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RESUMO

A inflamacdo € uma resposta imune que visa estabelecer a homeostase tecidual durante uma infeccéo
ou lesdo. Reconhecida como um processo benéfico, a inflamacéo pode tornar-se prejudicial quando em
excesso. Assim, estratégias terapéuticas que possam atuar na resolucdo da inflamacao sdo estudadas e
desenvolvidas, tendo os produtos naturais e seus derivados um papel de destaque para as descobertas
de novas moléculas anti-inflamatoérias. Nesse contexto, o alcaloide 1-(3 metoxi-4-hidroxifenil)-7-
metoxi-1,2,3,4 tetrahidroisoquinolina (MHTP) foi sintetizado para prospeccdo de novos compostos
com propriedades terapéuticas. Desta forma, o objetivo desse estudo foi avaliar o pontencial anti-
inflamatério do MHTP, in vitro e in vivo, utilizando modelo experimental de inflamagdo aguda em
camundongos. Inicialmente, foi avaliada a viabilidade celular em cultura de macréfagos peritoniais
tratados com varias concentragdes de MHTP. Observou-se que o alcaloide ndo apresentou citoxidade
nas concentragfes de 10, 25 ou 50 uM. Nestas concentragdes o0 MHTP inibiu (p < 0,001) em 24%,
47% e 39% respectivamente, a producdo de NO de macrdofagos estimulados com LPS (1 pg/mL).
Além disso, o tratamento com 10 uM de MHTP diminuiu (p < 0,001) os niveis das citocinas
interleucina-1p (IL-1 B), IL-6 e IL-10 em 35,7%, 31,0% e 33,4% respectivamente, sem alterar os
niveis da quimiocina MCP-1/CCL2 no sobrenadante da cultura de macréfagos. Adicionalmente foi
avaliado o efeito anti-inflamat6rio do MHTP in vivo. O pré-tratamento oral com MHTP (2,5, 5 ou 10
mg/kg) apresentou efeito anti-edematogénico (p < 0,05) no edema de pata induzido por carragenina
inibindo a acdo da prostaglandina mas independente da degranulagdo de mastdcitos ou atividade da
histamina. O alcaloide (2,5 mg/kg) também foi capaz de inibir (p < 0,01) a migracdo de leucécitos
totais em 41,4% para a cavidade peritonial durante a inflamagdo induzida com carragenina,
diminuindo o namero de células polimorfonucleares (PMN) (59,6%) e proteinas totais (29,4%), sem
alterar células mononucleares (MNs) e os niveis de MCP-1/CCL2, IL-1pB, IL-6 e IL-10. Apés
caracterizacdo do efeito anti-inflamatorio, prosseguimos o estudo avaliando a atividade do MHTP no
modelo experimental de lesdo pulmonar aguda, onde o pré-tratamento com o MHTP (2,5 mg/kg)
inibiu (p < 0,001) a migracdo de células inflamatorias totais e PMNs para os pulmdes em 58% e
67,5%, respectivamente, sem alterar os MNs e a quantidade de proteinas totais. Os resultados obtidos
nesse estudo nos permite concluir que a molécula MHTP apresenta efeito anti-inflamatério por inibir
varios componentes do processo inflamatério inclusive pardmetros relacionados a lesdo pulmonar
aguda. Portanto, respaldamos o MHTP como um protétipo de molécula com atividade anti-
inflamatdria no desenvolvimento de novos farmacos a serem utilizados na resolugdo do processo
inflamatorios.

Palavras chaves: Inflamacdo aguda; Alcaloide; MHTP; Anti-inflamatorio; Prospecgdo de farmaco.



ABSTRACT

Inflammation is an immune response that aims to establish tissue homeostasis during infection or
injury. Even as a beneficial process, the inflammation can become damaging when it in excess.
Thereby, therapeutic strategies that may act in the resolution of inflammation are studied and
developed, having natural products and their compounds as main role in the discovery of new anti-
inflammatory molecules. In this context, the alkaloid 1 (3-methoxy-4-hydroxyphenyl)-7-methoxy-
1,2,3,4-tetrahydroisoquinoline (MHTP) was synthesized to prospect new compounds with therapeutic
properties. Thus, the goal of this study was to evaluate the MHTP anti-inflammatory effect using mice
models of acute inflammation in vitro and in vivo. At first, we assessed cell viability in cultured
peritoneal macrophages treated with a range of concentrations of MHTP. It was found that the alkaloid
did not present cytotoxicity at concentrations of 10, 25 or 50 uM. At these concentrations the MHTP
inhibited (p <0.001) the NO production in LPS- stimulated macrophages (1 pg/mL) in 24%, 47% and
39% respectively,. In addition, treatment with 10 uM of MHTP decreased (p <0.001) levels of IL-1p,
IL-6 and IL-10 in 35.7%, 31.0% and 33.4% respectively without changing the levels of the MCP-
1/CCL2 chemokine in the macrophage culture supernatants. Additionally, the in vivo anti-
inflammatory effect of MHTP was assessed. The oral pre-treatment with MHTP (2.5, 5 or 10 mg/kg)
showed anti-edematogenic effect (p < 0.05) in carrageenan-induced paw edema by inhibiting the
prostaglandin E, action independently of mast cell degranulation and histamine activity. The alkaloid
(2.5 mg/kg) was also able to inhibit (p < 0.01) total leukocyte migration in 41.4% to the peritoneal
cavity during inflammation induced by carrageenan, reducing the number of polymorphonuclear cells
(PMN) (59.6%) and protein (29.4%), without altering the number of mononuclear cells (MNs) and
MCP-1/CCL2, IL-1B, IL-6 and IL-10 levels. Following characterization of the anti-inflammatory
effect, we proceed evaluating the activity of MHTP in an experimental model of acute lung injury, in
which MHTP pre-treatment with 2.5 mg/kg inhibited (p <0.001) total inflammatory cell migration into
the lungs and PMNs in 58% and 67.5%, respectively, without changing the MNs and the amount of
total protein. The results obtained in this study allow us to conclude that MHTP molecule has anti-
inflammatory effect by inhibiting multiple components of the inflammatory process, including those
related to the acute lung injury, therefore supporting the MHTP as a prototype molecule with anti-
inflammatory activity in the development of new drugs to be employed to resolve inflammatory
processes.

Key words: Acute inflammation; alkaloid; MHTP; Anti-inflammatory; Prospecting drug.
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1.Introdugéo

1.1 Inflamacéo

A Inflamacao (do latim inflammare ou incendiar) é uma resposta imune, empregada
por ambos os sistemas imunes inato e adaptativo, durante uma infeccéo ou lesdo (SCOTT et
al., 2004). O primeiro a definir os sintomas clinicos da inflamag&o foi o médico romano
Cornélio Celsus (século I), conhecidos como os quatro sinais cardinais da inflamacao: rubor
et tumor cum calore et dolore (vermelhiddo e inchaco com calor e dor). O quinto sinal
cardinal, functio laesa (perturbacdo da fun¢éo), foi adicionado por Rudolph Virchow em 1858
em seu livro Cellular Pathologie (MAJNO, 1975). Embora os quatro sinais cardinais de
Celsus s6 se aplicam a inflamacéo que acompanha feridas e infeccBes agudas, functio laesa é
0 Unico sinal universal que acompanha todos os processos inflamatorios (MEDZHITOV,
2010). Hoje, esta estabelecido que os sinais clinicos da inflamacdo sdo resultados da
vasodilatacdo (calor e rubor), do acimulo de leucdcitos e do aumento do fluido intersticial
(tumor ou edema), da estimulagdo dos terminais nervosos por mediadores (dor) e inibicdo do
reflexo muscular, rompimento da estrutura do tecido (perda da funcdo) (SCOTT et al., 2004;
ALLER etal., 2007).

Iniciada como uma resposta essencialmente adaptativa, o processo inflamatério visa
restaurar a homeostase do organismo. Esse processo se da, geralmente, a custa de uma
diminuicdo transitoria da funcdo do tecido, com dano inevitavel ao préprio, o0 que por sua vez
pode contribuir para a patogénese de doencas de homeostase alterada (ASHLEY et al., 2012).
Dessa forma entende-se que, a inflamagdo € um processo benéfico, quando acontece em
proporcdes apropriadas, mas pode facilmente tornar-se prejudicial quando em excesso devido
ao seu potencial em danificar o tecido (MEDZHITOV, 2010).
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1.2 Inflamacgéo aguda

A inflamacdo aguda trata-se de uma resposta imediata (minutos, horas e/ou dias),
sendo, normalmente, benéfica para o hospedeiro. Desencadeada devido a presenca de
infeccOes ou lesdo do tecido, envolve eventos vasculares e celulares como vasodilatagéo,
exsudacéo de fluido rico em proteinas de fase aguda, que leva a formacéo de edema, liberacédo
de mediadores, migracdo de células, principalmente neutréfilos, para o sitio lesado, cuja
funcdo é erradicar o estimulo inicial e, em alguns casos, ativa¢cdo da cascata de coagulacéo
(Figura 1). Se a inflamag&o aguda for bem sucedida, restaurando a arquitetura do tecido
normal ou formando uma cicatriz de tecido conjuntivo, a homeostasia é restabelecida
(SHERWOOD; TOLIVERKINSKY, 2004; KRISHNAMOORTHY; HONN, 2006; POBER;
SESSA, 2007). O sucesso da resposta inflamatdria aguda resulta na eliminacdo dos agentes
infecciosos seguido por uma fase de resolugdo e reparacao, que é mediada principalmente por
monocitos que foram recrutados para o foco inflamatério bem como por macréfogos
residentes dos tecidos (MEDZHITOV, 2010).

Figura 1: Caracteristicas gerais da inflamagéo aguda. Viséo geral do processo inflamatério agudo.
Nos primeiros momentos apos lesdo ou infeccdo, observa-se o processo de vasodilatacdo do endotélio
vascular (1), o que permite exsudacgdo de fluido rico em proteinas de fase aguda (I1). Nessa fase séo
liberados diversos mediadores inflamatérios que controlam a inflamacdo (llI). Em adicdo, os
leucécitos sdo recrutados para o local (1V), principalmente os neutréfilos.

Fonte: <http://www.medicinageriatrica.com.br/wp-content/uploads/2012/03/Citocinas.jpg>
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Porém, se o estimulo n&o é eliminado, o processo inflamatério ira persistir e evoluir.
Neste caso, ocorrem alteracbes na composicdo dos leucdcitos infiltrantes, que passam de
neutrofilos, para uma mistura de celulas mononucleares, principalmente linfocitos e
macrofagos (POBER; SESSA, 2007). Assim, caracteriza-se uma inflamacdo cronica que
possui maior duracdo (semanas, meses e/ou anos) e esta associada a proliferacdo de vasos
sanguineos, fibrose e necrose tecidual (SHERWOOD; TOLIVERKINSKY, 2004).

1.3 Componentes da Inflamagéo

Atualmente sabe-se que a inflamacdo apresenta-se em muitas formas e modalidades
que sdo regidas por diferentes mecanismos de inducdo, regulacdo e resolucdo. Porém, de uma
forma geral pode-se dividir didaticamente a resposta inflamatdria em quatro componentes
principais: os indutores inflamatorios, os sensores que detectam os indutores, 0s
mediadores inflamatdrios induzidos pelos sensores, e as células e tecidos-alvo que sdo
afetados pelos mediadores inflamatorios (Figura 2). Cada componente participa de maltiplas
formas e em diferentes combinacgdes, em funcdo da ativacdo de vias inflamatdrias distintas
(MEDZHITOV, 2010).

Figura 2: Componentes da inflamagdo. A via inflamatdria consiste de indutores, sensores,
mediadores, e 0s tecidos-alvos. Indutores iniciam a resposta inflamatoria e sdo detectados por sensores
(receptores) expressos em celulas especializadas, como macrofagos teciduais residentes, células
dendriticas, e mastocitos. Elas induzem a producdo de mediadores, incluindo citocinas, quimiocinas,
aminas e eicosanoides bioativos. Estes mediadores inflamatorios agem em varios tecido-alvos para
provocar alteragcdes nos seus estados funcionais que optimizam a adaptacdo a condigdo nociva. Os
componentes especificos apresentados representam apenas uma pequena amostra de uma miriade de
diferentes sensores, mediadores, e os tecidos-alvos envolvidos na resposta inflamatoria. (Fonte:
Adaptado de MEDZHITOV, 2010).
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1.3.1 Indutores da inflamagéo

Os indutores sdo os sinais que iniciam a resposta inflamatéria, podendo ser divididos
em duas classes: exogenos e endogenos (MEDZHITOV, 2008). Os indutores exdgenos sdo
dividos em trés classes: padroes moleculares associados a patégenos ou PAMPS, fatores de
viruléncia e fatores de origem ndo microbiana. PAMPs é um conjunto limitado e definido de
padrdes moleculares conservados presente em todos 0os microorganismos de uma determinada
classe e reconhecidos por um conjunto de receptores correspondentes no hospedeiro. Os
fatores de viruléncia, em contraste com PAMPs, ndo sdo detectados por receptores
especificos, mas pelos efeitos da sua atividade, capaz de desencadear uma resposta
inflamatoria. Os indutores de origem ndo microbiana que incluem alérgenos, irritantes, corpos
estranhos e compostos toxicos sdo detectados por mimetizarem a atividade de viruléncia de
parasitas ou por atuar como agentes irritantes da mucosa. Os sensores para alérgenos sao em
grande parte desconhecidos. (MAJNO; JORIS, 2004). Indutores enddgenos, também
denominados alarminas ou “sinais de perigo” s@o constituintes de células normais que podem
ser liberados no meio extracelular durante estresse celular ou danos teciduais (KLUNE et al.,
2008). A identidade e as caracteristicas desses sinais sdo mal definidas, mas estes
provavelmente pertencem a diferentes classes funcionais de acordo com a natureza e o grau
de anomalias do tecido. Por exemplo, durante a morte celular por necrose, a integridade da
membrana plasmatica é desfeita resultando na libertacdo de certos constituintes celulares,
incluindo o ATP (trifosfato de adenosina), gerando uma resposta inflamatdria
(MEDZHITOV, 2010).

1.3.2 Sensores da inflamacéo (vias de sinalizagéo)

A resposta inflamatéria € coordenada por uma grande variedade de mediadores e
receptores expressos em células especializadas como macréfagos teciduais residentes, células
dendriticas, e mastdcitos, formando redes reguladoras complexas. Dependendo da natureza do
estimulo, o processo inflamatdrio poderd ser induzido por diferentes vias, referente ao
receptor especifico para o estimulo (MEDZHITQOV, 2008). Por exemplo, agentes patogénicos

bacterianos sdo detectados pelos receptores do sistema imune inato, tais como receptores Toll-
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like (TLRs), expressos em macrdfagos teciduais residentes. Sua ativagao induz a sinaliza¢do
intracelular por vérias vias que culminam na ativacdo do NF-xB (fator nuclear kappa B),
encontrado em praticamente todos os tipos de células em um estado inativado vinculado a um
inibidor da proteina, IkB (HAYDEN; GHOSH, 2008). O NF-kB quando ¢ liberado transloca-
se para 0 ndcleo, induzindo a producdo de citocinas inflamatérias (TNF-a, IL-1, IL-6) e
quimiocinas (MCP-1/CCL2 e CXCLS8), bem como prostaglandinas. Estes mediadores
inflamatdrios agem sobre os tecidos-alvo, incluindo os vasos sanguineos locais, para induzir a
vasodilatacdo, extravasamento de neutréfilos e plasma para o tecido infectado
(MEDZHITOV, 2010; ASHLEY et al., 2012).

As infecgOes virais, por sua vez, vao atuar produzindo interferons (IFN-a, IFN-B) por
células infectadas e ativando linfocitos citotdxicos. As atividades tipicas de fatores de
viruléncia podem ser detectadas por sensores especializados, como por exemplo, o
inflamassoma NALP3, sensivel ao efluxo de i6ns de K liberados pela formagéo de poros. Do
mesmo modo, a atividade proteolitica de proteases produzidas por helmintos é detectada por
receptores de basoéfilos ainda desconhecidos, que levam a producédo de histamina, IL-4, IL-5, e
IL-13 por mastdcitos e basofilos. Essa ultima resposta também pode ser desencadeada por
alérgenos, resultando em inflamacéo alérgica que afecta principalmente o epitélio da mucosa,
masculos lisos, e vasculatura (MEDZHITOV, 2008; 2010). Com relacdo a via de sinalizacao
iniciada pelos sinais de perigo, podemos citar o aumento de ATP no meio extracelular que
induz uma resposta inflamatoria ao ligar-se a purinoceptors na superficie dos macréfagos,
aumentando o efluxo de jons de K* e induzindo a secre¢o de interleucina-1 (MEDZHITOV,
2008; FERRARI et al., 2006).

