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FERREIRA, L.AM.P. ATIVIDADES ANTI-INFLAMATORIA E
IMUNOMODULADORA DE 2-(3-HIDROXI-1-METIL-2-OXOINDOLIN-3-IL)
ACRILONITRILA (CISACN) NA SINDROME DA ASMA E RINITE ALERGICA
COMBINADAS (CARAS) EXPERIMENTAL. 2024. Tese (Doutorado em Produtos
Naturais e Sintéticos Bioativos) — UFPB/CCS, Jodo Pessoa.

RESUMO

A sindrome da asma e rinite alérgica combinadas (CARAS) é uma doenca
caracterizada por uma resposta imune do tipo 2 (Tw2) nas vias aéreas,
acompanhada por um processo inflamatério intenso que afeta amplamente a
populacdo mundial. Devido ao comprometimento na qualidade de vida e a falta de
farmacoterapia especifica, a busca por novas moléculas torna-se relevante. Este
estudo teve como objetivo avaliar o tratamento com o aduto de Morita Baylis-Hillman
CISACN no modelo experimental de CARAS. Para tal, camundongos BALB/c
fémeas foram sensibilizados e desafiados com ovalbumina (OVA) por um periodo de
43 dias e tratados com CISACN nas doses de 6,25; 12,5; ou 25 mg/kg por via oral. O
tratamento com o aduto diminuiu o infitrado de eosinofilos e neutrofilos, a
hiperplasia e hipertrofia de células caliciformes e o remodelamento tecidual da
cavidade nasal nas doses de 12,5 e 25 mg/kg. A dose de 12,5 mg/kg foi escolhida
para dar continuidade as andlises por ser a menor dose capaz de promover o efeito
anti-inflamatério investigado. Em adicéo, o CISACN reduziu o infiltrado de eosinoéfilos
e neutrofilos no pulméo revertendo, a nivel basal, o nimero de eosindfilos, a
inflamacédo tecidual pulmonar, a hiperplasia/hipertrofia das células caliciformes, a
hiperatividade da via aérea inferior, reduzindo a hiperplasia/hipertrofia do musculo
liso e a espessura da matriz extracelular pulmonar. O CISACN reduziu os sinais
clinicos de rinite alérgica, como friccdo nasal e espirros, em ensaio de hiper-
reatividade nasal induzida por histamina. O efeito imunomodulador do CISACN foi
observado via a reducdo dos niveis séricos de IgE total e IgE OVA-especifica e o
namero de eosindfilos no sangue. O tratamento também diminuiu a producéo de IL-
33, TSLP, IL-17, TNF-a e TGF-B com efeito imuno regulador via diminuigao de IL-5,
IL-4, IL-13, citocinas do perfil TH2, dependente da producéo de IFN-y, citocina do
perfil Thl, mas independente da producéo de IL-10, citocina do perfil T regulador
(Treg). Nas analises moleculares, observamos que o CISACN diminuiu, nos
granuldcitos pulmonares, a ativagcdo da via de sinalizacdo p-p38MAPK e p-NF-kB,
independente de p-ERK1/2MAPK. Portanto, os resultados obtidos nesse trabalho
demostram os efeitos anti-inflamatério e imunomodulador do CISACN pela
diminuicdo da migracdo de células inflamatdrias para os tecidos das vias aéreas de
animais com CARAS, de citocinas responsaveis pelo desenvolvimento e
manutencdo do perfil da CARAS e diminuicdo na via de sinalizacdo celular
responsavel pela producdo dessas moléculas sinalizadoras. O respaldo cientifico
fornecido por esse trabalho possibilita a utilizacdo do CISACN em formulacdes
farmacéuticas a serem testadas no tratamento de doencas inflamatérias das vias
aéreas.

Palavras chaves: Aduto; Modelo Experimental de CARAS; Sinais Clinicos de Rinite
Alérgica; Citocinas; Eosinofilos; Balango de resposta imune TH1/TH2
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ACTIVITIES OF 2-(3-HYDROXY-1-METHYL-2-OXOINDOLIN-3-IL)
ACRYLONITRILE (CISACN) IN COMBINED ASTHMA AND ALLERGIC RHINITIS
SYNDROME EXPERIMENTAL. 2024. Thesis (Doctorate in Natural and Bioactive
Synthetic Products) — UFPB/CCS, Jo&o Pessoa.

ABSTRACT

Combined asthma and allergic rhinitis syndrome (CARAS) are a type 2 (Tn2) airway
immune response accompanied by an intense inflammatory process that widely
affects the world population. Due to the compromise in the quality of life and the lack
of specific pharmacotherapy, the search for new molecules becomes relevant. This
study aimed to evaluate the treatment with the Morita Baylis-Hillman adduct CISACN
in the CARAS experimental model. Therefore, female BALB/c mice were sensitized
and challenged with ovalbumin (OVA) for a period of 43 days and treated with
CISACN at doses of 6.25, 12.5 or 25 mg/kg. Treatment with the adduct decreased
the infiltrate of eosinophils and neutrophil, hyperplasia and hypertrophy of goblet cells
and tissue remodeling of the nasal cavity at 12.5 and 25 mg/kg, without statistical
differences between the groups. Therefore, the dose of 12.5 mg/kg was chosen to
continue the analysis. In addition, CISACN reduced eosinophil and neutrophil
infiltration, reverting to baseline the number of eosinophils in the lung, lung tissue
inflammation, goblet cell hyperplasia/hypertrophy, airway hyperactivity, reducing
smooth muscle hyperplasia/hypertrophy, and the thickness of the extracellular matrix.
CISACN reduced clinical signs of allergic rhinitis, such as nasal rubbing and
sheezing, in a histamine-induced nasal hyperreactivity trial. The immunomodulatory
effect of CISACN was observed via the reduction of serum levels of total IgE, OVA-
specific IgE and the number of eosinophils in the blood. The treatment also
decreased the production of IL-33, TSLP, IL-17, TNF-a and TGF-f with an
immunoregulatory effect via a decrease in IL-5, IL-4, IL-13, Tu2 cytokine profile,
dependent on the increase of IFN-y, a Tnl cytokine profile, but independent of IL-10,
a T regulator (Treg) cytokine profile. In the molecular analyzes we observed that
CISACN decreased, in pulmonary granulocytes, the activation of the p-p38MAPK
and p-NF-kB signaling pathway, independent of p-ERK1/2 MAPK. Therefore, the
results obtained in this work demonstrate the anti-inflammatory and
immunomodulatory effects of CISACN by reducing the migration of inflammatory cells
to the airway tissues of animals with CARAS, the cytokines responsible for the
development and maintenance of the CARAS profile and a decrease in the cellular
signaling pathway responsible to produce these signaling molecules. The scientific
support provided by this study makes it possible to use CISACN in pharmaceutical
formulations to be tested in the treatment of inflammatory airway diseases.

Keywords: Adduct; CARAS Experimental Model; Clinical Signs of Allergic Rhinitis;
Cytokines; Eosinophils; Thl/Tu2 Immune Response Balance
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1. INTRODUCAO

A asma e a rinite alérgica (RA) sdo doencas inflamatoérias crénicas do trato
respiratorio inferior e superior, respectivamente, com abrangéncia cosmopolita e alta
incidéncia mundial, além de gerar custos de tratamento elevados (GINA, 2023;
PAIVA FERREIRA et al., 2019). Estudos revelam que cerca de 90% dos individuos
asmaticos apresenta quadro clinico de RA e cerca de 40% de individuos com RA
apresenta sintomas clinicos de asma como tosse, sensacdo de aperto no peito e
falta de ar, inferindo estreita relagdo entre essas duas afecc¢des do trato respiratorio
(BOUSQUET et al., 2022).

No sentido de impulsionar as pesquisas em busca da melhor compreenséo
entre a ligacdo da asma e RA e terapias que tratem ambas as doencas, um novo
termo diagndstico foi proposto e esta em vigéncia que € a sindrome da asma e rinite
alérgica combinadas (CARAS — Combined Asthma and Allergic Rhinitis Syndrome).
Essa terminologia diagndstica foi introduzida pela Organizacdo Mundial de Alergia
no século XXI (XIA et al., 2018).

A CARAS esta fundamentada no conceito de “uma doenca, uma via area” ou
“‘doenca da via aérea unida” (PATEL; MIMS; CLINGER, 2023) e, para a
compreensao dos mecanismos fisiopatologicos da CARAS e potenciais novas
terapias farmacoldgicas no tratamento da sindrome, o modelo murino de CARAS
induzida por ovalbumina (OVA - alérgeno) vem sendo extensamente utilizado no
Laboratério de Imunofarmacologia da UFPB (BEZERRA BARROS et al.,, 2020;
CAVALCANTI et al., 2023; FERREIRA et al., 2024; GADELHA et al., 2021).

O perfil imune da CARAS estd diretamente relacionado a circulacdo de
células TH2 (resposta imune tipo 2) responsaveis pela indu¢cdo e manutengcdo do
quadro inflamatorio tecidual caracteristico da sindrome. As células TH2 sdo o elo
fundamental entre as duas doencas das vias areas superior e inferior, suportando,
portanto, a hipétese de uma Unica doenca e uma Unica via area (FERREIRA et al.,
2024; KLEINJAN et al., 2010).

O microambiente na CARAS é caracterizado pela presenca de células Tn2,
eosindfilos e uma superproducédo de IL-4, IL-5 e IL-13, além de IgE alérgeno
especifica (NUR HUSNA et al., 2022). A nivel tecidual se observa uma
hiperprodugéo de muco, espessamento da matriz extracelular e da musculatura lisa,
destruicdo epitelial e fibrose tecidual das vias areas (PAIVA FERREIRA et al., 2019).
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Nesse contexto, o cenario da reposta imune tipo 2 esta relacionado com o
desequilibrio entre as respostas imunes Tu2 e Tul (produtora de IFN-y, IL-2), e Treg
(IL-10). Alteragcbes nas concentracdes das citocinas IFN-y e IL-4 (IFN-y/IL-4,
equilibrio Tul/TH2) com aumento de IL-4 (Th2) € marcante na patogénese da
CARAS (EMAMI FARD; XIAO; SEHMI, 2023; JIN et al., 2023; LI et al., 2015).

O tratamento farmacologico da CARAS se baseia na utilizacdo de diversas
classes terapéuticas como o0s anti-histaminicos e corticosteroides, que sao
comumente utilizadas no tratamento individual da RA ou da asma sem que haja uma
farmacoterapia especifica estabelecida na CARAS. As classes farmacologicas
utilizadas nas duas doencas alérgicas promovem reacfes adversas e afetam a
qualidade de vida dos pacientes, pois podem induzir sonoléncia, tremores,
taquicardia, glaucoma e/ou reabsor¢do 6ssea (BENGTSON et al., 2017).

Devido a crescente busca por alternativas terapéuticas no tratamento da
CARAS destaca-se os candidatos a farmacos de origem sintética, como os produtos
oriundos da reacdo de Morita Baylis Hillman que sdo denominados de adutos,
alguns ja& descritos com atividades antimalarica, anticancer, fungicida,
antichagéssica, leishmanicida, citotoxica e anti-inflamatoria, além de ter alto
rendimento em curto tempo de reacdo (PAIVA FERREIRA et al., 2023).

Os adutos pertencem a classe de moléculas polifuncionalizadas, com baixo
peso molecular e relativa simplicidade estrutural. O composto 2-(3-hidroxi-1-metil-2-
oxoindolin-3-il) acrilonitrila, codificado por CISACN (objeto do presente estudo),
possui um rendimento de 95%, obtido em curto tempo de reacdo (90 minutos) e
demonstrou atividade anticancer em linhagem de células humanas leucémicas (HL-
60) e um potencial efeito contra maléria, tendo em vista que reduziu a parasitemia in
vitro do P. falciparum (LIMA-JUNIOR et al., 2016; LIMA-JUNIOR; VASCONCELLOS,
2012). Em adicéo, o CISACN apresentou baixa citotoxicidade, boa biodisponibilidade
oral tedrica, com baixa toxicidade teorica, apresentando uma DLso de 5.000 mg/kg
(MELO, 2020).

Portanto, a hipétese do presente trabalho é que o tratamento com CISACN
apresente-se como uma alternativa farmacoldgica anti-inflamatéria e/ou
imunomoduladora no modelo experimental de CARAS induzida por ovalbumina,
fornecendo dados cientificos do aduto no sentido de se tornar uma ferramenta

terapéutica no tratamento das doencas inflamatdrias crénicas do trato respiratorio.
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2. FUNDAMENTA(;AO TEORICA

2.1.Sindrome da Asma e Rinite Alérgicas Combinadas - CARAS

A CARAS se caracteriza por apresentar de forma concomitante a instalacdo da
RA e a asma em um individuo, configurando uma intima ligagdo dos mecanismos
fisiopatoldgicos inerentes em ambas afeccbes, como exemplo, essas doencas
compartilham os mesmos agentes etioldgicos, que desencadeiam 0 processo
patolégico, apresentam o mesmo perfil celular, mediando o0s processos
inflamatorios, e estdo relacionadas ao sistema respiratério, além de compartilharem
0 mesmo principio terapéutico (PAIVA FERREIRA et al.,, 2019; PATEL; MIMS;
CLINGER, 2023).

Os farmacos comumente utilizados na CARAS, tais como anti-histaminicos e
corticoides, ocasionam efeitos adversos importantes por serem utilizados
cronicamente. Portanto, é de extrema importancia pesquisas experimentais que, ao
mimetizar em animais a CARAS, colaborem no entendimento da sua patogénese e
possibilitem ao mercado farmacéutico o surgimento de novas moléculas candidatas
a serem utilizadas como farmacos para o tratamento das duas doencgas de maneira
concomitante contribuindo, assim, para o arsenal farmacoterapéutico no tratamento
dessa sindrome alérgica (BOUSQUET et al., 2008; DAI et al., 2022; LICARI et al.,
2017).

2.2.Aspectos epidemioldgicos e biomarcadores da CARAS

A RA é uma doenca inflamatéria da mucosa nasal ndo transmissivel induzida
apos exposicdo de um individuo geneticamente predisponente a alérgenos e
envolve uma variedade de células imune reativas e citocinas (BOUSQUET et al.,
2020). Os principais sintomas da RA s&o espirros, congestdo e prurido nasal e muco
nasal aguoso (MENG; WANG; ZHANG, 2019), sendo uma das doeng¢as mais comum
em todo o mundo (ZUBERBIER et al., 2014). A RA é considerada um fator de risco
para o desencadeamento da asma e estad associada a outras doencas crbnicas
respiratorias, como a rinossinusite (HENS et al., 2007; WHEATLEY; TOGIAS, 2015).

