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RESUMO

Os derivados N-acilhidrazénicos sdo estruturas amplamente utilizadas na
guimica medicinal devido a sua facilidade de sintese e por exibirem um amplo leque
de atividades farmacolégicas descritas na literatura. O objetivo da pesquisa foi avaliar
o possivel efeito dual de derivados N-acilhidrazénicos JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18
como anti-inflamatdérios e antimicrobianos. A atividade antimicrobiana foi testada frente
a microrganismos Gram-positivos, Gram-negativos, leveduras e isolados clinicos. A
atividade citotoxica foi avaliada em células normais e a atividade anti-inflamatéria foi
avaliada em modelo animal de lesdo pulmonar aguda (LPA) induzida por
lipopolissacarideo (LPS). Na avaliacdo da atividade antimicrobiana, os resultados
obtidos para bactérias e leveduras para a Concentracao Inibitéria Minima variaram de
250 e 150 pg/mL, respectivamente, Concentragao Bactericida Minima e Concentagao
Fungicida Minima variaram de 500 e 250 ug/mL, respectivamente. Na avaliagdo da
inibicdo 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 n&o apresentaram
alteragdes sugestivas de toxicidade in vitro e in vivo. Na atividade anti-inflamatéria in
vitro houve inibigao da producao de NO e baixa producao de IL-18 e TNF-a. No modelo
da LPA, os derivados JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18 reduziram a migragao celular com
porcentagem de inibicdo da inflamacdo de 62,8%; 40,9%; 83,2% e 86,9%,
respectivamente, em relagdo ao controle. Os derivados também reduziram as
concentragdes de NO no lavado broncoalveolar e atividade da MPO e MDA no tecido
pulmonar. O efeito anti-inflamatério foi confirmado através das analises histologicas
do tecido pulmonar e na analise imuno-histoquimica foi observado a diminui¢cao da
reatividade para os marcadores COX-2 e INOS. Os derivados JR17 e JR18 diminuiram
0s niveis das citocinas inflamatérias IL-6, IL-18 e TNF-a e aumentaram os niveis das
citocinas anti-inflamatoérias 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 indugdo de varias caracteristicas patogénicas importantes da LPA
induzida pelo LPS, sugerindo uma agdo dual como anti-inflamatérios e
antimicrobianos, e como baixa toxicidade, especialmente o JR-18.

Palavras-chaves: inflamacgao; N-acilhidrazonas; inflamacédo 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 pg/mL, respectively, Minimum Bactericidal Concentration and Minimum
Fungicide Concentration ranged from 500 and 250 ug/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-a.
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-a 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; Ilung inflammation; COVID-19;

antimicrobials; efflux pump.
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1 INTRODUGAO

A inflamacao é considerada uma caracteristica importante e onipresente nas
doencas respiratorias das vias aéreas, como a lesdo pulmonar aguda (LPA) e
sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA), doengas vasculares e sepse
(BOCHAROQV et al., 2016; ZENG et al., 2017). A inflamagédo pulmonar ocorre em
resposta a patégenos bacterianos, virais, metazoarios e fungos, além de poluentes
ambientais. No pulméo, a inflamagédo aguda desregulada pode resultar em lesdo que
contribui para fibrose pulmonar e prejudica gravemente os processos de troca de
gases essenciais, e se nao resolvida, pode progredir para inflamagao crbnica, que
ocorre em doencgas pulmonares, como LPA/SDRA, asma, fibrose cistica (FC) e doenca
pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) (ROBB et al., 2016).

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

criticos observados em unidades de terapia intensiva em todo o mundo. Embora
muitos avancgos significativos tenham sido feitos em relagao a estratégia terapéutica e
ao entendimento da fisiologia respiratéria associada, essas doengas ainda possuem
alta morbidade e mortalidade em pacientes criticos, como os que estdo em Unidades
de Terapia Intensiva e que apresentam comorbidades (BOCHAROV et al., 2016).
Na atualidade, € evidente que a resisténcia aos antibidticos € um dos principais
problemas de saude, com forte impacto clinico e econémico. Patégenos que
apresentam resisténcia a pelo menos trés classes diferentes de antimicrobianos,
definidos como multirresistentes, tornaram-se comuns, especialmente no ambiente
hospitalar, para as quais ha uma demanda urgente por novos tratamentos (TERRENI;
TACCANI; PREGNOLATO, 2021).

As abordagens terapéuticas utilizadas atualmente para o tratamento da
inflamagdo sao focadas na supressao, bloqueio ou inibicdo de mediadores
inflamatérios. Dentre estas terapias, destacam-se os anti-inflamatoérios ndo esteroides
(AINEs), que sao farmacos que inibem a ciclo-oxigenase (COX), consequentemente
bloqueiam a formagdo de mediadores inflamatoérios, como as prostaglandinas. Nos
ultimos anos, a seguranga na utilizagdo dos AINEs na pratica clinica tem sido
questionada, tendo em vista seus efeitos colaterais com uso continuo, especialmente
dos inibidores seletivos da ciclo-oxigenase-2 (COX-2), o que levou a remogao de
alguns farmacos do mercado (MUSOLINO et al., 2017). E os corticosteroides podem

ser prejudiciais nos estagios iniciais da infecgcdo (WONG et al., 2020).
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Os derivados N-acilhidrazénicos apresentam grupos farmacoféricos
importantes que os tornam candidatos a farmacos com atividade anti-inflamatdria,
com toxicidade minima e capaz de atuar como subunidade funcional em diferentes
classes farmacéuticas. Por isso, tem despertado o interesse de muitos pesquisadores
(GUEDES et al., 2016), (YAMAZAKI et al., 2021). Essas substancias, que contém em
suas estruturas uma porgdo hidrazona, tém sido relatadas na literatura como
inibidores da COX e 5-lipoxigenase (5-LOX), esses achados direcionam para uma via
terapéutica e o desenvolvimento de derivados biologicamente ativos candidatos a
novos farmacos (REIS et al., 2011).

Diante de todos esses fatores apresentados e levando em consideracdo os
resultados promissores de atividade anti-inflamatéria ja alcangados em estudos
preliminares com os derivados N-acilhidrazonicos, este trabalho se propde a investigar
a toxicidade (toxicidade aguda e citotoxicidade) e as atividades antimicrobiana e anti-
inflamatéria de novos derivados N-acilhidrazénicos substituidos. Como muitos
processos inflamatérios sdo agravados por infecgao associada, a buscar um farmaco
dual, que agregue atividades antimicrobiana e anti-inflamatéria, visando ampliar o

leque de novas opgoes terapéuticas em pacientes criticos, € de extrema importancia.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a capacidade dual de derivados N-acilhidrazdnicos substituidos com

potencial acao anti-inflamatdria e antimicrobiana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar a atividade antimicrobiana e a acao inibidora da bomba de efluxo NorA,
MsrA e Tet(k) dos novos derivados N-acilhidrazénicos substituidos;

e Avaliar a citotoxicidade e a toxicidade aguda nao clinica dos novos derivados N-
acilhidrazénicos substituidos;

e Avaliar a atividade anti-inflamatéria in vitro dos derivados em macréfagos murinos;

e Avaliar o efeito dos derivados N-acilhidrazénicos sobre Lesdo Pulmonar Aguda
induzida por LPS em camundongos;

e Realizar analises histopatoldgicas e imunohistoquimicas do tecido pulmonar de
animais induzidos por LPS e tratatos com os derivados em estudo;

e Avaliar o efeito dos derivados sobre a produgéo de oxido nitrico (NO) no lavado
broncoalveolar de animais tratados com LPS;

e Avaliar da atividade da mieloperoxidase (MPO) no tecido pulmonar de animais
tratados por LPS;

e Avaliar o estresse oxidativo no tecido pulmonar dos animais tratados por LPS,
através da determinacgao dos niveis de malondialdeido (MDA);

e Quantificar os niveis das citocinas IL-4, IL6, IL-10, IL-18 e TNF-a no tecido

pulmonar de animais induzidos com LPS e tratados com os derivados.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 PROPRIEDADES BIOLOGICAS DAS ACILHIDRAZONAS

As N-acilhidrazonas séo subestruturas privilegiadas amplamente utilizadas na
guimica medicinal em projetos de candidatos a farmacos e que geralmente sdo
produzidas por uma reacdo de condensacdo entre aldeidos ou cetonas com
hidrazidas. A funcionalizacdo adequada dessa classe de moléculas pode produzir
diversos compostos bioativos com perfis farmacolégicos distintos, resultantes da
modulacéo seletiva de diferentes alvos (THOTA et al., 2018).

Atualmente, a funcdo N-acilhidrazona (Figura 1) tem sido um dos grupos
funcionais mais utilizados na quimica medicinal, tendo sido identificado em um grande
namero de compostos promissores que atuam em Varios tipos de alvos moleculares
(THOTA et al., 2018). Esse grupo funcional tem atraido grande atencéo devido a sua
facilidade de sintese e por possuir diversas atividades bioldgicas, tendo sido
amplamente utilizado como componente de varios agentes com propriedades
antitumorais devido ao seu esqueleto flexivel e a presenca de doadores e aceptores
de hidrogénio. A maioria das acilhidrazonas antitumorais agem atraves da inducéo de

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

Figura 1 - Via sintética basica para a preparacao de N-acilhidrazonas

O

0 O . .
Catalisador acido 1
N R N
R1)J\R? + H2 \HJJ\ 3 - \~// \QJJ\RS
2

4 R CoHsOH :
R

N-acilhidrazona

FONTE: adaptado (THOTA et al., 2018).
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As N-acilhidrazonas tém exibido um amplo leque de atividades farmacoldgicas,
como as atividades antimicrobianas, antivirais, antitumorais, anti-inflamatorias,
analgésicas, antiprotozodrias, antitromboticas e antioxidantes (CERQUEIRA et al.,
2019). Devido a sua facilidade de sintese e por apresentarem diversas atividades
biolégicas, tem grande potencial na pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos
(SHEN, XIAOYAN; WANG, YANG; YIN, KAIYUE; SHENG, 2020).

Segundo Thota et al. (2018) os medicamentos: nitrofurazona, nitrofurantoina,
carbazocromo, testosterona 17-enantato 3-acido benzilico hidrazina, nifuroxazida,
dantroleno e azumolene séo relacionados as N-acilhidrazonas, foram aprovados e ja

sao utilizados como terapéuticos em varios paises.

3.1.1 Acilhidrazonas com atividade anti-inflamatéria

A Tabela 1 apresenta as pesquisas realizadas nos ultimos 5 anos de N-
acilhidrazonas com atividade anti-inflamatoria, ap6s analise detalhada dos artigos
selecionados, mostrando a N-acilhidrazona estudada, o tipo de estudo, a atividade,
metodologia empregada na pesquisa, a conclusdo apdés andlise dos resultados

encontrados nos estudos e as referéncias.
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Tabela 1 - Estudos selecionados para a revisao de literatura acerca das N-acilhidrazonas com atividade anti-inflamatéria

N-acilhidrazona Tipo de Objetivo Metodologia Conclusao Referéncia
estudo

LASSBio-1828 In vivo atividade anti- | Edema de pata induzida | Bloqueio da migragdo | (CORDEIRO et
(aminopiridinil - N- inflamatoria por formalina e migracao | celular e reducédo da | al., 2020a)
acilhidrazona) celular induzida por | produgao de

carragenina no bolsao de | mediadores.

ar subcutaneo
LASSBio-1524 e seus | In vivo atividade anti- | Colite, que mimetizam a | Redugcdo da secregao | (CORDEIRO et
analogos  (LASSBio- inflamatoria doenca de Crohn | do fator de necrose | al., 2020b)
1760, LASSBio-1763 e (induzida  por  acido | tumoral-a, IL-18, IL-6,
LASSBio-1764) dinitrobenzeno) e colite |IL-12 e IFN-y e

ulcerativa (induzida por | aumento da secregao

sulfato de dextrano de | de IL-10, protecdo da

sédio) em camundongos. | homeostase

gastrointestinal.

LASSBIo 1823, | In vivo atividade anti- | Migragao celular | LASSBio -1824 foi o | (FREITAS et al.,
LASSBio 1824, inflamataria induzida por carragenina | melhor inibidor de p38a | 2018)
LASSBio 1827 e no bolsdo de ar | MAPK, com ICso = 4,45
LASSBio 1832 subcutaneo MM, e também se
(derivados naftil-N- mostrou como prototipo




25

acilhidrazona) mais promissor com

boas acoes anti-

inflamatérias e anti-

TNF-a
SintMed65 (N '- [(1E) - | In vivo atividade anti- | Modelo de camundongo | Redugéao da | (CERQUEIRA et
3- (4- inflamatoria com inflamagao alérgica | celularidade e o numero | al., 2019)
nitrofenilhidrazono)] - das vias aéreas induzida | de eosindfilos no lavado
(2E) -propan-2-ilideno- por ovalbumina broncoalveolar, reducéo
3,5- da producao das
dinitrobenzohidrazida) citocinas Th2 IL-4, IL-5

e IL-13 no BALF e a

expressao dos genes

IL-4, IL-10 e CCL8 no

pulmao
LASSBio-1586 In vivo comportamento Atividade antinociceptiva | LASSBio-1586  exibiu | (SILVA et al,

nociceptivo e a |- testes de contorcdo | um potencial | 2018)

atividade anti-

inflamatoria

induzida por  acido
acético e de nocicepcao
induzida por formalina.