1.3.3 Mediadores da inflamacéo

Diversos mediadores inflamatdrios sdo produzidos e/ou liberados pela acdo dos
indutores do processo inflamatdrio, com efeito em comum sobre a vasculatura e sobre o
recrutamento de leucdcitos. Os mediadores podem ser derivados de proteinas do plasma ou
secretados por células como leucécitos (macrofagos especializados residente no tecido
residente e mastocitos) ou pelas células presentes nos tecidos locais. Alguns mediadores séo
pre-formados, armazenados em granulos nos mastocitos e basofilos, ou circulando como

precursores inativos no plasma. Outros mediadores sdo produzidos diretamente em resposta
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ao estimulo (MAJNO; JORIS, 2004; MEDZHITOV, 2008). Os mediadores inflamatdrios
podem ser classificados em oito grupos de acordo com a sua propriedade bioquimica: I-
aminas vasoativas; |- peptideos vasoativos; Ill- fragmentos de componentes do complemento;
IV- mediadores lipidicos; V- citocinas; VI- quimiocinas; VI1I- enzimas proteoliticas e o VIII-
oxido nitrico (MARCINKIEWICZ, et al. 2003; MEDZHITOV, 2008)

1.3.3.1 Aminas vasoativas

As aminas vasoativas (histamina e serotonina), conhecidas como fatores
edematogénicos, sdo liberados de maneira tudo-ou-nada na degranulacdo de mastdcitos.
Possuem efeitos complexos sobre a vasculatura, causando um aumento da permeabilidade
vascular e vasodilatacdo ou vasoconstricdo, dependendo do contexto. As consequiéncias
imediatas de sua liberacdo pelos mastocitos podem ser altamente prejudiciais em organismos
sensibilizados, resultando em colapso vascular e respiratorio durante o choque anafilatico
(MEDZHITOV, 2008; KUMAR et al., 2009).

A histamina é mais conhecida por seus efeitos potentes sobre a vasodilatacdo e
contracdo do musculo liso durante as respostas de hipersensibilidade imediata (SMUDA et al.,
2011). Os mastdcitos e baséfilos sdo a principal fonte de grénulos armazenados com
histamina, que é liberada quando as células desgranulam em resposta a diversos estimulos
imunolégicos e ndo imunoldgicos (por exemplo, o composto 48/80). Os efeitos pleiotropicos
de histamina sdo acionados por ativacdo de um ou varios receptores de membrana de
histamina (H1, H2, H3 e H4) (JUTEL et al, 2009). O receptor H1 (H1R), acoplado a proteina
Gqg/11, e considerado o principal para o desenvolvimento dos eventos vasculares. A sua
ligacdo com histamina leva a ativacdo da isoforma B-1 da fosfolipase C (PLCP), a qual
hidrolisa o fosfatidilinositol 4,5 bisfosfato (PIP2) em diacilglicerol (DAG) e 1,4,5-trisfosfato
de inositol (IP3). Este ultima ativa seus receptores presentes no reticulo sarcoplasmatico (RS)
promovendo a liberagdo de calcio (Ca?*) desses estoques. O Ca®* presente no citosol ativa a
proteina cinase dependente de célcio (PKC) que fosforila e ativa os canais de calcio
dependentes de voltagem (CaV) na membrana plasmética permitindo a entrada de Ca* e
dessa forma promovendo a elevacdo dos niveis de Ca®" intracelular. O Ca*" se liga a
calmodulina formando o complexo 4Ca®*-calmodulina que por sua vez ativa a cinase da

cadeia leve de miosina (MLCK) a qual fosforila a cadeia leve de miosina e promove a
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contracdo das células endoteliais (YUAN, 2000). Adicionado a isso a histamina induz a
sintese de prostaciclina (PGl,), do fator de ativacdo plaquetéria (PAF), liberacdo de déxido
nitrico (NO) e fosforilacdo seguido de rompimento de componentes da juncdo celular
endotelial. Todos esses eventos convergem para o foco principal que é o aumento da
permeabilidade vascular (Figura 3) (KUMAR et al., 2009; JUTEL et al, 2009).
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Figura 3: Via de sinalizagdo da histamina via H1R-1. Em resposta & ligacdo da histamina no
receptoR H1 acoplado a proteina G (GPCR), a subunidade o troca GDP por GTP e subsequentemente
ativa a fosfolipase C (PLCp); II- Esta enzima cliva o fosfatidilinositol - 4 ,5 - bifosfato (PIP,) na
membrana plasmatica, liberando inositol- 1,4,5- trifosfato (IPs), que por sua vez leva a liberacdo de
fons de Ca®* a partir do endoplasmético reticulo (RS). Diacilglicerol (DAG) permanece na membrana
como um subproduto desta reacdo. I1I- O Ca*" presente no citosol ativa a proteina cinase dependente
de célcio (PKC) que fosforila e ativa os canais de calcio dependentes de voltagem (CaV) na membrana
plasmética permitindo a entrada de Ca®* e dessa forma promovendo a elevacdo dos niveis de Ca**
intracelular. 1V- O aumento no Ca?* citosélico livre ativa a enzima fosfolipase A2 (PLA2), que cliva a
fosfatidilcolina (PC) na membrana do plasma para produzir &cido araquidénico e lisofosfatidilcolina.
Acido araquiddnico é convertido pela ciclo-oxigenase -1 (COX-1) e prostaciclina sintase em
prostaglandina I, (PGI,), um potente vasodilatador do masculo liso vascular. V- Niveis elevados de
Ca,. também leva a ativacdo da proteina adaptadora citosdlica calmodulina. O complexo de
Ca’*/calmodulina ativa a 6xido nitrico sintase 3 (NOS3 ou iNOS) seguida da producdo de 6xido
nitrico (NO), que pode sinergizar com PGI, para relaxar células musculares lisas.VI- Ao mesmo
tempo, o complexo de Ca**/calmodulina também ativa a cinase da cadeia leve de miosina (MLCK),
que fosforila a cadeia leve da miosina (MLC). VII- Normalmente, esta reacdo € rapidamente terminada
por uma fosfatase MLC. VIII- Antes disso a MLC fosforila os filamentos de actina, que ligam as
proteinas que formam as juncOes aderentes e complexos de jungdo apertadas. Isto abre as ligagdes,
especialmente em células endoteliais venulares. IX- MLC também inicia a exocitose de corpos de
Weibel-Palade (WPB), trazendo a P-selectina para a superficie da célula. X- Lisofosfatidilcolina é
rapidamente acetilada a fator de ativacéo plaquetaria PAF que pode residir na membrana plasmatica e
fornecer sinais de ativacao a leucdcitos. (Fonte: Adaptado de POBER; SESSA, 2007).
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A serotonina ou 5 hidroxitriptamina (5-HT) é um importante neurotransmissor no
cérebro, envolvida na sensibilizacdo de nociceptores, regulacdo do sono, temperatura e
pressdo arterial. Na inflamacao, a serotonina pode influenciar na mobilidade e proliferacéo de
linfocitos, na fagocitose, nas propriedades citoliticas e na sintese de citocinas e quimiocinas.
A diversidade dos seus efeitos imunomoduladores é devido a heterogeneidade dos receptores
serotoninérgicos. Além dessas atividades, a serotonina apresenta a¢Ges periféricas similares
aquelas da histamina: é produzida e liberada por mastdcitos e plaquetas, promove a
vasodilatacdo dependente de oxido nitrico para aumentar a permeabilidade vascular (JUTEL
et al., 2009; SEPIASHVILI et al.,2013).

1.3.3.2 Peptidos vasoativos

Peptideos com propriedades vasoativas desempenham um papel fisioldgico importante
na regulacdo do tonus, reatividade e estrutura vascular. Em condicGes patoldgicas, alteracdes
na regulacdo dos peptideos vasoativos resultam em disfuncdo endotelial, remodelamento e
inflamacdo vascular (CALLERA et al.,, 2007). Os peptideos vasoativos podem ser
armazenados de forma ativa em vesiculas secretoras (substancia P) ou gerado pelo
processamento proteolitico de precursores inativos do fluido extracelular (cininas,
fibrinopeptideo A, fibrinopeptideo B e produtos de degradacdo da fibrina) (MEDZHITOV,
2008).

1.3.3.3 Fragmentos do complemento

O sistema complemento é composto por um grande numero de proteinas (fragmentos)
plasmaticas distintas que reagem entre si para opsonizar patdégenos e induz uma série de
respostas inflamatérias que contribuem para combater a infecgdo. O sistema complemento
pode proteger contra a infeccdo das seguintes maneiras: gerando um grande numero de
proteinas do complemento ativadas que se ligam de forma covalente a agentes patogénicos,
opsonizando-os para engolfamento pelos fagocitos; recrutando e ativando mais fagocitos para

0 local de ativacdo do complemento; destruindo bactérias pela criacdo de poros na sua
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membrana (JANEWAY, 2001). Além disso, alguns fragmentos do complemento (C3a, C4a e
C5a), conhecidos como anafilatoxinas, promovem o recrutamento de granuldcitos e
monocitos e induz a degranulacdo dos mastdcitos, afetando, assim, a vasculatura
(MEDZHITOV, 2008; KUHR et al., 2010).

1.3.3.4 Mediadores Lipidicos

Os mediadores de lipidos (eicosanoides e fatores de ativacdo de plaquetas - PAF) séo
derivados a partir de fosfolipidos, tais como a fosfatidilcolina, presente na membrana interna
da célula. Apés um aumento nos niveis intracelular de Ca®*, ocorre a ativacdo da enzima
citostlica fosfolipase Az, que por sua vez cliva a fosfatidilcolina em acido araquidénico e
acido lisofosfatidico (Figura 3) (MEDZHITOV, 2008).

O é&cido araquidonico (AA) é metabolizado para formar eicosandides ou por
ciclooxigenases (COX1 e COX2), que geram as prostaglandinas (PGs) e tromboxanos ou por
lipoxigenase, os quais geram os leucotrienos (LTs) e lipoxinas (LXAs) (MEDZHITQOV, 2008;
RAHNAMA et al., 2012). A COX-1 (cicloxigenase 1) é a enzima responsavel pela sintese
basal e constitutiva de prostaglandina, enquanto que a COX-2 (cicloxigenase 2) é induzivel, e
possui papel importante no processo inflamatério (FUNK, 2001). Ambas as isoformas da
ciclooxigenase produzem PGH,, o qual estd envolvido nas duas vias de sintese de
prostanodides. Primeiro PGH, é o substrato para as enzimas que produzem as outras
prostaglandinas e tromboxano A,. Em segundo lugar, PGH, sofre rearranjo espontaneo
rapidamente em solugdo aquosa a PGE,, PGD,, PGF,a, PGI, (Figura 4) (RAHNAMA et al.,
2012)
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Figura 4: Sintese de prostaglandinas Uma visdo geral da sintese de prostandides. As enzimas COX-
1 e COX-2 catalisam os passos chave na biossintese da prostaglandina. Produzem PGH, a partir de
acido aracdénico (AA), o qual é posteriormente convertido em cinco prostandides primarios
estruturalmente relacionados: as prostaglandinas: PGE,, PGD,, PGF,a, PGI, e tromboxano A,. Fonte:
Adaptado de RAHNAMA et al., 2012.

A PGE; e PGl; sdo os principais prostandides com acao pro-inflamatéria (SMYTH et
al., 2009). A PGE; é dotada de potente atividade vasodilatadora, sendo umas das substancias
responsaveis pela vasodilatacéo e pelo eritema presentes na inflamacéo aguda (SOLOMON et
al., 1968; MEDZHITOV, 2008). E considerada um dos componentes fundamentais na
inflamacdo, na dor, no cancer, como também é conhecida por regular as fun¢des fisioldgicas
do trato gastrointestinal e no rim, e quando produzida localmente, induz populacdes
especificas de neurdnios no sistema nervoso central, promovendo um comportamento de
doenca como: febre, anorexia, fadiga, sonoléncia e retraimento social (SUGIMOTO;
NARUMIYA, 2007; PECCHI et al., 2009). Altos niveis de PGE, sdo encontrados em
exsudatos inflamatdrios e a injecdo desse mediador diretamente dentro do tecido, produz uma
série de sinais classicos da inflamacéo (WILLIAMS; HIGGS, 1988).
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O metabolismo do AA por via das enzimas lipoxigenases produzem as lipoxinas
(LXA) e leucotrienos. As lipoxinas sao mediadores importantes para inibir a inflamac&o, além
de promover a resolucdo do processo inflamatorio e reparo tecidual. As LXA (resolvinas e
protectinas) apresentam uma atividade seletiva sobre leucdcitos polimorfonucleares (PMN) e
eosindfilos, impedindo a migracdo destas células para o foco da inflamacéo, além de induzir a
apoptose dos neutréfilos. Contudo, elas séo potentes ativadoras dos monacitos, favorecendo a
migracao e ativacdo da capacidade destas células em fagocitar corpos apoptéticos (GODSON
et al., 2000; GILROY et al., 2004, MEDZHITOV, 2008). Além das lipoxinas, as
lipoxigenases produzem os leucotrienos (LTs), mediadores inflamatorios responsaveis pela
quimiotaxia de fagocitos e aumento da permeabilidade vascular. Na biossintese dos LTs a 5-
lipoxigenase (5-LO) catalisa a oxigenacdo do acido araquidonico (AA) em LTA, a qual é
convertida através de LTA, hidrolase para o LTBy, e pela LTC, sintase em LTC,4. Os outros
cisteinil-LTs sdo formados por remogao hidrolitica do y-Glu e Gli de LTC, (originando LTD4
e LTE4). Em contextos pré-inflamatdrias, os LTs tipicamente estimulam respostas celulares
imediatas e de curta duracdo mediadas através de receptores acoplados a proteina G
(RADMARK; SAMUELSSON, 2009)

A segunda classe de mediadores lipidicos, o fator de ativacdo plaquetéaria (PAF),
gerado a partir da acetilagdo do &cido lisofosfatidico (Figura 3), é responsavel por ativar
varios processos que ocorrem durante a resposta inflamatoria, incluindo o recrutamento de
leucdcitos, vasodilatacdo, vasoconstricdo, aumento da permeabilidade vascular e ativacdo de
plaquetas (BOWDEN, 2004; MEDZHITOV, 2008; SERHAN, 2007).

1.3.3.5 Citocinas

As citocinas regulam o inicio, a manutengdo e o término das reac6es inflamatorias.
Sdo substancias pleiotropicas capazes de modular a funcdo de muitos tipos celulares, além de
serem determinantes para o infiltrado celular e para os efeitos sistémicos durante a inflamacao
aguda. Entre as citocinas mais estudadas, o fator de necrose tumoral-a (TNF-a), as
interleucinas 1L-1B, IL-6 e a quimiocina CXCL8 (também conhecida como IL-8) séo
importantes na inflamacdo, devido aos seus papéis na patofisiologia de muitas doencas
(LACY; STOW, 2011). Séo produzidas por diversos tipos de células, principalmente pelos

macrofagos e mastdcitos, possuindo diversas fungdes na resposta inflamatéria, como a
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ativacdo do endotélio e de leucdcitos e inducdo de resposta de fase aguda (MEDZHITOV,
2008).

A citocina TNF-a produzida por celulas polimorfonucleares e mononucleares, esta
envolvida na patogénese de diversas doencas e exerce potentes efeitos inflamatédrios, tais
como: inducdo da expressao de moléculas de adesdo no endotélio (ICAM-1 e VCAM-1) (EL
ALWANI et al.,, 2006); ativacdo de neutréfilos e fagdcitos mononucleares; aumento da
permeabilidade vascular e fator de crescimento para fibroblastos e angiogénese. A liberacéo
sistémica de TNF-a pode induzir febre e estimular a secrecdo de proteinas de fase aguda pelo
figado, além de, ativar a cascata de coagulacdo, induzindo vasodilatacdo sistémica com
conseqiente hipotensdo, catabolismo e hipoglicemia (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY,
2004).

A interleucina 1B (IL-1B) esta envolvida em diversas desordens inflamatorias,
incluindo diabetes, artrite reumatdide e cancer. Esta citocina é produzida em sua forma
inativa, (pro-1L-1p), que é transformada pela acéo da proteina caspase-1 em sua forma ativa, e
liberada no meio extracelular (EDER, 2009). IL-1PB ativa uma cascata de sinalizacdo que
induz a transcricdo de outras citocinas (como exemplo: IL-6, IL-8 e IL-12) e quimiocinas,
como o fator estimulador de coldnia de macr6fagos-granulécitos (GM-CSF) e a proteina-1
inflamatoria de macrofagos o/f (MIP-10/B), favorecendo a migracdo de mondcitos para o
foco da inflamacdo. Em adicdo, a IL-1 B ativa a expressao de moléculas de adesdo, o que
favorece o recrutamento e ativacdo de linfocitos inflamatorios, além de aumentar a expressdo
de genes como a COX-2; fosfolipase A2 e INOS (WITKAMP; MONSHOUWER, 2000).

A interleucina-6 (IL-6) também pré-inflamatoria, desenvolve suas acles ao interagir
com um receptor presente na membrana (IL-6Ra) que esta ligado a via de sinalizagdo JAK-
STAT levando a producdo de citocinas, quimiocinas e recrutamento de leucdcitos
inflamatdrios. Entretanto, a IL-6, também desenvolve efeitos anti-inflamatorios, ao interagir
com seu receptor soltvel (SIL6R) ativando uma via alternativa chamada de trans-sinalizagéo,
que estd associada a proteina transdutor de sinal e ativador de transcricdo 3 (STAT3). A
proteina STAT3 suprime a producdo de citocinas pro-inflamatdrias, recrutamento de
leucocitos, inibigdo da ativacdo das células dendriticas, alem de induzir a producédo de IL-10,
que apresenta propriedades anti-inflamatorias (HEINRICH et al., 2003; FIELDING et al.,
2008; RODRIGUEZ-VITA; LAWRENCE, 2010).

Além disso, a IL-1B, TNF-a, ¢ IL-6 podem ter efeitos sistémicos quando segregados
em quantidades suficientes. Tais citocinas induzem as células hepéticas (hepatocitos) a

produzir proteinas de fase aguda, como fatores de coagulacéo e proteina C reativa, e ativam o
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endotélio cerebral a produzir prostaglandinas, incluindo a principal prostaglandina pro-
inflamatdria, PGE, (PECCHlI et al, 2009).