A asma € uma doenca inflamatoria crénica brénquica complexa e heterogénea
com multiplos fenétipos e esta associada a hiperresponsividade das vias aéreas,
frequentemente, caracterizada por restricdo generalizada e variavel do fluxo

expiratorio reversivel, levando a sintomas recorrentes de sibilos, falta de ar,
20



Ferreira, L. A. M. P. 2024
sensacao de aperto no peito e tosse (CHIANG et al., 2017; PAPI et al., 2018; SUN et
al., 2019). A prevaléncia da asma aumentou exponencialmente nas ultimas décadas
e estima-se que ha 358 milhdes de casos em todo o mundo (KOMLOSI et al.,
2022).

Atualmente, cerca de 10 a 30 % da populagdo mundial apresenta um quadro
de RA (TOHIDINIK; MALLAH; TAKKOUCHE, 2019). No Brasil, esta doenca atinge
cerca de 29,6% entre adolescentes e 25,7% entre criancas na fase escolar (ASBAI,
2018; SAKANO et al., 2018). A RA afeta a qualidade de vida dos individuos de forma
negativa, interferindo na vida social, no desempenho escolar e intelectual, como
também na produtividade laboral (BOUSQUET et al., 2020; SMALL; KEITH; KIM,
2018).

A asma acomete mais de 300 milhdes de pessoas em todo o mundo
(TOHIDINIK; MALLAH; TAKKOUCHE, 2019). O Brasil € o 8° pais em prevaléncia
desta doenca. Em 2015, foram notificadas 383.000 mortes por asma, sendo as
crises asmaticas a quarta causa de hospitalizacdes pelo Sistema Unico de Saude
(SUS) e a causa da morte de trés pessoas por dia. Anualmente no mundo, sdo cerca
de 250 mil 6bitos em decorréncia dessa doenca (CARDOSO et al., 2017). A asma
apresenta uma frequéncia maior em criancas (GINA, 2023) e, no Brasil, 19% dos
adolescentes e 24% das criancas sao asmaticos (ASBAI, 2018). Em termos
mundiais, 0s custos financeiros com a asma superam os da tuberculose e HIV/AIDS
somados (WHO, 2018).

A RA frequentemente coexiste com a asma (DE GROOT et al.,, 2012,
KURUVILLA et al., 2019; LOHIA; SCHLOSSER; SOLER, 2013). Segundo dados, até
80% dos pacientes asmaticos sdo afetados pela RA e, até 40% dos pacientes com
RA apresentam asma concomitante (XIA et al., 2018). A comorbidade entre a asma
e RA é intima e confere o padrdo de uma uUnica doenca nas vias aéreas resultante
de uma “marcha atépica” (BOUSQUET et al., 2008; BROZEK et al., 2017). O manejo
incorreto da RA eleva em até trés vezes o risco de exacerbacéo asmatica (BROZEK
et al., 2017). Além de ser observado que a provocacao nasal com alérgenos induz
uma inflamagdo brénquica asmatica (BOUSQUET et al., 2019; BROZEK et al.,
2017).

A CARAS ¢, portanto, o resultado de uma resposta imune tipo 2 mediada por
um fenotipo de células Tw2, infiltracdo de eosindfilos, hipertrofia/hiperplasia de
células caliciformes na mucosa subepitelial e fiborose com remodelamento tecidual

das vias aéreas, além de altos niveis séricos de IgE alérgeno-especifica. As
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citocinas produzidas, tais como a IL-4, IL-5 e IL-13, proveniente, majoritariamente,
das células Tu2, promovem o desenvolvimento e manutengédo do perfil CARAS no
individuo atépico (PAIVA FERREIRA et al., 2019). Ambas as doencas representam
sérios problemas de salude com impactos econdmicos e sociais negativos (GINA,
2023). Portanto, medidas de tratamento eficazes sdo particularmente importantes.

2.3.Fisiopatologia da CARAS

A CARAS apresenta uma resposta imunologica predominante Tr2,
desenvolvida em individuos atépicos, os quais sdo geneticamente predisponentes a
desencadear um processo de hipersensibilidade imediata ou tipo 1. Os
aeroalérgenos sdo elementos proteicos solUveis de baixo peso molecular presentes
em acaros da poeira; nas asas das baratas; em fungos; em pelos, saliva e urina de
animais domésticos; restos de insetos e alimentos (RUBINI et al., 2017). Ao serem
inalados por individuos atépicos, os aeroalérgenos penetram o epitélio respiratério e
promovem um desequilibrio entre as imunidades inata e adaptativa desencadeando
a fisiopatologia da CARAS (EIFAN; DURHAM, 2016).

Essa sindrome tem uma fisiopatologia complexa e os processos intracelulares
que envolvem a producdo de mediadores inflamatérios sdo orquestrados pelas
citocinas classicas do perfil Tn2, tais como IL-4, IL-5 e IL-13. Esses eventos
inflamato6rios podem ocorrer concomitante nos epitélios respiratorios superior e
inferior, e sdo esses mecanismos responsaveis por manter a doenca ativa nas vias
aéreas, além de que a circulagdo das células TH2 é o seu principal elo, o que
sustenta a hipotese de uma via aérea Unica, e que RA e a asma sdo manifestacdes
clinicas de uma Unica doenca instalada em toda a via aérea (FERREIRA et al., 2024;
KLEINJAN et al., 2010).

2.3.1. Resposta Imune Tipo 2

A resposta imune tipo 2 na CARAS ¢é caracterizada pelas fases de
sensibilizacdo, de reacdo imediata ou crise alérgica e de reacdo tardia ou fase
cronica do processo inflamatorio. Vale salientar que as reacdes imediata e tardia
podem ocorrer de forma concomitante, devido a intensidade e constancia da
reexposicao do alérgeno (PAIVA FERREIRA et al., 2019).
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A fase de sensibilizacdo alergénica ocorre apds o primeiro contato do alérgeno,
o qual estimula as células epiteliais a secretarem as citocinas chamadas de
alarminas, principalmente a linfopoetina do estroma timico (TSLP) e a IL-33. As
alarminas atuam em células do intra-epitélio ou do tecido conjuntivo subepitelial,
como nas células linfoides inatas do grupo 2 (ILC2), induzindo a producgédo de IL-13 e
IL-5 (EIFAN et al., 2012).

As alarminas atuam nas células apresentadoras de antigenos (APCs), em
especial nas células dendriticas (CDs), induzindo o processo de apresentacao
alergénica e polarizacao do perfil TH2 nos linfonodos de drenagem (HAMMAD et al.,
2022). Na presenca de IL-4, ocorre a ativacao do fator de transcricdo de acéo trans
especificos de células T do tipo 2 (GATA-3) e do transdutor de sinal e ativador de
transcricdo 6 (STAT6) nas células Th2. A producdo das citocinas classicas: IL-4, IL-
13 e IL-5 é entdo desencadeada pela ativacdo de proteinas quinases ativadas por
mitégenos (MAPK) como a p38 e a ERK1/2 e pelos fatores transcricionais como o
NF-kB, que estdo diretamente associados ao GATA-3 (HOLGATE et al.,, 2015;
KHORASANIZADEH et al., 2017; SCHULIGA; MICHAEL, 2015).

A IL-4 e IL-13, por compartilharem receptores celulares, ativam os linfocitos B,
gue se diferenciam em plasmacitos produtores de imunoglobulinas E (IgE) alérgeno
especifica. As IgE—alérgeno especificas se ligam aos receptores de alta afinidade
(FceRIl) presentes na membrana de mastdcitos teciduais, basofilos e eosindfilos
circulantes. Esse processo € denominado de sensibilizacdo alérgica (LAMBRECHT;
HAMMAD, 2015). Na figura la estad representada a fase de sensibilizacdo da
CARAS.

Em contato(s) posterior(es) com o alérgeno, esse se ligard diretamente ao
complexo IgE-FceRl acoplados a membrana de mastocitos teciduais e
basdfilos/eosinodfilos circulantes e, via ligacdo cruzada, ocasionara ativacao celular
com degranulacdo de granulos contendo mediadores inflamatérios pré-estocados,
como a histamina, e formagdo de outros mediadores como prostaglandinas e
leucotrienos (BOULET, 2018). Os mastdcitos residem proximo a superficie da
mucosa respiratéria e de vasos sanguineos (GURISH; AUSTEN, 2012) e, uma vez
ativados pelo alérgeno, liberam principalmente histamina, além de produzirem
grandes quantidades de IL-4 (AMIN, 2012; LIEBERMAN; GARVEY, 2016).

A histamina desempenha um papel central na reacéo alérgica das vias aéreas
por promover a vasodilatacdo local o aumento da permeabilidade vascular,

proporcionando a formacdo do edema, a migracdo de células inflamatorias para o
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tecido a broncoconstricdo nas vias aéreas inferiores. J&, nas vias aéreas superiores,
a histamina ativa as terminacfes nervosas sensoriais aferentes, estimula a via
reflexa parassimpatica das secrecdes glandulares, além de induzir a vasodilatacao
local, promovendo os sintomas da RA: prurido nasal, espirros e rinorreia (EIFAN;
DURHAM, 2016; XU; ZHANG; WANG, 2014). Na figura 1b esta representada a fase
de reacdo imediata da CARAS.

A fase crénica na CARAS é mantida pelo processo inflamatorio mediado por
Tu2 resultando na perda da funcdo tecidual das vias aéreas. Esse processo €
mediado por redes de interacfes entre as células e moléculas da imunidade inata e
adaptativa. A IL-4 apresenta um papel essencial na polarizacdo e manutencédo do
perfil Tv2, atuando como feedback positivo da resposta imune tipo 2 induzindo de
maneira exacerbada a producgéo das citocinas Tu2 (BOULET, 2018; WYNN, 2015).

As IL-4 e IL-13 compartilham receptores celulares e atuam na amplificacdo do
processo inflamatério tecidual na CARAS, ativando os macréfagos tipo 2 (M2). Os
M2 produzem o fator de transformagdo do crescimento  (TGF-B) que induz os
fibroblastos a produzirem fibras colagenas, as quais se depositam nas vias areas,
levando a um quadro de fibrose e remodelamento tecidual, pois a deposicdo de
colageno acarreta 0 espessamento da matriz extracelular (BAGNASCO et al., 2016).

Em adicdo, a IL-4 e a IL-13 ativam diretamente os fibroblastos promovendo
uma hiperproducéo de coladgeno nas vias areas. Nas células musculares lisas, essas
citocinas participam da hipertrofia e/ou hiperplasia muscular, levando a um quadro
de hiper-reatividade das vias aéreas ou brénquica (HRB) (BOULET, 2018; GOUR;
WILLS-KARP, 2015).

A IL-13 promove a hipersecre¢cdo de mucinas, e, consequentemente, muco
pelas células caliciformes das vias areas. Também estd envolvida no processo de
hiperplasia e/ou hipertrofia das células caliciformes e da metaplasia de células
ciliadas epiteliais (células Clara), se diferenciando em células produtoras de muco
(BARLOW et al., 2012; GOUR; WILLS-KARP, 2015).

A IL-5 induz o processo de producao, maturacdo e migracdo de eosindfilos da
medula Ossea para as vias aéreas (HOLGATE et al.,, 2015). O acumulo de
eosindfilos ativados no tecido das cavidades nasal e pulmonar gera a producéo de
quimiocinas e citocinas pro-inflamatorias e enzimas citoliticas, incluindo a proteina
cationica eosinofilica (ECP) e proteina basica principal (MBP), que provocam ruptura
da integridade do epitélio causando diretamente a hiper-reatividade das vias aéreas

com declinio da funcdo pulmonar (BARNES, 2017; GEORGE; BRIGHTLING, 2016).
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Os eosindfilos contribuem para o remodelamento das vias aéreas em
consequéncia do aumento da deposicdo da matriz extracelular, do aumento das
células mesenquimais subepiteliais e, principalmente, do aumento da massa
muscular lisa da via aérea, que é o principal determinante da obstrucdo do fluxo
aéreo (KAY, 2015). O TGF-B derivado de eosindfilos ativa a liberagao de fibroblastos
e proteinas da matriz, provocando o espessamento da membrana basal reticular
(ELTBOLI et al., 2015). Os eosinofilos podem atuar como APCs e apresentar
alérgenos aos linfécitos T (ROSENBERG; DYER; FOSTER, 2013) e os que se
infilltram no tecido tém a capacidade de fixar IgEs nas suas membranas e
respondem ao contato com o alérgeno liberando mediadores inflamatérios que
atuam na manutencao da resposta imune tipo 2, caracteristica da CARAS (BOULET,
2018; FAJT; WENZEL, 2015).

Em adicdo as células Th2, outros perfis de células T helper estdo associados a
patogénese da CARAS, como as células Tul7. Esta populagéo celular produz
grande quantidade de IL-17 e fator estimulador de colénias de
granuldcitos/macréfagos (GM-CSF), que contribuem para a hiper-reatividade das
vias aéreas, acumulo de neutrdéfilos e inflamacéo tecidual (HAMMAD et al., 2022). A
IL-17 também é produzida por eosinéfilos logo, quanto mais essa citocina € liberada
nas vias aéreas, maior o estimulo para a migracdo de granulécitos/neutrofilos a
intensificacao da inflamacéao tecidual existente na CARAS (NOBS; KAYHAN; KOPF,
2019). Na figura 1c esta representada a fase de reacdo tardia da CARAS.

2.4.Imunorregulacdo da CARAS

Os mecanismos responsaveis por regular a resposta imune tipo 2 da CARAS
envolvem as células T reguladoras — Treg (produtoras de IL-10) com efeito
supressor sobre as demais subpopulacdes de TCD4*. As células Treg tém
importante papel na regulacdo da funcdo das células TH2 na asma e rinite alérgica
(FAHY, 2015).