Atividade

inflamatoria - métodos de

anti-

antinociceptivo e anti-
inflamatério relevante e

atuou em varios alvos
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inflamagédo aguda e

crbnica induzida por

diferentes produtos
quimicos  (carragenina,

histamina, oleo de
créton, acido

araquidénico) e agentes

fisicos (pellet de
algodao)
(E)-N'- (3,4- In vivo atividade Culturas de macrofagos, | LASSBio-1386 possui
dimetoxibenzilideno) - imunomoduladora | Modelo de  choque | uma potente atividade | (GUIMARAES et
4- e anti-inflamatéria | endotéxico induzido por | imunomoduladora al., 2018)
metoxibenzohidrazida LPS em camundongos, | mediada por sua agao
(LASSBIio-1386) in vitro e Modelo de |inibidora de PDE-4 via
hipersensibilidade do tipo | inibicdo da via NF-kB e
retardado induzido por |pode ser uti no
BSA. tratamento de doencas
inflamatadrias ou
imunomediadas
Derivados indol-N- | In vivo | Atividade anti- | Ensaios de citotoxicidade | Atividade anti- | (MORAES et al.,
acilhidrazona and inflamatoria com macrofagos murinho | inflamatoéria foi | 2018)
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in vitro

da linhagem celular J774

e linfoproliferagao

avaliada; sao potenciais
agentes para atuar na
fase celular do processo
de

supressao do edema de

inflamacgéo; a

pata de camundongo foi

observada na fase

tardia (fase celular);
sobre o

inibicado de COX-1 e
COX-2 indica um como
um inibidor seletivo de

COX-2.

4- (nitrofenil) hidrazona

de N-acilhidrazona

In
and

in vitro

vivo

Atividade

inflamatoria

anti-

Ensaios de citotoxicidade
com macrofagos murinho
da
J774, linfoproliferacéo e

linhagem celular

peritonite aguda em

camundongos.

A atividade

inflamatéria: modulacao

anti-

da secrecao de IL-1B e
da

prostaglandina E2 em

sintese

macréfagos e inibigéo
da da

calcineurina fosfatase

atividade

(MEIRA et al.,
2018)
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em linfécitos. O
SintMed65

administrado via oral,

composto

inibiu a infiltracédo de

neutrofilos em um

modelo agudo de
peritonite em
camundongos.

Hibridos

multifuncionais de N -

benzil-piperidina-aril-

acil-hidrazona
hibridos de
acilhidrazona-

donepezil

e

aril-

Atividades

alvo relacionadas

multi-

a doenca de

Alzheimer

Atividade anti-

inflamatoria

Citotoxicidade in vitro em

células mononucleares
de sangue periférico
humano (PBMCs),

células HepG2 de figado
humano e células SH-

SY5Y neuronais.

Atividade anti-
inflamatéria  in  vivo
(Nocicepgéo induzida por
formalina, edema de pata

induzido por

Os compostos 4c¢ e 49
exibiram atividade anti-
inflamatoria
concomitante in vitro e
in vivo, contra
neuroinflamacéao
induzida por oligbmero
beta amiléide (ABO); 4c
e 4g inibiram a COX-1/2
e a liberacdo de TNF-a
em células microgliais

ativadas.

(DIAS VIEGAS
et al., 2018)
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carragenina)

Derivados de N-
acilhidrazonas
LASSBi0-294 e
LASSBi0-897

Efeito

gastroprotetor

Atividade anti-

inflamatoria

Modelo de lesdo gastrica
induzida por etanol em
camundongos foram
investigados com relacao

a via NO/cGMP/Karp

Os derivados reduziram
significativamente a
area microscopica e
macroscopica da leséo,
restauraram o0s niveis
de GSH, MDA e
hemoglobina,

reduziram a atividade
de MPO e as
concentragdes de
nitrato e nitrito nas
amostras de estdbmago
ap6s a administragao
de etanol e reduziram

os niveis de TNF-a e IL-

1B.

(DA SILVA

MONTEIRO
al., 2019)

et

Derivados de
isoxazolina-acil-
hidrazona: N'-(4-

metoxibenzilideno)-6-

Atividade anti-

inflamatadria

Modelo de bolsdo de ar
induzido por carragenina;
Edema de pata induzido

por diversos agentes

Os resultados indicam
que R-99 e R-123
apresentam  atividade

anti-inflamatéria

(MOTA et
2019)

al.,
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(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)

flogisticos;

Permeabilidade vascular
induzida pelo acido
acético e

Um estudo docking com
o receptor H1 da
histamina humana para
investigar a potencial
atividade anti-

histaminica.

promissora relacionada
a sua capacidade de
inibir a producdo de
TNF-a, IL-18 e amina
vasoativa, além de
reduzir a migragcao de
leucécitos e inibir a
degranulagao de

mastocitos.

Andlogos de N-(2-
benzamidoferuloil) Aril-

hidrazona (3a-l)

Atividades
inflamatéria,
analgésica

antioxidante

anti-

e

Edema de pata e
contorcbes abdominais
(in vivo);

Determinacdo da I1C50,
métodos de peroxidacao
lipidica e de eliminagao
de DPPH (in vitro);

Docking

Reducédo do edema de
pata, boas pontuagdes
de docking, boa
atividade no teste de

contorcoes e na

atividade anti-
inflamataria e
apreciavel potencial

antioxidante com

(SOUJANYA et
al., 2018)
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afinidades de multiplos

alvos.

Filmes CHI contendo
(Z2)-N'-(1H-indol-3-
il)metileno)-2-

cianoacetohidrazida

Inflamacéo tépica

Ensaio de citotoxicidade
por difusdo em agar e
viabilidade celular com a

linhagem celular L929

O sistema CHI + JR19
influenciou
positivamente as
propriedades
mecanicas € conferiu
melhor compatibilidade
com ambientes
biolégicos, mostrando
potencial para tratar

inflamagdes cutaneas.

(WANDERLEY
et al., 2020)

N -fenil sulfonamida
ligada N -
acilhidrazonas (NPS-

NAH)

Atividades anti-
inflamatoria,
antioxidantes e

antimicrobiana

Ensaio COX-1 e COX-2
in vitro; Atividade anti-
inflamatéria  in vivo
(Edema de pata em rato
induzido por
carragenina); Ensaio de
antioxidante DPPH (2,2-
hidrazil);

Determinacéao da

difenil-1-picril

Novas N sulfonamida -
fenil ligada N -acil-
hidrazonas (NPS-NaH)
como novos potenciais
agentes anti-

inflamatorios.

(GORANTLA et
al., 2017)
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atividade antibacteriana
(método difusdo em
agar) e docking

molecular
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3.2 INFLAMAGAO

3.2.1 Fisiopatologia da Inflamacgao

O processo inflamatdrio € caracterizado pela producéo de fluidos, substancias
quimicas e células lesadas, com alteragdes vasculares, recrutamento e ativacédo de
leucécitos para induzir o reparo celular, levando a alteragdes teciduais e funcionais
que sdo 0s cinco sinais principais no processo inflamatério: calor, vermelhidao,
edema, dor e perda de funcdo. O calor e a vermelhiddo sdo consequéncias da
vasodilatagdo e o aumento da temperatura pelo maior fluxo sanguineo. O edema é
consequéncia do aumento da permeabilidade vascular que permite o extravasamento
vascular de liquidos e a formagao do edema (ETIENNE, R.; VIEGAS, F. P. D.; VIEGAS
JR., 2020).

Ainflamacéo é geralmente descrita com a fase aguda e a fase crénica, embora
haja sobreposicao entre esses processos. Na fase aguda, leucdcitos, principalmente
granuldcitos, migram ao longo de um gradiente quimiotatico para o local da lesao que
€ mediado por citocinas e proteinas de fase aguda, com o objetivo de remover o
agente inflamatorio, o estimulo ou as células danificadas pela les&o e iniciar a cura
(GERMOLEC et al., 2018).

A inflamacdo aguda é classificada de acordo com as caracteristicas do
exsudato, de acordo com o tipo, duragéo e intensidade da agressédo. Os mediadores
envolvidos no processo agudo sdo as aminas vasoativas, metabdlitos do acido
araquidénico, que incluem as prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos, o fator de
ativacao plaquetaria (FAP), quimiocinas, fator de necrose tumoral (TNF), e citocinas,
com as interleucinas (IL) IL-1B, IL-6 e IL-18 (NASURUDDIN., 2022).

Aresposta inflamatéria aguda € uma fase complexa, mas segue uma sequéncia
altamente coordenada de eventos envolvendo moléculas, alteragdes celulares e
fisiolégicas para neutralizar, inativar e eliminar o agente causador da inflamacgao,

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

Figura 2 - Componentes da resposta inflamatéria aguda e cronica e suas principais fungdes.

Macwlgs Eliminagao de micrébios,
e — — tecido morto
b ey X Fonte Resposta */ . FONte de mediadores
Mastécito (48 =t de mediadores imune (citocinas, outros)
L ? (histamina, outros) ‘P, Papel na resposta
ST imune

Musculo

liso S i

ar
. Q0 Qo
VASOS ) & Q
‘ Q9
! Leucocito Proteinas
polimorfonudear  plasmaticas

Fonte de mediadores

(6xido nitrico,

Endotélio .. citocinas, outros)

Membrana— s
basal

@ L0 Y,
° Poacaaa0®
[ Enmi i < ) 200%00ec
d‘ Sordt Compl to: mediadores da infl. ¢é ’ Células
@ microbios, eliminagd@o de micrébios. < e proteinas
tecido morto | | Fatores da coagulagéo e cininogénios: damatiz 0] Repato_

Aiacd

" es extracelular

5 |  Fibroblastos

Fonte: Adaptado (ROBBINS, 2016)

As respostas inflamatérias agudas sao iniciadas por lesao, infecgao e irritagao,
que, por sua vez, protegem o hospedeiro de infecgbes sistémicas e ajudam a restaurar
a homeostase tecidual. Tipicamente, eventos moleculares e interagdes celulares
prevalecentes durante respostas inflamatérias agudas sao eficientes em minimizar
lesdo iminente, infeccdo ou irritagdo, o que leva a importante restauragdo da
homeostase tecidual e, assim, completa resolugéo da resposta inflamatoéria aguda. No
entanto, se uma resposta inflamatéria aguda € montada descontroladamente em
termos de magnitude ou duracao, pode levar a doenga crénica (ROBB et al., 2016;
WONG; MAGUN; WOOD, 2016).

A inflamagao quando é persistente é caracterizada pela ocorréncia simultanea
da ativacdo inflamatoria e destruigdo tecidual, como resultado de uma prolongada
exposicao a estimulos inflamatoérios, podendo levar a fase crénica, na qual as
populagdes ativas de células imunes mudam para expressar um fendtipo
mononuclear, e podem ocorrer danos nos tecidos e fibrose (OISHI; MANABE, 2018).

A inflamagdo crbénica pode contribuir para o desenvolvimento de varias
doengas, incluindo artrite, asma, aterosclerose, doengas autoimunes, diabetes e

cancer. O processo inflamatoério envolve multiplos sistemas fisiolégicos, sendo que, o



35

sistema imunoldgico desempenha um papel central responsavel pelas informacdes
detalhadas sobre as células, as moléculas da superficie celular e os mediadores
inflamatérios (GERMOLEC et al., 2018).

O processo cronico também pode envolver interagcbes complexas entre
diferentes células e seus mediadores secretados, como as citocinas IL-17, IL-12 e IL-
23. Neste processo, os macrofagos aparecem dispersos em varios tecidos
conjuntivos, figado, baco, linfonodos e no sistema nervoso central, e constituem o
sistema de fagdcitos mononucleares, que atua como um filtro para materiais
particulados, microrganismos e ceélulas senescentes, com fungdo de eliminar
microrganismos nas respostas imunes humorais e celulares (FANONI et al., 2019).

Durante uma resposta inflamatéria, os macrofagos podem ser ativados pela via
classica induzida por endotoxinas, no caso de uma injuria por patégeno (bactérias,
fungos, virus, etc.). Uma vez ativados, os macrofagos produzem enzimas lisossomais
como a NADPH-oxidase, aumentando sua capacidade de destruir organismos por
fagocitose e secretar outras citocinas que estimulam a inflamagao, sendo, portanto,
células especialmente importantes na defesa do hospedeiro contra infeccdes
microbianas. Os macréfagos podem ser ativados pela via alternativa onde estes sao
induzidos por citocinas, como as interleucinas IL-4 e IL-3 sintetizadas por linfécitos T
(ETIENNE, R.; VIEGAS, F. P. D.; VIEGAS JR., 2020). No contexto da inflamacgao, o
aumento de linfocitos, de células fagociticas infectadas, a instalacdo de doencgas
autoimunes ou a incapacidade de amortecer a resposta imune, além da malignidade,
sdo consideradas consequéncias de morte celular, tais como apoptose, necrose,

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

3.2.2 Mediadores do Processo Inflamatério

Mediadores inflamatérios sdo moléculas produzidas por células ativadas que
intensificam e prolongam a resposta inflamatéria (BRANCO et al.,, 2018). Uma
variedade de mediadores quimicos presentes no sistema circulatorio esta envolvida
no processo inflamatério além de, células inflamatérias que liberam as citocinas, o
tecido lesado que contribuem ativamente e ajustam a resposta inflamatoria
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). Os mediadores quimicos liberados incluem
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aminas vasoativas como histamina e serotonina, peptideo como bradicinina e
eicosanoides como tromboxanos, leucotrienos e prostaglandinas.

A histamina é liberada em pequena quantidade para manter a resposta de fase
aguda durante o processo de inflamacdo. A serotonina é produzida através da
descarboxilacédo do triptofano e é armazenada no granulo. Em murinos, a serotonina
esta disponivel em granulos basofilicos, enquanto em humanos, esta presente nas
plaguetas (WEISSMANN, 2013). A bradicinina pode aumentar a sintese de
prostaglandinas e produzir dor localmente (RASKIN; MEYER, 2016).

