mucociliar, embora néo
tenham estudos que apresentem aumento na sobrevida dos pacientes (ARTIGAS et
al., 2017; SINGH et al., 2014; WU; LIN; ZHAO, 2015).

Também sdo usados na pratica clinica os corticosteroides, considerados a
terapia ideal para SDRA devido aos seus efeitos anti-inflamatorios, especialmente
durante a fase exsudativa inicial (ARTIGAS et al., 2017; DEQUIN et al., 2023) e no
dano hemorragico alveolar difuso, além de promover efeitos antifibréticos do cortisol.

Porém, o uso desses medicamentos ndo se mostrou uma proposta eficaz para
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pacientes de alto risco (LONG; MALLAMPALLI; HOROWITZ, 2022; MOWERY;
TERZIAN; NELSON, 2020; PANNU; O'GARA, 2018)

O uso dessas classes de medicamentos, embora inalados, pode ainda levar a
uma série de efeitos colaterais, tais como tremor muscular e desequilibrio da
ventilacdo-perfusdo, além disso, a SDRA enfrenta trés desafios farmacologicos
relativamente Unicos. Primeiramente, os pacientes com SDRA sédo vulneraveis devido
a disfuncdo de multiplos 6rgdos concomitantemente, portanto eles podem ndo tolerar
os efeitos indesejados das drogas; segundo, a administracdo de medicamentos
inalatorios € impedida pelo fluido proteico nos alvéolos lesados e pela distribuicdo ndo
homogénea da ventilacdo, onde a area do pulmao lesada ndo é ventilada; e, por
ultimo, a SDRA é heterogénea em sua fisiopatologia subjacente, portanto € improvavel
que o direcionamento a uma via melhore os resultados da maioria dos pacientes
(ARTIGAS et al., 2017; BERNARD et al., 1994).

2.2. Mediadores inflamatérios na inflamacéo aguda

Ainflamacao € um componente complexo e necessario da resposta a estimulos
bioldgicos, quimicos ou fisicos, e os eventos celulares e moleculares que iniciam e
regulam as interacGes entre os varios atores do processo inflamatério (GERMOLEC
et al., 2018).

De forma geral, a inflamacéo pode ser desencadeada por diferentes fatores,
incluindo um coégulo sanguineo, distarbios do sistema imunolégico, cancer, infeccéo,
exposicao quimica, leséo fisica ou condicbes neuroldgicas prévias, como Alzheimer
ou depressdo. Em particular, muitas infeccdes por patdégenos virais, bacterianos,
fungicos e protozoarios podem causar a inflamagéo (ROE, 2021).

Na fase aguda da resposta inflamatéria, as células do sistema imunoldgico
migram para o local da lesdo em uma sequéncia de eventos cuidadosamente
orquestrados, facilitados por mediadores solUveis, como citocinas, quimiocinas e
proteinas de fase aguda. Dependendo do grau da leséo, esta fase aguda pode ser
suficiente para sanar o dano e iniciar os processos de cicatrizacdo (GERMOLEC et
al., 2018).

Sob certas condigbes, diferentes fatores podem facilitar a inflamacao pela
inducao da producéo de interleucina IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a, proteina C-reativa, aminas

vasoativas, dentre outras moléculas pro-inflamatorias. Assim, anormalidades do
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“feedback anti-inflamatério sistémico” e/ou “hiperatividade" dos fatores pro-
inflamatorios locais podem desempenhar um papel na patogénese de diferentes
doencas (ELENKOV et al.,, 2005). Essas anormalidades e a falha dos sistemas
adaptativos em resolver a inflamacdo afetam o bem-estar do individuo, incluindo
parametros comportamentais, qualidade de vida e sono, além de indices de saude
metabdlica e cardiovascular (ELENKOV et al., 2005).

A inflamacao persistente, seja como resultado da exposi¢do prolongada a
estimulos ou de uma reacao inadequada contra auto moléculas, pode levar a fase
cronica, em que danos teciduais e fibrose podem ocorrer (GERMOLEC et al., 2018).
Essas condicbes podem ter consequéncias meédicas de longo alcance, porque a
inflamacé@o crénica ou frequente pode propiciar um ambiente favoravel para o

desenvolvimento de neoplasias e/ou iniciar doengas autoimunes (ROE, 2021).

2.3. 2-(7-metoxi-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina-1-il) fenol (MTF)

Os alcaloides s&o considerados as drogas mais antigas usadas no tratamento
de muitas doencas e, algumas moléculas, atualmente, ainda sdo usadas na medicina
moderna, como a morfina e a escopolamina (BHATTACHARYA et al., 2014; YQ et al.,
2021). Entretanto, a obtencao de alcaloides através de meios naturais, extraindo de
espécies botanicas exige um grande extrativismo vegetal e, muitas vezes, a
purificacdo das amostras exige um alto custo para o processo, inviabilizando, muitas
vezes, a utilizacdo dessas moléculas. Logo, as preparacdes sintéticas surgiram como
uma proposta bastante atraente do ponto de vista econémico e sustentavel (HALEY
et al., 2021).

Novos alcaloides sédo descobertos e desenvolvidos por meio da sintese quimica
e, dentre as preparacdes sintéticas, o MTF 2-(7-metoxi-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina-
1-il) fenol (Figura 2), codificado MTF, apresenta-se como uma molécula inédita de
estrutura quimica promissora para o desenvolvimento de estudos, a fim de verificar
sua atividade biologica.

O esqueleto molecular do MTF possui a estrutura semelhante de outro alcaloide
sintético, o MHTP, que possui atividades anti-inflamatorias ja relatadas em modelos
experimentais de inflamag&o aguda e cronica (PACHECO DE OLIVEIRA et al., 2015;
PAIVA FERREIRA et al., 2018). O MHTP também foi capaz de atenuar a LPA induzida
por LPS, via sinalizagcdo p38MAPK/p65-NFkB-TLR4 dependente (DO NASCIMENTO
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XAVIER et al., 2019), direcionando a investigacdo da atividade farmacologica do

alcaloide em estudo.

Figura 2: Estrutura quimica do MTF
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Fonte: Elaborado pelo autor

2.4. Estudos nao clinicos

As pesquisas iniciais se baseiam na triagem de espécies ou moléculas
potencialmente ativas biologicamente, que possam tornar-se atrativas para o
desenvolvimento de uma nova terapia, ou de uma terapia melhorada. Para tanto,
esses estudos podem ser realizados in silico, in vitro ou in vivo, como instruido no
“‘Guia para a conducdo de estudos nao clinicos de toxicologia e seguranca
farmacolégica necessarios ao desenvolvimento de medicamentos”, criado pela
ANVISA (ANVISA, 2013).

Os estudos in silico, expressdo usada com o significado “executado em
computador”, sdo empregados nos estagios iniciais da Pesquisa e Desenvolvimento
(P&D), na selecéo e otimizacdo de moléculas com maior potencial de atividade
terapéutica. Todavia, ndo sdo estudos conclusivos, mas sim direcionadores, excluindo
alvos ndo promissores e apontando possiveis sitios de acdo com melhor eficacia,
reducédo de efeitos toxicologicos e seletividade em mecanismos de acdo (MODA;
ANDRICOPULO, 2007).
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O principal objetivo dos estudos in silico é avaliar os parametros ADMET
(absorcédo, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade), investigando a
farmacocinética, que é a fase responsavel pelo insucesso de até 30% do
desenvolvimento de novos medicamentos. Dessa forma, pode-se tragar um bom perfil
no que tange a absorcdo e distribuicdo, para alcancar o 6rgdo alvo em uma
concentracdo apropriada; também no metabolismo, onde pode ocorrer a
inativacao/modificacdo do farmaco; e excre¢do, na qual o farmaco é liberado do corpo
para que o0 mesmo néo venha, posteriormente, provocar toxicidade (PEREIRA, 2019).

Outra perspectiva desses ensaios € investigar sitios de ligacao de moléculas ja
conhecidas, a fim de projetar e sintetizar moléculas com efeitos colaterais reduzidos
elou efeitos terapéuticos otimizados (DIZDAROGLU et al., 2020). O docking
molecular, ou modelagem molecular, € uma perspectiva em evidéncia na area da
qguimica medicinal (LI; FU; ZHANG, 2019). Trata-se de uma abordagem computacional
baseada em um processo natural celular, envolvendo pequenas moléculas como
ligantes em configuragbes apropriadas para interagir com um receptor para a
formacao de um complexo estavel, mostrando um método f4cil, barato, eficaz e que
viabiliza a economia de tempo e material (SALMASO; MORO, 2018).

O uso de métodos alternativos in vitro em substituicdo a estudos in vivo, desde
gue validados e aceitos internacionalmente, sdo recomendados em diversos
protocolos de avaliagédo farmacolégica e toxicoldgica (ANVISA, 2013). Os métodos in
vitro sdo utilizados com células isoladas, a fim de avaliar a toxicidade, tolerancia local,
producao e liberacdo de mediadores da comunicacdo celular, como citocinas, bem
como avaliar a interacdo de ligantes com receptores celulares especificos. Diversos
sdo os protocolos experimentais de avaliacao in vitro, dentre eles, podemos citar a
interacdo de hormdnios em células de diferentes sistemas (ROSSI et al., 2020),
identificacdo de alvos terapéuticos em oncologia (ZHANG; XIE, 2019), avaliacdo da
concentracdo molecular citotoxica em modelos de viabilidade celular (LEITE et al.,
2016), dentre muitos outros.