As células TCD8* participam na inibicAo do processo de sensibilizacao
alergénica, atenuando a resposta Tw2 via inibicdo da producdo de IgE, além de
liberar o IFN-y, indutor da polarizagédo do fendtipo Tl (TANG et al.,, 2012). A
deplecéo dos linfocitos TCD8* esta envolvida com 0 aumento nos niveis séricos de
IgE, remodelamento e hiper-reatividade das vias aéreas em alergias (BOULET,
2018).
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O perfil Tl apresenta atividade imuno reguladora da resposta imune tipo 2 a
partir da acdo de suas citocinas IFN-y, IL-2 e TNF-B. O IFN-y antagoniza a formagao
do fator de transcricdo GATA 3, responsavel pela inducéo transcricional das células
Th2. A IL-12, é responsavel pela ativacdo do fator de transcricdo box-T (T-bet), que
induz a producéo das citocinas Tul (FAHY, 2015; LAMBRECHT; HAMMAD, 2015).
Uma mudanca na proporcdo de citocinas IFN-y/IL-4 (equilibrio Tn1/Tn2) com
aumento de IL-4 (Th2) é marcante na patogénese da CARAS (FERREIRA et al.,
2024).
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Figura 1. Fases da Patogénese da CARAS
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estimulam as ILCs2 a produzem IL-13 e IL-5. As alarminas estimulam as APCs (CDs) a migrarem
para o linfonodo de drenagem e estas ativam TwO via MHC-II para polarizagdo do perfil Th2 com a
producédo de IL-4, IL-5 e IL-13. A IL-5 é um importante indutor de eosinofilia, atuando na medula
Ossea e provocando a producdo, maturacdo e migracdo de eosindfilos para o local da inflamacgao. IL-
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4 e IL-13 estimulam a producédo de IgE pelas células B que se ligam aos receptores FceRIl na
membrana dos mastécitos e basofilos e eosindfilos circulantes que conferem o primeiro estagio da
sensibilizacdo a alérgenos. b) Segunda fase da reacado alérgica (fase de desafio). A reexposicao
de alérgenos resulta em ligacéo cruzada do alérgeno-IgE-célula em mastocitos que ativa o processo
de degranulacdo com a liberacdo de mediadores pré-estocados como aminas vasoativas - histamina
e mediadores neoformados como prostaglandinas (PGs) e cistenil leucotrienos (CysLTs). Esses
mediadores serdo responsaveis pela reacdo de fase imediata, atuando nos nervos aferentes,
causando os sinais clinicos de espirros e friccdo nasal (rinite), nas células endoteliais promovem o
aumento da permeabilidade vascular com extravasamento de liquidos para os tecidos e formacédo de
edema e no musculo liso brédnquico promovem a broncoconstricdo (asma). c) Terceira fase tardia da
reacdo alérgica (Manutencéao do perfil Tu2). A polarizacao do perfil de Th2 é mantida pela producéo
constante de IL-4 e IL-13. Essas citocinas atuam nas células caliciformes, promovendo a
hiperproducdo de muco; nas células musculares lisas hiperplasia e/ou hipertrofia e
hiperresponsividade das vias aéreas (AHR). Além disso, eles ativam macréfagos (M2), que produzem
0 TGF-B associado a hiperproducédo de fibras de colageno pelos fibroblastos promovendo
remodelamento tecidual e fibrose. Os eosindfilos sdo as células efetoras da inflamacgao crénica
liberando mediadores como a proteina catidnica eosinofilica (ECP) e a proteina basica principal
(MBP), que atuam diretamente na destruicdo epitelial, remodelamento tecidual e AHR. TSLP
(Linfopoetina do estroma timico); IL (Interleucina); CDs (células dendriticas); Tw (Linfécito T helper);
ILC2 (célula linfoide inata de classe 2); MHC-II (complexo principal de histocompatibilidade de classe
2); GATA-3 (fator de transcricdo de acédo "trans" especifico de células T do tipo 3); LB (linfécito B);
FceRI (receptor de IgE de alta afinidade); TGF-B (fator de crescimento transformador 8); HRB (hiper-
reatividade brénquica). Fonte: Adaptado de (PAIVA FERREIRA et al., 2019).

2.5.Tratamento da CARAS

O manejo farmacoterapéutico para a RA e asma baseia-se na adocéo de duas
medidas de controle: a medida ndo farmacoldgica e a farmacoldgica. A medida néao
farmacoldgica consiste no afastamento do contato com o alérgeno, como uma etapa
da estratégia terapéutica (SOLE et al, 2012; BOUSQUET et al., 2015;
PAPADOPOULOS et al., 2015; SOLE et al., 2012;RUBINI et al., 2017). As
estratégias farmacoldgicas no tratamento de ambas as afeccdes respiratérias
baseiam-se em dois momentos da fisiopatologia da CARAS: o controle dos
processos subsequentes da fase imediata ou crise alérgica e o controle da
inflamacéo crénica da fase tardia (PERA; PENN, 2016).

O tratamento das crises na RA se baseia no uso de anti-histaminicos (SOLE et
al., 2012) e descongestionantes nasais, promovendo vasoconstricdo e alivio do
bloqueio nasal (LACCOURREYE et al., 2015). Para o controle da crise asmatica sdo
utilizados os broncodilatadores agonistas [-adrenérgicos; antagonistas dos
receptores muscarinicos M3; e inibidores de fosfodiesterases (FRAGA RIGHETTI et
al., 2014). Os antagonistas dos receptores de leucotrienos podem ser utilizados em
ambas as doencas (GINA, 2023).

A corticoterapia € a primeira linha de escolha para o controle do processo
inflamatorio crénico estabelecido na CARAS, promovendo uma melhora do quadro
inflamatdrio T2 presente nas vias aéreas (BROZEK et al., 2017; PERA; PENN,
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2016). Em associagcdo aos corticosteroides o0s cromoglicatos, que agem
estabilizando a membrana mastocitaria, impedindo sua degranulacdo no contato
cruzado com o alérgeno, podem ser prescritos (BOUSQUET et al., 2008).

Por mais que as opg¢Oes farmacoldgicas classicas apresentem relevante efeito
benéfico no controle das manifestacfes da RA e asma, provocam efeitos colaterais
e adversos importantes na avaliagdo do manejo e tratamento do paciente. Os anti-
histaminicos causam sedacao (XU; ZHANG; WANG, 2014); os descongestionantes
geram tolerancia (CHERVINSKY et al., 2005); os broncodilatadores induzem tremor
muscular, taquicardia e glaucoma (FRAGA RIGHETTI et al, 2014); os
corticosteroides promovem irritacdo local, sangramento, reabsor¢cdo 0ssea, catarata
e glaucoma (DERENDOREF et al., 2014; GINA, 2023).

A imunoterapia com os imunobiolégicos pode ser prescrita como alternativa
terapéutica e associada a farmacoterapia, sendo uma ferramenta de extrema
seletividade no seu mecanismo de acdo. No Brasil, se utiliza a terapia com os
anticorpos omalizumab, anti-IgE, (HUMBERT et al., 2014) e mepolizumab, anti-IL-5
(ORTEGA et al., 2014) de forma extensiva. Além disso, estudos pré-clinicos e
clinicos promissores com anticorpos anti-IL-13 e anti-IL-4 estdo sendo desenvolvidos
(FAHY, 2015; LAMBRECHT; HAMMAD; FAHY, 2019).

Alguns desses protocolos farmacologicos propostos para o tratamento de
individuos alérgicos ndo conseguem aliviar os sintomas e induzem os efeitos
colaterais citados, como sedacado, aprendizagem/memoéria prejudicadas, arritmias
cardiacas e tolerancia (GINA, 2023). Cerca de 5-10% dos pacientes com asma sao
mal controlados ou insensiveis ao tratamento com corticosteroides (CABALLERO-
SEGURA et al., 2022).

Na busca de uma melhora do cenario atual, terapias e moléculas inéditas tém
sido exploradas para prevenir os sintomas alérgicos, de forma que os estudos
farmacoldgicos de moléculas de fontes naturais ou sintéticas tornam-se promissores
na investigacdo de novas terapias antialérgicas e/ou anti-inflamatérias. A triagem
farmacoldgica de moléculas biologicamente ativas tem por objetivo selecionar as
doses mais potentes e eficazes capazes de modular o processo patolégico de uma

determinada doenca, possibilitando a busca de novos candidatos a farmacos.
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2.6.Sintese Organica

Na quimica medicinal, a forma de sintetizar novas moléculas tem sido
amplamente estudada e aperfeicoada ao longo dos tempos. A sintese organica € a
forma mais promissora para a obtencdo de novos medicamentos. Produzir
moléculas que tenham em sua estrutura grupos farmacoforicos, tornando-as
biologicamente ativas, permitem o direcionamento efetivo ao alvo farmacoldgico e é
um dos preceitos da sintese organica (BLAKEMORE et al., 2018).

A relacdo entre a sintese organica e a quimica medicinal tem ganhado for¢ca na
busca do desenvolvimento de novos medicamentos, com propriedades terapéuticas
mais favoraveis e sua conversdo em derivados que mostrem atividade medicinal
ideal e vem buscando novas moléculas com vias sintéticas menos demoradas, mais
econdmicas, seguras, e com melhor acdo, como por exemplo, moléculas contra
doencas graves como a malaria, tuberculose e o cancer (BERUBE, 2016).

A sintese organica associada a metodologias como programas in silico
possibilitam maior rapidez na elaboracdo de novos medicamentos, além de
aumentar a eficiéncia e reduzir o custo de producdo. Em adicdo, as metodologias
sintéticas sdo inovadoras, 0 que estimula a industria farmacéutica a criar e explorar
estruturas que antes eram inacessiveis, além de buscar formas ecoldgicas de
sintese (BLAKEMORE et al., 2018; SOMANI et al., 2021). Além disso, através de
modificacdes estruturais, estereoquimica, remocao de grupos, oxigenacao,
hidrogenagcdo, entre outros, sdo mudancas que podem alterar a atividade
farmacolégica de uma molécula, podendo levar ao seu aperfeicoamento
(PRAJAPAT et al., 2017).

2.6.1. Adutos de Morita Baylis-Hillman (AMBH) - CISACN

A reagdo de Morita Baylis-Hillman, um exemplo dos esforcos em produzir
moléculas de forma rdpida e econdmica ecologicamente aceitavel, teve sua origem
em 1968 com Morita, que descreveu a reacao de aldeidos com acrilatos (MORITA,;
SUZUKI; HIROSE, 1968). Em 1972, Baylis e Hillmann complementaram a reacao
com acoplamentos catalisados entre varios alcenos ativados e aldeidos. A reagao de
Morita Baylis-Hillman (RMBH) constitui uma das mais Uteis e populares reacdes de
ligacdo carbono-carbono. Por meio desta, cria-se um centro quiral, no qual permite a

sintese de moléculas multifuncionais (PELLISSIER, 2017).
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A RMBH proporciona a formagéo de ligacdo quimica (C-C) entre &tomos com
mesma eletronegatividade, ocorre entre um carbono eletrofilico sp? (por exemplo,
aldeidos, cetonas ou iminas) e a posicdo de um alceno (ou alcino) conectado a um
grupo de atracdo de elétrons (EAG), sob aminas terciarias, como catalise
nucleofilica, gerando compostos chamados Adutos de Morita Baylis-Hillman (AMBH)
(BASAVAIAH; RAO; SATYANARAYANA, 2003).

Os AMBHSs pertencem a uma classe de moléculas polifuncionalizadas, de baixo
peso molecular e relativa simplicidade estrutural. Por se tratar de uma reacao de
adicdo, a RMBH gera economia de atomos, o uso de agua como solvente quando na
auséncia de solventes e na condicdo de metal livre (organocatéalise), além de
viabilidade sintética, onde foram comprovadas uma vasta gama de atividades
biolégicas, tais como: antimalarica, anti-esquistossomose, anticancer, fungicida,
bactericida, herbicida, antichagassica, leishmanicida e anti-inflamatoria (DA SILVA et
al., 2023, 2016; DE SOUZA et al., 2008; JUNIOR et al., 2010; KUNDU et al., 1999;
LIMA-JUNIOR et al, 2016; LIMA-JUNIOR; VASCONCELLOS, 2012; PAIVA
FERREIRA et al., 2023; SANTOS et al., 2015; XAVIER et al., 2016).

O AMBH 2-(3-hidroxi-1-metil-2-oxoindolin-3-il) acrilonitrila codificado por
CISACN, cuja estrutura quimica esta representada na Figura 2, possui um
rendimento de 95% e é obtido em um curto tempo de reacdo (20-45 minutos) e se
mostra como sélido marrom (LIMA-JUNIOR et al., 2016).

Figura 2. Estrutura quimica do CISACN

HO CN

Fonte: (MELO, 2020).
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O CISACN apresenta potencial atividade antimalarica, pois reduziu o numero
de P. falciparum em experimentos in vitro. Ademais, causou baixa hemolise em
eritrocitos humanos, indicando assim uma baixa citotoxicidade e boa viabilidade
celular. Na avaliag&o in silico, este aduto apresentou uma boa biodisponibilidade oral
tedrica, ja que atendeu aos requisitos preconizados pela “Regra dos cinco” de
Lipinski. O CISACN apresentou uma boa taxa de permeabilidade pelas membranas
celulares, sendo assim, se apresenta como uma molécula com uma boa
biodisponibilidade oral, tendo também uma boa absor¢do intestinal quando
administrada por via oral. O CISACN, a partir de estudos utilizando o programa
AdmetSAR, possivelmente ao passar pelo teste de AMES, ndo terda potencial
mutagénico, ndo tendo a capacidade de causar carcinogenicidade (MELO, 2020).

O aduto CISACN apresentou uma baixa toxicidade tedrica, apresentando uma
DLso de 5.000 mg/kg, sendo classificada na categoria 5, de acordo com o “Globally
Harmonized Classification System” (GHS) (MELO, 2020; OECD, 2002). Na avaliacao
bioquimica, em experimentos in vivo, o CISACN ndo causou danos renais e
hepaticos significativos, nem interferiu no sistema hematopoiético (MELO, 2020).
Desta forma, o aduto CISACN, apresenta-se como uma molécula promissora para
investigac6es em modelos inflamatérios.

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi compreender o efeito e
seus mecanismos de acdo do tratamento oral com CISACN em animais com
CARAS. O modelo murino de CARAS, cujo animal é sensibilizado com ovalbumina
(OVA), tem sido utilizado para investigar potenciais terapias farmacoldgicas no
tratamento desta sindrome (BEZERRA BARROS et al., 2020; CAVALCANTI et al.,
2024; PAIVA FERREIRA et al., 2021). Portanto, a caracterizacdo dos possiveis
efeitos da molécula no modelo experimental de CARAS possibilitara a confeccdo de
formulacbes farmacéuticas a serem testadas em futuros ensaios clinicos para, de
acordo com os resultados obtidos, possibilitar a insercdo de um farmaco adequado

ao arsenal farmacoterapéutico no tratamento da CARAS.
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3. OBJETIVOS

3.1.Geral

Investigar os efeitos anti-inflamatério e imunomodulador do aduto de Morita
Baylis Hillman (CISACN) nos animas com CARAS induzida por ovalbumina.

3.2.Especificos

Avaliar o tratamento com CISACN nos animais com a CARAS quanto aos
parametros inflamatérios:
. Migracdo de células inflamatoérias para os fluidos dos lavados nasal
(NALF) e broncoalveolar (BALF);
. Perfil de granuldcitos no NALF e BALF;
o Produgdo de muco, o espessamento da membrana basal e o

remodelamento tecidual nas cavidades nasal e pulmonar;

o Sinais clinicos das vias aéreas superiores (espirros e friccado nasal);
. Hiper-reatividade nasal induzida por histamina;
o Hiper-reatividade muscular pulmonar.

