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RESUMO

Avaliacdo do LASSBi0-1524 e trés novos analogos em modelo de
inflamacé&o aguda

Natalia de Morais Sales
Orientadora: Dra. Patricia Dias Fernandes.

Resumo da dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de P6s-Graduagdo
em Farmacologia e Quimica Medicinal, Instituto de Ciéncias Biomedicas, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte dos requisitos necessarios
a obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias.

O LASSBI0-1524 e seus trés novos anadlogos N-acilidrazonicos, o LASSBio-
1760, LASSBIi0-1763 e LASSBIi0-1764 foram desenhados como inibidores da enzima
IKK-B, que participa da ativagdo da via candnica do NF-kB. A atividade farmacologica
desses compostos foi avaliada atraves do método da bolsa de ar subcutanea (BAS)
induzido por carragenina e através de dosagens de mediadores inflamatdrios e espécies
reativas de oxigénio. Foi possivel observar nesse modelo de inflamagdo aguda, que o
pré-tratamento com 0 LASSBIi0-1524 ou seus trés analogos, nas quatro doses testadas,
3, 10, 30 e 100 umol/kg, foram capazes de reduzir de maneira significativa a migracao
de leucdcitos para a cavidade gerada no dorso dos animais. O pré-tratamento com o
LASSBIi0-1524 e seus anadlogos também reduziu a producdo de NO, mas ndo foi capaz
de inibir significativamente o extravasamento proteico. Com relacdo as citocinas
inflamatdrias, todas as doses dos compostos reduziram significativamente a producéo de
TNF-0. O mesmo aconteceu com relacdo a IL-1B, com excecdo do LASSBio-1763 e
LASSBI0-1764. Os trés derivados do LASSBIi0-1524 reduziram significativamente a
producdo da interleucina-10, mas ndo o proprio. Os compostos também néo interferiram
na producdo de IFN-y e MCP-1 na BAS. Com excecdo do LASSBIio-1760, todos os
compostos reduziram de maneira significativa 0 metabolismo oxidativo de leucocitos
polimorfonucleares. Nossos dados indicam que 0s compostos testados possuem uma
leucdcitos, reducdo da producdo de NO, TNF-a e IL-1p. Pode estar relacionada também
a reducao do metabolismo oxidativo, ambos efeitos ligados a ativacao do fator NF-«xB.

Palavras-chave: 1. N-acilidrazona 2. Migracdo celular 3. Inflamacdo 4. Nf-xB. 5.
Atividade anti-inflamatoria

Rio de Janeiro
Janeiro de 2014



ABSTRACT

Evaluation of LASSBi0-1524 and three new analogues in acute
inflammation model

LASSBIi0-1524 and its three N-acylhydrazone new analogs, LASSBio-1760,
LASSBIi0-1763 and LASSBi0-1764 were designed as inhibitors of the IKK-f enzyme,
which participates in the activation of NF-kB canonical pathway. The pharmacological
activity of these compounds was evaluated with the subcutaneous air pouch (SAP)
induced by carrageenan and by measurement of inflammatory mediators and reactive
oxygen species. It was observed in this acute inflammation model that pretreatment with
LASSBIi0-1524 or its three analogues, tested in doses of 3, 10, 30 and 100 pmol/kg,
were able to significantly reduce leukocyte migration to the cavity. Pretreatment with
LASSBI0-1524 and its analogues also decreased NO production but was not able to
significantly inhibit protein extravasation. In relation to inflammatory cytokines, all
compounds in all doses significantly reduced TNF-a production. The same happened to
interleukin IL- 1B, with exception of LASSBIi0-1763 and LASSBio-1764. All three
LASSBIi0-1524 derivatives significantly reduced interleukin IL-10 production. The
compounds did not affect IFN-y and MCP-1 production in the SAP. With exception of
LASSBI0-1760, all compounds significantly reduced the oxidative metabolism of
polymorphonuclear leukocytes. Our data indicate that the tested compounds have anti -
inflammatory activity, which may be related to inhibition of leukocyte migration,
reducing the production of NO, TNF-a and IL-1f. This effect may also be related to
reduction of oxidative metabolism, both effects linked to activation of NF-kB factor.

Keywords: 1. N-acylhydrazone 2. Cell migration 3. Inflammation 4. NF-kB. 5. Anti-

inflammatory activity.

Rio de Janeiro
Janeiro de 2014
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1. INTRODUCAO



1.1. Inflamagéo

A inflamacdo é uma resposta vital do organismo a estimulos externos
considerados nocivos ou a uma lesdo do tecido e pode levar ao restabelecimento da
estrutura e funcdo tecidual apds reacdes vasculares, migracdo e ativacdo de leucdcitos e
respostas sistémicas. Entretanto, quando exacerbada essa resposta pode ter efeitos
prejudiciais ao organismo. O processo inflamatorio pode ainda ser definido como uma
sequéncia de eventos em resposta a infecgdo por micro-organismos e suas toxinas, lesdo
tecidual, traumatismos, agressdo induzida por agentes fisicos ou quimicos
(queimaduras, radiacdo), entre outros (CHEN & NUNEZ, 2010).

Uma das principais caracteristicas do processo inflamatorio é a reagdo dos vasos
sanguineos que, com o aumento da permeabilidade, leva ao acumulo de fluido e
leucdcitos nos tecidos extravasculares. 1sso promove aumento local na concentragdo de
mediadores inflamatdrios. Para que este processo ocorre € necessaria a imunidade inata
e em alguns casos, da resposta imune adaptativa, dois principais componentes
integrantes de defesa do organismo (LAWRENCE e cols., 2002).

A imunidade inata ndo so atua como primeira linha de defesa contra o material
nocivo, mas apo0s reconhecimento de um estimulo adequado, fornece os estimulos
necessarios para instruir o sistema imune adaptativo a montar uma resposta. Além disso,
a imunidade inata ocorre independentemente de contato prévio com imundgenos ou
agentes agressores, ndo sendo alterada qualitativa ou quantitativamente apds o contato.
Os principais mecanismos na imunidade inata sdo a fagocitose, a liberacdo de
mediadores inflamatdrios, a ativacdo de proteinas do sistema complemento, bem como
sintese de proteinas de fase aguda, citocinas e quimiocinas (CHAPLIN, 2010; SERHAN

e cols., 2011).



Por sua vez, a resposta imune adaptativa depende do fornecimento de efetores
pelo sistema imune inato, na forma de fagdcitos e granulécitos, para lidar com o
causador da injaria. A resposta imune adaptativa também depende da ativacdo de
células especializadas, os linfocitos e das moléculas sollveis que eles produzem
(anticorpos, citocinas e quimiocinas). As principais caracteristicas da resposta imune
adquirida sdo: especificidade e diversidade de reconhecimento, meméria, especializacdo
de resposta, autolimitagdo e tolerdncia a componentes do prdprio organismo
(CHAPLIN, 2010; YANG e cols., 2012).

A reacdo inflamatdria é caracterizada por uma resposta inicial imediata. Uma
vez que o antigeno ou o dano tecidual é detectado, tem inicio o recrutamento de
neutrofilos para o local da injaria. Os sinais clinicos da inflamagdo (Figura 1),
chamados sinais classicos, que foram inicialmente descritos por Cornelius Celsus ha
mais de 2000 anos sdo calor, rubor, edema, dor e cronicamente a perda da funcédo
(LAWRENCE e cols., 2002). Esses sinais sdo resultado da vasodilatacdo, do acumulo
de leucdcitos, aumento do fluido intersticial e ainda de uma estimulacdo dos terminais

nervosos pelos mediadores inflamatorios (KVIETYS & GRANGER, 2012).



Figura 1: Sinais classicos da inflamacdo (Adaptado de LAWRENCE e cols., 2002).

A inflamacédo pode ainda ser dividida em aguda e crbnica, de acordo com sua
duracdo e caracteristicas patoldgicas. A inflamagdo aguda se inicia alguns segundos ou
minutos apos a instalacdo do agente agressor e tem uma duracao relativamente curta (de
minutos a varias horas ou poucos dias). E caracterizada pelo recrutamento inicial de
neutrofilos, seguido pelo recrutamento de mondcitos que se diferenciam em
macrofagos. Suas principais caracteristicas sdo a exsudacdo de fluido e proteinas
plasmaticas (edema) e a migracao de leucécitos. A inflamacéo crénica tem uma duracao
maior e estd histologicamente associada a presenca de linfocitos e macrdfagos,
proliferagdo de vasos sanguineos (angiogénese), fibrose e necrose tissular (ARITA,

2012).

Na figura 2 podemos observar o tempo “tedrico” de resposta a inflamacéo aguda

e 0s mediadores associados ilustrando a cinética celular e liberacdo sequencial de



mediadores. Nos primeiros 30 minutos, aminas vasoativas e mediadores lipidicos levam
a um aumento na permeabilidade vascular com consequente formagéo de exsudado e
edema, evento este que é seguido pela producdo de citocinas e quimiocinas e por
moléculas de adesdo que ativam o endotélio e medeiam a migracdo de leucocitos
polimorfonucleares (PMN) para o sitio inflamatorio. Aproximadamente de 6 a 48 horas
depois do estimulo infamatdrio, mediadores anti-inflamatorios, tais como as lipoxinas
(LX) e prostaglandinas (PGs) atenuam a migracdo celular e promovem apoptose e
retirada de PMNs do sitio inflamatério. Entdo se inicia a fagocitose de celulas
apoptoticas por celulas mononucleares, promovendo a liberacdo de mediadores anti-
inflamatdrios como o fator de crescimento transformante-p1 (TGF-B1) (LAWRENCE e
cols., 2002).

A inflamacdo termina quando o agente agressor é eliminado e os mediadores
secretados sdo destruidos ou dispersos. Além disso, existem mecanismos anti-
inflamatdrios ativos que controlam a resposta e evitam que ela cause danos excessivos

ao hospedeiro (MEDZHITQOV, 2008).
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Figura 2: Tempo de resposta a inflamacdo. LX, lipoxinas; cyPGs, prostaglandinas
ciclopentendnicas; TGF-B1, fator de crescimento transformante-pl; BAX, proteina
associada a BCL-2; IL, interleucina; LTs, leucotrienos; MCP1, proteina quimiotatica de
monocitos; PAF, fator de ativacdo plaquetaria; PGs, prostaglandinas, TNF, fator de

necrose tumoral (Adaptado de LAWRENCE e cols., 2002).

1.2.Migracéo leucocitaria

A chegada de leucdcitos para o local da lesdo ou infeccdo é de grande
importancia e uma série de eventos ocorridos entre os leucocitos e o endotélio garante
que os leucocitos deixem a corrente sanguinea no local correto onde ocorre a
inflamacdo. A migracdo transendotelial é a etapa do processo inflamatério em que o0s
leucdcitos atravessam as células endoteliais que revestem os vasos sanguineos proximos
ao local da inflamacdo e é um ponto critico na regulacdo dessa resposta. Todo o
beneficio advindo da resposta inflamatdria e quase todos os efeitos colaterais ocorrem

apos a chegada de leucdcitos dos vasos sanguineos para o sitio inflamatério (MULLER,



2013).

O ndmero de neutrdfilos no sangue periférico, por exemplo, é geralmente
constante, mas esse nimero é capaz de aumentar significativamente apds um estimulo
inflamatorio. Esses neutrofilos sdo originados de células tronco da medula 6ssea e
podem ser rapidamente mobilizados durante reacfes inflamatorias. A liberacdo de
neutrofilos da medula Ossea resulta em um aumento do nimero de neutrofilos
circulantes disponiveis para serem recrutados e migrarem para o sitio da inflamacao
(FURZE & RANKIN, 2008).

Um grande numero de moléculas das células endoteliais tem sido envolvido na
transmigracédo, tanto que uma delecdo genética ou blogueio destas moléculas prejudica a
diapedese. Alem de fungbes adesivas, estas moléculas de sinalizagdo, como a molécula
1 de adesdo intercelular (ICAM-1) e a molécula 1 de adeséo vascular (VCAM-1), tem
outras funcdes que contribuem para o seu papel na transmigracdo celular (MULLER,
2011).