Ja os ensaios in vivo, embora sejam alvos de diversas discussdes éticas,
mostram-se ainda como uma das principais ferramentas para validagéo da segurancga,
efichcia e tolerdncia de novos candidatos a farmacos e formulagées (CASTRO
MORENO, 2019; ANVISA, 2013). E um importante recurso que possibilitou intmeras
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contribuicdes para o cuidado a saude, como a descoberta de vacinas e tratamentos
para doencas que possuem impactos na saude publica (PELUCI et al., 2017).
Diversas espécies sao empregadas na pesquisa biomédica, e a escolha da
espécie mais adequada depende do objetivo do estudo e deve ser baseada nas
caracteristicas do animal, sendo que camundongos e ratos sdo 0S animais mais
utilizados nesses estudos (ANVISA, 2013; PELUCI et al., 2017). Embora tenham
limitacdes, o emprego dos modelos in vivo favorece uma observagcdo mais robusta
dos efeitos bioldégicos de moléculas investigadas, tais como as reacdes adversas
caracteristicas de efeitos toxicolégicos (PACHECO DE OLIVEIRA et al.,, 2015),
alteracdes metabdlicas sistémicas (COLLAUD et al., 2019), alteracdo de processos
fisiolégicos importantes, tais como frequéncia respiratéria e cardiaca (SCHIEFER et
al., 2020), mortalidade, dentre muitos outros que nado podem ser observados com

precisdo em outros modelos.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL
Avaliar o alcaloide inédito 2-(7-metoxi-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina-1-il) fenol,
codificado MTF, em estudos in silico e seu efeito anti-inflamatério em modelos

experimentais murinos de inflamacéo aguda.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Predizer, in silico, os parametros farmacocinéticos de absorcéo, distribuicao,

metabolismo, excrecéo e toxicidade (ADMET), bem como, as possiveis interacdes
do MTF em alvos moleculares de vias de sinalizacdo envolvidas na resposta

inflamatéria aguda;

e Avaliar os efeitos do tratamento oral com MTF, em diferentes doses, no modelo
experimental de lesdo pulmonar aguda induzida por lipopolissacarideo (LPS),
buscando:

v' Quantificar as células inflamatérias totais e diferenciais (macréfagos,
neutrofilos e linfocitos) que migram para o espaco alveolar via o fluido do
lavado broncoalveolar (BALF);

v' Determinar a permeabilidade vascular pulmonar pelo influxo de proteinas
para o espaco broncoalveolar dos animais;

v' Quantificar a liberacdo local e sistémica de citocinas importantes no
desenvolvimento da doencga, tais como IL-1j3, IL-6 e TNF-q;

v' Analisar as lesdes teciduais pela avaliacdo histolégica dos tecidos
pulmonares dos camundongos com LPA experimental,

v' Determinar a dose farmacolégica para atenuar o processo inflamatério na

LPA em camundongos.
¢ Investigar o efeito antiedematogénico do MTF, utilizando o modelo experimental

de edema de pata induzido por diferentes agentes flogisticos, tais como:

carragenina, PGE2, bradicinina, serotonina, composto 48/80 e histamina;
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Analisar o efeito antiedematogénico e anti-inflamatério do MTF em modelo
experimental de peritonite induzida por carragenina, observando o lavado
peritoneal dos animais desafiados através da quantificacao de:

v' Células migratorias para a cavidade peritoneal;

v' Concentracédo de proteinas totais;

v' Liberacao de citocinas pro-inflamatérias como IL-1B, IL-6 e TNF-a.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Estudo da absorcéao oral e biodisponibilidade do MTF in silico

Para as analises de absorc¢ao oral, biodisponibilidade e toxicidade utilizou-se o
software Osiris Data Warrior 5.0 (SANDER et al., 2015). A predicao da absorcéo oral
foi analisada pelo parametro de porcentagem da taxa de absorcdo do MTF e da
dexametasona por meio do valor da area de superficie topolégica total (TPSA)
mediante a equagdo: %ABS = (109 - (TPSA x 0.345)) x 100/ valor maximo. Em
seguida, aplicou-se a regra dos cinco de Lipinski, a qual consiste em determinar as
chances de biodisponibilidade oral utilizando 5 parametros: coeficiente de particao
(clog P) = 5, peso molecular < 500 daltons, numero de aceptores de ligagdo de
hidrogénio < 10 e numero de doadores de ligagdo de hidrogénio < 5 (EMAMI et al.,
2021; LIPINSKI et al., 1997; MALIK et al., 2017).

4.2. Permeabilidade pela barreira hematoencefalica e riscos de toxidade in
silico

Para a andlise de predicdo de atravessar a barreira hematoencefalica foi
empregada a plataforma SwissADME, sendo observados os parametros lipofilicidade
(WLOGP) e polaridade (TPSA) para determinacdo da capacidade de atravessar as
membranas bioldgicas, utilizando o Método de Permeacéo Estimada do Cérebro ou
Intestino (BOILED-Egg) (DAINA; ZOETE, 2016).

Para o modelo de predicdo de risco de citotoxicidade, foram utilizadas as
capacidades de mutagenicidade, carcinogenicidade, irritabilidade do tecido e efeito
téxico no sistema reprodutor do MTF e da dexametasona. Tem-se como fundamental
a molécula apresentar baixa ou nenhum dos riscos de citotoxicidade (KERZARE et
al., 2021).

4.3. Preparagdo do MTF para 0s ensaios in vivo
Para administracéo oral do alcaloide MTF (100 pL/10 g animal), foi realizada
uma suspensao, onde a concentracdo de 0,25 mg/mL (doses 1,25 mg/kg, 2,5 mg/kg
e 5 mg/kg) de MTF foram adicionados 50 pL de Acido Cloridrico (HCI) 1M e, em
seguida, 500 pL de solucéo salina. O pH das suspensdes foi ajustado para 7 com
hidroxido de sédio (NaOH).
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4.4. Animais

Para o protocolo de Lesdo Pulmonar Aguda induzida por lipopolissacarideo,
foram usados camundongos isogénicos da linhagem BALB/c machos. J4 para os
protocolos de peritonite induzida por carragenina e edema de pata induzida por
agentes flogisticos, foram usados camundongos (Mus musculus) fémeas da linhagem
Swiss. Ambas as linhagens com idade entre 6-8 semanas, pesando de 20 a 35g. Os
animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno a 25 £+ 2 °C, em ciclos de claro e
escuro de 12 horas com livre acesso a agua (autoclavada) e a uma dieta controlada,
a base de racao do tipo pellets (PURINA) durante todo o periodo de experimentacao.
Cada grupo experimental foi constituido de 6 animais. Todos os procedimentos
experimentais foram conduzidos de acordo com as orientagdes do Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), além de observar as exigéncias
dispostas na Lei n°11794/2008. A eutanasia e a anestesia dos animais foram
realizadas por administracéo intra-muscular (i.m.) de solucdo anestésica contendo 29
mg/mL de cetamina e 1,91 mg/mL de xilasina em solucdo salina (NaCl 0,9%). Os
animais utilizados nesse trabalho foram fornecidos pela Unidade de Producao Animal
Prof. Dr. Thomas George do IPeFarM/UFPB, Jodo Pessoa, PB. Os procedimentos
experimentais desse trabalho foram submetidos ao Comité1 de Etica no Uso Animal
(CEUA/UFPB) e aceitos sob a certiddo de n°® 34322904109.

4.5. Protocolo de Les&o Pulmonar Aguda (Figura 3)

Figura 3: Esquema do protocolo de LPA induzida por LPS

Horas

| |
Desfecho 24h

O m—
-
=2

BALF, Sangue e pulmao
Células totais e diferenciais
Citocinas

Analises histologicas

Desafio com 40ul Tratamento com MTF (1,25; 2,5 ou
LPS (2,5 mg/kg) 5 mg/kg) ou DEXA (2 mg/kg)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.5.1. Protocolo experimental de inducdo da LPA com LPS
Para induzir a lesdo pulmonar aguda, os animais foram previamente
anestesiados como descrito anteriormente (item Animais) e receberam por instilagao
nasal, 40 pL de uma solugéo contendo LPS (LPS de Escherichia coli - Sigma-Aldrich®)
na dose de 2,5 mg/kg diluido em salina estéril e preparado imediatamente antes do

uso.

4.5.2. Tratamento dos animais no protocolo de LPA induzida por LPS

Para o protocolo experimental de LPA, os animais foram divididos nos
seguintes grupos (n=6): Basal, que representam os animais saudaveis, desafiados e
tratados com solucdo salina (veiculo da molécula teste); LPS, que representam os
animais doentes, desafiados com solucdo contendo LPS e néo tratados; MTF nas
doses de 1,25 mg/kg, 2,5 mg/kg ou 5 mg/kg, que representam os animais desafiados
com LPS e tratados com o MTF nas distintas doses; DEXA, que representam 0s
animais desafiados com LPS e tratados com a droga padréo dexametasona (2 mg/kg).
Todos os tratamentos ocorreram 1 hora apés o desafio com LPS.

4.5.3. Coleta do Fluido do Lavado Broncoalveolar (BALF) nos animais no
protocolo de LPA induzida por LPS

Para coleta do BALF, 24 horas ap0s o desafio com LPS, os animais foram
eutanasiados, em seguida a traqueia foi exposta com auxilio de pin¢ca e tesoura
cirdrgica e, entdo, foi inserido um cateter periférico 1V-18G de poliuretano
(Descarpack) para a coleta do BALF. No cateter, foi conectada uma seringa contendo
0,5 mL de PBS gelado, onde este foi administrado na traqueia e direcionado para o
pulméo, fazendo trés lavagens consecutivas. O BALF coletado foi entéo transferido
para um tubo tipo eppendorf, onde foi centrifugado (centrifuga CR422, JONAM) em

1500 RPM a 4°C por 6 minutos. O sobrenadante foi entdo coletado para quantificagao.

4.5.4. Coletado sangue pelo plexo braquial nos animais no protocolo de LPA
induzida por LPS

Para quantificacdo sistémica de citocinas pro-inflamatorias, o sangue foi
coletado pelo plexo braquial dos animais experimentais para a obtencéo do soro. Apés
a anestesia dos animais, foi realizado um corte no plexo braquial, e o sangue foi

coletado com auxilio de uma pipeta Pasteur, com a qual foi aspirado cerca de 500 a
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1000 pyL de sangue. O sangue foi armazenado em tubos do tipo eppendorf e
estocados em geladeira por cerca de 4 horas para facilitar formacéo dos coagulos e
coleta dos soros, que foi feita apds a centrifugacdo do sangue (amostra de 300g), a
uma temperatura de 4°C, por 10 min. Os soros foram alicotados, etiquetados e

congelados a —20 °C para as dosagens das citocinas.

4.5.5. Razdo do peso umido/peso seco dos pulmdes nos animais no
protocolo de LPA induzida por LPS

Para a obtencéo do indice do edema pulmonar (le), foi feita a analise da razéo
entre o peso Umido (Pu) e o peso seco (Ps) dos pulmdes. Assim, os pulmdes foram
retirados e pesados em balanca analitica de precisédo (Marte mod: SHIMADZU AY220)
para obtencdo do peso Umido. Posteriormente, os pulmdes foram armazenados em
estufa de secagem (Socc. Fabbe LTDA, Sao Paulo-SP) por 48h a uma temperatura

de 60 °C, sendo, em seguida, novamente pesados para obtencdo do peso seco.

4.5.6. Processamento histolégico do tecido pulmonar dos animais no
protocolo de LPA induzida por LPS

Para avaliar as caracteristicas histolégicas pulmonares dos camundongos,
ambos os I6bulos direito e esquerdo do pulméo de cada animal foram coletados 24
horas apés o desafio com LPS. Para isso, apds a eutanasia, o térax do animal foi
aberto com auxilio de pinc¢a e tesoura cirtrgica e, entdo, os pulmdes foram coletados.

O drgéo foi embebido em fixadores: formalina tamponada por 72 horas e, logo
apos, em alcool etilico 70% até o momento do corte histologico. Os pulmdes fixados
foram inicialmente hidratados. Apds esse procedimento, as amostras foram
desidratadas em concentragdes crescentes de alcool etilico (70, 80, 90 e 100%). Apbds
a remocao do alcool, o tecido pulmonar passou duas horas imersos em xilol e, em
seguida, em parafina liquida (parafina histolégica - ERVIEGAS, Séo Paulo, SP), e,
posteriormente, o tecido foi transferido para o molde (férma histolégica) contendo
parafina liquida. Os blocos de parafina assim formados foram retirados das férmas e
realizados cortes histolégicos, com o auxilio de um micrétomo (SP Labor 300) para
obtencédo da confeccado das laminas.

