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RESUMO 

 

 Os derivados N-acilhidrazônicos são estruturas amplamente utilizadas na 

química medicinal devido à sua facilidade de síntese e por exibirem um amplo leque 

de atividades farmacológicas descritas na literatura. O objetivo da pesquisa foi avaliar 

o possível efeito dual de derivados N-acilhidrazônicos JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18 

como anti-inflamatórios e antimicrobianos. A atividade antimicrobiana foi testada frente 

a microrganismos Gram-positivos, Gram-negativos, leveduras e isolados clínicos. A 

atividade citotóxica foi avaliada em células normais e a atividade anti-inflamatória foi 

avaliada em modelo animal de lesão pulmonar aguda (LPA) induzida por 

lipopolissacarídeo (LPS). Na avaliação da atividade antimicrobiana, os resultados 

obtidos para bactérias e leveduras para a Concentração Inibitória Mínima variaram de 

250 e 150 µg/mL, respectivamente, Concentração Bactericida Mínima e Concentação 

Fungicida Mínima variaram de 500 e 250 µg/mL, respectivamente. Na avaliação da 

inibição da bomba de efluxo, os derivados JR-15 e JR-18 apresentaram resultados 

sugestivos como inibidores de bomba de efluxo para as cepas testadas, sendo o JR-

15 para a NorA e Tet(k) e o JR-18 para NorA e MsrA. Os derivados não apresentaram 

alterações sugestivas de toxicidade in vitro e in vivo. Na atividade anti-inflamatória in 

vitro houve inibição da produção de NO e baixa produção de IL-18 e TNF-α. No modelo 

da LPA, os derivados JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18 reduziram a migração celular com 

porcentagem de inibição da inflamação de 62,8%; 40,9%; 83,2% e 86,9%, 

respectivamente, em relação ao controle. Os derivados também reduziram as 

concentrações de NO no lavado broncoalveolar e atividade da MPO e MDA no tecido 

pulmonar. O efeito anti-inflamatório foi confirmado através das análises histológicas 

do tecido pulmonar e na análise imuno-histoquímica foi observado a diminuição da 

reatividade para os marcadores COX-2 e iNOS. Os derivados JR17 e JR18 diminuíram 

os níveis das citocinas inflamatórias IL-6, IL-18 e TNF-α e aumentaram os níveis das 

citocinas anti-inflamatórias IL-4 e IL-10. Conclui-se que os derivados JR-13, JR-15, 

JR-17 e JR-18 apresentaram atividade antimicrobiana para as cepas testadas e 

atenuaram a indução de várias características patogênicas importantes da LPA 

induzida pelo LPS, sugerindo uma ação dual como anti-inflamatórios e 

antimicrobianos, e como baixa toxicidade, especialmente o JR-18. 

Palavras-chaves: inflamação; N-acilhidrazonas; inflamação pulmonar; COVID-19; 

antimicrobianos; bomba de efluxo. 



 
 

ABSTRACT 

 

 N-acylhydrazonic derivatives are structures widely used in medicinal chemistry 

due to their ease of synthesis and because they exhibit a wide range of 

pharmacological activities described in the literature. The objective of the research was 

to evaluate the possible dual effect of N-acylhydrazonic derivatives JR-13, JR-15, JR-

17 and JR-18 as anti-inflammatory and antimicrobial. The antimicrobial activity was 

tested against Gram-positive and Gram-negative microorganisms, yeasts and clinical 

isolates. The cytotoxic activity was evaluated in normal cells and the anti-inflammatory 

activity was evaluated in an animal model of acute lung injury (ALI) induced by 

lipopolysaccharide (LPS). In the evaluation of antimicrobial activity, the results 

obtained for bacteria and yeasts for the Minimum Inhibitory Concentration ranged from 

250 and 150 µg/mL, respectively, Minimum Bactericidal Concentration and Minimum 

Fungicide Concentration ranged from 500 and 250 µg/mL, respectively. In the 

evaluation of the efflux pump inhibition, the derivatives JR-15 and JR-18 showed 

suggestive results as efflux pump inhibitors for the strains tested, being the JR-15 for 

NorA and Tet(k) and the JR-18 for NorA and MsrA. The derivatives did not show 

changes suggestive of toxicity in vitro and in vivo. In the in vitro anti-inflammatory 

activity there was inhibition of NO production and low production of IL-18 and TNF-α. 

In the ALI model, derivatives JR-13, JR-15, JR-17 and JR-18 reduced cell migration 

with inflammation inhibition percentage of 62.8%; 40.9%; 83.2% and 86.9%, 

respectively, in relation to the control. Derivatives also reduced NO concentrations in 

bronchoalveolar lavage and MPO and MDA activity in lung tissue. The anti-

inflammatory effect was confirmed through histological analyzes of the lung tissue and 

in the immunohistochemical analysis a decrease in reactivity for the COX-2 and iNOS 

markers was observed. Derivatives JR17 and JR18 decreased the levels of 

inflammatory cytokines IL-6, IL-18 and TNF-α and increased levels of anti-

inflammatory cytokines IL-4 and IL-10. It is concluded that the derivatives JR-13, JR-

15, JR-17 and JR-18 showed antimicrobial activity for the tested strains and attenuated 

the induction of several important pathogenic characteristics of LPS-induced ALI, 

suggesting a dual action as anti- inflammatory and antimicrobial agents, and as low 

toxicity, especially JR-18. 

Keywords: inflammation; N-acylhydrazones; lung inflammation; COVID-19; 

antimicrobials; efflux pump.  
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  1 INTRODUÇÃO 

 

 A inflamação é considerada uma característica importante e onipresente nas 

doenças respiratórias das vias aéreas, como a lesão pulmonar aguda (LPA) e 

síndrome do desconforto respiratório agudo (SDRA), doenças vasculares e sepse 

(BOCHAROV et al., 2016; ZENG et al., 2017). A inflamação pulmonar ocorre em 

resposta a patógenos bacterianos, virais, metazoários e fungos, além de poluentes 

ambientais. No pulmão, a inflamação aguda desregulada pode resultar em lesão que 

contribui para fibrose pulmonar e prejudica gravemente os processos de troca de 

gases essenciais, e se não resolvida, pode progredir para inflamação crônica, que 

ocorre em doenças pulmonares, como LPA/SDRA, asma, fibrose cística (FC) e doença 

pulmonar obstrutiva crônica (DPOC) (ROBB et al., 2016). 

A LPA e sua forma mais grave, a SDRA, continuam sendo problemas clínicos 

críticos observados em unidades de terapia intensiva em todo o mundo. Embora 

muitos avanços significativos tenham sido feitos em relação à estratégia terapêutica e 

ao entendimento da fisiologia respiratória associada, essas doenças ainda possuem 

alta morbidade e mortalidade em pacientes críticos, como os que estão em Unidades 

de Terapia Intensiva e que apresentam comorbidades (BOCHAROV et al., 2016). 

Na atualidade, é evidente que a resistência aos antibióticos é um dos principais 

problemas de saúde, com forte impacto clínico e econômico. Patógenos que 

apresentam resistência a pelo menos três classes diferentes de antimicrobianos, 

definidos como multirresistentes, tornaram-se comuns, especialmente no ambiente 

hospitalar, para as quais há uma demanda urgente por novos tratamentos (TERRENI; 

TACCANI; PREGNOLATO, 2021). 

As abordagens terapêuticas utilizadas atualmente para o tratamento da 

inflamação são focadas na supressão, bloqueio ou inibição de mediadores 

inflamatórios. Dentre estas terapias, destacam-se os anti-inflamatórios não esteróides 

(AINEs), que são fármacos que inibem a ciclo-oxigenase (COX), consequentemente 

bloqueiam a formação de mediadores inflamatórios, como as prostaglandinas. Nos 

últimos anos, a segurança na utilização dos AINEs na prática clínica tem sido 

questionada, tendo em vista seus efeitos colaterais com uso contínuo, especialmente 

dos inibidores seletivos da ciclo-oxigenase-2 (COX-2), o que levou à remoção de 

alguns fármacos do mercado (MUSOLINO et al., 2017).  E os corticosteroides podem 

ser prejudiciais nos estágios iniciais da infecção (WONG et al., 2020). 
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Os derivados N-acilhidrazônicos apresentam grupos farmacofóricos 

importantes que os tornam candidatos a fármacos com atividade anti-inflamatória, 

com toxicidade mínima e capaz de atuar como subunidade funcional em diferentes 

classes farmacêuticas. Por isso, tem despertado o interesse de muitos pesquisadores 

(GUEDES et al., 2016), (YAMAZAKI et al., 2021). Essas substâncias, que contêm em 

suas estruturas uma porção hidrazona, têm sido relatadas na literatura como 

inibidores da COX e 5-lipoxigenase (5-LOX), esses achados direcionam para uma via 

terapêutica e o desenvolvimento de derivados biologicamente ativos candidatos a 

novos fármacos (REIS et al., 2011). 

Diante de todos esses fatores apresentados e levando em consideração os 

resultados promissores de atividade anti-inflamatória já alcançados em estudos 

preliminares com os derivados N-acilhidrazônicos, este trabalho se propõe a investigar 

a toxicidade (toxicidade aguda e citotoxicidade) e as atividades antimicrobiana e anti-

inflamatória de novos derivados N-acilhidrazônicos substituídos.  Como muitos 

processos inflamatórios são agravados por infecção associada, a buscar um fármaco 

dual, que agregue atividades antimicrobiana e anti-inflamatória, visando ampliar o 

leque de novas opções terapêuticas em pacientes críticos, é de extrema importância.  
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar a capacidade dual de derivados N-acilhidrazônicos substituídos com 

potencial ação anti-inflamatória e antimicrobiana. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

• Avaliar a atividade antimicrobiana e a ação inibidora da bomba de efluxo NorA, 

MsrA e Tet(k) dos novos derivados N-acilhidrazônicos substituídos; 

• Avaliar a citotoxicidade e a toxicidade aguda não clínica dos novos derivados N-

acilhidrazônicos substituídos; 

• Avaliar a atividade anti-inflamatória in vitro dos derivados em macrófagos murinos; 

• Avaliar o efeito dos derivados N-acilhidrazônicos sobre Lesão Pulmonar Aguda 

induzida por LPS em camundongos; 

• Realizar análises histopatológicas e imunohistoquímicas do tecido pulmonar de 

animais induzidos por LPS e tratatos com os derivados em estudo; 

• Avaliar o efeito dos derivados sobre a produção de óxido nítrico (NO) no lavado 

broncoalveolar de animais tratados com LPS; 

• Avaliar da atividade da mieloperoxidase (MPO) no tecido pulmonar de animais 

tratados por LPS; 

• Avaliar o estresse oxidativo no tecido pulmonar dos animais tratados por LPS, 

através da determinação dos níveis de malondialdeído (MDA);   

• Quantificar os níveis das citocinas IL-4, IL6, IL-10, IL-18 e TNF-α no tecido 

pulmonar de animais induzidos com LPS e tratados com os derivados. 
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 

3.1 PROPRIEDADES BIOLÓGICAS DAS ACILHIDRAZONAS 

As N-acilhidrazonas são subestruturas privilegiadas amplamente utilizadas na 

química medicinal em projetos de candidatos a fármacos e que geralmente são 

produzidas por uma reação de condensação entre aldeídos ou cetonas com 

hidrazidas. A funcionalização adequada dessa classe de moléculas pode produzir 

diversos compostos bioativos com perfis farmacológicos distintos, resultantes da 

modulação seletiva de diferentes alvos (THOTA et al., 2018). 

Atualmente, a função N-acilhidrazona (Figura 1) tem sido um dos grupos 

funcionais mais utilizados na química medicinal, tendo sido identificado em um grande 

número de compostos promissores que atuam em vários tipos de alvos moleculares 

(THOTA et al., 2018). Esse grupo funcional tem atraído grande atenção devido à sua 

facilidade de síntese e por possuir diversas atividades biológicas, tendo sido 

amplamente utilizado como componente de vários agentes com propriedades 

antitumorais devido ao seu esqueleto flexível e à presença de doadores e aceptores 

de hidrogênio. A maioria das acilhidrazonas antitumorais agem através da indução de 

apoptose em diversas células cancerígenas (OSMANIYE et al., 2018). 

 

 

Figura 1 - Via sintética básica para a preparação de N-acilhidrazonas 

 

FONTE: adaptado (THOTA et al., 2018). 
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As N-acilhidrazonas têm exibido um amplo leque de atividades farmacológicas, 

como as atividades antimicrobianas, antivirais, antitumorais, anti-inflamatórias, 

analgésicas, antiprotozoárias, antitrombóticas e antioxidantes (CERQUEIRA et al., 

2019). Devido à sua facilidade de síntese e por apresentarem diversas atividades 

biológicas, tem grande potencial na pesquisa e desenvolvimento de novos fármacos 

(SHEN, XIAOYAN; WANG, YANG; YIN, KAIYUE; SHENG, 2020). 

Segundo Thota et al. (2018) os medicamentos: nitrofurazona, nitrofurantoína, 

carbazocromo, testosterona 17-enantato 3-ácido benzílico hidrazina, nifuroxazida, 

dantroleno e azumolene são relacionados as N-acilhidrazonas, foram aprovados e já 

são utilizados como terapêuticos em vários países. 

3.1.1 Acilhidrazonas com atividade anti-inflamatória 

A Tabela 1 apresenta as pesquisas realizadas nos últimos 5 anos de N-

acilhidrazonas com atividade anti-inflamatória, após análise detalhada dos artigos 

selecionados, mostrando a N-acilhidrazona estudada, o tipo de estudo, a atividade, 

metodologia empregada na pesquisa, a conclusão após análise dos resultados 

encontrados nos estudos e as referências. 
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Tabela 1 - Estudos selecionados para a revisão de literatura acerca das N-acilhidrazonas com atividade anti-inflamatória 

N-acilhidrazona Tipo de 

estudo 

Objetivo Metodologia Conclusão Referência 

LASSBio-1828 

(aminopiridinil - N- 

acilhidrazona) 

In vivo atividade anti-

inflamatória 

Edema de pata induzida 

por formalina e migração 

celular induzida por 

carragenina no bolsão de 

ar subcutâneo 

Bloqueio da migração 

celular e redução da 

produção de 

mediadores. 

(CORDEIRO et 

al., 2020a) 

LASSBio-1524 e seus 

análogos (LASSBio-

1760, LASSBio-1763 e 

LASSBio-1764)  

In vivo atividade anti-

inflamatória 

Colite, que mimetizam a 

doença de Crohn 

(induzida por ácido 

dinitrobenzeno) e colite 

ulcerativa (induzida por 

sulfato de dextrano de 

sódio) em camundongos. 

Redução da secreção 

do fator de necrose 

tumoral-α, IL-1β, IL-6, 

IL-12 e IFN- γ e 

aumento da secreção 

de IL-10, proteção da 

homeostase 

gastrointestinal.  

(CORDEIRO et 

al., 2020b) 

LASSBio 1823, 

LASSBio 1824, 

LASSBio 1827 e 

LASSBio 1832 

(derivados naftil-N-

In vivo atividade anti-

inflamatória 

Migração celular 

induzida por carragenina 

no bolsão de ar 

subcutâneo 

LASSBio -1824 foi o 

melhor inibidor de p38α 

MAPK, com IC50 = 4,45 

µM, e também se 

mostrou como protótipo 

(FREITAS et al., 

2018) 
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acilhidrazona) mais promissor com 

boas ações anti-

inflamatórias e anti-

TNF-α 

SintMed65 (N '- [(1E) -

3- (4-

nitrofenilhidrazono)] - 

(2E) -propan-2-ilideno-

3,5-

dinitrobenzohidrazida) 

In vivo atividade anti-

inflamatória 

Modelo de camundongo 

com inflamação alérgica 

das vias aéreas induzida 

por ovalbumina 

Redução da 

celularidade e o número 

de eosinófilos no lavado 

broncoalveolar, redução 

da produção das 

citocinas Th2 IL-4, IL-5 

e IL-13 no BALF e a 

expressão dos genes 

IL-4, IL-10 e CCL8 no 

pulmão 

(CERQUEIRA et 

al., 2019) 

LASSBio-1586 In vivo comportamento 

nociceptivo e a 

atividade anti-

inflamatória 

Atividade antinociceptiva 

- testes de contorção 

induzida por ácido 

acético e de nocicepção 

induzida por formalina. 

Atividade anti-

inflamatória - métodos de 

LASSBio-1586 exibiu 

um potencial 

antinociceptivo e anti-

inflamatório relevante e 

atuou em vários alvos 

(SILVA et al., 

2018) 
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inflamação aguda e 

crônica induzida por 

diferentes produtos 

químicos (carragenina, 

histamina, óleo de 

cróton, ácido 

araquidônico) e agentes 

físicos (pellet de 

algodão)  

(E) -N '- (3,4-

dimetoxibenzilideno) -

4-

metoxibenzohidrazida 

(LASSBio-1386) 

In vivo  atividade 

imunomoduladora 

e anti-inflamatória 

Culturas de macrófagos, 

Modelo de choque 

endotóxico induzido por 

LPS em camundongos, 

in vitro e Modelo de 

hipersensibilidade do tipo 

retardado induzido por 

BSA. 

LASSBio-1386 possui 

uma potente atividade 

imunomoduladora 

mediada por sua ação 

inibidora de PDE-4 via 

inibição da via NF-κB e 

pode ser útil no 

tratamento de doenças 

inflamatórias ou 

imunomediadas 

 

(GUIMARÃES et 

al., 2018) 

Derivados indol-N-

acilhidrazona 

In vivo 

and  

Atividade anti-

inflamatória 

Ensaios de citotoxicidade 

com macrófagos murinho 

Atividade anti-

inflamatória foi 

(MORAES et al., 

2018) 
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in vitro da linhagem celular J774 

e linfoproliferação 

avaliada; são potenciais 

agentes para atuar na 

fase celular do processo 

de inflamação; a 

supressão do edema de 

pata de camundongo foi 

observada na fase 

tardia (fase celular); 

sobre o 

inibição de COX-1 e 

COX-2 indica um como 

um inibidor seletivo de 

COX-2. 

4- (nitrofenil) hidrazona 

de N-acilhidrazona 

In vivo 

and  

in vitro 

Atividade anti-

inflamatória 

Ensaios de citotoxicidade 

com macrófagos murinho 

da linhagem celular 

J774, linfoproliferação e 

peritonite aguda em 

camundongos. 

A atividade anti-

inflamatória: modulação 

da secreção de IL-1β e 

síntese da 

prostaglandina E2 em 

macrófagos e inibição 

da atividade da 

calcineurina fosfatase 

(MEIRA et al., 

2018) 
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em linfócitos. O 

composto SintMed65 

administrado via oral, 

inibiu a infiltração de 

neutrófilos em um 

modelo agudo de 

peritonite em 

camundongos. 

Híbridos 

multifuncionais de N -

benzil-piperidina-aril-

acil-hidrazona e  

híbridos de aril-

acilhidrazona-

donepezil 

 Atividades multi-

alvo relacionadas 

à doença de 

Alzheimer 

 

Atividade anti-

inflamatória 

Citotoxicidade in vitro em 

células mononucleares 

de sangue periférico 

humano (PBMCs), 

células HepG2 de fígado 

humano e células SH-

SY5Y neuronais. 

 

Atividade anti-

inflamatória in vivo 

(Nocicepção induzida por 

formalina, edema de pata 

induzido por 

Os compostos 4c e 4g 

exibiram atividade anti-

inflamatória 

concomitante in vitro e 

in vivo, contra 

neuroinflamação 

induzida por oligômero 

beta amilóide (AβO); 4c 

e 4g inibiram a COX-1/2 

e a liberação de TNF-α 

em células microgliais 

ativadas. 

 

(DIAS VIEGAS 

et al., 2018) 
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carragenina) 

Derivados de N- 

acilhidrazonas 

LASSBio-294 e 

LASSBio-897 

 Efeito 

gastroprotetor 

 

Atividade anti-

inflamatória 

Modelo de lesão gástrica 

induzida por etanol em 

camundongos foram 

investigados com relação 

à via NO/cGMP/KATP 

Os derivados reduziram 

significativamente a 

área microscópica e 

macroscópica da lesão, 

restauraram os níveis 

de GSH, MDA e 

hemoglobina, 

reduziram a atividade 

de MPO e as 

concentrações de 

nitrato e nitrito nas 

amostras de estômago 

após a administração 

de etanol e reduziram 

os níveis de TNF-α e IL-

1β. 

 

(DA SILVA 

MONTEIRO et 

al., 2019) 

Derivados de 

isoxazolina-acil-

hidrazona: N'-(4-

metoxibenzilideno)-6-

 Atividade anti-

inflamatória 

Modelo de bolsão de ar 

induzido por carragenina; 

Edema de pata induzido 

por diversos agentes 

Os resultados indicam 

que R-99 e R-123 

apresentam atividade 

anti-inflamatória 

 

(MOTA et al., 

2019) 



30 
 

(4-nitro-benzoil)-

3a,5,6,6a-tetra-hidro-

4H-pirrolo[3,2-

d]isoxazol-3-

carbohidrazida (R-123) 

e N'-(4-

clorobenzilideno)-6-(4-

clorobenzoil)-

3a,5,6,6a-tetra-hidro-

4H-pirrolo[3,2-

d]isoxazol-3-

carbohidrazida (R -99) 

flogísticos;  

Permeabilidade vascular 

induzida pelo ácido 

acético e 

Um estudo docking com 

o receptor H1 da 

histamina humana para 

investigar a potencial 

atividade anti-

histamínica. 

promissora relacionada 

à sua capacidade de 

inibir a produção de 

TNF-α, IL-1β e amina 

vasoativa, além de 

reduzir a migração de 

leucócitos e inibir a 

degranulação de 

mastócitos. 