Em condi¢cbes normais de fluxo sanguineo, as células se localizam
preferencialmente no centro do fluxo sanguineo, onde a resisténcia € menor e a
velocidade do fluxo sanguineo é maior. Quando ha vasodilatagdo (por exemplo, em
vénulas pds-capilares) nos locais de inflamacdo, a velocidade do fluxo sanguineo
diminui e as células circulantes colidem mais frequentemente com as células endoteliais
ativadas e que expressam moléculas de adesdo. Apds o rolamento dos leucocitos sobre o
endotélio vascular, ocorre sua firme aderéncia a superficie endotelial, 0 que aumenta de
forma significativa o contato entre o leucocito e a célula endotelial. A finalidade do
rolamento é fazer com que os leucdcitos entrem em contato com a célula endotelial para
que eles possam ser ativados posteriormente por quimiocinas e outros agentes pro-

inflamatérios apresentados na superficie das células endoteliais. As quimiocinas,



produzidas no endotélio ou por células inflamatorias intersticiais e transportadas para o
lado luminal do endotélio, ligam-se a seus receptores e essa ligacao leva a transducao de
sinais que ativam integrinas de leucdcitos (MULLER, 2003).

As integrinas sdo uma familia de receptores de adesdo, heterodiméricos, que
existem no estado de repouso em uma conformagdo inativa. A ativacdo das integrinas
resulta em uma alteracdo conformacional que favorece a ligagdo de leucdcitos (HYNES,
1992).

Como mostra a figura 3, as células endoteliais ativadas expressam muitas
moléculas de adesdo da familia das selectinas, ICAM-1 e VCAM-1. As selectinas séo
glicoproteinas presentes em leucocitos (L-selectina), endotélio (E-selectina e P-
selectina) e plaquetas (P-selectina) que se ligam a moléculas glicosiladas presentes na
superficie de outras células e, em geral, medeiam ades@o de baixa afinidade entre
leucacitos e endotélio. Apesar da baixa afinidade, essa interacdo é suficiente para atrair
os leucocitos para a periferia do fluxo sanguineo e promover o contato dos leucécitos

com o endotélio (MULLER, 2013).
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Figura 3: Transmigracao leucocitaria (Adaptado de MULLER, 2013).

No caso do neutrdfilo, seu primeiro contato com o endotélio ativado é mediado
pela interagcdo das selectinas P e E. A histamina e outros mediadores da inflamagéo
aguda estimulam a translocacao de P-selectina dos Corpos de Weibel-Palade (vesiculas
secretorias intracitoplasmaticas) para a superficie luminal de células endoteliais. Entdo a
P-selectina interage com ligantes de selectina nos leucocitos. Concomitantemente, a L-
selectina, de expressdo constitutiva nos neutréfilos, liga-se ao conjunto de mucinas na
superficie do endotélio. Essas ligacfes sdo de dissociacdo rapida, o que faz com que 0s
neutrofilos rolem na parede do vaso impelidos pelo fluxo sanguineo e sejam expostos a
fatores quimiotaticos. Entre os fatores quimiotaticos, destacam-se fragmentos de fibrina,
colageno, fatores soliveis plaquetarios, mediadores dos mastocitos, C3a, C4a e Cba,
residuos do metabolismo bacteriano, como os peptideos n-formilados, e as quimiocinas
secretadas por diferentes tipos celulares (RANKIN, 2004). As quimiocinas induzem
alteracdes nas integrinas, levando ao reconhecimento de maior avidez aos ligantes
expressos no endotélio, imobilizando os neutrofilos e promovendo sua aderéncia a
parede do vaso. A migracdo das células aderidas para o tecido adjacente € direcionada
pelo gradiente crescente de produtos quimiotaticos, facilitado pela interacdo das
integrinas aos componentes da matriz extracelular (como a fibrina e a fibronectina). O
extravasamento e migracdo leucocitaria sdo dependentes de quimiocinas como a
proteina quimioatraente de macréfagos-1 (MCP-1), produzida nos locais de infeccgdo, se
ligando aos proteoglicanos da matriz extracelular e em moléculas similares na superficie
das células endoteliais. A interleucina (IL)-8, liberada por macrofagos ativados, atrai
neutrofilos, que sdo estimulados a migrar para o tecido inflamado, ao passo que MCP-1

recruta mondcitos, células T, células natural killer (NK) e mais tardiamente, células



dendriticas (CARLOS & HARLAN, 1994).

A dindmica de producdo das moléculas de adesdo varia de minutos a horas.
Algumas, como a P-selectina, sdo encontradas nos corpos de Weibel-Palade que
rapidamente se fundem a membrana plasmatica quando a célula é estimulada. Outras,
como a E-selectina, ICAM-1 e VCAM-1, demandam horas para sua sintese (MULLER,

2003).

1.3. Mediadores inflamatdrios

Os mediadores inflamatdrios podem ser originados do plasma, tais como 0s
componentes do sistema complemento, do sistema da coagulacdo e as cininas ou ainda
originados de células e de tecidos, tais como a histamina, a serotonina, metabdlitos do
acido araquiddnico (AA), fator de ativacdo plaquetario (PAF), 6xido nitrico (NO) e
interleucinas (ILs) (RANKIN, 2004).

O AA é um acido graxo que apresenta papel regulador chave na fisiologia
celular. E liberado a partir de fosfolipidios de membrana através da enzima fosfolipase
A; (PLA), que pode ser ativada por diversos estimulos quimicos, inflamatorios,
traumaticos e mitogénicos, que também ativam citocinas pro-inflamatorias, como a
interleucina 1 (IL-1) (HILARIO e cols., 2006). O AA pode ser metabolizado pela via
das ciclo-oxigenases, dando origem a formacdo de prostaglandinas (PGs) e
tromboxanos (TXs) ou pela via das lipoxigenases levando a sintese dos leucotrienos
(LTs) e lipoxinas (ARITA, 2012).

Os produtos do metabolismo do AA por estas duas vias enzimaticas sdo
chamados de eicosanoides, constituindo uma grande familia de compostos formada

pelas PGs, TXs e LTs, que possuem elevada poténcia e garantem um amplo espectro de



atividades biolégicas. (PETERS-GOLDEN & HENDERSON, 2007). Os eicosanoides
desempenham importante funcdo na inducdo e na facilitacdo de patologias,
principalmente as doencas inflamatdrias, tendo por isso, a supressao de suas a¢des sido
um dos principais alvos e objetivos terapéuticos para o desenvolvimento de farmacos
anti-inflamatorios (BOTTING, 2006).

Existem isoformas da enzima ciclo-oxigenase (COX), a COX-1, a COX- 2 e a
COX-3. A COX-1 é uma proteina constitutiva encontrada no reticulo endoplasmatico de
varios tipos celulares como estémago, rins e plaquetas, enquanto a expressao da COX-2,
inicialmente tida como induzivel pelo processo inflamatorio, € constitutiva no endotélio
vascular, pulmdo e cérebro. A COX-3 é encontrada principalmente no sistema nervoso
central e coragdo (BOTTING, 2010). Ja entre as LOs estdo as 5-lipoxigenase (5-LO),
12-lipoxigenase (12-LO) e a 15-lipoxigenase (15-LO) (HARIZI e cols., 2008).

A COX §é, portanto, responsavel pelos dois primeiros passos na sintese de
prostanoides, que sdo produzidos atraves da acdo de uma gama de enzimas que utilizam
a prostaglandina H, resultando em tromboxano A, (TXA;) PGE,, PGF,, PGD; e PGl; e
as etapas posteriores sdo dependentes de enzimas tecido-especificas (ARITA, 2012).

Os locais mais importantes de producdo de lipoxinas sdo as mucosas e 0S vasos
sanguineos. Nas mucosas as lipoxinas sdo geradas principalmente pelos neutrofilos a
partir do 15-acido-hidroxieicosatetraenoico (15-HETE), o qual é fornecido pelas células
do epitélio (SCANNELL & MADERNA, 2006). J& nos vasos sanguineos, a biossintese
envolve a oxigenacdo do AA pela 5-lipoxigenase em leucocitos e a liberagdo do
intermediario LTA4, 0 qual € convertido em lipoxina pelas plaquetas através da
atividade da 12-LO (biossintese transcelular) (BOTTING, 2010).

Vérios mediadores e vias moleculares modulam a sobrevivéncia e morte de

leucocitos nos locais de inflamagdo incluindo moléculas intracelulares da familia das



vias de sinalizacdo PI3K (fosfatidilinositol 3-quinase), cascata das MAPK (proteinas
quinase ativadas por mitégenos) e NF-xB (fator nuclear kappa B) (LELEKOV-
BOISSARD e cols.,, 2009, SRIRAM e cols.,, 2011), citocinas pro-inflamatorias
(ANDINA e cols.,, 2009) e ROS (espécies reativas de oxigénio). Em condicGes
inflamatorias, a producdo de superéxido € aumentada, pois este desenvolve um
importante papel na resposta imune de mamiferos. O superéxido tem agdo
antimicrobiana e facilita a morte de micro-organismos invasores, pois através de
oxidacdo lipidica a membrana plasmética é degradada. Paradoxalmente, ROS e RNS
(espécies reativas de nitrogénio) podem ainda prejudicar o tecido, devido a sua
sinalizag@o e outras funcdes ndo-antimicrobianas, essas moléculas sdo importantes na
limitacdo do sequestro de neutréfilos e lesdo vascular durante sepse e no controle da

resposta inflamatoria a fungos (FANG, 2004; SEGAL, 2005).

1.4. Citocinas

Citocinas sdo proteinas produzidas por diferentes tipos celulares do sistema
imune e sua producdo é iniciada principalmente quando as células sdo ativadas por
estimulos inflamatorios. As citocinas atuam na comunicacdo entre as células,
promovendo a inducdo ou regulacdo da resposta imune. Uma mesma citocina pode ser
produzida por mais de um tipo celular e ter ainda diferentes efeitos, dependendo das
condicdes do microambiente, no entanto, citocinas diferentes podem ter acdes similares.
Elas podem potencializar ou inibir o efeito de outras citocinas e a maioria delas exerce
efeitos paracrinos (acdo sobre células presentes nas proximidades das células produtoras
da citocina) ou efeitos autdcrinos (acdo sobre o tipo celular que a produz) (BORISH &
STEINKE, 2003; PRASAD & MCCULLOUGH, 2013).

Ja foram descritas mais de 200 citocinas diferentes, pertencentes as familias de



hematopoietinas, interferons, quimiocinas e TNF (fator de necrose tumoral)
(WATANABE e cols., 2004).

As quimiocinas sdo pequenas proteinas quimioatraentes secretadas por
diferentes tipos celulares. Elas controlam a adesdo, quimiotaxia e ativacdo de varios
tipos de leucdécitos além de desempenhar papel fundamental na resposta inflamatoria,
recrutando células inflamatorias para o local da lesdo por quimiotaxia. Quimiocinas
também controlam e atuam em diversos processos bioldgicos como hematopoese,
angiogénese e metastase de tumores. As vias de transducdo de sinais ativadas pelas
quimiocinas promovem a ativagdo de integrinas nos leucdcitos, levando a adeséo a
parede do endotélio, geracdo de radicais livres por fagocitos, liberacdo de histamina dos
basofilos e ativacdo de proteases de neutrofilos (BORISH & STEINKE, 2003).

Originalmente, as citocinas e quimiocinas eram nomeadas de acordo com a sua
funcéo por exemplo, o fator de crescimento de células T, agora é chamado interleucina-
2 (IL-2) e a MCP-1, (proteina atraente de macrofagos), é chamada de CCL2, mas
devido as suas acOes pleiotropicas, de multiplos efeitos, a homenclatura mudou para
nameros para facilitar o entendimento (KUNKEL e cols., 1995). O efeito das citocinas
se da apds a ligacdo ao seu receptor especifico expresso na superficie da célula-alvo,
desencadeando a transducdo de sinais no interior da célula. As familias de receptores
sdo: superfamilia das imunoglobulinas (Ig); receptores classe I (também conhecidos
como familia de receptores das hematopoietinas); receptores classe Il (tambem
conhecidos como familia de receptores de interferons); membros da familia de
receptores de TNF e receptores de quimiocinas (PRASAD & McCULLOUGH, 2013).