Elucidar os mecanismos imunomoduladores e imunoreguladores do CISACN
na resposta imune da CARAS, tais como:
. Niveis séricos de IgE;
o Perfil eosinofilico sistémico;
o Producéo de citocinas (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IL-17, IL-33, IFN-y, TGF-
B, TNF-a e TSLP) no BALF;
. Avaliacao sistémica da producéo das citocinas IL-4 e IFN-y;

. Verificacdo tecidual da presenca de IFN-y.

Identificar os mecanismos intracelulares do CISACN na resposta imunoldgica
na CARAS:
o Mensurar a ativacao/fosforilagdo de p-38MAPK, ERK1/2 MAPK e NF-
KB.
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4. METODOLOGIA

4.1. Animais

Camundongos isogénicos da linhagem BALB/c fémeas (6 - 8 semanas)
pesando entre 20 e 25g foram fornecidos pela Unidade de Produg&o Animal do
Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA-UFPE), Brasil. Os animais foram
mantidos em gaiolas de polipropileno a temperatura de 22 + 2 °C, em ciclos de claro
e escuro de 12 horas (6h00 as 18h00 claro e 18h00 as 6h00 escuro) com livre
acesso a agua (autoclavada) e dieta controlada, a base de ragcdo do tipo pellets
durante todo o periodo de experimentacao.

Cada grupo experimental foi representado por 5 animais (n=5). Os
procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com as orientagdes do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA)/Brasil, além
de observar as exigéncias dispostas na Lei n°11794/2008. A eutanasia dos animais
foi realizada pela administracdo intramuscular de solucdo anestésica contendo 29
mg/mL de ketamina e 1,91 mg/mL de xilazina em solucéo salina (NaCl 0,9 %). Este
projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFPB) sob o
protocolo de numero 7316150420 (Anexo 1).

4.2.0btencdo e preparo do CISACN - Aduto de Morita Baylis-Hillman 2-(3-
hidroxi-1-metil-2-oxoindolin-3-il) acrilonitrila

A molécula foi sintetizada no Laboratério de Sintese Orgéanica Medicinal da
Paraiba (LASOM-PB) e cedida, gentilmente, pelo Prof. Dr. Claudio Gabriel Lima
Junior, coordenador do supracitado laboratério. Para a preparacao de CISACN, duas
etapas sintéticas foram realizadas (Figura 3). A primeira envolveu a metilacdo da
isatina pela reagéo do tipo SN2 usando K2COs como base e iodeto de metila como
agente alquilante. Este produto foi obtido como sélido vermelho com rendimento de
98%. Posteriormente, o intermediario N-metil-isatina foi submetido a reagdo de
Morita Baylis-Hillman usando acrilonitrila como aceptor de Michael e DABCO como
catalisador, formando o aduto CISACN com rendimento de 95%, apdés 90 minutos de
reacao (LIMA-JUNIOR et al., 2016).
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Figura 3. Sintese quimica do CISACN
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Reacdo de Morita Baylis-Hillman em duas etapas, utilizando catalisadores para formacdo do produto
codificado como CISACN. K2COas: carbonato de potassio. DMF: dimetilformamida. CHsl: iodometano.
DABCO: 1,4-diazabiciclo[2.2.2]octano. THF: tetraidrofurano. Fonte: Melo, 2020.

Para o preparo do CISACN nas doses de 25, 12,5 e 6,25 mg/kg foram
preparadas suspensdes com diluicbes na base 2. Para a administragdo do CISACN
por via oral (gavagem) (10 pL/ 10 g animal) utilizou-se a concentracdo de 2,5, 1,25 e
0,625 mg/mL, respectivamente de CISACN com solubilizagdo em Tween 80 (até
0,5%), preparados com solucdo salina. O pH foi ajustado para 7 com hidroxido de
sodio (NaOH) e acido cloridrico (HCI).

4.3.Protocolo Experimental da CARAS

O modelo experimental de CARAS desenvolvido no presente trabalho teve
como base o trabalho da Profa. Dra. Laércia P. Ferreira em 2021. Para tal, nos dias
0 e 7, os camundongos foram sensibilizados com injegdo de 10uL/g, intraperitoneal
(i.p.), de uma suspensao contendo 50 ug/mL de OVA grade V (Ovalbumina, SIGMA
Chemical, St. Louis, MO) e 10 mg/mL de Al(OH)s (VETEC, Rio de Janeiro, RJ) em
solucédo salina. Dos dias 21 a 37 do protocolo, durante 3 dias consecutivos, em 3
semanas consecutivas, os animais foram desafiados por instilagdo nasal com uma
solucéo de OVA-V (5 mg/mL, 20 uL/ animal).

A partir do 38° dia, por cinco dias consecutivos, os animais foram desafiados
com aerossol de OVA grade Il (SIGMA Chemical, St. Louis, MO) a 5% em solucao
salina. Os desafios alergénicos foram realizados durante 30 minutos diarios em uma
camara fechada, sob um fluxo continuo de aerossol, com o auxilio de um
nebulizador ultrass6nico. Os tratamentos dos animais ocorreram uma hora antes de
cada desafio alergénico. No 43° dia do protocolo, ocorreu o desfecho do protocolo
experimental e foi realizada a coleta do material biolégico para analise dos
parametros imunoldgicos. A figura 4 esquematiza 0s passos realizados durante a

execucgéao do protocolo experimental da CARAS.
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Figura 4. Esquema representativo do modelo experimental de CARAS
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Protocolo experimental da inducdo de CARAS em camundongos BALB/C fémeas, compreendendo
trés fases: sensibilizacao sistémica, desafios por via intranasal e aerossol e o desfecho do protocolo
para obtencdo das amostras para posterior dosagens alvo do estudo. pg: microgramas. pL: microlitro.
Al(OH)s: hidroxido de aluminio. BALF: lavado do fluido broncoalveolar. h: hora. IgE: imunoglobulina E.
mg: miligrama. min: minutos. mL: mililitro. NALF: lavado do fluido nasal. nmol: nanomol. OVA:
ovalbumina. x: vezes. Fonte: Ferreira, 2024.

4.4. Tratamentos

Os animais foram distribuidos em seis grupos experimentais (n=5): grupo
Basal, animais saudaveis ndo sensibilizados e desafiados com OVA; grupo CARAS,
animais doentes, sensibilizados e desafiados com OVA; trés grupos experimentais
foram tratados com CISACN nas doses de 6,25, 12,5 ou 25 mg/kg por via oral (v.0.)
e expostos aos processos de sensibilizacdo e desafios com OVA; grupo Dexa,
tratados com dexametasona (2 mg/kg, DECADRON, Aché®) e expostos aos
processos de sensibilizagédo e desafios com OVA. Os tratamentos por via oral foram
realizados pelo método de gavagem. Os tratamentos ocorreram uma hora antes de
cada desafio com ovalbumina. O quadro 1 mostra 0S grupos animais, a

sensibilizacdo e desafios com ovalbumina e os tratamentos.
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Quadro 1. Grupos experimentais no modelo da CARAS

Grupo Sensibilizagdo Desafio Tratamento
Animais
o Basal Salina Salina -
saudaveis
CARAS OVA OVA -
CISACN 25 OVA OVA CISACN 25 mg/kg
ANIMaIS -~~~ ISACN 12,5 OVA OVA  CISACN 12,5 mglkg
doentes CISACN 6,25 OVA OVA CISACN 6,25 mg/kg
Dexa OVA OVA Dexametasona
2 mg/kg

Fonte: Ferreira, 2024.
4.5.Quantificacéo celular

O numero de células foi quantificado nos fluidos nasal (NALF) e broncoalveolar
(BALF) coletados no 43° dia do protocolo experimental, 24 horas apdés o Ultimo
desafio com ovalbumina. O BALF foi coletado com 1,5 mL de HBSS* gelado,
injetado no pulm&o do animal pela traqueia e o NALF foi coletado com 1mL de
HBSS*- gelado, injetado na nasofaringe do animal pela traqueia, sentido traqueia-
nariz, os fluidos foram transferidos para tubos tipo eppendorf e armazenados sob
refrigeracdo. A contagem do numero total de células no BALF e no NALF foi
realizada em camara hemocitométrica (Neubauer). O BALF foi diluido (1:4) e o NALF
foi diluido (1:2) em solucao de Turk (VETEC, Rio de Janeiro, RJ). Para tal, em 10uL
do BALF foi adicionado 30 pL de Turk e em 20 puL do NALF foi adicionado 20 puL de
Turk; a contagem das células totais foi realizada no microscépio éptico (40 X - BX40,
OLYMPUS).

Apoés a contagem das células totais, os tubos foram centrifugados (centrifuga
CR422, JONAM) a 300g, em uma temperatura de 4 °C, por seis minutos. Os
sobrenadantes foram separados e congelados a uma temperatura de -20°C para
posterior dosagem de citocinas. Para contagem diferencial dos granuldcitos, o pellet
foi ressuspenso em 300 pL de HBSS*" gelado, homogeneizado e retirados 200 pL
de cada fluido (BALF e NALF) e centrifugados em laminas de citospin (FANEN, Séo
Paulo, SP, Brasil Mod 2400). As laminas obtidas foram fixadas e coradas pelo
método pandtico (Kit Pandtico, Renylab). A contagem diferencial de células foi

realizada por microscopia Optica e foi identificado os granulécitos: eosindfilos e

37



Ferreira, L. A. M. P. 2024
neutréfilos. Cada lamina foi analisada e 100 células foram contadas, utilizando para

isso a objetiva de imerséo (100X).
4.6.Analises histologicas e imuno-histoquimica de tecidos das vias aéreas

Apébs a eutandsia, cada espécime (cabeca e pulmdao), foi fixada por 48 horas.
ApOGs o material ser submetido ao seccionamento e processamento foram realizadas
etapas incluindo desidratacdo em banhos de solu¢cdo com concentracfes crescentes
de alcool etilico, clarificacdo (em xileno), impregnacéo (em banhos de parafina com
temperatura maxima de 60°C), inclusdo (em parafina com inclusdo moldes) e
microtomia (feito cortes com espessura de 4 ym). As amostras foram coradas com
Hematoxilina e Eosina (H&E), Acido Periédico de Schiff (PAS) e Tricrdmio de
Masson (TM), e realizada imuno-histoquimica Anti-IFN-y (FERREIRA et al., 2024).

As amostras submetidas a reacao imuno-histoquimica foram reativadas com
solugdo RECOVERY CITRATO pH 6,0 em camara pressurizada Pascal (Dako
Cytomation, Dinamarca). A seguir, a peroxidase endogena foi bloqueada por um
periodo de 30 minutos. ApoOs essa etapa, foi realizado o bloqueio proteico especifico
e os cortes histologicos foram preenchidos com anticorpos primarios: Anti-IFN-gama
(Cloud-Clone Corp/ PAAO49Ra01/Polyclonal Antibody; 1:100). Posteriormente, foi
adicionado anticorpo secundario biotinilado (anticorpo biotinilado de cabra anti-
coelho e anti-camundongo na diluicdo de 1/100, DAKO - LSAB 2 System,
Peroxidase - KO0675). A reacdo foi visualizada utilizando solugcdo de
diaminobenzidina (DAB) 0,024% e contrastada com hematoxilina de Harris.

4.7.Sinais Clinicos

Os sinais clinicos nasais da rinite alérgica, friccdo nasal e espirro, foram
quantificados, por 10 minutos, em cada camundongo de cada grupo nos dias 23°,
30° e 37° do protocolo, imediatamente apds o desafio com OVA (FERREIRA et al.,
2024).

4.8. Hiper-reatividade nasal induzida pela histamina

A hiper-reatividade nasal a histamina foi determinada pela quantificacdo dos
sinais clinicos: espirro e friccdo nasal, durante 10 minutos, apdés a administracdo de

doses crescentes de histamina diluida em solucéo salina, na cavidade nasal. No dia
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37°, uma hora apés o desafio com o alérgeno, 4 pL/animal de doses crescentes de
histamina (0,1, 1, 10, 100 e 1000 nmol/camundongo) foram instilados na cavidade

nasal de forma consecutiva em intervalos de 60 minutos (FERREIRA et al., 2024).

4.9.Quantificacéo de IgE e Citocinas

Para a quantificagdo da IgE Total e IgE OVA-especifica, no 43° dia do
protocolo, 24 horas apos o ultimo desafio, o sangue foi coletado pelo plexo braquial
dos grupos experimentais para a obtencdo do soro. Apdés 0os camundongos serem
anestesiados, foi efetuado um corte no plexo braquial e o sangue foi coletado com
auxilio de uma pipeta Pasteur, pela qual foi aspirado cerca de 500 a 1000 uL de
sangue. O sangue foi armazenado em tubos do tipo eppendorf inclinados a 45° e
estocados em geladeira por cerca de quatro horas, para facilitar a formacao dos
coagulos e coleta dos soros que foi realizada apds a centrifugacdo do sangue por
300 g, a 4°C por 10 min. Em seguida, os soros foram aliquotados e congelados a —
20 °C para serem quantificados pelo Ensaio Imunoenzimatico do tipo ELISA
sanduiche para IgE, de acordo com o protocolo especificado no Kit do fabricante
(BIOSCIENCE, Inc. Science Center Drive, San Diego, CA-USA).

As citocinas IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IL-17, IL-33, IFN-y, TGF-B, TNF-a e TSLP
presentes no BALF dos camundongos foram quantificadas pelo método
imunoenziméatico ELISA, de acordo com o protocolo especificado no Kit do fabricante
(BIOSCIENCE, Inc. Science Center Drive, San Diego, CA-USA).

4.10. Anélises de marcacdo de p38MAPK, NF-kB e ERK 1/2 MAPK em

granulécitos por citometria de fluxo

A populacéo celular heterogénea no BALF foi analisada por metodologia de
citometria de fluxo. A luz espalhada frontalmente (FSC) e a luz espalhada
lateralmente (SSC) permitem determinar as diferentes populacdes celulares por
tamanho (difracdo de luz) e granularidade (difusdo de luz), respectivamente.
Analisando a ativacao de p38, ERK1/2-MAPK e NF-kB pelo padrao de fosforilagéo,
as ceélulas foram fixadas (BD Cytofix™) e permeabilizadas (Perm Buffer BD
Phosflow™) por 30 minutos cada. Apos este periodo, as células foram marcadas
com anticorpo anti-p-p38 (PerCPCy5), anti-p-NF-kB (PE) e anti-p-ERK1/2 (PE) de

acordo com as instrugdes do fabricante. Cerca de 10.000 eventos foram analisados
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em citbmetro de fluxo FACS CANTO Il (Becton & Dickinson) e os dados foram

analisados por meio do software FlowJo (FERREIRA et al., 2024).