Análogos de N-(2-

benzamidoferuloil) Aril-

hidrazona (3a-l) 

 Atividades anti-

inflamatória, 

analgésica e 

antioxidante 

Edema de pata e 

contorções abdominais 

(in vivo); 

Determinação da IC50, 

métodos de peroxidação 

lipídica e de eliminação 

de DPPH (in vitro); 

Docking 

Redução do edema de 

pata, boas pontuações 

de docking, boa 

atividade no teste de 

contorções e na 

atividade anti-

inflamatória e 

apreciável potencial 

antioxidante com 

 

(SOUJANYA et 

al., 2018) 
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afinidades de múltiplos 

alvos. 

Filmes CHI contendo 

(Z)-N'-(1H-indol-3-

il)metileno)-2-

cianoacetohidrazida  

 Inflamação tópica Ensaio de citotoxicidade 

por difusão em ágar e 

viabilidade celular com a 

linhagem celular L929 

O sistema CHI + JR19 

influenciou 

positivamente as 

propriedades 

mecânicas e conferiu 

melhor compatibilidade 

com ambientes 

biológicos, mostrando 

potencial para tratar 

inflamações cutâneas. 

 

(WANDERLEY 

et al., 2020) 

N -fenil sulfonamida 

ligada N -

acilhidrazonas (NPS-

NAH) 

 Atividades anti-

inflamatória, 

antioxidantes e 

antimicrobiana 

Ensaio COX-1 e COX-2 

in vitro; Atividade anti-

inflamatória in vivo 

(Edema de pata em rato 

induzido por 

carragenina); Ensaio de 

antioxidante DPPH (2,2-

difenil-1-picril hidrazil); 

Determinação da 

Novas N sulfonamida -

fenil ligada N -acil-

hidrazonas (NPS-NaH) 
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inflamatórios. 

 

(GORANTLA et 

al., 2017) 
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3.2 INFLAMAÇÃO 

3.2.1 Fisiopatologia da Inflamação 

O processo inflamatório é caracterizado pela produção de fluidos, substâncias 

químicas e células lesadas, com alterações vasculares, recrutamento e ativação de 

leucócitos para induzir o reparo celular, levando a alterações teciduais e funcionais 

que são os cinco sinais principais no processo inflamatório: calor, vermelhidão, 

edema, dor e perda de função. O calor e a vermelhidão são consequências da 

vasodilatação e o aumento da temperatura pelo maior fluxo sanguíneo. O edema é 

consequência do aumento da permeabilidade vascular que permite o extravasamento 

vascular de líquidos e a formação do edema (ETIENNE, R.; VIEGAS, F. P. D.; VIEGAS 

JR., 2020).   

A inflamação é geralmente descrita com a fase aguda e a fase crônica, embora 

haja sobreposição entre esses processos. Na fase aguda, leucócitos, principalmente 

granulócitos, migram ao longo de um gradiente quimiotático para o local da lesão que 

é mediado por citocinas e proteínas de fase aguda, com o objetivo de remover o 

agente inflamatório, o estímulo ou as células danificadas pela lesão e iniciar a cura 

(GERMOLEC et al., 2018).  

A inflamação aguda é classificada de acordo com as características do 

exsudato, de acordo com o tipo, duração e intensidade da agressão. Os mediadores 

envolvidos no processo agudo são as aminas vasoativas, metabólitos do ácido 

araquidônico, que incluem as prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos, o fator de 

ativação plaquetária (FAP), quimiocinas, fator de necrose tumoral (TNF), e citocinas, 

com as interleucinas (IL) IL-1β, IL-6 e IL-18 (NASURUDDIN., 2022).  

A resposta inflamatória aguda é uma fase complexa, mas segue uma sequência 

altamente coordenada de eventos envolvendo moléculas, alterações celulares e 

fisiológicas para neutralizar, inativar e eliminar o agente causador da inflamação, 

substituindo os tecidos danificados por fibrose, culminando com o reparo tecidual e 
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bloqueio da resposta inflamatória (Figura 2) (SERHAN, 2017). 

 

Figura 2 - Componentes da resposta inflamatória aguda e crônica e suas principais funções. 

 

Fonte: Adaptado (ROBBINS, 2016) 

 

As respostas inflamatórias agudas são iniciadas por lesão, infecção e irritação, 

que, por sua vez, protegem o hospedeiro de infecções sistêmicas e ajudam a restaurar 

a homeostase tecidual. Tipicamente, eventos moleculares e interações celulares 

prevalecentes durante respostas inflamatórias agudas são eficientes em minimizar 

lesão iminente, infecção ou irritação, o que leva a importante restauração da 

homeostase tecidual e, assim, completa resolução da resposta inflamatória aguda. No 

entanto, se uma resposta inflamatória aguda é montada descontroladamente em 

termos de magnitude ou duração, pode levar à doença crônica (ROBB et al., 2016; 

WONG; MAGUN; WOOD, 2016). 

A inflamação quando é persistente é caracterizada pela ocorrência simultânea 

da ativação inflamatória e destruição tecidual, como resultado de uma prolongada 

exposição a estímulos inflamatórios, podendo levar à fase crônica, na qual as 

populações ativas de células imunes mudam para expressar um fenótipo 

mononuclear, e podem ocorrer danos nos tecidos e fibrose (OISHI; MANABE, 2018).  

A inflamação crônica pode contribuir para o desenvolvimento de várias 

doenças, incluindo artrite, asma, aterosclerose, doenças autoimunes, diabetes e 

câncer. O processo inflamatório envolve múltiplos sistemas fisiológicos, sendo que, o 
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sistema imunológico desempenha um papel central responsável pelas informações 

detalhadas sobre as células, as moléculas da superfície celular e os mediadores 

inflamatórios (GERMOLEC et al., 2018). 

O processo crônico também pode envolver interações complexas entre 

diferentes células e seus mediadores secretados, como as citocinas IL-17, IL-12 e IL-

23. Neste processo, os macrófagos aparecem dispersos em vários tecidos 

conjuntivos, fígado, baço, linfonodos e no sistema nervoso central, e constituem o 

sistema de fagócitos mononucleares, que atua como um filtro para materiais 

particulados, microrganismos e células senescentes, com função de eliminar 

microrganismos nas respostas imunes humorais e celulares (FANONI et al., 2019). 

Durante uma resposta inflamatória, os macrófagos podem ser ativados pela via 

clássica induzida por endotoxinas, no caso de uma injúria por patógeno (bactérias, 

fungos, vírus, etc.). Uma vez ativados, os macrófagos produzem enzimas lisossomais 

como a NADPH-oxidase, aumentando sua capacidade de destruir organismos por 

fagocitose e secretar outras citocinas que estimulam a inflamação, sendo, portanto, 

células especialmente importantes na defesa do hospedeiro contra infecções 

microbianas. Os macrófagos podem ser ativados pela via alternativa onde estes são 

induzidos por citocinas, como as interleucinas IL-4 e IL-3 sintetizadas por linfócitos T 

(ETIENNE, R.; VIEGAS, F. P. D.; VIEGAS JR., 2020). No contexto da inflamação, o 

aumento de linfócitos, de células fagocíticas infectadas, a instalação de doenças 

autoimunes ou a incapacidade de amortecer a resposta imune, além da malignidade, 

são consideradas consequências de morte celular, tais como apoptose, necrose, 

necroptose, autofagia e piroptose (GHASEMI et al., 2019).  

3.2.2 Mediadores do Processo Inflamatório 

 Mediadores inflamatórios são moléculas produzidas por células ativadas que 

intensificam e prolongam a resposta inflamatória (BRANCO et al., 2018). Uma 

variedade de mediadores químicos presentes no sistema circulatório está envolvida 

no processo inflamatório além de, células inflamatórias que liberam as citocinas, o 

tecido lesado que contribuem ativamente e ajustam a resposta inflamatória 

(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). Os mediadores químicos liberados incluem 
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aminas vasoativas como histamina e serotonina, peptídeo como bradicinina e 

eicosanóides como tromboxanos, leucotrienos e prostaglandinas. 

A histamina é liberada em pequena quantidade para manter a resposta de fase 

aguda durante o processo de inflamação. A serotonina é produzida através da 

descarboxilação do triptofano e é armazenada no grânulo. Em murinos, a serotonina 

está disponível em grânulos basofílicos, enquanto em humanos, está presente nas 

plaquetas (WEISSMANN, 2013). A bradicinina pode aumentar a síntese de 

prostaglandinas e produzir dor localmente (RASKIN; MEYER, 2016). 

Os eicosanoides são um dos principais mediadores biologicamente ativos da 

inflamação, têm como precursor o ácido araquidônico (AA) que é o principal 

componente dos fosfolipídios da membrana em todas as células. Entre os 

eicosanoides estão os produtos da 5-lipoxigenase (5-LOX) tais como a 12-

lipoxigenase e leucotrienos e da cicloxigenase (COX) tais como prostaglandinas, 

prostaciclinas e tromboxanos (Figura 3) (LIEBERMAN -, 2017). 

 

Figura 3 - Metabólitos do ácido araquidônico e eicosanoides. 

 

Fonte: Adaptado (ROBBINS, 2016) 
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A produção da proteína 5-LOX ocorre principalmente nas células imunes de 

origem mielóide: células mononucleares, como macrófagos e linfócitos e leucócitos 

polimorfonucleares, como neutrófilos e eosinófilos. Essas células desempenham um 

papel vital nas reações inflamatórias das respostas imunológicas (OKUNO, 2020). A 

enzima 5-LOX inicia a biossíntese dos leucotrienos (LTs), potentes mediadores da 

resposta inflamatória, com uma reação em duas etapas que se inicia com a 

oxigenação do substrato ácido araquidônico para gerar o intermediário 5- ácido S- 

hidroperoxieicosatetraenóico (5- S- HPETE) (GILBERT et al., 2020). 

A ciclo-oxigenase é uma enzima envolvida na síntese das prostaglandinas 

(PGs) pró-inflamatórias e tromboxanos (TXs) e na conversão do ácido araquidônico 

em prostaglandina H2, como primeira etapa dos processos inflamatórios 

(ABDULKHALEQ et al., 2018). Foram identificadas, três isoformas de enzimas COX, 

como COX-1, COX-2 e COX-3, essas isoenzimas têm diferentes características 

enzimáticas e padrões de expressão gênica distintos (JAFARNEZHAD-ANSARIHA et 

al., 2018). A COX-1 é amplamente expressa em grande quantidade de tecidos, sendo 

responsável pela produção fisiológica de prostanóides, agregação plaquetária, 

manutenção da homeostase e da integridade da mucosa gastrointestinal. A presença 

de COX-1 foi demonstrada tanto no trato respiratório superior como no inferior, bem 

como na pleura (BAIGENT et al., 2013).  

A COX-2 participa de processos fisiológicos e patológicos. No período pós-

natal, a expressão de COX-2 é baixa e limitada ao epitélio brônquico e alvéolos 

pulmonares, também está associada à inflamação ou alterações proliferativas no 

epitélio das vias aéreas, incluindo pneumonia e câncer de pulmão. Semelhante à 

COX-1, a COX-2 desempenha um papel importante na inflamação pulmonar alérgica 

e na asma (ŁANOCHA-ARENDARCZYK et al., 2018). A intensidade da inflamação, 

por exemplo, nos tecidos pulmonares, depende da funcionalidade do sistema 

imunológico. Na pneumonia, a imunidade inata do tecido pulmonar pode ser regulada 

pelo aumento da expressão de citocinas, quimiocinas e ciclo-oxigenase (LEE; YANG, 

2013). 

As prostaglandinas (prostaglandina E2 e prostaglandina b) são envolvidas na 

conservação do processo inflamatório, aumentando a permeabilidade vascular e 

fortalecendo a expressão de outros mediadores inflamatórios, como quinina, 

serotonina e histamina, contribuindo assim para a vermelhidão, aumento do fluxo 

sanguíneo, e exsudação de plasma na área de inflamação aguda que leva ao edema, 
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produzem hiperalgesia ao afetar as fibras C aferentes e atuam nos neurônios da rede 

termorreguladora do hipotálamo, causando um aumento na temperatura corporal 

(ABDULKHALEQ et al., 2018). 

  As doenças inflamatórias das vias aéreas e pulmonares, como asma ou doença 

pulmonar obstrutiva crônica (DPOC) são caracterizadas por inflamação crônica. 

Muitas das proteínas alvo inflamatórias conhecidas, como a metaloproteinase-9 da 

matriz (MMP-9), molécula de adesão intercelular-1 (ICAM-1), molécula de adesão 

celular vascular-1 (VCAM-1), ciclo-oxigenase-2, e fosfolipase citosólica A2 (PLA2c), 

estão associados a vias de sinalização inflamatórias induzidas por vários estímulos, 

incluindo fator de necrose tumoral (TNF- α), interleucina-1 β (IL-1 β), adenosina-5′-

trifosfato (ATP), extrato de fumaça de cigarro, ácido lipoteicóico (LTA) ou 

lipopolissacarídeo (LPS) (LEE; YANG, 2013). 

3.2.2.1 Óxido Nítrico  

O óxido nítrico (NO) é uma importante molécula de sinalização celular que 

participa de diversas funções fisiológicas que envolvem a vasodilatação, o 

relaxamento do músculo liso, a neurotransmissão e a resposta imune. O NO é 

produzido por uma família de enzimas chamadas óxido nítrico sintases (NOSs) pela 

oxidação de L-arginina (L-Arg) a L-citrulina. Existe em três isoformas, NOS neuronal 

(nNOS), NOS endotelial (eNOS) e NOS induzível (iNOS).  A nNOS é encontrada 

principalmente no sistema nervoso e é necessária para a sinalização neuronal, 

enquanto a eNOS está localizada no endotélio e é essencial para vasodilatação e 

controle da pressão arterial. A iNOS, por outro lado, só é expressa quando a célula é 

induzida ou estimulada, normalmente por citocinas pró-inflamatórias e / ou 

lipopolissacarídeo bacteriano (LPS) (CINELLI et al., 2020).  

O óxido nítrico desempenha um papel fundamental no desenvolvimento da 

inflamação sendo considerado um mediador pró-inflamatório em situações anormais, 

apesar de atuar como um agente anti-inflamatório em condições fisiológicas normais. 

A iNOS secreta NO como um mediador inflamatório, resultando em vasodilatação no 

local da inflamação e edema. Portanto, a inibição da produção de NO por meio da 
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inibição da atividade da enzima iNOS e/ou da expressão da proteína pode ser uma 

abordagem útil para o tratamento da inflamação (GAMAL EL-DIN et al., 2020). 

3.2.2.2 Mieloperoxidase  

A mieloperoxidase (MPO) é uma peroxidase humana presente principalmente 

em grânulos de neutrófilos, monócitos e macrófagos (HU et al., 2021; VANHAMME et 

al., 2018). É a única enzima capaz de gerar ácido hipocloroso (HOCl), agente oxidante 

necessário no combate de patógenos invasores, em quantidades relevantes 

(VLASOVA, 2018). Além disso, a MPO, está presente na formação das armadilhas 

extracelulares de neutrófilos (NETs), que são estruturas constituídas principalmente 

de fibras de cromatina e proteínas de grânulos citoplasmáticos, que auxiliam na 

defesa contra os microrganismos (KHAN; ALSAHLI; RAHMANI, 2018).  

A MPO atua doando prótons ao peróxido de hidrogênio (H2O2) na presença de 

íons cloreto, gerando HOCl (TJONDRO et al., 2021). Este, mesmo em pequenas 

concentrações, é responsável por causar danos celulares e destruição de tecidos, se 

difundindo pelo plasma e inibindo enzimas como a creatina quinase e lactato 

desidrogenase. Além disso, causa distúrbios no processo energético, pois o HOCl 

interage com o ATP (NDREPEPA, 2019). 

Apesar de sua grande importância no sistema imunológico, ajudando na cura 

de doenças, quando há uma exacerbação da produção de agentes oxidantes, a MPO 

está associada a causa ou progressão de várias doenças, devido à sua propriedade 

de intensificar a inflamação e causar injúria aos tecidos, através do dano causado no 

DNA das células, mesmo na ausência de infecção (KHAN; ALSAHLI; RAHMANI, 

2018). Como por exemplo na hipertensão arterial pulmonar, na artrite reumatoide, em 

doenças neurodegenerativas, em doenças cardiovasculares, na obesidade, diabetes 

e na aterosclerose (KOCH et al., 2021).  

A mieloperoxidase produzida durante estados inflamatórios é liberada no soro, 

embora em condições não inflamatórias a MPO não seja encontrada nos espaços 

extravasculares, uma das primeiras consequências da inflamação é a localização da 

atividade da MPO nos locais de infiltração de neutrófilos (VANHAMME et al., 2018). 
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3.2.2.3 Malondialdeído (MDA) 

A peroxidação lipídica aumentada ocorre durante o estresse oxidativo, o qual 

induz a uma superprodução de espécies reativas de nitrogênio (RNS) ou espécies 

reativas de oxigênio (ROS), que podem reagir com outras biomoléculas, como lipídios, 

para gerar diferentes compostos, incluindo MDA. Sendo assim, a peroxidação lipídica 

representa uma das principais fontes de ROS. Os níveis plasmáticos de MDA, 

portanto, refletem a significância da peroxidação lipídica e a gravidade do estresse 

oxidativo (CALDIROLI et al., 2020). 

As fontes mais relevantes de MDA endógeno estão associadas a vários ácidos 

graxos poli-insaturados como ácido araquidônico e linoléico, por meio de vias e 

enzimas envolvidas na produção de tromboxanos, prostaglandinas e glutationa 

(GSH). Nas plaquetas, durante agregação plaquetária induzida pelo ácido 

araquidônico, há a formação de grandes quantidades de MDA, que é inibida pelos 

inibidores da COX, como ácido acetilsalicílico e indometacina (PALIOGIANNIS et al., 

2018). 

O MDA, produzido a partir da peroxidação lipídica aumentada durante o 

estresse oxidativo, pode se ligar a biomoléculas autólogas, gerando assim epítopos 

capazes de induzir respostas biológicas potencialmente indesejadas. Portanto, o 

sistema imunológico desenvolveu mecanismos para proteger dos epítopos do MDA, 

ligando-os e neutralizando-os por meio de efetores celulares e solúveis (BUSCH; 

BINDER, 2017). Assim, o MDA é um marcador que caracteriza a peroxidação lipídica 

sistêmica na DPOC, e é medido como substância reativa ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARS). O MDA pode reagir com os grupos amino livres (-NH2) de proteínas, 

fosfolipídios e ácidos nucléicos levando a modificações e alterações estruturais do 

sistema imunológico e da cascata inflamatória (PALIOGIANNIS et al., 2018). 

3.2.2.4 Citocinas 



41 
 

As citocinas são pequenas proteínas que são produzidas e secretadas por 

quase todas as células, para regular e influenciar a resposta imune. A liberação de 

citocinas pró-inflamatórias leva à ativação e produção de células imunes, bem como 

a liberação de mais citocinas. Portanto, a liberação simultânea de citocinas pró e anti-

inflamatórias são obrigatórias em qualquer resposta imune (KANY; VOLLRATH; 

RELJA, 2019). 

 As respostas imunes são moduladas por citocinas relacionadas às células T 

auxiliares (Th) (KHORRAMI et al., 2022). Essas células contribuem para a regulação 

das respostas imunes, o desequilíbrio nos subconjuntos de células T auxiliares 

(Th1/Th2/Th17) e células T reguladoras (Tregs) podem contribuir na patogênese do 

COVID-19. As células T CD4+ são divididas em diferentes subtipos com base em sua 

produção de citocinas, incluindo células Th1 (que produzem IFN-γ, IL-2 e TNF-α), 

células Th2 (IL-4, IL-5, IL-9, IL-13), células Th17 (IL-17, IL-22) e Treg (TGF-β, IL-10) 

entre outros (GHAZAVI et al., 2021) 

A via do TNF-α desempenha um papel fundamental nas doenças inflamatórias 

agudas, a exemplo da LPA, a sinalização desregulada do TNF-α provoca a morte 

celular e ativa os neutrófilos e macrófagos residentes nos tecidos. Essas células 

inflamatórias residentes ativadas secretam TNF-α e outras citocinas pró-inflamatórias, 

como IL-1β, IL-6 e IL-8, que por sua vez recrutam leucócitos polimorfonucleares 

(PMNs) para os tecidos danificados e agravam a cascata de sinalização de morte 

celular. Por outro lado, a via do TNF-α também é o principal regulador do reparo 

tecidual após lesão aguda, ativa as vias de sinalização p38 MAPK e NF-κB que 

induzem a proliferação e diferenciação celular, ativa células progenitoras residentes e 

mobilizam células-tronco circulantes para regeneração tecidual (LAI et al., 2019). 

A interleucina-4 (IL-4) é uma citocina derivada de linfócitos Th2 que pode 

induzir macrófagos M2 (TAKENAKA et al., 2021) e é a citocina chave que regula a 

cascata inflamatória na asma, desde a quimiotaxia de eosinófilos até a diferenciação 

de células T auxiliares em células Th2. Desempenha papéis importantes na 

modulação da resposta imune tipo 2, na troca de isotipos de IgM/IgG para IgE pelos 

linfócitos B e no recrutamento de mastócitos, além de atuar na remodelação das vias 

aéreas através de seus efeitos desencadeantes nas células produtoras de muco e 

fibroblastos (ELSAID et al., 2021). 

A interleucina-6 (IL-6) pode ser produzida por quase todas as células do 

estroma e por células do sistema imunológico, como linfócitos B, linfócitos T, 
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macrófagos, células dendríticas, monócitos, mastócitos, fibroblastos e células 

endoteliais. Os principais ativadores da expressão da IL-6 são a IL-1β e TNF-α, mas 

muitos outros fatores podem contribuir para sua secreção, como receptores Toll-like 

(TLRs), prostaglandinas, adipocinas, resposta ao estresse e outras citocinas. Na fase 

inicial da inflamação infecciosa, a IL-6 é produzida por monócitos e macrófagos 

estimulados pelos TLRs, sendo um importante mediador de fase aguda (MAGRO, 

2020). 