Cabe destacar a acdo moduladora das citocinas pré-inflamatérias e anti-
inflamatdrias que atuam nos eventos vasculares e celulares da resposta inflamatéria. O

TNF-a, IL-1, IL-6, IFN-y (interferon- y), IL-12 e 1L-18 s&o exemplos de citocinas pro-



inflamatorias, enquanto a IL-4, IL-10, IL-13 e IFN-a sdo reconhecidas como anti-
inflamatorias. (BORISH & STEINKE, 2003).

O TNF-a possui diversas propriedades biologicas, atuando sobre a
diferenciacéo, proliferacdo, ativagdo e morte celular. Esta citocina exerce também efeito
quimiotatico sobre mondcitos e neutréfilos, estimula a producdo de PGE, por
macrdfagos e modula a fungdo de linfocitos B e T (BEUTLER & CERAMI, 1989). O
TNF-o humano produzido pelos macréfagos, linfécitos T ativado e por outras células
ndo linfoides é sintetizado em duas formas biologicamente ativas: uma forma
precursora, associada & membrana, e uma soltvel, derivada da sua clivagem proteolitica
(SMYTH & JOHNSTONE, 2000). Existem dois tipos de receptores para TNF-a: tipo I
(TNFR1) e tipo Il (TNFR2), os quais estdo presentes na membrana plasmatica de varios
tipos de células, com excecdo dos eritrocitos (BORISH e cols., 2003).

A ligacdo ao receptor TNFR1 pode iniciar a clivagem e ativacdo das caspases,
envolvidas no processo de apoptose. Ja a ativacdo do TNFR2 pode desencadear sinais
intracelulares dependentes das quinases levando a ativacdo do fator NF-kB ¢ expressdo
de genes celulares para TNF-a. Ainda, a ligacao aos receptores pode resultar na ativacao
e proliferacdo celular (SMYTH & JOHNSTONE, 2000; MAZZON & CUZZOCREA,
2007).

O IFN-y ¢ uma citocina, predominantemente produzida por células T e NK em
resposta a uma variedade de estimulos inflamatérios e imunes. E produzido por células
TH1, estimuladas por IL-12, sendo a principal citocina secretada por estas células. Sua
producdo é fundamental para que a resposta imune contra patdgenos seja eficiente
(BILLIAU & MATTHYS, 2009). Receptores para essa citocina sdo expressos por
praticamente todas as células do corpo, permitindo sua agdo em muitos 6rgaos e tecidos

(SCHURGERS e cols., 2012).



O IFN-y interfere na modulacdo da resposta inflamatoria, ativando macréfagos e
células endoteliais, estimula a secrecéo de quimiocinas, citocinas com a¢ao quimiotatica
e outros mediadores inflamatérios. Adicionalmente, aumenta a atividade de células
apresentadoras de antigenos e a capacidade de reconhecimento de antigenos por
linfécitos T (BILLIAU & MATTHYS, 2009). Ativa a transcricdo de genes que
participam da atividade antiviral, apoptose, processamento de antigeno, expressdo de
MHC e o desenvolvimento de linfocitos TH1. Além disso, induz macréfagos a destruir
e/ou restringir o crescimento de bactérias alvos (SCHURGERS e cols., 2012).

A 1L-10 é uma citocina anti-inflamatodria secretada pelos linfocitos T auxiliares
tipo 2 (TH2), que regula a resposta imune, inibindo reagdes alérgicas. A acdo mais
importante da IL-10 na inflamagdo se deve aos efeitos no endoteélio, leucocitos e
fibroblastos, bem como a inducgéo das reacOes da fase aguda, onde a IL-10 induz vérias
mudancas, a maioria relacionada a transcricdo de gene para sintese de moléculas de
adesdo endotelial, mediadores quimicos como citocinas, fator de crescimento, oxido
nitrico (NO); também regula a producdo de enzimas associadas a remodelacdo de
células matrizes e quando associada ao TNF, induz a resposta da fase aguda a infeccao
ou agressdo tecidual (FUJIIWARA & KOBAYASHI, 2005). Essa atividade especifica
da IL-10, também desencadeada pelo mondcito, tem muito a ver com a regulacdo da
leucopoiese durante um processo inflamatério. A IL-10 atua junto aos fibroblastos e
células endoteliais estimulando a liberacdo de fatores de crescimento para granulécitos,
macrofagos e monocitos. Além disso, libera TNF que estimulard os linfocitos T a

produzirem anticorpos especificos (NG e cols., 2013).



As IL-1 (a e B) sdo citocinas pleiotropicas secretadas pelos macrofagos,
mondcitos, neutréfilos, linfécitos T e B, células endoteliais, fibroblastos e
queratinocitos. Funcionalmente sdo semelhantes e atuam sinergisticamente sobre
diversas atividades biol6gicas; induzem principalmente a sintese e secrecdo de proteinas
de fase aguda pelos hepatdcitos, sendo reconhecidas como reguladoras da resposta de
fase aguda do processo inflamatério. Estas citocinas estimulam também a producdo de
quimiocinas, as quais atraem as células inflamatérias para o foco inflamatério (AREND

e cols., 2008).

1.5. Fator nuclear kB

O fator de transcricdo NF-kB tem agdo descrita em diversas células que compdem
0s organismos complexos, apresentando uma gama de agdo superior a todos os fatores
de transcricdo até entdo caracterizados. (HAYDEN & GOSH, 2004). Desde a sua
descoberta ha mais de 25 anos, 0 NF-kB tem servido como modelo sistema para
transcricdo induzivel e devido aos seus amplos efeitos fisioldgicos e clinicos, atrai
grande interesse de pesquisa. No entanto, a funcdo do NF-kB ainda levanta questdes
sobre como um conjunto limitado de mediadores de sinalizacdo é capaz de integrar
diversos estimulos para atingir um tipo de célula e resposta especifica. Contudo, 0 NF-
kB ndo existe isoladamente ¢ estudos comecaram a elucidar como a comunicagdo e
como as redes de sinalizacdo paralelas moldam essa resposta (OECKINGHAUS e cols.,
2011).

Vérios tipos de estimulos podem ativar o fator de transcrigdo NF-xB, tais como

infeccOes virais, bacterianas, citocinas inflamatdrias e o acoplamento antigeno-receptor,



além de estimulos fisicos, fisiologicos e estresse oxidativo (CAMANDOLA &
MATTSON, 2007).

O NF-xB inclui um complexo grupo de fatores de transcricdio homo e
heterodiméricos localizados no citoplasma de todas as células e que, uma vez ativados,
translocam para o nucleo. Os principais membros da familia sdo: NF-kB1 (p50/p105),
NF-xB2 (p52/p100), RelA (p65), RelB e c-Rel. Heterodimeros contendo p65 e também
p50 ou p52 estdo entre os mais frequentes observados em varias linhagens de células
(GHOSH e cols., 1998).

Em condicbes de repouso, dimeros de NF-kB estdo ligados a IkBs (proteinas
inibidoras de kB), que sequestram os complexos de NF-kB inativos no citoplasma.
Quando induzida por estimulo se dad inicio a degradacdo de proteinas IxB através
fosforilagdo pelo complexo IkB cinase (IKK), o qual consiste em duas quinases
cataliticamente ativas, IKKa e IKKP e a subunidade reguladora IKKy (NEMO).
Proteinas IxB fosforiladas sdo alvo de ubiquitinagao e degradagdo proteossomal, o que
leva a liberacao dos dimeros de NF-xB para que possam translocar para o ncleo. Como
a ativagdo depende da degradacdo do IkB, o complexo IKK ¢ o “guardido” da
sinalizacdo do NF-kB e representa um ponto critico para a interagdo com vias de
sinalizacdo em paralelo (PERKINS, 2007).

De maneira geral, existem duas vias principais de ativacdo do NF-«xB, as vias
candnica e ndo candnica (figura 4). A via canonica (esquerda) € induzida pela maioria
dos estimulos fisiologicos do NF-kB, como por exemplo, sinais dos receptores de
citocinas como o receptor de TNF-a (TNFR) e de IL-1, bem como de receptores tipo
toll (TLRs), como o TLR4, principal sinalizador do lipopolissacarideo (LPS) bacteriano.
A estimulacdo em TNFR1 leva a ligacdo do adaptador TRADD, que fornece uma

plataforma de montagem para o recrutamento do adaptador FADD e TRAF2 (fator



associado ao receptor de TNF). Esta via candnica, dependente de IKKB ¢ NEMO, leva
principalmente a fosforilagdo do IxBa e transloca¢do nuclear de heterodimeros de NF-
kB contendo RELA. Em contraste, a via ndo-candnica (direita) depende da fosforilagéo
mediada por IKKa das proteinas precursoras pl100 associadas a RELB que leva ao
processamento parcial de pl00 a complexos p52/RELB. Esta via ndo-candnica €
induzida por uma sinalizacdo especifica da familia do TNF, como o CD40, e também a

lifotoxina-B (OECKINGHAUS e cols., 2011).




Figura 4: Vias de ativacdo do Nf-xB em resposta a estimulos pro-inflamatorios

(Adaptado de OECKINGHAUS e cols., 2011).



1.6. Papel das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio na resposta inflamatoria

Embora o oxigénio molecular possa ser considerado ndo reativo, a sua reducao
univalente leva a formacdo de espécies com elétrons desemparelhados na camada de
valéncia, ou seja, espécies quimicas reativas com &tomos de oxigénio na sua
composicdo (EBERHARDT, 2001).

O termo Espécie Reativa de Oxigénio/Nitrogénio é usado para identificar radicais e
alguns ndo radicais que se apresentam como agentes oxidantes e/ou sdo facilmente
convertidos em radicais (HALLIWELL, 2006).

As especies reativas de oxigénio e nitrogénio sdo produzidas naturalmente em nosso
organismo, através de processos metabdlicos oxidativos e, muitas vezes, sdo de extrema
utilidade, como nas situacbes em que ha& necessidade de ativacdo do sistema
imunologico (por exemplo, na utilizacdo do perdxido de hidrogénio pelos macréfagos
para destruir bactérias e outros elementos estranhos); na desintoxicacdo e na producao
do 6xido nitrico (NO) (GUERRA e cols., 2007).

As células fagociticas estdo entre os componentes mais importantes da resposta
imune inata, que € a primeira linha de defesa do hospedeiro. Dois dos mais importantes
sistemas antimicrobianos de células fagociticas sdo a NADPH oxidase de fagocitos
(também conhecido como phox) e a via da Oxido nitrico sintase (NOS), que é
responsavel pela geracdo de radicais superdxido (O2) e NO, respectivamente. Embora
esses sistemas dependam ambos de NADPH e oxigénio molecular, e por vezes
funcionem em conjunto, a NADPH oxidase e a NOS estdo em complexos enzimaticos

separados com regulacdo independente (FANG e cols., 2010).



Um desequilibrio entre a produgdo de ROS/RNS e sua eliminacdo pelos sistemas
antioxidantes favorecendo a superproducdo dessas espécies é chamado de estresse
oxidativo e estresse nitrosativo (RIDNOUR e cols., 2005, KVIETYS & GRANGER,
2012).

Esta superproducdo € o mecanismo comum por trds de muitas neuropatologias,
responsabilizando-se por danos a lipidios, proteinas e DNA. Por causa disso, 0 estresse
oxidativo e nitrosativo tem sido implicado numa grande variedade de doengas humanas
assim como no processo de envelhecimento (VALKO e cols., 2007).

Espécies reativas de oxigénio podem ter um papel importante no controle do
acumulo de leucocitos durante a inflamagdo. Sob condicGes de estresse oxidativo, a
enzima superoxido dismutase (SOD) age como um sistema de defesa celular endogeno
que degrada o anion superoxido (O-) em oxigénio e peroxido de hidrogénio (H,0,). A
H,0, tem sido demonstrada induzir a apoptose em células epiteliais (HUSSAIN e cols.,
2010), células endoteliais (FANG e cols., 2010) e neutrofilos (LOPES e cols., 2011).
Além disso, o potencial terapéutico da SOD na resolucdo da resposta inflamatéria pode
ser uma importante ferramenta para terapia anti-oxidativa baseada na sua capacidade de
catalisar a dismutacdo de radicais superoxido. O tratamento com reagentes que
mimetizam a SOD reduzem a producdo de citocinas pro-inflamatérias e diminuem a
expressdo de moléculas de adesdo em células endoteliais (CUZZOCREA e cols., 2001).