Com os cortes aderidos as laminas, estes foram, entdo, corados com

Hematoxilina-Eosina (HE), e, depois, foi realizada a montagem das laminas,
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preparando-as para as analises histologicas. Como meio de montagem, foi utilizado o
balsamo do Canada. Cada grupo de animais teve seis laminas coradas e analisadas.

Os parametros analisados foram: infiltrado celular, hemorragia alveolar e
edema intersticial. Para quantificacdo, foi considerado o score histolégico com as
seguintes pontuacdes: 0 - Auséncia de altera¢cBes histologicas; 1 = Suave: menos de
25% do campo analisado; 2 = Moderado: 25-49% do campo analisado; 3 = Acentuado:

50-75% do campo analisado; e 4 = Muito acentuado: mais de 75% do campo.

4.6. Protocolo experimental de peritonite induzida por carragenina

Camundongos fémeas Mus musculus da linhagem Swiss foram divididos nos
grupos (n=6): Basal, que correspondem aos animais do controle negativo, n&ao
desafiados com carragenina, apenas com salina; o grupo controle positivo
corresponde aos animais que foram submetidos ao desafio com carragenina, mas nao
foram tratados; MTF, pré-tratados por via oral (v.0) com o alcaloide na dose de 2,5
mg/kg e desafiados com carragenina; e o grupo Indo, que representa 0s animais pré-
tratados com a droga padréo indometacina (10 mg/kg) e desafiados com carragenina.

Inicialmente, todos os animais foram pré-tratados e, 1 hora ap06s ao pré-
tratamento, foi administrado por via intraperitoneal uma solucéo de carragenina a 1%.
Apods 4 horas do desafio com o agente flogistico, os animais foram eutanasiados e a
cavidade peritoneal foi lavada com PBS, massageada por 30 segundos e coletado o
fluido do lavado peritoneal. O fluido foi tratado de forma semelhante ao BALF dos
animais no protocolo de LPA induzida por LPS. A amostra biologica foi utilizada para
quantificacdo de células inflamatdrias, citocinas pro-inflamatoérias e edema intersticial

atraveés da quantificagdo de proteinas totais (Figura 4).

Figura 4: Esquema do protocolo peritonite induzida por carragenina
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Sangue

Tratamento (v.0.) com Desafio (i.p.) Citocinas

MTF (2,5 mg/kg) ou . o
INDO (10 mg/kg) Carragenina (1%)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.7. Quantificacdo de proteinas totais no BALF e no lavado peritoneal
Os sobrenadantes obtidos da centrifugacdo das amostras biolégicas foram
usados para quantificar as proteinas nas regides broncoalveolar e/ou peritoneal,
utilizando o kit SENSIPROT (LabTest. Lagoa Santa - MG). O ensaio foi realizado em
conformidade com as especificacdes do fabricante. A absorbancia foi lida em 650 nm
em espectrofotbmetro (MICROPLATE READER versa Max, tunable, BN 2529

Molecular Devices).

4.8. Quantificacdo de citocinas
O sobrenadante obtido pelo BALF e pelo lavado peritoneal, bem como os soros
dos animais dos diferentes grupos foram dosados pelo método do ensaio
imunoenzimatico ELISA para as citocinas IL-18, TNF-a e IL-6 (eBioscience, Inc.

Science Center Drive, San Diego - USA).

4.9. Protocolo de edema de pata induzido por agentes flogisticos

4.9.1. Tratamentos dos animais no protocolo de edema de pata

Para o protocolo experimental de edema de pata, os animais foram divididos
nos seguintes grupos (n=6): Basal, que correspondem aos animais do controle
negativo, ndo desafiados com agentes flogisticos, apenas com salina; o grupo controle
positivo corresponde aos animais que foram submetidos ao desafio com os agentes
flogisticos (carragenina, prostaglandina E2, bradicinina, composto 48/80, histamina ou
serotonina) e que nao foram tratados; MTF, pré-tratados por via oral (v.0) com o
alcaloide na dose de 2,5 mg/kg e, posteriormente, desafiados com o0s agentes
flogisticos citados; e o grupo com a droga padrao (indometacina ou prometazina na
dose 10 mg/kg cada), em que os animais também foram desafiados. Todos 0s

tratamentos ocorreram 1 hora antes do desafio com o agente flogistico.

4.9.2. Protocolo experimental de inducdo de edema de pata por diferentes
agentes flogisticos

Os camundongos Swiss foram pré-tratados e, uma hora apds, receberam, por
via intraplantar, na pata esquerda traseira uma solucéo contendo carragenina (1%),

prostaglandina E2 (5 pg/pata), bradicinina (6nmol/pata), composto 48/80 (100ng/pata)

39



ou histamina (100ug/pata) dissolvidos em 20 uL de uma solugdo tamponada. A pata
direita recebeu 0 mesmo volume de salina e foi utilizada como controle. Alteracdes no
volume da pata foram medidas por um micrébmetro em varios intervalos de tempo de
acordo com cada agente flogistico (1h, 2h, 3h, 4h, 6h e 24 h; 15, 30 e 60 min; 15 min
e 30 min; 30 min e 60 min; 30 min e 60 min, respectivamente). A diferenca entre o
tamanho das patas direita e esquerda foi quantificada e tomada como indice do edema
(Figura 5) (ALVES et al., 2017; SILVA et al., 2017).

Figura 5: Esquema do protocolo edema de pata

Oh Medidas At
P.D.
20uL
Solucdo
salina
Tratamento (v.0.) com Desafio (i.pl.) (P.E.) Carrag:1,2,3,4,6,¢e 24h_
MTF (2,5 mg/kg) ou Carrag (1%) ou PGE2 ou BK_: 15,30 € 60 min
INDO (10 mg/kg) ou PGE2 (5 pg/pata) ou 48/80 ou Hist: 15 e 30 min
PROMET (10 mg/kg) BK (6 nmol/pata) ou
48/80 (100 ng/pata) ou
Hist (100 ug/pata)

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.10. Docking molecular para avali¢do da interagdo do MTF com alvos
farmacoldgicos de interesse terapéutico

As estruturas da molécula e do controle foram desenhadas no Marvin Sketch
21.13 e otimizadas no software HyperChem 8.0.6 (RMS 0.1 kcal/mol/A). Foram
usadas as configuracoes padrdes, aplicando o método de campo de forca da
mecanica molecular MM+ e o0 método quantico semi-empirico AM1 (Austin Model 1)
(ABBASI; FEREIDOONNEZHAD; MIRVEIS, 2021; RODRIGUES et al., 2021; SCOTTI
et al., 2009). As estruturas cristalinas das proteinas foram obtidas do RCSB Protein
Data Bank (PDB) (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) com resolucgéo até 3 A,
sob os cédigos 1A9U para MAP quinase p38, 4QPA para ERK 2 e 1K3Z para NFkB —
porcao p65s.
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A ancoragem das moléculas com os alvos foi executada no software Molegro
Virtual Docker (MVD), os parametros utilizados para configurar o software foram, para
os valores de scores de energia: MolDock Score e Rerank Score seguido do consenso
por meio da média aritmética dos dois com valor de corte para energia de ligagéo > -
8 kcal/mol; para o GRID, foi determinado com resolucdo de 0,3 A e um raio esférico
de 15 A; para a avaliacdo do ligante, foi selecionado o ES interno, HBond interno,
torgbes Sp2-Sp2; foi utilizado algoritimo MolDock Simplex Evolution (MolDock SE)
com um numero de corridas de 10 e méximas iteracdes de 1500 (THOMSEN;
CHRISTENSEN, 2006). Para a validacdo da técnica, foram realizados o redocking e
analisados valores para o desvio quadratico médio (RMSD - Root Mean Square
Deviation) < 2 A para a determinacg&o da distancia média da sobreposicéo dos atomos
dos ligantes das proteinas (SCHLOSSER; RAREY, 2009). Outros parametros
avaliados foram a energia de ancoragem e o0s tipos de interaces com o sitio de
ligacdo do alvo. Por fim, as imagens em 2D e 3D das interacdes dos ligantes com os
alvos foram visualizadas no programa Biovia Discovery Studio Visualizer 19.1.0.18287
(VIJAYAKUMAR et al., 2020).

4.11. Anaélises estatisticas
Os resultados do edema de pata foram analisados e expressos utilizando os
testes estatisticos necessarios (ANOVA one-way, seguido do pos teste de Tukey ou
Bonferroni), utilizando-se do programa GraphPadPrism versdo 9.0 e foram
considerados significantes os valores com p < 0,05 (GraphPad Software Inc., San
Diego, U.S.A)).
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5. RESULTADOS

5.1. Analises do risco de toxicidade e pardmetros farmacocinéticos in
silico (ADMET) do MTF
O MTF foi submetido, junto com o farmaco controle (dexametasona), ao modelo
de predicdo de riscos de citotoxicidade no software OSIRIS DataWarrior. Quando
considerados os parametros de carcinogenicidade, mutagenicidade e efeitos toxicos
no sistema reprodutivo, irritabilidade para a pele, a molécula ndo apresentou risco.
Em adicdo, foi averiguada a porcentagem de absorcao oral. Nessa analise, a
molécula exibiu um valor preditivo de 100,0% (Tabela 1). Enquanto a dexametasona
apresentou valor de 80,56%. Foi também investigado se a molécula n&o violou as 5
regras de Lipinski, o0 que n&o ocorreu.

Tabela 1: Avaliacdo da violacdo das regras de Lipinski para o MTF

MTE Dexametasona
Peso Molecular g/mol 255,316 392,47
cLogP 2,8379 1,288
Aceptor-H 3 5
Doador-H 2 2
TPSA 41,49 80,56
%ABS 100,00 94.83

Em adicdo, foi analisado se a molécula poderia atravessar a barreira
hematoencefélica (BHE). Esse parametro foi investigado na plataforma SwissADME
pela metodologia do BOILED-Egg, que é expressa em grafico pelos parametros
lipofilicidade (WLOGP) e area de superficie polar topoldgica (TPSA). O resultado
mostrou que a molécula possivelmente atravessa a BHE e consegue passar pela

glicoproteina P, sendo eliminada do sistema nervoso central (Figura 6).
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Figura 6: Modelo de BOILED-Egg do MTF
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Regido amarela: predicdo da molécula ser passivelmente absorvida pela BHE; Regido branca: predicao
da molécula ser passivelmente absorvida pelo TGI; Ponto azul: predicdo da molécula ser efluida do
sistema nervoso central pela glicoproteina P; e Ponto vermelho: predigdo da molécula ndo ser efluida

do sistema nervoso central pela glicoproteina P.