Os eicosanoides sdo um dos principais mediadores biologicamente ativos da
inflamacdo, tém como precursor o acido araquidénico (AA) que € o principal
componente dos fosfolipidios da membrana em todas as células. Entre os
eicosanoides estdo 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 - Metabdlitos do acido araquidénico e eicosanoides.
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A producédo da proteina 5-LOX ocorre principalmente nas células imunes de
origem mieldide: células mononucleares, como macrofagos e linfocitos e leucocitos
polimorfonucleares, como neutroéfilos e eosindfilos. Essas células desempenham um
papel vital nas reacdes inflamatodrias das respostas imunologicas (OKUNO, 2020). A
enzima 5-LOX inicia a biossintese dos leucotrienos (LTs), potentes mediadores da
resposta inflamatéria, com uma reacdo em duas etapas que se inicia com a
oxigenacdo do substrato acido araquidénico para gerar o intermediario 5- acido S-
hidroperoxieicosatetraendico (5- S- HPETE) (GILBERT et al., 2020).

A ciclo-oxigenase é uma enzima envolvida na sintese das prostaglandinas
(PGs) pro-inflamatérias e tromboxanos (TXs) e na conversdo do acido araquidonico
em prostaglandina H2, como primeira etapa dos processos inflamatorios
(ABDULKHALEQ et al., 2018). Foram identificadas, trés isoformas de enzimas COX,
como COX-1, COX-2 e COX-3, essas isoenzimas tém diferentes caracteristicas
enzimaticas e padrdes de expressao génica distintos (JAFARNEZHAD-ANSARIHA et
al., 2018). A COX-1 é amplamente expressa em grande quantidade de tecidos, sendo
responsavel pela producédo fisiologica de prostanoides, agregacdo plaquetaria,
manutencado da homeostase e da integridade da mucosa gastrointestinal. A presenca
de COX-1 foi demonstrada tanto no trato respiratério superior como no inferior, bem
como na pleura (BAIGENT et al., 2013).

A COX-2 participa de processos fisiologicos e patoldgicos. No periodo pos-
natal, a expressdo de COX-2 é baixa e limitada ao epitélio brénquico e alvéolos
pulmonares, também esta associada a inflamacédo ou alteracdes proliferativas no
epitélio das vias aéreas, incluindo pneumonia e cancer de pulmao. Semelhante a
COX-1, a COX-2 desempenha um papel importante na inflamacao pulmonar alérgica
e na asma (LANOCHA-ARENDARCZYK et al., 2018). A intensidade da inflamacéao,
por exemplo, nos tecidos pulmonares, depende da funcionalidade do sistema
imunolégico. Na pneumonia, a imunidade inata do tecido pulmonar pode ser regulada
pelo aumento da expresséao de citocinas, quimiocinas e ciclo-oxigenase (LEE; YANG,
2013).

As prostaglandinas (prostaglandina E2 e prostaglandina b) sdo envolvidas na
conservagdo do processo inflamatério, aumentando a permeabilidade vascular e
fortalecendo a expressdo de outros mediadores inflamatérios, como quinina,
serotonina e histamina, contribuindo assim para a vermelhiddo, aumento do fluxo

sanguineo, e exsudacéao de plasma na area de inflamacdo aguda que leva ao edema,
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produzem hiperalgesia ao afetar as fibras C aferentes e atuam nos neurdnios da rede
termorreguladora do hipotadlamo, causando um aumento na temperatura corporal
(ABDULKHALEQ et al., 2018).

As doencas inflamatérias das vias aéreas e pulmonares, como asma ou doenca
pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) séo caracterizadas por inflamac¢éo cronica.
Muitas das proteinas alvo inflamatodrias conhecidas, como a metaloproteinase-9 da
matriz (MMP-9), molécula de adeséo intercelular-1 (ICAM-1), molécula de adeséao
celular vascular-1 (VCAM-1), ciclo-oxigenase-2, e fosfolipase citosélica A2 (PLA2c),
estdo associados a vias de sinalizacao inflamatorias induzidas por varios estimulos,
incluindo fator de necrose tumoral (TNF- a), interleucina-1  (IL-1 ), adenosina-5'-
trifosfato (ATP), extrato de fumaca de cigarro, acido lipoteicdico (LTA) ou
lipopolissacarideo (LPS) (LEE; YANG, 2013).

3.2.2.1 Oxido Nitrico

O oxido nitrico (NO) € uma importante molécula de sinalizagdo celular que
participa de diversas fun¢des fisiologicas que envolvem a vasodilatagdo, o
relaxamento do musculo liso, a neurotransmissdo e a resposta imune. O NO é
produzido por uma familia de enzimas chamadas 6xido nitrico sintases (NOSSs) pela
oxidacao de L-arginina (L-Arg) a L-citrulina. Existe em trés isoformas, NOS neuronal
(nNNOS), NOS endotelial (eNOS) e NOS induzivel (iNOS). A nNOS é encontrada
principalmente no sistema nervoso e é necessaria para a sinalizacdo neuronal,
enquanto a eNOS esta localizada no endotélio e é essencial para vasodilatacdo e
controle da pressao arterial. A INOS, por outro lado, sé é expressa quando a célula é
induzida ou estimulada, normalmente por citocinas proé-inflamatérias e / ou
lipopolissacarideo bacteriano (LPS) (CINELLI et al., 2020).

O o6xido nitrico desempenha um papel fundamental no desenvolvimento da
inflamacé&o sendo considerado um mediador pré-inflamatério em situacées anormais,
apesar de atuar como um agente anti-inflamatério em condic¢es fisioldgicas normais.
A INOS secreta NO como um mediador inflamatorio, resultando em vasodilatacdo no

local da inflamacdo e edema. Portanto, a inibicdo da producdo de NO por meio da
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inibicdo da atividade da enzima iINOS e/ou da expressdo da proteina pode ser uma

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

3.2.2.2 Mieloperoxidase

A mieloperoxidase (MPO) é uma peroxidase humana presente principalmente
em granulos de neutroéfilos, mondcitos e macrofagos (HU et al., 2021; VANHAMME et
al., 2018). E a Gnica enzima capaz de gerar acido hipocloroso (HOCI), agente oxidante
necessario no combate de patdégenos invasores, em quantidades relevantes
(VLASOVA, 2018). Além disso, a MPO, esta presente na formacao das armadilhas
extracelulares de neutréfilos (NETs), que sdo estruturas constituidas principalmente
de fibras de cromatina e proteinas de granulos citoplasméticos, que auxiliam na
defesa contra os microrganismos (KHAN; ALSAHLI; RAHMANI, 2018).

A MPO atua doando prétons ao peroxido de hidrogénio (H202) na presenga de
ions cloreto, gerando HOCI (TJONDRO et al., 2021). Este, mesmo em pequenas
concentragdes, é responsavel por causar danos celulares e destruigdo de tecidos, se
difundindo pelo plasma e inibindo enzimas como a creatina quinase e lactato
desidrogenase. Além disso, causa disturbios no processo energético, pois o HOCI
interage com o ATP (NDREPEPA, 2019).

Apesar de sua grande importancia no sistema imunolégico, ajudando na cura
de doencas, quando h& uma exacerbacgéo da producéo de agentes oxidantes, a MPO
estd associada a causa ou progressao de varias doencas, devido a sua propriedade
de intensificar a inflamacao e causar injuria aos tecidos, através do dano causado no
DNA das células, mesmo na auséncia de infeccdo (KHAN; ALSAHLI; RAHMANI,
2018). Como por exemplo na hipertensao arterial pulmonar, na artrite reumatoide, em
doencas neurodegenerativas, em doencas cardiovasculares, na obesidade, diabetes
e na aterosclerose (KOCH et al., 2021).

A mieloperoxidase produzida durante estados inflamatorios € liberada no soro,
embora em condi¢cdes ndo inflamatoérias a MPO ndo seja encontrada nos espagos
extravasculares, uma das primeiras consequéncias da inflamacéo é a localizagdo da
atividade da MPO nos locais de infiltracao de neutrofilos (VANHAMME et al., 2018).
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3.2.2.3 Malondialdeido (MDA)

A peroxidacéo lipidica aumentada ocorre durante o estresse oxidativo, o qual
induz a uma superproducdo de espécies reativas de nitrogénio (RNS) ou espécies
reativas de oxigénio (ROS), que podem reagir com outras biomoléculas, como lipidios,
para gerar diferentes compostos, incluindo MDA. Sendo assim, a peroxidacao lipidica
representa uma das principais fontes de ROS. Os niveis plasméaticos de MDA,
portanto, refletem a significancia da peroxidacéo lipidica e a gravidade do estresse
oxidativo (CALDIROLI et al., 2020).

As fontes mais relevantes de MDA enddgeno estdo associadas a varios acidos
graxos poli-insaturados como acido araquidénico e linoléico, por meio de vias e
enzimas envolvidas na producdo de tromboxanos, prostaglandinas e glutationa
(GSH). Nas plaquetas, durante agregacdo plaquetaria induzida pelo &cido
araquidénico, ha a formacdo de grandes quantidades de MDA, que é inibida pelos
inibidores da COX, como acido acetilsalicilico e indometacina (PALIOGIANNIS et al.,
2018).

O MDA, produzido a partir da peroxidacdo lipidica aumentada durante o
estresse oxidativo, pode se ligar a biomoléculas autélogas, gerando assim epitopos
capazes de induzir respostas biologicas potencialmente indesejadas. Portanto, o
sistema imunologico desenvolveu mecanismos para proteger dos epitopos do MDA,
ligando-os e neutralizando-os por meio de efetores celulares e sollveis (BUSCH;
BINDER, 2017). Assim, o MDA é um marcador que caracteriza a peroxidacao lipidica
sisttmica na DPOC, e € medido como substancia reativa ao acido tiobarbitarico
(TBARS). O MDA pode reagir com os grupos amino livres (-NH2) de proteinas,
fosfolipidios e acidos nucléicos levando a modificacfes e alteracfes estruturais do

sistema imunoldgico e da cascata inflamatoria (PALIOGIANNIS et al., 2018).

3.2.2.4 Citocinas



41

As citocinas sao pequenas proteinas que sdo produzidas e secretadas por
guase todas as células, para regular e influenciar a resposta imune. A liberacdo de
citocinas pré-inflamatérias leva a ativacdo e producéo de células imunes, bem como
a liberacdo de mais citocinas. Portanto, a liberacdo simultanea de citocinas pré e anti-
inflamatérias sao obrigatérias em qualquer resposta imune (KANY; VOLLRATH;
RELJA, 2019).

As respostas imunes sdo moduladas por citocinas relacionadas as células T
auxiliares (Th) (KHORRAMI et al., 2022). Essas células contribuem para a regulacao
das respostas imunes, o desequilibrio nos subconjuntos de células T auxiliares
(Th1/Th2/Th17) e células T reguladoras (Tregs) podem contribuir na patogénese do
COVID-19. As células T CD4+ séo divididas em diferentes subtipos com base em sua
producdo de citocinas, incluindo células Thl (que produzem IFN-y, IL-2 e TNF-a),
células Th2 (IL-4, IL-5, IL-9, IL-13), células Th17 (IL-17, IL-22) e Treg (TGF-8, IL-10)
entre outros (GHAZAVI et al., 2021)

A via do TNF-a desempenha um papel fundamental nas doencas inflamatorias
agudas, a exemplo da LPA, a sinalizacdo desregulada do TNF-a provoca a morte
celular e ativa os neutréfilos e macréfagos residentes nos tecidos. Essas células
inflamatorias residentes ativadas secretam TNF-a e outras citocinas pro-inflamatorias,
como IL-1B, IL-6 e IL-8, que por sua vez recrutam leucdcitos polimorfonucleares
(PMNSs) para os tecidos danificados e agravam a cascata de sinalizagdo de morte
celular. Por outro lado, a via do TNF-a também é o principal regulador do reparo
tecidual apos lesdo aguda, ativa as vias de sinalizacdo p38 MAPK e NF-kB que
induzem a proliferacdo e diferenciacao celular, ativa células progenitoras residentes e
mobilizam células-tronco circulantes para regeneracao tecidual (LAl et al., 2019).

A interleucina-4 (IL-4) € uma citocina derivada de linfécitos Th2 que pode
induzir macrofagos M2 (TAKENAKA et al., 2021) e é a citocina chave que regula a
cascata inflamatéria na asma, desde a quimiotaxia de eosindfilos até a diferenciagéo
de células T auxiliares em células Th2. Desempenha papéis importantes na
modulacédo da resposta imune tipo 2, na troca de isotipos de IgM/IgG para IgE pelos
linfécitos B e no recrutamento de mastécitos, além de atuar na remodelacao 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 imunolégico, como linfocitos B, linfécitos T,
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macrofagos, células dendriticas, mondcitos, mastoécitos, fibroblastos e células
endoteliais. Os principais ativadores da expressao da IL-6 sédo a IL-1B e TNF-a, mas
muitos outros fatores podem contribuir para sua secrecao, como receptores Toll-like
(TLRs), prostaglandinas, adipocinas, resposta ao estresse e outras citocinas. Na fase
inicial da inflamacado infecciosa, a IL-6 € produzida por mondécitos e macréfagos
estimulados pelos TLRs, sendo um importante mediador de fase aguda (MAGRO,
2020).

Ainterleucina-10 (IL-10) € uma citocina anti-inflamatoria produzida por linfécitos
ativados, macrofagos e células dendriticas e podem inibir a ativacdo das células
imunes e estimular as ac6es imunossupressoras das células T reguladoras (Tregs)
além de reduzir a inflamacao (CZAJA, 2022). O receptor IL-10R é responsavel pela
sinalizacdo de IL-10 e é composto pelos dimeros alfa IL10Ra e beta IL10RB. O
primeiro € um receptor especifico de IL-10, enquanto o Ultimo aumenta a afinidade de
IL-10 para se ligar a IL10Ra. De fato, ILIORB ndo pode se associar com IL-10
independentemente e é mais amplamente expresso que o IL10Ra em muitas células
de tecido, enquanto IL10Ra € expresso principalmente em células imunes como
células T, neutrofilos apds administracdo de LPS in vitro ou mondcitos em um modelo
de camundongo com endotoxemia LPS (CZAJA, 2022; KANY; VOLLRATH; RELJA,
2019).