Além dos ROS, as RNS, como o NO, participam do processo inflamatério. A
funcdo do NO depende da sua concentracdo e da sua interacdo com biomoléculas e
proteinas. O NO reage com oxigénio formando nitrito ou nitrato e quando reage com
ROS pode vir a dar origem ao peroxinitrito. O NO é um mediador importante,
sintetizado por células endoteliais, macréfagos, neurdnios e diversos outros tipos

celulares. Fisiologicamente é sintetizado pela acdo das enzimas NOS endotelial (eNOS)



e neuronal (NNOS), que catalisam a transformagcdo do aminoéacido L-arginina em L-
citrulina e NO. Esta catalise é ativada pelo aumento do fluxo de célcio para o interior da
célula e o célcio e a calmodulina (proteina de baixo peso molecular, que funciona como
co-fator para ativar a NOS), ligam-se a 6xido nitrico sintase. Esta ligacdo iré ativa-las e
a catélise da transformagdo de L-arginina em L-citrulina e NO ird ocorrer. Sera
produzida uma pequena quantidade de NO, porém suficiente para difundir-se para a
musculatura lisa. O NO ndo precisa de transportadores especificos e nem de canais
especificos (KUN, 2001).

Ja a NOS induzivel (iNOS), ndo € expressa constitutivamente nas células e s6 o
faz apds um estimulo, como por exemplo por LPS e/ou citocinas. Apos a ativagéo, a
célula é capaz de produzir grande quantidade de NO por curtos periodos de tempo
(MONCADA e cols., 1991).

A geracdo de ROS e RNS na inflamacéo se da a partir da NADPH oxidase de
fagocitos e da enzima iINOS, que sdo expressos em leucocitos polimorfonucleares e
mononucleares, embora a quantidade de ROS produzida seja maior em neutrofilos que
em macréfagos e estes produzam muito mais RNS que neutrdéfilos (figura 5) (FANG,

2004).
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Figura 5: Formacdo de ROS e RNS. A reacdo de espécies reativas de nitrogénio

com cisteina sulfidrila pode resultar ou S-nitrosilacdo ou oxidacdo para o acido

sulfénico, bem como formacdo pontes dissulfeto, que s@o potencialmente reversiveis. O

anion peroxinitrito (ONOO-) e 4acido peroxinitroso (ONOOH) possuem padroes

distintos de reatividade. ONOOH espontaneamente decompde-se através de uma série

de espécies, que se assemelham a radicais OH e/ou NO,. Quando a concentracdo de L-

arginina é limitante, a 6xido nitrico sintase (NOS) pode produzir superéxido juntamente

com NO, o que favorece a formacao de peroxinitrito. (Adaptado de FANG, 2004).



O NO é um potente agente vasodilatador, que entre outras funcdes reduz a
adesdo e agregacdo de plaquetas e o recrutamento leucocitario durante a resposta
inflamatoria (MONCADA e cols., 1991; KVIETYS & GRANGER, 2012). O NO atua
também em outros sistemas, tais como o sistema nervoso central, gastrintestinal,
respiratdrio, cardiaco e genitourinario.

O NO reage oxidativamente com o Fe(ll) do cluster Fe-S, destruindo assim a
acdo enzimatica. Ele também pode atuar de vérias outras formas como, por exemplo,
desativando a ribonucleotidio redutase pela destruicdo do radical tirosila, essencial na
sub-unidade R2 da enzima. Existe também a possibilidade do NO ligar-se ao Fe dos
grupos heme da hemoglobina e no citocromo a3 da citocromo oxidase, resultando no
blogueio das fun¢des destas proteinas (FANG e cols., 2010).

Em suma, o oxido nitrico produzido em casos de estresse danifica as células
ligando-se a certas enzimas que estdo envolvidas na respiracéo celular, impedindo-as de

trabalhar adequadamente.



1.7. Anti-inflamatdrios utilizados na terapéutica

Apesar de ser um processo importante envolvido na defesa do organismo, a
inflamagdo pode estar presente em estimulos dolorosos e cronicos, havendo a
necessidade de tratamento terapéutico. S&o utilizados na terapia varios grupos de
medicamentos anti-inflamatorios. Dentre eles, os anti-inflamatérios ndo-esteroidais
(AINES) e esteroidais (AIES).

Desde a descoberta do acido acetilsalicilico em 1893, AINEs representam uma
das classes de maior diversidade de farmacos clinicamente disponiveis no Brasil. Seu
efeito se da a partir da inibicdo da COX e, portanto, a sintese de prostaglandinas e de
todos os compostos derivados. A COX-1 e a COX-2 diferem quanto a sensibilidade a
inibicdo por determinados AINEs. Farmacos como aspirina, ibuprofeno, diclofenaco e
indometacina atuam de maneira ndo seletiva sobre a COX (FLOWER, 2003).

Devido ao grande numero complicacGes gastrointestinais e efeitos adversos
provocados pelos AINEs tradicionais a pesquisa farmacéutica enfrentava um grande
desafio na procura de compostos que atuassem na inflamacdo aguda e cronica
(SCHENONE e cols., 2006). Com esse objetivo € que na década de 1990, foram
introduzidos no mercado os inibidores especificos para a COX-2, exibindo a classe
farmacéutica uma saida para reduzir os efeitos adversos causados pelos AINEs
tradicionais. Surgiram os entdo denominados “coxibes”, inibidores seletivos para COX-
2, que, no entanto possuem alguns efeitos cardiovasculares decorrentes da inibicao
seletiva, originando um desequilibrio entre a producdo de prostaciclina no endotélio e

TXA:; nas plaquetas. (CHAN e cols., 2009)



Dentre os AIEs mais prescritos mundialmente estdo os derivados sintéticos
disponiveis como a dexametasona e prednisolona, andlogos estruturais dos hormdnios
glicocorticoides (SCHWEINGRUBER e cols., 2012). O mecanismo de agdo desses
farmacos consiste em induzir a expressdo da proteina lipocortina (também conhecida
por macrocortina ou anexina 1), que tem como funcdo inibir a enzima fosfolipase A2;
essa, por sua vez, atua na disponibilizacdo do acido araquiddnico presente nos
fosfolipideos da membrana celular. Dessa forma, os AIEs diminuem indiretamente a
sintese de é&cido araquiddnico e seus produtos, como LT, PGs e TXs. Os
glicocorticoides endogenos, cortisol nos humanos e corticosterona nos roedores, sdo
horménios produzidos pelas glandulas adrenais e sdo essenciais no desenvolvimento
embrionario, no controle da resposta ao estresse (SCHWEINGRUBER e cols., 2012),
alem de participarem de inimeras fungdes fisiologicas, regulando o metabolismo de
carboidratos, lipideos e proteinas (BUSILLO e cols., 2013) e também na resolugédo da
inflamacdo (MEDZHITOV, 2008). Um dos mecanismos pelo qual os glicocorticoides
exercem seus efeitos anti-inflamatdrios é a sua capacidade de interagir e modular a
ativacdo do fator NF-kB (PRUETT e cols., 2003). E bem estabelecido que os
glicocorticoides aumentam a transcricdo da proteina inibitoria IkxBa, mantendo o NF-kB
na sua forma inativa no citoplasma e impedindo sua translocacédo para o nicleo (QUAN
e cols., 2000).

Para que o planejamento de novos farmacos possa acontecer € necessario que 0S
pesquisadores explorem as ferramentas da quimica medicinal, que se dedica a estudar as
razdes moleculares da acdo dos farmacos, ou seja, a relacdo entre a estrutura quimica e a
atividade farmacologica, incluindo planejamento e o desenho estrutural de novas
substancias, que possuam propriedades farmacoterapéuticas Uteis, capazes de

representarem novos farmacos (BARREIRO & FRAGA, 2001).



1.8. N-acilidrzonas

A investigacdo das hidrazonas como farmacos é corrente. Os estudos que as
envolvem séo, por exemplo, os antimicrobianos, os anticonvulsivantes, os analgésicos,
os anti-inflamatorios, os antituberculosos, os antitumorais, os antimaléricos, o0s
antidepressivos e os vasodilatadores (ROLLAS & KUCUKGUZEL, 2007).

De modo geral, as N-acilidrazonas que tém sido sintetizadas recentemente sdo
analogas ou possuem aneis aromaticos e/ou heteroaromaticos em cada extremo do
grupamento. Uma hidrazona derivada do &cido galico demonstrou propriedades
analgésicas e anti-inflamatorias (SILVA e cols., 2010).

Os trabalhos desenvolvidos no LASSBIo (Laboratorio de Avaliacdo e Sintese de
Substancias Biologicamente Ativas) com derivados N-acilidrazénicos (NAH),
evidenciaram o carater de estrutura privilegiada para esses compostos (FRAGA e
BARREIRO, 2006). A primeira série de NAH bioativas estudadas no LASSBio foi
planejada racionalmente utilizando-se ferramentas da Quimica Medicinal, de
modificacdo molecular, como a hibridacdo molecular (BOURGUIGNON, 1996), o
bioisosterismo (LIMA & BARREIRO, 2005), a simplificacdo molecular, a
homologacéo e a restricdo conformacional (BOURGUIGNON, 1996). Tais estratégias
permitem variacbes importantes no padrdo de lipofilicidade, de sitios
doadores/aceptores de ligacdo-H, bem como nas distancias e orientacOes
conformacionais dos respectivos farmacéforos, viabilizando uma diferenciagdo no
reconhecimento molecular de compostos da mesma classe quimica frente as

biomacromoléculas, o que é refletido na seletividade (WERMUTH, 2004).



A proposicao da estrutura de um novo inibidor de IKKp foi feita explorando as
interagBes com o sitio ativo da enzima. Partindo da subunidade NAH, uma estrutura
privilegiada (DUARTE e cols., 2007), fez-se alteragdes nas subunidades arila e imina
(figura 6), originando o composto LASSBi0-1524 (AVILA e cols., 2011), ponto de

partida para a sintese do LASSBIi0-1760 LASSBio-1763 e LASSBio-1764.

Estrutura privilegiada InteragGes Hidrofébicas

0 Conhecimento do O
N 1,_“ sitio ativo de IKK-B
%)J\n X e ——— B
NAH

Figura 6: Estratégia inicial para desenho estrutural da molécula LASSBio-1524
(Adaptado de AVILA e cols., 2011)



2. OBJETIVOS



Objetivo geral

Estudar o perfil farmacoldgico e caracterizar a atividade dos derivados N-
acilidrazonicos desenhados como novos inibidores de IKKf, LASSBio-1524 e seus trés
analogos, LASSBI0-1760, LASSBIi0-1763 e LASSBio0-1764 quanto a potenciais efeitos
anti-inflamatorios em modelos experimentais in vivo e investigar, com o auxilio de
dosagens bioquimicas, alguns dos mecanismos que poderiam estar relacionados com

essas atividades.

2.2. Objetivos especificos

1. Avaliar a possivel atividade anti-inflamatoria do LASSBi0-1524 e seus trés
analogos através de modelos de inflamacao aguda e migracéo celular;

2. Investigar os mecanismos relacionados com o efeito anti-inflamatério dos
compostos

3. 3. Investigar se ha interferéncia na producédo de mediadores inflamatorios como

citocinas, quimiocinas, 6xido nitrico e espécies reativas de oxigénio.



3. MATERIAL E METODOS



3.1. LASSBi0-1524 e analogos

O LASSBI0-1524 (AVILA e cols., 2011) e seus andlogos o LASSBIio-1760,
LASSBI0-1763 e LASSBI0-1764 foram sintetizados pela aluna Rosana Nogueira de
Freitas, no Laboratério de Sintese de Substancias Bioativas (LASSBio, Faculdade de
Farmécia, UFRJ) sob a orientacdo do professor Carlos Alberto Manssour Fraga.