A interleucina-10 (IL-10) é uma citocina com propriedades anti-inflamatdrias, e possui
um papel central na infeccdo por limitar a resposta imunitaria aos agentes patogénicos, e
impedindo, assim, danos ao hospedeiro. E produzida por diversos tipos celulares, incluindo as
células do sistema imune inato, células dendriticas (DC), macréfagos, mastocitos, células
natural Killer (NK), eosinofilos e neutrofilos. A resposta anti-inflamatoria é mediada através
do receptor de IL-10 (IL-10R) e ativacdo do sinal transdutor e ativador de transcricdo 3
(STAT3) (SARAIVA; O’GARRA, 2010).

1.3.3.6 Quimiocinas

As quimiocinas sdo produzidas por diversos tipos de células e controlam o
extravasamento de leucdcitos e quimiotaxia para os tecidos afetados (MEDZHITOV, 2008).
Sdo um grupo de proteinas segregadas dentro da familia das citocinas cuja funcdo genérica é
induzir a migracdo de células do sistema imunoldgico para locais em todo o corpo (ABBAS et
al., 2011; RAMESH et al., 2013). As duas maiores familias de quimiocinas sdo do grupo
CXC e CC, cuja atividade difere quanto a capacidade de estimular diferentes tipos de células
efetoras (HE et al., 2007). As quimiocinas CXC como a IL-8, atraem preferencialmente
neutrofilos para o sitio inflamatério (KHAJAH et al., 2011). Enquanto que as quimiocinas do
grupo CC como a eotaxina, a citocina regulada sob ativacdo que € expressa e secretada por
células T normais (RANTES) e a proteina quimiotatica para mondcitos-1 (MCP-1/CCL2 )
ativam predominantemente eosinofilos, basofilos, linfocitos e mondcitos (FIGARELLA-
BRANGER et al., 2003; HE et al., 2007; ANSARI et al., 2011).

As quimiocinas estdo envolvidas na manutencdo da homeostase e na inducdo da
inflamacéo. Quimiocinas homeostaticas sdo produzidas de modo constitutivo nos tecidos e
desempenham um papel na organizacdo do tecido. As quimiocinas inflamatdrias, por outro
lado, sdo produzidas durante as infecgdes ou como uma resposta a um estimulo inflamatorio e
facilitam uma resposta imune por guiar as células do sistema imune inato e adaptativo
(ABBAS et al., 2011; RAMESH et al., 2013).
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1.3.3.7 Enzimas proteoliticas

As enzimas proteoliticas (incluindo elastina, catepsinas e metaloproteinases da matriz)
tém diversos papéis na inflamacdo, através da degradacdo da matriz extracelular e proteinas
da membrana. Estas proteases desempenham papéis importantes em muitos processos,
incluindo a defesa do hospedeiro, remodelamento de tecidos e a migracdo de leucocitos
(MEDZHITOV, 2008).

1.3.3.8 Oxido Nitrico

O oxido nitrico (NO) desempenha diversos papéis em sistemas biolégicos como
mediador da vasodilatacdo, agregacdo plaquetaria e neurotransmissao, e regula a funcéo, a
morte e a sobrevivéncia de varios tipos de células, tando na resposta imune quanto na
inflamacdo. As vérias acfes bioldgicas do NO sdo ditadas pelas suas propriedades fisico-
quimicas. E uma pequena (30 Da) molécula sem carga que se difunde sem impedimentos para
dentro e para fora das células, e entre os compartimentos celulares (COLEMAN, 2002;
PACHER et al., 2007). Muitos tipos de células envolvidas direta ou indiretamente na
imunidade e inflamago sintetizam NO, incluindo fibroblastos, células endoteliais e epiteliais,
queratindcitos e condrécitos, mondcitos/macrofagos, células apresentadoras de antigenos, NK
(natural killers), eosinéfilos e mastdcitos. Em sistemas vivos o NO € sintetizado a partir da L-
arginina e de oxigénio molecular, catalisada pela enzima O6xido nitrico sintase (NOS)
(COLEMAN, 2002; MACMICKING et al., 1997). Ha trés membros da familia de NOS, duas
constitutivamente expressas (NOS-1 ou neuronal e NOS-3 ou NOS endotelial), e uma
expressa sO apoés ativagdo celular (NOS-2 ou induzivel ou iINOS) (MARCINKIEWICZ et al.,
2003). A iINOS, foi originalmente descrita em macréfagos peritoneal de camundongos
(MACMICKING, 1997) como a principal enzima para sintese de NO na imunidade e
inflamacdo. O gene da iINOS, o qual estd sob o controle do fator de transcricdo NF-kB, ¢é
induzido por lipopolissacarideo bacteriano ou citocinas pro-inflamatérias classicas, tais como
a IL-1B, TNF-a e de IFN-y, muitas vezes atuando em sinergia (COLEMAN, 2002).
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1.4 Eventos celulares e teciduais na inflamacéao

Os agentes efetores da resposta inflamatoria sdo os tecidos e células, com
funcionamentos especificamente afetados pelos mediadores inflamatérios (ASHLEY et al.,
2012). A capacidade migratoria das células do sistema imunolégico € uma caracteristica
fundamental da resposta imune, na qual leucocitos, em geral, migram da circulacdo para
tecidos adjacentes e sdo capazes de conter e destruir microorganismos patogénicos por meio
da fagocitose e liberagdo de espécies reativas de oxigénio, nitrogénio e enzimas proteoliticas
presente em seus granulos (YONEKAWA; HARLAN, 2005).

O processo de extravasamento de leucdcitos a partir do vaso (especificamente das
vénulas pds-capilares) para um tecido infectado, inflamado ou lesado, é mediado através de
processos moleculares, mecanicos e quimicos sequenciados temporalmente, que em conjunto
é desginado como cascata de adesdo leucocitaria e sdo, em geral, bastante semelhantes para as
diferentes subpopulagdes de leucocitos (SCHMIDT et al., 2013). A passagem dos leucocitos
do limen vascular para o tecido é guiada por interac6es especificas, dependentes da existéncia
de diferentes familias de moléculas de adesdo (selectinas, integrinas e imunoglobulinas) e
seus respectivos receptores nos leucocitos e nas células endoteliais (BARREIRO et al., 2010;
SUNDD et al., 2011). Na maioria dos tecidos, a cascata de recrutamento leucocitario envolve
comumente as seguintes etapas reconhecidas: captura, rolamento, adesdo e transmigracao
(Figura 5).

Figura 5: Recrutamento leucocitario Passos do recrutamento leucocitério: captura, mediado pelas
selectinas; rolamento, por quimiocinas; adesdo, mediada por integrinas e transmigracdo paracelular e
transcelular. (Fonte: Adaptado de Ley et al, 2007).
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O recrutamento leucocitario € iniciado por mudancas na superficie do endotélio,
resultado da estimulacdo pelos mediadores inflamatérios incluindo a histamina, cisteinil
leucotrienos e citocinas como TNF-a e IL-1B que sdo liberados a partir de leucdcitos
sentinelas residentes no tecido quando estimulados (WILLIAMS et al., 2011). Em poucos
minutos, as selectinas (P-selectina e E-selectina) sdo redistribuidas para a superficie da célula
endotelial. Estas duas moléculas contribuem para rolamento dos leucdcitos sobre a superficie
endotelial via ligagdo com seus ligantes glicosilados presentes na membrana dos leucocitos,
incluindo o ligante de glicoproteina da P-selectina 1 (PSGL1), levando a captura de
leucdcitos circulantes livres na superficie endotelial e seu subsequente rolamento ao longo do
vaso em direcdo do fluxo sanguineo (SUNDD et al., 2011; WILLIAMS et al., 2011,
KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013).

O processo de rolamento desacelera os leucdcitos circulantes, aproximando-os das
células endoteliais, permitindo a ligacdo de quimiocinas, como exemplo, os membros da
familia CXC (IL-8), aos seus receptores. A ativacdo dos receptores para quimiocinas
desencadeia vias de sinalizacdo intracelulares que ativam as integrinas dos leucdcitos. A
interacdo entre as integrinas e seus ligantes de imunoglobulinas expressas no endotélio
promove uma forte adesdo dos leucdcitos ao endotélio, com posterior transmigracdo celular
(WEBER et al., 2007). A transmigracao (passagem através da camada de células endoteliais
ocorre tanto paracelularmente (entre as células endoteliais) ou transcelularmente (através de
uma célula endotelial). Os dois processos levam os neutrofilos para o espaco extravascular e
permite que o leucdcito alcance o local da inflamacdo através da matriz extracelular
(HICKEY; KUBES, 2009; PETRI, et al., 2011)

1.4.1 Células da inflamacéo

1.4.1.1 Neutréfilos

Os neutrofilos também chamados de polimorfonucleares (PMN), devido ao seu ndcleo
segmentado (PORTH, 2010) s&o as primeiras células a alcangarem os sitios inflamatorios. Os
PMN, durante a infec¢do dos tecidos, séo recrutados do sangue e também mobilizados da

medula 6ssea, 0 que resulta em neutrofilia sanguinea e um fornecimento adequado destas
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células para os tecidos. Uma vez ativados, fagocitam o antigeno estranho e exercem suas
acOes bactericidas por meio da producéo de espécies reativas do oxigénio (ROS) e liberacdo
de componentes toxicos dos granulos (NATHAN, 2006; PUELLMANN et al., 2006). A
permanéncia e 0 numero excessivo de neutréfilos nos tecidos exacerbam a inflamacao,
liberando proteases, ROS e mediadores pro-inflamatorios (SAVILL et al., 1989; SOUSA et
al.,, 2010). O acumulo de neutrofilos nos tecidos é uma caracteristica de condicGes
inflamatdrias agudas, mas também de vérias condi¢des inflamatorias cronicas, tais como
glomerulonefrite, doenca inflamatdria intestinal, vasculite autoimune, dermatite e artrite
reumatoide (WEISSMANN; KORCHAK, 1984; KASAMA et al., 2005; LARSEN et al.,
2009).

1.4.1.2 Mondcitos e Macrofagos

Os mondcitos compreendem 5-10% dos leucocitos periféricos circulantes. Estas
celulas se desenvolvem na medula 6ssea, circulam no sangue periférico e migram para o
tecido inflamado (VAN FURTH, 1985; PORTH, 2010). Durante o extravasamento para 0s
tecidos 0os monacitos se diferenciam em macrofagos ou células dendriticas, por isso, estas
células sdo comumente denominadas derivadas de mondcitos (KUMAR; JACK, 2006;
GEISSMANN et al., 2010). A diferenciacdo dos mondcitos em macréfagos é influenciada por
eventos de adesdo durante o extravasamento e pelo meio inflamatério local (SUDHAKARAN
etal., 2007).

Os macrofagos sdo células residentes dos tecidos, que sdo rapidamente ativadas na
lesdo tecidual ou na presenca de microrganismos (MEDZHITOV, 2010; MORI et al., 2011)
com fungdes de apresentacdo de antigenos, fagocitose e imunomodulacdo por meio da
producdo de citocinas (IL-1p e TNF-a, IL-6) e quimiocinas (KC, IL-8, MCP-1/CCL2,
RANTES,), desempenhando um papel fundamental na iniciacdo, resolucdo, e manutengéo do
processo inflamatdrio. Os sinais de ativagdo para estas células incluem citocinas tais como
TNF-0, IFN-y, IL-12, fator estimulante de colbnias de granuldcitos-monadcitos (GM-CSF),
componentes bacterianos (LPS), proteinas da matriz extracelular e outros mediadores
quimicos (FUJIWARA; KOBAYASHI, 2005; MEDZHITOV, 2010). A fagocitose dos
macrofagos induz a eliminacdo de células apoptoticas e microrganismos e apresentam

peptideos antigénicos as células T. Por isso, os macrofagos estdo envolvidos na homeostase



OLIVEIRA, M.T.P. (2014) | 43
INTRODUCAO

tecidual, bem como na imunidade adaptativa (MEDZHITOV, 2008; SOEHNLEIN;
LINDBOM, 2010).

1.5 Resolucéo da Inflamacéo

A Ultima fase da inflamacdo é a sua resolucdo, fundamental para limitar os danos
colaterais para o0 hospedeiro. Apds as primeiras horas de inflamacdo, um programa
coordenado de resolucdo estd definido por macrofagos residentes do tecido. Durante a
inflamacdo aguda, estas células produzem prostaglandinas e leucotrienos pré-inflamatorios,
mas mudam rapidamente para lipoxinas que sao anti-inflamatérias (ASHLEY et al., 2012). A
troca dos mediadores lipidicos de prostaglandinas pré-inflamatorias para lipoxinas é crucial
para a transi¢do de uma inflamacdo para resolucdo. As lipoxinas inibem o recrutamento de
neutréfilos, e promovem o recrutamento de mondcitos. As resolvinas e protectinas, que
constituem outra classe de mediador lipidico, bem como o fator de crescimento
transformante-p (TGF-P) e fatores de crescimento produzidos por macrofagos, também tém
um papel crucial na resolucdo da inflamacdo, incluindo o inicio de reparacdo tecidual
(SERHAN, 2007; MEDZHITOV, 2008).

Para conseguir a resolucdo completa da inflamacdo além de desativar a producao de
mediadores inflamatorios, é necessario inibir o acumulo de células inflamatérias e remover
detritos sem iniciar uma resposta autoimune. Nesse contexto, as células fagociticas
mononucleares, incluindo macrofagos residentes e recrutadas sdo as principais células

responsaveis para restauracio da homeostase do tecido inflamado (GOMEZ-MURNOZ, 2013).

1.5.1 Intervencéo farmacologica na inflamagéo

Dentre os principais farmacos utilizados na clinica para inflamagdo aguda destacam-se
os anti-inflamatdrios nao esteroidais (AINEs) como a indometacina, extensivamente
comercializada por seu efeito analgésico e antifebril, e capacidade de reduzir a sintese de
prostaglandinas, inibindo a ciclooxigenase (ENOS, et al., 2013); e a prometazina, um derivado
fenotiazina com propriedades anti-histaminica, que atua inibindo a ligacdo da histamina ao

seu receptor (JO et al, 2009). Os antiinflamatorios esteroidais (AIES) ou glicocorticoides,



OLIVEIRA, M.T.P. (2014) | 44
INTRODUCAO

como a dexametasona, sdo amplamente utilizados para tratar doencas inflamatorias, tais como
lesdo pulmonar aguda (LPA), asma e artrite reumatdide. A dexametasona se liga ao receptor
de glucocorticoides no citoplasma e induz a translocacao do receptor para o nucleo (KIM et.
al, 2011), interferindo na sinalizacao da transcri¢do de importantes reguladores inflamatorios,
exemplo o NF-kB (factor nuclear kappa B) (COUTINHO; CHAPMAN, 2011). Porém ambas
as classes de anti-inflamatorios apresentam efeitos colaterais graves e geralmente séo
onerosos financeiramente para populagdes carentes (SCHIMMER; PARKER, 2003).

Assim, embora os processos inflamatdrios sejam estudados hd mais de dois séculos, a
busca por novas estratégias terapéuticas para as condi¢des inflamatérias que sejam eficazes
em reduzir os danos sem interferir nos mecanismos regulatérios da inflamag&o se mostra uma
necessidade premente (WERMUTH, 2004). Como opc¢do terapéutica, o uso de plantas
medicinais como forma de curar os processos inflamatorios é de origem antiga e
fundamentada no uso popular por sucessivas geracoes (PEREIRA et al., 1999; ZAKARIA et
al., 2010). Diversos compostos naturais e sintéticos vém sendo testados no tratamento das
doencas inflamatdrias, e o estudo de seus mecanismos de acdo propiciara maior seguranca
para 0 seu emprego na clinica. Entre as diversas estratégias utilizadas para a introducdo de
novos farmacos na terapéutica, as modificages moleculares mostram-se promissoras. Estas
consistem na transformacdo quimica de moléculas conhecidas, com o objetivo de aumentar a
poténcia e a seguranca (WERMUTH, 2004).

A quimica de produtos naturais e a quimica organica sintética tém sido a forca motriz
para a pesquisa e descoberta de medicamentos (OJIMA, 2007). Historicamente, a maioria dos
novos medicamentos tem sido gerada a partir de compostos derivados de produtos naturais
principalmte dos metabolitos secundarios (LAHLOU, 2013). Os metabolitos secundérios de
diversas formas de vida tém mostrado atividades bioldgicas potentes e vém fornecendo
compostos lideres na descoberta de medicamentos para o tratamento de cancer, infeccbes
microbianas, inflamacdo, hipercolesterolemia e rejei¢do de tecidos em transplantes de orgaos.
Além disso, esses produtos naturais tém proporcionado uma série de ferramentas

extremamente Uteis para a pesquisa (OJIMA, 2007).

1.6 Alcaloides

Alcaloides (alcalino-like) sdo metabolitos secundarios produzidos por uma variedade

de organismos como bactérias, fungos, animais marinhos, microrganismos e plantas. S&o
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amplamente distribuidos na natureza, com uma gama de estruturas, rotas de biossintese e
importantes atividades farmacolédgicas (BHADRA; KUMAR, 2011). Representam um grupo
de substancias que influenciou muito a histéria medica, econémica, politica e social da
humanidade, apresentando tanto atividade terapéutica quanto toxica (ROBERTS; WINK
1998). A maioria dos alcaloides sdo substancias cristalinas bem definidas que se unem com
acidos para formar sais. Dessa maneira, formam um grande grupo de substancias de dificil
definicdo devido as grandes diferencas estruturais entre elas. Uma defini¢do precisa do termo
"alcaloide” é um pouco dificil, porque ndo ha uma fronteira clara entre alcaloides e aminas
complexas naturais (TREASE; EVANS, 2009). A definicdo mais aceita para esta classe de
compostos € de Peletier, reconhecida no ano de 1983, que propde que “alcaloide seria uma
substancia organica, de origem natural, ciclica, contendo um nitrogénio em estado de
oxidacdo negativo e cuja distribuicdo ¢ limitada entre os organismos vivos” (ROBERTS;
WINK 1998; PINTO, 2011).