A interleucina-10 (IL-10) é uma citocina anti-inflamatória produzida por linfócitos 

ativados, macrófagos e células dendríticas e podem inibir a ativação das células 

imunes e estimular as ações imunossupressoras das células T reguladoras (Tregs) 

além de reduzir a inflamação (CZAJA, 2022). O receptor IL-10R é responsável pela 

sinalização de IL-10 e é composto pelos dímeros alfa IL10Rα e beta IL10Rβ. O 

primeiro é um receptor específico de IL-10, enquanto o último aumenta a afinidade de 

IL-10 para se ligar a IL10Rα. De fato, IL10Rβ não pode se associar com IL-10 

independentemente e é mais amplamente expresso que o IL10Rα em muitas células 

de tecido, enquanto IL10Rα é expresso principalmente em células imunes como 

células T, neutrófilos após administração de LPS in vitro ou monócitos em um modelo 

de camundongo com endotoxemia LPS (CZAJA, 2022; KANY; VOLLRATH; RELJA, 

2019). 

A interleucina 18 (IL-18) é uma citocina pró-inflamatória relacionada à família 

IL-1 particularmente à IL-1β. A IL-18, semelhante à IL-1β, é sintetizada como um 

precursor inativo e precisa de uma clivagem mediada pela caspase 1 para se tornar 

biologicamente ativa (PRENCIPE; BRACAGLIA; DE BENEDETTI, 2019). Apesar de 

se ligarem a diferentes receptores, IL-1β e IL-18 usam as mesmas vias de sinalização. 

A IL-18 desempenha papéis importantes na lesão pulmonar, seus níveis plasmáticos 

estão elevados em pacientes com sepse/SDRA, que é a forma grave da LPA, também 

possui características de outras citocinas pró-inflamatórias, como aumento das 

moléculas de adesão celular, síntese de óxido nítrico e produção de quimiocinas 

(KAPLANSKI, 2018). 

A proteína de ligação de IL-18 (IL-18BP), um antagonista natural de IL-18, liga-

se a IL-18 com alta afinidade é capaz de neutralizar a sua atividade biológica e tem 

efeito protetor contra a lesão de reperfusão de isquemia cardíaca, renal e inflamação 

sistêmica induzida por endotoxinas (PRENCIPE; BRACAGLIA; DE BENEDETTI, 
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2019). No entanto, pouco se sabe sobre o efeito protetor da IL-18BP contra danos 

pulmonares induzidos por LPS (ZHANG et al., 2018). 

3.2.3 Resposta Imune e Inflamação  

Apesar de a inflamação ser um mecanismo benéfico de defesa em alguns 

casos, pode levar a alergias, doenças auto-imunes e rejeição de órgãos (GAMAL EL-

DIN et al., 2020). As respostas imunes inatas, no pulmão, são iniciadas por 

macrófagos alveolares residentes no tecido, monócitos e granulócitos infiltrantes. A 

produção inicial de citocinas pró-inflamatórias no pulmão pode precipitar tempestades 

de citocinas em infecções respiratórias graves, como ocorre na COVID-19. As 

respostas imunes adaptativas mediadas por células T CD4+ e CD8+ envolvem a 

mobilização de células T efetoras para o pulmão para mediar a depuração de células 

infectadas in situ (SZABO et al., 2021). 

A resposta inflamatória a partir da administração do lipopolissacarídeo (LPS), 

um componente da parede celular de bactérias Gram-negativas, ocorre através da 

ativação de células imunes por meio do receptor Toll-like (TLR-4) (KIM et al., 2019). 

Os neutrófilos são o primeiro grupo de leucócitos que respondem à inflamação, tanto 

na administração de LPS como na infecção bacteriana. Essa resposta envolve adesão 

e migração através do endotélio da corrente sanguínea para os tecidos inflamatórios 

(ALIZADEH-TABRIZI; HALL; LEHMANN, 2021). 

3.3 LESÃO PULMONAR AGUDA (LPA) E A SÍNDROME DO DESCONFORTO 

RESPIRATÓRIO AGUDO (SDRA) 

 3.3.1 Epidemiologia e fisiopatologia da LPA/SDRA 

Os dados mais recentes da epidemiologia da LPA são de 10 anos, a distribuição 
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da LPA não é uniforme entre as classes demográficas. Sabe-se que o número de 

pacientes idosos na UTI continua a aumentar com o envelhecimento da população 

(NGUYEN et al., 2011). As patologias precursoras da LPA mais comuns são sepse, 

pneumonia, aspiração, pancreatite, transfusões de sangue de grande volume e 

inalação de fumaça ou gás tóxico. Para pacientes com múltiplas comorbidades, abuso 

crônico de álcool ou doença pulmonar crônica, o risco de lesão pulmonar é maior.  

Na década de 1980, as taxas de mortalidade por LPA foram de 

aproximadamente 64%-70%. Estudos mais recentes agora indicam um risco de 

mortalidade de 29%-42% (SWENSON; SWENSON, 2021; ZAMBON; VINCENT, 

2008). A patologia que causo LPA é um determinante importante para avaliar a 

mortalidade, sendo a sepse associada à maior taxa de mortalidade (43%), enquanto 

os diagnósticos não infecciosos, como traumas graves, apresentam um risco 

significativamente menor de morte (11%) (MOWERY; TERZIAN; NELSON, 2020). 

A lesão pulmonar aguda e a síndrome do desconforto respiratório agudo são 

as manifestações pulmonares de um processo inflamatório sistêmico agudo 

caracterizado clinicamente por infiltrados pulmonares, hipoxemia e edema devido à 

lesão endotelial e epitelial, infiltração de neutrófilos e leucócitos, citocinas, oxidantes, 

desregulação da coagulação e alveolite fibrosante (ABEDI et al., 2020). 

Em 1994, a Conferência de Consenso Americano-Europeu (AECC) 

estabeleceu critérios específicos para diferenciar a SDRA e LPA. Definiram LPA e 

SDRA como insuficiência respiratória aguda com infiltrados pulmonares bilaterais na 

radiografia de tórax e hipoxemia através da observação da relação de pressão parcial 

de oxigênio arterial/fração de oxigênio inspirado menor que 300 para LPA e menor que 

200 para SDRA (SWEATT; LEVITT, 2014). 

O pulmão normal funciona como uma barreira seletiva para fluidos e solutos, 

com a superfície coberta por pneumócitos do tipo I e II facilitando a excreção de CO2 

e o transporte de oxigênio através da membrana do alvéolo capilar. O pneumócito tipo 

II cria o fator surfactante e reduz o estresse para manter o alvéolo aberto e facilitar a 

difusão. Ambos os tipos de pneumócitos têm a capacidade de transportar fluidos 

através da bomba Na+/K+-ATPase, onde este fluido é removido pela circulação linfática 

e a purificação do alvéolo é realizada por macrófagos alveolares, que podem ser 

rapidamente recrutados da circulação em caso de lesão pulmonar, que juntamente 

com outros fatores, plaquetas e monócitos constituem peça fundamental na defesa de 

danos pulmonares (RUBÉN, et al., 2019).  
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A SDRA é desencadeada por uma resposta inflamatória de uma lesão inicial, 

que gera ativação de macrófagos, que por sua vez, geram citocinas pró-inflamatórias 

como metabólitos derivados do ácido araquidônico, fator de necrose tumoral, 

interleucinas e fatores pró-coagulantes que geram ativação da cascata de coagulação 

e trombose do capilar pulmonar. Por outro lado, ocorre a migração de neutrófilos 

polimorfonucleares dos capilares pulmonares para o interstício e finalmente para o 

alvéolo, danificando os tecidos por meio de espécies reativas de oxigênio e proteases, 

causando edema e dificultando a troca de oxigênio e dióxido de carbono (Figura 4) 

(HERRERO et al., 2020). 

 

Figura 4 - Esquema mostrando o alvéolo normal e o alvéolo lesionado. 

 

Fonte: adaptado de NIETO et al, 2019. 
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A SDRA é composta por três fases, a exsudativa e a proliferativa e a fibrótica. 

1. A resposta inicial do pulmão à lesão, referida como fase exsudativa da SDRA, é 

caracterizada por danos mediados por células imunes inatas das barreiras endoteliais 

e epiteliais alveolares (STANDIFORD; WARD, 2016). Macrófagos alveolares 

residentes secretam citocinas pró-inflamatórias, levando ao recrutamento de 

neutrófilos e monócitos ou macrófagos, bem como ativação de células epiteliais 

alveolares e células T efetoras, para promover e manter a inflamação e lesão tecidual 

(THOMPSON; CHAMBERS; LIU, 2017). 

2. Os processos de reparo iniciados durante a segunda fase, proliferativa, da SDRA 

são essenciais para a sobrevivência do hospedeiro. Uma vez que a integridade 

epitelial tenha sido restabelecida, a reabsorção do edema alveolar e a matriz 

provisória restauram a arquitetura e a função alveolar (AYRES, 2020).  

3. A fase final – fibrótica - da SDRA não ocorre em todos os pacientes, mas tem sido 

associada à ventilação mecânica prolongada e aumento da mortalidade (VASARMIDI 

et al., 2020). 

3.3.2 Lesão Pulmonar Aguda, Síndrome do Desconforto Respiratório Agudo e COVID-

19 

Um novo coronavírus surgiu em dezembro de 2019 (SARS-CoV-2), causando 

uma doença infecciosa com risco de vida, denominada Síndrome Respiratória Aguda 

Grave Coronavírus 2 (COVID-19) (HUANG et al., 2020; ZUMLA; NIEDERMAN, 2020). 

Foi identificada pela primeira vez na província de Wuhan, na China e se disseminou 

rapidamente, atingindo mais de 100 países nos cinco continentes, levando a 

Organização Mundial da Saúde (OMS) a declarar a COVID-19 como uma pandemia 

no dia 11 de março de 2020 (MARINELLI et al., 2020).   

Em muitos pacientes com infecção por SARS-CoV-2 ocorre o desenvolvimento 

de LPA e SDRA. O edema pulmonar é uma das características clínicas e estágios 

críticos da evolução da doença. A ocorrência e a gravidade da LPA são um importante 

fator determinante do prognóstico de pacientes com infecção por COVID‐19 (LI et al., 

2020). Cerca de 30% dos pacientes em UTI desenvolveram edema pulmonar grave, 

dispneia, hipoxemia ou mesmo SDRA (HUANG et al., 2020).  A SDRA ocorre como 
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resultado de uma resposta inflamatória sistêmica aguda, que pode ser causada por 

agressões ao pulmão, diretas ou indiretas. O estágio exsudativo inicial apresenta dano 

alveolar difuso com destruição de células epiteliais e endoteliais. A COVID-19 afeta 

principalmente o sistema respiratório com pequenos danos a outros órgãos (XU et al., 

2020b). 

A patogênese da COVID-19 foi postulada como ocorrendo em três fases 

sequenciais: pulmonar, pró-inflamatória e protrômbica. Na fase pulmonar, o SARS-

CoV-2 infecta as células-alvo do hospedeiro e causa pneumonia intersticial e SDRA 

por meio da regulação negativa da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) e um 

desequilíbrio do sistema renina-angiotensina (SRA) (NI et al., 2020). Na fase pró-

inflamatória, as células alvo infectadas e os linfócitos respondem ainda à infecção por 

SARS-CoV-2 pela superprodução de citocinas pró-inflamatórias, resultando em LPA e 

tempestade de citocinas via inflamação sistêmica. Na fase final protrombica, ocorre 

agregação plaquetária generalizada e trombose dando origem a coagulopatia e 

podendo ocorrer falência de múltiplos órgãos (LEE; CHOI, 2021). 

As citocinas pró-inflamatórias desempenham um papel central em muitas 

infecções virais respiratórias, como na COVID-19, coordenando e ativando a resposta 

imune adaptativa e, portanto, são de grande importância na patologia da doença 

(CONTI et al., 2020). Quando há uma resposta anti-inflamatória descontrolada, pode 

levar ao envolvimento do tecido pulmonar e a SDRA e/ou a uma resposta sistêmica 

atingindo múltiplos órgãos. O equilíbrio do sistema imunológico pode levar à 

eliminação da doença com efeitos colaterais mínimos, enquanto o desequilíbrio pode 

levar a danos nos tecidos (GHAZAVI et al., 2021).  

3.3.3 Multiresitência antimicrobiana e LPA/SDRA  

 A infecção pulmonar é uma das principais complicações que ocorrem em 

pacientes com SDRA em ambientes nosocomiais, aliada a fatores de risco tradicionais 

e a desregulação das defesas imunológicas pulmonares. As infecções bacterianas 

mais comuns em pacientes com ventilação mecânica são por Pseudomonas 

aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii e Staphylococcus 

aureus resistente a meticilina (LUYT et al., 2020), além leveduras como algumas 
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espécies de Candida (CHOWDHARY; SHARMA, 2020).  

 Nesse contexto, o principal problema no tratamento de infecções microbianas 

causadas por bactérias Gram-negativas e por fungos é sua resistência aos 

antimicrobianos, tornando o manejo clínico das infecções pulmonares causadas por 

tais patógenos um desafio para os médicos e a magnitude do problema de saúde 

global é enorme (CILLÓNIZ; DOMINEDÒ; TORRES, 2019). 

 O efluxo de antibióticos é um mecanismo utilizado pelas bactérias para 

bombear antibióticos de dentro de suas células para o ambiente externo, para tal, as 

mesmas utilizam as bombas de efluxo, que são proteínas transportadoras especiais 

(Figura 5). Em um momento, onde a oferta de novos antibióticos diminui e a resistência 

bacteriana aumenta, portanto inibir essas bombas pode ser uma alternativa atrativa 

(SHARMA; GUPTA; PATHANIA, 2019). Os inibidores da bomba de efluxo (EPIs) são 

moléculas capazes de inibir o efluxo das drogas para fora da célula bacteriana e têm 

sido considerados potenciais agentes terapêuticos que podem restaurar a atividade 

de antibióticos que já perderam sua atividade contra bactérias (ALMATAR et al., 2021). 

 

 

Figura 5 - Esquema do mecanismo de resistência bacteriana Bomba de efluxo e a sua inibição. 

 

 

Fonte: a autora. 
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 As proteínas de efluxo estão presentes em todas as membranas bacterianas, 

elas reconhecem e expulsam ativamente antibióticos, corantes e outros compostos 

tóxicos das células, impedindo que esses compostos atinjam as concentrações 

citoplasmáticas necessárias para exercer seus efeitos. As proteínas de efluxo podem 

ser específicas para apenas um substrato, ou podem transportar compostos 

quimicamente não relacionados, conferindo resistência a múltiplas drogas. Dentre as 

bombas de efluxo, a NorA, desempenha um papel muito importante nos mecanismos 

de resistência do Staphylococcus aureus e é considerada o sistema de resistência a 

múltiplas drogas mais eficiente (MONTEIRO; DE AQUINO; MENDONÇA JUNIOR, 

2020). 

 Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA) é um patógeno humano 

em que a atividade da bomba de efluxo leva a altos níveis de resistência a antibióticos 

e representa um desafio terapêutico clínico (BHATTACHARJEE et al., 2022).  

Outra cepa de Staphylococcus aureus, IS-58, possui a bomba de efluxo Tet(K) 

responsável pela extração ativa da tetraciclina da célula para o meio extracelular, 

proporcionando proteção às bactérias (FIGUEREDO et al., 2021).   

 Algumas bactérias patogênicas altamente resistentes, agrupadas sob a sigla 

ESKAPEE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, 

Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp. e Escherichia 

coli), estão relacionados à resistência antimicrobiana associada à assistência à saúde 

(REZA et al., 2019; SEUKEP et al., 2020; YU et al., 2020). Esses microrganismos 

provaram ser desafiadores para tratar, devido à sua capacidade intrínseca e adquirida 

de desenvolver rapidamente mecanismos de resistência em resposta a ameaças 

ambientais (REZA et al., 2019). A Organização Mundial da Saúde (OMS) classificou 

esses como patógenos prioritários para pesquisas e aprimoramento de antibióticos 

novos e eficientes (SEUKEP et al., 2020).  

 Os patógenos do grupo ESKAPEE, constituídos por bactérias Gram-positivas 

e Gram-negativas, são a principal causa de infecções nosocomiais com risco de vida 

(YU et al., 2020). Diante do contexto da LPA/SDRA nos ambientes hospitalares e o 

crescente aumento de microrganismos com multirresistência aos antimicrobianos 

disponíveis, o desenvolvimento de fármacos com propriedades anti-inflamatória e 

antimicrobiana poderia ser de grande interesse para a indústria farmacêutica.  
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3.3.4 Modelo de Lesão Pulmonar Aguda Induzida por Lipopolissacarídeos (LPS) 

A causa mais comum da LPA é a infecção bacteriana, sendo os 

lipopolissacarídeos (LPS) endotoxinas das bactérias Gram-negativas sugeridos como 

patógenos importantes responsáveis por essa inflamação. A LPA é uma doença 

pulmonar inflamatória predominantemente caracterizada por produção exagerada de 

mediadores pró-inflamatórios, infiltração de células inflamatórias e apoptose de 

células epiteliais alveolares (LIU et al., 2016; SURESHBABU et al., 2016; UEKI et al., 

2018). 

O lipopolissacarídeo (LPS) é uma endotoxina bacteriana que ativa os 

receptores tipo Toll-like 4 (TLR4) nos macrófagos e estimula o recrutamento das 

proteínas citoplasmáticas MyD88 (resposta primária da diferenciação mielóide 88)  e 

TRIF adaptadoras (interferon-β indutor de adaptador que contém o domínio TIR) 

(HARIKRISHNAN et al., 2018). A LPA induzida por altos níveis de LPS, ocorre 

frequentemente por sepse com uma manifestação precoce da falência múltipla dos 

órgãos. Assim sendo, vários estudos revelaram que a resposta inflamatória induzida 

pelo LPS é essencial para a progressão da LPA. O LPS ativa o receptor TLR-4 que 

inicia uma cascata de sinalização envolvendo MyD88 e TRIF, levando à fosforilação 

de NF-κB (factor nuclear kappa B) e produção de várias citocinas inflamatórias como 

a interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral-α (TNF- α) e interleucina-1β (IL-1β) 

(ZENG et al., 2017; ZHU et al., 2020). 

O CD14 é uma glicoproteína que atua como receptor de microrganismos que 

reconhece diferentes estruturas de LPS, um co-receptor para vários receptores do tipo 

Toll (TLRs) que transferem os produtos da parede celular bacteriana para os TLRs e 

ativam a cascata de sinalização tanto na superfície da célula quanto no compartimento 

endossomal e desencadeam a reação do sistema imunológico inato após agravos 

como infecção ou lesão e consequente dano celular (WU et al., 2019). 

Os CD14 podem ser encontrados de duas formas: ligado à membrana (mCD14) 

na superfície de monócitos, macrófagos e neutrófilos ou na forma de CD14 solúvel 

(sCD14). O sCD14 inibe as respostas celulares, desviando LPS de mCD14 e 

promovendo o efluxo de LPS de mCD14 da superfície celular transferindo-o para as 

lipoproteínas plasmáticas. O sCD14 tem efeitos anti-inflamatórios sistêmicos e nos 

tecidos pode ter efeitos pró-inflamatórios que aumentam a resistência às bactérias 
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(RANF, 2016).  

A figura 5 mostra o mecanismo de atuação do LPS. O CD14 (principal receptor 

do LPS) transfere o LPS para o complexo TLR4/receptor MD-2 residente na 

membrana, inicia a sinalização intracelular e desencadeia sequencialmente duas 

cascatas de sinalização: a primeira envolvendo as proteínas adaptadoras TIRAP e 

MyD88 que é induzida na membrana plasmática e a segunda que envolve as proteínas 

adaptadoras TRAM e TRIF no endossomo após endocitose do receptor. Portanto, o 

curso das respostas pró-inflamatórias induzidas por LPS depende estritamente das 

taxas de endocitose de TLR4 e tráfego através do compartimento endolisossomal. 

Dependendo da localização celular (na membrana plasmática ou em endossomos 

após endocitose dependente de CD14), os complexos TLR4/MD-2/LPS ativam a 

produção de interferons ou citocinas por meio de adaptadores de sinalização distintos 

(TIRAP/MyD88 ou TRIF/TRAM). Intracelular ocorre à oligomerização da caspase-4, 

ativação do inflamassoma não canônico e morte celular piroptótica (CIESIELSKA; 

MATYJEK; KWIATKOWSKA, 2021; RANF, 2016).  

 

Figura 6 - Esquema mostrando o mecanismo de atuação do LPS. 

 

Fonte: adaptado de (RANF, 2016). 
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3.3.5 Terapia da LPA/SDRA  

Com o advento da pandemia do novo coronavírus e a instauração da COVID-

19 na realidade da vida atual, a corrida por uma terapia para a LPA/SDRA está cada 

vez mais necessária, já que devido à complexidade da LPA/SDRA, não há terapia 

eficiente disponível (TARIGHI et al., 2021).  

A ventilação pulmonar mecânica é um método terapêutico padrão para 

pacientes com SDRA, no entanto, pode levar ao biotrauma, aumentando a inflamação 

pulmonar e piorando a condição clínica devido à lesão pulmonar induzida por 

ventilação (WANG et al., 2017). A ventilação pulmonar também pode ser 

complementada por medicamentos anti-inflamatórios, a exemplo dos corticosteroides 

que são considerados valiosos para o tratamento, como um importante agente anti-

inflamatório (KELLNER et al., 2017). Os corticosteroides suprimem a inflamação 

pulmonar, mas também inibem as respostas imunes e dificulta a eliminação do 

patógeno (RUSSELL; MILLAR; BAILLIE, 2020). 