A sintese do LASSBI0-1524 se deu a partir da proposi¢cdo da estrutura de um
novo inibidor da proteina inibidora de kB kinases beta (IKKp) partindo da subunidade
N-acilidrazona (NAH), cujo planejamento estrutural estd na figura 7. E possivel
verificar que a partir de uma troca bioisostérica do grupo nitro do LASSBIi0-1524 pelo
acido boronico, foi obtido o derivado LASSBi0-1760. Atraves da reducdo de um dos
anéis aromaticos da naftila obteve-se 0 LASSBIi0-1764 e a troca bioisostérica do grupo

nitro com o &cido bordnico associada a reducdo de uma das naftilas gerou o composto

“§/©“
IO LASSBio-1524

(AVILA e cols., 2011)

OH - NO,
\/@ \Q/
“J\ m)L LASSBio-1764

LASSBio-1760

@xv@“

LASSBio-1763

LASSBIi0-1763.

Figura 7: Planejamento estrutural do LASSBIi0-1524 e seus analogos LASSBio-

1760, LASSBIi0-1763 e LASSBIio0-1764.



3.2 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss Webster (20-25g), 0S gQrupos
experimentais foram compostos de 5 a 8 animais, de ambos 0s sexos, doados pelo
Centro de Produgéo de Animais do Instituto Vital Brazil. Os animais foram mantidos
com livre acesso a agua e ragdo, além do ciclo claro/escuro de 12 horas e temperatura
controlada. Para que ndo houvesse interferéncia dos alimentos na absorgdo das
substancias administradas aos animais, os mesmos foram mantidos em jejum por 3
horas antes da realizagéo dos experimentos.

Os protocolos experimentais utilizados nesta dissertacdo seguiram as regras
preconizadas pela Lei 11.794, de 08 de outubro de 2008 pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e foram aprovados pela Comissao de
Etica de Uso de Animais (CEUA), do Centro de Ciéncias da Satde/UFRJ recebendo o

numero DFBCICB015-04/16.

3.3. Solucbes e reagentes utilizados

Anestésico
Cloridrato de quetamina 50 mg/kg
Cloridrato de xilasina 20 mg/kg

Bactéria fonte de nitrato redutase: E. coli em 5 mL de Trypticase Soy Broth, em
condicdes de anaerobiose a 37°C por 18-20h. O meio € centrifugado a 11.000 r.p.m., 15
minutos e lavado com PBS, resultado em aliquotas de 100 pL de 150 mg/mL
armazenadas a -70°C.

Carragenina: Foi preparada na concentracdo de 10 mg/mL, onde foi injetado 1 mL

dessa solugdo estéril na cavidade formada no modelo da bolsa de ar subcutanea (BAS).



Dexametasona: foi comprada na concentragdo de 2 mg/mL e administrada por via
intraperitoneal (i.p) na dose de 1,5 pmol/kg uma hora antes da injecdo de carragenina na
cavidade.

Reagente de Griess

Misturam-se partes iguais dos reagentes A e B no momento da dosagem.

Reagente A:

Sulfonamida 1 grama
H,0 ultrapura, q.s.p. 100 mL
Reagente B:

Dicloreto de naftiletilenodiamina 0,1 grama
H3sPO,4 a 10 %, q.s.p. 100 mL

Tampéo Fosfato Salina (PBS)

KH,PO, (anidro) 1,78 gramas
Na;HPO, (anidro) 7,61 gramas
NaCl 8,5 gramas
H,0 ultrapura, q.s.p. 1000 mL

Tampao de bloqueio

Soro Fetal Bovino 10 mL
PBS, g.s.p. 100 mL

Tampao diluente de ensaio

NaHCO; 7,13 gramas
Na,CO3 1,59 gramas
H,0 ultrapura, q.s.p. 1000 mL

Tampao de Lavagem

Tween 20 0,5mL
PBS, g.s.p. 1000 mL



3.4. Protocolo experimental

3.4.1 Preparo e administragdo do LASSBi0-1524 e analogos

O LASSBI0-1524 e seus analogos LASSBIi0-1760, LASSBi0-1763 e LASSBio-
1764 foram preparados em uma solucdo estoque de 100 pmol em 1 mL de
dimetilsulfoxido (DMSO), armazenada a -20°C. Os LASSBios foram administrados por
via oral nas doses e 3, 10, 30 e 100 umol/kg, em volume final de 100 uL de veiculo
(Polissorbato 80). O farmaco utilizado como referéncia foi a Dexametasona (1,5

pumol/kg), intraperitoneal.

3.4.2 Modelo da Bolsa de Ar Subcuténea (BAS)

Uma vez que o IKKp participa da ativacao da via classica do NF-kB, a primeira
avaliacdo farmacologica do LASSBI0-1524 e seus analogos foi a atividade anti-
inflamatdria através do modelo da BAS. Este modelo consiste na formacdo de uma
bolsa de ar no dorso do camundongo atraves da injecao de ar estéril e da injecdo de uma
solucdo de carragenina 1%, um agente flogistico que induz a migracdo celular.
(RAYMUNDO e cols., 2011).

A BAS foi formada no dorso dos animais através da injecdo de 10 mL de ar
estéril. Apos 3 dias, a fim de manter a cavidade, foram injetados mais 7 mL de ar estéril.
No 6° dia, 0s animais foram tratados com o LASSBio-1524 e seus analogos, LASSBIo-
1760, LASSBIi0-1763 e LASSBI0-1764 e 60 minutos depois foi feita uma injecdo de
carragenina 1%, estéril, na cavidade formada. Um grupo controle negativo foi tratado
com veiculo (Tween 80) 60 minutos antes de receber a injecdo da solucdo de
carragenina estéril na BAS e um grupo controle positivo recebeu Dexametasona (1,5
umol/kg i.p). Apds 24 horas da injecdo de carragenina, os animais foram eutanasiados e

a cavidade foi lavada com 1 mL de PBS (Esquema 1). Do exsudato coletado foi



realizada a contagem total e diferencial dos leucécitos em contador automatico de
células (pocH-100iV Diff, Sysmex). O exsudato foi centrifugado a 1000 r.p.m., por 2
minutos a 4°C. O sobrenadante foi armazenado a -20°C para dosagens posteriores.

Para a contagem dos leucdcitos do sangue, os camundongos foram anestesiados
com o anestésico quetamina/xilasina e 100 uL de sangue foram coletados e colocados
em tubos com 15 pL de &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). Para a contagem de
leucdcitos da medula 6ssea, o fémur foi retirado, suas extremidades foram cortadas e foi
lavado com 1 mL de PBS estéril A contagem dos leucdcitos foi imediatamente realizada

no contador automatico de células (pocH-100iV Diff, Sysmex).

Dia 1 - INiCIO
Injecdo de 10 mL de ar estéril no dorso do camundongo

Dia 3 - REFORCO DA BAS
Injecdo de 7 mL de ar estéril no dorso do camundongo

Dia 6 (-60 min) - SUBSTANCIAS ou VEICULO
Administracao das substancias ou veiculo por via oral
Administracao de Dexametasona intraperitoneal

Dia 6 - CARRAGENINA
Injecdo de 1 mL carragenina a 1% ou 1 mL de PBS estéril/animal na cavidade

Dia 7 - EUTANASIA

Inje¢do de 1 mL de PBS e coleta do exudato da BAS
Contagem do numero de células

Sobrenadante guardado para dosagem de mediadores

J B L

Esquema 1: Protocolo do modelo da bolsa de ar subcutanea.



3.4.3 Quantificacdo de proteinas totais

Foi utilizado o método colorimétrico com acido bicinconinico (BCA). Foi feita
a dosagem seguindo o kit comercial de quantificacdo de proteinas BCA ™ Protein
Assay (Thermo Scientific, NY, EUA) (HILL & STRAKA, 1988).

O método baseia-se na capacidade das proteinas, em meio alcalino, reduzirem o
Cu®" a Cu'*. Este Gltimo, juntamente com o BCA, forma um complexo de cor parpura
cuja intensidade é diretamente proporcional a concentracdo da proteina (SMITH e cols.,
1985).

No momento da dosagem, foram misturados os reagentes A e B na propor¢éo
50:1. Entdo foram incubados 5 pL da amostra e 195 pL da mistura dos reagentes A e B,
a 37°C por 30 minutos.

A absorbancia foi medida em leitor de Elisa, a 562 nm. A concentracdo de
proteinas foi expressa em mg/mL e foi calculada através de uma curva padrdo de

albumina sérica bovina (BSA).

3.4.4 Quantificacio da producéo de Oxido Nitrico (NO)

O NO produzido em fluidos bioldgicos decai ao metabolito estavel nitrato,
enquanto que aguele produzido em meio de cultura decai ao metabolito nitrito. Como
ndo existe técnica colorimétrica direta para dosagem de nitrato, 0 NO produzido no
sobrenadante da BAS foi quantificado pela técnica de conversdo de nitrato em nitrito
(RAYMUNDO e cols., 2011).

Para 0s ensaios in vivo, as amostras da BAS foram desproteinizadas e em
seguida, misturou-se a amostra fosfato de sodio (0,5 M; pH 7,2), formato de amdnio
(2,4 M; pH 7,2) e E. coli. Apés incubacdo por 2 h a 37° C, foi feita centrifugacdo a

10.000 r.p.m. por 10 minutos. Partes iguais do sobrenadante e do reagente de Griess



foram incubadas por 10 minutos (GREEN e cols., 1982) e a absorbancia foi
quantificada por espectrofotometria a 540 nm. Valores da concentragédo de nitrato estdo
expressos em pM, calculados a partir de uma curva padrdo de nitrato de sodio, feita
previamente.

Para os ensaios in vitro, a dosagem de nitrito foi realizada em células RAW
264.7. As células foram plaqueadas a 5 x 10* por poco em imunoplacas de 96 pocos.
Duas horas depois foram adicionados os compostos LASSBi0-1524, LASSBio-1760,
LASSBI0-1763 e LASSBI0-1764 nas concentragdes de 10 ¢ 30 uM e uma solucéo de 1
pg/mL de LPS para ativar os macrofagos. Apds 24h de incubagdo, 100 pL do
sobrenadante da cultura foi coletado para avaliacdo da producdo de NO. Como controle
negativo foi usado sobrenadante da cultura de macréfagos néo tratado e ndo estimulado
com LPS e como controle positivo foram macrofagos estimulados com LPS e ndo

tratados.

3.4.5 Dosagem de Citocinas

A quantificacdo das citocinas foi realizada no exsudato da BAS. Foram
utilizados kits especificos de ELISA, o ELISA BD OptEIA™ Set mouse, para TNF-a,
IL-1pB, IL-10, IFN-y e MCP-1 e suas concentracfes foram determinadas de acordo com
as recomendacdes do fabricante (B&D Biosciences).

De forma resumida imunoplacas de 96 pocos foram incubadas durante a noite, a
4° C, com anticorpo especifico de captura. Apds o periodo de incubacdo as placas foram
lavadas e blogueadas com tampao de bloqueio por uma hora em temperatura ambiente.
Em seguida foram adicionados 50 puL das amostras ou o padrdo especifico. As placas
foram mais uma vez incubadas durante a noite e entdo lavadas com o tampéo de

lavagem e incubadas por 1h em temperatura ambiente, com o anticorpo de detecgédo



conjugado a enzima. As placas foram lavadas e a solugdo de substrato foi adicionada.
Apo6s nova incubagdo por 30 minutos, ao abrigo da luz, foi adicionado H3PO4 1IN (25
pL/pogo) como solucdo de parada. A leitura foi feita em seguida.

A absorbancia foi medida a 450 nm utilizando-se um leitor de microplacas e as
concentragdes de citocinas foram calculadas através de uma curva padrdo e estdo

expressas como ng/mL.

3.4.6 Determinacao da producao de espécies reativas de oxigénio (ROS)

Para avaliar se 0 LASSBIi0-1524 ou seus analogos sdo capazes de conter o
aumento do metabolismo oxidativo de neutrofilos basal e frente a estimulos e investigar
ainda se esse é um dos seus mecanismos de agéo, leucocitos coletados na BAS foram
colocados em tubos (10° células) em um volume de 1 mL. Em seguida foi feita uma
incubacgdo a 37°C e 5% de CO, por uma hora. Entdo foram adicionados as células os
compostos LASSBIi0-1524, LASSBIio-1760, LASSBIi0-1763 ou LASSBIi0-1764, nas
concentracdes de 10 e 30 UM e incubadas por mais 30 minutos a 37°C e 5% de CO..