4.11. Analise Estatistica

Para as analises estatisticas foram utilizado o programa GraphPad Prism
versao 8.0 e valores com P < 0,05, considerados significantes (GraphPad Software
Inc., San Diego, U.S.A.). Os resultados obtidos foram expressos como meédia + erro
padrdao da média e analisados empregando-se o teste estatistico ANOVA one-way

seguido do teste de Tukey.
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5. RESULTADOS

5.1.Efeito do CISACN na migracao celular para a cavidade nasal de animais
com CARAS

O numero de células inflamatorias no NALF dos animais do grupo CARAS
aumentou (p<0,001) em comparacdo aos do grupo Basal. Os tratamentos com
CISACN (12,5 mg/kg ou 25 mg/kg) ou Dexa (2 mg/kg) inibiram (p<0,05) a migracdo
dessas células para a cavidade nasal em comparagdo ao grupo CARAS, entretanto,
ndo apresentaram diferencas, nos numeros dessas células, em comparacdo ao
grupo Basal (Figura 5 A). Ademais, o grupo tratado com CISACN na dose de 6,25
mg/kg ndo apresentou reducdo na migracao leucocitaria no NALF em comparacgao
com o grupo CARAS.

Em adicdo, ndo houve diferenca significativa na reducdo do numero de
células inflamatorias no NALF dos animais dos grupos CISACN 12,5 mg/kg e 25
mg/kg (Figura 5 A), portanto, a dose de 12,5 mg/kg foi a escolhida para dar
continuidade ao estudo. Os eosindfilos e os neutrofilos foram analisados e
observamos que o nimero de eosindfilos no NALF dos animais do grupo CARAS
aumentou (p<0,0001) em comparacdo aos do grupo Basal. Os tratamentos com
CISACN ou com Dexa, inibiram (p<0,0001) a migracao eosinofilica para o NALF, de
forma a n&do apresentar diferenca com o grupo Basal (Figura 5 B).

A migracdo de neutrdéfilos foi também aumentada (p<0,0001) no NALF dos
animais do grupo CARAS em comparacao com 0s do grupo Basal e, os tratamentos
com CISACN ou com Dexa reduziram (p<0,001) os neutrofilos no NALF, de forma a
nao apresentar diferencas com o grupo Basal (Figura 5 C). Entretanto, o percentual
de eosindfilos (acima de 50%) foi superior em detrimento aos neutréfilos (menor que
30%) no grupo CARAS quando comparado com o grupo Basal (p<0,0001). Os
tratamentos com CISACN ou com Dexa diminuiram na mesma proporcao (p<0,05) a
migracdo dos granulécitos para a cavidade nasal, assemelhando-se aos niveis

basais (Figura 5 D).

41



Ferreira, L. A. M. P. 2024

Figura 5. Efeito do tratamento com CISACN na migracao celular para cavidade nasal no
modelo experimental de CARAS
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Camundongos BALB/c fémeas (n=5) foram sensibilizados e desafiados com OVA e tratados por via
oral (gavagem) com CISACN nas doses de 6,25, 12,5 ou 25 mg/kg, ou com Dexametasona (2 mg/kg),
uma hora antes de cada desafio com OVA. No ultimo dia do protocolo experimental foram coletados
fluidos do lavado nasal (NALF) e uma aliquota foi diluida em solucdo de Turk para contagem de
leucécitos. (A) Leucdcitos totais, (B) Eosinéfilos, (C) Neutréfilos e (D) percentagem (%) de
granulécitos. Os resultados estdo expressos como média + e.p.m. As diferengas entre os grupos
foram analisadas por ANOVA one-way, seguida pelo teste de Tukey. a (p<0,001), quando comparado
ao grupo Basal, b (p< 0,05) quando comparado com o grupo CARAS e ¢ (p<0,05) quando comparado
ao grupo CISACN 12,5 mg/kg.
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5.2.Efeito do tratamento com CISACN no tecido das vias aéreas superiores

dos animais com CARAS

Os tecidos nasais dos animais do grupo CARAS apresentaram infiltracdo de
células inflamatérias nas regides perivascular e subepitelial (seta amarela),
caracterizando o intenso processo inflamatoério e destruicdo da camada epitelial na
mucosa nasal, quando comparados aos tecidos nasais dos animais do grupo Basal
(p<0,0001) visualizado por hematoxilina e eosina (H&E) (Figura 6 A). Os tratamentos
com CISACN ou com Dexa diminuiram o infiltrado celular nas cavidades nasais
(p<0,0001), além de manter a integridade tecidual, semelhante aos do grupo Basal
(Figura 6 A).

Pela coloracdo com o acido periédico de Schiff (PAS), observamos que houve
intenso processo de hipertrofia e hiperplasia das células caliciformes na camada
epitelial e no parénquima, com producdo de muco na regiao epitelial (asterisco
vermelho) nos tecidos nasais dos animais do grupo CARAS (Figura 6 B). Os
tratamentos com CISACN ou com Dexa reduziram o processo de hipertrofia e
hiperplasia das células caliciformes e a producdo de muco na cavidade nasal
quando comparado com o grupo CARAS (p<0,0001). A reducdo dos parametros
inflamatorios observada nos grupos CISACN e Dexa tornaram os tecidos nasais
semelhantes aos dos animais do grupo Basal, uma vez que ndo houve diferenca
significante entre os grupos (Figura 6 B).

Os tecidos nasais corados com tricromio de Masson (TM) demonstram que,
nos animais do grupo CARAS, houve deposicdo de matriz extracelular (MEC) com
espessamento da membrana basal (EMB) (ponta de seta preta) quando comparados
aos do grupo Basal (p<0,0001) (Figura 6 C). Os tecidos nasais dos animais dos
grupos CISACN ou Dexa apresentaram reducao (p<0,0001) do espessamento da
membrana nasal e do remodelamento tecidual quando comparados com 0s do grupo
CARAS, reducdo essa que que levou aos tecidos se assemelharem aos tecidos

nasais dos animais do grupo Basal (Figura 6 C).
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Figura 6. Efeito do tratamento com CISACN nos aspectos histopatoldgicos e morfométricos do
tecido nasal no modelo experimental de CARAS
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Camundongos BALB/c fémeas (n=5) foram sensibilizados e desafiados com OVA e tratados por via
oral (gavagem) com CISACN na dose de 12,5 mg/kg, ou com Dexametasona (2 mg/kg), uma hora
antes de cada desafio com OVA. No ultimo dia do protocolo experimental foram coletados o tecido
nasal e submetidos a procedimentos de coloracdo histoloégicos. Fotomicrografias representativas de
tecidos nasais dos grupos de animais. Os tecidos foram corados com (A) hematoxilina-eosina (H&E),
(B) acido periddico de Schiff (PAS) e (C) tricrbmio de Masson (TM). Ampliacao total 300x (150 um).
Os simbolos indicam os parametros avaliados: infiltrado celular (seta amarela), células caliciformes
(asterisco vermelho) e deposicdo de MEC (ponta de seta preta). RE (epitélio respiratorio), GL
(Glandula), Br (Bronquiolo), V (Vaso). Foram realizadas andlises morfométricas de infiltracéo celular
(A), producdo de muco (B), espessamento da matriz extracelular (MEC) (C) do tecido nasal. Os
resultados estdo expressos como média = e.p.m. As diferencas entre os grupos foram analisadas por
ANOVA one-way, seguida pelo teste de Tukey. a (p< 0,0001), quando comparado ao grupo Basal e b
(p< 0,0001) em comparagao ao grupo CARAS.
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5.3.Efeito do tratamento com CISACN nos sinais clinicos, espirro e friccao

nasal, nos animais com CARAS

O espirro e a friccdo nasal foram quantificados durante 10 minutos apds o
desafio intranasal com OVA nos dias 23, 30 e 37 do protocolo CARAS. Os animais
do grupo CARAS apresentaram aumento em ambos 0s sinais de rinite a partir da
primeira semana de desafios com OVA (dia 23) em comparacdo ao grupo Basal
(p<0,05) (Figura 7 A e B). Entretanto, os tratamentos com CISACN ou com Dexa
diminuiram (p<0,05) os espirros e as friccdes nasais, a partir da segunda semana
(dias 30 e 37), quando comparado ao grupo CARAS (Figura 7 A e B).

A hiper-reatividade nasal pela histamina levou ao aumento (p<0,05) de
espirros e friccbes nasais nos animais do grupo CARAS quando comparados aos do
grupo Basal a partir da menor dose de histamina instilada (0,1nmol/mL) (Figura 7 C
e D). O tratamento com CISACN reduziu os espirros a partir da dose de 1nmol/mL
(Figura 7 C) e, os tratamentos com CISACN ou com Dexa reduziram (p<0,05) as

friccBes nasais a partir da menor dose de histamina instilada (Figura 7 D).
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Figura 7. Efeito do tratamento com CISACN na quantificagdo dos sinais clinicos da Rinite
Alérgica e da hiper-reatividade nasal a histamina no modelo experimental de CARAS
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Camundongos BALB/c fémeas (n=5) foram sensibilizados e desafiados com OVA e tratados com
CISACN (12,5 mg/kg) ou com Dexametasona (2 mg/kg) uma hora antes de cada desafio com OVA.
Nos dias 23, 30 e 37, ap0s o desafio, foram quantificados espirros e fricgdo nasal por 10 minutos.
Para hiper-reatividade nasal a histamina, no dia 37, uma hora apds o desafio com OVA, em intervalos
de 1 hora, doses de histamina (0,1; 1; 10; 100 e 1000 nmol/mL) foram instiladas nos animais e 0s
sinais clinicos foram contados. (A) espirros semanais, (B) friccdo nasal semanal, (C) espirros apos
instilacdo de histamina e (D) friccdo nasal apoés instilacdo de histamina. Os resultados estao
expressos como média + e.p.m. As diferencas entre os grupos foram analisadas por ANOVA one-
way, seguida pelo teste de Tukey. a (p< 0,05), quando comparado ao grupo Basal e b (p< 0,05)
quando comparado ao grupo CARAS.
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5.4.Efeito do tratamento com CISACN na migracao celular para cavidade

pulmonar nos animais com CARAS

O numero de células inflamatérias no BALF dos animais do grupo CARAS
aumentou (p<0,0001) quando em comparacao aos do grupo Basal (Figura 8 A). Os
tratamentos com CISACN (12,5 mg/kg ou 25 mg/kg) ou com Dexa (2 mg/kg) inibiram
(p<0,0001) a migracdo dessas células no BALF, embora sem diferencas
significativas quando em comparacdo com os animais do grupo Basal (Figura 8 A).
Entretanto, o tratamento com CISACN na dose de 6,25 mg/kg ndo diminuiu a
migracgéao celular no BALF em comparacéo com grupo CARAS (Figura 8 A).

Entre os grupos CISACN 12,5 mg/kg e 25 mg/kg ndo houve diferenca
significativa quanto a diminuicdo na migracdo celular no BALF (Figura 8 A),
corroborando com os resultados observados nas vias aéreas superior, indicando que
a dose de 12,5 mg/kg de CISACN também foi eficaz nas vias aéreas inferiores.

Dentre os granulécitos que migraram para o BALF dos animais do grupo
CARAS, observamos aumento (p<0,0001) de eosindfilos quando comparado com o
grupo Basal e, os tratamentos com CISACN ou com Dexa reduziram (p<0,0001) a
migracado dessas células no BALF (Figura 8 B). Houve também migracdo de
neutrofilos (p<0,0001) no BALF dos animais do grupo CARAS quando comparado ao
grupo Basal e os tratamentos com CISACN ou com Dexa reduziram (p<0,001) a
migracao dessas células (Figura 8 C).

Quanto ao percentual de eosinofilos e de neutréfilos no BALF houve
preponderancia de eosinofilos (superior a 50%) em detrimento aos neutrofilos
(inferior a 30%) no grupo CARAS guando comparado com o grupo Basal (p<0,001)
(Figura 8 D). Os tratamentos com CISACN ou com Dexa diminuiram (p<0,05) a
migracao desses granulécitos para o BALF (Figura 8 D).
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Figura 8. Efeito do tratamento com CISACN na migracao celular para cavidade pulmonar no
modelo experimental de CARAS
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Camundongos BALB/c fémeas (n=5) foram sensibilizados e desafiados com OVA e tratados por via
oral (gavagem) com CISACN nas doses de 6,25, 12,5 ou 25 mg/kg, ou com Dexametasona (2 mg/kg),
uma hora antes de cada desafio com OVA. No ultimo dia do protocolo experimental foram coletados
fluidos do lavado broncoalveolar (BALF) e uma aliquota foi diluida em solugao de Turk para contagem
de leucocitos. (A) Leucécitos totais, (B) Eosinodfilos, (C) Neutrdfilos e (D) percentagem (%) de
granuldcitos. Os resultados estdo expressos como média + e.p.m. As diferencas entre 0s grupos
foram analisadas por ANOVA one-way, seguida pelo teste de Tukey. a (p<0,001), quando comparado
ao grupo Basal, b (p< 0,05) quando comparado com o grupo CARAS e ¢ (p<0,05) quando comparado
ao grupo CISACN 12,5mg/kg.
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5.5.Efeito do tratamento com CISACN no tecido pulmonar dos animais com
CARAS

Os tecidos pulmonares corados com H&E dos animais do grupo CARAS
apresentaram intenso infiltrado de células inflamatorias nas regifes peribronquiolar e
perivascular (seta amarela) e a perda da integridade tecidual do pulmdo quando
comparados com os tecidos pulmonares dos animais do grupo Basal (p<0,0001)
(Figura 9 A). Os tratamentos com CISACN ou com Dexa reduziram (p<0,0001) o
infiltrado celular no tecido pulmonar quando comparados com o grupo CARAS
(Figura 9 A).

O numero de eosindfilos nos tecidos pulmonares dos animais do grupo
CARAS aumentou (p<0,0001) em comparagao com os do grupo Basal (Figura 9 B).
Os tratamentos com CISACN ou com Dexa reduziram (p<0,0001), a niveis basais, 0
namero essas células (Figura 9 B).

Andlises dos tecidos pulmonares com o corante PAS mostraram intenso
(p<0,0001) processo de hipertrofia e hiperplasia das células caliciformes na camada
epitelial e no parénquima, nos bronquiolos, com consequente producdo de muco na
regido epitelial (asterisco vermelho) no grupo CARAS quando em comparacao com
o grupo Basal (Figura 9 C). Os tratamentos com CISACN ou com Dexa reduziram
(p<0,0001) a producdo de muco na cavidade pulmonar dos animais quando
comparado com os animais do grupo CARAS (Figura 9 C).