A eritropoietina, pode ter efeitos protetores contra LPA/SDRA induzida por vírus 

e outros patógenos, exerce propriedades antiapoptóticas e citoprotetoras, além de 

promover a produção de células progenitoras endoteliais e reduzir os processos 

inflamatórios por meio da inibição das vias de sinalização do fator nuclear κB (NF-κB) 

e JAK-STAT3 (SAHEBNASAGH et al., 2020). 

Um estudo realizado com exossomos derivados de células-tronco demonstrou 

uma promessa para a terapia baseada em células na clínica devido às funções anti-

inflamatória, remodelação alveolar e prevenção de fibrose, embora mais pesquisas 

sejam necessárias para determinar totalmente o uso desta terapia em aplicações 

clínicas (XU et al., 2020a). 

Muitas pesquisas apontam para o uso de antibacterianos e antivirais em 

pacientes com COVID-19 e SDRA moderada a grave, porém, esse tratamento pode 

não ter um efeito significativo na sobrevida hospitalar desses pacientes, uma vez que 

a SDRA apresenta altas taxas de mortalidade (LIU et al., 2020). Outras apontam para 

o uso rotineiro de antibióticos para fins imunomoduladores na SDRA e em outras 

doenças inflamatórias, uma das limitações é o desenvolvimento de resistência aos 

antibióticos (SAUER et al., 2021).  
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O estresse oxidativo desempenha um papel importante na patogênese da LPA 

e da SDRA, o processo é complexo e várias vias estão envolvidas. No entanto, 

espera-se que enfrentar a superprodução de ROS e a diminuição da capacidade de 

defesa durante a LPA/SDRA possa abrir um novo campo de abordagens terapêuticas 

para uma doença que não teve avanços significativos, apesar de 50 anos de 

investigações (KELLNER et al., 2017). Nesse contexto, acilhidrazonas podem ser 

consideradas estruturas privilegiadas para o desenho de compostos bioativos com 

atividade anti-inflamatória (MORAES et al., 2018). 
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4 MÉTODOS 

4.1 OBTENÇÃO DOS NOVOS DERIVADOS N-ACILHIDRAZÔNICOS 

SUBSTITUÍDOS 

Os novos derivados N-acilhidrazônicos substituídos foram sintetizados, 

caracterizados e cedidos pelo Laboratório de Síntese e Vetorização Molecular 

(LSVM), da Universidade Estadual da Paraíba, sob a responsabilidade do Prof. Dr. 

Ricardo Olímpio de Moura, de acordo com as técnicas desenvolvidas e padronizadas 

por este laboratório. Para a obtenção dos novos derivados N-acilhidrazônicos 

substituídos, o LSVM usou como estrutura base os derivados JR-12 e JR-09Bz (Figura 

6) com diferentes substituições, na intenção de ampliar o leque de novos candidatos 

a fármacos anti-inflamatórios, cujas metodologias referentes à obtenção desses 

compostos e comprovação de atividade anti-inflamatória encontram-se descritas em  

SILVA (2015). 

 

Figura 7 - Estrutura química dos derivados N-acilhidrazônicos JR-12 e JR-09Bz 

 

 

Fonte: (SILVA, 2015) 

4.1.1 Novos derivados N-acilhidrazônicos substituídos 

A nomenclatura e estruturas química dos derivados N-acilhidrazônicos 
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utilizados neste se encontram descritos na tabela 2.  

 

Tabela 2 - Novos derivados N-acilhidrazônicos substituídos. 

Composto Nomenclatura Estrutura molecular 

 

 

JR-13 

 

(E)-2-ciano-N'-(4-

fluorobenzilideno) 

acetohidrazida 

 

 

 

 

 

 

JR-15 

 

(E)-2-ciano-N'-(4-

(dimetilamino)benzilideno) 

acetohidrazida 

 

 

 

 

 

JR-17 

 

(E)-N'-(5-bromo-2-

metoxibenzilideno)-2-

cianoacetohidrazida 

 

 

 

 

 

 

JR-18 

 

 

 

 

(E)-2-ciano-N'-(quinolin-4-il-

metileno) 

acetohidrazida 

 

 

4.2 ENSAIOS IN VITRO 

4.2.1 Atividade Antimicrobiana  
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4.2.1.1 Microrganismos 

Para avaliar a atividade antimicrobiana dos derivados N-acilhidrazônicos 

substituídos foram utilizados microrganismos provenientes de duas coleções, 

Departamento de Antibióticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPEDA) e 

da coleção de culturas da Micoteca University Recife Micology (URM), sendo alguns 

destes isolados de amostras clínicas. As espécies utilizadas foram escolhidas por 

estarem relacionadas ao trato respiratório e / ou as infecções hospitalares. 

 Foram utilizadas as seguintes espécies de bactérias: Acinetobacter baumannii 

UFPEDA1025B, Enterobacter aerogenes UFPEDA348, Escherichia coli UFPEDA224, 

Klebsiella pneumoniae UFPEDA396, Micrococcus luteus UFPEDA06, Pseudomonas 

aeruginosa UFPEDA416 e Staphylococcus aureus resistente à meticilina 

UFPEDA709, sendo esta última, isolado de amostra clínica. Foram testadas também 

as espécies de leveduras Candida albicans UFPEDA1007, Candida guilliermondii 

URM6403 e Candida albicans URM4664, sendo estas duas últimas, isoladas de 

amostras clínicas.  

Nos ensaios de inibição da bomba de efluxo foram utilizadas as cepas de 

Staphylococcus aureus: RN4220 que superexpressa a proteína de efluxo MsrA; IS-

58, que superexpressa a proteína de efluxo Tet(K); SA1199B, que superexpressa a 

proteína de efluxo NorA e a cepa selvagem SA1199, referente a mesma. As cepas 

foram fornecidas pelo Prof. S. Gibbons (University of London) e foram cultivadas por 

24h antes dos experimentos a 37 °C em meio sólido Brain Heart Infusion (BHI) - Agar 

(BHI, Acumedia Manufacturers Inc.). Esses ensaios foram realizados em parceria com 

a Universidade Regional do Cariri (URCA). 

4.2.1.2 Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) e 

concentração  bactericida ou fungicida mínima (CBM/CFM) 

A atividade antimicrobiana foi avaliada através da determinação da 

Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Bactericida Mínima (CBM) / 
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Concentração Fungicida Mínima (CFM) dos derivados N-acilhidrazônicos substituídos 

JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18, diluídos em água esterilizada, através da metodologia 

de microdiluição em caldo de acordo com Clinical and Laboratory Standards Institute 

(CLSI), documento M100 CLSI 2017 para bactérias e M27 CLSI 2017 para fungos. 

Cada derivado N-acilhidrazônico em estudo, na concentração inicial de 1000 µg/mL, 

foi adicionado à placa de 96 poços contendo meio, na sequência, foram feitas diluições 

sucessivas até concentração final de 0,98 µg/mL. Em seguida, uma alíquota de uma 

suspensão microbiana padronizada na concentração correspondente a 0,5 da escala 

de McFarland foi adicionada aos poços da placa, o que equivale a 1,5 x 108 unidades 

formadoras de colônias (UFC/mL) para as cepas bacterianas e 1,0 x 106 a 5,0 x 106 

UFC/mL para as cepas de leveduras foi adicionada na placa, para uma concentração 

final 1,5 x 105 UFC/mL e 1,0 x 103 a 5,0 x 103 UFC/mL respectivamente. A placa foi 

incubada por 24 horas a fim de determinar a CIM, que é a menor concentração capaz 

de inibir o crescimento microbiano in vitro após o período de incubação. Para análise 

quantitativa do crescimento microbiano, foi adicionado 0,01 mg/mL resazurina (7-

hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona) a todos os poços, seguidos de incubação por 1 hora e 

posterior leitura das placas (STOPPA et al., 2009). Para a determinação da CBM/CFM, 

menor concentração capaz de inibir 99,9 % do crescimento microbiano, foi repicada 

uma alíquota (10 µL) das concentrações que apresentaram atividade na placa do CIM. 

Estas placas foram incubadas a 37ºC por 24 horas e foi considerada como 

bactericida/fungicida a menor concentração dos compostos onde não houve 

crescimento sobre a superfície do Agar Mueller Hinton para bactérias e Agar Batata 

Dextrose para fungos. 

4.2.1.3 Avaliação da inibição da bomba de efluxo por modificação da CIM 

dos antibióticos e do brometo de etídio. 

 Um estudo comparativo entre o efeito do inibidor padrão das bombas de efluxo 

foi utilizado para avaliar os efeitos dos compostos frente à CIM dos antibióticos 

testados e do brometo de etídio (EtBr) de acordo com Tintino et al. (2020). Os 

inibidores padrão utilizados foram o CCCP (Cianeto de Carbonila m-Clorofenil-

Hidrazona) e CPMZ (Clorpromazina). A avaliação do efeito dos derivados N-
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acilhidrazônicos (JR-15, JR-17 e JR-18) sobre as bombas de efluxo foi testada usando 

uma concentração sub-inibitória (CIM/8) tanto dos compostos quanto dos inibidores. 

O brometo de etídio é um corante intercalante de DNA que funciona neste método 

ligando-se ao DNA do patógeno a ele exposto e emitindo luz. Caso contrário, quando 

o sistema de efluxo está presente, sua atividade é inibida e nenhuma luz é emitida. A 

CPMZ e o Brometo de Etídio (EtBr) foram dissolvidos em água destilada estéril, 

enquanto o CCCP foi dissolvido em metanol/água (1:3, v/v). Nos experimentos, 150 

µL de inóculo bacteriano em solução salina, correspondente a 0.5 da escala de 

McFarland, foram adicionados juntamente com os inibidores e com os derivados N-

acilhidrazônicos (CIM/8) e completados com BHI até atingir o volume de 1,5 mL de 

solução. Este foi transferido para placas de microdiluição de 96 poços, as quais foram 

microdiluídas com 100 µL do antibiótico testado ou do EtBr em diluições seriadas (1:1) 

que variaram de 1024 a 1 µg/mL. As placas foram incubadas a 37 ºC por 24 h e o 

crescimento bacteriano foi avaliado pela adição de 20µL de uma solução de resazurina 

a 0,01 %. O resultado foi interpretado pela mudança de coloração após a adição de 

resazurina, a cor azul indica ausência de células viáveis e a cor rosa indica a presença 

de células viáveis. Placas para controle foram preparadas utilizando apenas inóculo e 

BHI, sendo realizada a microdiluição seriada com o antibiótico testado e com o EtBr. 

 Devido a falta de insumos para a síntese do JR-13 causada pela Pandemia do 

COVI-19, os testes de bomba de efluxo não foram realizados com o derivado JR-13.  

4.2.2 Atividade Hemolítica 

Para a avaliação da atividade hemolítica, foram utilizados camundongos Swiss 

provenientes do Biotério do Departamento de Antibióticos da Universidade Federal de 

Pernambuco. Os camundongos foram anestesiados com cetanima e xilazina, e a 

coleta de sangue foi feita por punção cardíaca, sendo as amostras transferidas para 

tubos contendo ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) como anticoagulante e 

armazenadas a 4° C antes do uso. Alíquotas de 3 mL da amostra de sangue total 

foram diluídas em 300 mL de solução salina (0,85% NaCl + CaCl2 100 mM) sob 

agitação magnética. Após a diluição inicial, a mistura foi separada em tubos Falcon e 
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centrifugados a 300 rpm por 5 min e o sobrenadante resultante foi removido e 

adicionado 30 mL de solução salina (lavagem) e centrifugados novamente. Essa etapa 

de centrifugação e lavagem foi repetida 3 vezes. Após a última etapa de lavagem, o 

volume de eritrócitos em solução salina foi diluído de modo a obter uma solução com 

concentração final de 2% (COSTA-LOTUFO et al., 2002). Os derivados N-

acilhidrazônicos substituídos JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18 foram testados em placa 

de 96 poços, em triplicata e em diluições sucessivas a partir de 500 µg/mL até 3,9 

µg/mL. A solução salina (0,85% NaCl + CaCl2 100 mM) foi usada como controle 

negativo, a solução 1 % TritonX-100 como controle positivo e o PBS como branco 

(diluente). As concentrações finais foram obtidas adicionando aos poços 100 µL da 

SE em cada poço. A placa foi selada e incubada durante 1 hora sob agitação constante 

a temperatura ambiente. Por fim, os sobrenadantes de todos os poços da placa foram 

transferidos para uma nova placa de 96 poços e foi realizada a leitura da densidade 

óptica do sobrenadante no espectrofotômetro de placas com filtro de 540 nm 

modificado GRECO et al., 2020.  A porcentagem de hemólise foi calculada através da 

seguinte equação:  

 

 

% 𝐻𝑒𝑚ó𝑙𝑖𝑠𝑒 =
(𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑡𝑒𝑠𝑡𝑒)−(𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑒𝑛𝑡𝑒)

(𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜)−(𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑒𝑛𝑡𝑒)
𝑥 100   (eq.1) 

 

4.2.3 Citotoxicidade 

4.2.3.1 Linhagens celulares e cultivo 

  As linhagens celulares utilizadas no teste de citotoxicidade foram L929 

(fibroblastos murino) e J774 (macrófagos murino), cultivadas em meio de cultura 

DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium. Em todas, o meio de cultura, foi 

suplementado com Soro Fetal Bovino (SFB) a 10% e adicionados 100 µg/mL de 

penicilina e estreptomicina e todas as culturas foram mantidas em estufa atmosférica 
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com 5 % de CO2. As linhagens celulares foram provenientes do Banco de Células 

mantidas no Laboratório de Cultura de Células do Departamento de Antibióticos da 

Universidade Federal de Pernambuco, Brasil.  

Para a coleta dos macrófagos peritoneais foram utilizados camundongos 

BALB/c (8–10 semanas de idade) adquiridas no biotério do Departamento de 

Antibióticos da Universidade Federal de Pernambuco, Brasil e alojados a 20 – 25° C 

com 40 – 60% de umidade, um ciclo claro/escuro de 12 horas e acesso a água e ração 

ad libitum. O isolamento dos macrófagos peritoneais foi realizado conforme descrito 

por Montoya et al. (2019).  Uma quantidade de 1 mL de meio tioglicolato estéril de 

3,8% foi injetada por via intraperitoneal (i.p.) e três dias depois, os macrófagos foram 

coletados do peritônio com PBS. O lavado peritoneal foi centrifugado e o precipitado 

celular ressuspenso em meio DMEM para posterior contagem de células.  As células 

coletadas foram centrifugadas, ressuspensas em DMEM suplementado com 10% de 

soro fetal bovino, penicilina e estreptomicina e incubadas 2 hs em uma estufa de CO2 

umidificada.  

4.2.3.2 Ensaio com Brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) - 2,5-

difeniltetrazólio (MTT) para avaliação de citotoxicidade. 

  A atividade citotóxica foi avaliada através do ensaio do MTT, que se baseia na 

capacidade da enzima succinato desidrogenase, presente no ciclo de Krebs e ativa 

nas mitocôndrias de células viáveis, de converter o sal tetrazólio, de cor amarela em 

cristais de formazan, de cor purpura (ALLEY et al., 1988). As células foram plaqueadas 

a uma densidade 2 x 105 células/mL em placas de 96 poços em meio de cultura de 

DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1 % de antibiótico, e 

incubadas a 37 °C, numa atmosfera de CO2 a 5 %. Após a incubação de 24 horas 

para aderência das células, foram colocados 100 μL de meio DMEM, com as 

concentrações de 0,78; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5 e 25 µg/mL de cada um dos N-

acilhidrazônicos (JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18), realizada em triplicata, exceto no 

controle, no qual foi acrescentado mais 100 µL de meio DMEM. A doxorrubicina (5 

µg/mL) foi utilizada como fármaco padrão. As células foram incubadas durante 24, 48 

e 72 horas a 37 °C, numa atmosfera a 5% de CO2. Após cada intervalo, 25 μL de 
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solução do MTT (5 mg/mL) foram adicionados aos poços e as placas incubadas por 

mais 3 horas. Ao final desse período, o sobrenadante foi aspirado e 100 μL de DMSO 

foram adicionados em cada poço para a dissolução dos cristais de formazan. A 

absorbância foi medida a 560 nm em leitor por um leitor de placas. A porcentagem de 

proliferação/viabilidade celular foi calculada e comparada ao controle (100 % da 

viabilidade) (MONTOYA et al., 2019). 

4.2.4 Atividade anti-inflamatória em macrófagos murinos 

4.2.4.1 Dosagem de óxido nítrico e quantificação de citocinas em 

macrófagos murinos  

Os macrófagos peritoneais murinos foram plaqueados a concentração de 3x105 

células/mL, em placa de 96 poços com meio DMEM suplementado com 10 % de SFB 

e 1% de antibiótico e incubados a 37 °C, por 24 horas, para aderência. Após esse 

tempo, as células foram estimuladas com LPS (Escherichia coli 055: B5; Sigma, St. 

Louis, MO, USA), por 1 hora (5 µg/mL) e em seguida, tratadas com novos derivados 

N-acilhidrazônicos substituídos JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18 por 24 horas, nas 

concentrações de 1,56, 6,25 e 12,5 µg/mL (concentrações estabelecidas através do 

ensaio de citotoxicidade com MTT), em triplicata de poços. A dexametasona (10 

μg/mL) e Nω-Nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME 25 μg/mL) foram usadas como 

controles positivos. Após 24 horas, recolheu-se 100 µL de sobrenadante celular para 

dosagem da concentração de nitrito/nitrato (indicativa da produção de óxido nítrico) 

pelo reagente de Griess, e 100 µl para a quantificação das citocinas, utilizando os kits 

comerciais de ELISA (Invitrogen, EUA). Foram realizados três experimentos 

independentes em triplicata (MONTOYA et al., 2019).   

Para determinação de NO, 100 µL do sobrenadante foi misturado com o 

reagente de Griess (100 µl) (1% sulfanilamida em ácido fosfórico 5% e 0,1 % de 

diidrocloreto de naftiletilenodiamina em água; 1:1, Sigma) em uma placa de poços a 

parte, e foram incubados durante 10 min ao escuro. A concentração de nitrito foi 
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calculada com referência a uma curva padrão obtida usando NaNO2, utilizando-se 

uma diluição seriada 100 – 0 µL da solução padrão de nitrito de sódio preparada em 

DMEM. A absorbância foi medida em 540 nm utilizando um leitor de placas de Elisa 

Spectra Softmax (CAO et al., 2018).  

A dosagem da concentração de nitrito/nitrato também foi realizada no 

experimento in vivo de Lesão pulmonar aguda induzida por LPS em modelo animal, 

utilizando o sobrenadante do lavado broncoalveolar por essa metodologia descrita. 

4.3 ENSAIOS IN VIVO 

4.3.1 Animais 

 Para o experimento de toxicidade aguda, foram utilizados, camundongos 

adultos fêmeas, da linhagem swiss (Mus musculus), provenientes do Biotério do 

Departamento de Antibióticos da Universidade Federal de Pernambuco (DANTI-

UFPE). Além destes, foram utilizados camundongos adultos machos e fêmeas 

BALB/c, para o experimento de Lesão Pulmonar Aguda, provenientes do biotério do 

Laboratório de Imunopatologia Keizo Asami da Universidade Federal de Pernambuco 

(LIKA-UFPE) todos pesando entre 25 e 30 g. Os animais foram acondicionados em 

gaiolas de polietileno com grades de aço inoxidável e maravalha como cobertura, 

tendo acesso livre à água e ração balanceada, mantidos em ambiente com 

temperatura de 22 ± 2 °C e luminosidade controlada, proporcionando um ciclo claro-

escuro de 12 horas. Os animais foram mantidos de acordo com as normas 

Internacionais do Conselho de Laboratório de Animais Experimentais (ICLAS), de 

acordo com as normas estabelecidas pela Sociedade Brasileira de Ciência em Animal 

de Laboratório (SBCAL) e pelo National Institute of Health Guide for Care and Use of 

Laboratory Animals.  

 Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais da 

Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE), sob número 136/2019, e 

encontra-se em concordância com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 
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9.605 - art. 32 e decreto 3.179 - art. 17, de 21/09/1999, que trata da questão do uso 

de animais para fins científicos. 

Em todos os métodos in vivo, os animais foram eutanasiados por sobredose de 

anestésico: Cetamina (0,2 mL/100g + sobredose 0,2 mL/100g) e Xilazina (0,1 mL/100g 

+ sobredose 0,1 mL/100g) por via intraperitoneal (i.p.). 

4.3.2 Ensaio Toxicológico Não Clínico  

O ensaio toxicológico não clínico foi baseado na OECD/OCDE - 423/2001 - 

OECD Guidelines for the Testing of Chemicals Acute Oral Toxicity – Up-and -

DownProcedure (UDP), com modificações. Foram utilizados dois grupos de três 

camundongos fêmeas pesando entre 25-30 gramas (g) para cada substância testada. 

Os animais foram selecionados aleatoriamente, marcados para permitir identificação 

individual, e mantidos em suas gaiolas por 5 dias antes do início do experimento para 

permitir a aclimatação às condições do laboratório. Para alimentação, foi utilizado a 

dieta convencional do laboratório com fornecimento ilimitado de água potável ad 

libitum.  