As células foram tratadas com 10 nM de forbol miristato acetato (PMA) e
incubadas por 45 minutos a 37°C e 5% de CO,. Foi entdo adicionada 2 uM de 2°-7°
diclorodihidrofluoesceina diacetato (DCF-DA), seguida de nova incubacdo por 30
minutos, & 37°C. O DCF-DA permeia rapidamente a membrana celular. Uma vez no
espaco intracelular, € hidrolisado pelas esterases, sendo convertido em 27
diclorofluoresceina (DCFH) que é um composto ndo fluorescente e impermeavel a
membrana celular. Na presenca de ROS, o DCFH ¢ oxidado no interior da célula e
produz um composto fluorescente, 2", 7" -diclorofluoresceina (DCF), que permanece no
espaco intracelular (figura 8) (SRIVASTAVA e cols., 2009). A fluorescéncia emitida é

captada no canal FL-1 do citémetro de fluxo.
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Figura 8: Esquema representativo da reagdo do DCFH-DA.

3.5. Anélise estatistica

Para os experimentos in vivo foram utilizados grupos de 6 a 8 animais,
selecionados aleatoriamente. Para 0s ensaios in vitro, cada grupo experimental foi feito
em triplicata. Cada protocolo foi repetido, pelo menos, 3 vezes.

Os resultados estdo apresentados como média + desvio padrdo (d.p.). A
significancia estatistica foi calculada pelo teste de andlise de variancia (ANOVA)
seguido do pds-teste de Bonferroni, através do programa GraphPad Prisma 5.0. Valores

de p menores que 0,05 (*p<0,05) foram considerados significativos.



4. RESULTADOS



4.1. Efeito anti-inflamatério no modelo da bolsa de ar subcutanea (BAS)

Ellis e cols., em 2000, demonstraram a presenga da ativacdo do NF-kB no
modelo da BAS. Uma vez que o LASSBIi0-1524 e seus analogos foram sintetizados
com o objetivo de serem inibidores da enzima IKKp, o primeiro modelo experimental
realizado foi o da BAS, para verificar se a inibicdo da quinase prejudicaria a migracao
inflamatoria, bem como o0 extravasamento proteico e producdo de mediadores

inflamatdrios e citocinas.

4.1.1. Contagem total de células

O primeiro parametro avaliado vinte e quatro horas ap0s a injecdo de
carragenina na BAS foi a migragéo celular. De acordo com os resultados apresentados,
a injecdo de carragenina na BAS dos animais pré-tratados oralmente com o veiculo
(Polissorbato 80) causou um aumento significativo no namero de leucécitos totais na
cavidade (78,3 + 15,7 x 10° células/pL) em relacéo ao grupo que recebeu a injecéo de
PBS na BAS (1,1 + 0,5 x 10° células /uL). J&4 nos animais que foram pré-tratados
intraperitonealmente com o anti-inflamatério Dexametasona (1,5 pmol/kg) uma hora
antes da injecdo de carragenina, foi observada reducdo de 75% no namero total de
células que migraram para a cavidade (19,4 + 9,6 x 10° células/pL).

Nos grupos que receberam tratamento com o LASSBIi0-1524 ou um dos seus
trés analogos (LASSBIi0-1760, LASSBIi0-1763 e LASSBIi0-1764) foi possivel observar
reducdo significativa e dose dependente no nimero de leucdcitos totais que migraram

para a cavidade (Grafico 1).



O célculo da dose efetiva em inibir em 50% a migracéo de células (DEs), para
cada uma das substancias mostrou que LASSBIi0-1524 obteve uma DEsy de 9 umol/kg,
0 LASSBI0-1760 teve DEsy de 16 umol/kg, o LASSBIi0-1763 obteve a DEsp de 7

umol/kg e o LASSBIi0-1764 obteve a mais baixa DEso, de 5 umol/kg.
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Grafico 1: Efeito do LASSBio0-1524 e de seus andlogos, LASSBIio-1760, LASSBIi0-1763 e
LASSBIio0-1764 na migracdo de leucocitos induzida por carragenina para a bolsa de ar
subcutanea (BAS). Os animais foram pré-tratados oralmente, 60 minutos antes da injecdo de
carragenina na BAS, com veiculo (Polissorbato 80) ou com os LASSBIos, nas doses de 3, 10,
30 ou 100 pmol/kg, ou pré-tratados intraperitonealmente com Dexametasona (1,5 pmol/kg). Os
resultados estdo expressos como média + desvio padro do nimero de leucécitos totais (x
10%/uL). A significancia estatistica (p<0,05) foi calculada por andlise de variancia (ANOVA)
seguida de pos-teste de Bonferroni. *quando comparados os grupos o pré-tratado com o veiculo
que recebeu PBS na BAS. *quando comparados os grupos o pré-tratado com o veiculo que
recebeu carragenina na BAS.



4.1.2. Contagem diferencial de células

Para avaliar se 0 LASSBIi0-1524 e/ou seus analogos seriam capazes de alterar o
perfil da migragdo celular foi feita uma contagem diferencial das células coletadas no
exsudato da BAS.

Nos animais que receberam a injecdo de carragenina, o pré-tratamento oral com
LASSBi0-1524, LASSBIi0-1760, LASSBIi0-1763 ou LASSBIi0-1764 reduziu
significativamente numero de células polimorfonucleares e mononucleares,
proporcionalmente ao que tinha sido observado na contagem total.

A injecdo de carragenina resultou em um elevado numero de células
polimorfonucleares (71,6 + 16,4 x 10° células/pL) quando comparado com o grupo que

recebeu a injecdo de PBS (0,8 + 0,4 x 10° células/uL) na BAS (Gréfico 2).
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Grafico 2: Efeito do LASSBio0-1524 e de seus andlogos, LASSBio-1760, LASSBIi0-1763 e
LASSBIi0-1764 na migracdo de células polimorfonucleares induzida por carragenina na BAS.
Os animais foram pré-tratados oralmente 60 minutos antes da injecdo de carragenina na BAS,
com veiculo (Polissorbato 80) ou com os LASSBios nas doses de 3, 10, 30 ou 100 pumol/kg, ou
pré-tratados intraperitonealmente (i.p) com Dexametasona (1,5 pumol/kg). Os resultados estdo
expressos como média + d.p. do nimero de polimorfonucleares (x103 células/pL). A
significncia estatistica (p<0,05) foi calculada por analise de variancia (ANOVA) seguida de
pos-teste de Bonferroni. * quando comparados 0s grupos o pré-tratado com o veiculo que
recebeu carragenina na BAS, # quando comparado ao grupo pré-tratado com veiculo que
recebeu PBS na BAS.



Com relagdo ao numero de células mononucleares que migraram para a BAS,
também houve aumento na quantidade de células do grupo que recebeu carragenina na
cavidade (6,6 + 1,8 x 10° células/pL) quando comparado ao grupo que recebeu PBS (0,3

+ 0,5 x 10% células/pL), grafico 3.
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Grafico 3: Efeito do LASSBIi0-1524 e de seus analogos, LASSbio-1760, LASSBIi0-1763 e
LASSBIi0-1764 na migragdo de celulas mononucleares induzida por carragenina na BAS. Os
animais foram pré-tratados oralmente 60 minutos antes da inje¢do de carragenina na BAS, com
veiculo (Polissorbato 80) ou com os LASSBios nas doses de 3, 10, 30 ou 100 umol/kg, ou pré-
tratados intraperitonealmente com Dexametasona (1,5 umol/kg). Os resultados estdo expressos
como média + desvio padrdo do nimero de mononucleares (x103 células/uL). A significancia
estatistica (p<0,05) foi calculada por anélise de variancia (ANOVA) seguida de pos-teste de
Bonferroni. * quando comparados os grupos o pré-tratado com o veiculo que recebeu

carragenina na BAS, # quando comparado ao grupo pré-tratado com veiculo que recebeu PBS
na BAS.



4.1.3. Avaliagao de Mielotoxicidade

Para nos certificarmos de que o efeito inibitério na migragdo das células era
decorrente de um efeito direto na celularidade e ndo um efeito toxico inespecifico
fizemos a contagem total de leucécitos no sangue e na medula 6ssea dos animais que
foram pré-tratados com a maior dose (100 pmol/kg) de cada um dos LASSBios.

Os resultados apresentados no grafico 4 e 5 mostram ndo haver diferencas
significativas com relacdo ao numero de leucdcitos totais do sangue e da medula,
respectivamente, entre 0s grupos pré-tratados com o LASSBio0-1524, seus andlogos ou

0S respectivos controles.
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Gréfico 4: Contagem dos leucdcitos totais no sangue. Os animais foram pré-tratados
oralmente 60 minutos antes da injecdo de carragenina na BAS, com veiculo
(Polissorbato 80) ou com os LASSBios (100 umol/kg). Os resultados estdao expressos

como media * desvio padrdo do nimero de leucdcitos totais (x103células/pL).
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Gréfico 5: Contagem dos leucocitos totais no lavado da medula 6ssea. Os animais
foram preé-tratados oralmente 60 minutos antes da injecdo de carragenina na BAS, com
veiculo (Polissorbato 80) ou com os LASSBios (100 pmol/kg). Os resultados estéo

expressos como média + desvio padrdo do nimero de leucdcitos totais (x103células/pL).



4.1.4. Quantificacdo de proteinas totais

Um dos eventos que ocorre durante o processo inflamatério é o aumento da
permeabilidade vascular decorrente da acdo de inimeros mediadores inflamatorios
produzidos no local da injdria (MULLER, 2011).

No grupo dos animais pré-tratados com veiculo e que recebeu a injecdo de PBS
na cavidade, foram quantificadas 17,2 + 11,5 mg/mL de proteinas totais € no grupo que
recebeu a injecdo de carragenina foram quantificadas 256,0 + 96,1 mg/mL de proteinas.
Nos animais pré-tratados com Dexametasona a concentracao de proteina no exsudato da
BAS foi de 139,5 + 17,6 mg/mL, tendo um percentual de inibi¢do de 46% em relacdo ao
grupo veiculo. Considerando os grupos dos animais pré-tratados com LASSBIi0-1524,
LASSBI0-1760, LASSBIi0-1763 ou LASSBIi0-1764, apenas 0 LASSBIi0-1524 na dose
de 3 umol/kg e o LASSBI0-1760, nas doses de 30 e 100 umol/kg foram capazes de
reduzir significativamente a concentracdo de proteinas totais presentes no lavado.
LASSBIi0-1524 reduziu em 69,1% e o LASSBIi0-1760 reduziu em 80% e 84%, nas

doses de 30 e 100 umol/kg, respectivamente (Grafico 6).
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Grafico 6: Efeito dos LASSBio-1524, LASSBIi0-1760, LASSBIi0-1763 e LASSBIi0-1764 no
extravasamento de proteinas plasmaticas induzido por carragenina na BAS. Os animais foram
pré-tratados oralmente 60 minutos antes da inje¢do de carragenina na BAS, com veiculo
(Polissorbato 80) ou com os LASSBios nas doses de 3, 10, 30 ou 100 umol/kg, ou pré-tratados
intraperitonealmente com Dexametasona (1,5 pmol/kg). Os resultados estdo expressos como
média + desvio padrdo da concentragdo de proteinas totais (mg/mL). A significAncia estatistica
(*p<0,05) foi calculada entre os grupos tratados com os LASSBIios ou dexametasona e veiculo e
por analise de variancia (ANOVA) seguida de p6s-teste de Bonferroni. *quando comparados os
grupos o pré-tratado com o veiculo que recebeu PBS na BAS. *quando comparados 0s grupos o

pré-tratado com o veiculo que recebeu carragenina na BAS.



4.1.5. Quantificacdo de Oxido Nitrico (NO)

Com o objetivo de avaliarmos alguns mediadores inflamatérios produzidos
durante o processo inflamatério e um possivel efeito das substincias estudadas,
quantificamos a producdo de NO acumulado no exsudato da BAS na forma de nitrato.