A interleucina 18 (IL-18) é uma citocina pro-inflamatoéria relacionada a familia
IL-1 particularmente a IL-13. A IL-18, semelhante a IL-1B, 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-1 e IL-18 usam as mesmas vias de sinalizacao.
A IL-18 desempenha papéis importantes na lesdo pulmonar, seus niveis plasméaticos
estdo elevados em pacientes com sepse/SDRA, que é a forma grave da LPA, também
possui caracteristicas de outras citocinas pro-inflamatérias, como aumento das
moléculas de adeséo celular, sintese de Oxido nitrico e producdo de quimiocinas
(KAPLANSKI, 2018).

A proteina de ligacao 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 biolégica e tem
efeito protetor contra a lesdo de reperfusdo de isquemia cardiaca, renal e inflamacao
sistémica 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 Inflamacgéo

Apesar de a inflamagao ser um mecanismo benéfico de defesa em alguns
casos, pode levar a alergias, doengas auto-imunes e rejeicdo de 6rgdos (GAMAL EL-
DIN et al., 2020). As respostas imunes inatas, no pulmao, s&o iniciadas por
macrofagos alveolares residentes no tecido, mondcitos e granulécitos infiltrantes. A
producdo inicial de citocinas pro-inflamatdrias no pulmao pode precipitar tempestades
de citocinas em infec¢des respiratérias graves, como ocorre na COVID-19. As
respostas imunes adaptativas mediadas por células T CD4* e CD8" envolvem a
mobilizagao de células T efetoras para o pulmé&o para mediar a depuracao de células
infectadas in situ (SZABO et al., 2021).

A resposta inflamatéria a partir da administragéo do lipopolissacarideo (LPS),
um componente da parede celular de bactérias Gram-negativas, ocorre através da
ativacao de células imunes por meio do receptor Toll-like (TLR-4) (KIM et al., 2019).
Os neutroéfilos sdo o primeiro grupo de leucdcitos que respondem a inflamacéo, tanto
na administracao de LPS como na infecgao bacteriana. Essa resposta envolve adesao
e migracao através do endotélio da corrente sanguinea para os tecidos inflamatorios
(ALIZADEH-TABRIZI; HALL; LEHMANN, 2021).

3.3 LESAO PULMONAR AGUDA (LPA) E A SINDROME DO DESCONFORTO
RESPIRATORIO AGUDO (SDRA)

3.3.1 Epidemiologia e fisiopatologia da LPA/SDRA

Os dados mais recentes da epidemiologia da LPA sdo de 10 anos, a distribuicao
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da LPA nao é uniforme entre as classes demograficas. Sabe-se que o numero de
pacientes idosos na UTI continua a aumentar com o envelhecimento da populagao
(NGUYEN et al., 2011). As patologias precursoras da LPA mais comuns séo sepse,
pneumonia, aspiragao, pancreatite, transfusbes de sangue de grande volume e
inalagao de fumaca ou gas téxico. Para pacientes com multiplas comorbidades, abuso
crénico de alcool ou doenga pulmonar crénica, o risco de lesdo pulmonar € 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 a maior taxa de mortalidade (43%), enquanto
os diagndsticos ndo infecciosos, como traumas graves, apresentam um risco
significativamente menor de morte (11%) (MOWERY; TERZIAN; NELSON, 2020).

A lesao pulmonar aguda e a sindrome do desconforto respiratério agudo sao
as manifestagdes pulmonares de um processo inflamatério sistémico agudo
caracterizado clinicamente por infiltrados pulmonares, hipoxemia e edema devido a
lesdo endotelial e epitelial, infiltragdo de neutrdfilos e leucdcitos, citocinas, oxidantes,
desregulagao da coagulagao e alveolite fibrosante (ABEDI et al., 2020).

Em 1994, a Conferéncia de Consenso Americano-Europeu (AECC)
estabeleceu critérios especificos para diferenciar a SDRA e LPA. Definiram LPA e
SDRA como insuficiéncia respiratéria aguda com infiltrados pulmonares bilaterais na
radiografia de torax e hipoxemia através da observagao da relagcéo de pressao parcial
de oxigénio arterial/fragao de oxigénio inspirado menor que 300 para LPA e menor que
200 para SDRA (SWEATT; LEVITT, 2014).

O pulméo normal funciona como uma barreira seletiva para fluidos e solutos,
com a superficie coberta por pneumdcitos do tipo | e |l facilitando a excregcéo de CO2
e o transporte de oxigénio através da membrana do alvéolo capilar. O pneumdcito tipo
Il cria o fator surfactante e reduz o estresse para manter o alvéolo aberto e facilitar a
difusdo. Ambos os tipos de pneumdcitos tém a capacidade de transportar fluidos
através da bomba Na*/K*-ATPase, onde este fluido € removido pela circulacao linfatica
e a purificacdo do alvéolo é realizada por macréfagos alveolares, que podem ser
rapidamente recrutados da circulagdo em caso de lesdo pulmonar, que juntamente
com outros fatores, plaquetas e mondcitos constituem pega fundamental na defesa de
danos pulmonares (RUBEN, et al., 2019).



A SDRA é desencadeada por uma resposta inflamatéria de uma lesao inicial,
qgue gera ativacao de macroéfagos, que por sua vez, geram citocinas pro-inflamatorias
como metabdlitos derivados do &acido araquiddnico, fator de necrose tumoral,
interleucinas e fatores pro-coagulantes que geram ativagao da cascata de coagulagao
e trombose do capilar pulmonar. Por outro lado, ocorre a migragao de neutrofilos
polimorfonucleares dos capilares pulmonares para o intersticio e finalmente para o
alvéolo, danificando os tecidos por meio de espécies reativas de oxigénio e proteases,
causando edema e dificultando a troca de oxigénio e didxido de carbono (Figura 4)
(HERRERO et al., 2020).

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

- »
3 @) | Alvéolo lesionado durante a fase aguda

« Descamacao do epitélio bronquico

s
N

Substancia tensoativa

/ inativada
Z Células do tipo |

necrdtica ou apoptatica

Capa de substancia
tensoativa

Membrana basal .

Eritrocito

Membrana basal

Células do tipo Il
intacta

Membrana hialina

Y/
4 me
Proteases AIa.rga nto
do intersticio

edematos 0

Eritrocito”

Célula

endotelial s
Membrana em'iotehal
lesionada
basal :
endotelial Neutrofilos

Fibroblastos  Formac3o de lacunas de unido

Fonte: adaptado de NIETO et al, 2019.



46

A SDRA é composta por trés fases, a exsudativa e a proliferativa e a fibrética.
1. A resposta inicial do pulméo a lesao, referida como fase exsudativa da SDRA, é
caracterizada por danos mediados por células imunes inatas das barreiras endoteliais
e epiteliais alveolares (STANDIFORD; WARD, 2016). Macréfagos alveolares
residentes secretam citocinas pré-inflamatérias, levando ao recrutamento de
neutréfilos e mondécitos ou macréfagos, bem como ativagdo de células epiteliais
alveolares e células T efetoras, para promover e manter a inflamagao e lesao tecidual
(THOMPSON; CHAMBERS; LIU, 2017).
2. Os processos de reparo iniciados durante a segunda fase, proliferativa, da SDRA
sdo essenciais para a sobrevivéncia do hospedeiro. Uma vez que a integridade
epitelial tenha sido restabelecida, a reabsor¢cdo do edema alveolar e a matriz
proviséria restauram a arquitetura e a fungao alveolar (AYRES, 2020).
3. A fase final — fibrética - da SDRA ndo ocorre em todos os pacientes, mas tem sido
associada a ventilagdo mecanica prolongada e aumento da mortalidade (VASARMIDI
et al., 2020).

3.3.2 Lesdo Pulmonar Aguda, Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo e COVID-
19

Um novo coronavirus surgiu em dezembro de 2019 (SARS-CoV-2), causando
uma doenca infecciosa com risco de vida, denominada Sindrome Respiratéria Aguda
Grave Coronavirus 2 (COVID-19) (HUANG et al., 2020; ZUMLA; NIEDERMAN, 2020).
Foi identificada pela primeira vez na provincia de Wuhan, na China e se disseminou
rapidamente, atingindo mais de 100 paises nos cinco continentes, levando a
Organizagao Mundial da Saude (OMS) a declarar a COVID-19 como uma pandemia
no dia 11 de margo de 2020 (MARINELLI et al., 2020).

Em muitos pacientes com infecgao por SARS-CoV-2 ocorre o desenvolvimento
de LPA e SDRA. O edema pulmonar € uma das caracteristicas clinicas e estagios
criticos da evolugao da doenga. A ocorréncia e a gravidade da LPA sdo um importante
fator determinante do prognéstico de pacientes com infecgao 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 inflamatéria sistémica aguda, que pode ser causada por
agressodes ao pulmao, diretas ou indiretas. O estagio exsudativo inicial apresenta dano
alveolar difuso com destruicdo de células epiteliais e endoteliais. A COVID-19 afeta
principalmente o sistema respiratério com pequenos danos a outros érgéos (XU et al.,
2020b).

A patogénese da COVID-19 foi postulada como ocorrendo em trés fases
sequenciais: pulmonar, pro-inflamatdria e protrobmbica. Na fase pulmonar, o SARS-
CoV-2 infecta as células-alvo do hospedeiro e causa pneumonia intersticial e SDRA
por meio da regulagcéo negativa da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) e um
desequilibrio do sistema renina-angiotensina (SRA) (NI et al., 2020). Na fase proé-
inflamatdria, as células alvo infectadas e os linfocitos respondem ainda a infecgéo por
SARS-CoV-2 pela superproducao de citocinas pro-inflamatorias, resultando em LPA e
tempestade de citocinas via inflamacao sistémica. Na fase final protrombica, ocorre
agregacao plaquetaria generalizada e trombose dando origem a coagulopatia e
podendo ocorrer faléncia de multiplos érgaos (LEE; CHOI, 2021).

As citocinas pro-inflamatérias desempenham um papel central em muitas
infec¢des virais respiratérias, como na COVID-19, coordenando e ativando a resposta
imune adaptativa e, portanto, sdo de grande importancia na patologia da doenca
(CONTI et al., 2020). Quando ha uma resposta anti-inflamatéria descontrolada, pode
levar ao envolvimento do tecido pulmonar e a SDRA e/ou a uma resposta sistémica
atingindo multiplos 6rgdos. O equilibrio do sistema imunolégico pode levar a
eliminacdo da doenga com efeitos colaterais minimos, enquanto o desequilibrio pode
levar a danos nos tecidos (GHAZAVI et al., 2021).

3.3.3 Multiresiténcia antimicrobiana e LPA/SDRA

A infeccdo pulmonar € uma das principais complicacbes que ocorrem em
pacientes com SDRA em ambientes nosocomiais, aliada a fatores de risco tradicionais
e a desregulacdo das defesas imunoldgicas pulmonares. As infecgdes bacterianas
mais comuns em pacientes com ventilagdo mecanica sdo 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 infecgdes microbianas
causadas por bactérias Gram-negativas e por fungos € sua resisténcia aos
antimicrobianos, tornando o manejo clinico das infec¢gdes pulmonares causadas por
tais patdbgenos um desafio para os médicos e a magnitude do problema de saude
global é enorme (CILLONIZ; DOMINEDO; TORRES, 2019).

O efluxo de antibidticos € um mecanismo utilizado pelas bactérias para
bombear antibiéticos de dentro de suas células para o ambiente externo, para tal, as
mesmas utilizam as bombas de efluxo, que séo proteinas transportadoras especiais
(Figura 5). Em um momento, onde a oferta de novos antibiéticos diminui e a resisténcia
bacteriana aumenta, portanto inibir essas bombas pode ser uma alternativa atrativa
(SHARMA; GUPTA; PATHANIA, 2019). Os inibidores da bomba de efluxo (EPIs) s&o
moléculas capazes de inibir o efluxo das drogas para fora da célula bacteriana e tém
sido considerados potenciais agentes terapéuticos que podem restaurar a atividade

de antibidticos que ja perderam sua atividade contra bactérias (ALMATAR et al., 2021).

Figura 5 - Esquema do mecanismo de resisténcia bacteriana Bomba de efluxo e a sua inibi¢ao.
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As proteinas de efluxo estao presentes em todas as membranas bacterianas,
elas reconhecem e expulsam ativamente antibidticos, corantes e outros compostos
téxicos das células, impedindo que esses compostos atinjam as concentragdes
citoplasmaticas necessarias para exercer seus efeitos. As proteinas de efluxo podem
ser especificas para apenas um substrato, ou podem transportar compostos
guimicamente nao relacionados, conferindo resisténcia a multiplas drogas. Dentre as
bombas de efluxo, a NorA, desempenha um papel muito importante nos mecanismos
de resisténcia do Staphylococcus aureus e é considerada o sistema de resisténcia a
multiplas drogas mais eficiente (MONTEIRO; DE AQUINO; MENDONCA JUNIOR,
2020).

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) € um patégeno humano
em que a atividade da bomba de efluxo leva a altos niveis de resisténcia a antibiéticos
e representa um desafio terapéutico clinico (BHATTACHARJEE et al., 2022).

Outra cepa de Staphylococcus aureus, 1S-58, possui a bomba de efluxo Tet(K)
responsavel pela extracao ativa da tetraciclina da célula para o meio extracelular,
proporcionando protegao as bactérias (FIGUEREDO et al., 2021).

Algumas bactérias patogénicas altamente resistentes, agrupadas sob a sigla
ESKAPEE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp. e Escherichia
coli), estéo relacionados a resisténcia antimicrobiana associada a assisténcia a saude
(REZA et al., 2019; SEUKEP et al., 2020; YU et al., 2020). Esses microrganismos
provaram ser desafiadores para tratar, devido a sua capacidade intrinseca e adquirida
de desenvolver rapidamente mecanismos de resisténcia em resposta a ameacas
ambientais (REZA et al., 2019). A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) classificou
esses como patdgenos prioritarios para pesquisas e aprimoramento de antibiéticos
novos e eficientes (SEUKEP et al., 2020).