Segundo Trease e Evans (2009) devido a grande variedade em sua origem boténica,
bioquimica, na estrutura quimica e na sua a¢do farmacologica muitos sistemas diferentes de
classificacdo sdo possiveis para os alcaloides. Uma classificacdo didatica comum € baseada na
origem dos alcaloides em relacdo aos aminoacidos. S&o consideradas duas categorias gerais:
a) Alcaloides ndo-heterociclicos ou atipicos, também chamados de ‘proto-alcaloides' ou
aminas bioldgicas; b) Alcaloides heterociclicos ou tipicos, subdivididos de acordo a sua
estrutura em anel. Os alcaloides tipicos sdo derivados de fontes vegetais, possuem carater
basico, um ou mais atomos de nitrogénio (normalmente em um anel heterociclico),
demonstrando, geralmente, uma acdo fisiolégica sobre 0 homem ou outros animais. Um
exemplo de um alcaloide tipico sdo os alcaloides tetrahidroisoquinolinicos, comumente
encontrados em numerosos produtos naturais estruturalmente diversos que exibem uma vasta
gama de atividades bioldgicas e farmacologicas (AMAT et al., 2010; AWUAH; CAPRETTA,
2010).

Devido a sua capacidade de exercer atividades farmacoldgicas particularmente em
mamiferos, os alcaloides tém sido estudados a mais de 4 mil anos na medicina, mas, apenas
no século 19 foram isolados alguns exemplares com atividades terapéuticas, possibilitando a
reintroducdo de inimeros farmacos no tratamento das mais diversas doencas. Atualmente,
estima-se que sdo conhecidos cerca de 10.000 alcaloides, sendo destaques como farmacos nos
dias atuais (TREASE; EVANS, 2009). Um dos exemplos mais famosos na literatura, como
um pioneiro no estudo da acdo medicinal dos alcaloides foi o opium (Papaver somniferum),

devido suas propriedades anestésica e narcotica. Outros estudos com alcaloides isolados



OLIVEIRA, M.T.P. (2014) | 46
INTRODUCAO

demostraram suas propriedades anti-hipertensiva, anti-arritimica, anticancerigena, antibiotica
sendo essas apenas alguns exemplos ilustrando a importancia do grupo (ROBERTS; WINK
1998).

Outro exemplo de alcoloide com efeitos farmacoldgicos diversos € a warifteina, uma
molécula bisbenzilisoquinolinica isolada da planta Cissampelos sympodialis Eichl.
(Menispermaceae). Na literatura estdo descritas sua agdo bloqueadora neuromuscular com
uma propriedade anestésica local (GORINSKY et al., 1972), atividade espasmolitica
(CORTES et al., 1995) através da modificacdo metabolismo do calcio (FREITAS et al.,1996);
atividade microbicida sobre formas amastigotas de Leishmania sp. (SANTOS, 2001), bem
como alteragédo na expressédo dos seus genes (CAVALCANTI DA SILVA, 2004), propriedade
antialérgica (BEZERRA-SANTOQOS, 2006), atividade anti-edematogénica e anti-hiperalgésicas
(FERREIRA COSTA, 2008), inibidor de respostas de células B (ROCHA et al., 2009),
atividade antidiarreica (FERREIRA COSTA, 2013).

Alguns alcaloides servem como modelo para a sintese quimica de moléculas andlogas
com propriedades melhoradas. Por exemplo, os alcaloides hiosciamina e escopolamina sédo
modelos para a sintese de agentes capazes de reduzir a atividade do sistema nervoso
parassimpatico; a tubocurarina para relaxantes do musculo esquelético; a cocaina para
anetesia local; a morfina para producdo anestésica e a codeina para agente antitussigeno
(ROBERTS; WINK 1998).

1.7 Exploracéo de produtos naturais versus Sintese quimica

Medicamentos baseados em produtos naturais, em particular, farmacos a base de
plantas representou cerca de 80% de todos os medicamentos em uso por volta de 1990.
Componentes de plantas representavam a principal fonte para o desenvolvimento de novas
moléculas farmacologicamente interessantes. E comumente aceito que os produtos naturais
sdo inerentemente melhor tolerados no organismo e apresentam vantagens inatas para o
desenvolvimento de medicamentos e sintese de produtos quimicos (ZAID et al., 2010). Os
produtos naturais sdo as principais fontes de agentes terapéuticos inovadores para doencas
infecciosas (tanto bacterianas e fungicas), cancer, distarbios lipidicos e imunomodulagdo. No
entanto, a complexidade de muitos produtos naturais pode limitar a sintese quimica no intuito

de optimizar o seu uso terapéutico. Além disso, a obtencdo de uma fonte renovavel de
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compostos ativos a partir de fontes bioldgicas pode ser problemética (CLARDY; WALSH,
2004).

As dificuldades para obtencdo e isolamento de quantidades significativas de
alcaloides, indispensaveis para 0s ensaios in vitro e principalmente in vivo, vém de encontro
aos animadores resultados experimentais. O extrativismo vegetal, além de fornecer pequenas
quantidades de substancias, compromete a preservacao da espécie vegetal e representa um
método pouco atraente do ponto de vista econdmico (CORDEIRO, 2012). Alem disso, muitas
vezes as moléculas de interesse s@o produzidas na natureza em quantidades muito pequenas,
além de serem de dificil purificacdo, fazendo com que suas preparagdes sintéticas sejam de
grande interesse (PINTO, 2011). Desta forma destaca-se a importancia dos métodos sintéticos
para obtencdo destes compostos, que além de viabilizar a producdo em média e larga escala,
oferece a flexibilidade necessaria a preparacdo de analogos e miméticos que viabilizam ndo s
os estudos farmacoldgicos in-vivo como nos oferece a oportunidade de estudos da relagédo
estrutura-atividade (CORDEIRO, 2012).

1.8 A 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-7-metoxi-1,2,3,4,-tetrahidroisoquinolina (MHTP)

A 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-7-metoxi-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina  (Figura 6)
(MHTP) é um alcaloide inédito, sintetizado experimentalmente para prospec¢do de novos
compostos com propriedades terapéuticas, tendo em vista o historico positivo do grupo dos
alcaloides frente as diversas doencas (CORDEIRO, 2012).

Figura 6: Estrutura quimica do MHTP. 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-7-metoxi-1,2,3,4,-
tetrahidroisoquinolina. Fonte: CORDEIRO, 2012
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O MHTP possui semelhanca quimica com as criptostilinas I, Il e 111 isoladas a partir
da planta Cryptostylis fulva (Orchidaceae) (Figura 7) as quais possuem consideraveis
significancias bioldgicas. Numerosos analogos das criptostilinas foram descritos como
antagonistas farmacoldgicos para o receptor D1 de dopamina (MINOR,1994; MUNCHHOF;
MEYERS, 1995).

I R,=H:R,=R,=0CH,0
]| R-':H:RQ:RE:'DM'E
Il R,=R,=R,=0Me

Figura 7: Estrutura quimica das Criptostilinas I, I1, 111 Fonte: MUNCHHOF; MEYERS (1995)

Além das criptostilinas, o MHTP ¢é quimicamente semelhante aos alcaloides
isoquinolinicos sinteticos CKD712 [(S)-1-(a-naftilmetil)-6,7-di-hidroxi-1,2,3,4-
tetrahidroisoquinolina] e THI52 (1- naftiletil -6,7- dihidroxi -1,2,3,4- tetrahidroisoquinolina)
descritos na literatura por possuirem atividade anti-inflamatéria (KANG et al., 2003; TSOY
et al., 2008).

Figura 8: Estrutura quimica do alcaloide CKD712.Fonte: TSOY 1 et al.( 2008)
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Figura 9: Estrutura quimica do alcaloide THI 52. Fonte: KANG et al.( 2003)

Portanto o objetivo desse estudo foi caracterizar a resposta anti-inflamatéria do MHTP
utilizando modelos experimentais classicos de inflamacdo aguda bem como um modelo
experimental de doenca denominado lesdo pulmonar aguda (LPA). A LPA em humanos é
uma condicdo inflamatéria na qual se observa os principais eventos da inflamacéo aguda com
taxas de mortalidade substanciais, em torno de 30-50% e que apesar das sofisticadas terapias
intensivas baseadas em evitar as complicacdes e tratar a causa subjacente, a LPA ndo tem

tratamento especifico.
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OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

Investigar o efeito do alcaloide sintetico 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-7-metoxi 1,2,3,4-

tetrahidroisoquinolina (MHTP) em modelo experimental de inflamacgéo aguda.

2.2 Objetivos Especificos:

e Investigar a citotoxicidade do MHTP em macrofagos peritoneais;

e Avaliar a producgdo de 6xido nitrico em macrdfagos na presenga do MHTP;

e Analisar a inibigdo da producéo de 6xido nitrico e citocinas em macrofagos ativados;

e Avaliar o efeito do MHTP na formacdo do edema de pata induzido por carragenina,;

e Estudar o efeito do MHTP no edema de pata induzido por prostaglandinas da série E;

e Verificar o efeito do MHTP na degranulacdo de mastécitos induzida pelo composto
48/80 em modelo de edema de pata;

e Analisar o efeito do MHTP nos edemas de pata induzidos por histamina.

e Quantificar o nimero de celulas da inflamacdo, a concentracdo de proteinas e a
liberagdo de citocinas no lavado peritoneal de camundongos estimulados com
carragenina apds tratamento com MHTP;

e Avaliar o efeito do MHTP na leséo pulmonar aguda experimental.



MATERIAL E METODOS
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Camundongos swiss fémeas de 6-8 semanas com peso corporal entre 25-35 g foram
utilizados nos experimentos in vivo e camundongos machos BALB/c de 6-8 semanas (20-25
g) foram utilizados nos protocolos experimentos in vitro. Os animais, foram mantidos em
gaiolas de polipropileno a uma temperatura de 25 + 2 °C, em ciclos de claro e escuro de 12
horas (6h00 as 18h00 claro e de 18h00 as 6h00 escuro) com livre acesso a dgua (autoclavada)
e a uma dieta controlada, a base de racdo do tipo pellets durante todo o periodo de
experimentacdo. Os camundongos foram fornecidos pelo biotério Professor Thomas George
da UFPB. Os protocolos experimentais foram submetidos e aprovados pelo Comité de Etica
de Uso Animal (CEUA)/UFPB com o numero de protocolo 0205/13. Cada grupo
experimental apresentou nimero de 4 a 6 animais. Todos 0s procedimentos experimentais
foram conduzidos de acordo com as orientacbes do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), além de observar as exigéncias dispostas na Lei n°
11794/2008.

3.2 Obtencao e preparo do alcaloide 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-7-metoxi 1,2,3,4,-
tetrahidroisoquinolina (MHTP)

O alcaloide  1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-7-metoxi-1,2,3,4,-tetrahidroisoquinolina
(MHTP) é uma molécula inédita, sintetizado no Centro de Biotecnologia, UFPB sob
responsabilidade do professor Dr. Luis Cezar Rodrigues que nos cedeu gentilmente a
molécula. Os detalhes da metodologia de obtengéo e caracterizagcdo quimica do MHTP estéo
disponiveis no trabalho de dissertacdo intitulado “Aplicacdo da reacdo de Pictet-Spengler na
sintese de alcaloides fenil tetra hidroisoquinolinicos inéditos” (2012) do Programa de
Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos/CCS/UFPB, Jodo Pessoa, PB. Resumidamente, para
a construcdo do MHTP foi utilizado como matéria prima a 4-metoxifeniletilamina (1) e a
vanilina (2), baseado na metodologia de Cheng e colaboradores (2008) o qual aplica a reacéo
de Pictet-Spengler (Fig. 10). Ao final da reacéo foi obtido 3,5 g do MHTP com rendimento de



OLIVEIRA, M.T.P. (2014) | 54
MATERIAL E METODOS

93,45%, caracterizada como um liquido oleoso amarelado, tornando-se posteriormente muito

viscoso e rosado (Cordeiro, 2012).

MeO

Figura 10: Sintese do MHTP. Sintese da 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-7-metoxi-1,2,3,4,-
tetrahidroisoquinolina (3). Fonte: CORDEIRO, 2012.

Férmula molecular C17H19NO3
Massa molecular 285 g/mol
Solubilidade 0,0010 g para 20pL de tween (20%) em 1mL de salina

Tabela 1: Informac@es quimicas do MHTP. Fonte: Cordeiro, 2012.

Para a realizagdo dos ensaios experimentais o0 MHTP foi pesado (g) em um gral de
porcelana (almofariz), adicionado o solvente (Tween 20% - VETEC®) e mantido em repouso
por 20 minutos sem exposicdo a luz, em temperatura ambiente. Em seguida, a solugédo foi
homogeneizada com auxilio do pistilo até obter uma Unica fase, antes da adicdo de salina, de

acordo com a solubilidade do alcaloide descrito na tabela 1.
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Figura 11: Avaliagéo da atividade do MHTP em modelos in vitro

3.3 Determinacdo da citotoxicidade do MHTP

A cultura celular pode ser utilizada para analisar a toxicidade de uma molécula pela
estimativa das funcbes basais da célula ou por ensaios que medem as funcbes celulares
especializadas, podendo os ensaios ser realizados em varios tipos de células (EKWALL et al.,
1990). Para a avaliacdo da citotoxicidade, foram utilizados macrdofagos peritoneais de
camundongos BALB/c (Fig.11). Os animais foram estimulados com 1 mL de tioglicolato de
sodio (3% - 1,5 g de caldo de tioglicolato - HIMEDIA®- agua destilada g.s.p. 50 mL -
solucéo autoclavada por 15 min a 121°C, 1 atm) na cavidade peritoneal no dia 1 e mantidos
por cinco dias com agua e racdo livre. No dia 5, os animais foram eutanasiados para obtencgéo
dos macréfagos peritoneais com injecdo de 8 mL de meio RPMI (GIBCO®) na cavidade
peritoneal e apds 30 segundos de massagem, o lavado foi recuperado. As células foram
centrifugadas a 1200 rpm a 4 °C por 10 minutos e ressuspendidas em 1 mL de meio RPMI
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completo (RPMI + 10% soro bovino fetal —SBF, 100 U.l. de penincilina e 100 pg/mL de
estreptomicina) e a viabilidade determinada utilizando o corante Azul de Trypan (4% - 0,4 g
de azul de Tripan -Merck®-, PBS qg.s.p. 10 mL). As ceélulas foram ressuspensas na
concentracdo de 4x10° células/mL em meio RPMI completo e distribuidas em pocos de placa
de 96 pocos (200 pL/pogo). Em seguida, as células foram cultivadas por 24 horas para aderir.
Apos as 24h (6° dia do experimento) foi retirado o sobrenadante de cada poco da placa e
adicionado 200 plL/poco de meio RPMI completo para garantir que a maioria das células
presentes na placa fossem macrofagos, uma vez que apenas este tipo de leucdcito presente no
peritoneo tem a capacidade de aderir fortemente na superficie do pogo. Apds esse
procedimento foram adicionados o MHTP (0,1, 1,10, 25,50, 100 e 200 uM) na presenga ou na
auséncia de lipopolissacarideo (LPS de Escherichia coli - Sigma-Aldrich®) a 1ug/mL. Apos a
incubacdo por 24 horas os sobrenadantes foram coletados para posterior analise da viabilidade
celular, producéo de NO e citocinas (FERREIRA COSTA et al., 2008).

3.4 Determinacdo da viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio do MTT (brometo de 3-metil-[4-5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazolio- Sigma-Aldrich®) descrito por Mosmann (1983). Este
método é baseado na capacidade das enzimas mitocondriais (desidrogenases) de células
viaveis transformar o sal de tetrazolio (MTT), de cor amarela, no seu derivado formazan azul
(cor violeta), soluvel em DMSO e em alcool &cidos (REILLY et al., 1998) dosado por
espectofotdbmetro. Dessa maneira, quanto maior a intensidade da cor violeta mais células
metabolizaram o0 MTT, logo a intensidade da cor € proporcionalmente a viabilidade celular.

Apos 24h de cultura celular, os sobrenadantes foram retirados como descrito acima.
As células que permaneram nos pocos da placa foram adicionados 90 pL de meio RPMI
completo e 10 puL de uma suspensdo de MTT a 5 mg/mL e incubadas por 4 horas, a
temperatura de 37° C e 5 % de CO,. Apos esse periodo, o sobrenadante foi removido e 100
uL de DMSO adicionados em cada pogo para dissolver os cristais de formazan formado. A
viabilidade celular foi quantificada pela medida da densidade Optica no comprimento de onda
de 570 nm, determinada por um leitor de microplacas (Spectramax 190 — Molecular Device).
A média dos valores das absorbéancias obtida nas células ndo tratadas foi considerada como
100 % de viabilidade. Este ensaio foi realizado duas vezes de maneira independente em
triplicata (WILSON, 2006).
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3.5 Determinacéo dos niveis de NO

Durante a resposta inflamatdria os macréfagos produzem diversos mediadores, tais
como citocinas, quimiocinas e 6xido nitrico (NO) que contribuem para o controle da
inflamacéo (BRADLEY, 2008). A producdo de NO foi avaliada pela dosagem do seu produto
de degradacdo mais estavel, o nitrito, pelo método colorimétrico indireto conhecido como
reacao de Griess (GREEN et al., 1982). Neste método, o nitrito, quando presente na amostra,
reage com a sulfanilamida em meio &cido para formar um composto intermediario, o sal de
diazbnio. Em seguida, este sal reage com N-naftil-etilenodiamina (NED) formando um
composto azo estavel de coloracdo pdrpura, podendo assim ser analisado em
espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 550 nm. Quanto maior a absorbancia maior a
producdo de oOxido nitrico pelas células, e o contrario é verdade. Para esse ensaio foram
adicionados 100 pL de reagente de Griess (Sigma-Aldrich®) a 100 pL dos sobrenadantes
obtidos da cultura com macrofagos peritoneais murino. Esse reagente é constituido pela
mistura de duas solucbes A e B na mesma proporcdo. A solucdo A é constituida por:
naftiletilenodiamino 0,1% (p/v) em 4&cido orto-fosforico 5% (v/v) e a solucdo B por
sulfonamina p-aminobenzeno 1% (p/v) em é&cido fosforico 5% (v/v). Apds reagir por 10
minutos a temperatura ambiente, foi realizada a leitura utilizando filtro de 550 nm em leitor
de microplaca (Spectramax 190 — Molecular Device). Os resultados (em uM) foram
determinados pela comparacdo com a curva padrdo (realizada com nitrito de sodio) (LEITE,

2012). Este ensaio foi realizado duas vezes de maneira independente em triplicata.