Animais pré-tratados oralmente com veiculo e que receberam a injecdo de PBS
na BAS, apresentaram uma concentracdo de 38,5 £ 255 uM de NO, enquanto nos
animais pré-tratados oralmente com veiculo e que receberam a injecdo de carragenina
na BAS quantificou-se 2.433,9 + 844,0 uM. No grupo pré-tratado intraperitonealmente
com Dexametasona, quantificou-se 1.024,3 + 56,9 uM, correspondendo a uma inibigéo
de 45,8% (Gréfico 7).

Nos animais que receberam a injecdo de carragenina na BAS, o pré-tratamento
com o LASSBI0-1524 e seus 3 analogos foi capaz de reduzir significativamente a
producdo de NO quando comparado com a administracdo do veiculo. O LASSBIio0-1524
nas doses de 3, 10, 30 e 100 pmol/kg, reduziu em 90,1%, 74,2%, 75,6% e 86,5% a
producdo de NO, respectivamente. O LASSBI0-1760 reduziu a producdo de NO em
74,2%, 62,5% 92,7% e 94,9%, respectivamente. O LASSBIio-1763 em 67,9%, 92,1%,
87,2% e 77,1% e o LASSBIi0-1764 reduziu a producao de NO em 77,0%, 82,6%, 64,7%

e 86,4%, respectivamente.
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Grafico 7: Efeito dos LASSBio0-1524, LASSBIio-1760, LASSBio-1763 e LASSBIio-1764 na
producdo de oxido nitrico induzido por carragenina na BAS. Os animais foram pré-tratados
oralmente 60 minutos antes da inje¢do de carragenina na BAS, com veiculo (Polissorbato 80) ou
com o0s LASSBios nas doses de 3, 10, 30 ou 100 umol/kg, ou pré-tratados intraperitonealmente
com Dexametasona (1,5 pumol/kg). Os resultados estdo expressos como média + desvio padréo
da concentracdo de NO (em puM). A significancia estatistica (p<0,05) foi calculada por anélise
de variancia (ANOVA) seguida de pos-teste de Bonferroni. *quando comparados os grupos o

pré-tratado com o veiculo que recebeu PBS na BAS. *quando comparados 0s grupos o pré-

tratado com o veiculo que recebeu carragenina na BAS.

LASSBio-1764




4.1.6. Dosagem de citocinas

Uma vez que a ativagdo de NF-«B resulta na produgdo de citocinas, quimiocinas
e expressdo dos seus respectivos receptores (ILIOPOULOS e cols., 2009), foi feita a
quantificacdo de algumas citocinas (TNF-a, IL-1p, IL-10, IFN-y) e da quimiocina MCP-
1, para avaliarmos se a reducdo na migracdo celular seria um reflexo somente do
namero de células ou se houve interferéncia do fator de transcricdo apos tratamento com
0s compostos. Ficou evidenciada uma elevacdo na producdo dessas citocinas nos
animais que receberam pré-tratamento com veiculo e a injecdo de carragenina na BAS
quando comparado aos animais que receberam PBS na BAS.

Com relagdo a producdo de TNF-a, os compostos foram capazes de reduzir
significativamente os niveis da citocina quando comparados ao grupo que foi tratado
com veiculo e recebeu a injecdo de carragenina na BAS (0,6 + 0,2 ng/mL), chegando
muito proximos aos valores do grupo que recebeu PBS (0,02 + 0,01 ng/mL). Com o
tratamento do LASSBIi0-1524, houve reducdo significativa dos niveis da citocina na
dose de 100 pmol/lkg (92,1%). Os analogos do LASSBIi0-1524 reduziram a
concentracdo de TNF-a em todas as doses. O LASSBIi0-1760 reduziu a concentragéo de
TNF-0 em 98,4%, 96,8%, 95,3% e 92,1%, respectivamente. O LASSBIi0-1763 reduziu
em 90,6%, 95,3%, 92,1% e 98,4%, respectivamente e o0 LASSBIi0-1764 obteve uma

reducao de 95,3%, 96,8%, 93,75 e 95,3%, respectivamente (Grafico 8).
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Gréafico 8: Efeito dos LASSBi0-1524, LASSBIio-1760, LASSBio-1763 e LASSBIio-1764 na
producdo de TNF-a induzido por injecdo carragenina na BAS. Os animais foram pré-tratados
oralmente 60 minutos antes da inje¢do de carragenina na BAS, com veiculo (Polissorbato 80) ou
com o0s LASSBIos nas doses de 3, 10, 30 ou 100 umol/kg. Os resultados estdo expressos como
média + desvio padrdo da concentracdo de TNF-a (em ng/mL). A significAncia estatistica
(p<0,05) foi calculada por anéalise de variancia (ANOVA) seguida de p6s-teste de Bonferroni.

*quando comparados 0s grupos o pré-tratado com o veiculo que recebeu PBS na BAS. *quando

comparados 0s grupos o pré-tratado com o veiculo que recebeu carragenina na BAS.



A citocina pro-inflamatoria IL-1p, também teve seus niveis reduzidos pelo
tratamento com o LASSBIi0-1524 em 92,9%, 96,4%, 92,8 nas doses de 10, 30 e 100
pumol/kg, respectivamente. Com o tratamento do LASSBIi0-1760, houve reducdo
significativa nas doses de 3 e 100 pumol/kg (71,9% e 75,4%, respectivamente). O
LASSBI0-1763 ndo provocou reducdo significativa nos niveis de IL-1p. Ja o LASSBio-
1764 somente reduziu significativamente a concentragdo de IL-1p na dose de 100

pumol/kg em 80,7% (Grafico 9).
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Grafico 9: Efeito dos LASSBi0-1524, LASSBio-1760, LASSBIi0-1763 e LASSBIio-1764 na
producdo da citocina IL-1p induzido por carragenina na BAS. Os animais foram pré-tratados
oralmente 60 minutos antes da inje¢do de carragenina na BAS, com veiculo (Polissorbato 80) ou
com o0s LASSBIos nas doses de 3, 10, 30 ou 100 umol/kg. Os resultados estdo expressos como
média £ d.p. da concentragdo de IL-1B (ng/mL). A significancia estatistica (*p<0,05) foi
calculada entre os grupos tratados por analise de variancia (ANOVA) seguida de p6s teste de
Bonferroni. *quando comparados 0s grupos o pré-tratado com o veiculo que recebeu PBS na
BAS. “quando comparados 0s grupos o pré-tratado com o veiculo que recebeu carragenina na

BAS.



O grafico 10 mostra que a interleucina anti-inflamatéria 1L-10, que também é
regulada pelo fator nuclear NF-kB, teve sua concentragdo reduzida significativamente
pelo pré-tratamento com os 3 analogos do LASSBIi0-1524, mas o proprio ndo foi capaz
de induzir reducdo significativa. LASSBio-1760 demonstrou redugdo na producéo de
IL-10 em 97,6%, 87,5%, 89,1% e 99,7% respectivamente o0 LASSBIi0-1763 reduziu em
99,0%, 89,2%, 87,5% e em 95,3%. O LASSBIi0-1764 reduziu em 96,8%, 88,1%, 92,2%

e em 98,4% a producéo de IL-10.
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Grafico 10: Efeito dos LASSBio0-1524, LASSBi0-1760, LASSBIi0-1763 e LASSBio-1764 na
producdo da citocina IL-10 induzido por carragenina na BAS. Os animais foram pré-tratados
oralmente 60 minutos antes da injecdo de carragenina na BAS, com veiculo (Polissorbato 80) ou
com o0s LASSBios nas doses de 3, 10, 30 ou 100 pmol/kg. Os resultados estdo expressos como
média + desvio padrdo da concentracdo de IL-10 (em ng/mL). A significancia estatistica
(p<0,05) foi calculada por analise de variancia (ANOVA) seguida de pds-teste de Bonferroni.
*quando comparados os grupos o pré-tratado com o veiculo que recebeu PBS na BAS. *quando

comparados 0s grupos o pré-tratado com o veiculo que recebeu carragenina na BAS.



Com relacdo a producdo de interferon-y, no grupo dos animais pré-tratados
oralmente com veiculo e que receberam ndo teve sua producdo influenciada pelo

LASSBI0-1524 ou seus analogos (Gréfico 11).
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Gréfico 11: Efeito dos LASSBi0-1524, LASSBIi0-1760, LASSBi0-1763 e LASSBio-1764 na
producdo de interferon-y induzido por carragenina na BAS. Os animais foram pré-tratados
oralmente 60 minutos antes da inje¢do de carragenina na BAS, com veiculo (Polissorbato 80) ou
com 0s LASSBiIos nas doses de 3, 10, 30 ou 100 umol/kg. Os resultados estdo expressos como
média + desvio padrdo da concentragdo IFN- y (em ng/mL). A significancia estatistica (p<0,05)
foi calculada por andlise de variancia (ANOVA) seguida de pos-teste de Bonferroni. *quando
comparados 0s grupos o pré-tratado com o veiculo que recebeu PBS na BAS. *quando

comparados os grupos o pré-tratado com o veiculo que recebeu carragenina na BAS.



A proteina quimiotatica de mondcitos-1, MCP-1 também ndo teve sua producéo
influenciada significativamente pelo pré-tratamento com nenhum dos compostos

(Gréfico 12).
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Grafico 12: Efeito dos LASSBio-1524, LASSBIi0-1760, LASSBIi0-1763 e LASSBIi0-1764 na
producdo de MCP-1 induzido por carragenina na BAS. Os animais foram pré-tratados oralmente
60 minutos antes da injecdo de carragenina na BAS, com veiculo (Polissorbato 80) ou com o0s
LASSBios nas doses de 3, 10, 30 ou 100 umol/kg. Os resultados estdo expressos como média +
desvio padrdo da concentragdo MCP-1 (em ng/mL). A significancia estatistica (p<0,05) foi
calculada por andlise de variancia (ANOVA) seguida de poOs-teste de Bonferroni. *quando
comparados 0s grupos o pré-tratado com o veiculo que recebeu PBS na BAS. *quando

comparados os grupos o pré-tratado com o veiculo que recebeu carragenina na BAS.



4.2. Determinacdo da producao de espécies reativas de oxigénio.

Espécies reativas de oxigénio podem ter um papel importante no controle do
acumulo de leucdcitos durante a inflamagdo. Apos inducdo da migragdo celular por
carragenina na BAS foi realizado uma lavagem da cavidade e as células foram tratadas
com 0 LASSBIi0-1524 e seus analogos nas concentracdes de 30 e 100 uM e apos
marcacdo com a sonda 2°-7 diclorodihidrofluoesceina diacetato, foi medida a
intensidade de fluorescéncia das células que estavam expressando ROS, analisadas por
citometria de fluxo em FL-1 (Grafico 13). E possivel verificar uma reducdo na
expressdo de FL1, ou seja, do metabolismo oxidativo das células apds tratamento nas
concentragdes de 100 uM dos compostos: LASSBi0-1524, nas duas concentra¢fes do

LASSBI0-1763 e ainda mais pronunciada apds o tratamento com LASSBio-1764.
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Gréfico 13: Metabolismo oxidativo em leucécitos coletados da BAS 24 horas ap0s
injecdo de carragenina, estimulados com PMA. Leitura foi feita no Citémetro de Fluxo
contando 10000 eventos. No gréafico os valores sao mostrados em média geométrica da

intensidade de fluorescéncia da expressdao de DCFH em FL1.



5. DISCUSSAO



Atualmente a necessidade e encontrar novos medicamentos, mais potentes e com
menos efeitos colaterais é cada vez maior. O conhecimento da topografia molecular
tridimensional (3D) do receptor, especialmente do sitio de interacdo, permite o desenho
antagonistas/agonistas de receptores por processos de complementaridade molecular
planejada, originando assim moléculas cada vez mais seletivas.

O padrdo N-acilidrazona (NAH) caracteriza-se por possuir diferentes pontos de
possivel diversidade estrutural, importantes na construcdo de distintas familias de
compostos protétipos e possiveis candidatos a farmacos. Baseando-se nas estratégias de
bioisosterismo, algumas séries de NAH foram sintetizadas e avaliadas
farmacologicamente, de forma a permitir o estudo das relagdes entre a estrutura quimica
e suas respectivas atividades analgésicas, anti-inflamatérias e antitrombdticas (FRAGA
& BARREIRO, 2006). Hoje ja é conhecido que hidrazonas tem propriedades
analgésicas e anti-inflamatorias (SILVA e cols., 2010; PAVAN, 2010).