Os patégenos do grupo ESKAPEE, constituidos por bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas, sao a principal causa de infecgbes 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 multirresisténcia aos antimicrobianos
disponiveis, o desenvolvimento de farmacos com propriedades anti-inflamatoéria e

antimicrobiana poderia ser de grande interesse para a industria farmacéutica.
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3.3.4 Modelo de Les&o Pulmonar Aguda Induzida por Lipopolissacarideos (LPS)

A causa mais comum da LPA ¢é a infeccido bacteriana, sendo os
lipopolissacarideos (LPS) endotoxinas das bactérias Gram-negativas sugeridos como
patégenos importantes responsaveis por essa inflamacao. A LPA é uma doencga
pulmonar inflamatéria predominantemente caracterizada por producédo exagerada de
mediadores proé-inflamatorios, infiltracdo de células inflamatérias e apoptose de
células epiteliais alveolares (LIU et al., 2016; SURESHBABU et al., 2016; UEKI et al.,
2018).

O lipopolissacarideo (LPS) é uma endotoxina bacteriana que ativa os
receptores tipo Toll-like 4 (TLR4) nos macréfagos e estimula o recrutamento das
proteinas citoplasmaticas MyD88 (resposta primaria da diferenciagdo mieldide 88) e
TRIF adaptadoras (interferon- indutor de adaptador que contém o dominio TIR)
(HARIKRISHNAN et al., 2018). A LPA induzida por altos niveis de LPS, ocorre
frequentemente por sepse com uma manifestacéo precoce da faléncia multipla dos
orgaos. Assim sendo, varios estudos revelaram que a resposta inflamatoéria induzida
pelo LPS é essencial para a progressao da LPA. O LPS ativa o receptor TLR-4 que
inicia uma cascata de sinalizagao envolvendo MyD88 e TRIF, levando a fosforilagao
de NF-kB (factor nuclear kappa B) e produgao de varias citocinas inflamatérias como
a interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral-a (TNF- a) e interleucina-1p (IL-1pB)
(ZENG et al., 2017; ZHU et al., 2020).

O CD14 é uma glicoproteina que atua como receptor de microrganismos que
reconhece diferentes estruturas de LPS, um co-receptor para varios receptores do tipo
Toll (TLRs) que transferem os produtos da parede celular bacteriana para os TLRs e
ativam a cascata de sinalizagao tanto na superficie da célula quanto no compartimento
endossomal e desencadeam a reagao do sistema imunoldgico inato apds agravos
como infecgao ou lesédo e consequente dano celular (WU et al., 2019).

Os CD14 podem ser encontrados de duas formas: ligado a membrana (mCD14)
na superficie de mondcitos, macrofagos e neutrofilos ou na forma de CD14 soluvel
(sCD14). O sCD14 inibe as respostas celulares, desviando LPS de mCD14 e
promovendo o efluxo de LPS de mCD14 da superficie celular transferindo-o para as
lipoproteinas plasmaticas. O sCD14 tem efeitos anti-inflamatérios sistémicos e nos

tecidos pode ter efeitos pré-inflamatérios que aumentam a resisténcia as bactérias
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(RANF, 2016).

A figura 5 mostra o mecanismo de atuacéo do LPS. O CD14 (principal receptor
do LPS) transfere o LPS para o complexo TLR4/receptor MD-2 residente na
membrana, inicia a sinalizag&do intracelular e desencadeia sequencialmente duas
cascatas de sinalizagdo: a primeira envolvendo as proteinas adaptadoras TIRAP e
MyD88 que ¢ induzida na membrana plasmatica e a segunda que envolve as proteinas
adaptadoras TRAM e TRIF no endossomo apds endocitose do receptor. Portanto, o
curso das respostas pré-inflamatérias induzidas por LPS depende estritamente das
taxas de endocitose de TLR4 e trafego através do compartimento endolisossomal.
Dependendo da localizagéo celular (na membrana plasmatica ou em endossomos
apos endocitose dependente de CD14), os complexos TLR4/MD-2/LPS ativam a
producao de interferons ou citocinas por meio de adaptadores de sinalizacao distintos
(TIRAP/MyD88 ou TRIF/TRAM). Intracelular ocorre a oligomerizacéo da caspase-4,
ativacao do inflamassoma nao candnico e morte celular piroptética (CIESIELSKA,;
MATYJEK; KWIATKOWSKA, 2021; RANF, 2016).

Figura 6 - Esquema mostrando o mecanismo de atuacdo do LPS.
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3.3.5 Terapiada LPA/SDRA

Com o advento da pandemia do novo coronavirus e a instauracéo da COVID-
19 na realidade da vida atual, a corrida por uma terapia para a LPA/SDRA esta cada
vez mais necessaria, ja que devido a complexidade da LPA/SDRA, ndo ha terapia
eficiente disponivel (TARIGHI et al., 2021).

A ventilagdo pulmonar mecénica € um método terapéutico padrdo para
pacientes com SDRA, no entanto, pode levar ao biotrauma, aumentando a inflamagéao
pulmonar e piorando a condi¢cdo clinica devido a lesdo pulmonar induzida por
ventilacdo (WANG et al.,, 2017). A ventilacdo pulmonar também pode ser
complementada por medicamentos anti-inflamatérios, a exemplo dos corticosteroides
gue sao considerados valiosos para o tratamento, como um importante agente anti-
inflamatorio (KELLNER et al., 2017). Os corticosteroides suprimem a inflamacéo
pulmonar, mas também inibem as respostas imunes e dificulta a eliminacdo do
patdogeno (RUSSELL; MILLAR; BAILLIE, 2020).

A eritropoietina, pode ter efeitos protetores contra LPA/SDRA induzida por virus
e outros patdégenos, exerce propriedades antiapoptoticas e citoprotetoras, além de
promover a producdo de células progenitoras endoteliais e reduzir os processos
inflamatdrios por meio da inibicdo das vias de sinalizacéo do fator nuclear kB (NF-kB)
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 clinica devido as fun¢des anti-
inflamatéria, remodelacdo alveolar e prevencao de fibrose, embora mais pesquisas
sejam necessarias para determinar totalmente o uso desta terapia em aplicacées
clinicas (XU et al., 2020a).

Muitas pesquisas apontam para 0 uso de antibacterianos e antivirais em
pacientes com COVID-19 e SDRA moderada a grave, porém, esse tratamento pode
nao 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
0 uso rotineiro de antibidticos para fins imunomoduladores na SDRA e em outras
doencas inflamatorias, uma das limitagbes € o desenvolvimento de resisténcia aos
antibioticos (SAUER et al., 2021).
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O estresse oxidativo desempenha um papel importante na patogénese da LPA
e da SDRA, o processo € complexo e varias vias estdo envolvidas. No entanto,
espera-se que enfrentar a superproducédo de ROS e a diminuicdo da capacidade de
defesa durante a LPA/SDRA possa abrir um novo campo de abordagens terapéuticas
para uma doenca que ndo teve avancos significativos, apesar de 50 anos de
investigacoes (KELLNER et al., 2017). Nesse contexto, acilhidrazonas podem ser
consideradas estruturas privilegiadas para o desenho de compostos bioativos com
atividade anti-inflamatéria (MORAES et al., 2018).
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4 METODOS

41 OBTENCAO DOS NOVOS DERIVADOS N-ACILHIDRAZONICOS
SUBSTITUIDOS

Os novos derivados N-acilhidrazénicos substituidos foram sintetizados,
caracterizados e cedidos pelo Laboratério de Sintese e Vetorizagdo Molecular
(LSVM), da Universidade Estadual da Paraiba, sob a responsabilidade do Prof. Dr.
Ricardo Olimpio de Moura, de acordo com as técnicas desenvolvidas e padronizadas
por este laboratorio. Para a obtencdo dos novos derivados N-acilhidrazénicos
substituidos, o LSVM usou como estrutura base os derivados JR-12 e JR-09Bz (Figura
6) com diferentes substituicdes, na intencdo de ampliar o leque de novos candidatos
a farmacos anti-inflamatdrios, cujas metodologias referentes a obtencao desses
compostos e comprovagao de atividade anti-inflamatéria encontram-se descritas em
SILVA (2015).

Figura 7 - Estrutura quimica dos derivados N-acilhidrazénicos JR-12 e JR-09Bz
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4.1.1 Novos derivados N-acilhidrazonicos substituidos

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

Tabela 2 - Novos derivados N-acilhidrazdnicos substituidos.

Composto Nomenclatura Estrutura molecular

(E)-2-ciano-N'"-(4- i F
JR-13 fluorobenzilideno) \)J\ \/O/
NC N
acetohidrazida N 7%

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

T
N
JR-15 (dimetilamino)benzilideno) o \/O/ CH,
acetohidrazida NC\)I\H M
H

(E)-N'-(5-bromo-2- 5 H4CO
JR-17 metoxibenzilideno)-2-
_ _ i NC N
cianoacetohidrazida H Br

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

O —
JR-18 metileno) \/H\ |
NC N
acetohidrazida N P

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-acilhidrazonicos
substituidos foram utilizados microrganismos provenientes de duas colegdes,
Departamento de Antibiéticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPEDA) e
da colegao de culturas da Micoteca University Recife Micology (URM), sendo alguns
destes isolados de amostras clinicas. As espécies utilizadas foram escolhidas por
estarem relacionadas ao trato respiratério e / ou as infecgdes hospitalares.

Foram utilizadas as seguintes espécies de bactérias: Acinetobacter baumannii
UFPEDA1025B, Enterobacter aerogenes UFPEDA348, Escherichia coli UFPEDA224,
Klebsiella pneumoniae UFPEDA396, Micrococcus luteus UFPEDAO6, Pseudomonas
aeruginosa UFPEDA416 e Staphylococcus aureus resistente a meticilina
UFPEDA709, sendo esta ultima, isolado de amostra clinica. Foram testadas também
as espécies de leveduras Candida albicans UFPEDA1007, Candida gquilliermondii
URMG6403 e Candida albicans URM4664, sendo estas duas ultimas, isoladas de
amostras clinicas.

Nos ensaios de inibigdo da bomba de efluxo foram utilizadas as cepas de
Staphylococcus aureus: RN4220 que superexpressa a proteina de efluxo MsrA; IS-
58, que superexpressa a proteina de efluxo Tet(K); SA1199B, que superexpressa a
proteina 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 solido 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 Determinagdo da concentragado inibitéria minima (CIM) e

concentragédo bactericida ou fungicida minima (CBM/CFM)

A atividade antimicrobiana foi avaliada através da determinagcdo da

Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima (CBM) /
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Concentragao Fungicida Minima (CFM) dos derivados N-acilhidrazonicos substituidos
JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18, diluidos em agua esterilizada, através da metodologia
de microdiluigdo 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-acilhidrazénico em estudo, na concentragao inicial de 1000 pg/mL,
foi adicionado a placa de 96 pogos contendo meio, na sequéncia, foram feitas diluicdes
sucessivas até concentracgao final de 0,98 pg/mL. Em seguida, uma aliquota de uma
suspensao microbiana padronizada na concentracéo correspondente a 0,5 da escala
de McFarland foi adicionada aos pogos da placa, o que equivale a 1,5 x 108 unidades
formadoras de col6nias (UFC/mL) para as cepas bacterianas e 1,0 x 106 a 5,0 x 10°
UFC/mL para as cepas de leveduras foi adicionada na placa, para uma concentragao
final 1,5 x 10° UFC/mL e 1,0 x 102 a 5,0 x 10® UFC/mL respectivamente. A placa foi
incubada por 24 horas a fim de determinar a CIM, que é a menor concentragao capaz
de inibir o crescimento microbiano in vitro apds o periodo de incubacéo. Para analise
quantitativa do crescimento microbiano, foi adicionado 0,01 mg/mL resazurina (7-
hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona) a todos os pogos, seguidos de incubagéo por 1 hora e
posterior leitura das placas (STOPPA et al., 2009). Para a determinagao da CBM/CFM,
menor concentragcao capaz de inibir 99,9 % do crescimento microbiano, foi repicada
uma aliquota (10 uL) das concentragdes que apresentaram atividade na placa do CIM.
Estas placas foram incubadas a 37°C por 24 horas e foi considerada como
bactericida/fungicida a menor concentragdo dos compostos onde nado houve
crescimento sobre a superficie do Agar Mueller Hinton para bactérias e Agar Batata

Dextrose para fungos.

4.2.1.3 Avaliacao da inibicdo da bomba de efluxo por modificagdo da CIM
dos antibiéticos e do brometo de etidio.

Um estudo comparativo entre o efeito do inibidor padrao das bombas de efluxo
foi utilizado para avaliar os efeitos dos compostos frente a CIM dos antibioticos
testados e do brometo de etidio (EtBr) de acordo com Tintino et al. (2020). Os
inibidores padrao utilizados foram o CCCP (Cianeto de Carbonila m-Clorofenil-

Hidrazona) e CPMZ (Clorpromazina). A avaliacédo do efeito dos derivados N-
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acilhidrazénicos (JR-15, JR-17 e JR-18) sobre as bombas de efluxo foi testada usando
uma concentragao sub-inibitéria (CIM/8) tanto dos compostos quanto dos inibidores.
O brometo de etidio € um corante intercalante de DNA que funciona neste método
ligando-se ao DNA do patogeno a ele exposto e emitindo luz. Caso contrario, quando
o sistema de efluxo esta presente, sua atividade € inibida e nenhuma luz € emitida. A
CPMZ e o Brometo de Etidio (EtBr) foram dissolvidos em agua destilada estéril,
enquanto o CCCP foi dissolvido em metanol/agua (1:3, v/v). Nos experimentos, 150
ML de indculo bacteriano em solugcdo salina, correspondente a 0.5 da escala de
McFarland, foram adicionados juntamente com os inibidores e com os derivados N-
acilhidrazonicos (CIM/8) e completados com BHI até atingir o volume de 1,5 mL de
solucgédo. Este foi transferido para placas de microdiluigdo de 96 pogos, as quais foram
microdiluidas com 100 L do antibiético testado ou do EtBr em diluigbes seriadas (1:1)
que variaram de 1024 a 1 yg/mL. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h e o
crescimento bacteriano foi avaliado pela adi¢ao de 20uL de uma solugao de resazurina
a 0,01 %. O resultado foi interpretado pela mudanca de coloragao apés a adicéo de
resazurina, a cor azul indica auséncia de células viaveis e a cor rosa indica a presenga
de células viaveis. Placas para controle foram preparadas utilizando apenas inéculo e

BHI, sendo realizada a microdiluicdo seriada com o antibiético testado e com o EtBr.