5.2. Efeito do tratamento com MTF na migracédo de células totais no BALF
de animais com LPA induzida por LPS

Os animais do grupo LPS apresentaram aumento (p < 0,001) no namero de

células totais no fluido do lavado broncoalveolar (BALF) quando comparados aos

animais do grupo Basal. Os tratamentos com MTF, nas doses 2,5 mg/kg ou 5 mg/kg,

realizados uma hora apos o desafio com LPS, foram capazes de reduzir a migracéo

leucocitaria (p < 0,001), entretanto, a dose de 1,25 mg/kg ndo reduziu a migracao

celular quando comparados aos animais do grupo LPS (Grafico 1).
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Gréfico 1: Quantificacdo da migracao de células totais para o BALF
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Valores de +++(p<0,001) foram considerados significativos quando comparados ao grupo Basal. Os

valores de ***(p<0.001) foram considerados significativos quando comparados ao grupo LPS. Os dados

foram analisados pelo Graph pad Prism 9.0.

Dentre as células que migram para o 6rgado lesionado, se faz necessario a
identificacdo dos perfis celulares presentes, bem como o perfil predominante, a fim de
identificar as melhores estratégias para seu manejo. Dessa forma, buscamos entéo,

identificar e quantificar os perfis celulares presentes no BALF desses animais.

53. Efeito do tratamento com MTF na migracdo de células diferenciais no
BALF de animais com LPA induzida por LPS

O numero aumentado de leucécitos nos camundongos desafiados com LPS é

em decorréncia da migracao de linfocitos (p < 0,05) e principalmente neutréfilos (p <
0,001) sem alterar a migracao de macréfagos. Os tratamentos com MTF, nas doses
de 2,5 ou 5,0 mg/kg, foram capazes de diminuir a migracéo de neutréfilos (p < 0,001)
sem interferir no nimero de macréfagos e linfocitos. Como esperado, 0os animais
tratados com MTF na dose de 1,25 mg/kg ndo apresentaram reducdo da migracéo

células quando comparados aos animais do grupo LPS (Graficos 2 A, B e C).
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Gréficos 2: Quantificagcdo da migracéao de (A) neutroéfilos, (B) macrofagos e (C)

linfocitos para o BALF
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Valores de +(p<0,05) e +++(p<0,001) foram considerados significativos quando comparados ao grupo

Basal. Os valores de ***(p<0.001) foram considerados significativos quando comparados ao grupo LPS.
Os dados foram analisados pelo Graph pad Prism 9.0.

Diante dos resultados observados na quantificacdo das células totais e
diferenciais, decidimos dar continuidade as demais analises com a dose de 2,5 mg/kg,
pois essa foi a dose minima eficaz com efeito anti-inflamatério no protocolo
experimental utilizado.

Nesse processo de avaliagdo do efeito anti-inflamatorio do MTF, buscamos
avaliar sua atividade sobre a formagdo de edema pulmonar no protocolo de LPA
induzida por LPS, via a quantificagdo de proteinas totais no BALF, além da
quantificacdo da razdo do peso umido/peso seco dos pulmdes dos animais com LPA

induzida por LPS.
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5.4. Efeito do tratamento com MTF na quantificacdo de proteinas totais no
BALF e peso dos pulmdes de animais com LPA induzida por LPS

No que tange as proteinas totais, é possivel observar que houve um aumento

dessas no BALF dos camundongos desafiados com LPS (p < 0,001) quando

comparado aos animais do grupo Basal. O tratamento com MTF foi capaz de diminuir

(p < 0,001) a concentracdo de proteinas totais quando comparado aos animais do
grupo LPS (Gréfico 3).

Gréficos 3: Quantificacdo de proteinas totais no BALF
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Valores de +++(p<0,001) foram considerados significativos quando comparados ao grupo Basal. Os

valores de ***(p<0.001) foram considerados significativos quando comparados ao grupo LPS. Os dados
foram analisados pelo Graph pad Prism 9.0.

Ja em relacéo a razao do peso Umido/peso seco dos pulmdes, observou-se que
houve aumento dessa razéo no grupo LPS quando comparado ao grupo basal (p <
0,05). E, ainda, que o tratamento com MTF reduziu a razdo entre 0os pesos quando

comparado aos animais do grupo LPS (p <0,05) (Gréfico 4).
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Gréficos 4: Razéo dos pesos pulmonares
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Valores de + (p<0,05) foram considerados significativos quando comparados ao grupo Basal. Os
valores de * (p<0.05) foram considerados significativos quando comparados ao grupo LPS. Os dados

foram analisados pelo Graph pad Prism 9.0.

Em conjunto, esses resultados mostram que o MTF esta atuando na diminuicdo
do edema pulmonar. Em continuidade, buscando avaliar também a acao
imunomoduladora do MTF, avaliamos o efeito na liberacdo de citocinas proé-
inflamatérias, como TNF-qa, IL-1B e IL-6, as quais apresentam atividades que podem
predizer morbidade e mortalidade de pacientes com LPA/SDRA.

5.5. Efeito do tratamento com MTF na imunomodulacdo de citocinas pro-
inflamatdrias no BALF e no soro do sangue dos animais com LPS
induzida por LPS

No BALF dos animais do grupo LPS, observou-se aumento de TNF-a (p <
0,001) quando comparado aos dos animais do grupo Basal. Esse aumento também
foi verificado no soro dos animais do grupo LPS (p < 0,05). Por sua vez, o tratamento
com MTF foi capaz de diminuir a liberacdo dessa citocina no BALF (p < 0,001) e no
soro (p < 0,05) dos animais, quando comparados com 0os animais do grupo LPS
(Gréfico 5A e 5B).

47



Gréficos 5: Concentracdo de TNF-a no (A) BALF e (B) soro do sangue
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Valores de +(p<0,05) e +++(p<0,001) foram considerados significativos quando comparados ao grupo
Basal. Os valores de *(p<0,05) e ***(p<0,001) foram considerados significativos quando comparados

ao grupo LPS. Os dados foram analisados pelo Graph pad Prism 9.0.

Em adicdo, nos animais do grupo LPS, houve aumento de IL-13 tanto no BALF
(p < 0,001) como no soro (p < 0,05) quando comparados aos animais do grupo basal.
O tratamento com MTF, por sua vez, diminuiu a liberagdo dessa citocina em ambas
amostras biolégicas (p < 0,05) dos animais tratados quando comparados com 0s

animais do grupo LPS (Gréfico 6A e 6B).

Gréficos 6: Concentracao de IL-1B8 no (A) BALF e (B) soro do sangue
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Valores de +++(p<0,001) foram considerados significativos quando comparados ao grupo Basal. Os
valores de *(p<0,05) foram considerados significativos quando comparados ao grupo LPS. Os dados

foram analisados pelo Graph pad Prism 9.0.

Quanto a liberagdo de IL-6, observamos que os animais do grupo LPS
apresentaram aumento da liberacéo dessa citocina, tanto no BALF (p < 0,001), como
no soro (p < 0,01), quando comparados aos animais do grupo basal, e o tratamento

com MTF modulou negativamente a liberacao dessa citocina nos dois compartimentos
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avaliados (BALF (p < 0,001) e no soro (p < 0,01)) quando comparados aos animais do

grupo LPS (Grafico 7A e 7B).

Graficos 7: Concentracdo de IL-6 no (A) BALF e (B) soro do sangue
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Valores de ++(p<0,01) e +++(p<0,001) foram considerados significativos quando comparados ao grupo
Basal. Os valores de **(p<0,01) e ***(p<0,001) foram considerados significativos quando comparados

ao grupo LPS. Os dados foram analisados pelo Graph pad Prism 9.0.

5.6. Efeito do tratamento com MTF na lesé&o tecidual pulmonar nos animais
com LPS induzida por LPS

Um dos parametros que mensura a diminuicdo do quadro lesivo agudo no

pulmdo é a andlise tecidual realizada histologicamente em tecidos pulmonares de

camundongos com LPA. Os cortes de tecido pulmonar dos camundongos BALB/c com

LPA demonstraram infiltracdo celular, edema e hemorragia, nos animais do grupo

Basal, LPS e MTF (Figura 7).
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Figura 7: Analise histolégica dos pulmdes de camundongos com LPA
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Seta vermelha indica edema pulmonar; seta verde indica infiltracdo celular; seta amarela indica

hemorragia.

Utilizando as pontuacbes elencadas no score histolégico (ver material e
métodos item 4.6.6), foi possivel quantificar a lesao tecidual (Grafico 8). O grupo Basal
apresentou a histoarquitetura pulmonar preservada, sem alteracdes alveolares
presentes. J4 0 grupo LPS apresentou aumento da infiltracdo celular (p < 0,001),
hemorragia alveolar (p < 0,001) e edema (p < 0,001). Em contrapartida, os animais
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tratados com MTF tiveram a leséo tecidual diminuida, havendo reducéo da infiltracéo

celular (p < 0,001), hemorragia alveolar (p < 0,001) e edema (p < 0,01).

Graficos 8: Score histologico das lesdes pulmonares
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Valores de +++(p<0,001) foram considerados significativos quando comparados ao grupo Basal. Os
valores de **(p<0,01) e ***(p<0,001) foram considerados significativos quando comparados ao grupo

LPS. Os dados foram analisados pelo Graph pad Prism 9.0.

O MTF, preliminarmente, apresenta efeito imunomodulador e anti-inflamatério
em modelo experimental de LPA induzida por LPS como observado nos resultados
acima. Entretanto, outros agentes flogisticos, além do LPS, podem desencadear
respostas imunes de caracteristica inflamatoéria. Portanto, investigamos o tratamento
com MTF na resposta inflamatéria no protocolo experimental de peritonite induzida

por carragenina.

5.7. Efeito do tratamento com MTF na migracdo de células totais para o
peritdnio de animais com peritonite induzida por carragenina

Os animais do grupo carragenina (CG) apresentaram aumento (p < 0,001) no

namero de células totais no fluido do lavado peritoneal quando comparados aos

animais do grupo Basal. O tratamento com MTF, por sua vez, foi capaz de reduzir a

migracao leucocitaria (p < 0,001), resultado observado também nos animais tratados

com indometacina (Indo) (p < 0,001), droga padrao (Grafico 9).
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Gréfico 9: Quantificacdo da migracao de células totais para lavado peritoneal
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Valores de +++(p<0,001) foram considerados significativos quando comparados ao grupo Basal. Os
valores de ***(p<0.001) foram considerados significativos quando comparados ao grupo CG. Os dados

foram analisados pelo Graph pad Prism 9.0.

As populagdes celulares foram identificadas em duas populagdes celulares, os
polimorfonucleares, com predominancia de células neutrofilicas, e mononucleares,

gue representam macréfagos em sua maioria.