Em busca de novos derivados, o grupo do Laboratorio de Avaliacdo e Sintese de
Substancias Biologicamente Ativas (LASSBIo0) sintetizou o (E)-N'-(4-nitrobenziliden)-
N-metil-2-naftoidrazida (LASSBio-1524). Esta molécula foi desenhada como inibidora
da enzima IxB kinase-p. A partir dele, novos andlogos denominados de LASSBio-1760,
LASSBI0-1763 e LASSBi0-1764 foram sintetizados (Figura 9) com o objetivo de terem
efeitos anti-inflamatorios e/ou antitumorais mais significativos e com maior poténcia do
que a molécula mée. Em estudos anteriores foi mostrado que LASSBi0-1524 possuia
promissores efeitos anti-inflamatérios no modelo do edema de orelha induzido por
acido araquidénico (AVILA e cols., 2011). Estes dados o colocaram como composto a

ser testado em modelos mais completos de inflamacdo aguda.
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Figura 9: Estruturas do LASSBi0-1524 e de seus derivados, LASSBio-1760,
LASSBI0-1763 e LASSBI0-1764. Em azul a representacdo da troca bioisostérica do

grupo Nitro pelo &cido Bordnico. Em verde a reducéo da naftila.



O primeiro modelo utilizado para a investigacdo do potencial anti-inflamatério
do LASSBI0-1524 e seus 3 anédlogos foi 0 modelo da bolsa de ar subcutanea (BAS), um
modelo que envolve migracdo celular, producéo de éxido nitrico (NO), prostaglandina
E, (PGE,), citocinas, entre outros. Este modelo é amplamente utilizado pela
possibilidade de anélises quantitativas dos mediadores envolvidos no processo
inflamatorio, o que o torna uma excelente ferramenta de estudo e triagem de novos
agentes anti-inflamatdrios. Além disso, a bolsa formada no dorso dos animais gera uma
membrana similar a membrana sinovial, 0 que permitiria até a investigacdo de futuros
candidatos a farmacos para tratamento da inflamagéo crénica, como artrite reumatoide
(VIGIL e cols., 2008). Ellis e colaboradores, em 2000, também demonstraram que esse
modelo também envolve a ativagdo do fator NF-«xB.

Antes de estudarmos os efeitos do LASSBi0-1524 e seus analogos na BAS
avaliarmos se estes poderiam causar algum efeito citotoxico (no sangue ou medula). Os
resultados obtidos apos tratamento dos animais com as substéncias indicam que néo
houve alteracdo na contagem de leucdcitos totais no sangue e na medula. Estes dados
estdo dentro da faixa de variacdo dos dados de literatura (de 4 a 12 x 10 células/uL)
(QUESENBERRY e cols., 2004).

O pré-tratamento com LASSBIi0-1524, LASSBIio-1760, LASSBIio-1763 e
LASSBI0-1764 reduziu a migracdo celular em todas as doses testadas, de maneira dose-

dependente. O calculo da DEsg levou a valores inferiores a 16 umol/kg (Tabela 1).

LASSBIi0-1524 LASSBI0-1760 LASSBIi0-1763 LASSBIi0-1764
DEso 9 umol/kg 16 umol/kg 7 umol/kg 5 umol/kg
Tabela 1: Dose eficaz 50% (DEsp) dos compostos com relacdo a migracdo celular no

modelo da BAS.



Neste modelo da BAS parece que a reducdo de um dos anéis aromaticos da
naftila mostrou ser uma boa alternativa para melhorar a atividade anti-inflamatoria, ja
que os resultados obtidos com LASSBIi0-1763 e LASSBIi0-1764 foram melhores do que
LASSBI0-1524 e LASSBI0-1760, que possuem o grupo naftila. O grupo nitro (NO,)
demonstrou contribuir mais para a acéo anti-inflamatoria do que o grupo acido borénico
[B(OH):].

Os mediadores inflamatérios liberados na BAS também sdo capazes de causar
aumento na permeabilidade vascular (ALLER e cols., 2006). Sendo assim, outro
parametro avaliado neste modelo foi 0 extravasamento de proteinas plasmaticas. Apenas
a menor dose do LASSBIi0-1524 e as doses de 30 e 100 pmol/kg do LASSBIi0-1760
foram capazes de reduzir significativamente o extravasamento proteico, mas este fato
ndo influenciou no potencial anti-inflamatorio dos compostos. Uma possivel explicacéo
poderia ser que as substancias testadas ndo devem agir diretamente em receptores
localizados na superficie endotelial e que, quando ativados por seus agonistas, causam
contracdo das células endoteliais com consequente aumento na permeabilidade vascular.

O blogueio do NO tem potencial para produzir beneficio terapéutico na
inflamacdo, uma vez que sua producdo exacerbada esta presente em uma serie de
doencas como artrite, doenca inflamatéria intestinal, Alzheimer, Parkinson entre outras
(VALLANCE & LEIPER, 2002; SAMPAIO e cols., 2013). Ja foi observado que o
blogueio do NO em modelos de inflamagdo aguda contribuiu para a melhoria e reducédo
do fenémeno inflamatério (MAHAT e cols., 2010). Também foi demonstrado em
modelos de inducdo da inflamagcdo com carragenina, a presenca da forma induzida da

enzima 6xido nitrico sintase ja nas primeiras 6 horas (POSADAS, 2004).



Tanto o LASSBIi0-1524 como seus 3 analogos, e em todas as doses, foram
capazes de reduzir em mais de 60% a producdo de NO, sendo o LASSBI0-1760
responsavel pela maior reducdo nas doses de 30 e 100 pumol/kg (92,7% e 94,9%,
respectivamente). Este dado sugere que estas substancias poderiam estar agindo através
de inibigdo direta das 6xido nitrico sintases, principalmente a forma induzida (iNOS),
reduzindo sua atividade enzimatica ou talvez inibindo a sintese/expressdo da iNOS nas
células.

Nossos resultados também mostraram que todos os analogos reduziram os niveis
de TNF-a de forma similar, ndo apresentando padrio de dose dependéncia ou
possibilidade de calcular uma dose efetiva, uma vez que todos reduziram em mais de
90% os niveis da citocina. Estes dados, em conjunto com aqueles obtidos na inibi¢cdo do
NO indicam que as vias TNF-a e NO se interconectam. Citocinas pro-inflamatorias
como, 0 TNF-a, ativam uma série de vias de sinalizacdo, entre elas a via do NF-«B, e
seus niveis tem conhecidamente uma correlacdo direta com a enzima INOS
(VODOVOTZ e cols., 1998).

A IL-1P ¢ outra citocina produzida por diversos tipos celulares e também e capaz
de induzir a sintese de diversas enzimas como p. ex., fosfolipase A, ciclo-oxigenase-2 e
INOS, levando a sintese de prostaglandinas e NO (AREND e cols., 2008). A inibicdo de
IL-1pB resulta em superregulacdo na expressao de moléculas de adesdo, o que ¢ um fator
chave para o recrutamento de leucocitos e contribui para a inibicdo da migracéo celular
(VIGIL e cols., 2008, GABAY e cols., 2010). Nossos dados mostraram que apenas 0
LASSBIi0-1524 e LASSBI0-1760 foram capazes de reduzir os niveis de IL-1p. Estes
dados indicam que essa citocina pode ter participacdo na inibicdo significativa da
migracdo celular causada pelos dois compostos. A produgéo de IL-1pB leva ao aumento

dos niveis de TNF-a e a ativacao da via de transcrigdo génica por NF-kB (AREND ¢



cols., 2008). Uma vez que o tratamento reduziu os niveis de IL-1P, essas agdes nao
acontecerdo na mesma propor¢do, 0 que pode ter sido reproduzido em nossos
resultados, levando a resolucdo do processo inflamatorio.

O IFN-y atua ativando macrofagos e células endoteliais e estimulando a secregdo
de quimiocinas e citocinas, uma resposta que se manifesta de maneira benéfica e
protetora do organismo (BILLIAU, 2009). Esse comportamento pode ser confirmado
por nossos resultados, uma vez que apenas a menor dose do LASSBio-1524 interferiu
na producdo de IFN-y. Nenhum dos analogos foi capaz de reduzir a producdo de
maneira significativa.

Com relagdo a producdo da quimiocina MCP-1, nenhum dos compostos
interferiu em sua producao, o que pode ser explicado pelo fato de que esta quimiocina
MCP-1 recruta mondcitos, células T, células NK e células dendriticas mais tardiamente
do que outras células (CARLOS & HARLAN, 1994).

A forma ativa do NF-«xB ja ¢ encontrada no modelo da BAS desde o primeiro dia
de experimento (ELLIS et al., 2000). Assim, a acdo dos compostos N-acilidrazonicos
através do blogueio da via de ativacdo de NF-xB, poderia explicar a significativa
atividade anti-inflamatéria evidenciada e a reducdo justamente das citocinas cuja
expressdo é regulada por este fator de transcricdo. A citocina anti-inflamatoria 1L-10
teve sua producdo reduzida apenas pelo pelos trés andlogos do LASSBio-1524, mas ndo
pelo préprio. Sabendo que 0 NF-kB controla a expressdo de TNF-a, IL-1p ¢ IL-10
(GUPTA e cols., 2010), por esse motivo, pode ser que 0s compostos sejam capazes de

inibir algum componente da cascata de ativacdo de NF-kB.



Uma vez que o stress oxidativo pode ser prejudicial na resolucdo da inflamacgéo e
que a superproducéao de espécies reativas de oxigénio (ROS) seja 0 mecanismo por tras
de muitas neuropatologias, o estresse oxidativo e nitrosativo tem sido implicado numa
grande variedade de doencas humanas assim como no processo de envelhecimento
(VALKO e cols., 2007). Nossos resultados indicam que a inibi¢gdo na produgéo de ROS
também parece ser parte do mecanismo de acdo dos compostos LASSBio-1524,
LASSBIi0-1763 e LASSBIio-1764.

Os dados obtidos ao longo dessa dissertacdo indicam que tanto o LASSBi0-1524,
como seus novos analogos, LASSBIi0-1760, LASSBIi0-1763 e LASSBIi0-1764 possuem
significativo efeito anti-inflamatorio reduzindo parametros inflamatdrios. O mecanismo
de acdo ainda necessita ser elucidado, mas um possivel alvo pode ser 0 NF-«B visto que
este segundo mensageiro estd presente nas vias de sinalizagdo do NO e das citocinas
cujos niveis foram reduzidos.

Para resumir todos os dados, a tabela 2 mostra todos os resultados obtidos com os
testes da BAS, a migracdo de leucdcitos, as dosagens de mediadores e ainda a dosagem

de espécies reativas e oxigénio.
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Tabela 2: Resumo dos efeitos do LASSBIi0-1524 e seus andlogos. Carr = carragenina;
PV = permeabilidade vascular, s/ef = sem efeito; 1 = aumento; | = reducao

Com isso pode-se dizer que o composto LASSBio-1764, que teve melhor
resultado na migracdo celular, apresentando a menor DEs, Seria 0 composto mais
potente e por isso promissor, embora ndo tenha tido efeito significativo na
permeabilidade vascular e na inibicdo significativa da producdo de IL-1B, sua
capacidade de conter o processo inflamatdrio observado na BAS isso ndo foi afetada.

Dessa forma, o LASSBIio-1764 poderia ser o composto de escolha para a
continuidade dos estudos em outros modelos experimentais e para possiveis novas

alteracdes na sua estrutura quimica.



7. CONCLUSOES



Apos realizacdo do estudo farmacolégico com o LASSBio-1524, LASSBIi0-1760,

LASSBI0-1763 e LASSBI0-1764, podemos concluir que:

Todos os compostos mostraram efeito anti-inflamatério uma vez que inibiram:
o A migragéo celular no modelo da BAS;

A producdo de éxido nitrico (NO);

o

A producdo de citocinas anti-inflamatérias, TNF-a e IL-1;

o

o

A citocina pro-inflamatoria 1L-10;

O metabolismo oxidativo de neutrofilos polimorfonucleares.

O
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