Após o período de jejum de 4 horas, os animais foram pesados e os derivados 

(JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18) foram administrados em dose única de 300 mg/Kg, por 

gavagem, de acordo com o peso corporal de cada animal. A dose escolhida foi de 300 

mg/Kg de acordo com estudos anteriores com os N-acilhidrazônicos precursores JR-

09Bz e JR-12 de SILVA (2019). Depois da substância ser administrada, o alimento foi 

retirado por mais 1-2 horas. Os animais foram observados individualmente durante a 

primeira hora após a administração, periodicamente durante as primeiras 24 horas 

(com especial atenção durante as primeiras quatro horas), e a partir de então, 

diariamente, por um total de 14 dias. Os seguintes parâmetros foram avaliados: efeitos 

na locomoção; comportamento (agitação, irritabilidade, atividade reduzida, 

sonolência); respiração, salivação, lacrimejamento, cianose de extremidades, diarreia, 

micção, piloereção, ptosis e mortalidade (MALONE; ROBICHAUD, 1962). A massa 

corporal individual dos animais foi mensurada diariamente, bem como o consumo de 

água e ração. As mudanças na massa corporal foram calculadas e registradas.  

Ao término desse período, os animais foram anestesiados, com a finalidade de 
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ser coletado o sangue, através da via intracardíaca para a realização de exames 

hematológicos e bioquímicos, visando avaliar a possível toxicidade renal e hepática. 

Depois da coleta de sangue, os animais foram eutanasiados e seus órgãos (pulmão, 

coração, rins, baço, fígado e estômago) pesados e examinados macroscopicamente. 

Os animais foram eutanasiados por sobredose de anestésico, seguindo orientações 

da Resolução 1000/2012 do Conselho Federal de Medicina Veterinária (CFMV), a qual 

dispõe sobre procedimentos e métodos de eutanásia em animais. Os animais foram 

anestesiados com cloridrato de cetamina 5% (anestésico) e cloridrato de xilazina 2 % 

(relaxante muscular), no intuito de diminuir a dor e o sofrimento.  

 Os parâmetros analisados foram: hemograma, ácido úrico, creatinina, 

aspartato aminotransferase (AST/TGO), alanina aminotransferase (ALT/TGO) e ureia. 

Para o hemograma o sangue foi acondicionado em tubos com EDTA e para as 

dosagens bioquímicas em tubos com gel separador. Os tubos com gel separador 

foram centrifugados por 10 min a 3000 rpm em macrocentrífuga (EV-LAB). 

 Os hemogramas foram realizados no Contador hematológico ABX Pentra XL 

80 Details – HORIBA e a dosagem dos parâmetros bioquímicos foram realizadas no 

equipamento Metrolab 2300 PLUS (Wiener lab) pertencentes ao Laboratório de 

Análises Clínicas (LAC) da Universidade Estadual da Paraíba. 

4.3.3 Lesão Pulmonar Aguda por LPS 

 Os camundongos BALB/c foram divididos aleatoriamente em sete grupos 

experimentais, cada grupo com 8 animais, sendo 4 (quatro) fêmeas e 4 (quatro) 

machos em cada grupo. Inicialmente, os animais receberam solução salina, 

dexametasona ou a substância em estudo, por gavagem, e após 1 hora foi instilado 

por via intranasal 25 μL de LPS (Escherichia coli, sorotipo 026:B6, Sigma Alderich) 

dissolvidos em solução salina (NaCl 0,9%). Vinte e quatro horas após a indução da 

inflamação, os animais foram eutanasiados e o lavado bronqueoalveolar foi coletado 

para análise de migração leucocitária e dosagem de óxido nítrico (NO). O tecido 

pulmonar foi coletado para o estudo histopatológico e para a determinação dos níveis 

da enzima mieloperoxidase, da produção de substâncias ácidas reativas ao ácido 

tiobarbitúrico e citocinas (SANTOS et al., 2018). As citocinas IL-4, IL-6, IL-10, IL-18 e 
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TNF-α foram dosadas utilizando os kits comerciais de ELISA (Invitrogen, EUA) de 

acordo com as instruções do fabricante. 

 Os derivados N-acilhidrazônicos foram testados na dose de 10 mg/kg, baseado 

em resultados anteriores obtidos por nosso laboratório na pesquisa de SILVA (2019). 

4.3.3.1 Desenho experimental 

▪ Grupo Sham: recebeu 100 µL de água por gavagem uma hora antes da 

instilação de 25 µL de solução fisiológica (NaCl 0,9%) por via Intranasal (i.n.); 

▪ Grupo Controle negativo (LPS): recebeu 100 µL de água por gavagem uma 

hora antes da instilação de 25 µL de LPS (25 µg/25 µL) por via Intranasal (i.n.); 

▪ Grupo Controle positivo (DEXA): recebeu dexametasona (sigma) dissolvida 

em 100 µL de água por gavagem uma hora antes da instilação de 25 µL de 

LPS (25 µg/25 µL) por via Intranasal (i.n.); 

▪ Grupo JR-13: recebeu 100 µL de JR-13 (10 mg/kg) por gavagem uma hora 

antes da instilação de 25 µL de LPS (25 µg/25 µL) por via Intranasal (i.n.); 

▪ Grupo JR-15: recebeu 100 µL de JR-15 (10 mg/kg) por gavagem uma hora 

antes da instilação de 25 µL de LPS (25 µg/25 µL) por via Intranasal (i.n.); 

▪ Grupo JR-17: recebeu 100 µL de JR-17 (10 mg/kg) por gavagem uma hora 

antes da instilação de 25 µL de LPS (25 µg/25 µL) por via Intranasal (i.n.); 

▪ Grupo JR-18: recebeu 100 µL de JR-18 (10 mg/kg) por gavagem uma hora 

antes da instilação de 25 µL de LPS (25 µg/25 µL) por via Intranasal (i.n.); 
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Figura 8 - Esquema do experimento de LPA por LPS 

 

Fonte: Elaborado pela autora 

4.3.3.2 Contagem de Células do Lavado Broncoalveolar 

 Após eutanásia dos animais foi realizada a retirada do lavado broncoalveolar 

(LBA), utilizando a técnica de sucessivas aspirações com 1 mL de PBS (Solução 

tampão fosfato) utilizando uma cânula de polietileno intratraqueal. Em seguida, as 

células presentes no LBA foram contadas utilizando um contador automático 

(Hematology Auto Analyse ABX Pentra 80) e visualizadas em microscópio óptico e 

recontadas, utilizando a Câmara de Newbauer após a diluição na proporção de 1:20 

com a solução de Türk (20 µL solução de Turk + 20 µL suspenção de células). Para a 

contagem diferencial de células, linfócitos, monócitos, eosinófilos e neutrófilos, as 

amostras foram citocentrifugadas e coradas com Hematoxilina e eosina – H & E 

(Panótico Rápido – Laborclin), e contadas no microscópio óptico no aumento de 100x. 

Após a contagem de células, foi calculada a porcentagem de inibição da 

inflamação dos grupos tratados com dexametasona e com os derivados N-

acilhidrazônicos, através da seguinte equação:  
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𝐼𝑛𝑖𝑏. 𝑑𝑎 𝑖𝑛𝑓𝑙𝑎𝑚𝑎çã𝑜 𝐺𝑅𝑈𝑃𝑂 (%) =
𝑋̅𝑛º 𝑑𝑒 𝑙𝑒𝑢𝑐ó𝑐𝑖𝑡𝑜𝑠 𝐺 𝐼𝑁𝐹𝐿𝐴𝑀𝐴𝐷𝑂−𝑋̅𝑛º 𝑑𝑒 𝑙𝑒𝑢𝑐ó𝑐𝑖𝑡𝑜𝑠 𝐺𝑅𝑈𝑃𝑂

𝑋̅𝑛º 𝑑𝑒 𝑙𝑒𝑢𝑐ó𝑐𝑖𝑡𝑜𝑠 𝐺 𝐼𝑁𝐹𝐿𝐴𝑀𝐴𝐷𝑂
𝑋100  (eq.2) 

 

4.3.3.4 Histologia do pulmão 

As amostras do pulmão foram preservadas por 24 horas em formaldeído a 10 

% tamponado. Logo após, foram lavadas em água, imersas em álcool etílico 70 % 

durante 3 - 4 dias e incluídas em parafina. Os cortes de 5 µm foram obtidos em 

micrótomo e submetidos à técnica de coloração Tricrômico de Masson (TM). As 

lâminas foram analisadas em microscópio Nikon Eclipse E200, com câmera modelo 

HD Lite 1080P acoplada. 

4.3.3.5 Imunohistoquímica 

 Primeiramente, cinco cortes (5 µm de espessura) do tecido pulmonar de cada 

grupo (Salina, LPS, DEXA, JR17 e JR18) foram realizados e aderidos a lâminas 

tratadas com 3-amino-propil-trietoxi-silano (APES, Sigma, EUA). Os cortes foram 

desparafinizados com xileno e reidratados em etanol graduado (100 a 70%). 

Posteriormente, os cortes foram processados com o kit Dako EnVision™ FLEX+ 

(K8002, Dako Laboratories, Carpinteria, CA) antes da incubação os anticorpos anti-

COX-2 (ab15191, Abcam, Cambridge, UK) diluído 1:100 e anti-iNOS (ab3523, Abcam, 

Cambridge, UK) diluído 1:20 foram preparados com Dako Antibody Diluent (K8006). 

Após marcação, os cortes foram contra corados com hematoxilina. A marcação de 

COX-2 e iNOS foi confirmada por coloração acastanhada no citoplasma. As lâminas 

foram analisadas quantitativamente através da densidade de pixels, usando o 

software Gimp 2.6 (GNU Image Manipulation Program, plataformas UNIX), totalizando 

5 microfotografias por grupo. As amostras foram processadas e analisadas no 
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Laboratório de Ultraestrutura da Fundação Oswaldo Cruz, Instituto Aggeu Magalhães. 

 As análises de imunohistoquímica foram realizadas apenas nas amostras 

biológicas (pulmão) dos grupos tratados com os derivados N-acilhidrazônicos JR-17 

e JR-18, por apresentarem resultados mais relevantes na porcentagem de inibição da 

inflamação. 

4.3.3.6 Determinação dos níveis de Mieloperoxidase (MPO) 

A atividade da mieloperoxidase (MPO) foi avaliada segundo protocolo descrito 

por Bradley; Christensen; Rothstein (1982) com modificações e utilizada como 

indicativo da presença de leucócitos polimorfonucleares. Os fragmentos do pulmão 

(250 mg/mL) foram homogeneizados em solução de brometo de 

hexadeciltrimetilamônio 0,5 % (HTAB) diluído em tampão fosfato de sódio 50 mM. Em 

seguida, o homogenato foi centrifugado em 8.300 rpm, por 10 minutos, a 4 °C. Em 

seguida, 100 μL do sobrenadante foram adicionados a 1,9 mL da solução de reação 

(cloridrato de o-dionisidina - 0,167 mg/mL, tampão fosfato de sódio 50 mM, pH 6,0 e 

peróxido de hidrogênio 0,0005 %). Logo após a incubação, a reação foi lida em 

espectrofotômetro em comprimento de onda de 450 nm, durante seis minutos, com 

variação do primeiro e do sexto minuto sendo consideradas. Os resultados foram 

expressos como unidade de mieloperoxidase por miligrama de tecido (MPO/mg de 

tecido). 

4.3.3.7 Determinação dos níveis de Malondialdeído (MDA) 

O grau de peroxidação lipídica no tecido pulmonar foi estimado pela 

determinação dos níveis de malondialdeído através do teste de substâncias reativas 

ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), usando o método descrito por Yargiçoǧlu et al., 1999 

com algumas modificações. Os fragmentos de pulmão foram homogeneizados (250 

mg/mL) em tampão fosfato 150 µM (pH 7,4). Após homogeneização, 63 μL do 
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homogenato foram colocados em microtubos tipo eppendorf, seguido da adição de 

100 μL de ácido perclórico a 35 %. As amostras foram centrifugadas a 10000 rpm 

durante 15 minutos a 4 ºC. Em seguida, 150 μL do sobrenadante de cada amostra foi 

transferido para novos microtubos e adicionado 50 μL de ácido tiobarbitúrico a 1,2 %. 

A mistura foi levada ao banho de água fervente (95 ºC/30 minutos). Após as amostras 

esfriarem, foram colocadas em uma placa de 96 poços e a leitura realizada em um 

leitor de microplacas (535 nm). A curva padrão foi obtida usando 1,1,3,3-

tetrametoxipropano como padrão. Os resultados foram expressos em micromol de 

MDA/mg de tecido. 

4.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os dados foram analisados pelo GraphPad Prism versão 8.0 para Windows 

(GraphPad Software, La Jolla, California USA). Foi utilizado a análise de variância 

(ANOVA), seguido do teste de Tukey para múltiplas comparações. Os dados foram 

expressos em média ± desvio padrão (n=6/grupo). Foi considerado estatisticamente 

significativo quando p < 0,05.  

4.5 DELINEAMENTO DA PESQUISA 

 A figura 9 mostra o fluxograma com o delineamento detalhado de todos os 

passos da pesquisa em ordem de realização. 

 

 



70 
 

Figura 9 - Fluxograma com o delineamento da pesquisa. 

 

 

Fonte: a autora. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 ENSAIOS IN VITRO 

5.1.1 Atividade Antimicrobiana  

 Os valores da CIM dos derivados N-acilhidrazônicos estão dispostos na Figura 

10 e da CBM na Figura 11. 

 

Figura 10 - Concentração inibitória mínima (CIM) em µg/mL dos novos derivados N-acilhidrazônicos 
substituídos JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18 frente às cepas bacterianas. 
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 De maneira geral, os novos derivados N-acilhidrazônicos substituídos, 

apresentaram atividade antibacteriana para as cepas testadas com a CIM entre 60 

µg/mL a 250 µg/mL, mostrando um bom espectro de ação antibacteriana. 

O derivado N-acilhidrazônico JR-17 apresentou atividade para a maioria das 

cepas testadas com CIM de 120 µg/mL, exceto para a cepa de Pseudomonas 

aeruginosa que esse derivado apresentou atividade com CIM de 250 µg/mL. Os 

derivados JR-13, JR-15 e JR-18 mostraram atividade frente a P. aeruginosa com CIM 

de 120 µg/mL. Estes resultados são significativos, já que a espécie Pseudomonas 

aeruginosa é uma bactéria gram-negativa reconhecida como um patógeno oportunista 



72 
 

mais comumente associado a infecções nosocomiais e pneumonia de tratamento 

difícil devido à capacidade desta bactéria de resistir a muitos antibióticos atualmente 

disponíveis (PANG et al., 2019).  

Os patógenos prioritários da OMS, ESKAPEE, são a principal causa de 

infecções nosocomiais com risco de vida (RAJPUT et al., 2021). Notavelmente, a 

inibição do crescimento de vários organismos Gram-negativos resistentes a 

medicamentos incluindo Klebsiella pnemoniae, Acinetobacter baumannii, 

Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter aerogenes são enormemente complicadas. 

Por sua vez, o Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA), exemplo de 

bactérias Gram-positivas, também é muito de para tratar (MOHANRAM; 

BHATTACHARJYA, 2016). 

 Nesse contexto, pode-se ressaltar também o resultado da CIM, frente a outras 

cepas normalmente associadas a infecções nosocomiais como Staphylococcus 

aureus meticilina resistente, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae. Todos os 

derivados N-acilhidrazônicos apresentaram a CIM de 250 µg/mL, frente à cepa de 

Staphylococcus aureus meticilina resistente, exceto a JR-17 que mostrou atividade 

em 120 µg/mL. Frente à cepa de Escherichia coli, todos os derivados N-

acilhidrazônicos apresentaram CIM de 120 µg/mL, exceto a JR-13 com CIM de 250 

µg/mL. Em destaque, o espectro de atividade de todas as moléculas testadas diante 

a cepa de Klebsiella pneumoniae foi em torno de 120 µg/mL. 

 

Figura 11 - Concentração bactericida mínima (CBM) em µg/mL dos novos derivados N-
acilhidrazônicos substituídos JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18 frente às cepas bacterianas. 
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Entre todos os casos de pneumonia hospitalar na Europa, o Staphylococcus 

aureus é o segundo patógeno mais prevalente com 17,8% dos casos e 29,9% dos 

isolados são resistentes à meticilina  (CABRERA et al., 2020). A CBM variou entre 120 

µg/mL a 500 µg/mL, para a maioria dos derivados N-acilhidrazônicos e cepas 

bacterianas testadas. 

A atividade antibacteriana dos derivados N-acilhidrazônicos testados neste 

estudo, corroboram com os dados de Moura (2018), o qual enfatiza a estrutura 

química dos derivados N-acilhidrazônicos substituídos, mostrando que, a presença de 

nitrogênio na molécula do JR-15, a presença do bromo ligado ao anel benzênico no 

composto JR-17 e a presença de compostos heteroaromáticos nitrogenados 

fusionados ao anel benzênico no composto JR-18 são favoráveis à atividade biológica 

dos mesmos. 

Além das bactérias citadas, os derivados N-acilhidrazônicos também foram 

testados in vitro frente às cepas de leveduras identificadas como Candida albicans 

UFPEDA1007, Candida guilliermondii UFPEDA6403 e Candida albicans URM4664 

partindo da concentração 1000 µg/mL até 0,98 µg/mL. Os valores da CIM estão 

dispostos na Figura 12 e da CFM na Figura 13. 

 

Figura 12 - Concentração inibitória mínima (CIM) em µg/mL dos novos derivados N-acilhidrazônicos 
substituídos JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18 frente às cepas de leveduras. 
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Do mesmo modo, os novos derivados N-acilhidrazônicos substituídos, também 

apresentaram uma boa atividade antifúngica para as cepas de leveduras testadas com 

a CIM variando entre 62,5 µg/mL a 125 µg/mL. 
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Diante da cepa de levedura C. albicans 4664, todos os derivados N-

acilidrazônico testados apresentaram CIM de 125 µg/mL. Em relação às outras duas 

cepas de leveduras testadas na pesquisa, C. albicans 1007 e C. guilliermondii 6403, 

todos os derivados N-acilhidrazônicos testados apresentaram atividade semelhante 

com CIM de 62,5 µg/mL. As cepas C. albicans 4664 e C. guilliermondii 6403 foram 

oriundas de isolados clínicos, que normalmente apresentam resistência a um número 

maior de antifúngicos, devido ao uso indiscriminado e prolongado de antifúngicos 

(PINTO et al., 2019). Esses resultados são significativos uma vez que pacientes com 

COVID-19 em estado crítico, podem aumentar a suscetibilidade à infecção oportunista 

por C. albicans e espécies de Candida não-albicans (MOSER et al., 2021).  

 

Figura 13 - Concentração fungicida mínima (CFM) em µg/mL dos novos derivados N-acilhidrazônicos 
substituídos JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18 frente às cepas de leveduras. 
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A CFM do derivado N-acilidrazônico JR-13 para a cepa C. albicans 1007 foi de 

125 µg/mL. Já os outros derivados JR-15, JR-17 e JR-18, a CFM foi de 62,5 µg/mL 

sendo igual a CIM destes para a cepa C. albicans 1007. Diante do isolado clínico C. 

albicans 4664, a CFM de todos os derivados N-acilhidrazônicos foi de 125 µg/mL igual 

a CIM. Em relação ao isolado clínico C. guilliermondii 6403, os derivados N-

acilhidrazônicos apresentaram CFM de 250 µg/mL, exceto o JR-18 que apresentou a 

CFM de 125 µg/mL para esta cepa.  

Segundo Castillo-Bejarano et al. (2020) a C. guilliermondii é uma espécie de C. 

não-albicans, integrante da microbiota fúngica normal da pele e mucosa humana, 
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apresenta susceptibilidade diminuída aos antifúngicos, tornando seu manejo um 

desafio terapêutico e a incidência de candidemia por esta levedura varia de 1 % a 3 

% dependendo da localização geográfica. 

5.1.1.2 Avaliação da inibição da bomba de efluxo por modificação da CIM 

dos antibióticos e do brometo de etídio. 

 A Figura 14 mostra os resultados da atividade antibacteriana direta dos 

derivados N-acilhidrazônicos JR-15, JR-17 e JR-18 comparada aos antibióticos 

norfloxacina e clorpromazina (CPZ) em relação as cepas de Staphylococcus aureus 

SA1199B, que superexpressa a proteína de efluxo NorA e a sua cepa selvagem 

SA1199. Os derivados testados não apresentaram atividade antibacteriana direta 

frente as cepas SA1199 e SA1199B. 

 

Figura 14 - Avaliação do perfil antibacteriano dos derivados N-acilhidrazônicos JR-15, JR-17 e JR-18 
frente as cepas de S. aureus SA-1199 e SA-1199B em comparação com o controle de antibiótico 

Norfloxacina. 

 
Os valores representam a média geométrica ± EPM (erro padrão da média). A análise foi realizada 
através de ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Tukey como post hoc. a4 = 𝑃 < 0,0001 vs 
Norfloxacina; CPZ = clorpromazina. 

 

  

 Os derivados N-acilhidrazônicos JR-15, JR-17 e JR-18 não apresentaram 

atividade antibacteriana direta frente as cepas de Staphylococcus aureus RN4220 e 
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IS-58 que possuem as bombas de efluxo MsrA e Tet(K), respectivamente como 

mostrado na Figura 15. O antibiótico testado para a cepa SA RN4220 foi a eritromicina 

e para a cepa SA IS-58 foi a tetraciclina e foram comparados ao antibiótico 

clorpromazina. 

 

Figura 15 - Avaliação do perfil antibacteriano dos derivados N-acilhidrazônicos JR-15, JR-17 e JR-18 
frente as cepas de S. aureus RN4220 e IS-58 em comparação com os controles antibióticos 

Eritromicina e Tetraciclina, respectivamente. 

 

 
Os valores representam a média geométrica ± EPM (erro padrão da média). A análise foi realizada 
através de ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Tukey como post hoc. Antibiótico = Eritromicina 
utilizado com RN4220 e Tetraciclina utilizado com IS-58; a4 = 𝑃 < 0,0001 vs antibiótico; CPZ = 
clorpromazina. 