5.8. Efeito do tratamento com MTF namigracao de células diferenciais para

0 peritdnio de animais com peritonite induzida por carragenina

Quando as populacées de leucécitos foram quantificadas, verificou-se que
houve um aumento tanto de polimorfonucleares (p < 0,001), como de mononucleares
(p < 0,01). Entretanto, o tratamento com MTF reduziu a migracdo de ambos os perfis
celulares (p < 0,001). Os animais do grupo Indo, por sua vez, apresentaram reducao

de polimornucleares (p < 0,001) e mononucleares (p < 0,01) (Gréafico 10A e 10B).
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Gréficos 10: Quantificacdo da migracao de (A) neutréfilos e (B) mononucleares

para o lavado peritoneal
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Valores de +++(p<0,001) foram considerados significativos quando comparados ao grupo Basal. Os
valores de ***(p<0.001) foram considerados significativos quando comparados ao grupo CG. Os dados
foram analisados pelo Graph pad Prism 9.0.

5.9. Efeito do tratamento com MTF na imunomodulagcédo de citocinas proé-
inflamatorias no lavado peritoneal dos animais com peritonite induzida
por carragenina

Verificamos que os animais do grupo CG, apresentaram aumento na liberacéo
de TNF-a (p <0,001), IL-1B (p <0,01) e IL-6 (p < 0,01). Por sua vez, o tratamento com
MTF reduziu a concentracdo de ambas as citocinas no lavado (TNF-a = p < 0,05; IL-
18 = p <0,05; IL-6 = p < 0,01) (Grafico 11A, 11B e 11C).
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Gréficos 11: Concentracao de (A) TNF-a, (B) IL-1B8 e (C) IL-6 presentes no

lavado peritoneal
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Valores de ++(p<0,01) e +++(p<0,001) foram considerados significativos quando comparados ao grupo
Basal. Os valores de **(p<0,01) e ***(p<0.001) foram considerados significativos quando comparados

ao grupo CG. Os dados foram analisados pelo Graph pad Prism 9.0.

Essas citocinas liberadas, somadas a outras proteinas encontradas no lavado
do peritbnio, promovem o edema intersticial, caracterizando o extravasamento
vascular. Nesse sentido, avaliamos a concentracéo de proteinas totais presente neste

lavado.

5.10. Efeito do tratamento com MTF na quantificacdo de proteinas totais no
lavado peritoneal dos animais com peritonite induzida por carragenina

Os animais do grupo CG apresentaram aumento da concentracao de proteinas

no lavado peritoneal dos animais (p < 0,001) quando comparados aos animais do
grupo Basal. O tratamento com MTF reduziu a concentracéo de proteinas (p < 0,05)
no lavado quando comparado aos animais do grupo CG. A indometacina também foi

capaz de diminuir essa concentracao (p < 0,05) (Gréfico 12).
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Gréfico 12: Concentracao de proteinas totais no lavado peritoneal
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Valores de +++(p<0,001) foram considerados significativos quando comparados ao grupo Basal. Os
valores de ***(p<0.001) foram considerados significativos quando comparados ao grupo CG. Os dados
foram analisados pelo Graph pad Prism 9.0.

Analisamos como o MTF atua na diminuicdo do edema intersticial via

protocolos de inducéo de edema de pata induzido por diferentes agentes flogisticos.

5.11 Efeito do tratamento com MTF no edema de pata induzido por carragenina
Neste protocolo experimental, apds o desafio intraplantar com uma solucao de
carragenina, os animais foram avaliados nos tempos de 1, 2, 3, 4, 6, e 24 horas (item
4.10.2 em materiais e métodos). Os animais do grupo CG apresentaram aumento na
formacdo de edema de pata quando comparados aos animais do grupo basal em
todos os momentos analisados: 1h, 2h, 3h, 4h, 6h e 24h (p < 0,001). Entretanto, o
tratamento com MTF foi capaz de diminuir a formacdo do edema nos momentos
analisados (1h, 3h e 24h = p < 0,001; 2h e 4h = p <0,01; 6h = p < 0,05 (Grafico 13).
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Gréfico 13: Edema de pata induzido por carragenina avaliados de 1-24h
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Valores de +++(p<0,001) foram considerados significativos quando comparados ao grupo Basal. Os
valores de ***(p<0.001) foram considerados significativos quando comparados ao grupo CG. Os dados
ram analisados pelo Graph pad Prism 9.0.
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5.12. Efeito do tratamento com MTF no edema de pata induzido por
prostaglandina E2 (PGE2).

Ap6s o desafio intraplantar com PGE2, os animais do grupo PGE2
apresentaram aumento do edema de pata nos tempos analisados quando
comparados aos animais do grupo Basal (15, 30 e 60 minutos = p < 0,001). Por sua
vez, o tratamento com MTF reduziu a formacéo desse edema nos tempos analisados
(15 e 30 minutos = p < 0,05; 60 minutos = p < 0,001) (Gréfico 14 A; B e C).

Gréfico 14: Edema de pata induzido por PGE2 em (A) 15, (B) 30 e (C) 60 minutos
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Valores de +++(p<0,001) foram considerados significativos quando comparados ao grupo Basal. Os
valores de *(p<0,05) e **(p<0.01) foram considerados significativos quando comparados ao grupo

PGEZ2. Os dados foram analisados pelo Graph pad Prism 9.0.

5.13. Efeito do tratamento com MTF sobre o edema de pata induzido por
bradicinina (BK).
Os animais do grupo BK apresentaram aumento na formacdo de edema de

pata nos tempos analisados se comparados aos animais do grupo Basal (15, 30 e 60
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minutos = p < 0,001). Por sua vez, o tratamento com MTF reduziu a formacéo desse

edema em todos os tempos analisados (15 minutos = p < 0,001; 30 e 60 minutos = p
<0,01) (Grafico 15 A, B e C).

Gréfico 15: Edema de pata induzido por BK em (A) 15, (B) 30 e (C) 60 minutos
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Valores de +++(p<0,001) foram considerados significativos quando comparados ao grupo Basal. Os

valores de **(p<0,01) e ***(p<0.001) foram considerados significativos quando comparados ao grupo

BK. Os dados foram analisados pelo Graph pad Prism 9.0.

5.14. Efeito do tratamento com MTF no edema de pata induzido por

serotonina (5-HT).

Os animais do grupo 5-HT apresentaram aumento do edema pata nos tempos

analisados comparando-os com os do grupo Basal (15 e 30 minutos = p < 0,001). O

tratamento com MTF reduziu a formacéo desse edema nos tempos analisados (15 e
30 minutos = p < 0,001) (Grafico 16 A e B).
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Gréfico 17: Edema de pata induzido por 5-HT (A) 15 e (B) 60 minutos
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Valores de +++(p<0,001) foram considerados significativos quando comparados ao grupo Basal. Os
valores de ***(p<0.001) foram considerados significativos quando comparados ao grupo Hist. Os dados

foram analisados pelo Graph pad Prism 9.0.

5.15. Efeito do tratamento com MTF sobre o edema de pata induzido pelo
composto 48/80.

Os animais do grupo 48/80 apresentaram aumento na formacéo do edema de
pata nos tempos avaliados quando comparados aos animais do grupo Basal (p <
0,001). O tratamento com MTF diminuiu a formacéo desse edema (30 minutos = p <
0,001; 60 minutos = p < 0,01) (Grafico 17 A e B).

Gréfico 17: Edema de pata induzido por 48/80 em (A) 30 e (B) 60 minutos
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valores de **(p<0,01) e ***(p<0.001) foram considerados significativos quando comparados ao grupo

48/80. Os dados foram analisados pelo Graph pad Prism 9.0.
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5.16. Efeito do tratamento com MTF sobre o edema de pata induzido por
histamina (Hist).

Os animais do grupo Hist apresentaram aumento na formacdo do edema de
pata em ambos os tempos analisados (30 e 60 minutos = p < 0,001) quando
comparados aos animais do grupo Basal. O tratamento com MTF diminuiu a formacéao
do edema quando comparados aos animais do grupo néo tratado (30 e 60 minutos =
p < 0,01) (Gréfico 18).

Gréfico 18: Edema de pata induzido por histamina em (A) 30 e (B) 60 minutos

30 minutos 60 minutos
A
1000 1000~ B S

— 4+ —
~ ™

-‘o_ 800 4 o 5’- 800+

b

> >

£ 600 g 6004 *k

E E T

@ 4004 @ 400+

& &

*kk
o 2004 & 2001 *%k
Basal Hist MTF Promet Basal Hist MTF Promet
2,5 mglkg 2,5 mgl/kg

Valores de +++(p<0,001) foram considerados significativos quando comparados ao grupo Basal. Os
valores de **(p<0,01) e ***(p<0.001) foram considerados significativos quando comparados ao grupo
Hist. Os dados foram analisados pelo Graph pad Prism 9.0.

Os resultados imunofarmacol6gicos reunidos até o presente nos impulsionou a
estudar de forma preditiva, via estudos in silico, possiveis alvos moleculares que o
MTF estaria atuando para desempenhar sua atividade anti-inflamatéria e

antiedematogénica.

5.17. Alvos farmacolégicos do MTF avaliados através de Docking molecular

O docking molecular foi realizado para analisar a afinidade da proteina-ligante
por meio da energia de ligacéo e as interacdes da molécula com os alvos, apontando
possivelmente um mecanismo de acao.

A energia de ligagéo foi expressa pelo consenso entre os scores do MolDock e
Rerank, a energia de ligagdo do MTF com o alvo MAPK p38 foi de -71,492 kcal/mol
(Tabela 2), enquanto a energia da dexametasona (farmaco controle) foi de -53,035
kcal/mol.
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Tabela 2. Resultados da energia de ligacao por docking molecular

MTF Dexametasona
Alvos MolDock | Rerank |Consenso | MolDock | Rerank |COnsenso
Score Score Score Score Score Score

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

MAPK p38 -78,519 -64,465 -71,492 -79,803 -26,266 -53,035
TOLL 4 -22,152 -18,847 -20,500 -39,498| 20,5419 -9,47805
ERK 2 -66,986 -57,751 -62,368 -97,239 -66,288 -81,763
NFkB -86,337 -70,554 -78,445 -95,042 -75,251 -85,147

Foram observadas também as interacbes do MTF com a MK p38. O MTF
(Figura 8A) interagiu com a LYS53 através de ligacdo de hidrogénio, pi-alquil e pi-
cation. O MTF também fez interacdes: pi-alquil com os residuos de aminoacido
LEU105, ALA51 e VAL3S; interacdes pi-anion com ASP168 e emparelhamento pi-pi
com o anel do aminoécido TYR35; e interacdes de van der Waals com os residuos
VALS52, VAL105, LEU86, LEU75, THR106, ILE84, LEU108 e MET109.