3.6 Dosagem de citocinas nos sobrenadantes das culturas celulares

Pelo método de ELISA foram dosados, nos sobrenadantes das culturas celulares, a
quimiocina MCP-1/CCL2, envolvida na migracdo de monadcitos para o sitio inflamatorio, as
citocinas pré-inflamatorias IL- 1 B e IL-6 com efeitos locais e sistémicos durante a
inflamacdo, e a citocina anti-inflamatoria 1L-10 envolvida na resolucdo da inflamagdo. As
metodologias utilizadas foram aquelas recomendadas pelo fabricante dos Kits (BD
Biosciences®) Este ensaio foi realizado com sobrendante de dois experimentos independentes em

duplicata.
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Figura 12: Avaliagéo da atividade do MHTP em modelos in vivo

3.7 Edema de pata induzido por carragenina

Para a avaliagdo a atividade anti-inflamatdria in vivo, foram utilizados camundongos
swiss em diferentes modelos experimentais (Fig.12). O edema de pata é um modelo
experimental de facil manipulacdo que tem sido bastante utilizado para triagem de substancias
com potenciais anti-inflamatérias e pode ser induzido por diversas substancias denominadas
agentes flogisticos (SUDIPTA DAS, 2010).

O edema de pata induzido por carragenina € um teste para determinar o efeito anti-
inflamatério de uma determinada substancia. A carragenina ¢ um polissacarideo, obtido a
partir de algas vermelhas (Rhodophyceae), com diversas atividades bioldgicas, incluindo
efeito imunomodulador, atuando através da ativacdo do receptor TLR-4 (NECAS;
BARTOSIKOVA, 2013; BHATTACHARYYA et al.,, 2008 a e b). A carragenina quando
injetada na pata promove uma resposta inflamatoria de longa duragéo liberando mediadores
imediatos (histamina, bradicinina, prostaglandinas, citocinas, NO), migracdo de leucocitos e
hiperalgesia (DAMAS; REMACLE-VOLON, 1992; HANDY; MOORE, 1998; MEDEIROS
etal., 1995; VAZ et al., 1996).
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Para a realizagdo desse experimento camundongos swiss fémeas (n=6), foram
distribuidos em grupos MHTP (2,5 mg/kg), MHTP (5 mg/kg), MHTP (10 mg/kg),
indometacina (10 mg/kg-Roche®), grupo controle negativo (100 uL de salina a cada 10 g de
peso do animal) e controle positivo (100 uL de salina a cada 10 g de peso do animal). Todos
0s pré-tratamentos foram realizados pela via oral (v.0.) com auxilio de agulha de gavagem. As
doses do MHTP foram escolhidas baseadas nos estudos in vivo preliminares (dados néo
mostrados), e da indometacina baseada na literatura (GOYAL, et al, 2013). Apos o intervalo
de 1h da administracdo dos compostos ou salina, foram administrados 20 uL intraplantar (ipl)
de uma solucéo de carragenina (Sigma-Aldrich®) a 2,5% em PBS na pata posterior esquerda
de cada animal e 0 mesmo volume de PBS na pata direita. O controle negativo recebeu
injecdo de 20 uL de PBS em ambas as patas, servindo como controle da eficicia na indugéo
da inflamacao pelo agente flogistico (REIS et al., 2013; VASCONCELOS et al., 2011). A
formagdo do edema de pata foi mensurada em milimetro (mm) com o auxilio de um
paquimetro digital (GREAT, MT — 04513) nos tempos de 1, 2, 3, 4, 6, 24 e 48h pds-estimulo,
e os resultados foram registrados como a diferenca entre as medidas das patas esquerda e

direita (LIAO et al., 2013) (Fig. 13). Foram realizados dois experimentos de maneira

independente.
Tratamente v.o Estimulo ipl Medidas
%)ﬁ i |1h |2h |3h |4h |5h |6h |24h |48h
MHTP Carragenina
Indometacina PBS
Salina

Figura 13: Esquema da metologia do edema de pata induzido por carragenina
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3.8 Edema de pata induzido por Prostaglandina (PGE;)

A PGE, apresenta potente atividade vasodilatadora, sendo umas das substancias
liberadas por células residentes, sob estimulo, incluindo os agentes flogisticos. Sua liberacdo
ocorre nas primeiras horas ap6s o estimulo introduzido no organismo e é um dos mediadores
responsaveis pela vasodilatacdo e pelo eritema presentes na inflamacéo aguda (SOLOMON et
al., 1968). Esse mediador possui um papel fundamental na vasodiltacdo durante a formacéo
do edema de pata induzido por carragenina. Para avaliar a atividade do MHTP sobre esse
mediador da inflamacdo foi realizado o modelo experimental de edema de pata, através da
injecdo da PGE2 diretamente no tecido (BUSNARDO et al., 2010). Os animais (n=5) foram
tratados com o0 MHTP (2,5 mg/kg), droga padrédo (indometacina 10 mg/kg-Roche®) ou salina
nos grupos controle negativo e positivo. Uma hora depois, foram administrados 20 uL ipl de
uma solucdo de PGE2 (5 nmol/pata- Sigma-Aldrich®) em PBS na pata posterior esquerda de
cada animal e 0 mesmo volume de PBS na pata direita. O controle negativo recebeu injecéo
de 20uL de PBS em ambas as patas. O edema foi mensurado como descrito anteriormente nos
tempos de 15, 30 e 60 minutos apds o estimulo (BUSNARDO et al. 2010) (Fig.14).

Tratamente v.o Estimulo ipl Medidas

0' 1h 15' 30 60’

l

MHTP PGE>
Indometacina PBS
Salina

Figura 14: Esquema da metologia do edema de pata induzido por PGE,
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3.9 Edema de Pata Induzido Pelo Composto 48/80

O composto 48/80 é um potente agente indutor da liberacdo de histamina
(degranulagdo), principalmente por mastocitos , capaz de se inserir na membrana celular e
ativar proteinas G no citoplasma ativando uma cascata bioquimica que resulta no aumento de
calcio intracelular e exocitose de mediadores pré-formados, como a histamina (TATEMOTO
et al., 2006). Para avaliar a possivel acdo do MHTP no processo de liberacdo de histamina, 0s
animais (n=6), uma hora apo6s os tratamentos com MHTP (2,5 mg/kg), prometazina (10
mg/kg, intramuscular - i.v.- Roche®) ou veiculo (salina, v.0.), receberam uma injecdo de 20
pL ipl de uma solugdo do composto 48/80 (100 ng/pata- Sigma-Aldrich®) na pata posterior
esquerda de cada animal e o mesmo volume de PBS na pata direita. O controle negativo
recebeu injecdo de 20 uL de PBS em ambas as patas. O didmetro de cada pata foi medido
como descrito anteriormente nos tempos de 30 e 60 minutos ap6s o estimulo com o composto
48/80 (HENRIQUES, et al., 1987) (Fig. 15).

Tratamente v.o Estimulo ipl Medidas
jﬁ 1h |3O' | |
MHTP Composto 48/80
Prometazina PBS
Salina

Figura 15: Esquema da metologia do edema de pata induzido pelo composto 48/80
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3.10 Edema de Pata Induzido Histamina

A histamina liberada, principalmente, por células residentes como o mastécito € um
importante mediador inflamatdrio e vem sendo utilizada, experimentalmente, para induzir um
processo inflamatério com formacdo de edema no local da sua administracdo sendo um
modelo experimental classico para verificar o efeito de drogas que tenham o potencial e inibir
e/ou potencializar seu efeito (SUDIPTA DAS, 2010). Para avaliar a possivel acdo do MHTP
na atividade da histamina, camundongos swiss (n=5) foram tratados com MHTP (2,5 mg/kg),
prometazina (10 mg/kg- iv) ou salina (controle negativo e positivo). Uma hora depois
receberem uma injecdo ipl de uma solucdo contendo histamina (Sigma-Aldrich® - 100
pg/pata), dissolvida em 20 pl de PBS na pata esquerda e 20 ul de PBS na direita. O grupo
salina recebeu 20 uL de PBS em ambas as patas. O edema foi avaliado nos tempos de 30 e 60
minutos apds o estimulo com histamina, como descrito acima (HENRIQUES, et al., 1987)
(Fig. 16).

Tratamente v.o Estimulo ipl Medidas
jﬁ 1h |15' |30' |60’
MHTP Histamina
Prometazina PBS
Salina

Figura 16: Esquema da metologia do edema de pata induzido por histamina
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3.11 Peritonite induzida por carragenina

Outros parametros importantes durante o processo inflamatério sdo a migracdo de
células da inflamag&o para o sitio inflamado, extravasamento de proteinas para o tecido bem
com a liberacéo de citocinas (MEDZHITOV, 2010) e, para avaliar tais parametros utilizou-se
0 modelo experimental de peritonite induzida por carragenina.

Com a finalidade de observar o efeito do MHTP nesses processos da inflamacgéo
aguda, os camundongos (n=6) foram tratados 1h antes do estimulo inflamat6rio, com MHTP
(2,5 mg/kg), indometacina (10 mg/kg) ou veiculo (salina) para os grupos controle negativo e
controle positivo (carragenina). Decorrido o intervalo de 1h, a peritonite foi induzida pela
injecdo i.p. de 300 puL de uma suspensdo de carragenina 1% em solucéo salina 0,9%. O grupo
controle negativo recebeu injecdo de 300 uL de solucdo salina i.p., servindo como controle da
eficacia na inducéo da inflamagdo. A coleta do lavado peritoneal foi realizada quatro horas
apos a injecdo da carragenina (Fig. 17). Os animais foram submetidos a eutanasia por
deslocamento cervical. Os peritdnios dos animais foram expostos e 2 mL de PBS gelado foi
injetado na cavidade peritoneal. Cuidadosamente, o periténio foi massageado por 30 segundos
e em seguida, realizado a pungdo do exsudato contendo fluidos e leucécitos (DA SILVA
GUERRA et al., 2011; PINHEIRO et al, 2013). As amostras foram transferidas para tubos
tipo Eppendorf e centrifugadas (1200 rpm, 10 min, 4° C). O pellet celular foi utilizado para
contagem de células totais e diferencias. Uma amostra dos sobrenadantes foi separada para a
dosagem de proteina e outra amostra dos sobrenadantes congelada em freezer a uma
temperatura de -20°C para posteriores dosagens de citocinas. Foram realizados dois

experimentos de maneira independente.
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Tratamente v.o Estimuloi.p.  Lavado peritoneal
0 1h | 4h
(\\\\?i‘\ [}
células ;\2
\/ sobrenadante
MHTP Carragenina
Indometacina PBS
Salina

Figura 17: Esquema da metologia de peritonite induzida por carragenina

3.11.1 Contagem de células total e diferencial do lavado peritoneal

As células sedimentadas foram ressuspensas em 1 mL de PBS gelado, diluidas em
solugdo de Turk (10 mg cristal violeta -Merck®-, 3 mL &cido acético glacial — Reagen-, g.s.p
100 mL agua destilada) na proporcdo de 1:40 e quantificadas em microscopia Optica, com
ajuda da camara de Neubauer. Para a contagem diferencial das células, 150 pL da suspenséo
de células do lavado peritoneal foram centrifugadas em uma citocentrifuga (Citospin - BIO
RESEARCH, Washington — USA) a 1500 rpm por 10 minutos para obtencéo de laminas. As
células foram coradas com o kit Panético (RenyLab) e a contagem diferencial foi realizada no
microscopio Otico (NIKON E200, Melville, NY — EUA) com objetiva de imersdo (100x),
usando o padrdo de critérios morfolégicos para identificar os tipos de células

(polimorfonucleares e mononucleares) (SOUSA et al., 2010).
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3.11.2 Dosagem de proteinas para avaliagdo da permeabilidade microvascular

A injecdo peritoneal de carragenina provoca uma reacao inflamatoria local envolvendo
a liberacdo de mediadores que induzem o aumento da permeabilidade vascular levando ao
extravasamento de liquido rico em proteinas (exsudato) para o intersticio, que pode ser
quantificada pela utilizacdo de Kits especificos de dosagem de proteinas totais (PINHEIRO et
al, 2013; DA SILVA, et al.,, 2011). A metodologia escolhida para este trabalho foi a do
biureto, que se trata de um teste colorimétrico utilizado para diagnéstico in vitro de
determinacdo de proteinas totais. O reagente de biureto € uma solucdo de hidroxido de
potassio (KOH) e sulfato de cobre (CuSO4), associada com tartarato de sodio e potassio
(KNaC4H406-4H,0). Este reagente de coloracdo azul torna-se violeta na presenca de
proteinas, pois as ligacdes peptidicas das proteinas (-CONH-) reagem com 0s ions cupricos,
em meio alcalino, formando um complexo de coloracdo violeta que é proporcional ao teor das
proteinas no meio. O hidroxido de potassio e o tartarato de sédio e potassio ndo participam da
reacdo, mas proveem um meio alcalino no qual a reacdo ocorre (HE; ZHANG, 2011,
KROHN, 2011).

Apobs a centrifugacdo das amostras 50 pL de sobrenadantes foram transferidas para
placas de 96 pogos, juntamente com 150 uL do reagente de biureto (Labtest), assim como
uma curva padrdo de proteinas foi realizada conforme orientacdo do fabricante do Kit. A
placa foi incubada por 10 min em estuda de 37°C e a medida do extravasamento vascular foi
estimada indiretamente pela intensidade de cor azul, obtida com a determinacdo das
absorbancias a 540 nm, utilizando espectofotdmetro (LOH et al., 2013). Antes da comparacgéo
entre 0s grupos, a exata determinacdo das proteinas totais foi calculada através da seguinte

férmula;

Proteinas totais (g/dL) = Absorbancia da amostra x 4

Absorbancia do padréo
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3.11.3 Dosagem de citocinas no sobrenadante do lavado peritoneal

Apos o estimulo com LPS, os macréfagos produzem varias citocinas e quimiocinas
desempenhando, portanto um papel fundamental no inicio da inflamagcdo (MEDZHITQOV,
2010). O lavado peritoneal foi centrifugado e os sobrenadantes foram analisados pelo Ensaio
imunoenzimatico (ELISA) para a quantificacdo das citocinas IL-1p, IL-6, IL-10 e MCP-
1/CCL2. As metodologias utilizadas foram aquelas recomendadas pelo fabricante dos Kits
(BD Biosciences®).

3.12 Modelo experiemental de Lesdo Pulmonar Aguda (LPA)

A lesdo pulmonar aguda (LPA) é uma sindrome respiratoria caracterizada por aumento
da permeabilidade alveolocapilar e influxo de células inflamatdrias podendo levar a morte do
paciente se ndo controlada. Os modelos experimentais de LPA podem ser iniciados por um
conjunto diversificado de fatores precipitantes. VVarios modelos animais para LPA tém sido
desenvolvidos pela indugdo com lipopolissacarideo (LPS), hiperdxia, embolia e &cido oléico
(LEIKAUF et. al, 2002). Segundo Matute-Bello (2008), a utilizacdo de LPS na inducdo da
LPA € o segundo modelo com maior niumero de citages no banco de dados do PubMed no
periodo de 2003 a 2007, menor apenas para 0 modelo de ventilacdo mecéanica.

Com a finalidade de observar o efeito do MHTP na LPA, os camundongos (n= 6)
foram tratados 1h antes do estimulo inflamatério, com MHTP (2,5 mg/kg, v.0.),
dexametasona (5 mg/kg, i.p.) ou salina para 0s grupos controle negativo e positivo. Decorrido
o intervalo de 1h os animais foram anestesiados com uma solu¢do de ketamina e xilazina
(0,230 mg/kg e 1,152 mg/kg respectivamente) e receberam 50ul da solugdo de LPS intranasal
(2,5 mg/kg- LPS de Escherichia coli - Sigma-Aldrich® — preparado em solugéo-estoque 1
mg/mL e sonicado por 10 minutos imediatamente antes da utilizagdo). O grupo controle
negativo recebeu 50uL do veiculo (PBS) (Fig. 18).

O lavado broncoalveolar foi realizado 24h apds a indugdo com LPS. Nessa etapa do
experimento, as células inflamatdrias contidas no pulméo foram retiradas e analisadas. Para a
obtencdo do lavado broncoalveolar os animais foram eutanasiados com overdose de

anestésico. Em seguida foi realizada a assepsia do animal com alcool 70° e feita uma inciséo



OLIVEIRA, M.T.P. (2014) | 67
MATERIAL E METODOS

longitudinal, utilizando pinca e tesoura, na regido cérvico-ventral para expor a traquéia do
animal. Para uma melhor visualizacdo da traquéia, os lobos da glandula tiredide foram
separados. Foi introduzida uma canula de poliestireno na traquéia do camundongo, na qual foi
conectada uma seringa de 1,0 mL contendo PBS gelado. Cuidadosamente, foram injetados 0,5
mL do tampé&o, e aspirado 0 mesmo volume, seguido do mesmo procedimento, mas dessa vez
sendo injetado todo o contetdo da seringa (BOZZA et al, 1994). Esse procedimento foi
realizado duas vezes.