O remodelamento tecidual e a hiper-reatividade das vias areas inferiores
foram analisadas via o corante de TM. Os animais do grupo CARAS apresentaram
deposicao (p<0,05) de matriz extracelular (MEC) com espessamento da membrana
basal (EMB) (ponta de seta preta) nas regides peribronquiolares e perivasculares
guando comparados ao grupo Basal (Figura 9 D). Os tratamentos com CISACN ou
com Dexa reduziram (p<0,0001) o espessamento da membrana basal e o
remodelamento quando comparados com os animais do grupo CARAS (Figura 9 D).

Ademais, foi possivel identificar aumento (p<0,0001) da area na camada
muscular lisa bronquiolar, indicando processo de hiperplasia e/ou hipertrofia
muscular com consequente hiperatividade das vias aéreas no grupo CARAS em

comparacao com o grupo Basal (Figura 9 E). Os tratamentos com CISACN ou com
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Dexa diminuiram (p<0,0001) a area da camada muscular com diminuicdo da hiper-

reatividade bronquica (Figura 9 E).

Figura 9. Efeito do tratamento com CISACN nos aspectos histopatolégicos e morfométricos do
tecido pulmonar no modelo experimental de CARAS
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Camundongos BALB/c fémeas (n=5) foram sensibilizados e desafiados com OVA e tratados por via
oral (gavagem) com CISACN na dose de 12,5 mg/kg, ou com Dexametasona (2 mg/kg), uma hora
antes de cada desafio com OVA. No ultimo dia do protocolo experimental foram coletados o tecido
pulmonar dos animais e submetidos a procedimentos de coloracao histoldgicos. Fotomicrografias
representativas de tecidos pulmonares dos grupos de animais. Os tecidos foram corados com (A)
hematoxilina-eosina (H&E), (C) acido periédico de Schiff (PAS) e (D) tricromio de Masson (TM).
Ampliagdo total 400x (150 pum). Os simbolos indicam os parametros avaliados: infiltrado celular (seta
amarela), células caliciformes (asterisco vermelho) e deposicdo de MEC (ponta de seta preta). RE
(epitélio respiratério), GL (Glandula), Br (Bronquiolo), V (Vaso). Foram realizadas analises
morfométricas de infiltragéo celular (A), contagem de eosindfilos teciduais (B), producédo de muco (C),
espessamento da matriz extracelular (MEC) (D), espessamento da camada muscular lisa (E) do
tecido pulmonar. Os resultados estdo expressos como média + e.p.m. As diferencas entre 0s grupos
foram analisadas por ANOVA one-way, seguida pelo teste de Tukey. a (p< 0,05), quando comparado
ao grupo Basal e b (p< 0,0001) em comparagao ao grupo CARAS.
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5.6.Efeito do tratamento com CISACN no perfil alérgico e na quantificacdo de

eosinofilos sistémico nos animais com CARAS

As concentracfes séricas IgE total e de IgE OVA-especifica nos animais do
grupo CARAS aumentou (p<0,0001) em comparagdo com a dos animais do grupo
Basal (Figuras 10 A e B). Os tratamentos com CISACN ou com Dexa reduziram
(p<0,0001) as concentracdes desses dois tipos de IgE retornado aos niveis basais
(Figura 10 A e B).

O percentual de eosindéfilos no sangue aumentou (p<0,001) nos animais do
grupo CARAS em comparagdo com os do grupo Basal e os tratamentos com
CISACN ou com Dexa diminuiram (p<0,0001) o percentual dessa populacdo celular

a nivel sistémico quando comprados com o grupo CARAS (Figura 10 C).
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Figura 10. Efeito do tratamento com CISACN no perfil alérgico e quantificacdo sistémica de
eosinofilos no modelo experimental de CARAS
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Camundongos BALB/c fémeas (n=5) foram sensibilizados e desafiados com OVA e tratados com
CISACN (12,5 mg/kg) ou com Dexametasona (2 mg/kg) uma hora antes de cada desafio com OVA.
No ultimo dia do protocolo experimental de CARAS foi coletado o soro dos animais. O esfregaco
sanguineo foi realizado para contagem de eosinodfilos. Pelo ensaio ELISA foi mesurado a
concentracdo de IgE Total e OVA-especifica no soro. (A) IgE Total, (B) IgE OVA-especifica e (C) %
eosindfilos no sangue. Os resultados estdo expressos como média + e.p.m. As diferencas entre os
grupos foram analisadas por ANOVA one-way, seguida pelo teste de Tukey. a (p<0,001), quando
comparado ao grupo Basal e b (p<0,0001) em comparac¢éo ao grupo CARAS.
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5.7.Efeito do tratamento com CISACN no processo de imunomodulacdo nos

animais com CARAS

Os niveis das alarminas, TSLP e IL-33, aumentaram (p<0,05) no BALF dos
animais do grupo CARAS quando comparados com os animais do grupo Basal
(Figura 11 A e B). Contudo, o tratamento com CISACN reduziu (p<0,001) os niveis
dessas alarminas quando comparado com o grupo CARAS (Figura 11 A e B).
Ademais, em relacdo ao TLSP, o CISACN reduziu (p<0,001), a niveis basais,
guando comparado com o grupo Basal (Figura 11 A). Os animais do grupo CARAS
apresentaram aumento (p<0,05) de IL-17 em comparacdo com o0s do grupo Basal.
Os tratamentos com CISACN ou com Dexa reduziram (p<0,05), a niveis basais, a
concentragéo dessa citocina (Figura 11 C).

Os niveis de TNF-a aumentaram (p<0,0001) no grupo CARAS quando
comparado ao grupo Basal. Os tratamentos com CISACN ou com Dexa reduziram
(p<0,0001), a niveis basais, a concentracdo dessa citocina quando comparados com
o grupo Basal (Figura 11 D). Os niveis de TGF- aumentaram (p<0,001) nos animais
do grupo CARAS quando comparados aos do grupo Basal e, os tratamentos com
CISACN ou com Dexa inibiram (p<0,05), a niveis basais, sua producéo (Figura 11
E).
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Figura 11. Efeito do tratamento com CISACN na imunomodulacdo do processo inflamatorio no
modelo experimental de CARAS
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Camundongos BALB/c fémeas (n=5) foram sensibilizados e desafiados com OVA e tratados com
CISACN (12,5 mg/kg) ou com Dexametasona (2 mg/kg) uma hora antes de cada desafio com OVA.
No ultimo dia do protocolo experimental de CARAS foi coletado o fluido do lavado broncoalveolar
(BALF) de todos os animais. Pelo ensaio ELISA foi mensurada a concentracdo das citocinas (A)
TSLP, (B) IL-33, (C) IL-17, (D) TNF-a e (D) TGF-B. Os resultados estdo expressos como média +
e.p.m. As diferencgas entre os grupos foram analisadas por ANOVA one-way, seguida pelo teste de
Tukey. a (p<0,05), quando comparado ao grupo Basal e b (p<0,05) em comparagdo ao grupo
CARAS.
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5.8.Efeito do tratamento com CISACN no processo de imunorregulacdo nos

animais com CARAS

Os animais do grupo CARAS apresentaram aumento (p<0,0001) das citocinas
IL-5 e IL-13, no BALF, quando comparados com os do grupo Basal (Figuras 12 A e
B, respectivamente). Os tratamentos com CISACN ou com Dexa reduziram (p<0,05),
a niveis basais, a concentracdo das supracitadas citocinas em comparacdo com o
grupo CARAS (Figuras 12 A e B).

Com relagéo a producgao de IL-4, no BALF houve aumento (p<0,001) na sua
concentracdo no grupo CARAS em comparacdo com o grupo Basal (Figura 12 C).
Os tratamentos com CISACN ou com Dexa inibiram (p<0,001) a producéo da IL-4
(Figura 12 C). Entretanto, ndo houve alteragéo na concentragdo dessa citocina no
sangue dos animais dos grupos avaliados (Figura 12 F).

A producdo de IFN-y foi reduzida (p<0,05) no BALF dos animais do grupo
CARAS, quando comparada com o grupo Basal (Figura 12 D). O tratamento com
CISACN aumentou (p<0,0001) a producao dessa citocina (Figura 12 D). Entretanto,
o tratamento com a Dexa nao alterou a producéo local (BALF) de IFN-y (Figura 12
D).

A nivel sistémico, a concentracdo de IFN-y permaneceu semelhante nos
grupos Basal, CARAS e CISACN (Figura 12 G). Entretanto, o tratamento com Dexa
aumentou (p<0,05) a concentracao sistémica de IFN-y quando comparada com os
demais grupos experimentais avaliados (Figura 12 G).

Ademais, quando o IFN-y foi mensurado no tecido pulmonar houve diminuigao
(p<0,0001) dessa citocina nos animais do grupo CARAS quando comparados com
0s animais do grupo Basal (Figura 12 ). Entretanto, o tratamento com CISACN
aumentou (P<0,05) a concentracdo de IFN-y tecidual quando comparado com o
grupo CARAS (Figura 12 1). O tratamento com Dexa reduziu (p<0,05) a quantidade
de IFN-y quando comparados com os grupos Basal, CARAS e CISACN (Figura 12
D,Gel).

A razdo IFN-y/IL-4 é um indicador relevante na imuno regulacdo dos perfis de
respostas imunes Twl/TH2 pois indica a polarizagdo da resposta imune em um
processo inflamatério. Os animais do grupo CARAS apresentaram diminuicao
(p<0,001) na razao IFN-y/IL-4 no BALF quando comparados com os do grupo Basal
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(Figura 12 E). Entretanto, os tratamentos com CISACN ou Dexa aumentaram
(p<0,05) a razao IFN-y/IL-4 (Figura 12 E).

A razdo IFN-y/IL-4 no sangue dos animais dos diferentes grupos, Basal,
CARAS e CISACN permaneceu semelhante sem diferengas entre eles. Contudo, o
tratamento com Dexa aumentou (p<0,05) a razao IFN-y/IL-4 quando comparado aos
grupos Basal e CARAS (Figura 12 F).

Por fim, a avaliacdo da concentracdo de IL-10 no BALF dos animais dos
diferentes grupos, mostrou que nao houve alteracdo na sua producdo dessa citocina
entre 0S grupos experimentais avaliados (Figura 12 J).
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Figura 12. Efeito do tratamento com CISACN na imunorregulacédo da resposte imune no
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Camundongos BALB/c fémeas (n=5) foram sensibilizados e desafiados com OVA e tratados com
CISACN (12,5 mg/kg) ou com Dexametasona (2 mg/kg) uma hora antes de cada desafio com OVA.
No ultimo dia do protocolo experimental de CARAS foi coletado o fluido do lavado broncoalveolar
(BALF), sangue pelo plexo braquial e o tecido pulmonar de todos os animais. Pelo ensaio ELISA foi
mensurada a concentragdo das citocinas (A) IL-5, (B) IL-13, (C) IL-4 no BALF, (D) IFN-y no BALF, (E)
Razé&o IFN-y/IL-4 no BALF, (F) IL-4 no soro, (G) IFN-y no soro, (H) Raz&o IFN-y/IL-4 no soro, (I) IFN-y
no tecido pulmonar e (J) IL-10 no BALF. Os resultados estdo expressos como média £ e.p.m. As
diferencas entre os grupos foram analisadas por ANOVA one-way, seguida pelo teste de Tukey. a
(p<0,05), quando comparado ao grupo Basal e b (p<0,05) em comparagéo ao grupo CARAS.

5.9.Efeito do tratamento com CISACN na sinalizagéo celular envolvendo a p38
MAPK, ERK 1/2 e NF-kB em granulécitos do BALF dos animais com
CARAS

Na analise por citometria de fluxo as populacdes celulares dos materiais
biolégicos aqui avaliados sado distinguidas por seu tamanho e granularidade
citoplasmatica. As porcentagens de granulocitos (neutrofilos e eosindfilos) foram

geradas e estdo representadas na Figura 13 A.
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Os animais do grupo CARAS apresentaram aumento (p<0,001) na
porcentagem de granuldcitos quando comparados com os animais do grupo Basal.
O tratamento com CISACN reduziu (p<0,001) essa populacdo celular, a niveis
basais quando comparado com o grupo CARAS (Figura 13 A).

A intensidade de fluorescéncia celular (MFI) de p-p38, p-ERK1/2 e p-NF-kB
esta relacionada a ativacao/fosforilacdo dos granuldcitos. Os animais do grupo
CARAS apresentaram aumento (p<0,05) de MFI da p-p-38, p-ERK1/2 e p-NF-kB
guando comparados com os do grupo Basal (Figura 13 B, C e D). Contudo, o
tratamento com CISACN reduziu o MFI de p-p-38 e de p-NF-kB sem alterar o MIF de
p-ERK1/2 (Figura 13 B, C e D).
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Figura 13. Efeito do tratamento com CISACN na sinalizac&o celular de p38 MAPK, ERK 1/2 e
NF-kB e em granulécitos no modelo experimental de CARAS
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Camundongos BALB/c fémeas (n=5) foram sensibilizados e desafiados com OVA e tratados por via
oral com CISACN (12,5 mg/kg), uma hora antes de cada desafio. No Ultimo dia do protocolo
experimental de CARAS, o lavado broncoalveolar (BALF) foi coletado e utilizado para mensuracdo de
MFI p-38, ERK e NF-kB, além da expressdo de granulécitos via citometria de fluxo. Em (A)
Granuldcitos no BALF; (B) MFI p38MAPK; (C) MFP ERK 1/2 e (D) MFI de NF-kB. Os resultados estéo
expressos como média + e.p.m. As diferengas entre os grupos foram analisadas por ANOVA one-
way, seguida pelo teste de Tukey. a (p< 0,05), quando comparado ao grupo Basal e b (p< 0,05)
quando comparado ao grupo CARAS.
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6. DISCUSSAO

Os resultados apresentados no presente trabalho demonstram os efeitos anti-
inflamatorio e imunomodulador do tratamento com o aduto CISACN (2-(3-hidroxi-1-
metil-2-oxoindolin-3-il) acrilonitrila) no modelo experimental da sindrome da asma e
rinite alérgica combinadas (CARAS), em camundongos da linhagem BALB/c
sensibilizados e desafiados com ovalbumina (OVA).

O objeto desse estudo foi o composto CISACN, um aduto oriundo da reacao
de Morita Baylis Hillman, com rendimento de 95% e tempo de sintese de 90 min. Em
estudos néo clinicos o aduto apresentou atividades antitumoral e antiparasitaria em
modelos experimentais envolvendo o P. falciparum da malaria (LIMA-JUNIOR et al.,
2016). Em adicdo, O CISACN apresentou boa biodisponibilidade oral te6rica com
DLso de 5.000 mg/kg (MELO, 2020). Frente a esses resultados preliminares a
hipotese deste trabalho foi que o CISACN apresentaria efeitos anti-inflamatério e
imunomodulador frente a CARAS experimental. Esses provaveis efeitos seriam
observados, ap6s sua administragcdo por via oral em camundongos BALB/c
submetidos a um protocolo de sensibilizacdo/desafios com OVA por um periodo de
42 dias induzindo a CARAS.