A dexametasona (Figura 8B) mostrou ligacdes de hidrogénio e interacdes de
halogénio com o residuo ASP168. E interacdes de van der Waals com os residuos de
aminoacidos ARG173, HIS107, GLU71, THR106, MET109, ILE84, LEU75, LEUS8S6,
LEU104, VAL105, VAL52; interacdes alquil com LYS53 e ALA51, e interacdes pi-alquil
no residuo TYR35. A dexametasona interagiu por meio de intera¢des de alquil com o
residuo do aminoéacido VAL38, porém apresentou uma interacao desfavoravel com
esse aminoacido, o que acontece devido ao choque estérico intermolecular, que

contribuiu para diminuir o energia de ligacéo entre os alvos e o ligante.
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Figura 8: Interagc6es em 3D e 2D do (A) MTF e (B) dexametasona com a MAP
guinase p38
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Ao ancorar o MTF com receptor Toll like 4 (TLR4), o escore de energia de
ligacdo obtido foi de -20,500 kcal/mol e o da dexametasona com um score positivo no
Rerank de valor 20,542 kcal/mol (Tabela 2). O MTF (Figura 9A) fez apenas interacdes
de van der Waals com o alvo, interagindo com os residuos ARG90, ILE52, GLU92,
LEU78, PHE119, PHE121 e SER120. A dexametasona (Figura 9B) realizou uma
ligacdo de hidrogénio com a ARG90; interacfes pi-alquil com PHE121; interacdes
alquil com ILE52; interagOes halogénio via SER120; e interagbes de van der Waals
com os residuos LYS122, LEU61 e GLU92. A dexametasona também realizou 2

interacdes desfavoraveis com o residuo PHE119.

62



Figura 9: Interagc6es em 3D e 2D do A) MTF e B) dexametasona com o receptor
Toll like 4
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A energia de ligacdo do MTF a MAPK ERK 2 (Tabela 2) foi de -62,368 kcal/mol,
sendo um valor menor que a energia de ligagdo da dexametasona, que foi de -81,764
kcal/mol. O MTF (Figura 10A) realizou uma ligacdo de hidrogénio com o residuo
MET106 e uma ligagdo carbono-hidrogénio com ASP104. Fez intera¢des de pi-alquil
com os residuos de aminoacidos LEU154, CYS164 e ILE29, e interagBes de van der
Waals com THR108, VAL37, LYS52, ASP165, LEU105, ILE82, ALA50, e GLN103.
Enquanto a dexametasona (Figura 10B) interagiu com os residuos MET106, ASP104,
ALA50 e ILE101 por meio de pontes de hidrogénio; o farmaco controle interagiu
através de interagfes alquil com LEU154, CYS164, VAL37, ALAS0 e ILE82, e van der
Waals com ILE29, ASP109, LYS112, VAL102, GLU107, THR108, LEU155 e LEU105.
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Figura 10: Interac6es em 3D e 2D do A) MTF e B) dexametasona com MAP
guinase ERK2
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O docking molecular da molécula com NFkB na porcao 65 também apresentou
energia de ligagdo menor que o valor da dexametasona (Tabela 2). Desta forma, o
escore do MTF e da dexametasona foram de -78,445 e -85,147 kcal/mol,
respectivamente (Tabela 2). O MTF (Figura 11A) apresentou menos intera¢cdes com
alvo. Realizou duas ligac6es de hidrogénio e uma pi-sigma com o residuo de
aminoacido GLU211, uma ligacdo de carbono-hidrogénio com o THR205, uma
interacdo alquim com o residuo ARG201(B) e uma interacdo pi-anion com ASP206.
Além disso, apresentou interaces de van der Waals com ARG201(A), ASN200(A),
ASN200(B), PHE213, ASN202, ARG198, ARG242, HIS208, THR239 e SER203. Em
contrapartida, a dexametasona (Figura 11B) realizou 2 ligacbes de hidrogénio com
ASP294 e SER205, e 1 com THR292 e GLY208. Além disso, fez uma ligagéo carbono-
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hidrogénio com VAL137, interac6es alquil com VAL137 e ARG136 e interacdes de van
der Waals com LEU207, ASP291, LEU133, ILE103, ARG295, ASP293, GLY209 e
HIS217.

Figura 11: Interagdes em 3D e 2D do A) MTF e B) dexametasona com o NFkKB
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6. DISCUSSAO

O 2-(7-metoxi-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina-1-il) fenol € um novo alcaloide
sintetizado na Universidade Federal da Paraiba, com estrutura molecular que se
assemelha a outras moléculas com atividades biolégicas importantes, dentre elas,
atividade anti-inflamatoria. Por tratar-se de uma molécula inédita, diferentes
protocolos experimentais de inflamagédo aguda foram conduzidos nesse estudo, a fim
de avaliar o efeito que o MTF desempenha sobre processos de migracao celular,
formacdo de edema intersticial, liberacao de citocinas pré-inflamatérias e alteracdes
teciduais decorrentes do agravamento inflamatorio. Discutiremos aqui como a
molécula em estudo foi capaz de interferir nesses parametros.

O MTF é um alcaloide sintético inédito que possui 0 nucleo
tetrahidroisoquinolinico semelhante aos alcaloides naturais extraidos de diversas
espécies marinhas, onde as atividades antitumorais e antibioticas sdo bem descritas
(TANG et al., 2015). Em adicao, os efeitos de alcaloides com esse ndcleo na inibigdo
de alvos inflamatorios importantes vém sendo relatados (KO et al., 2017a).

O esqueleto molecular do MTF é derivado de outro alcaloide sintético, o MHTP,
gue possui atividade anti-inflamatoria em modelos experimentais de inflamacao aguda
e cronica (PACHECO DE OLIVEIRA et al., 2015) (PAIVA FERREIRA et al., 2018,
2021). O MHTP também foi capaz de atenuar a LPA induzida por LPS, via sinalizacdo
p38MAPK/p65-NFkB-TLR4 dependente (DO NASCIMENTO XAVIER et al., 2019),
direcionando a investigacao da atividade farmacoldgica do alcaloide nesse estudo.

Nessa perspectiva, a estimativa de propriedades farmacocinéticas nas fases
iniciais da descoberta de medicamentos tem sido fundamental para orientar 0s
esforcos de otimizacdo de P&D (FERREIRA; ANDRICOPULO, 2019). Dada a notavel
complexidade do atual modelo de P&D, os participantes da descoberta de
medicamentos tém buscado intensamente estratégias de modelagem molecular para
identificar padrbes nos dados ADMET e converté-las em direcionamentos para o
desenvolvimento de novos farmacos com os mais diversos interesses terapéuticos
(FERREIRA; ANDRICOPULO, 2019). Portanto, buscamos avaliar, in silico, os
parametros ADMET que podem estar relacionados com a atividade biolégica que o

MTF desempenha em um organismo Vvivo.
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As regras de Lipinski consideram que um candidato a farmaco possui
resultados farmacocinéticos satisfatorios administrado por via oral se: 1) o peso
molecular for inferior a 500 g/mol; 2) o coeficiente de particdo octanol/agua calculado
(Log P) for menor que 5; 3) houver menos de 5 doadores de ligagao de hidrogénio
(grupos OH e NH, por exemplo); 4) existir menos de dez aceptores de ligacdo de
hidrogénio (notavelmente N e O). Embora preditivos, os resultados com o MTF séo
encorajadores, por ndo violar as regras de Lipinski e, ainda, apresentar possivel
absorcéo oral de 100% (LIPINSKI et al., 2001), via de administragéo mais comum para
grande parte dos medicamentos disponiveis, principalmente os com acdo anti-
inflamatoria.

Alcaloides isoquinolinicos, a exemplo da berberina, apresentam baixa
biodisponibilidade quando administrados pela via oral, e inUmeras sé@o as estratégias
para favorecer sua absor¢cédo por essa via (MURAKAMI; BODOR; BODOR, 2023a,
2023b). Neste sentido, o MTF apresenta-se como um forte candidato ao
desenvolvimento de uma forma farmacéutica oral.

Considerando o processo inflamatério como um todo, embora seja fisiol6gico
no sentido de restaurar a homeostase, sua estimulacdo prolongada pode levar a
danos aos tecidos e 6rgaos, como na LPA, que ao afetar os pulmdes, 6rgaos vitais,
compromete a oxigenacdo e pode rapidamente levar a ébito (BUTT; KURDOWSKA;
ALLEN, 2016).

A LPA entrou em maior evidéncia em 2020, dada a sua manifestacdo na
COVID-19, doenca causada pelo corona virus tipo 2, que entrou em situacao
pandémica, caracterizada principalmente por danos no sistema respiratério e
cardiovascular (GALLELLI et al., 2020), mas que ja vem sendo ha anos, observada
em todo mundo como potente fator de risco de morte hospitalar (GAJIC et al., 2011).

Diante disso, os modelos experimentais se fazem necessarios para a
compreensao da doenca e investigacao de estratégias terapéuticas eficazes para seu
manejo. O modelo experimental de inducdo de LPA por lipopolissacarideo (LPS)
bacteriano € um dos mais usados e é eficaz em apresentar aspectos cruciais do
desenvolvimento da doenca, como inducdo do processo inflamatério, dano alveolar
difuso e alteracdes histopatologicas (CHEN; BAI; WANG, 2010; DO NASCIMENTO
XAVIER et al., 2019; YANG et al., 2019).
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Na LPA experimental realizado neste trabalho, os animais do grupo LPS
(animais doentes) apresentaram aumento da migracédo de células inflamatdrias para
a cavidade alveolar, pelo aumento do numero de linfécitos e principalmente de
neutrofilos. A diminuicdo do processo inflamatoério local diretamente associada a
diminuicdo da migracdo de neutréfilos, se apresenta como um resultado inicial
importante para o manejo da LPA, considerando que essas células sédo cruciais no
agravamento das manifestagdes observadas em doencas pulmonares (POLVERINO
et al., 2017).

Essa andlise inicial de migracao celular permitiu indicar a dose de continuidade
para as demais analises experimentais no desenvolvimento deste trabalho, sendo a
de 2,5 mg/kg a menor dose que apresentou atividade anti-inflamatéria significativa
dentro do protocolo avaliado.

De fato, as analises realizadas mostram que ndo houve alteracbes na
populacdo de macréfagos dentre os grupos experimentais, todavia € importante
entender o papel dessas células frente a LPA (XIAOFANG et al.,, 2018). Os
macrofagos M1, quando ativados, liberam citocinas pro-inflamatoérias que favorecem
o recrutamento de células, o aumento da permeabilidade capilar e a expresséo de
moléculas de adesdo do endotélio (LU et al., 2018). Porém, os macréfagos
desempenham duplo papel dentro do processo fisiopatolégico dessa doenca, pois 0s
de perfil M2 foram relatados por eliminar células apoptéticas e participar da fibrose.
Além disso, sédo capazes de suprimir a producédo de TNF-a, IL-1B e IL-6, e aumentar
a producéo de IL-10, favorecendo o reparo tecidual (SHEN et al., 2019).

As supressdes das respostas de macréfagos M1 devem ser manejadas,
quando exarcebadas, para prevenir danos teciduais ao hospedeiro e evitar
imunopatologias graves (ATRI; GUERFALI; LAOUINI, 2018). Essas ocorrem atraves
da producao de mediadores anti-inflamatérias por macréfagos polarizados M2, além
de citocinas e quimiocinas que irdo regular macrofagos M1, atenuar reacdes
inflamatorias, promover e acelerar o processo de cicatrizacao de feridas e reparacao
tecidual (ATRI; GUERFALI; LAOUINI, 2018).