O fluido coletado dos pulmdes foi armazenado em tubos tipo eppendorf mantidos em
gelo para manter a viabilidade celular e posteriormente centrifugada (1200 rpm, 10 min, 4°
C). O pellet celular foi utilizado para contagem de células totais e diferencias e uma amostra
dos sobrenadantes foi separado para dosagem do esxudato protéico, como descrito
anteriormente para a metodologia de contagem de células e dosagem de proteinas no modelo

de peritonite induzido por carragenina. Foram realizados dois experimentos de maneira

independente.
Tratamente v.o Estimulo (intranasal) Lavado broncoalveolar
0 24h i‘

1h
== = N}, /]
células ;‘\
[ = NS
sobrenadante

MHTP Anestésico LPS Anestésico

Kemaminaliaa Ketamina/Xilazina
Dexametasona etamina/Xilazina PBS
Salina

Figura 18: Esquema da metologia da leséo pulmonar aguda indizida por LPS
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3.13 Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como média £ E.P.M. (erro padrdo da média). As
variaveis numéricas foram avaliadas pelo teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov, com
distribuicdo Gaussiana dos dados; optando pela anélise de variancia (ANOVA), seguido pelo
pos-teste de Bonferroni. Ou foi utilizado o teste t one tailed (ndo pareado), quando os dados
ndo passaram no teste de normalidade. Os dados foram analisados usando o software
GraphPad Prism (v 5.00 para Windows, San Diego CA - EUA, disponivel em
(www.graphpad.com), e os valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliacéo do efeito do MHTP em modelos de inflamagéo aguda in vitro

4.1.1 Estudo da citotoxicidade do MHTP em macrofagos peritoneais murino.

Os resultados do ensaio de citotoxicidade para 0 MHTP estdo expressos no grafico A
(Grafico 1). O tratamento de macrofagos peritoneais com MHTP em concentracdes entre 0,1 -
50 uM por 24h ndo alterou a viabilidade das células quando comparadas com as culturas de
células sem estimulo (meio de cultura). Entretanto as concentracdes de 100 e 200 uM foram

toxicas para 0os macrdéfagos peritoneais com morte de 29% e 71,2 % respectivamente.

A
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Meio 0,1 1 10 25 50 100 200
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Gréfico 1: Efeito do MHTP na viabilidade de macréfagos peritoneais. As células foram mantidas
em meio de cultura (RPMI) por 24h na auséncia ou presenca de diferentes concentracdes de MHTP
(0,1 a 200 uM). Apobs 24 h de incubacéo, o sobrenadante foi removido e as células incubadas em meio
completo com MTT por 4 h. Ao final, as células foram lisadas com DMSO e o formazan contido no
citoplasma solubilizado. O grafico representa as densidades Opticas de absorbancia do formazan. Os
dados foram submetidos a andlise de variancia ANOVA one-way, seguida de pos-teste de Bonferroni.
*p<0,05, ** p<0,01 e ***p<0,001 quando comparados ao meio. Os graficos sdo representativos de 2
experimentos em triplicata.
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4.1.2 Efeito do MHTP na producdo de 6xido nitrico (NO) em cultura de macrofagos
peritoneais.

O grafico 2, apresenta os resultados da producéo de NO por macr6fagos peritoneais na
presenca de MHTP e/ou LPS. O LPS promoveu o0 aumento em aproximadamente 80%
(p<0,001) na producdo de NO pelos macrofagos, quando comparados com 0s macréfagos em
meio de cultura (Grafico 2A). As células estimuladas com LPS e tratadas com o MHTP nas
concentragOes de 10, 25 ou 50 uM reduziram, significativamente, os niveis de NO em 24%,
47% e 39% respectivamente, quando comparados com as células tratadas apenas com LPS.
Além da avaliacdo da atividade do MHTP em células estimuladas com LPS, analisamos a
producdo basal de NO na presenca do MHTP e como pode ser observado no Gréafico 2B o

MHTP ndo induziu a producédo de NO.
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Gréfico 2: Efeito do MHTP na producéo de 6xido nitrico em macroéfagos peritoneais murino
estimulados ou ndo com lipopolissacarideo. Macrdéfagos peritoneais murino foram mantidas em
cultura por 24h na presenca ou auséncia de diferentes concentracdes de MHTP (0,1 — 50uM) e do LPS
(1 pg/mL). Apbs 24 h de incubacéo, o sobrenadante foi removido para dosagem do NO pelo método
de Griess.O grafico representa as concentragdes de nitrito em funcdo dos tratamentos. Os dados foram
submetidos a analise de variancia ANOVA one-way, seguida de pos-teste de Bonferroni. * p<0,05, **
p<0,01 e *** p<0,001 quando comparados ao meio; + p<0,05, ++ p<0,01 e +++ p< 0,001 quando
comparado ao grupo que recebeu apenas LPS. Os gréficos sdo representativos de 2 experimentos em
triplicata.
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4.1.3 Efeito do MHTP sobre os niveis da quimiocina MCP-1/CCL2 e das citocinas pro-
inflamatdrias e anti-inflamatorias em modelo de inflamacéo aguda in vitro

O tratamento de macrdfagos, estimulados com LPS, com MHTP (10 puM) ndo
promoveu a reducdo nos niveis de MCP-1/CCL2, entretanto macréfagos estimulados apenas
com LPS apresentaram niveis aumentados (em 4x) de MCP-1/CCL2 quando comparados com
0s macréfagos em meio de cultura (Gréafico 3A). O tratamento com 0 MHTP reduziu em
35,7% e 31,0% (p<0,001) os niveis de IL-1p e de IL-6 respectivamente em macrd6fagos
estimulados com LPS (Gréficos 3B e 3C). Resultados semelhantes foram observados como 0s
niveis de IL-10 onde o tratamento das células com o MHTP inibiu em 33,4% essa citocina

qguando comparado com as células estimuladas apenas com LPS (Gréafico 4D).
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Gréfico 3: Efeito MHTP sobre os niveis de MCP-1/CCL2, IL-1p, IL-6 e IL-10 in vitro As células
foram mantidas em cultura por 24h na presenca ou auséncia de diferentes concentracfes de MHTP e
do estimulo (1 pg/mL de LPS), em seguida o sobrenadante foi utilizado para mensurar os nivéis das
citocinas MCP-1/CCL2 (A), IL-1B (B), IL-6 (C) e IL-10 (D) pelo método de ELISA. As barras
representam dos niveis de citocinas no sobrenadante da cultura em funcdo dos tratamentos. Os dados
foram submetidos a andlise de variancia ANOVA one-way, seguida de poOs-teste de Bonferroni. *
p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001 quando comparados ac meio; + p<0,05, ++ p<0,01 e +++ p< 0,001
quando comparado ao grupo que recebeu apenas LPS. Os graficos sdo representativos de 2
experimentos em duplicata.
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4.2 Avaliagéo do efeito do MHTP em modelos de inflamag&o aguda in vivo

4.2.1 Efeito do MHTP no edema de pata induzido por carragenina

Os resultados dos tratamentos com MHTP, em diferentes tempos, em animais
desafiados com carragenina (agente flogistico) estdo apresentados no Grafico 4, onde os
graficos A, B, C, D, E, F, G e H representam os tempos de analise 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 6h, 24h
e 48h respectivamente. A administragdo intraplantar (ipl) de carragenina induziu
significantemente (p<0,01), em todos os tempos analisados, 0 edema de pata no grupo de
animais desafiados com a carragenina, quando comparado ao grupo de animais controle
(salina), demonstrando a viabilidade da metodologia.

A indometacina, droga padrdo anti-inflamatoria, reverteu o processo inflamatorio
induzido pela carragenina com diminuicéo significante (p<0,05) do edema em 69,2%, 70,3%,
81,0%, 82,0%, 84,1%, 79,6%, 75,6% e 92,7% nos tempos de 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 6h, 24h e 48h
respectivamente. O tratamento com MHTP nas doses de 2,5, 5 e 10 mg/kg inibiu a formacéo
do edema de pata nos animais experimentais de maneira significativa (p<0,05) no intervalo de
1-5 horas apés a indugdo com carragenina sem diferenca estatistica entre as doses. Na dose de
2,5 mg/kg de MHTP os percentuais de inibicdo, nos diferentes tempos (1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 6h,
24h e 48h) foram de 59,4%, 64,2%, 70,1%, 66,2% e 60,4% respectivamente, para a dose de 5
mg/kg foram de 64,2%, 59,7%, 64,1%, 59,3% e 67,6% respectivamente e para a dose de 10
mg/kg foram de 58,9%, 67,5%, 72,4%, 62,2% e 77,1% respectivamente, quando comparadas
com o grupo de animais carragenina.

A dose de 2,5 mg/kg de MHTP manteve a inibi¢do, em 61,9%, da formagdo do edema
até as 24h quando comparado com o grupo de animais carragenina porém esse efeito néo
perdurou em 48h. A dose de 5 mg/kg inibiu o edema em 57,4% nas 6h apés inducdo do
edema mas ndo sendo observado inibicdo do edema em 24 e 48. Por fim, a maior dose
analisada (10 mg/kg) ndo demonstrou efeito inibitorio na formacdo do edema de pata a partir

das 6h apos a inducdo com carragenina.
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Camundongos Swiss foram pré-tratados com

Grafico 4: Efeito do pré-tratamento com MHTP no edema de pata induzido por carragenina nos
diferentes tempos analisados. MHTP (2,5; 5 ou 10 mg/kg), indometacina (10 mg/kg), ou solucdo
salina. Uma hora apds os tratamentos, 0s grupos tratados e o grupo controle positivo (carragenina)
receberam injecdo ipl (20 pL) de carragenina 2,5 % e PBS nas patas esquerdas e direitas,
respectivamente. O grupo salina recebeu 20 uL de PBS em ambas as patas. As barras representam a
média * e.p.m. da diferenga entre as patas, medidaem 1 h (A),2h (B),3h(C),4h(D),6h (E),24 he
48 h (F) apo6s a inducdo do edema, em fungdo dos tratamentos. Os dados foram submetidos & anélise
de variancia ANOVA one-way, seguida de pés-teste de Bonferroni. * p<0,05, ** p<0,01 e ***
p<0,001 quando comparados ao grupo salina; + p<0,05, ++ p<0,01 e +++ p< 0,001 quando comparado
ao grupo carragenina ou controle positivo. Os graficos sdo representativos de dois experimentos
independentes com n=6 (por grupo).

4.2.2 Efeito do MHTP no edema de pata induzido por prostaglandina E; (PGE,)

A injecdo ipl de PGE; induziu, significantemente (p<0,001), a formacdo de edema de
pata em 15, 30 e 60 minutos (Graficos 5 A, B e C) quando comparado com o grupo de
animais controle (salina). A indometacina inibiu em 45,8%, 51,3% e 50,1% respectivamente
(p<0,05) a formacao do edema nos tempos de 15, 30 e 60 minutos quando comparada com 0
grupo de animais PGE,. No grupo dos animais tratados com MHTP na dose de 2,5 mg/kg e
desafiado com PGE; observou-se diminuicéo de 41,3 % (Grafico 5A), 53,6 % (Grafico 5B) e
57,8% (Grafico 5C) (p<0,01) respectivamente do edema de pata nos trés tempos analisados
quando comparado com o grupo de animais PGE, A dose de 2,5 mg/kg do MHTP foi
escolhida para dar continuidade aos estudos devido aos resultados obtidos nos experimentos
de formacgdo de edema de pata induzido por carragenina onde observou-se que essa dose
inibiu 0 edema de pata em todos os tempos analisados sem que fosse observado diferencas

estatisticas com as doses mias elevadas.
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Gréfico 5: Efeito do pré-tratamento com MHTP no edema de pata induzido por PGE2 em
diferentes tempos analisados. Camundongos swiss foram pré-tratados com MHTP (2,5 mg/kg),
indometacina (10 mg/kg), ou solucdo salina. Uma hora apds os tratamentos, os grupos tratados e
controle positivo receberam injecédo ipl (20 uL) de PGE; (5 nmol/pata) e PBS nas patas esquerdas e
direitas, respectivamente. O grupo salina recebeu 20 puL de PBS em ambas as patas. As barras
representam a média + e.p.m. da diferenca entre as patas, medida em 15 min (A), 30 min (B) e 60 min
(C), apos a inducdo do edema, em funcdo dos tratamentos. Os dados foram submetidos a analise de
variancia ANOVA one-way, seguida de pos-teste de Bonferroni. * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001
guando comparados ao grupo salina; + p<0,05, ++ p<0,01 e +++ p< 0,001 quando comparado ao
grupo carragenina ou controle positivo. Os graficos sdo representativos de um experimentos com n=5

por grupo.
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4.2.3 Efeito do MHTP no edema de pata induzido pelo composto 48/80

O composto 48/80 provocou, nos animais, aumento significativo (p<0,05) no diametro
da pata em 30 e 60 minutos apds a sua administracdo (Gréficos 6A e B) quando comparado
com os animais do grupo controle (salina). O grupo de animais tratados com o anti-
histaminico prometazina apresentou inibi¢cdo de 87,6%, e 94,8%, (p<0,05) na formacédo do
edema em 30 e 60 minutos respectivamente apos estimulo com o composto 48/80 quando
comparado com o grupo de animais desafiados com o composto 48/80. Entretanto, nao foi
observado reducdo do edema de pata nos animais tratados com MHTP na dose de 2,5 mg/kg
nos tempos analisados (Gréaficos 6A e B).
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Gréfico 6: Efeito do pré-tratamento com MHTP no edema de pata induzido pelo composto 48/80
em diferentes tempos. Camundongos swiss foram pré-tratados com MHTP (2,5 mg/kg), Prometazina
(10 mg/kg), ou solugdo salina. Uma hora apés os tratamentos, os grupos tratados e controle positivo
receberam injecéo ipl (20 uL) do composto 48/80 (100 ng/pata) e PBS nas patas esquerdas e direitas,
respectivamente. O grupo salina recebeu 20 uL de PBS em ambas as patas. As barras representam a
média + e.p.m. da diferenca entre as patas, medida em 30 min (A) e 60 min (B), ap6s a inducao do
edema, em funcdo dos tratamentos. Os dados foram submetidos & anélise de variancia ANOVA one-
way, seguida de pos-teste de Bonferroni. * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001 quando comparados ao
grupo salina; + p<0,05, ++ p<0,01 e +++ p< 0,001 quando comparado ao grupo carragenina ou
controle positivo. Os gréaficos sdo representativos de um experimentos com n=6 por grupo.
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4.2.4 Efeito do MHTP no edema de pata induzido por histamina

A administracdo de histamina no coxim plantar do animal provocou o aumento
significativo (p<0,001) da pata, caracterizando o edema, quando comparado com o0s do grupo
de animais controle (salina) nos tempos de 30 e 60 minutos (Graficos 7A e B). O anti-
histaminico prometazina inibiu em 71,0%, e 74,7% (p<0,001), a formacdo do edema de pata
em 30 e 60 minutos respectivamente, apos estimulo com histamina quando comparado com o
grupo de animais histamina (controle positivo). Entretanto, o grupo de animais tratados com o
MHTP na dose de 2,5 mg/kg ndo apresentou inibicdo na formacdo do edema de pata nos

tempos analisados (Graficos 7A e B).

Gréfico 7: Efeito do pré-tratamento com MHTP no edema de pata induzido por histamina em
diferentes tempos. Camundongos swiss foram pré-tratados com MHTP (2,5 mg/kg), prometazina (10
mg/kg), ou solugdo salina. Uma hora ap6s os tratamentos, 0s grupos tratados e controle positivo
receberam injecdo ipl (20 uL) de histamina (HIS-100 pg/pata) e PBS nas patas esquerdas e direitas,
respectivamente. O grupo salina recebeu 20 uL de PBS em ambas as patas. As barras representam a
média = e.p.m. da diferenca entre as patas, medida em 30 min (A) e 60 min (B), ap6s a inducdo do
edema, em funcdo dos tratamentos. Os dados foram submetidos & anélise de variancia ANOVA one-
way, seguida de pos-teste de Bonferroni. * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001 quando comparados ao
grupo salina; + p<0,05, ++ p<0,01 e +++ p< 0,001 quando comparado ao grupo carragenina ou
controle positivo. Os gréaficos sdo representativos de um experimento com n=5 por grupo.
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4.2.5 Efeito do MHTP na migracéao celular e permeabilidade vascular induzida por
carragenina.

A administracdo de carragenina no periténio dos animais induziu aumento em 41,1%
(p<0,001) o numero de leucdcitos totais na cavidade peritoneal quando comparado ao do
grupo de animais controle (salina) (Gréfico 8 A). Em adicdo, o pré-tratamento com a droga
padrdo indometacina reduziu em 44,1% (p<0,001) o namero de células inflamatorias totais.
Similar efeito foi observado nos animais tratados com o MHTP na dose de 2,5 mg/kg onde a
molécula sintética inibiu em 41,4% (p<0,001) a migracdo leucocitaria quando comparados
com os do grupo de animais carragenina.