Os resultados do presente trabalho demonstraram que o0s animais com
CARAS apresentaram inflamacdo nas vias aéreas superior e inferior, com a
presenca majoritaria de eosindfilos acompanhados de neutréfilos, em menor
namero, nos tecidos e fluidos nasal e pulmonar, além de hiperproducédo de muco,
espessamento da matriz extracelular e da musculatura lisa de ambas as vias aéreas.
Foi observado os sinais clinicos caracteristicos da RA, como espirros e friccdes
nasais, e esses acentuados ap0s concentracdes progressivas de histamina por
instilagéo nasal.

Além disso, foram quantificados elevados niveis séricos de IgE Total e IgE
OVA-especifica, aumento da concentracao sistémica de eosinéfilos, bem como altos
niveis de TSLP, IL-33, IL-17, TNF-a, TGF-B, IL-4, IL-5 e IL-13 no fluido do lavado
broncoalveolar (BALF) diretamente relacionados com diminuicdo da producdo de
IFN-y a nivel tecidual pulmonar, além da ativacdo das vias de sinalizagao p-p38
MAPK e p-NF-kB, independente de p-ERK1/2 MAPK. Esses dados demonstram,
portanto, que os animais com CARAS desenvolveram resposta imune tipo 2 nas vias

aéreas a partir da exposicao do alérgeno OVA. O tratamento desses animais com
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CISACN apresentaram melhoras significativas em todos os paramentos inflamatérios
acima mencionados.

Estudos envolvendo moléculas oriundas da reacdo de Morita Baylis Hillman
no processo inflamatério da CARAS inexistem até o momento, como também,
trabalhos utilizando adutos e modelos experimentais de asma e RA, separadamente,
nao sdo descritos. Portanto, o presente estudo é pioneiro no Brasil e no mundo na
busca de alternativas terapéuticas para o tratamento da CARAS, utilizando como
tratamento o aduto sintético CISACN.

Inicialmente, levantou-se a hipétese da atividade anti-inflamatéria do CISACN
na inflamacéo crbnica da RA e asma, presentes nas vias aéreas superior e inferior,
de forma concomitante. A inflamacéo tecidual das vias aéreas caracteristica na
CARAS estd intimamente relacionada a migracdo de células inflamatorias
circulantes para os tecidos, portanto, quantificamos os leucécitos nos lavados nasal
(NALF) e BALF dos animais com CARAS e os animais com CARAS tratados com
CISACN nas doses de 6,25; 12,5 e 25 mg/kg.

Cabe salientar que as doses escolhidas nesse trabalho estdo embasadas em
um estudo que utilizou o aduto de Morita Baylis Hillman ISACN em modelo
experimental de lesdo pulmonar aguda (DA SILVA et al., 2023). Entretanto, somente
as doses de 12,5 e 25 mg/kg reduziram a migracdo celular para as vias aéreas sem
que observassemos diferencas significantes entre elas e, portanto, a dose de 12,5
mg/kg foi escolhida para dar prosseguimento ao presente estudo do potencial
farmacoldgico do CISACN no modelo murino de CARAS.

Dentre os leucécitos que migram para os tecidos das vias aéreas em
processos alérgicos, os eosindfilos sdo as células majoritarias. Essas células
exercem um papel fundamental na manutengcdo do processo inflamatorio tecidual,
mediante a liberacdo de proteinas e mediadores eosinofilicos que participam da
destruicdo epitelial e remodelamento tecidual. Os mediadores inflamatérios dos
eosindfilos produzidos pela ativacdo das vias de sinalizacdo intracelulares
envolvendo as MAPK (p38 e ERK1/2) e enzimas tails como a cicloxigenase e
lipooxigenase intensificam a hiperatividade brénquica (HRB) caracteristica da asma
(DAl et al., 2022)

Os mediadores eosinofilicos que atuam na intensificagcdo da inflamacéo
cronica das vias aéreas sao as prostaglandinas, os leucotrienos, as enzimas
catidnicas eosinofilicas (ECP), a proteina basica principal (MBP) e as citocinas proé-

inflamatorias. Estes mediadores promovem a proliferacdo e ativacdo de células
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teciduais como o0s mastdcitos e intensificam o dano epitelial (WECHSLER et al.,
2021). Os leucotrienos atuam no espessamento da camada de musculo liso
brénquico e fibrose subepitelial. As proteinas granulares especificas de eosindfilos,
principalmente a MBP e a ECP sédo toxicas para o epitélio das vias aéreas e
amplificam a producdo de TGF-B pelas células epiteliais (LOMBARDI; BERTI;
COTTINI, 2022).

O TGF-B, produzido tanto por células epiteliais quanto por eosindfilos
desempenha um papel chave no remodelamento tecidual das vias &reas,
acarretando o espessamento da matriz extracelular (MCBRIEN; MENZIES-GOW,
2017). Os eosindfilos também produzem IL-13, essencial nos processos de
hiperproducdo de muco, fibrose subepitelial e HRB (GOUR; WILLS-KARP, 2015).
Dentro desse contexto, moléculas que apresentam a capacidade de diminuir o
processo de migracdo eosinofilica para os tecidos das vias aéreas sdo promissoras
em regular o processo inflamatdrio mediado por elas.

No presente estudo observamos que o tratamento com CISACN reduziu o
namero de eosinofilos nas vias aéreas superior e inferior analisadas tanto no NALF
como BALF e no tecido pulmonar. Esse resultado demonstrou o possivel efeito anti-
inflamatorio local do CISACN nos animais com CARAS, o que nos impulsionou em
dar continuidade aos estudos.

Sdo parametros inflamatérios presentes na CARAS: a hiperplasia e a
hipertrofia das células caliciformes produtoras de muco, a hiperproducdo de muco,
como também remodelamento tecidual, com espessamento da matriz extracelular e
consequente deposicdo de colageno tecidual (LAMBRECHT; HAMMAD; FAHY,
2019). Nosso estudo demonstrou que os animais com CARAS apresentaram alto
indice de muco nas vias areas, espessamento da matriz extracelular e da camada
muscular lisa brénquica, contudo, o tratamento com o CISACN reduziu esses
parametros histopatoldgicos, corroborando com o potencial efeito anti-inflamatorio
do CISACN descrito acima.

Na analise dos sinais clinicos da RA, ou seja, na quantificacdo de espirros e
friccdo nasal, desencadeados pela exposicdo ao alérgeno OVA e mensurados apos
o ultimo desafio semanal (dias 23, 30 e 37 do protocolo de CARAS) nos foi possivel
identificar que, a partir da primeira semana de desafio com a OVA, 0s animais com
CARAS apresentaram os sinais da RA. Resultado esse esperado, pois corroboram
com dados observados em outros estudos de CARAS experimental (CAVALCANTI

et al., 2020; GADELHA et al., 2021).
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No presente trabalho foi observado que os animais tratados com CISACN,
uma hora antes de cada desafio com OVA, apresentaram reducdo dos sinais
clinicos a partir da segunda semana de tratamento. A reducdo no numero de
espirros e friccdo nasal em resposta ao tratamento infere uma reducéo nas crises
alérgicas e controle da RA. Nossos achados inferem que o CISACN provavelmente
possa inibir mediadores inflamatérios que atuem a nivel epitelial e fibras nervosas
sensoriais periféricas responsaveis em parte pela producdo dos sinais clinicos da
RA.

A hiper-reatividade das vias aéreas superior e inferior € uma caracteristica
importante na patogénese da CARAS experimental pois leva a diminuicdo da
captacdo de oxigénio pelas vias aéreas (PAIVA FERREIRA et al., 2021). No
presente trabalho, os animais com CARAS apresentaram hiper-reatividade nasal
frente ao desafio intranasal com histamina exdégena, a partir da menor concentracao
instilada (10nmol).

O contato constante com o alérgeno induz um processo inflamatério alérgico
tecidual com liberacdo de histamina oriunda da ativacdo de mastdcitos que lesiona o
epitélio respiratério e, consequentemente, exposicdo das fibras nervosas
responsaveis pelos espirros e friccdo nasal (NGUYEN et al., 2022). Dessa forma, em
um epitélio ndo integro, a menor concentragcdo de histamina provoca o
desencadeamento dos sinais clinicos da RA. O tratamento com CISACN foi capaz
de diminuir a hiper-reatividade nasal, provavelmente por manter o epitélio integro, e
conseguentemente controlar os sinais clinicos da RA, mesmo com a constante
exposicao ao alérgeno.

Em adicao, estudos vem demonstrando que o TNF-a presente nas vias areas
€, em parte, responsavel pelo processo de destruicdo do epitélio respiratério, pois
promove e sustenta a inflamacao tecidual (CAVALCANTI et al., 2024; JIANG et al.,
2023). Nossos resultados inferem uma possivel correlacdo entre o aumento dos
niveis de TNF-a no BALF de animais com CARAS e o aumento da hiper-reatividade
nasal a histamina, inflamacéo do tecido nasal com destruicdo epitelial e aumento
dos sinais clinicos da RA. Portanto, o controle dos espirros e friccdo nasal
decorrentes do tratamento com o CISACN pode ter como mecanismo de acao, pelo
menos em parte, a reducéo dos niveis de TNF-a com consequente manutencao da
integridade epitelial das vias aéreas.

A hiper-reatividade da via aérea inferior, em modelos murinos de CARAS,

pode ser mensurada pelo desafio com o broncoconstritor metacolina; ou a partir da
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quantificacdo do espessamento das fibras musculares lisas bronquiolares e/ou do
aumento dos niveis da alfa actina do musculo liso (a-SMA) (CAVALCANTI et al.,
2024; LI et al., 2015, 2018). No modelo experimental de CARAS utilizado nesse
trabalho foi possivel demonstrar que os desafios sucessivos com a OVA
promoveram um aumento da camada de musculo liso brénquico e que o tratamento
com CISACN foi capaz de diminuir tal espessamento da camada muscular lisa, com
provavel diminuicdo da HRB.

No processo de remodelamento tecidual das vias aéreas, estudos
demonstram que o TGF-3 esta intimamente relacionado nesse processo, pois induz
0 espessamento da matriz extracelular e consequente deposicdo de fibras
colagenas e fibrose tecidual (BRANCHETT; LLOYD, 2019; MCBRIEN; MENZIES-
GOW, 2017). No presente estudo, observamos que o0s animais com CARAS
apresentaram um aumento dos niveis de TGF- no BALF, espessamento da matriz
extracelular nos tecidos nasal e pulmonar com remodelamento tecidual, entretanto,
os animais com CARAS e tratados com CISACN apresentaram reducdo de todos
esses parametros.

Dando prosseguimento aos estudos, avaliamos a producdo de um dos
biomarcadores essenciais e importantes nas alergias, a IgE-alérgeno especifica
(CASALE, 2017). A concentracdo aumentada dessa imunoglobulina no sangue de
individuos alérgicos € um parametro a ser considerado nos protocolos de
tratamento. Essas moléculas, além de serem detectadas no sangue, estdo ligadas,
via receptores especificos, em mastocitos teciduais e basdfilos séricos e séo
responsaveis pelo mecanismo de degranulacéo celular apés ligacdo com o alérgeno.
A degranulacdo promove a liberacdo de mediadores pré-formados, como a
histamina e neoformados como prostaglandinas, leucotrienos e citocinas que
danificam o epitélio das vias aéreas (JIN et al., 2023; NAVINES-FERRER et al.,
2016; PALOMARES et al., 2017).

Neste trabalho foi possivel quantificar os niveis séricos de IgE Total e IgE
OVA-especifica nos animais com CARAS, estes foram sensibilizados e desafiados
com o alérgeno OVA. Entretanto, ndo foi possivel quantificar os niveis séricos de IgE
OVA-especifica nos animais do grupo Basal, estes ndo foram sensibilizados nem
desafiados com OVA. Nossos achados inferem que o alérgeno (OVA) é essencial
para o desenvolvimento da resposta imune tipo 2, caracteristico da CARAS.

Entre nossos achados, observamos que o tratamento com o CISACN diminuiu

0s niveis desse biomarcador indicando uma atividade imunomoduladora. Esses
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dados assinalam que o mecanismo antialérgico do CISACN na CARAS experimental
ocorre, em parte, via a supressado da producao de IgE alérgeno especifica, pois a
auséncia do complexo mastocito/basofilo-IgE alérgeno especifica € suficiente para
impedir o processo de degranulacdo celular e, portanto, a néo liberacdo de
mediadores responsaveis pela agressao tecidual, o que resulta na inibicdo de alguns
sinais clinicos caracteristicos, tanto da RA como da asma (WERNERSSON;
PEJLER, 2014).

A resposta imune tipo 2 coordena todo o processo fisiopatoldégico da CARAS,
desde sua instalacdo, exacerbacdes clinicas e manutengéo do processo inflamatorio
cronico. A modulacdo desta resposta imune decorre da acdo de seus
biomarcadores, tais como as citocinas produzidas por células Tu2: IL-4, IL-13 e IL-5;
as citocinas produzidas por células linfoides inatas do tipo 2 (ILC2), tais com IL-5 e
IL-13; as citocinas produzidas por células epiteliais, tais como IL-33 e TSLP, bem
como a producdo de IgE alérgeno especifica pelos plasmadcitos e a presenca de
eosinofilos nos tecidos das vias aéreas (LI et al., 2015; PIAO et al., 2023).

O desencadeamento dessa resposta imune em individuos alérgicos se dé via
contato com o alérgeno, pelas vias areas que, por sua vez, estimulam as células
epiteliais a liberarem algumas alarminas entre elas a IL-33 e o TSLP, as quais
ativam as células dendriticas, que fagocitam o alérgeno, e migram para o linfonodo
de drenagem onde realizam o processo de apresentacdo do alérgeno as células T
naive (TH0), que seréo polarizadas para as Tu2, produtoras das citocinas IL-4, IL-5 e
IL-13. Logo, essas alarminas sdo responsaveis por iniciar o processo de resposta
imune tipo 2 (GOUR; WILLS-KARP, 2015; NUR HUSNA et al.,, 2022; WANG;
SECOMBES, 2015).

Nesse contexto, tem sido descrito que o receptor de IL-33, presente
principalmente nas ILC2 das vias aéreas, induz a producdo das citocinas do perfil
Tu2 (IL-5 e IL-13) via ativacdo da cascata de sinalizag&o intracelular que culmina na
ativacdo dos fatores de transcricdo NF-kB e AP-1 (KUBO, 2017). Em adicéo,
estudos demonstraram que as proteases de alérgenos induzem o aumento de I1L-33
a partir do receptor 2 ativado por protease (PAR-2) acoplado a proteina G nas
células epiteliais, que promove ativacado das vias das MAPK e do fator de transcri¢céo
NF-kB e, por sua vez, a produgéo da alarmina IL-33 (GOON GOH et al., 2008).