Tal polarizacdo de macrofagos M1 para M2 pode ocorrer a qualquer momento
durante o processo inflamatorio. Os macréfagos M1 e M2 tém diferentes funcgdes,
sendo elas: destruir patégenos ou reparar a inflamacdo e manter a homeostase,
respectivamente. (ATRI; GUERFALI; LAOUINI, 2018). Portanto, a manutencao de
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macrofagos frente ao desenvolvimento da inflamacdo é de crucial importancia a
depender da fase dos processos inflamatérios, do grau de severidade e da resposta
ao tratamento.

Em adicéo, o tratamento com MTF néo foi capaz de interferir no nimero de
linfécitos totais quando comparados com os animais do grupo LPS nos animais com
LPA. O papel dos linfocitos no desenvolvimento da LPA ainda ndo é bem esclarecido,
mas sabe-se que alguns perfis celulares desempenham atividades importantes (LIN
et al., 2018).

Os linfocitos T auxiliares do perfil TH17 apresentam-se como potentes auxiliares
no recrutamento de macréfagos e polimorfonucleares (neutréfilos), e estudos
cientificos mostraram que a modulacdo negativa desse perfil celular € importante para
melhora da LPA. Em adicéo, o perfil regulatério regido pelos linfocitos T regulatérios
(Treg) foi considerado peca fundamental no balanceamento da resposta induzida
pelos linfocitos Tul7 (WANG et al., 2018).

Os resultados desse estudo ndo distinguem as subpopulagdes de linfocitos
encontrados, logo se faz de grande relevancia entender se o alcaloide atuaria de forma
discriminada entre as diferentes subpopulacées de linfécitos T sendo, portanto, alvos
de investigacéo para entender ndo s6 o mecanismo de acao da molécula em estudo,
mas também de esclarecer os caminhos adjacentes do papel desse perfil celular no
desenvolvimento da LPA.

Em protocolos experimentais de LPA, a exacerbacédo da resposta neutrofilica
estd bem definida e tornou-se alvo terapéutico importante (KINOSHITA; ONO;
MOCHIZUKI, 2000). O excesso de atividade da elastase e de proteases de neutrofilos
causam danos aos tecidos e altera o processo de remodelamento em muitas outras
condicdes clinicas (KINOSHITA; ONO; MOCHIZUKI, 2000); (POLVERINO et al.,
2017).

Os neutréfilos sao fontes de espécies reativas de oxigénio (EROs), que quando
liberadas no local da inflamacgé&o causam disfuncao endotelial e lesdo tecidual. Sob as
condi¢cbes inflamatérias, o estresse oxidativo produzido pelos neutrofilos leva a
abertura de juncbes endoteliais e favorece a migracao de células inflamatorias através
da barreira endotelial (MITTAL et al., 2014)(KELLNER et al., 2017).

Os neutrodfilos representam as células imunologicas mais abundantes no

sangue humano. Eles representam aproximadamente 50-70% de todos os
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leucdcitos. Aléem de serem as primeiras células a responder a muitas infeccfes, 0s
neutrofilos tém funcdes homeostéticas criticas (SOEHNLEIN et al., 2017), sendo um
alvo importante de analise quando se deseja avaliar o potencial terapéutico de novas
moléculas candidatas a farmacos anti-inflamatorios.

Na COVID-19, por exemplo, os neutréfilos desempenham um papel
fundamental no desenvolvimento da SDRA (CESTA et al., 2023; MCKENNA et al.,
2022). Em adicédo, um desequilibrio da elastase e outras proteinases produzidas e
liberadas por neutrofilos induz danos na barreira alvéolo-capilar, resultando em lesédo
tecidual e formacéo de edema (PU et al., 2017).

O MTF foi capaz de atenuar essas lesfes teciduais verificadas na analise
histopatologica nos pulmdes dos camundongos desafiados com MTF. Parametros
como hemorragia, infiltrado celular e edema foram diminuidos nos animais tratados
com a molécula em estudo, quando comparados aos animais sem tratamento.
Possivelmente, a diminuicdo dessas alteracdes teciduais se deu, principalmente, pela
diminuicdo da migracdo de neutrofilos para a cavidade pulmonar, perfil celular
importante no agravamento dos processos inflamatérios agudos e que o MTF
apresentou potencial farmacoterapéutico ao diminuir sua migracdo para o tecido
pulmonar.

Para avaliar o efeito do MTF sobre os neutrdfilos, utilizamos o agente flogistico
carragenina, que induz, na cavidade peritoneal, uma reacdo inflamatéria semelhante
a que ocorre por infeccdo, inflamacdo ou neoplasias. A predominancia de células
migratorias € de polimorfonucleares, com neutréfilos sendo amplamente observados
em diversos estudos, classificando-se como uma boa alternativa para avaliacdo da
migracéo inicial de células inflamatérias (DE FRANCA et al., 2021; DE SOUZA COSTA
et al., 2018).

Sabe-se que a migracdo neutrofilica € um dos passos iniciais do processo
inflamatorio frente a defesa a agentes agressores. 1sSso ocorre porque essas células
sao finamente sensiveis a estimulos e atingem, em grande nimero € em minutos,
areas de inflamacéo e lesdo tecidual (PETRI; SANZ, 2018). Para essa resposta
efetiva, eles podem detectar gradientes quimicos extracelulares e avancar para
concentracfes mais altas, o chamado processo de quimiotaxia ou migracéo celular
guiada (PETRI; SANZ, 2018).
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Em adicdo, os neutrdfilos usam de diferentes mecanismos com o0 objetivo de
debelar possiveis agressores, onde as funcdes antimicrobianas dessas células se
adaptam para combater infeccbes e lesdes de diferentes origens e magnitudes
(HIDALGO et al.,, 2022). A liberagdo de estruturas de DNA semelhantes a teias,
denominadas armadilhas extracelulares de neutrofilos (NETS), constitui um importante
mecanismo pelo qual os neutréfilos impedem a disseminacao de patégenos ou lidam
com microrganismos de maior tamanho (HIDALGO et al., 2022).

No entanto, essas propriedades tdxicas podem produzir efeitos indesejados no
hospedeiro, quando os neutréfilos liberam NETs de forma incontrolavel apos
inflamacédo persistente, o que pode gerar a oclusdo de vasos, dano tecidual, e
inflamacé&o prolongada associada a progressao e exacerbacdo de multiplas condi¢cbes
patolégicas (DE BUHR; VON KOCKRITZ-BLICKWEDE, 2020; HIDALGO et al., 2022;
MUTUA; GERSHWIN, 2021).

O MHTP, alcaloide com estrutura semelhante ao MTF, também apresenta
efeito anti-inflamatério na LPA, principalmente pela redugdo de neutréfilos (DO
NASCIMENTO XAVIER et al., 2019). Outros alcaloides de diferentes classifica¢cdes
também apresentam efeito inibitério na migracdo de neutréfilos na LPA, dentre eles
os alcaloides isoquinolinicos berberina (LIANG et al., 2019) e corinolina (LIU et al.,
2017), o alcaloide inddlico tabersonia (ZHANG et al.,, 2018), e o alcaloide
prostotemonina (WU et al., 2019).

O MTF também foi capaz de diminuir a migracdo de neutrofilos no protocolo de
peritonite induzida por carragenina. Este, entdo, é caracterizado por ampla formacéo
de edema intersticial e migracédo exacerbada de polimorfonucleares para a cavidade
peritoneal dos camundongos. Dentre os parametros avaliados, verificamos, entéo, a
migracdo de células inflamatorias, a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias e a
mensuracao de edema intersticial pela quantificacdo de proteinas totais.

Com esse resultado, podemos inferir que o MTF atua logo na fase inicial do
processo inflamatério, diminuindo o estimulo necessario para desencadear a
migracao neutrofilica. E, considerando que essas células podem migrar por estimulos
imunomoduladores, como pela liberagdo de citocinas e quimiocinas (CASALE;
CAROLAN, 1999), a analise da liberacdo dessas indica direcionamentos importantes

para a investigacdo do mecanismo farmacologico que o MTF pode ter.
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No processo fisiopatolégico da LPA, as citocinas pro-inflamatérias séo
proteinas essenciais no desenvolvimento da doenca (MOKRA; KOSUTOVA, 2015).
Liberadas apdés o reconhecimento de algum agente lesivo ou infeccioso, a
exacerbacéo das respostas induzidas por essas necessita de manejo adequado para
que ndo piorem 0 prognostico dos individuos entdo acometidos com a doenca
(CASER et al., 2014a)(SIEGEL M, PARSONS P, 2018); (I et al., 2019).

Varios biomarcadores potenciais existem em amostras de plasma ou no BALF,
muitos dos quais estdo sendo ativamente pesquisados em estudos com animais
(BUTT; KURDOWSKA,; ALLEN, 2016). Entre as citocinas pré-inflamatérias, TNF-a, IL-
18 e IL-6, dentre outras citocinas, sdo 0s potenciais biomarcadores moleculares mais
promissores para predizer morbidade e mortalidade de paciente com LPA/SDRA
(MOWERY; TERZIAN; NELSON, 2020).

Estudos mostraram que os niveis iniciais e persistentemente elevados de IL-6,
IL-8 e TNF-a sao preditivos de mortalidade. Esses dados mostraram que as citocinas
inflamatdrias plasméticas refletem as concentracdes encontradas nas amostras do
lavado broncoalveolar (MEDURI et al., 1995); (MOWERY; TERZIAN; NELSON, 2020).

A IL-1B, por sua vez, é capaz de ativar as células endoteliais, de sintese de
proteinas de fase aguda, bem como pode favorecer a diferenciacdo de células T em
células Tnl7, que € um perfil celular envolvido no recrutamento de neutréfilos e piora
o quadro clinico da LPA (LIN et al., 2018)(MOWERY; TERZIAN; NELSON, 2020).

A IL-6, embora em apenas pequenas quantidades, na faixa de picogramas,
possa ser detectada em humanos saudaveis, em quase todos estados
fisiopatoldgicos, sua expressdo é altamente regulada. Essa citocina ativa vias de
sinalizacdo intracelular apdés se ligar ao seu receptor ligado a membrana (IL-6R), que
€ expresso apenas nos hepatdcitos, favorecendo a sintese de proteinas de fase
aguda, e em certas subpopulacdes de leucécitos, induzindo a diferenciacao de células
Tul7 (WOLF; ROSE-JOHN; GARBERS, 2014); (MOWERY; TERZIAN; NELSON,
2020).

O TNF-a é descrito como um dos primeiros mediadores endogenos pro-
inflamatorios produzidos na LPA. Quando se liga ao seu receptor no tecido pulmonar
leva a liberacdo de enzimas que causam danos ao parénquima pulmonar, bem como

induz a expressdo de moléculas de adesdo em células endoteliais vasculares,
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resultando no recrutamento de neutrdfilos para o local inflamatério (DO NASCIMENTO
XAVIER et al., 2019).