Com relacdo aos leucécitos polimorfonucleares (PMN), preferencialmente neutrofilos
gue migraram para a cavidade peritoneal durante as primeiras 4 hora apds o estimulo
observamos um aumento de 77,4% (p<0,001) dessas células no peritébnio no grupo de animais
estimulados com carragenina quando comparado ao grupo de animais controle (salina)
(Gréfico 8 B). O tratamento dos animais com MHTP (2,5 mg/kg) inibiu em 59,6% (p<0,001)
a migracdo destas células para o peritbnio e de forma similar a indometacina inibiu essa
populacdo de células em 65,6% (Grafico 8 B). Ndo houve diferencas estatisticas entre 0s
grupos de animais analisados quanto ao numero de células mononucleares (MN), 0s
mondcitos, presentes no periténio (Gréafico 8 C).

O gréfico 8 D representa o0 aumento de 77,5% (p<0,001) na permeabilidade vascular,
demonstrada pela concentracdo de proteinas totais, quando comparado ao grupo de animais
controle (salina). A droga padrdo e o alcaloide sintético MHTP (2,5 mg/kg) induziram a
diminuicéo significativa (p<0,01) do extravasamento de proteinas para a cavidade peritoneal

com percentual de inibi¢do de 51,3% e 29,4% respectivamente.
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Grafico 8: Efeito do pré-tratamento com MHTP no nimero de leucécitos total e diferencial e
sobre alteragdes na permeabilidade vascular no modelo de peritonite induzida por carragenina.
Camundongos swiss foram tratados com MHTP (2,5 mg/kg), Indometacina (10 mg/kg), ou salina.
Uma hora apés os tratamentos, 0s grupos indometacina e controle positivo (carragenina) receberam
injecdo intraperitoneal (i.p.) com 300 pL de carragenina (1 % em solugéo salina 0,9 %). O grupo salina
recebeu injecdo i.p. (300 uL) de salina. Quatro horas ap6s o estimulo, foi realizado lavado peritoneal
para determinacdo da celularidade total (A), diferencial, onde foi realizado a diferenciacdo entre
polimorfonucleares (PMN) (B) e mononucleares (MN) (C), e extravasamento de proteinas (D). As
barras representam a média + e.p.m. da contagem total e diferencial das células em fungdo dos
tratamentos. Os dados foram submetidos a analise de variancia ANOVA one-way, seguida de pos-teste
de Bonferroni. * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001 quando comparados ao grupo salina; + p<0,05, ++
p<0,01 e +++ p< 0,001 quando comparado ao grupo carragenina. Os graficos sdo representativos de
um experimento com n=8 por grupo.
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4.2.6 Efeito do MHTP sobre os niveis da quimiocina MCP-1/CCL2 e das citocinas pro-
inflamatodrias e anti-inflamatéria em modelo de inflamacé&o aguda in vivo.

Os sobrenadantes dos lavados peritoneais dos animais estimulados com carragenina
apresentaram niveis elevados estatisticamente significantes (p<0,05), de todos os mediadores
avaliados, quando comparados aos do grupo de animais controle (salina) (Gréaficos 9 A, B, C,
D). O tratamento com o MHTP ou a droga padrdo (indometacina) ndo promoveram
diminuicdo nos niveis da quimiocina MCP-1/CCL2 e das citocinas pré-inflamatoria IL-1p e
IL-6, (Graficos 9 A, B e C). A citocina anti-inflamatéria 1L-10, também foi liberada durante a
inflamacgdo do peritdnio induzida por carragenina com niveis, estatisticamente significantes
(p<0,05) em comparacdo com os do grupo de animais controle (salina). Os camundongos
tratados com a droga padrdo, indometacina, apresentaram reducdo nos niveis da IL-10 em
77,7% (p<0,05), porém esse fendbmeno ndo foi observado nos animais tratados com o MHTP
(Gréfico 9 D).
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Gréfico 9: Efeito do pré-tratamento com MHTP sobre os niveis de MCP-1/CCL2, IL-1B, IL-6 e
IL-10 in vivo. Camundongos swiss foram tratados com MHTP (2,5 mg/kg), Indometacina (10 mg/kg),
ou salina. Uma hora apds os tratamentos, 0s grupos indometacina e controle positivo (carragenina)
receberam injecdo i.p. (300 pL) de carragenina (1 % em solugéo salina 0,9 %). O grupo salina recebeu
injecdo i.p. (300 uL) de salina. Quatro horas ap6s o estimulo, o lavado peritoneal foi centrifugado e o
sobrenadante utilizado para mensurar os nivéis das citocinas MCP-1/CCL2 (A), IL-1p (B), IL-6 (C) e
IL-10 (D) pelo método de ELISA. As barras representam a média = e.p.m. da contagem total e
diferencial das células em funcéo dos tratamentos. Os dados foram submetidos a anélise de variancia
ANOVA one-way, seguida de pds-teste de Bonferroni. * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001 quando
comparados ao grupo salina; + p<0,05, ++ p<0,01 e +++ p< 0,001 quando comparado ao grupo
carragenina. Os graficos sdo representativos de um experimento com n=8 por grupo.
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4.2.7 Efeito do pré-tratamento com MHTP no modelo experimental de lesdo pulmonar
aguda (LPA)

Animais estimulados com LPS desenvolveram a LPA com aumento significativo
(p<0,001) no numero de células inflamatorias totais no lavado broncoalveolar quando
comparados aos do grupo controle (salina) (Grafico 10 A). O pré-tratamento com a
dexametasona inibiu em 45,5% (P< 0,001) a migracéo de células inflamatorias totais para 0s
pulmdes quando comprado ao grupo de animais LPS. Resultados semelhantes foram
observados no grupo de animais pré-tratamento com o MHTP onde se observa redugdo em
58% (P<0,001) na migracdo de células inflamatorias para os pulmdes quando comparados
com 0s grupo se animais LPS.

Os tratamentos com o MHTP e a droga padrdo dexametasona induziram nos animais
com LPA diminuicdo em 67,5% e 57% (p<0,001) respectivamente a migracao dos leucocitos
polimorfonucleares (PMN) quando comparados com o grupo de animais LPA (Gréfico 10 B).
Entretanto, a contagem diferencial para as células mononucleares (MN) ndo apresentou
diferenca estatistica entre os grupos analisados (Grafico 10 C).

A permeabilidade vascular nos animais com LPA foi demonstrada pela concentragéo
de proteinas totais no lavado broncoalveolar e como pode ser observado no grafico 10 D
houve aumento de 12,5% (p<0,05) na concentracdo proteica nesses animais quando
comparados com os do grupo de animais controle (salina). A droga padrdo dexametasona
reduziu o extravasamento de proteinas em 12,8% (p<0,05), porém o tratamento com 0 MHTP
ndo interferiu no extravasamento de proteinas para o pulmé&o dos animais quando comparados

com os animais com LPA.
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Grafico 10: Efeito do pré-tratamento com MHTP no ndmero de leucdcitos total e diferencial e
sobre alteragdes na permeabilidade vascular no modelo experimental de lesdo pulmonar aguda.
Os animais foram pré-tratados com inje¢do i.p. de dexametasona (5mg/kg) ou com MHTP 2,5 mg/kg
ou salina por via oral uma hora antes da inducéo intranasal com 50uL da solucéo de LPS (2,5 mg/mL).
O grupo controle salina recebeu 50uL do veiculo (PBS). Os animais foram submetidos ao lavado
broncoalveolar 24h apés a inducdo. As barras representam a média + e.p.m. da diferenca entre as
patas, medida em 30 min (A) e 60 min (B), ap6s a inducdo do edema, em fungdo dos tratamentos. Os
dados foram submetidos a analise de variancia ANOVA one-way, seguida de pos-teste de Bonferroni.
* p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001 quando comparados ao grupo salina; + p<0,05, ++ p<0,01 e +++
p< 0,001 quando comparado ao grupo carragenina ou controle positivo. Os graficos sdo
representativos de um experimentos com n=5 por grupo.
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O MHTP em concentracdes iguais ou acima de 100 uM foi toxico para macréfagos em
cultura, indicando que os testes posteriores devem ser realizados com concentragdes abaixo
das toxicas. Resultados semelhantes foram descritos para o alcaloide tetrahidroisoquinolinico
sintético CKD712 [(S)-1-(a-naftilmetil)-6,7-di-hidroxi-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina], onde a
viabilidade celular ndo diminuiu até a concentragdo de 50 uM na linhagem de macréfagos
RAW264.7, entretanto a viabilidade celular foi diminuida em cerca de 44% na concentracéo
de 100 uM (TSOYT et al., 2008). Os dados mostram que moléculas sintéticas podem ser
toxicas para as celulas em baixas concentragdes, reforcando a importancia de uma triagem
toxicoldgica antes de seu uso.

Os ensaios de cultura celular podem oferecer informacdes valiosas sobre a eficcia de
moléculas com atividades anti-inflamatorias em diversos aspectos da inflamagdo. Os
macréfagos em cultura podem responder a uma variedade de agentes, dentre eles o
lipopolissacarideo da parede de bactérias gram-negativas (LPS) que induz ativacdo celular
(FERRARI et al., 1990). Em resposta ao LPS os macrofagos secretam uma ampla variedade
de mediadores de respostas bioldgicas, como o PAF, prostaglandinas, enzimas, e 6xido nitrico
(NO) (FUJIHARA et al., 2003; BRADLEY, 2008). Para avaliar o possivel efeito anti-
inflamatério do MHTP, macrofagos peritoneais foram estimulados, ou ndo, com LPS e,
imediatamente apds, tratados MHTP por 24h. O alcaloide sintético administrado nos
macrdofagos em cultura celular, sem o estimulo do LPS, ndo induziu a ativagdo das células,
evidénciado pela auséncia de NO, indicando a auséncia de endotoxinas ou qualquer outro
agente capaz de iniciar uma resposta inflamatoria. Entretanto o MHTP foi capaz de diminuir a
producdo de NO em macrofagos peritoneais estimulados com LPS, o que indica um efeito
anti-inflamatorio.

Em células de mamiferos o LPS atua via receptor Toll-like 4 (TLR4), desencadeando
uma forte reacdo imunoldgica (MORRIS; LI, 2011) através da ativacdo de uma cascata de
sinalizacGes com interagcOes entre vérias proteinas (LU et. al, 2008), incluindo o fator de
transcricdo nuclear-kappaB (NF-xB), AP1, IRF-3 e numerosos outros fatores de transcrigdo
(BRYANT et. al, 2010). Genes que codificam muitos mediadores pro-inflamatorios tém as
sequéncias de acidos nucleicos de reconhecimento de NF-kB nos seus promotores, incluindo
0s genes responsaveis pela iNOS, COX-2, IL-1p, IL-6, e TNF-a (TSOYT et al., 2008).
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Na literatura o alcaloide sintético tetrahidroisoquinolinico THI 52 (1- naftiletil -6,7-
dihidroxi -1,2,3,4- tetrahidroisoquinolina) inibiu os niveis de NO e iNOS em células RAW
264.7 ativadas com LPS (KANG et al., 2003 ). Tsoyi e colaboradores (2008) estudando os
efeitos anti-inflamatorios do alcaloide sintético também tetrahidroisoquinolinico, CKD712,
observaram que em macréfagos de linhagem RAW264.7 estimulados com LPS, o alcaloide
reduziu os niveis de NO, e essa diminuicéo foi devido a reducdo nos niveis da enzima iNOS.
Considerando que o THI 52, o CKD712 e o MHTP sdo alcaloides sintéticos
tetrahidroisoquinolinicos, com semelhancas estruturais, capazes de inibir a producdo de NO
em macrofagos, sugerimos que o MHTP possa estar atuando também pela inibi¢do da enzima
a INOS e consequentemente inibindo a producdo do NO em macrdéfagos peritoneais
estimulados com LPS, como observamos no presente estudo. Experimentos adicionais
medindo a expressao da iNOS devem esclarecer essa hipotese.

Além da produgdo de mediadores como o NO, o LPS ativa mondcitos e macrofagos
para produzir citocinas pré-inflamatérias, tais como TNF-o, IL-1p, IL-6, IL-8 e anti-
inflamatdria (IL-10), moléculas de adesdo e quimiocinas como MCP-1/CCL2 pela via de
ativacdo do NF-kB e da proteina ativadora 1 (AP-1) (FUJIHARA et al., 2003; REMPPIS et al,
2010). O tratamento com o MHTP de macrofagos peritoneais com LPS foi capaz de diminuir
0s niveis das citocinas pro-inflamatérias (IL-1pB, IL-6) e anti-inflamatoria (IL-10) se interferir
nos niveis de quimiocina MCP-1/CCL2. A diminuic¢do dos niveis de IL-1 e IL-6 na cultura
celular indicam uma atividade anti-inflamatéria do MHTP, uma vez que a manutencdo dos
niveis de citocinas pro-inflamatdrias pode gerar problemas secundarios ao local da inflamacéo
e/ou ao organismo.

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatdria, devido a sua capacidade em suprimir a
liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias, tais como TNF-a por macrofagos, bem como induzir
a sintese de antagonista do receptor de IL-1B e dos receptores de TNF soluveis, os quais
tornam o TNF-a biologicamente indisponivel (BARTON; JACKSON, 1993). Um resultado
interessante para um potencial farmaco é ndo diminuir, ou aumentar os niveis de IL-10.
Entretanto essa capacidade ndo parece estar dentro das atividades do MHTP em relacdo a
producdo de citocinas pelos macrofagos em cultura.

A MCP-1/CCL2 é um potente fator quimiotatico para os mondcitos e € um dos
membros mais estudados da familia de quimiocinas, e foi demonstrado ser um ponto de
intervencédo para o tratamento de varias doencas (DESHMANE et al., 2009). A manutengao
dos niveis de MCP-1/CCL2 nos experimentos com macrofagos tratados com o MHTP pode
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ser considerada um fator positivo durante a inflamagéo aguda, pois os mondcitos/macréfagos
estédo especialmente envolvidos na resolucdo da inflamagdo (SERHAN et al., 2007).

Em conjunto esses resultados sugerem uma atividade anti-inflamatoria do alcaloide
tetrahidroisoquinolinico, MHTP, por meio da modulacdo na via de ativacdo de producédo das
citocinas em macréfagos peritoniais, com a possiblidade de estar interagindo na ativacédo do
NF-kB, como um ponto em comum para a producdo das citocinas analisados. Resultados que
corroboram para os obtidos nesse trabalho vém dos estudos com o alcaloide CKD712, onde
foi demonstrado que esse alcaloide inibiu a ativagdo do NF-xB (translocagdo da p65 para 0
ndcleo) e das MAPK, JAK/STAT, na linhagem de mac6fagos RAW 264.7 ativadas por LPS
(TSOY!I et al., 2008).

Para dar continuidade aos estudos com o MHTP e aprofundar nossos conhecimentos
sobre a acdo do alcaloide em varios aspectos e constituintes do processo inflamatorio
realizamos uma série de experimentos com modelos de inflamagéo aguda in vivo. Em estudos
preliminares, no qual a toxicidade aguda do MHTP foi avaliada pela administracdo de 1000
mg/kg de MHTP por via oral, o alcaloide ndo apresentou alteracbes nos parametros
bioquimicos e comportamentais, dessa forma ndo apresentando caracteristicas toxicas in vivo
para a dose testada (PAIVA, 2014).

A metodologia escolhida para a triagem inicial do MHTP foi o edema de pata
induzido por carragenina, por ser uma metologia simples, rapida gerando resultados que
foram obtidos com a maior parte das drogas clinicamente ativas como exemplos a aspirina,
fenilbutazona, indometacina, hidrocortisona, etc (NAIK; SHETH, 1976). O desenvolvimento
do edema induzido por carragenina tem sido descrito como um evento bifasico, idade e peso
dependente, onde varios mediadores operam em sequéncia para produzir uma resposta
inflamatdria. Didaticamente, o edema é dividido em: primeira fase (0-24h) que é caracterizada
por um edema de baixa intensidade e segunda fase (24-96h), caracterizada por um edema
mais pronunciado (devido a migracdo celular) com um efeito maximo entre 48 e 72h.

Nas primeiras seis horas, 0os mediadores detectaveis sdo os eicosanoides (PGE,), as
aminas vasoativas (histamina, serotonina), bradicinina e NO. Ap06s seis horas, ocorre
migracdo leucocitéria (principalmente neutrofilos), bem como os niveis de mieloperoxidase
(MPO) que sdo considerados marcadores da migracdo neutrofilica e niveis de citocinas
inflamatorias (TNF-a, IL-1p e IL-6), as quais permanecem elevadas até 24h. As enzimas,
principalmente COX-1, colaboram com a manutencdo dos niveis de PGE; nos tecidos
inflamados na primeira fase, e na segunda fase (72h) a PGE; é produzida pela COX-2, sendo

considerada o principal mediador responsavel pela manutencdo do edema nos tempos tardios
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(entre 24h e 96h). Os niveis de NO possuem um pico de concentracdo elevada na primeira
fase produzido pela eNOS e um outro na segunda fase produzido pelas isoformas iNOS e
eNOS (POSADAS et al., 2004).

O tratamento com o MHTP em camundongos desafiados com carragenina inibiu o
edema de pata de maneira semelhante a droga padrdo indometacina (10 mg/kg) nas primeiras
cinco horas. Observamos que o MHTP (2,5 mg/kg) em uma dose quatro vezes menor
demonstrou ser tdo eficaz quanto o anti-inflamatdrio padrdo na diminuicdo do edema de pata.
Em adicdo, as trés doses do alcaloide (2,5, 5 e 10 mg/kg) apresentaram efeito anti-
edematogénico semelhante sem diferenca estatistica entre os tratamentos. Vem sendo
farmacologicamente indicado que quando diferentes doses de uma substancia apresentam
efeitos semelhantes, a escolha da menor dose seja preferencial, como prevencdo de efeitos
colaterais. Portanto, escolhemos a menor dose (2,5 m/kg) para dar continuidade aos efeitos
anti-inflamatoério do MHTP.