No presente estudo, observamos que os animais com CARAS apresentaram
altos niveis das alarminas TSLP e IL-33 no BALF. Entretanto, os animais com

CARAS e tratados com CISACN demonstraram uma reducdo dos niveis de IL-33 e
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de TSLP. Esses achados indicam que o CISACN pode interferir na fase inicial do
processo de sensibilizacdo com o alérgeno OVA no modelo experimental de CARAS
e que, em parte, este aduto atua regulando a inducdo/manutencdo da resposta
imune tipo 2.

A IL-17 é uma citocina com papel chave no processo inflamatdério tecidual das
vias areas acometidas com CARAS. Esta citocina € fundamental e classica das
células TH17 bem como para a manutencdo desse perfil de resposta imune, além de
também ser produzida por eosinoéfilos presentes no tecido inflamado (GURTNER,;
CREPAZ; ARNOLD, 2023). A IL-17 é quimio-atraente de neutrdfilos, granulécito de
carater inflamatério, que migram para as cavidades das vias aéreas e potencializam
0 processo inflamatorio e destrutivo na CARAS conduzido pelos eosinofilos
(GUERRA et al., 2017).

Em nosso trabalho os animais com CARAS apresentaram um aumento de
neutréfilos em ambas as cavidades (nasal e pulmonar), evento correlacionado com o
aumento nos niveis de IL-17 no BALF desses animais. Contudo, observamos que o
tratamento com o CISACN diminuiu a producgéo de IL-17 com redu¢édo do numero de
neutréfilos para as cavidades das vias aéreas superior e inferior dos animais com
CARAS. Portanto, podemos inferir que a reducdo na producdo de IL-17 pelo
CISACN estar diretamente relacionada a diminuicdo de migracdo de neutrofilos,
atenuando a resposta inflamatéria na CARAS. Ademais, a reducdo dos niveis de IL-
17 pode estar relacionada, pelo menos em parte, a redugcédo da eosinofilia para as
vias aéreas, ja que os eosindfilos sdo uma fonte importante dessa citocina na
CARAS.

A hiperproducé@o de muco pelas vias areas € uma caracteristica essencial na
CARAS, configurando-se como um dos principais sinais e sintomas nas doencas
alérgicas do trato respiratorio. A IL-13 é uma das citocinas intimamente envolvida na
hiperproducdo de muco, além de ser um biomarcador da resposta imune tipo 2
(TH2). A IL-13 é produzida, na fase inicial da resposta imune tipo 2, por ILC2, logo,
niveis elevados dessa citocina nos fluidos e tecidos nasal e pulmonar se
correlacionam com aumento na producdo de muco pelas células caliciformes das
vias aéreas (NUR HUSNA et al., 2022).

A IL-13 induz a expresséo génica de algumas proteinas nas células epiteliais,
tais como a Mucbhac e periostina, que resulta na metaplasia das células caliciformes,
aumento da producgéo de muco e consequente obstrucdo das vias aéreas e HRB. A

IL-13 aumenta a sensibilidade do musculo liso a varios agonistas contrateis, como a
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acetilcolina, histamina e leucotrienos. Além de promover o aumento da fosforilacéo
da cadeia leve de miosina e a liberacdo de calcio, que culmina na contracdo do
musculo liso brénquico. Em adicdo, a IL-13 em associacdo com o TGF-B, induz a
deposicao de colageno o que leva, por sua vez, ao aumento da matriz extracelular
via a producéo de arginase |, poliaminas e prolina em macréfagos do tipo 2 (DEVOS
et al., 2017; JUNTTILA, 2018; WANG; SECOMBES, 2015).

No presente estudo foi demonstrado que animais com CARAS apresentaram
elevados niveis de IL-13 no BALF, associados ao aumento da producdo de muco
nos tecidos nasal e pulmonar. O tratamento com o CISACN, por sua vez, reduziu 0s
niveis de IL-13 e a concentracdo de muco nas vias areas. Esses dados e o0s
descritos acima inferem o papel imunomodulador do CISACN na resposta imune tipo
2 na CARAS experimental. Em adicdo, a IL-4, outra citocina do perfil Th2,
apresentou elevados niveis no BALF de animais com CARAS, ja o tratamento com o
CISACN promoveu reducédo de IL-4, sendo, portanto, indicativo de que, tanto as
células Tu2 produtora de ambas as citocinas, IL-4 e IL-13, bem como as ILC2 estédo
sendo moduladas negativamente pelo aduto.

Ambas as citocinas Tn2 (IL-4 e IL13) exercem papel fundamental em linfécitos
B via a ligacdo com seu receptor tipo | (IL-4Ra/yc), induzindo a producdo de
IgE/IgG1 alérgenos especificos e sua diferenciacdo em plasmécitos. Enquanto em
células endoteliais induzem a expressdo de moléculas de adesdo ICAM-1 (molécula
de adesédo intercelular-1) e VCAM-1 (molécula de adesdo celular vascular-1),
fenbmeno que permite a migracdo e instalacdo de eosinofilos/neutréfilos nas vias
aéreas inflamadas (LAMBRECHT; HAMMAD; FAHY, 2019).

A IL-4 possui ainda um papel essencial na polarizacdo de células THO para
células TH2, a nivel de linfonodo de drenagem, durante o processo de apresentacao
alergénica por células dendriticas. O processo intracelular que determina a
polarizacéo da célula se deve a ativacao de vias de sinalizacdo do STAT-6 e do fator
de transcricdo GATA-3, responsaveis pela inducao génica das citocinas classicas do
perfil imune T2 (IL-4, IL-13 e IL-5) (GOUR; WILLS-KARP, 2015). Dessa forma, a
modulacdo negativa nos niveis de IL-4 e IL-13 de animais com CARAS tratados com
o CISACN, provoca a diminuigdo na producgéo de IgE OVA-especifica, o que confere
ao CISACN o efeito antialérgico e imunomodulador.

Outra hipotese levantada no presente estudo foi que o CISACN reverteria o
quadro inflamatério crénico asméatico e os sinais clinicos da RA no modelo de

CARAS induzido por OVA via o desvio de resposta imune do tipo 2 (perfil ThH2) para
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o de resposta imune do tipo 1 (perfil Thl) com a producdo de IFN-y, citocina que
antagoniza a producao de IL-4 pelas células Th2 (KAK; RAZA; TIWARI, 2018).

A resposta alérgica presente na CARAS se baseia no desvio da resposta
imune tipo 1 para o tipo 2 (Tn1/TH2), cujo biomarcadores de TH2 estéo elevados e os
biomarcadores Tul estdo diminuidos (LI et al., 2016). A balanca Thl/TH2 esti
relacionada a razao entre as duas citocinas IFN-y/IL-4. O IFN-y, produzido por TH1,
induz a manutencédo da polarizacéao desse perfil e inibe a producédo de IL-4. Ja a IL-4
tem o efeito oposto ao do IFN-y (LI et al., 2015). Estudos demonstraram que animais
com CARAS apresentaram uma preponderancia Tu2/Tul a partir de niveis elevados
de IL-4 tanto localmente (fluidos dos lavados nasal e pulmonar), como a nivel
sistémico no soro (FENG et al., 2023; LI et al., 2016, 2018).

No presente estudo o tratamento oral com o CISACN dos animais com
CARAS induziu a producgéo do IFN-y com a redugéo da IL-4. A reducao dos niveis
de IL-4 se correlaciona com a reducdo das demais citocinas associadas ao perfil de
resposta imune tipo 2, tais como: IL-33, TSLP, IL-13, IL-5 e TGF-B. Em adicéo, foi
possivel demonstrar que, nos animais com CARAS tratados com o CISACN, a razéo
IFN-y/IL-4 estava aumentada de forma significativa indicando que o balanco da
resposta imune nesses animais estava direcionado para o perfil Thl ao invés do
perfil Th2. Assim, nossos resultados demonstram de forma concisa que a
administragdo do CISACN, em animais submetidos ao protocolo experimental de
CARAS, apresenta uma resposta imune Tnl protetiva, ao invés de uma resposta
imune Th2 inflamatoria.

Moléculas que apresentam um potencial efeito imunomodulador do perfil de
resposta imune tipo 2 (Tw2) conduzindo um desvio para a resposta imune tipo 1
(Tul) nas doencas alérgicas como a CARAS séo de grande interesse nos estudos
farmacoldgicos pré-clinicos. Uma vez que estimulando a producdo de IFN-y e
consequentemente a inibicdo de IL-4, podera contribuir para um processo que
atenuara as exacerbacdes clinicas relacionadas as alergias. Nesse sentido, o
CISACN demonstrou ser uma possivel ferramenta farmacolégica para o tratamento
futuro das afec¢Oes alérgicas do trato respiratério.

Dando prosseguimento as analises do presente trabalho, observamos que os
animas com CARAS e tratados com o CISACN apresentaram diminuicdo na
producdo de IL-5, citocina que estimula a eosinopoiese a nivel de medula 0ssea
(TAKATSU; NAKAJIMA, 2008). Essa citocina, uma vez produzida em excesso por

ILC2 presente no tecido das vias aéreas, exerce seu papel no processo de
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quimiotaxia e viabilidade de eosindfilos nos individuos alérgicos. Tem sido
demonstrado niveis elevados de RNAm de IL-5 nos fluidos e tecidos nasal e
pulmonar de animais com CARAS (DAl et al., 2022; TANG et al., 2019).

Em modelos experimentais de CARAS tém sido demonstrados a correlacdo
entre a diminuicdo de eosinodfilos nas vias areas inferiores e o decréscimo nos niveis
de IL-5 (CAVALCANTI et al.,, 2020; GADELHA et al., 2021; LI et al., 2015). Em
adicao, a IL-5 promove a proliferacdo e degranulacéo de eosindfilos uma vez que se
liga ao receptor IL-5Ra e promove a ativacdo das MAPKs, p38 e ERK1/2
(TAKATSU; NAKAJIMA, 2008). Portanto, ambas as MAPKs sdo importantes para
ativacdo de eosindfilos com liberagcdo de mediadores inflamatoérios tais como as
citocinas inflamatdrias que atuam na inflamacao crbnica das vias areas na CARAS
(CAVALCANTI et al., 2023; KHORASANIZADEH et al., 2017).

De acordo com os nossos achados, podemos inferir, nesse contexto, que o
CISACN é uma molécula capaz de proteger os tecidos das vias aéreas por inibir a
producdo de citocinas inflamatdrias bem como a migracdo de eosinofilos para as
cavidades nasal e pulmonar. Essas ac¢des estao intrinsicamente relacionadas ao
papel imunomodulador do CISACN sobre IL-5, uma vez que essa citocina exerce um
papel central na eosinofilia tecidual das vias aéreas acometidas com CARAS.

As principais vias de transducdo de sinal intracelulares que culminam na
transcricdo de citocinas do perfil Th2 e mediadores inflamatérios nas células do
sistema imune, como nos eosindfilos, sdo as vias da MAPK, em particular a p-38
MAPK e do fator nuclear NF-kB (WANG et al., 2016). Estudos demonstraram que 0s
tecidos e fluidos nasais e pulmonar de animais com CARAS apresentaram aumento
da fosforilagdo da p-38MAPK e do p65-NF-kB. Esses achados indicam uma ativacao
de ambas as vias de sinalizacdo intracelulares no processo inflamatério das vias
areas acometidas com CARAS (BEZERRA BARROS et al.,, 2020; CONG; FENG;
TANG, 2023; FENG et al., 2023).

Neste trabalho, demonstramos que a populacdo de granuldcitos,
majoritariamente eosinofilos, do BALF de animais com CARAS, apresentou aumento
da fosforilagcao da p-38MAPK e do p65-NF-kB. Todavia, o tratamento com o CISACN
reduziu a fosforilagdo desses fatores intracelulares. Desse modo, de acordo com
esses dados sugerimos que o CISACN tem efeito anti-inflamatério nas vias areas,
sustentada, em parte, pelos eosindfilos, devido a reducdo na ativacdo das vias de

transducgéo de sinal inflamatérias p-38MAPK e p-NF-kB eosinofilicas.
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Portanto, o conjunto de resultados obtidos nesse estudo suporta a hipotese
de que o CISACN apresenta atividades anti-inflamatéria e imunomoduladora no
modelo experimental de CARAS, e que pode ser um candidato a futuros ensaios
clinicos na busca por alternativas terapéuticas no tratamento de quadros alérgicos
respiratorios. No entanto, futuros estudos deverdo esclarecer e compreender 0s
mecanismos de acdo do CISACN, bem como estudos farmacotécnicos deverdo ser
realizados a fim de se obter formulacdes farmacéuticas seguras para futuros ensaios

clinicos.
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7. CONCLUSAO

O presente trabalho mostrou os efeitos anti-inflamatorio e imunomodulador do
aduto CISACN no modelo experimental de CARAS. O tratamento com o CISACN em
animais com CARAS inibiu a producao das citocinas do perfil de resposta imune tipo
2 (Tn2) dependente da producéo de IFN-y do perfil de resposta imune do tipo 1 (TH1)
no ambiente das vias aéreas. O CISACN inibiu o processo de sensibilizacdo por
ovalbumina nos camundongos da linhagem BALB/c por inibir a producdo das
citocinas IL-33, TLSP, TNF-a, TGF-B, IL-13, IL-4 e IL-5, que estdo diretamente
relacionadas com a polarizacéo da resposta imune tipo 2 alérgica. Em adic&o, inibiu
a producdo da IL-4 que, em associacdo com a IL-13, sdo responsaveis pela
producdo da IgE-OVA especifica. Esses dados demonstram claramente o efeito
imunomodulador do aduto na CARAS experimental, o qual corrobora com o efeito
anti-inflamatério pois o CISACN diminuiu a migracao de eosindfilos e neutrofilos para
as vias aéreas, manteve a integridade epitelial e da musculatura lisa com atenuacéao
dos sinais clinicos da rinite alérgica. Um dos possiveis mecanismos de acdo do
aduto esta relacionado a diminui¢do da ativagéo das vias de sinalizagdo p-38MAPK

e NF-kB em eosindfilos.

Figura 14. Mecanismo anti-inflamatdrio e imunomodulador do CISACN na CARAS
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Mecanismo anti-inflamatério e imunomodulador do CISACN no modelo experimental de CARAS.
Modulando a resposta Th2 em detrimento da polariza¢do para Tul, orquestrados pela diminuicdo do
processo inflamatério por diminuicdo da ativacao intracelular das vias de sinalizagdo p38 MAPK e NF-
KkB. Fonte: Ferreira, 2024.
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