 

 A avaliação da inibição da bomba de efluxo pela redução da CIM do antibiótico 

foi realizada através da associação dos derivados N-acilhidrazônicos JR-15, JR-17 e 

JR-18 em uma concentração subinibitória (CIM/8) para saber se tinha ação inibitória 

em associação com o antibiótico.  

 A Figura 16 apresenta a capacidade de inibição da bomba de efluxo NorA pelos 

derivados em estudo frente as cepas de S. aureus SA-1199 e SA-1199B e mostra que 

em relação a cepa SA-1199 nenhum dos derivados (JR-15, JR-17 e JR-18) em 

associação com a norfloxacina apresentaram inibição significativa. Em relação a cepa 

SA-1199B, os derivados JR-15 e JR-18 em associação a norfloxacina reduziram a 

CIM da norfloxacina quando comparado a norfloxacina sozinha, esse resultado sugere 

que o JR-15 e JR-18 inibiu a bomba de efluxo NorA.  

 Estes resultados corroboram com a pesquisa realizada por Dantas e 
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colaboradores (2018), no qual avaliou uma série de hidrazonas aminoguanidinas 

associadas a norfloxacina frente a cepa  SA-1199B, e mostraram ser supostos 

inibidores da bomba de efluxo NorA, podendo ser associados à norfloxacina para o 

tratamento de infecções causadas por cepas de S. aureus resistentes a norfloxacina 

e que superexpressam genes para bombas de efluxo NorA. 

 A bomba de efluxo NorA atua fazendo a extrusão da norfloxacina para fora da 

bactéria impedindo sua ação. A associação do JR-15 e JR-18 com a norfloxacina inibiu 

a bomba de efluxo e favoreu a ação da norfloxacina para impedir o crescimento 

bacteriano. O derivado JR-17 não apresentou efeito significativo quando associado a 

norfloxacina frente a cepa SA-1199B. 

 

Figura 16 - Avaliação da capacidade de inibição da bomba de efluxo NorA pelos derivados N-
acilhidrazônicos JR-15, JR-17 e JR-18 na associação com Norfloxacina, frente as cepas de S. aureus 

SA-1199 e SA-1199B. 

 

 

Os valores representam a média geométrica ± EPM (erro padrão da média). A análise foi realizada 
através de ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Tukey como post hoc. a4 = 𝑃 < 0,0001 vs 
Norfloxacina; CPZ = clorpromazina. 

 

 A avaliação da capacidade de inibição das bombas de efluxo MsrA e Tet(K) 

pelos compostos JR-15, JR-17 e JR-18 em associação com eritromicina e tetraciclina, 

frente as cepas de S. aureus RN4220 e IS-58 está disposta na Figura 17 A e B. A 

Figura 17 A apresenta os derivados em associação com a eritromicina testados frente 

a cepa SA RN4220 portadora da bomba de efluxo MsrA e de acordo com os 

resultados, sugere que não houve atividade sinérgica de nenhum dos derivados em 
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estudo com a eritromicina, provavelmente não houve inibição da bomba de efluxo e 

com isso não potencializou o efeito da eritromicina. 

  

Figura 17 - Avaliação da capacidade de inibição das bombas de efluxo MsrA e Tet(K) pelos derivados 
N-acilhidrazônicos JR-15, JR-17 e JR-18 na associação com Eritromicina e Tetraciclina, frente as 

cepas de S. aureus RN4220 (A) e IS-58 (B). 

 

 

Os valores representam a média geométrica ± EPM (erro padrão da média). A análise foi realizada 

através de ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Tukey como post hoc. a4 = 𝑃 < 0,0001 vs 
antibiótico; CPZ = clorpromazina. 

  

 A Figura 17 B, mostra os resultados dos derivados JR-15, JR-17 e JR-18 em 

associação com a tetraciclina frente a cepa SA IS-58 portadora da bomba de efluxo 

Tet(K). De acordo com os dados obtidos, ocorreu um efeito sinérgico do JR-15 com a 

tetraciclina, o que sugere que o JR-15 pode ter inibido a bomba Tet(K) e com isso 
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potencializou o efeito da tetraciclina. Os derivados JR-17 e JR-18 não apresentaram 

atividade frente a esta cepa quando associados a tetraciclina. 

 O resultado da avaliação da capacidade de inibição da bomba de efluxo NorA 

pelos derivados N-acilhidrazônicos JR-15, JR-17 e JR-18 na associação com brometo 

de etídio, frente as cepas de S. aureus SA-1199 e SA-1199B estão descritos na Figura 

18. Frente à cepa SA-1199, a associação do JR-17 e JR-18 ao brometo de etídio foi 

significativa, demonstrando assim potencial como um possível inibidor de bomba 

NorA; já em relação ao JR-15, essa associação não promoveu sinergismo e 

consequentemente não ocorreu inibição da bomba de efluxo. Frente à cepa SA-

1199B, apenas a associação do JR-18 com o brometo de etídio apresentou o efeito 

sinérgico de provável inibição da bomba de efluxo NorA. 

  

Figura 18- Avaliação da capacidade de inibição da bomba de efluxo NorA pelos derivados N-
acilhidrazônicos JR-15, JR-17 e JR-18 na associação com brometo de etídio, frente as cepas de S. 

aureus SA-1199 e SA-1199B. 

 

 

Os valores representam a média geométrica ± EPM (erro padrão da média). A análise foi realizada 
através de ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Tukey como post hoc. a4 = 𝑃 < 0,0001 vs 
Brometo de etídio; EtBr = brometo de etídio; CPZ = clorpromazina. 

 

 A avaliação de inibição da bomba de efluxo pela redução da CIM do brometo 

de etídio foi realizada para verificar a presença de bomba de efluxo. O brometo de 

etídio é um corante intercalante de DNA e também substrato da bomba de efluxo 

(WHITTLE et al., 2019). A bomba de efluxo remove brometo de etídio e outras 

substâncias tóxicas de dentro das bactérias. A inibição da bomba resulta em mais 
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brometo no interior, permitindo que mais moléculas se liguem ao DNA; isso resulta em 

aumento da fluorescência (TINTINO et al., 2020). 

 A figura 19 mostra a avaliação da capacidade de inibição das bombas de efluxo 

MsrA e Tet(K) pelos derivados N-acilhidrazônicos JR-15, JR-17 e JR-18 na associação 

com brometo de etídio, frente as cepas de S. aureus RN4220 e IS-58.  

 

Figura 19 - Avaliação da capacidade de inibição das bombas de efluxo MsrA e Tet(K) pelos derivados 
N-acilhidrazônicos JR-15, JR-17 e JR-18 na associação com brometo de etídio, frente as cepas de S. 

aureus RN4220 (A) e IS-58 (B). 

 

Os valores representam a média geométrica ± EPM (erro padrão da média). A análise foi realizada 
através de ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Tukey como post hoc. a4 = 𝑃 < 0,0001 vs 
Brometo de etídio; EtBr = brometo de etídio; CPZ = clorpromazina. 

 

 Frente a cepa S. aureus RN4220 que possui a bomba de efluxo MsrA, apenas 
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o JR-18 apresentou efeito sinérgico associado ao brometo de etídio, sugerindo 

inibição da bomba MsrA, as associações dos outros derivados testados JR-15 e JR-

17 ao brometo de etídio, não apresentaram efeito sinérgico para inibição da bomba 

de efluxo (Figura 19 A). A figura 19 B apresenta, a associação dos derivados em 

estudo ao brometo de etídio frente a cepa SA IS-58 que possue a bomba de efluxo 

Tet(K) e mostrou que não houve atividade sinérgica para inibição da bomba de efluxo. 

 De maneira geral todos os derivados N-acilhidrazônicos testados apresentaram 

atividade anitimicrobiana aos patógenos ESKAPEE, com destaque para o JR-15 e JR-

18 que- associados a norfloxacina apresentarm sinergismo frente a cepa SA-1199B 

que possue a bomba de efluxo NorA. Além disso, o JR-15 associado à tetraciclina 

promoveu inibição signicativa frente a cepa SA IS-58 sugerindo a inibição da bomba 

de efluxo Tet(K) e o JR-18 associado ao brometo de etídio apresentou inibição 

significativa frente as cepas SA-1199B e SA RN4220 que possuem as bombas de 

efluxo NorA e MsrA respectivamente. Sendo assim, sugere-se que o JR-15 seja 

inibidor da bomba de efluxo NorA e Tet(K) e o JR-18 da NorA e MsrA. 

5.1.2 Atividade Hemolítica  

 No presente estudo, o teste de hemólise em eritrócitos de camundongos in vitro 

foi empregado para a avaliação da atividade hemolítica dos derivados N-

acilhidrazônicos JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18. As concentrações estudadas variaram 

entre 3,90 - 500 µg/mL, nas quais foi observada hemólise de 15% e 12% na 

concentração de 500 µg/mL para o JR-13 e JR-15 respectivamente. O derivado N-

acilhidrazônico JR-17 apresentou hemólise de 82% e 13% para as concentrações 500 

µg/mL e 250 µg/mL e o JR-18 hemólise de 78% e 9% para as concentrações 500 

µg/mL, e 250 µg/mL respectivamente (Figura 20). 

 Os resultados demonstram que estes derivados N-acilhidrazônicos 

apresentaram hemólise para concentrações acima de 250 µg/mL, segundo Costa-

Lotufo e colaboradores (2005), um produto só é considerado citotóxico quando ocorre 

hemólise com concentração abaixo de 200 µg/mL, sugerindo que os derivados N-

acilhidrazônicos não causam danos às membranas dos eritrócitos de camundongos. 
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Figura 20 - Efeito hemolítico dos derivados N-acilhidrazônicos na membrana dos eritrócitos de 
camundongos. 
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5.1.3 Citotoxicidade 

Para a avaliação da citotoxicidade dos novos derivados N-acilhidrazônicos 

substituídos JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18, foi realizado o ensaio com MTT nas 

linhagens celulares L929 (fibroblastos murino), J774 (macrófagos murino) e 

macrófagos peritoneais (Camundongos Swiss). Foi determinado o percentual de 

viabilidade celular e os resultados mostraram que os derivados N-acilhidrazônicos 

substituídos JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18 não apresentaram efeitos citotóxicos nas 

células testadas, já que todos apresentaram a viabilidade celular > 70%, nas 

concentrações testadas. Este é o padrão para ausência de citotoxicidade declarado 

na ISO 10993-5 (International Organization for Standardization), de acordo com a 

mesma, para que os materiais testados sejam considerados não tóxicos, devem obter 

resultados que indicam viabilidade acima do especificado, que é viabilidade > 70% 

calculada em relação ao controle (JO et al., 2017). 

 A figura 21 apresenta o percentual de viabilidade celular dos novos derivados 

N-acilhidrazônicos substituídos em estudo diante dos fibroblastos murino (L929) após 

72 horas de tratamento pelo método colorimétrico MTT. As concentrações testadas 
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foram 25 µg/mL; 12,5 µg/mL; 6,25 µg/mL; 3,12 µg/mL; 1,56 µg/mL e 0,78 µg/mL e os 

resultados obtidos de viabilidade celular, quando comparados ao controle 100%, para 

o JR-13 variaram de 90% a 100%. Para o JR-15 a porcentagem de viabilidade celular 

variou de 89% a 100% e para o JR-17 de 84% a 100% de acordo com as 

concentrações descritas. Para o derivado JR-18 as porcentagens foram de 81% a 

95%, ressaltamos que nas concentrações 25 µg/mL (81%) e 12,5 µg/mL (82%) 

apresentaram significância estatística em relação ao controle, como sinalizada no 

gráfico, porém não suficiente para inferir citotoxicidade já que a viabilidade celular está 

acima de 70%. 

A investigação da atividade citotóxica de uma série de novas N-acilhidrazonas, 

4-metoxi-1,3-benzenodiolil-hidrazonas, contra a linhagem celular L929 revelou que 

nenhum dos compostos apresentou citotoxicidade significativa, de acordo com a 

pesquisa realizada por Chaoqing Wang e colaboradores (2019) corroborando com 

este estudo. 

 

Figura 21 - Percentual de viabilidade celular dos novos derivados N-acilhidrazônicos substituídos JR-
13, JR-15, JR-17 e JR-18 em fibroblastos murino (L929) após 72 horas de tratamento pelo método 

colorimétrico do MTT. 

 

Os valores representam a média (n= 6), significativos após análise de variância (ANOVA) de uma via 
seguida pelo teste de Tukey com intervalo de confiança de 99%, quando comparados ao grupo controle, 
* p < 0,05 e **p < 0,01. 

 Os resultados para o MTT com macrófagos murino (J774) estão dispostos na 
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figura 22. Em ordem decrescente de concentração de 25 µg/mL a 0,78 µg/mL as 

porcentagens de viabilidade celular para o JR-13 quando comparadas ao controle 

100%, variaram de 80% a 89%, a concentração 12,5 µg/mL (80%) apresentou 

significância estatística, porém não sugestivo de citotoxicidade. Para o JR-15 a 

viavilidade celular variou de 85% a 98% entre as concentrações testadas e não houve 

significância estatística em nenhuma das concentrações quando comparadas ao 

controle. As porcentagens de viabilidade celular do JR-17 variaram de 76% a 99%, 

houve significância estatística, quando comparado ao controle, nas concentrações 25 

µg/mL (76%) e 12,5 µg/mL (79%), como apresentado no gráfico, porém não suficiente 

para inferir citotoxicidade. Resultado semelhante aconteceu com o derivado JR-18 nas 

concentrações 25 µg/mL (77%) e 12,5 µg/mL (78%) como destacado no gráfico 

correspondente. 

Os resultados corroboram com a pesquisa de Rozada e colaboradores (2019)  

na qual foram realizados ensaios de citotoxicidade em células J774 para verificar a 

toxicidade das N-acilhidrazonas em estudo e para todas as células testadas as N-

acilhidrazonas, apresentam viabilidade celular superior a 80%. 

A viabilidade celular dos macrófagos peritoneais induzidos por tioglicolato e 

tratados com os derivados N-acilhidrazônicos substituídos em estudo está disposta 

na figura 23. Os resultados mostratram uma média de 100% de viabilidade celular em 

todos os derivados testados, nas concentrações testadas. Portanto, os novos 

derivados N-acilhidrazônicos testados não alteraram a atividade da redutase 

mitocondrial em células isoladas de um estado inflamatório agudo, especificamente, 

macrófagos peritoneais induzidos por tioglicolato. Os resultados corroboram com a 

pesquisa de Coimbra e colaboradores (2019) onde, a maioria dos derivados de 2-

pirimidinil-hidrazona mostrou citotoxicidade insignificante em macrófagos peritoneais 

induzidos por tioglicolato. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22 - Percentual de viabilidade celular dos novos derivados N-acilhidrazônicos substituídos JR-
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13, JR-15, JR-17 e JR-18 em macrófagos murino (J774) após 72 horas de tratamento pelo método 
colorimétrico do MTT. 

 

Os valores representam a média (n= 6), significativos após análise de variância (ANOVA) de uma via 
seguida pelo teste de Tukey com intervalo de confiança de 99%, quando comparados ao grupo controle, 
* p < 0,05, **p < 0,01 e *** p < 0,001. 

  

Figura 23 - Percentual de viabilidade celular dos novos derivados N-acilhidrazônicos substituídos JR-
13, JR-15, JR-17 e JR-18 em macrófagos peritoneais induzidos por Tioglicolato em camundongos 

Swiss  após 24 horas de tratamento pelo método colorimétrico do MTT. 

 

Os valores representam a média (n= 6), significativos após análise de variância (ANOVA) de uma via 
seguida pelo teste de Tukey com intervalo de confiança de 99%, quando comparados ao grupo controle, 
**p < 0,01. 
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5.1.4 Atividade anti-inflamatória em macrófagos murinos 

 A atividade anti-inflamatória in vitro foi realizada em macrófagos peritoneais 

murinos estimulados por LPS, inicialmente através da dosagem da concentração de 

nitrito/nitrato (indicativa da produção de óxido nítrico) no sobrenadante celular. A 

Figura 24 mostra a quantificação indireta de NO no sobrenadante celular, na qual 

mostra que todos os derivados N-acilhidrazônicos (JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18) 

testados apresentaram uma diminuição significativa dos níveis de NO nas 

concentrações testadas quando comparadas ao grupo LPS. Os níveis de NO foram 

semelhantes nas três concentrações testadas (1,56 µg/mL, 6,25 µg/mL e 12,5 µg/mL) 

e não tiveram significância quando foram comparados entre si, sendo assim, a 

concentração de 6,25 µg/mL foi a escolhida para a realização da dosagem das 

citocinas inflamatórias e anti-inflamatórias. 

 
Figura 24 - Quantificação indireta de NO pelos níveis de nitrato/nitrito no lavado celular de 
macrófagos murino estimulados com LPS e tratados com os derivados N-acilhidrazônicos 

substituídos (JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18), dexametasona e L-NAME. 

 

NO no sobrenadante celular ***p < 0,001 indica diferença estatisticamente significante em relação ao 
grupo LPS. Significativo após análise de variância (ANOVA) de uma via seguida pelo teste de Tukey. 
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 A Figura 25 (A – B) mostra os resultados dos níveis das citocinas inflamatórias 

IL-18 e TNF-α no sobrenadante da cultura de macrófagos peritoneais murino 

estimulados com LPS e após tratamento ded 24 h com os novos derivados N-

acilhidrazônicos substituídos JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18 na concentração de 6,25 

µg/mL e dexametasona. Os derivados inibiram significativamente a produção das 

citocinas quando comparadas ao LPS e apresentaram comportamento semelhante ao 

grupo tratado com dexametasona, o que indica o perfil anti-inflamatório promovido 

pelos derivados N-acilhidrazônicos em estudo. 

 
Figura 25 - Níveis de citocinas IL-18 e TNF-α no lavado celular de macrófagos murino estimulados 
com LPS e após tratamento com os novos derivados N-acilhidrazônicos substituídos JR-13, JR-15, 

JR-17 e JR-18 e dexametasona. 

 

 

Citocinas IL-18 e TNF-α no lavado celular ***p < 0,001 indica diferença estatisticamente significante em 
relação ao grupo LPS. Significativo após análise de variância (ANOVA) de uma via seguida pelo teste 
de Tukey. 

  

 Os macrófagos são um dos componentes mais importantes do sistema 

imunológico, participam das respostas imunes inatas e adaptativas e participam do 

controle de infecções e processos inflamatórios. Podem ser divididos em macrófagos 

M1 e M2; os macrófagos M1 são geralmente ativados por interferon-γ e LPS, secretam 

principalmente fatores inflamatórios e estão presentes na inflamação precoce. Os 

macrófagos M2 são ativados por citocinas Th2, como IL-4, IL-13 e imunógenos e 

expressam fatores de inibição inflamatória com efeito na inibição da resposta 

inflamatória e reparo tecidual (FEITO et al., 2019; LI et al., 2022).  

 Os resultados corroboram com a pesquisa de Moraes e colaboradores (2018) 

que avaliou o potencial anti-inflamatório de derivados N-acilhidrazônicos in vitro e 
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obtiveram resultados satisfatórios em relação a essa atividade com alta produção das 

citocinas IL-4 e IL-10, além da baixa produção de IFN-γ, os quais são indicadores do 

estado anti-inflamatório e baixa liberação de óxido nítrico que é um mediador chave 

da resposta inflamatória. 

5.2 ENSAIOS IN VIVO 

5.2.1 Ensaio Toxicológico Não Clínico  

Os novos derivados N-acilhidrazônicos substituídos JR-13, JR-15, JR-17 e JR-

18 na dose de 300 mg/kg administrado por via oral em camundongos fêmeas, não 

produziram morte e não causaram efeitos na locomoção, respiração, salivação, 

lacrimejamento, cianose de extremidades, diarreia, micção, piloereção, ptose e 

alteração screening comportamental no período de 14 dias de observação.  

Alterações significativas na massa corpórea e no consumo de água e ração, 

podem expressar toxicidade ou serem tomadas como medida de efeitos adversos (YI-

CHEN et al., 2018). Após o período de 14 dias de observação e análise do consumo 

de água e ração e o ganho de massa corpórea, foi observado que houve um aumento 

gradativo da massa corpórea. Esse aumento também foi observado no consumo de 

água e ração entendendo-se que foram aumentos compatíveis com o ganho de massa 

corpórea, já que não houve diferença significativa dos grupos tratados com os novos 

derivados N-acilhidrazônicos substituídos quando comparados com o grupo controle 

nos três parâmetros observados (Tabela 3). 
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Tabela 3 - Efeito do tratamento agudo dos derivados N-acilhidrazônicos substituídos JR-13, JR-15, 
JR-17 e JR-18 na dose de 300 mg/kg, sobre o consumo de ração, o consumo de água e o ganho de 

massa corporal de camundongos fêmeas por 14 dias de observação 

 

PARÂMETROS CONTROLE JR-13 JR-15 JR-17 JR-18 

Consumo de 

ração (g) 
19,71 ± 1,98 18,21 ± 1,19 18,07 ± 1,85 19,93 ± 1,49 19,79 ± 1,12 

Consumo de 

água (mL) 
29,71 ± 2,87 26,86 ± 2,93 32,21 ± 2,99 32,36 ± 2,21 31,64 ± 2,65 

Ganho de 

massa 

corporal (g) 

4,17 ± 0,75 4,33 ± 0,52 4,00 ± 0,63 4,67 ± 0,82 4,67 ± 0,82 

Os valores representam a média (n= 6), significativos após análise de variância (ANOVA) de uma via 
seguida pelo teste de Tukey com intervalo de confiança de 99%, quando comparados ao grupo controle, 
p < 0,05. 

 

O peso médio dos órgãos pulmão, coração, rins, baço fígado e estômago de 

cada grupo não foram afetados com a administração aguda como podemos observar 

na tabela 4, quando comparados ao grupo controle. 