Resultado semelhante esta descrito na literatura com alcaloide pirrolizidinico isolado
das sementes de Crotalaria laburnifolia Linn (Fabaceae), denominado de crotalaburnine, no
qual o pré-tratamento com 10 mg/kg inibiu o edema de pata em rato 3h apds a inducéo por
carregenina (GHOSH, 1974). O mesmo efeito foi observado na fracdo de alcaloide da Ruta
graveolens L. (Rutaceae), uma planta medicinal vulgarmente conhecida como arruda, que
também inibiu o edema de pata em rato 3h ap6s a indugdo por carregenina, quando 0s animais
foram pré-tratados com 10 mg/kg (RATHEESH et al., 2010).

O efeito anti-edematogénico do MHTP observado nas primeiras horas sugere que o
alcaloide esteja atuando na producdo e/ou acdo dos mediadores iniciais, liberados pelo
estimulo da carragenina. Portanto, investigamos o efeito do MHTP (na menor dose 2,5
mg/kg) na formacdo do edema de pata induzido pelos mediadores prostaglandina da série E,
(PGE,), na liberacdo de histamina pela degranulacdo dos mastdcitos, e por fim a influéncia
direta do MHTP na formac&o de edema de pata pela histamina.

A PGE; produzidas pela quebra do &cido araquiddnico por ciclooxigenases (COXs) é
liberada imediatamente apds a sua sintese e exerce suas fungdes bioldgicas via a ativacdo de
seu receptor (EP) acoplado a protéina G. A diversidade nas fungdes celulares de PGE; é
atribuida a sua ligacdo a quatro subtipos diferentes de receptores EP que, por sua vez propaga
o sinal, através de alteracdo do célcio intracelular (Ca?*) ou dos niveis de adenosina-
monofosfato ciclico (CAMP). Esses mecanismos de acdo da PGE; resultam na ativagdo de
uma serie de cinases que modulam diversas funcées celulares, podendo induzir uma resposta

inflamatdria caracterizada pelo extravasamento de plasma e contragcdo do musculo liso, além
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de dor e febre (DEY et al., 2006; DEWITT, 1991). Das trés isoformas de COXs a COX-2 é a
Unica que pode ser induzida por estimulos inflamatorios incluindo zimosan, carragenina e
LPS (NAOI et al., 2006; ALVAREZ et al., 2009; SCHLACHETZKI et al., 2010). O edema de
pata induzido por PGE; é utilizado como um método para elucidar o papel de um potencial
farmaco sobre a atividade desse mediador. Entretando essa metodologia ndo permite
considerar a atividade das ciclooxigenases, uma vez que a propria molécula é administrada no
tecido. Os resultados obtidos no edema de pata induzido pela injecdo de PGE,, em
camundongos pré-tratados com MHTP (2,5 mg/kg) mostram que o alcaloide inibiu o edema
de maneira semelhante a indometacina (10 mg/kg), um inibidor da COX. Nossos dados
mostram que o alcaloide inibiu a acdo da PGE; e que esse efeito inibitdrio pode ser via
ligacdo direta do MHTP ao receptor da PGE ou via blogueio de algum ponto na via de
sinalizacdo induzida pela PGE,.

Estudos com o alcaloide isolado crotalaburnine (20 mg/kg) demonstraram o efeito
inibitério do alcaloide no edema de pata induzido por PGE, ap6s 30 minutos de inducédo
(GHOSH, 1974). Em outro estudo Tsoyi e colaboradores (2008) demonstram que
camundongos pré-tratados com o alcaloide sintético CKD712 ndo diminuiram a producédo de
PGE; e acdo da COX-2,e esses resultados foram confirmados em macréfagos de linhagem
RAW 264.7, onde a producdo de COX-2 induzida por LPS néo foi afetada quando as células
foram tratadas com CKD712. Essas informacdes, em conjunto com nossos dados indicam
gue o MHTP esteja atuando poés-producdo de PGE,, e nos permite sugerir que o alcaloide
possa estar envolvido na inibi¢do da acdo da PGE;, sem alterar a producdo da molécula via
COX-2.

O edema induzido por histamina no modelo experimental de edema de pata tem sido
amplamente utilizado para explorar os efeitos anti-inflamatérios de algumas plantas
medicinais (TAMADDONFARD et al., 2012). As fontes mais ricas de histamina sdo o0s
mastocitos presentes no tecido conjuntivo adjacente aos vasos sanguineos, basofilos e
plaquetas no sangue (KUMAR et al., 2010; YAKUGAKU Z. et al., 2011). A atividade de uma
substancia sobre a histamina pode ser observada via o processo de degranulacdo dos
mastocitos (induzida por substancias como a ionomicina e o composto 48/80) ou via a
administracdo direta da histamina no tecido (GUO et al., 1997). Os efeitos da histamina sdo
mediados pela sua ligacdo com quatro subtipos de receptores acoplados a proteina G (HR1,
HR2, HR3 e HR4), que podem levar a formagdo de fosfatidil inositol (IP3), aumento dos
niveis de calcio intracelular, ativagdo de NF-kB e da via da adenilato ciclase. Os receptores

HR1 e HR2 sdo os responsaveis pela maioria das acdes inflamatorias induzidas pela
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histamina, incluindo vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular, como resultado da
contracdo das células musculares, sintese de prostaciclina (PGl,), sintese do fator de ativacado
plaquetaria (PAF) e liberacdo de NO (JUTE et al., 2009; BORK, 2014). No nivel juncional, a
sinalizacdo de histamina provoca a fosforilagcdo e rompimento de componentes da juncéo
aderentes (KUMAR et al., 2009).

O tratamento com 0 MHTP ndo reduziu a formacgéo do edema induzido pelo composto
48/80 ou pela histamina, sugerindo que o MHTP ndo possua atividade sobre a degranulagéo
de mastdcitos (evitando a liberacdo do mediador inflamatdrio), assim como néo interfere na
atividade da histamina. Entretanto a droga padrdo anti-histaminica prometazina como
esperado diminuiu consideravelmente o efeito da histamina inibindo o edema de pata.

Os relatos na literatura apontam que a diminuicdo do edema por um alcaloide ndo
necessariamente influencia a atividade da histamina. O alcaloide imidazol, epiisopiloturine,
encontrado nas folhas de Pilocarpus microphyllus (Rutaceae) (1 mg/kg) inibiu efetivamente o
edema de pata em camundongo swiss induzido por sulfato de dextrano, serotonina, e
bradicinina, mas ndo apresentou efeito inibitorio na formacdo do edema de pata induzido por
histamina (SILVA et al., 2013). Resultado semelhante foi descrito para o alcaloide warifteina
(bisbenzilisoquinolinico) isolado da planta Cissampelos sympodialis EICHL.
(Menispermaceae), onde o pré-tratamento com o alcaloide em ratos 1h antes do desafio com
histamina ndo foi capaz de inibir a formacdo de edema de pata entre 15 a 180 min ap6s
inducdo (FERREIRA COSTA, 2007).

Como conclusBes parciais de nossos estudos in vivo da atividade do MHTP na
inflamacdo aguda, temos que a molécula foi capaz de reduzir a vasodilagdo durante a resposta
inflamatoria aguda, inibindo a atividade da PGE; independente da acdo sobre a liberagcdo ou
atividade da histamina.

No edema de pata induzido por carragenina observa-se, apos 6 horas, a migracdo de
células da inflamacédo para o sitio inflamado (POSADAS et al., 2004). O tratamento com o
MHTP no modelo experimental provocou diminui¢cdo do edema no periodo de 6-24h onde
predomina a presenca de leucécitos, principalmente das células polimornucleares (POSADAS
et al., 2004). Com o objetivo de estudar o efeito do MHTP na migragdo de células da
inflamacdo para o sitio inflamado utilizamos o modelo experimental de peritonite induzida
por carragenina. A administracdo intraperitoneal de carragenina produz um aumento
sustentado da permeabilidade pos-capilar venular, levando a um aumento da infiltracdo
celular, principalmente de neutréfilos (MALECH; GALLIN, 1987). Assim, este modelo de

inflamacdo aguda permite a quantificacdo de leucdcitos que migram para a cavidade
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peritoneal, sob a acdo de agentes quimiotaticos, principalmente de leucotrienos e citocinas
(BROOKS; DAY, 1991) e é considerado, por muitos pesquisadores, como um ensaio
experimental completo uma vez que se pode avaliar o efeito de substancias tanto sobre os
eventos celulares quanto vasculares do processo inflamatério (RIBEIRO et al.,1997).

Nossos resultados demonstram que o0s animais pré-tratados com o MHTP
apresentaram reducdo significante no nimero de leucdcitos totais principalmente pela redugéo
dos polimorfonucleares, entretanto sem alterar o0 numero de células mononucleares que
migraram para a cavidade peritonial. Os PMNs (neutrofilos) constituem as primeiras células
sanguineas a serem recrutadas para o tecido contribuindo com a destruicdo do patdgeno e pela
cicatrizagdo do tecido, porém seu acimulo no tecido podera levar a danos teciduais como se
observa nas maiorias das doencas inflamatdrias cronicas como as autoimunes e asma
(MEDZHITOV, 2010). A manuntencdo dos mondcitos pode ser uma caracteristica positva,
uma vez que essas células estdo envolvidas nos processos de resolucdo da inflamacéo
MEDZHITOV, 2008). Os resultados também revelaram que o MHTP diminuiu a quantidade
de proteinas totais no lavado peritoneal, corroborando com resultados anteriores onde foi
demonstrado que o MHTP esteja atuando em nivel de endotélio inibindo a vasodilatagéo.

Estudos com o alcaloide epiisopiloturine demonstraram inibicdo da migracdo de
leucdcitos total e de polimorfonucleares para a cavidade peritoneal no modelo experimental
de peritonite induzida por carragenina, confirmado pela reducdo da enzima mileoperoxidase,
considerada como indicador da migracdo neutrofilica (SILVA et al., 2013). O mesmo foi
observado para a caulerpina, um alcaloide bisindol extraido de algas marinhas, que foi capaz
de inibir a migracdo de células da inflamacéo para o peritdnio de camundongos desafiados
com carragenina (DE SOUZA, 2009).

Durante a peritonite induzida por carragenina também se observa a producdo de
mediadores, tais como NO, IL-18, TNF-a e IL-6 (SALVEMINI et al., 1996; LORAM et al.,
2007), que induzem, entre vérias outras funcdes, a expressdo de moléculas de adesdo nos
leucocito e ceélulas endoteliais (SCHMID-SCHONBEIN, 2006; MEDZHITOV, 2010). O
tratamento com MHTP no modelo experimental de peritonite ndo alterou os niveis das
citocinas IL-1B, IL-6 e IL-10 e MCP-1/CCL2, sugerindo que a atuacdo in vivo do alcaloide
ndo seja pela inibicdo desses mediadores.

A IL-10 ¢é uma citocina anti-inflamatoria com um papel crucial na prevencdo de
patologias inflamatdrias e auto-imunes (SARAIVA; O’GARRA, 2010). Os niveis de IL-10,
ndo alterados no tratamento com MHTP, diferente do verificado no ensaio in vitro, é

considerado um efeito positivo na inflamacdo, considerando as caracteristicas anti-
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inflamatorias dessa citocina. As quimiocinas estdo envolvidas no processo de migracdo
leucocitéria durante a inflamacéo, controlando seletivamente a adesdo, quimiotaxia e ativacdo
de muitos tipos de populacbes e subpopulacBes de leucdcitos. Algumas quimiocinas estdo
primariamente envolvidas em processos inflamatorios agudos como a peritonite induzida por
carragenina, por exemplo, a quimiocina de MCP-1 (CCL2), que regula a migracdo e
infiltracdo de mondcitos para o sitio inflamatdério (KULKARNI et al., 2009).

A inibicdo da migracéo celular, principalmente de células polimorfonucleares, além da
diminuicdo do exsudato proteico (proteinas totais) observadas nos animais tratados com o
MHTP indicam a eficacia da molécula na resolucéo do processo inflamatério agudo. Baseado
nesses resultados anti-inflamatérios do MHTP decidiu-se estudar o potencial terapéutico
dessa molécula em um modelo de doenca inflamatoria aguda denominada lesdo pulmonar
aguda experimental (LPA).

A lesdo pulmonar aguda (LPA), uma sindrome de insuficiéncia, é uma condicdo
inflamatoria na qual observamos os principais processos e agentes da inflamacao aguda, como
o influxo de células inflamatdrias, aumento da permeabilidade alveolocapilar com formacéo
de edema pulmonar rico em proteinas e fatores pré-inflamatorios (LEIKAUF et. al, 2002;
GROENEVELD, 2003). Os neutréfilos desempenham um papel central na patogénese da
LPA, combinado com uma miriade de mediadores, incluindo citocinas (TNF-a, IL-1p), PAF,
espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (NO) e fatores de crescimento. Macréfagos
ativados, por exemplo, liberam uma variedade de citocinas, ROS, NO e enzimas proteoliticas
(SILLIMAN et. al, 1998; LEIKAUF et. al, 2002). Os disturbios que levam ao
desenvolvimento da LPA afetam pacientes de todas as idades, com taxas de mortalidade
substanciais, em torno de 30-50%. E apesar das sofisticadas terapias intensivas baseadas em
evitar as complicacBes e tratar a causa subjacente, a LPA ndo tem tratamento especifico
(WHEELER; BERNARD, 2007; RAGHAVENDRAN et. al, 2008).

A LPA se desenvolve a partir da perturbacdo de células epiteliais e endoteliais do
pulméo, do influxo de células inflamatdrias para o tecido resultando na interrupcdo da
producdo do surfactante (mistura lipoproteica com propriedades tensoativas), no edema
pulmonar e na atelectasia (colapso do parenquima pulmonar). Varios modelos animais para
LPA tém sido desenvolvidos via a inducdo com lipopolissacarideo (LPS), hiperoxia, embolia,
e acido oléico (LEIKAUF et. al, 2002). Segundo Matute-Bello (2008), a utilizagdo de LPS na
inducdo da LPA é o segundo modelo com maior nimero de citagdes no banco de dados do
PubMed no periodo de 2003 a 2007.
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O tratamento de animais com LPA induzida com LPS com MHTP inibiu a migragéo
de leucdcitos totais e PMNs no lavado bronco-alveolar desses animais corroborando com os
resultados obtidos no modelo experimental de peritonite induzida com carragenina.
Entretanto, o alcaloide néo foi capaz de inibir o extravazamento proteico no tecido pulmonar
apos 24h do estabelecimento da doenca. Esse resultado, portanto ndo corrobora com aquele
obtido no modelo e peritonite onde o tratamento com o0 MHTP diminuiu o extravasamento de
proteinas no peritoneo ap6s 4h do estabelecimento da peritonite. A contradi¢cdo desses
resultados nos diferentes modelos experimentais deve-se provavelmente a severidade da
doenca LPA e também ao tempo de duracdo do modelo de doenca -24h.

Estudos utilizando o modelo experimental de LPS mostrou que o alcaloide
quinolizidinico matrine isolado da planta Sophora flavescens Ait (Kushen) foi eficaz na
supressdo da inflamacdo pulmonar aguda (LPA) induzida por LPS, em camundongos, pela
reducdo acentuada do edema pulmonar, dos niveis da MPO, da migracdo de células totais e
teor de proteinas (ZHANG, et al., 2011). Resultados semelhantes foram observados no
tratamento de camundongos com LPA com a fracdo de alcaloides total da planta Corydalis
denticulato-bracteata Fedde, onde foi observado a diminuicdo do edema pulmonar e de
alteracOes histopatoldgicas, além de inibir a producdo de TNF-a e NO no soro e no lavado
broncolaveloar desses animais. Os resultados foram comprovados no nivel molecular pela
reducdo dos niveis da iNOs e p65 no pulmao (NIU et al., 2014).

Portanto, este trabalho demonstrou o potencial anti-inflamatério do alcaloide sintético
MHTP em modelos experimentais de inflamacdo aguda, in vitro e in vitro, pela resolucéo de
alguns processos inflamatdrios bem como pela inibicdo da acdo de alguns componentes da
inflamagdo. A atividade anti-inflamatéria do alcaloide foi observada em doses similares
aquelas utilizadas com drogas padrdo no tratamento de inflamagdo. Os resultados obtidos
nesse trabalho nos encorajam a dar continuidade nos estudos com o MHTP para que, no

futuro possa ser uma droga de escolha no tratamento de inflamagdes agudas.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesse trabalho permitem concluir que:

e O MHTP possui atividade anti-inflamatoria por diminuir a producéo de 6xido nitrico e
a producdo/liberacdo de citocinas pro-inflamatorias em culturas de macrofagos
peritoneais;

e O MHTP apresenta atividade anti-edematogénica pela inibigdo da atividade da PGE,
independente da degranulagdo de mastécitos ou atividade da histamina.

e O MHTP apresenta atividade anti-inflamatdria por inibir a migracdo de leucdcitos,
principalmente as células polimorfonucleares para o tecido inflamado bem como por
reduzir o esxudato proteico no modelo experimental de peritonite.

e O MHTP apresenta potencial para farmaco devido ao seu efeito anti-inflamatério na

lesdo pulmonar aguda inibindo a migracdo de leucdécitos para o tecido pulmonar.

Portanto:

e O MHTP foi eficaz na reducdo de trés dos cinco sinais cardinais da inflamacéo: rubor
(vermelhidédo), calore (temperatura) e tumor (edema) evidenciados pela reducédo da
vasodilatacdo,  formacdo de edema e  migracdo de  leucdcitos.
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