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

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

4.2.2 Atividade Hemolitica

Para a avaliagédo da atividade hemolitica, foram utilizados camundongos Swiss
provenientes do Biotério do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de
Pernambuco. Os camundongos foram anestesiados com cetanima e xilazina, e a
coleta de sangue foi feita por puncéo cardiaca, sendo as amostras transferidas para
tubos contendo acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) como anticoagulante e
armazenadas a 4° C antes do uso. Aliquotas de 3 mL da amostra de sangue total
foram diluidas em 300 mL de solugdo salina (0,85% NaCl + CaCl. 100 mM) sob

agitacao magnética. Apés a diluigdo 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 solucgao salina (lavagem) e centrifugados novamente. Essa etapa
de centrifugagao e lavagem foi repetida 3 vezes. Apds a ultima etapa de lavagem, o
volume de eritrocitos em solucéo salina foi diluido de modo a obter uma solugdo com
concentracéo final de 2% (COSTA-LOTUFO et al., 2002). Os derivados N-
acilhidrazonicos substituidos JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18 foram testados em placa
de 96 pocgos, em triplicata e em diluigdes sucessivas a partir de 500 pg/mL até 3,9
pMg/mL. A solugdo salina (0,85% NaCl + CaCl2 100 mM) foi usada como controle
negativo, a solugdo 1 % TritonX-100 como controle positivo e o PBS como branco
(diluente). As concentracgdes finais foram obtidas adicionando aos pogos 100 uL da
SE em cada poco. A placa foi selada e incubada durante 1 hora sob agitacdo constante
a temperatura ambiente. Por fim, os sobrenadantes de todos os pocos da placa foram
transferidos para uma nova placa de 96 pocos e foi realizada a leitura da densidade
Optica do sobrenadante no espectrofotdbmetro de placas com filtro de 540 nm
modificado GRECO et al., 2020. A porcentagem de hemdlise foi calculada através da

seguinte equacgao:

(absorbancia do teste)—(absorbancia do diluente)
(absorbancia do controle positivo)—(absorbancia do diluente)

% Hemolise = 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 (macréfagos 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 pg/mL de

penicilina e estreptomicina e todas as culturas foram mantidas em estufa atmosférica
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com 5 % de COz. As linhagens celulares foram provenientes do Banco de Células
mantidas no Laboratério de Cultura de Células do Departamento de Antibiéticos da
Universidade Federal de Pernambuco, Brasil.

Para a coleta dos macréfagos peritoneais foram utilizados camundongos
BALB/c (8-10 semanas de idade) adquiridas no biotério do Departamento de
Antibidticos 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 d4gua e ragéo
ad libitum. O isolamento dos macréfagos 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 trés dias depois, os macrofagos foram
coletados do peritdnio 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 CO:

umidificada.

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

difeniltetrazolio (MTT) para avaliagao de citotoxicidade.

A atividade citotéxica foi avaliada através do ensaio do MTT, que se baseia na
capacidade da enzima succinato desidrogenase, presente no ciclo de Krebs e ativa
nas mitocéndrias de células viaveis, de converter o sal tetrazolio, de cor amarela em
cristais de formazan, de cor purpura (ALLEY et al., 1988). As células foram plaqueadas
a uma densidade 2 x 10° células/mL em placas de 96 pogos em meio de cultura de
DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1 % de antibidtico, e
incubadas a 37 °C, numa atmosfera de CO2 a 5 %. Apds a incubagao de 24 horas
para aderéncia das células, foram colocados 100 pL de meio DMEM, com as
concentragbes de 0,78; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5 e 25 pg/mL de cada um dos N-
acilhidrazénicos (JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18), realizada em ftriplicata, exceto no
controle, no qual foi acrescentado mais 100 yL de meio DMEM. A doxorrubicina (5
Mg/mL) foi utilizada como farmaco padrao. As células foram incubadas durante 24, 48

e 72 horas a 37 °C, numa atmosfera a 5% de CO2. Apds cada intervalo, 25 uL de
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solugdo do MTT (5 mg/mL) foram adicionados aos pogos e as placas incubadas por
mais 3 horas. Ao final desse periodo, o sobrenadante foi aspirado e 100 uL de DMSO
foram adicionados em cada poco para a dissolugdo dos cristais de formazan. A
absorbancia foi medida a 560 nm em leitor por um leitor de placas. A porcentagem de
proliferacéo/viabilidade celular foi calculada e comparada ao controle (100 % da
viabilidade) (MONTOYA et al., 2019).

4.2.4 Atividade anti-inflamatdria em macréfagos murinos

4.2.4.1 Dosagem de Oxido nitrico e quantificagcdo de citocinas em

macrofagos murinos

Os macrdéfagos peritoneais murinos foram plaqueados a concentragao de 3x10°
células/mL, em placa de 96 pocos com meio DMEM suplementado com 10 % de SFB
e 1% de antibidtico e incubados a 37 °C, por 24 horas, para aderéncia. Apds esse
tempo, as células foram estimuladas com LPS (Escherichia coli 055: B5; Sigma, St.
Louis, MO, USA), por 1 hora (5 pug/mL) e em seguida, tratadas com novos derivados
N-acilhidrazénicos substituidos JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18 por 24 horas, nas
concentragdes de 1,56, 6,25 e 12,5 yg/mL (concentragdes estabelecidas através do
ensaio de citotoxicidade com MTT), em triplicata de pogos. A dexametasona (10
Mg/mL) e Nw-Nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME 25 ug/mL) foram usadas como
controles positivos. Apos 24 horas, recolheu-se 100 uL de sobrenadante celular para
dosagem da concentragdo de nitrito/nitrato (indicativa da produgao de 6xido nitrico)
pelo reagente de Griess, e 100 ul para a quantificagdo das citocinas, utilizando os kits
comerciais de ELISA (Invitrogen, EUA). Foram realizados trés experimentos
independentes em triplicata (MONTOYA et al., 2019).

Para determinagcdo de NO, 100 yL do sobrenadante foi misturado com o
reagente de Griess (100 ul) (1% sulfanilamida em acido fosférico 5% e 0,1 % de
diidrocloreto de naftiletilenodiamina em agua; 1:1, Sigma) em uma placa de pogos a

parte, e foram incubados durante 10 min ao escuro. A concentracao de nitrito foi
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calculada com referéncia a uma curva padrao obtida usando NaNO2, utilizando-se
uma dilui¢ao seriada 100 — 0 yL da solugao padrao de nitrito de sodio preparada em
DMEM. A absorbancia foi medida em 540 nm utilizando um leitor de placas de Elisa
Spectra Softmax (CAO et al., 2018).

A dosagem da concentragdo de nitrito/nitrato também foi realizada no
experimento in vivo de Lesao 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 fémeas, da linhagem swiss (Mus musculus), provenientes do Biotério do
Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco (DANTI-
UFPE). Além destes, foram utilizados camundongos adultos machos e fémeas
BALB/c, para o experimento de Lesdo Pulmonar Aguda, provenientes do biotério do
Laboratério 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 polietilieno com grades de ago inoxidavel e maravalha como cobertura,
tendo acesso livre a agua e ragao 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 Laboratério de Animais Experimentais (ICLAS), de
acordo com as normas estabelecidas pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animal
de Laboratoério (SBCAL) e pelo National Institute of Health Guide for Care and Use of
Laboratory Animals.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE), sob numero 136/2019, e

encontra-se em concordancia 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 questdo do uso
de animais para fins cientificos.

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 Toxicolégico Nao Clinico

O ensaio toxicolégico nao clinico foi baseado na OECD/OCDE - 423/2001 -
OECD Guidelines for the Testing of Chemicals Acute Oral Toxicity — Up-and -
DownProcedure (UDP), com modificacbes. Foram utilizados dois grupos de trés
camundongos fémeas pesando entre 25-30 gramas (g) para cada substancia testada.
Os animais foram selecionados aleatoriamente, marcados para permitir identificacao
individual, e mantidos em suas gaiolas por 5 dias antes do inicio do experimento para
permitir a aclimatacéo as condi¢cdes do laboratério. Para alimentacao, foi utilizado a
dieta convencional do laboratorio com fornecimento ilimitado de agua potavel ad
libitum.

Apos o periodo 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 unica 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-acilhidrazdnicos precursores JR-
09Bz e JR-12 de SILVA (2019). Depois da substancia ser administrada, o alimento foi
retirado por mais 1-2 horas. Os animais foram observados individualmente durante a
primeira hora apds a administracdo, periodicamente durante as primeiras 24 horas
(com especial atengdo durante as primeiras quatro horas), e a partir de entao,
diariamente, por um total de 14 dias. Os seguintes parametros foram avaliados: efeitos
na locomogao; comportamento (agitagdo, irritabilidade, atividade reduzida,
sonoléncia); respiracao, salivagao, lacrimejamento, cianose de extremidades, diarreia,
micgao, piloeregao, ptosis e mortalidade (MALONE; ROBICHAUD, 1962). A massa
corporal individual dos animais foi mensurada diariamente, bem como o consumo de
agua e racao. As mudangas na massa corporal foram calculadas e registradas.

Ao término desse periodo, os animais foram anestesiados, com a finalidade de
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ser coletado o sangue, através da via intracardiaca para a realizacdo de exames
hematoldgicos e bioquimicos, visando avaliar a possivel toxicidade renal e hepatica.
Depois da coleta de sangue, os animais foram eutanasiados e seus 6rgaos (pulméo,
coragao, rins, baco, figado e estbmago) pesados e examinados macroscopicamente.
Os animais foram eutanasiados por sobredose de anestésico, seguindo orientagbes
da Resolugao 1000/2012 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV), a qual
dispde sobre procedimentos e métodos de eutanasia 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 parametros analisados foram: hemograma, acido urico, 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 bioquimicas em tubos com gel separador. Os tubos com gel separador
foram centrifugados por 10 min a 3000 rpm em macrocentrifuga (EV-LAB).

Os hemogramas foram realizados no Contador hematolégico ABX Pentra XL
80 Details — HORIBA e a dosagem dos parametros bioquimicos foram realizadas no
equipamento Metrolab 2300 PLUS (Wiener lab) pertencentes ao Laboratério de

Anélises Clinicas (LAC) da Universidade Estadual da Paraiba.

4.3.3 Les&o Pulmonar Aguda por LPS

Os camundongos BALB/c foram divididos aleatoriamente em sete grupos
experimentais, cada grupo com 8 animais, sendo 4 (quatro) fémeas e 4 (quatro)
machos em cada grupo. Inicialmente, os animais receberam solugédo salina,
dexametasona ou a substancia em estudo, por gavagem, e apos 1 hora foi instilado
por via intranasal 25 uL de LPS (Escherichia coli, sorotipo 026:B6, Sigma Alderich)
dissolvidos em solugéo salina (NaCl 0,9%). Vinte e quatro horas apos a indugao da
inflamacgao, os animais foram eutanasiados e o lavado bronqueoalveolar foi coletado
para analise de migragao leucocitaria e dosagem de 6xido nitrico (NO). O tecido
pulmonar foi coletado para o estudo histopatolégico e para a determinagao dos niveis
da enzima mieloperoxidase, da produgao de substancias acidas reativas ao acido
tiobarbiturico e citocinas (SANTOS et al., 2018). As citocinas IL-4, IL-6, IL-10, IL-18 e
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TNF-a foram dosadas utilizando os kits comerciais de ELISA (Invitrogen, EUA) de
acordo com as instrucdes do fabricante.
Os derivados N-acilhidrazdnicos foram testados na dose de 10 mg/kg, baseado

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

4.3.3.1 Desenho experimental

= Grupo Sham: recebeu 100 pL de agua por gavagem uma hora antes da
instilacao de 25 pL de solucéo fisiolégica (NaCl 0,9%) por via Intranasal (i.n.);

= Grupo Controle negativo (LPS): recebeu 100 pyL de agua por gavagem uma
hora antes da instilagéo de 25 pL de LPS (25 pg/25 pL) por via Intranasal (i.n.);

= Grupo Controle positivo (DEXA): recebeu dexametasona (sigma) dissolvida
em 100 pL de agua por gavagem uma hora antes da instilacdo de 25 puL de
LPS (25 pg/25 pL) por via Intranasal (i.n.);

= Grupo JR-13: recebeu 100 pL de JR-13 (10 mg/kg) por gavagem uma hora
antes da instilacéo de 25 pL de LPS (25 pg/25 pL) por via Intranasal (i.n.);

= Grupo JR-15: recebeu 100 pL de JR-15 (10 mg/kg) por gavagem uma hora
antes da instilacdo de 25 pL de LPS (25 pg/25 uL) por via Intranasal (i.n.);

= Grupo JR-17: recebeu 100 pL de JR-17 (10 mg/kg) por gavagem uma hora
antes da instilagao de 25 pL de LPS (25 pg/25 pL) por via Intranasal (i.n.);

= Grupo JR-18: recebeu 100 pL de JR-18 (10 mg/kg) por gavagem uma hora
antes da instilacdo de 25 pL de LPS (25 pg/25 yL) por via Intranasal (i.n.);
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Figura 8 - Esquema do experimento de LPA por LPS
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Fonte: Elaborado pela autora

4.3.3.2 Contagem de Células do Lavado Broncoalveolar

Apods eutanasia dos animais foi realizada a retirada do lavado broncoalveolar
(LBA), utilizando a técnica de sucessivas aspiragdes com 1 mL de PBS (Solugao
tampao fosfato) utilizando uma céanula de polietileno intratraqueal. Em seguida, as
células presentes no LBA foram contadas utilizando um contador automatico
(Hematology Auto Analyse ABX Pentra 80) e visualizadas em microscoépio optico e
recontadas, utilizando a Camara de Newbauer apds a diluigdo na proporgao de 1:20
com a solugao de Turk (20 pL solugao de Turk + 20 uL suspencéao de células). Para a
contagem diferencial de células, linfocitos, mondcitos, eosindfilos e neutrdfilos, as
amostras foram citocentrifugadas e coradas com Hematoxilina e eosina — H & E
(Pandtico Rapido — Laborclin), e contadas no microscépio 6ptico no aumento de 100x.