 

Tabela 4 - Efeito do tratamento agudo dos derivados N-acilhidrazônicos substituídos JR-13, JR-15, 
JR-17 e JR-18 na dose de 300 mg/kg, sobre o peso médio (g) dos órgãos de camundongos fêmeas 

por 14 dias de observação 

ÓRGÃOS  CONTROLE JR-13 JR-15 JR-17 JR-18 

Pulmão 0,427 ± 0,043 0,302 ± 0,074 0,475 ± 0,143 0,415 ± 0,086 0,301 ± 0,026 

Coração 0,280 ± 0,073 0,307 ± 0,033 0,419 ± 0,104 0,351 ± 0,102 0,253 ± 0,042 

Rins 0,536 ± 0,132 0,571 ± 0,017 0,67 ± 0,113 0,602 ± 0,150 0,551 ± 0,093 

Baço 0,224 ± 0,006 0,405 ± 0,057 0,372 ± 0,100 0,362 ± 0,127 0,352 ± 0,026 

Fígado 2,467 ± 0,368 2,32 ± 0,181 2,296 ± 0,294 2,343 ± 0,244 2,306 ± 0,165 

Estômago 0,405 ± 0,069 0,505 ± 0,075 0,473 ± 0,046 0,543 ± 0,162 0,411 ± 0,082 

Os valores representam a média ± d.p. (n= 6), significativos após análise de variância (ANOVA) de uma 
via seguida pelo teste de Tukey com intervalo de confiança de 99%, quando comparados ao grupo 
controle, p < 0,05. 

 

O perfil hematológico (Tabela 5) foi determinado a partir do sangue colhido dos 

camundongos após 14 dias. Para tal, foram analisados os seguintes parâmetros: 

hemácias, hemoglobina, hematócrito, plaquetas, leucócitos totais e porcentagem de 
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neutrófilos, linfócitos, monócitos e eosinófilos.  

Parâmetros hematológicos alterados podem ser sinal de possível toxicidade, 

diminuições significativas dos leucócitos sugerem que a administração oral diária da 

substância pode resultar em enfraquecimento do sistema imunológico. Diminuições 

na quantidade de hemácias e hemoglobina podem indicar efeito sobre a função 

hematopoiética (WU et al., 2014). O JR-18 apresentou alteração na quantidade de 

hemácias com significância de *p<0,05 quando comparado ao grupo controle. Os 

novos derivados N-acilhidrazônicos substituídos JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18 não 

apresentaram variação na porcentagem de neutrófilos, monócitos, linfócitos e 

eosinófilos quando comparados ao grupo controle.  

 

Tabela 5 - Efeito do tratamento agudo dos derivados N-acilhidrazônicos substituídos JR-13, JR-15, 
JR-17 e JR-18 na dose de 300 mg/kg, sobre os parâmetros hematológicos de camundongos fêmeas 

por 14 dias de observação. 

PARÂMETROS CONTROLE JR-13 JR-15 JR-17 JR-18 

Hemácias 

(106 /mm3) 
8,53 ± 0,63 8,82 ± 0,26 8,83 ± 0,37 6,63 ± 2,18 6,48 ± 0,98* 

Hemoglobina 

(g/dL) 
12,82 ± 1,12 13,82 ± 1,41 13,82 ± 0,91 12,45 ± 2,20 11,82 ± 1,69 

Hematócrito 

(%) 
37,92 ± 4,92 40,73 ± 3,80 41,17 ± 2,38 36,40 ± 6,70 35,03 ± 4,67 

Plaquetas 

(103/µL) 
873 ± 184 923 ± 149 959 ± 151 779 ± 76 703 ± 57 

Leucócitos 

(106/ mm3) 
4950 ± 274 5400 ± 200 5267 ± 186 5300 ± 369 5067 ± 333 

Neutrófilo 

(%) 
16 ± 4 16 ± 3 17 ± 2 16 ± 4 13 ± 1 

Linfócito 

(%) 
77 ± 6 79 ± 4 81 ± 3 79 ± 3 82 ± 2 

Monócito 

(%) 
2 ± 0 4 ± 1  3 ± 2 4 ± 1 4 ± 1 

Eosinófilos 

(%) 
2 ± 1 2 ± 1 1 ± 1 1 ± 1 2 ± 1 

Os valores representam a média ± d.p. (n= 6), não significativo após ANOVA de uma via seguida pelo 
teste de Tukey com intervalo de confiança de 99%, quando comparados ao grupo controle *p<0,05. 
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Segundo Yi-Chen e colaboradores (2018), outras alterações como na 

quantidade de basófilos, eosinófilos, linfócitos e neutrófilos, parecem ser 

toxicologicamente irrelevantes porque estão dentro dos limites da variação biológica 

normal. Após a análise, os resultados mostraram que não houve alteração relevante, 

em relação à possibilidade de inferir toxicidade nos grupos tratados com os derivados 

N-acilhidrazônicos substituídos, quando comparados ao grupo controle. 

A tabela 6 apresenta os valores séricos dos parâmetros bioquímicos, dosados 

após o tratamento dos animais com os novos derivados N-acilhidrazônicos 

substituídos JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18, na dose de 300mg/kg e comparados com 

animais tratados com salina.  A dosagem destes parâmetros se propôs principalmente 

verificar a toxicidade hepática e renal e ao analisar os dados pode-se observar que 

estes parâmetros não apresentaram alteração com significância estatística que 

apontasse toxicidade nos diversos órgãos e sistemas avaliados, quando comparados 

ao grupo controle, sendo assim não apresentaram sinais para inferir toxicidade. 

 

Tabela 6 - Efeito dos derivados N-acilhidrazônicos substituídos JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18 (300 
mg/kg) por via oral sobre os parâmetros bioquímicos de camundongos fêmeas. 

PARÂMETROS CONTROLE JR-13 JR-15 JR-17 JR-18 

Ácido úrico 

(mg/dL) 
3,63 ± 0,33 2,97 ± 0,48 3,76 ± 0,73 3,24 ± 1,44 5,72 ± 1,49 

Creatinina 

(mg/dL) 
0,56 ± 0,24 0,32 ± 0,15 0,28 ± 0,08 0,53 ± 0,25 0,48 ± 0,25 

AST/TGO 

(mg/dL) 
258 ± 26 182 ± 45 260 ± 37 189 ± 52 328 ± 58 

ALT/TGP 

(mg/dL) 
68 ± 8 96 ± 29 107 ± 33 62 ± 21 101 ± 23 

Uréia 

(mg/dL) 
45 ± 3 45 ± 4 45 ± 3 49 ± 6 50 ± 7 

Os valores representam a média ± d.p. (n= 6), não significativo após análise de variância (ANOVA) de 
uma via seguida pelo teste de Tukey com intervalo de confiança de 99%, quando comparados ao grupo 
controle. 

 

 

Os parâmetros bioquímicos e hematológicos são critérios importantes de 

diagnóstico na prática clínica, e alterações nos sistemas hematológicos e bioquímicos 
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têm um valor preditivo mais alto para a toxicidade humana quando os dados são 

traduzidos de estudos em animais (CARRILLO; ADENUGA; MCKEE, 2014). 

Alterações na concentração de colesterol total e triglicerídeo, podem oferecer 

informações úteis sobre o metabolismo lipídico e a predisposição do coração à 

aterosclerose e suas doenças cardiovasculares associadas (YI-CHEN et al., 2018). 

Os derivados N-acilhidrazônicos em estudo não apresentaram alterações na 

concentração dos lipídeos quando comparados ao grupo controle. 

As transaminases AST e ALT são enzimas presentes nas células do fígado, 

hepatócitos, e que são liberadas no sangue em consequência de lesão hepática de 

naturezas diversas, usadas para indicar uma possível toxicidade. Geralmente, o dano 

às células do fígado parenquimatoso resulta em elevação de ambas as transaminases 

(MANGUS et al., 2015). Neste estudo, não houve alteração significativa nos níveis de 

ALT e AST e não houve anormalidade observada no peso do fígado, sugerindo que 

os derivados N-acilhidrazônicos substituídos não podem ser considerados 

hepatotóxicos em camundongos (ALGANDABY, 2015).  

A creatinina e a uréia são biomarcadores da função renal, elevações no índice 

desses biomarcadores podem frequentemente estar relacionadas a danos dos 

néfrons funcionais (YI-CHEN et al., 2018). Na pesquisa, a uréia e a creatinina não 

apresentaram alteração nos grupos tratados com os derivados N-acilhidrazônicos 

substituídos quando comparados ao grupo controle, também não foi observada em 

relação ao peso dos rins quando os grupos tratados com os derivados N-

acilhidrazônicos foram comparados ao grupo controle como foi mostrado na Tabela 6. 

5.2.2 Lesão pulmonar aguda por LPS 

5.2.2.1 Contagem de células do lavado broncoalveolar   

Os efeitos anti-inflamatórios dos derivados N-acilhidrazônicos foram testados 

em um modelo murino de lesão pulmonar aguda induzida por LPS. O LPS foi instilado 

via intratranasal, com ou sem administração por via oral dos derivados N-
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acilhidrazônicos. Camundongos controle foram tratados com solução salina ou 

dexametasona. No final do experimento, a lesão pulmonar aguda era uma inflamação 

caracterizada por um aumento relevante na contagem total de células e neutrófilos no 

LBA. Uma única administração dos derivados N-acilhidrazônicos, no início do 

experimento atenuou significativamente os neutrófilos induzidos por LPS.  

Após a indução do LPS, foi verificada a migração celular para o LBA e as células 

foram contadas.  A análise da contagem de células revelou intensa migração celular 

no grupo LPS (Tabela 7). Em contraste, os derivados N-acilhidrazônicos e 

dexametasona reduziram a migração celular. É importante ressaltar, a porcentagem 

de inibição da inflamação da dexametasona (81,2%) e dos novos derivados N-

acilhidrazônicos substituídos JR-13 (62,8%), JR-15 (40,9%), JR-17 (83,2%) e JR-18 

(86,9 %). 

Resultados semelhantes foram encontrados por Freitas e colaboradores (2018) 

em uma avaliação do perfil anti-inflamatório de novos derivados de naftil de N-

acilhidrazonas em modelo animal, o qual foi capaz de promover uma diminuição da 

migração celular de 51%, comprovando a atividade anti-inflamatória dos derivados em 

estudo. 

 

Tabela 7 - Total de leucócitos polimorfonucleares e percentual de inibição da migração celular no 
lavado broncoalveolar dos animais com LPA induzida por LPS e após tratamento com os novos 

derivados N-acilhidrazônicos substituídos (JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18) e dexametasona 

Grupo Nº de Leucócitos/mL (X 106) Inibição (%) 

Salina 1,65 ± 0,09 - 

LPS 7,83 ± 0,21 - 

Dexametasona 1,47 ± 0,14*** 81,2 

JR-13 (10 mg/kg) 2,91 ± 0,33*** 62,8 

JR-15 (10 mg/kg) 4,63 ± 0,30*** 40,9 

JR-17 (10 mg/kg) 1,32 ± 0,13*** 83,2 

JR-18 (10mg/kg) 1,03 ± 0,31*** 86,9 

Os valores representam a média ± d.p. (n= 6) ***p < 0,001. Significativos após análise de variância 
(ANOVA) de uma via seguida pelo teste de Tukey com intervalo de confiança de 99%, quando 
comparados ao grupo LPS.  

 

 

A migração celular para o espaço broncoalveolar é uma característica da lesão 

pulmonar aguda. A contagem diferencial, a cada 100 células, revelou uma 



94 
 

predominância de neutrófilos segmentados no grupo LPS quando comparado ao 

grupo salina. Em contrapartida, os grupos tratados com os novos derivados N-

acilhidrazônicos substituídos e dexametasona apresentaram uma redução 

significativa dessas células ***p < 0,001, exceto os grupos tratados com JR-15 que 

apresentaram uma redução com significância de *p < 0,05 quando comparado ao 

grupo LPS. A contagem de monócitos e linfócitos mostrou diferença significativa de 

***p < 0,001, para os grupos dos derivados N-acilhidrazônicos e dexametasona e na 

contagem de eosinófilos houve diferença significativa apenas nos grupos da 

dexametasona e do JR-17, quando comparados ao grupo LPS (Tabela 8). 

 

Tabela 8 - Total de leucócitos polimorfonucleares e contagem diferencial no lavado broncoalveolar dos 
animais com lesão pulmonar aguda induzida por LPS e após tratamento com os novos derivados N-

acilhidrazônicos substituídos (JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18) e dexametasona 

GRUPOS Leucócitos 

(106/ mm3) 

Neutrófilo 

(%) 

Linfócito 

(%) 

Monócito 

(%) 

Eosinófilos 

(%) 

SALINA 1650 ± 91 43 ± 3 50 ± 3 3 ± 1 4 ± 1 

LPS 7831 ± 214 63 ± 3 19 ± 2 16 ± 1 2 ± 1 

DEXAMETASONA 1469 ± 144 46 ± 2*** 47 ± 2*** 3 ± 1*** 4 ± 1*** 

JR-13 2912 ± 327 57 ± 2*** 41 ± 2*** 9 ± 1*** 2 ± 1 

JR-15 4625 ± 298 58 ± 5* 32 ± 6*** 7 ± 1*** 2 ± 1 

JR-17 1318 ± 125 43 ± 2*** 51 ± 2*** 2 ± 1*** 4 ± 1*** 

JR-18 1028 ± 305 55 ± 3*** 38 ± 3*** 5 ± 1*** 2 ± 1 

Contagem diferencial de leucócitos no lavado broncoalveolar *p < 0,05; ***p < 0,001. Significativos após 
análise de variância (ANOVA) de uma via seguida pelo teste de Tukey com intervalo de confiança de 
99%, quando comparados ao grupo LPS.  

 

Os neutrófilos são células efetoras inatas, prontas para combater danos e 

infecções nos tecidos e têm a capacidade para responder rapidamente a sinais de 

perigo e mobilizar células de reparação. Os neutrófilos são equipados com padrão 

molecular de superfície associado a danos (DAMPs) e padrão molécular associado a 

patógenos (PAMPs). Os neutrófilos são transcricionalmente menos ativos que outros 

leucócitos, mas sua abundância característica nos locais de inflamação garante sua 

contribuição significativa para a produção de citocinas e quimiocinas (TAN; 

WENINGER, 2017). O grupo LPS apresentou uma intensa migração leucocitária com 

predominância de neutrófilos quando comparado aos grupos tratados com os 

derivados N-acilhidrazônicos e dexametasona, podendo mostrar uma possível 
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atividade anti-inflamatória nos compostos em estudo. 

5.2.2.2 Histologia 

A análise histopatológica foi realizada nos pulmões de camundongos BALB/c 

submetidos à indução de lesão aguda por LPS e está representado na figura 26, com 

a coloração Tricrômico de Masson e aumento de 100x.  

Em a, grupo sham, está representada uma arquitetura pulmonar preservada. 

Em b, grupo LPS, observa-se a presença de infiltrado leucocitário (asterisco) no 

espaço intersticial, espessamento da parede do alvéolo (seta) e consequente 

diminuição da luz alveolar, o que caracteriza dano inflamatório tecidual. Em c, grupo 

dexametasona, foi possível observar a diminuição do infiltrado leucocitário intersticial 

e regressão da espessura da parede alveolar, porém aparece rompimento de alvéolos 

e deposição de colágeno peribronquial. Em d e f, respectivamente os grupos tratados 

com JR-13 e JR-15, é possível notar diminuição da presença de infiltrado leucocitário 

e discreta diminuição da espessura da parede alveolar. Em g e h, grupos tratados com 

JR-17 e JR-18, respectivamente, notar diminuição do dano alveolar com restruturação 

tecidual.  

Após o desafio com LPS, a morfologia normal dos tecidos pulmonares foi 

danificada e foram observadas alterações patológicas, como ruptura alveolar, 

espessamento da parede alveolar e edema intersticial. O exame microscópico das 

seções do pulmão dos grupos de tratamento com os novos derivados N-

acilhidrazônicos substituídos (JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18) e dexametasona 

identificou focos de consolidação tecidual com células inflamatórias identificadas 

como linfócitos, macrófagos e neutrófilos. Segundo NIEMIEC et al. (2022), as áreas 

peribrônquicas de fibrose geralmente se estendem ao longo dos bronquíolos terminais 

e nos espaços alveolares. A deposição de colágeno foi perceptível através da 

presença de fibras colágenas em todas as áreas de inflamação reconhecidas por 

Coloração Tricomico de Masson, indicadas pela seta vermelha.  



96 
 

Figura 26 – Fotomicrografia pulmonar de camundongos BALB/c submetidos à indução de lesão aguda por LPS e tratados com os novos derivados N-
acilhidrazônicos substituídos (JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18) e dexametasona com a Coloração Tricomico de Masson. Escala 1 μm. Aumento de 100x. 

 

Legenda: a grupo sham, arquitetura pulmonar preservada. b grupo LPS presença de infiltrado leucocitário (asterisco) e espessamento da parede do alvéolo 
(seta). c grupo Dexa, diminuição do infiltrado leucocitário intersticial e regressão da espessura da parece alveolar. d e f, respectivamente os grupos tratados 
com JR-13 e JR-15, diminuição do infiltrado leucocitário e discreta diminuição da espessura da parede alveolar. g e h grupos tratados com JR-17 e JR-18, 
respectivamente, diminuição do dano alveolar com restruturação tecidual. Presença de fibras colágenas (seta vermelha). 
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Estes resultados corroboram com os resultados da contagem de células e 

porcentagem de inibição, onde foi observado uma menor contagem de células e maior 

inibição da inflamação nos grupos tratados com os novos derivados N-

acilhidrazônicos substituídos (JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18) e dexametasona quando 

comparados ao grupo LPS. 

5.2.2.3 Imunohistoquímica 

 Os resultados da expressão imuno-histoquímica de COX-2 e iNOS, em tecido 

pulmonar de animais com lesão pulmonar aguda induzida por LPS e tratados com os 

derivados N-acilhidrazônicos JR-17 e JR-18 e dexametasona, estão dispostos nas 

Figuras 27 e 28, respectivamente. A expressão mais forte de ambos os marcadores 

foi observada no grupo LPS na forma de grânulos marrom. O grupo salina mostrou 

uma imunorreação fraca aos marcadores, apresentando diferença significativa em 

relação ao grupo lesionado (p < 0,0001). No grupo tratado com dexametasona (DEXA) 

também foi observado a diminuição da quantidade desses grânulos para ambos 

marcadores (p < 0,0001). Os derivados JR17 e JR18 apresentaram resultados 

semelhantes ao grupo salina e DEXA, foi observado a diminuição a reatividade para 

os marcadores COX-2 e iNOS, o que indica uma diminuição no processo inflamatório 

em relação com o grupo LPS (p < 0,0001). Adicionalmente, não foram observadas 

diferenças significativas entre os grupos Salina versus DEXA (p = 0,2970), DEXA 

versus JR17 (p = 0,1379), DEXA versus JR18 (p = 0,2992) e JR17 versus JR18 (p = 

0,9897). 

 Mediadores pró-inflamatórios como COX-2 e iNOS são fundamentais para a 

avaliação dos níveis de inflamação (WANG et al., 2019b). A COX-2 é uma enzima 

induzível envolvida na formação de eicosanóides pró-inflamatórios resultando em 

dano pulmonar e um marcador clássico de macrófagos e a iNOS desempenham um 

papel crucial em vários distúrbios respiratórios e indica os níveis de radicais livres in 

vivo (KASSAB et al., 2020). A superexpressão de iNOS e COX-2 diminuiu 

significativamente com a presença dos derivados JR-17 e JR-18 em resposta à 

estimulação de LPS. 
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Figura 27 - Análise imuno-histoquímica da Ciclooxigenase-2 (COX-2) no modelo de lesão pulmonar 
induzida por LPS.  

 

 

As microfotografias representam as análises dos cinco grupos (Salina, LPS, DEXA, JR17 e JR18). LPS 
versus outros grupos *p < 0,0001. A escala de barra = 50 µm. 
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Figura 28 - Análise imuno-histoquímica da Sintase de óxido nítrico induzível (iNOS) no modelo de 
lesão pulmonar induzida por LPS. 

 

 

As microfotografias representam as análises dos cinco grupos (Salina, LPS, DEXA, JR17 e JR18). LPS 
versus outros grupos *p < 0,0001. 
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5.2.2.4 Determinação dos níveis de óxido nítrico (NO) 

A quantidade de NO acumulada no exsudato do LBA, foi quantificada visando 

chegar até os mediadores inflamatórios produzidos durante o processo inflamatório e 

um possível efeito das substâncias. O grupo LPS apresentou significativo aumento 

dos níveis de NO quando comparado ao grupo salina (p < 0,001) (Figura 29). Em 

contrapartida, o NO foi inibido significativamente nos grupos tratados com os 

derivados N-acilhidrazônicos substituídos e dexametasona (***p < 0,001). 

 

Figura 29 - Quantificação indireta de NO pelos níveis de nitrato/nitrito no LBA dos animais com lesão 
pulmonar aguda induzida por LPS e após tratamento com os novos derivados N-acilhidrazônicos 

substituídos (JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18) e dexametasona. 
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NO no lavado broncoalveolar p <0,001 indica diferença estatisticamente significativa do grupo controle 
normal. ***p < 0,001 indica diferença estatisticamente significante em relação ao grupo LPS. 
Significativo após análise de variância (ANOVA) de uma via seguida pelo teste de Tukey com intervalo 
de confiança de 99%, quando comparados ao grupo LPS.  