Embora a producéao e liberagcéo dessas citocinas sejam pontos importantes no
agravamento da doenca, LPA/SDRA (MOWERY; TERZIAN; NELSON, 2020), os seus
estimulos podem ser iniciados por outros fatores que nédo estdo envolvidos com 0s
desencadeadores diretos dessa doenca. Isso é reforcado no protocolo experimental
de peritonite induzido por carragenina, onde os niveis de IL-1f, IL-6 e TNF-a séo
altamente elevados no lavado peritoneal dos animais desafiados.

Compreendendo as atividades farmacologicas do MTF nestes modelos
experimentais, outra perspectiva de analise foi verificar os possiveis alvos
farmacolégicos do MTF em vias de sinalizagéo inflamatérias. Para tal, foram utilizados
modelos in silico de docking molecular que, embora ndo sejam estudos conclusivos,
sao direcionadores, excluindo alvos ndo promissores e apontando possiveis sitios de
acdo com melhor eficacia, reducdo de efeitos toxicolégicos e aumentando a
seletividade em mecanismos de acdo (FERREIRA; ANDRICOPULO, 2019; KAR;
LESZCZYNSKI, 2020).

Quatro alvos moleculares foram elencados para avaliar a afinidade do MTF,
sendo eles o receptor de reconhecimento padrdo Toll like 4, o fator de transcricdo
nuclear kappa B (NFkB), e as MAPKs p38 e ERK2, todos envolvidos em vias de
transducédo proé-inflamatérias (GERMOLEC et al., 2018). A molécula dexametasona,
um corticoide usado na pratica clinica, foi escolhido como molécula padrdo para os
parametros comparativos.

Dentre os alvos avaliados, a energia de ligacdo do MTF para os alvos TLR4 e
MAPK p38 foram de -22,500 e -71,492, respectivamente, demostrando alta afinidade
do MTF a esses alvos moleculares quando comparado aos valores da dexametasona.
Indicando uma possivel via de sinalizacao intracelular, a qual a molécula em estudo
esta atuando para desenvolver as suas atividades anti-inflamatorias.

De forma geral, os alcaloides com nucleo tetrahidroisoquinolinicos ou
isoquinolinicos, apresentam potencial anti-inflamatorio pela inibicdo de pontos de
sinalizacdo do NFkB (KO et al., 2017b). Exemplos podem ser bem observados pelo
MHTP em protocolos de inflamacg&o aguda e cronica (DO NASCIMENTO XAVIER et
al., 2019; PACHECO DE OLIVEIRA et al., 2015; PAIVA FERREIRA et al., 2018, 2021),

bem como na atividade farmacolégica da higenamina, que também diminuiu citocinas
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pré-inflamatérias, pela inibicdo desta mesma via de sinalizacdo (BAI et al., 2019)
Ainda, a dauricina atenua a resposta inflamatoria induzida por LPS pela regulacéo
negativa da via de sinalizacdo mediada pelo NFkB (QIAO et al., 2019).

O nucleo tetrahidroisoquinolinico pode estar atuando como grupo farmacoforico
para o NFkB, inibindo sua acdo na via de sinalizacdo proé-inflamatoria, reduzindo,
entdo, a formacdo e a liberagcdo de citocinas e quimiocinas importantes para o
desenvolvimento inflamatério (KO et al., 2017b).

Considerando entdo o efeito imunomodulador do MTF, reduzindo
significativamente a liberacdo de citocinas pro inflamatorias, atenuando no processo
inflamatorio local pela reducédo da migracdo de células inflamatérias, bem como pela
reducdo da concentracdo de proteinas totais presentes no lavado peritoneal. Esse
resultado corrobora os do protocolo de LPA, no qual, o tratamento com MTF também
reduziu a concentracao de proteinas totais presentes no BALF.

Em conjunto, esses resultados indicam que o MTF apresenta efeito
antiedematogénico. Logo, a investigacdo de como essa molécula interfere na
formacao deste edema € ponto importante para compreensao do seu possivel efeito
farmacoldgico. Investigamos, via o protocolo de edema de pata induzido por diferentes
agentes flogisticos, como o MTF atuaria na reducdo do edema intersticial (pata).

A triagem inicial feita com os animais desafiados via intra plantar com
carragenina indicou que os efeitos edematogénicos do MTF perduram de 1 até 24
horas apods o desafio com este agente flogistico. O MHTP, alcaloide sintético com
estrutura molecular semelhante ao MTF, também se mostrou eficaz ao inibir em até
24 horas a formacao de edema de pata (PACHECO DE OLIVEIRA et al., 2015).

O protocolo de edema de pata induzido por carragenina € importante, pois,
apos sua administracdo local, inimeros mediadores inflamatorios, tais como
bradicinina e histamina, séo liberados no tecido e desempenham inimeras funcbes
gue podem contribuir na formacao de edema local (MCCARSON; FEHRENBACHER,
2021; MORRIS, 2003).

Dentre os estimulos liberados para formacdo de edema intersticial esta a
formacdo de PGE2 (LEBENDER et al., 2018), um dos mediadores lipidicos produzidos
a partir do acido araquiddénico (AA) pela ciclooxigenase (COX). Esse mediador esta
envolvido em diversas reagfes e sinais clinicos como pirexia, sensacao de dor e
inflamacgéo (KAWAHARA et al., 2015).
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O MTF atuou diminuindo o efeito edematogénico da PGE2 exdgena em patas
dos camundongos desafiados. Possivelmente, sua acdo possa estar relacionada com
uma interacao sobre os receptores ou componentes da via de sinalizacdo induzida
pela PGE2, as quais sdao mediadas pela ativacdo do receptor EP3, envolvendo
também a estimulacdo das vias PLC, PKC e MAPKs (CLAUDINO et al., 2006;
KAWAHARA et al., 2015).

Outros mediadores inflamatérios, como bradicinina e serotonina, estdo
envolvidos na sinalizacdo edematogénica (COLE et al., 1995; DOBRIVOJEVIC;
SPIRANEC; SINDIC, 2015; OLIVEIRA JUNIOR; PORTELLA JUNIOR; COHEN, 2016).
A bradicinina é um mediador inflamatoério que esta envolvido no sistema das cininas
plasmaticas, possuindo agao pré-inflamatéria por estabelecer vasodilatagdo, aumento
da permeabilidade vascular, alteracdes celulares e, ainda, atuar em vias de
sinalizacdo que ativam a fosfolipase A2, o que culmina na producdo de substratos
para as COX e na geracdo de mais mediadores pré-inflamatérios (OLIVEIRA JUNIOR;
PORTELLA JUNIOR; COHEN, 2016). J& a serotonina, mediador do sistema nervoso
central, possui efeitos proé-inflamatérios muito bem descritos, atuando como forte
agente edematogénico (FLANAGAN:; NICHOLS, 2018; OLIVEIRA JUNIOR;
PORTELLA JUNIOR; COHEN, 2016).

O alcaloide derivado de Cissampelos sympodialis, a milonina, apresentou
eficacia em diminuir o edema de pata induzido por bradicinina, mas néo foi capaz de
inibir o edema de pata induzido pela serotonina (SILVA et al., 2017). J& os derivados
do alcaloide N-benzoiltriptamina foram capazes de inibir a formacéo de edema de pata
induzidos por ambos os agentes flogisticos (SOUSA-NETO et al., 2018). O MTF, por
sua vez, inibiu a formacao de edema de pata induzido tanto por bradicinina como por
serotonina. Apontando-nos, portanto, caminhos investigativos que podem ser
tracados para o MTF, como por exemplo o0 manejo da dor.

Ainda, a formacdo de edema de pata pode ser mediada pelas aminas
vasoativas, como a histamina, estocada em células imunes teciduais, 0s mastocitos,
que degranulam em contato com padrbes moleculares associados ao patdégeno
(PAMPSs) ou ao dano (DAMPSs), provocando respostas vasculares, tais como aumento
da permeabilidade vascular e vasodilatacdo (MAINTZ; NOVAK, 2007). Ferramentas

farmacoldgicas séo usadas no sentido de compreender a atividade da histamina sobre
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respostas bioldgicas, bem como a acdo de moléculas sobre o mecanismo de acgéo
dessa amina entre elas o composto 48/80.

O composto 48/80 induz a liberagdo de histamina estocada em mastocitos
teciduais. Esse processo ocorre quando esse agente indutor é inserido no tecido
conjuntivo, atravessa a membrana dos mastécitos e ativa vias de transducéo de sinal
gue culmina na liberacdo seletiva da histamina para o tecido (IRMAN-FLORJANC;
ERJAVEC, 1983). O composto 48/80 atua como uma boa ferramenta para verificar a
acdo de moléculas testes na inibicao da degranulagédo de mastdocitos. Somado a essa
ferramenta, utilizar a histamina exdgena na inducdo de edema de pata, também
acrescenta na elucidacdo da atividade farmacolégica de moléculas potenciais com
essa atividade em foco (MAINTZ; NOVAK, 2007).

O MTF atuou inibindo a formagdo de edema de pata tanto no protocolo
experimental induzido pelo composto 48/80, bem como pelo protocolo experimental
induzido pela histamina exdgena. Caso tivesse atuado apenas diminuindo o edema
formado pelo composto 48/80, e ndo no edema formado pela histamina, poderiamos
sugerir que o MTF atuaria sobre a inibicdo da degranulacdo de mastdcitos, o que ndo
foi 0 caso. Em conjunto, esses dados apontam que essa molécula pode atuar inibindo
alvos que estdo envolvidos na via de sinalizacao da histamina.

Embora os estudos realizados neste trabalho sejam iniciais, as analises
realizadas até entdo demonstram que o MTF apresenta um potencial promissor para
manejar sinais importantes do processo inflamatério, como migracdo celular e
formacdo de edema intersticial. Efeitos correlacionados pela diminuicdo da liberacdo
de citocinas pro-inflamatorias, onde o MTF pode estar atuando por interagir, de forma

inibitéria, na via de sinalizacdo do TLR4/MAPKp38.
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7. CONCLUSOES

Os resultados apresentados neste trabalho demonstram que o alcaloide inédito
sintético, codificado MTF, atua regulando processos inflamatorios mediados pela via
de sinalizacdo do TLR4/p38, diminuindo a liberacdo de mediadores inflamatérios
como as citocinas IL-1p3, IL-6 e TNF-a, a migracao de neutréfilos para o sitio inflamado,
além de diminuir a formacdo de edema intersticial induzido por diferentes agentes
flogisticos (Figura 12). Em adicado, os estudos in silico indicaram que a molécula possui
excelente absorcao oral, classificando-a como um forte candidato para continuidade
de suas analises farmacoldgicas, podendo vir a tornar-se um novo farmaco com

atividade terapéutica em processos inflamatoérios, como na Lesdo Pulmonar Aguda.

Figura 12: Efeito do MTF sobre a manifestacéo de sinais inflamatorios
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