Apds a contagem de células, foi calculada a porcentagem de inibicdo da
inflamacado dos grupos tratados com dexametasona e com os derivados N-

acilhidrazonicos, através da seguinte equacao:
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4.3.3.4 Histologia do pulméo

As amostras do pulmao foram preservadas por 24 horas em formaldeido a 10
% tamponado. Logo apés, foram lavadas em agua, imersas em alcool etilico 70 %
durante 3 - 4 dias e incluidas em parafina. Os cortes de 5 ym foram obtidos em
microtomo e submetidos a técnica de coloragdo Tricrbmico de Masson (TM). As
laminas foram analisadas em microscopio Nikon Eclipse E200, com camera modelo
HD Lite 1080P acoplada.

4.3.3.5 Imunohistoquimica

Primeiramente, cinco cortes (5 ym de espessura) do tecido pulmonar de cada
grupo (Salina, LPS, DEXA, JR17 e JR18) foram realizados e aderidos a laminas
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 incubagao os anticorpos anti-
COX-2 (ab15191, Abcam, Cambridge, UK) diluido 1:100 e anti-iINOS (ab3523, Abcam,
Cambridge, UK) diluido 1:20 foram preparados com Dako Antibody Diluent (K8006).
Apds marcacdo, os cortes foram contra corados com hematoxilina. A marcacao de
COX-2 e iINOS foi confirmada por coloracdo acastanhada no citoplasma. As laminas
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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Laboratdrio de Ultraestrutura da Fundagao Oswaldo Cruz, Instituto Aggeu Magalhaes.

As anadlises de imunohistoquimica foram realizadas apenas nas amostras
biolégicas (pulmao) dos grupos tratados com os derivados N-acilhidrazénicos JR-17
e JR-18, por apresentarem resultados mais relevantes na porcentagem de inibigdo da

inflamacgao.

4.3.3.6 Determinacéo dos niveis de Mieloperoxidase (MPO)

A atividade da mieloperoxidase (MPO) foi avaliada segundo protocolo descrito
por Bradley; Christensen; Rothstein (1982) com modificagbes e utilizada como
indicativo da presencga de leucdcitos polimorfonucleares. Os fragmentos do pulmao
(250 mg/mL) foram homogeneizados em solugcdo de brometo de
hexadeciltrimetilamonio 0,5 % (HTAB) diluido em tampéo fosfato de sédio 50 mM. Em
seguida, o homogenato foi centrifugado em 8.300 rpm, por 10 minutos, a 4 °C. Em
seguida, 100 uL do sobrenadante foram adicionados a 1,9 mL da solugédo de reagao
(cloridrato de o-dionisidina - 0,167 mg/mL, tampao fosfato de so6dio 50 mM, pH 6,0 e
peroxido de hidrogénio 0,0005 %). Logo apds a incubagéo, a reacgao foi lida em
espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 450 nm, durante seis minutos, com
variagao 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 Determinagéo dos niveis de Malondialdeido (MDA)

O grau de peroxidagao lipidica no tecido pulmonar foi estimado pela
determinacgao dos niveis de malondialdeido através do teste de substancias reativas
ao acido tiobarbiturico (TBARS), usando o método descrito por Yargicoglu et al., 1999
com algumas modificacbes. Os fragmentos de pulmao foram homogeneizados (250
mg/mL) em tampao fosfato 150 yM (pH 7,4). Apds homogeneizagdo, 63 pL do
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homogenato foram colocados em microtubos tipo eppendorf, seguido da adicdo de
100 pL de acido perclérico a 35 %. As amostras foram centrifugadas a 10000 rpm
durante 15 minutos a 4 °C. Em seguida, 150 uL do sobrenadante de cada amostra foi
transferido para novos microtubos e adicionado 50 uL de acido tiobarbiturico a 1,2 %.
A mistura foi levada ao banho de agua fervente (95 °C/30 minutos). Apds as amostras
esfriarem, foram colocadas em uma placa de 96 pogos e a leitura realizada em um
leitor de microplacas (535 nm). A curva padrdao foi obtida usando 1,1,3,3-
tetrametoxipropano como padrdo. Os resultados foram expressos em micromol de
MDA/mg de tecido.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados pelo GraphPad Prism versao 8.0 para Windows
(GraphPad Software, La Jolla, California USA). Foi utilizado a analise de variancia
(ANOVA), seguido do teste de Tukey para multiplas comparagdes. Os dados foram
expressos em media + desvio padréo (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 realizacio.
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Figura 9 - Fluxograma com o delineamento da pesquisa.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ENSAIOS IN VITRO

5.1.1 Atividade Antimicrobiana

Os valores da CIM dos derivados N-acilhidrazdnicos estao dispostos na Figura
10 e da CBM na Figura 11.

Figura 10 - Concentragéo inibitdria minima (CIM) em ug/mL dos novos derivados N-acilhidrazdnicos
substituidos JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18 frente as cepas bacterianas.
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De maneira geral, os novos derivados N-acilhidrazdnicos substituidos,
apresentaram atividade antibacteriana para as cepas testadas com a CIM entre 60
Mg/mL a 250 ug/mL, mostrando um bom espectro de agao antibacteriana.

O derivado N-acilhidrazénico JR-17 apresentou atividade para a maioria das
cepas testadas com CIM de 120 ug/mL, exceto para a cepa de Pseudomonas
aeruginosa que esse derivado apresentou atividade com CIM de 250 ug/mL. Os
derivados JR-13, JR-15 e JR-18 mostraram atividade frente a P. aeruginosa com CIM
de 120 ug/mL. Estes resultados sao significativos, ja que a espécie Pseudomonas

aeruginosa é uma bactéria gram-negativa reconhecida como um patégeno oportunista
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mais comumente associado a infecgcdes nosocomiais € pneumonia de tratamento
dificil devido a capacidade desta bactéria de resistir a muitos antibiéticos atualmente
disponiveis (PANG et al., 2019).

Os patégenos prioritarios da OMS, ESKAPEE, s&o a principal causa de
infeccdes nosocomiais com risco de vida (RAJPUT et al., 2021). Notavelmente, a
inibicdo do crescimento de varios organismos Gram-negativos resistentes a
medicamentos incluindo Klebsiella pnemoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter aerogenes sédo enormemente complicadas.
Por sua vez, o Staphylococcus aureus resistente a 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 infecgdes nosocomiais como Staphylococcus
aureus meticilina resistente, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae. Todos 0s
derivados N-acilhidrazénicos apresentaram a CIM de 250 pg/mL, frente a cepa de
Staphylococcus aureus meticilina resistente, exceto a JR-17 que mostrou atividade
em 120 pg/mL. Frente a cepa de Escherichia coli, todos os derivados N-
acilhidrazonicos apresentaram CIM de 120 ug/mL, exceto a JR-13 com CIM de 250
Mg/mL. Em destaque, o espectro de atividade de todas as moléculas testadas diante

a cepa de Klebsiella pneumoniae foi em torno de 120 pg/mL.

Figura 11 - Concentragao bactericida minima (CBM) em ug/mL dos novos derivados N-
acilhidrazénicos substituidos JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18 frente as cepas bacterianas.
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Entre todos os casos de pneumonia hospitalar na Europa, o Staphylococcus
aureus é o segundo patégeno mais prevalente com 17,8% dos casos e 29,9% dos
isolados sao resistentes a meticilina (CABRERA et al., 2020). A CBM variou entre 120
pg/mL a 500 pg/mL, para a maioria dos derivados N-acilhidrazénicos e cepas
bacterianas testadas.

A atividade antibacteriana dos derivados N-acilhidrazénicos testados neste
estudo, corroboram com os dados de Moura (2018), o qual enfatiza a estrutura
quimica dos derivados N-acilhidrazénicos substituidos, mostrando que, a presenca de
nitrogénio na molécula do JR-15, a preseng¢a do bromo ligado ao anel benzénico no
composto JR-17 e a presenca de compostos heteroaromaticos nitrogenados
fusionados ao anel benzénico no composto JR-18 sio favoraveis a atividade biolégica
dos mesmos.

Além das bactérias citadas, os derivados N-acilhidrazénicos também foram
testados in vitro frente as cepas de leveduras identificadas como Candida albicans
UFPEDA1007, Candida guilliermondii UFPEDA6403 e Candida albicans URM4664
partindo da concentragdo 1000 ug/mL até 0,98 ug/mL. Os valores da CIM estao
dispostos na Figura 12 e da CFM na Figura 13.

Figura 12 - Concentragdo inibitéria minima (CIM) em pg/mL dos novos derivados N-acilhidrazénicos
substituidos JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18 frente as cepas de leveduras.
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Do mesmo modo, os novos derivados N-acilhidrazdnicos substituidos, também
apresentaram uma boa atividade antifungica para as cepas de leveduras testadas com

a CIM variando entre 62,5 pg/mL a 125 pg/mL.
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Diante da cepa de levedura C. albicans 4664, todos os derivados N-
acilidrazdénico testados apresentaram CIM de 125 pg/mL. Em relagao as outras duas
cepas de leveduras testadas na pesquisa, C. albicans 1007 e C. guilliermondii 6403,
todos os derivados N-acilhidrazénicos testados apresentaram atividade semelhante
com CIM de 62,5 uyg/mL. As cepas C. albicans 4664 e C. guilliermondii 6403 foram
oriundas de isolados clinicos, que normalmente apresentam resisténcia a um numero
maior de antifungicos, devido ao uso indiscriminado e prolongado de antifungicos
(PINTO et al., 2019). Esses resultados sdo significativos uma vez que pacientes com
COVID-19 em estado critico, podem aumentar a suscetibilidade a infec¢ao oportunista

por C. albicans e espécies de Candida nao-albicans (MOSER et al., 2021).

Figura 13 - Concentragéo fungicida minima (CFM) em pg/mL dos novos derivados N-acilhidrazénicos
substituidos JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18 frente as cepas de leveduras.
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A CFM do derivado N-acilidrazénico JR-13 para a cepa C. albicans 1007 foi de
125 pg/mL. Ja os outros derivados JR-15, JR-17 e JR-18, a CFM foi de 62,5 pg/mL
sendo igual a CIM destes para a cepa C. albicans 1007. Diante do isolado clinico C.
albicans 4664, a CFM de todos os derivados N-acilhidrazdnicos foi de 125 pg/mL igual
a CIM. Em relagdo ao isolado clinico C. guilliermondii 6403, os derivados N-
acilhidrazonicos apresentaram CFM de 250 ug/mL, exceto o JR-18 que apresentou a
CFM de 125 pg/mL para esta cepa.

Segundo Castillo-Bejarano et al. (2020) a C. guilliermondii € uma espécie de C.

ndo-albicans, integrante da microbiota fungica normal da pele e mucosa humana,
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apresenta susceptibilidade diminuida aos antifungicos, tornando seu manejo um
desafio terapéutico e a incidéncia de candidemia por esta levedura varia de 1 % a 3

% dependendo da localizagdo geografica.

5.1.1.2 Avaliacao da inibicdo da bomba de efluxo por modificagdo da CIM

dos antibiéticos e do brometo de etidio.

A Figura 14 mostra os resultados da atividade antibacteriana direta dos
derivados N-acilhidrazénicos JR-15, JR-17 e JR-18 comparada aos antibidticos
norfloxacina e clorpromazina (CPZ) em relagao as cepas de Staphylococcus aureus
SA1199B, que superexpressa a proteina de efluxo NorA e a sua cepa selvagem
SA1199. Os derivados testados ndo apresentaram atividade antibacteriana direta
frente as cepas SA1199 e SA1199B.

Figura 14 - Avaliagao do perfil antibacteriano dos derivados N-acilhidrazénicos JR-15, JR-17 e JR-18
frente as cepas de S. aureus SA-1199 e SA-1199B em comparagédo com o controle de antibidtico
Norfloxacina.

SA 1199 SA 1199B

>

o

S

3

= 1200

g 1000 T T ITTTT

g 800 [ZZ1 Norfloxacina

jg 89 Il CPZ
300

e 3 JR-15

£ 200

2 100 E JR-17

=10 O JR-18

£ 8 :

g $

[P

2 2

= 0

=

5]

()

=

(=]

o

Os valores representam a média geométrica £ EPM (erro padrédo da média). A analise 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-acilhidrazénicos JR-15, JR-17 e JR-18 n&o 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 antibiético testado para a cepa SA RN4220 foi a eritromicina
e para a cepa SA IS-58 foi a tetraciclina e foram comparados ao antibiético
clorpromazina.

Figura 15 - Avaliagao do perfil antibacteriano dos derivados N-acilhidrazénicos JR-15, JR-17 e JR-18

frente as cepas de S. aureus RN4220 e IS-58 em comparagéo com os controles antibioticos
Eritromicina e Tetraciclina, respectivamente.
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Os valores representam a média geométrica + EPM (erro padrdo da média). A analise foi realizada
através de ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Tukey como post hoc. Antibiético = Eritromicina
utilizado com RN4220 e Tetraciclina utilizado com 1S-58; a4 = P < 0,0001 vs antibidtico; CPZ =
clorpromazina.