 

O óxido nítrico é uma das mais importantes moléculas reguladoras do sistema 

imune. Nos processos de inflamação, a produção de NO aumenta consideravelmente 

e, juntamente com as espécies reativas de oxigênio (ERO) contribui para o estresse 

oxidativo. A análise dos metabólitos estáveis nitrato e nitrito foi realizada a partir da 

reação de Griess, onde o nitrito reage com a sulfanilamida em meio ácido, formando 

o composto diazo que reage com o cloridrato de N-(l-naftil)etilenodiamina (NED), 

gerando um composto de coloração rósea, utilizado para quantificar indiretamente o 

NO.  



101 
 

O NO desempenha um papel crucial no desenvolvimento da inflamação, apesar 

de atuar como um agente anti-inflamatório sob condições fisiológicas normais, poderia 

ser considerado um mediador pró-inflamatório que seria capaz de induzir a inflamação 

localizada no pulmão, devido ao aumento da secreção pulmonar. A óxido nítrico 

sintase indutível (iNOS) secreta o NO como mediador inflamatório, resultando em 

vasodilatação no local da inflamação causando edema. Assim, a inibição da produção 

de NO através da inibição da atividade da enzima iNOS e / ou expressão de proteínas 

pode ser uma abordagem útil para o tratamento da inflamação (GAMAL EL-DIN et al., 

2020). Os derivados N-acilhidrazônicos em estudo reduziram consideravelmente a 

produção de NO, quando comparados ao grupo LPS. 

Os resultados obtidos nesse estudo corroboram com a pesquisa de Cordeiro e 

colaboradores (2016), que em um modelo animal de inflamação indicaram que o pré-

tratamento com os derivados de N-acilhidrazona reduziram em mais de 65% a 

produção de NO quando comparado ao grupo inflamado e sem tratamento. 

O NO, que é considerado uma molécula crucial na inflamação aguda e crônica, 

também é secretado na LPA. Todos os derivados N-acilhidrazonicos substituídos em 

estudo mostraram efeito inibitório significativo nos níveis de NO quando comparados 

ao grupo tratado com LPS. Vários autores consideram que, qualquer célula do corpo 

pode produzir a enzima iNOS sob estímulos apropriados, por exemplo, quando 

exposta a LPS ou citocinas pró-inflamatórias, como IL-1β e TNF-α, gerando grandes 

quantidades de NO (CORDEIRO et al., 2020a). 

Todos os derivados N-acilhidrazonicos do nosso estudo reduziram 

significativamente o NO produzido no exsudato do LBA. Para investigar se esse efeito 

também poderia ser observado diretamente na célula, com isso planejamos realizar 

um ensaio in vitro para corroborar com os resultados in vivo.  

5.2.2.5 Determinação dos níveis de mieloperoxidase (MPO) 

A ativação de neutrófilos é uma característica fisiopatológica essencial da 

resposta inflamatória. Conforme consta na Figura 30, havia excesso de MPO no tecido 

pulmonar após estimulação com LPS, indicando alta concentração de neutrófilos 

dentre as células provenientes do infiltrado inflamatório do tecido pulmonar. Os grupos 
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tratados com os novos derivados N-acilhidrazônicos substituídos e dexametasona, 

apresentaram similar padrão de redução nos níveis desta enzima, quando 

comparados ao grupo LPS. 

 

Figura 30 - Níveis de MPO tecidual nos pulmões dos animais com lesão pulmonar aguda induzida por 
LPS e após tratamento com os novos derivados N-acilhidrazônicos substituídos (JR-13, JR-15, JR-17 

e JR-18) e dexametasona. 
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MPO no tecido pulmonar p <0,01 indica diferença estatisticamente significativa do grupo controle 
normal. ***p < 0,001 indica diferença estatisticamente significante em relação ao grupo LPS. 
Significativo após análise de variância (ANOVA) de uma via seguida pelo teste de Tukey com intervalo 
de confiança de 99%, quando comparados ao grupo LPS. 

 

Durante a ativação dos neutrófilos, o superóxido de espécies reativas de 

oxigênio é gerado pelo complexo NADPH oxidase associado à membrana. Por sua 

vez, forma peróxido de hidrogênio, que é usado pela enzima mieloperoxidase dos 

neutrófilos para gerar o potente oxidante ácido hipocloroso que contribui para a 

atividade antimicrobiana dos neutrófilos (OKADA et al., 2016). 

A mieloperoxidase pode ser um biomarcador da atividade dos neutrófilos, no 

entanto, possui a capacidade de causar considerável estresse oxidativo e danos nos 

tecidos através da produção de espécies reativas de oxigênio, como o ácido 

hipocloroso (CARR et al., 2020). O ácido hipocloroso, uma espécie extremamente 

oxidante, é o principal produto da MPO, quando ambos estão aumentados, podem 

levar a danos teciduais graves (SANTOS et al., 2020). 

Na pesquisa, o grupo LPS apresentou nível elevado de MPO quando 

comparado aos grupos tratados com os derivados N-acilhidrazônicos e 
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dexametasona, os quais apresentaram redução dessa enzima e consequente redução 

do estresse oxidativo. 

A inibição da atividade de MPO foi examinada empregando MPO de medula 

óssea de rato, foram testados quinze derivados de acil-hidrazona e dos quinze, cinco 

diminuíram a atividade da MPO em mais de 80 % (SANTOS et al., 2020), este 

resultado corrobora com o nosso em relação a esses derivados inibirem a atividade 

da MPO. 

Durante a progressão da LPA, os macrófagos alveolares residentes são 

primeiramente ativados para os macrófagos inflamatórios do tipo M1 que liberam 

citocinas pró-inflamatórias, ativando a resposta imune e recrutandom os glóbulos 

brancos, como monócitos e neutrófilos, para o tecido inflamado (WOOD; KATARIA; 

MODRYKAMIEN, 2020). Posteriormente, os neutrófilos ativados liberam mediadores 

tóxicos, como ROS e MPO para matar e degradar os patógenos. Se os patógenos não 

puderem ser eliminados a tempo, os neutrófilos continuarão a liberar ROS, resultando 

em uma superprodução de ROS no tecido pulmonar inflamado. O alto nível de ROS 

não apenas induz lesão epitelial, mas também ativa a sinalização inflamatória e 

intensifica a resposta imune (THOMPSON; CHAMBERS; LIU, 2017). Portanto, reduzir 

o nível de ROS é uma maneira promissora de aliviar a inflamação pulmonar.  

5.2.2.6 Determinação dos níveis de malondialdeído (MDA) 

O grau de peroxidação lipídica dos pulmões foi estimado pela determinação 

dos níveis de malondialdeído através do teste de substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico no tecido pulmonar. O estresse oxidativo gera produtos de oxidação 

lipídica, sendo o MDA, o produto secundário avaliado dessa oxidação. O grupo LPS 

apresentou níveis altos de MDA, confirmando um nível de estresse oxidativo 

aumentado e significante quando comparado ao grupo salina com p < 0,01 e os grupos 

tratados com os novos derivados N-acilhidrazônicos substituídos e dexametasona, 

apresentaram uma significante redução quando comparados ao grupo LPS com ***p 

< 0,001 (Figura 31). 
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Figura 31 - Níveis de TBARS no tecido pulmonar dos animais com lesão pulmonar aguda induzida por 
LPS e após tratamento com os novos derivados N-acilhidrazônicos substituídos (JR-13, JR-15, JR-17 

e JR-18) e dexametasona. 
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MDA no tecido pulmonar p <0,01 indica diferença estatisticamente significativa do grupo controle 
normal. ***p < 0,001 indica diferença estatisticamente significante em relação ao grupo LPS. 
Significativo após análise de variância (ANOVA) de uma via seguida pelo teste de Tukey com intervalo 
de confiança de 99%, quando comparados ao grupo LPS. 
 

 

O MDA é o produto da peroxidação lipídica, que pode causar a polimerização 

de ligações cruzadas de proteínas, ácidos nucléicos e outras biomacromoléculas e, 

portanto, possui citotoxicidade (ZHAI et al., 2022). O conteúdo ou a atividade de 

indicadores importantes do estresse oxidativo, são produtos de peroxidação lipídica 

como MDA e interleucina-6, podem refletir o grau de peroxidação lipídica e a extensão 

do dano celular (GAO; TIAN; WANG, 2016).  

No presente estudo, níveis elevados de MDA no tecido pulmonar foram 

observados no grupo LPS corroborando com o estudo de Gao e colaboradores (2016)  

que apresentou alterações nos níveis de MDA no tecido pulmonar de ratos submetidos 

a um modelo de edema pulmonar agudo induzido por hipóxia, mostrando que os níveis 

de MDA aumentaram no tecido pulmonar dos ratos após a indução de edema agudo 

de pulmão por 24 h. O MDA  foi detectado no presente estudo, e os resultados 

demonstraram que o estresse oxidativo pode ter um papel importante na ocorrência 

de lesão pulmonar aguda e os novos derivados N-acilhidrazônicos substituídos 

apresentaram eficácia na redução dos níveis de MDA.  
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5.2.2.7 Dosagem de citocinas IL-4, IL-6, IL-10, IL-18 e TNF-α 

 As citocinas IL-4, IL-6, IL-10, IL-18 e TNF-α foram dosadas no homogenato do 

tecido pulmonar dos animais com Lesão pulmonar aguda induzida por LPS e tratadas 

com dexametasona e os derivados N-acilhidrazônicos JR-17 e JR-18. A dosagem foi 

realizada apenas no homogenato do tecido pulmonar dos animais tratados com esses 

derivados porque esses, apresentaram maior porcentagem de inibição da inflamação 

em relação aos outros derivados em estudo.  

 A figura 32 (A – E), apresenta os resultados da dosagem das citocinas IL-4, IL-

6, IL-10, IL-18 e TNF-α respectivamente. Os derivados JR-17 e JR-18 e a 

dexametasona reduziram significativamente os níveis das citocinas pró-inflamatórias 

IL-6, IL-18 e TNF-α quando comparados ao grupo LPS, ocorreu uma redução da 

produção e liberação de mediadores inflamatórios no processo de LPA induzido por 

LPS. Por outro lado, os derivados JR-17 e JR-18 aumentaram significativamente a 

secreção das citocinas anti-inflamatórias IL-4 e IL-10. 

 Os macrófagos estimulados pelo LPS são polarizados para o fenótipo pró-

inflamatório M1 este, secreta citocinas pró-inflamatórias como TNF-α e IL-6 que são 

substanciais no início e progressão da inflamação na LPA. As amostras de tecidos 

pulmonares exibiram um alto nível de secreção de citocinas após 24 horas, que foi 

atenuada pela dexametasona e pelos derivados JR-17 e JR-18, sugerindo a 

polarização mais forte dos macrófagos de M1 para M2. Por outro lado, os derivados 

JR-17 e JR-18 aumentaram significativamente a secreção de citocinas anti-

inflamatórias IL-4 e IL-10, e mostraram notável repolarização de macrófagos no 

fenótipo M2 pela regulação positiva desses níveis de citocinas. 

 Estes resultados corroboram com Moraes e colaboradores (2018) que 

apresentaram uma pesquisa em que um derivado N-acilhidrazônico aumentou os 

níveis da citocina IL-4 e IL-10 em modelo de inflamação também induziu baixa 

liberação de óxido nítrico, um mediador chave da resposta inflamatória. A citocina IL-

4 é anti-inflamatória, seu recrutamento têm a função primária de reduzir a inflamação 

e é desencadeado pela ativação das células Th1 (TSCHOE et al., 2020).   

 As citocinas são as principais moléculas sinalizadoras liberadas pelas células 

inflamatórias e estão envolvidas em diversas funções, podem ser pró-inflamatórias 

como a IL-6, IL-18 e TNF-α e anti-inflamatórias como a IL-4 e IL-10.  
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Figura 32 - Níveis de Citocinas IL-4, Il-6, IL-10, IL-18 e TNF-α no tecido pulmonar dos animais com 
lesão pulmonar aguda induzida por LPS e após tratamento com os novos derivados N-

acilhidrazônicos substituídos JR-17 e JR-18 e dexametasona. 

 

 

Citocinas dosadas no tecido pulmonar p <0,01 indica diferença estatisticamente significativa do grupo 
controle normal. Os dados são expressos como média ± SD ***p < 0,001 vs grupo LPS Significativo 
após análise de variância (ANOVA) de uma via seguida pelo teste de Tukey com intervalo de confiança 
de 99%, quando comparados ao grupo LPS. (A) IL-4, (B) IL-10, (C) IL-6 (D) IL-18 e (E) TNF α. 
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 O TNF-α é produzido principalmente por macrófagos e mastócitos e é um dos 

primeiros e mais importantes mediadores inflamatórios conhecido por ter múltiplos 

papéis na resposta inflamatória, incluindo ativação de citocinas inflamatórias, 

moléculas de adesão, enzimas da via de síntese de prostaglandinas (COX2) e indução 

o óxido nítrico sintase (iNOS), levando à ativação endotelial e leucocitária (ZHAO et 

al., 2021).  

 Os resultados corroboram com pesquisas independentes de Cordeiro e 

colaboradores (2016a) e Mota e colaboradores (2019), onde derivados N-

acilhidrazônicos reduziram a produção de NO e TNF-α em modelos de inflamação 

aguda. 

 A IL-18 desempenha papéis importantes na lesão pulmonar, os níveis 

plasmáticos de IL-18 estão elevados em pacientes com sepse / SDRA, que é a forma 

grave de LPA. A inibição da IL-18 melhora a lesão de reperfusão cardíaca, isquemia 

renal e inflamação sistêmica induzida por endotoxina (ZHANG et al., 2018). Portanto, 

IL-18 é um importante alvo terapêuticos para reduzir o dano tecidual e manter a 

homeostase imunológica após a exposição ao LPS (JIA et al., 2019). Os derivados em 

estudo JR-17 e JR-18 apresentaram uma diminuição significante, maior que a 

dexametasona, nos níveis de IL-18 quando comparados ao grupo LPS. 

A LPA/SDRA é caracterizada por inflamação difusa do pulmão, o controle da 

inflamação é uma estratégia promissora para o tratamento, as espécies reativas de 

oxigênio que são geradas na LPA são um importante ativador do inflamassoma NLRP3 

(KELLNER et al., 2017). A LPA induzida por LPS simula o principal processo patológico 

observado durante a SDRA, incluindo secreção de proteínas inflamatórias, infiltração 

de neutrófilos e alterações na lesão endotelial e controlar a progressão da doença de 

leve a grave pode ser um diferencial no manejo da COVID-19 (BAI et al., 2022). 

Neste contexto, os estudos farmacológicos buscam descobrir novos alvos e 

desenvolver drogas capazes de inibir além da liberação e / ou produção de pró-

inflamatórios como as citocinas e quimiocinas, as proteínas envolvidas na atração e 

transmigração de leucócitos para o foco inflamatório (WANG et al., 2020). Devido a 

ampla gama de propriedades farmacológicas e fácil obtenção, as hidrazonas tem sido 

um grupo funcional bastante atrativo.  

No estudo de Cordeiro e colaboradores (2020) foi avaliado a atividade anti-

inflamatória de uma nova N-acilhidrazona sintetizada, LASSBio-1828 (uma 

aminopiridinil - N- acilhidrazona), e foi observado que o tratamento com a mesma, 
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inibiu o p38α, reduziu a dor inflamatória, a migração celular e os mediadores 

inflamatórios TNF-α e IL-1β, que participam da via MAPK. 

A resposta leucocitária à lesão pulmonar aguda é complexa, mas envolve 

rápido recrutamento de neutrófilos circulantes e ativação de macrófagos alveolares 

(NIEMIEC et al., 2022). 

Bai e colaboradores (2022) investigaram em um modelo animal de LPA induzida 

por LPS, o mecanismo protetor de Keguan-1 (medicina tradicional chinesa) na SDRA, 

esse modelo foi usado para simular o estado patológico da SDRA em pacientes com 

COVID-19, com foco em seu efeito e mecanismo na LPA, seus resultados 

demonstraram que Keguan-1 pode melhorar a LPA induzida por LPS, reduzindo a 

inflamação e a lesão endotelial vascular pulmonar, fornecendo suporte científico para 

o tratamento clínico de pacientes com COVID-19.  

Wanderley e colaboradores (2020), sabendo que a subunidade N-acilhidrazona 

ser considerada uma estrutura privilegiada na química medicinal e sua importância na 

pesquisa farmacêutica apresentaram um estudo onde encapsularam JR19, uma 

subunidade de N-acilhidrazonas, em películas de quitosana e avaliaram várias 

propriedades relevantes para entrega transdérmica, incluindo biocompatibilidade 

utilizando testes in vitro, e demonstraram que o filme quitosana + JR19 influenciou 

positivamente as propriedades mecânicas e conferiu melhor compatibilidade com 

ambientes biológicos, mostrando potencial para tratar a inflamação cutânea. 

 A chave para o manejo da COVID-19 é prevenir a ocorrência de Lesão 

pulmonar aguda / Síndrome do desconforto respitarório agudo e controlar a 

progressão da doença de leve a grave. Demonstramos que a administração de N-

acilhidrazonas, mais especificamente, JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18 atenuaram a 

indução de várias características patogênicas importantes da lesão pulmonar aguda, 

danos induzidos pelo LPS, incluindo inflamação das vias aéreas e migração de células 

polimorfonucleares. Estes resultados identificam e destacam na atividade anti-

inflamatória os novos derivados N-acilhidrazônicos substituídos e, em particular, JR-

17 e JR-18 que apresentaram resultados mais promissores, pois inibiram 

significativamente a infiltração de células inflamatórias e a liberação de fatores 

inflamatórios como as citocinas IL-4, IL-6, IL-18 e TNF α, em camundongos com LPA 

in vivo. 

 Um fármaco dual agregando duas atividades farmacológicas, anti-inflamatória 

e antimicrobiana, seria uma alternativa promissora para tratamento de Lesão 
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pulmonar aguda / Síndrome do desconforto respitarório agudo, já que, a mesma, tem 

a sepse como patologia precurssora com maior taxa de mortalidade. Os resultados de 

atividade antimicrobiana e inibidores de bomba de efluxo apresentaram maior 

destaque para os derivados JR-15 e JR-18. Sendo assim, de acordo com a 

perspectiva de obtenção de um fármaco dual, o JR-18 foi destaque entre os outros 

derivados N-acilhidrazônicos testados neste estudo (Figura 33), pois agregou 

resultados significativos tanto para antividade anti-inflamatória como para atividade 

antimicrobiana. 
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Figura 33 - Fluxograma com a evolução da pesquisa. 

 

 

Fonte: a autora. 
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6 CONCLUSÃO 

 De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que: 

 

• Na atividade antimicrobiana, os novos derivados N-acilhidrazônicos substituídos 

JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18 em estudo demonstraram atividade diante das cepas 

bacterianas e de leveduras testadas;  

• O derivado N-acilhidrazônico JR-15 apresentou efeito sinérgico em associação 

com a norfloxacina frente a cepa de S. aureus SA-1199B e em associação a 

tetraciclina frente a cepa S. aureus SA IS-58 podendo ter inibido as bombas de 

efluxo NorA e Tet(k) respectivamente; 

• O derivado N-acilhidrazônico JR-17 apresentou efeito sinérgico em associação ao 

brometo de etídio frente a cepa de S. aureus SA-1199 demonstrando assim 

potencial como um possível inibidor de bomba NorA; 

• O derivado N-acilhidrazônico JR-18 apresentou efeito sinérgico em associação ao 

brometo de etídio frente as cepas de S. aureus SA-1199 e SA-RN4220 e em 

associação com a norfloxacina frente a cepa de S. aureus SA-1199B 

demonstrando assim potencial como um possível inibidor das bombas de efluxo 

NorA e MsrA; 

• Os derivados N-acilhidrazônicos substituídos não causaram danos às membranas 

dos eritrócitos de camundongos e não apresentaram efeitos citotóxicos nas células 

testadas;  

• Os derivados N-acilhidrazônicos substituídos apresentaram atividade anti-

inflamatória in vitro através da inibição da produção de NO e das citocinas 

inflamatórias IL-18 e TNF α; 

• No ensaio toxicológico não clínico, os derivados N-acilhidrazônicos substituídos 

não apresentaram morte nem alterações significantes nos parâmetros analisados 

capazes de inferir toxicidade;  

• Os novos derivados N-acilhidrazônicos substituídos reduziram a quantidade de 

neutrófilos e inibiram significativamente a inflamação na Lesão Pulmonar Aguda 

induzida por LPS, mostrada através das porcentagens de inibição da inflamação, 

com destaque para o JR-17 e JR-18; 



112 
 

• Nas análises histológicas do tecido pulmonar dos animais, foi possível observar 

que nos tratados com JR-13 e JR-15, ocorreu uma diminuição da presença de 

infiltrado leucocitário e discreta diminuição da espessura da parede alveolar. E nos 

tratados com JR-17 e JR-18, ocorreu diminuição do dano alveolar com 

restruturação tecidual;  

• Os derivados JR17 e JR18 diminuiram a reatividade para os marcadores COX-2 e 

iNOS, o que indica uma diminuição no processo inflamatório em relação com o 

grupo LPS. 

• A quantidade de NO acumulada no LBA foi inibida significativamente nos grupos 

tratados com os derivados N-acilhidrazônicos substituídos; 

• Os grupos tratados com os derivados N-acilhidrazônicos apresentaram um padrão 

de redução similar a dexametasona nos níveis da mieloperoxidase e reduziram 

significativamente os níveis de malondialdeído nos pulmões dos animais quando 

comparados ao grupo LPS; 

• Os derivados JR17 e JR18 diminuiram os níveis das citocinas inflamatórias IL-6, 

IL-18 e TNF-α e aumentaram os níveis das citocinas anti-inflamatórias IL-4 e IL-

10; 

• O derivado N-acilhidrazônico JR-18 apresentou resultados mais promissores 

diante dos outros derivados testados em relação a capacidade dual, pois agrega 

resultados relevantes em relação as atividades antimicrobiana e anti-inflamatória. 
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ANEXO A – Comitê de ética em uso animal 
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