A avaliagao da inibigao da bomba de efluxo pela redu¢do da CIM do antibidtico
foi realizada através da associacado dos derivados N-acilhidrazénicos JR-15, JR-17 e
JR-18 em uma concentragao subinibitéria (CIM/8) para saber se tinha acao inibitéria
em associacao com o antibidtico.

A Figura 16 apresenta a capacidade de inibigdo da bomba de efluxo NorA pelos
derivados em estudo frente as cepas de S. aureus SA-1199 e SA-1199B e mostra que
em relacdo a cepa SA-1199 nenhum dos derivados (JR-15, JR-17 e JR-18) em
associagao com a norfloxacina apresentaram inibigao significativa. Em relagcéo a cepa
SA-1199B, os derivados JR-15 e JR-18 em associag¢ao 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 a norfloxacina para o
tratamento de infecgbes 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 extrusao da norfloxacina para fora da
bactéria impedindo sua agao. A associagao do JR-15 e JR-18 com a norfloxacina inibiu
a bomba de efluxo e favoreu a acdo da norfloxacina para impedir o crescimento
bacteriano. O derivado JR-17 ndo apresentou efeito significativo quando associado a

norfloxacina frente a cepa SA-1199B.

Figura 16 - Avaliagao da capacidade de inibigao da bomba de efluxo NorA pelos derivados N-
acilhidrazénicos JR-15, JR-17 e JR-18 na associagcdo com Norfloxacina, frente as cepas de S. aureus
SA-1199 e SA-1199B.
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Os valores representam a média geométrica + EPM (erro padrdo da média). A analise 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 avaliagdo da capacidade de inibigdo das bombas de efluxo MsrA e Tet(K)
pelos compostos JR-15, JR-17 e JR-18 em associagdo com eritromicina e tetraciclina,
frente as cepas de S. aureus RN4220 e 1S-58 esta disposta na Figura 17 A e B. A
Figura 17 A apresenta os derivados em associagcdo com a eritromicina testados frente
a cepa SA RN4220 portadora da bomba de efluxo MsrA e de acordo com os

resultados, sugere que nao houve atividade sinérgica de nenhum dos derivados em
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estudo com a eritromicina, provavelmente nao houve inibigdo da bomba de efluxo e

com isso nao potencializou o efeito da eritromicina.

Figura 17 - Avaliagdo da capacidade de inibicdo das bombas de efluxo MsrA e Tet(K) pelos derivados
N-acilhidrazénicos JR-15, JR-17 e JR-18 na associagdo com Eritromicina e Tetraciclina, frente as
cepas de S. aureus RN4220 (A) e 1S-58 (B).

A £
S'_)« MsrA
- 1500
E
)
=3
=
E 1000+
E =1 Eritromicina
5 Im CPZ + Eritromicina
=
S =2 JR-15 + Eritromicina
£ 500+
E E3 JR-17 + Eritromicina
x§ Im JR-18 + Eritromicina
g -
2 SA RN4220
S
Q

B O Tet(K)
=
'E 150
o
=4
< a4
E 100 1 Tetraciclina
E O CPZ + Tetraciclina
g E@ JR-15 + Tetraciclina
::5 50+ B3 JR-17 + Tetraciclina
=
g2 M JR-18 + Tetraciclina
g
0 T
g SA IS-58
<
=
S
O

Os valores representam a média geométrica £ EPM (erro padrdo da média). A andlise foi realizada
através de ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Tukey como post hoc. a4 = P < 0,0001 vs
antibidtico; CPZ = clorpromazina.

A Figura 17 B, mostra os resultados dos derivados JR-15, JR-17 e JR-18 em
associagado com a tetraciclina frente a cepa SA 1S-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 ndo apresentaram
atividade frente a esta cepa quando associados a tetraciclina.

O resultado da avaliacdo da capacidade de inibicdo da bomba de efluxo NorA
pelos derivados N-acilhidrazénicos JR-15, JR-17 e JR-18 na associagao com brometo
de etidio, frente as cepas de S. aureus SA-1199 e SA-1199B estdo descritos na Figura
18. Frente a cepa SA-1199, a associacédo do JR-17 e JR-18 ao brometo de etidio foi
significativa, demonstrando assim potencial como um possivel inibidor de bomba
NorA; ja em relagdo ao JR-15, essa associacdo n&o promoveu sinergismo e
consequentemente nao ocorreu inibicdo da bomba de efluxo. Frente a cepa SA-
1199B, apenas a associagado do JR-18 com o brometo de etidio apresentou o efeito

sinérgico de provavel inibicdo da bomba de efluxo NorA.

Figura 18- Avaliacdo da capacidade de inibigdo da bomba de efluxo NorA pelos derivados N-
acilhidrazénicos JR-15, JR-17 e JR-18 na associagao com brometo de etidio, frente as cepas de S.
aureus SA-1199 e SA-1199B.
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Os valores representam a média geométrica £ EPM (erro padrao da média). A analise foi realizada

através de ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Tukey como post hoc. a4 = P < 0,0001 vs
Brometo de etidio; EtBr = brometo de etidio; CPZ = clorpromazina.
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A avaliacdo de inibicao da bomba de efluxo pela reducdo da CIM do brometo
de etidio foi realizada para verificar a presenca de bomba de efluxo. O brometo de
etidio € um corante intercalante de DNA e também substrato da bomba de efluxo
(WHITTLE et al., 2019). A bomba de efluxo remove brometo de etidio e outras

substancias téxicas de dentro das bactérias. A inibicdo 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 fluorescéncia (TINTINO et al., 2020).

Afigura 19 mostra a avaliagao da capacidade de inibicado das bombas de efluxo
MsrA e Tet(K) pelos derivados N-acilhidrazénicos JR-15, JR-17 e JR-18 na associagéo
com brometo de etidio, frente as cepas de S. aureus RN4220 e 1S-58.

Figura 19 - Avaliagdo da capacidade de inibicdo das bombas de efluxo MsrA e Tet(K) pelos derivados
N-acilhidrazénicos JR-15, JR-17 e JR-18 na associagao com brometo de etidio, frente as cepas de S.
aureus RN4220 (A) e IS-58 (B).
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Os valores representam a média geométrica + EPM (erro padrdo da média). A analise foi realizada
através de ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Tukey como post hoc. a4 = P < 0,0001 vs
Brometo de etidio; EtBr = brometo de etidio; 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 etidio, sugerindo
inibicdo da bomba MsrA, as associa¢cdes dos outros derivados testados JR-15 e JR-
17 ao brometo de etidio, ndo apresentaram efeito sinérgico para inibicdo da bomba
de efluxo (Figura 19 A). A figura 19 B apresenta, a associagdo dos derivados em
estudo ao brometo de etidio frente a cepa SA IS-58 que possue a bomba de efluxo
Tet(K) e mostrou que nao houve atividade sinérgica para inibicdo da bomba de efluxo.

De maneira geral todos os derivados N-acilhidrazénicos testados apresentaram
atividade anitimicrobiana aos patégenos 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 a tetraciclina
promoveu inibicao signicativa frente a cepa SA 1S-58 sugerindo a inibicdo da bomba
de efluxo Tet(K) e o JR-18 associado ao brometo de etidio apresentou inibicao
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 Hemolitica

No presente estudo, o teste de hemdlise em eritrocitos de camundongos in vitro
foi empregado para a avaliagdo da atividade hemolitica dos derivados N-
acilhidrazonicos JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18. As concentragdes estudadas variaram
entre 3,90 - 500 pg/mL, nas quais foi observada hemdlise de 15% e 12% na
concentragédo de 500 ug/mL para o JR-13 e JR-15 respectivamente. O derivado N-
acilhidrazénico JR-17 apresentou hemdlise de 82% e 13% para as concentragdes 500
pMg/mL e 250 pg/mL e o JR-18 hemdlise de 78% e 9% para as concentragdes 500
Mg/mL, e 250 pg/mL respectivamente (Figura 20).

Os resultados demonstram que estes derivados N-acilhidrazonicos
apresentaram hemolise para concentragdes acima de 250 pg/mL, segundo Costa-
Lotufo e colaboradores (2005), um produto s6 é considerado citotoxico quando ocorre
hemolise com concentragcao abaixo de 200 ug/mL, sugerindo que os derivados N-

acilhidrazdnicos ndo causam danos as membranas dos eritrocitos de camundongos.
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Figura 20 - Efeito hemolitico dos derivados N-acilhidrazdnicos na membrana dos eritrécitos de

camundongos.
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5.1.3 Citotoxicidade

Para a avaliagdo da citotoxicidade dos novos derivados N-acilhidrazénicos
substituidos JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18, foi realizado o ensaio com MTT nas
linhagens celulares L929 (fibroblastos murino), J774 (macréfagos murino) e
macrofagos peritoneais (Camundongos Swiss). Foi determinado o percentual de
viabilidade celular e os resultados mostraram que os derivados N-acilhidrazdnicos
substituidos JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18 n&o apresentaram efeitos citotdxicos nas
células testadas, ja que todos apresentaram a viabilidade celular > 70%, nas
concentragdes testadas. Este € o padrdo para auséncia de citotoxicidade declarado
na ISO 10993-5 (International Organization for Standardization), de acordo com a
mesma, para que os materiais testados sejam considerados nao toxicos, devem obter
resultados que indicam viabilidade acima do especificado, que é viabilidade > 70%
calculada em relagao ao controle (JO et al., 2017).

A figura 21 apresenta o percentual de viabilidade celular dos novos derivados
N-acilhidrazénicos substituidos em estudo diante dos fibroblastos murino (L929) apés

72 horas de tratamento pelo método colorimétrico MTT. As concentragdes testadas
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foram 25 pg/mL; 12,5 pg/mL; 6,25 ug/mL; 3,12 ug/mL; 1,56 ug/mL e 0,78 ug/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
concentragdes descritas. Para o derivado JR-18 as porcentagens foram de 81% a
95%, ressaltamos que nas concentragdes 25 pg/mL (81%) e 12,5 yg/mL (82%)
apresentaram significancia estatistica em relagéao ao controle, como sinalizada no
grafico, porém nao suficiente para inferir citotoxicidade ja que a viabilidade celular esta
acima de 70%.

A investigacao da atividade citotoxica 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 Chaoging Wang e colaboradores (2019) corroborando com

este estudo.

Figura 21 - Percentual de viabilidade celular dos novos derivados N-acilhidrazdnicos substituidos JR-
13, JR-15, JR-17 e JR-18 em fibroblastos murino (L929) apds 72 horas de tratamento pelo método
colorimétrico do MTT.
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Os valores representam a média (n= 6), significativos apds analise de variancia (ANOVA) de uma via
seguida pelo teste de Tukey com intervalo de confianga de 99%, quando comparados ao grupo controle,
*p<0,05e*p<0,01.

Os resultados para o MTT com macréfagos murino (J774) estao dispostos na
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figura 22. Em ordem decrescente de concentracdo de 25 pg/mL a 0,78 ug/mL as
porcentagens de viabilidade celular para o JR-13 quando comparadas ao controle
100%, variaram de 80% a 89%, a concentracdo 12,5 yg/mL (80%) apresentou
significancia estatistica, porém n&o sugestivo de citotoxicidade. Para o JR-15 a
viavilidade celular variou de 85% a 98% entre as concentracdes testadas e ndo houve
significancia estatistica em nenhuma das concentragbes quando comparadas ao
controle. As porcentagens de viabilidade celular do JR-17 variaram de 76% a 99%,
houve significancia estatistica, quando comparado ao controle, nas concentragdes 25
Mg/mL (76%) e 12,5 ug/mL (79%), como apresentado no grafico, porém nao suficiente
para inferir citotoxicidade. Resultado semelhante aconteceu com o derivado JR-18 nas
concentragbes 25 pug/mL (77%) e 12,5 ug/mL (78%) como destacado no grafico
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 macrofagos peritoneais induzidos por tioglicolato e
tratados com os derivados N-acilhidrazénicos substituidos em estudo esta disposta
na figura 23. Os resultados mostratram uma média de 100% de viabilidade celular em
todos os derivados testados, nas concentracdes testadas. Portanto, os novos
derivados N-acilhidrazbnicos testados ndo alteraram a atividade da redutase
mitocondrial em células isoladas de um estado inflamatorio agudo, especificamente,
macrofagos 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 macréfagos peritoneais

induzidos por tioglicolato.

Figura 22 - Percentual de viabilidade celular dos novos derivados N-acilhidrazdnicos substituidos JR-
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13, JR-15, JR-17 e JR-18 em macréfagos murino (J774) apos 72 horas de tratamento pelo método
colorimétrico do MTT.
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Os valores representam a média (n= 6), significativos apds analise de variancia (ANOVA) de uma via
seguida pelo teste de Tukey com intervalo de confianga 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-acilhidrazénicos substituidos JR-
13, JR-15, JR-17 e JR-18 em macrdéfagos peritoneais induzidos por Tioglicolato em camundongos
Swiss apds 24 horas de tratamento pelo método colorimétrico do MTT.
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Os valores representam a média (n= 6), significativos apds analise de variancia (ANOVA) de uma via
seguida pelo teste de Tukey com intervalo de confianga de 99%, quando comparados ao grupo controle,

**n < 0,01.
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5.1.4 Atividade anti-inflamat6ria em macréfagos murinos

A atividade anti-inflamatéria in vitro foi realizada em macréfagos peritoneais
murinos estimulados por LPS, inicialmente através da dosagem da concentracao de
nitrito/nitrato (indicativa da produgdo de o6xido nitrico) no sobrenadante celular. A
Figura 24 mostra a quantificacdo indireta de NO no sobrenadante celular, na qual
mostra que todos os derivados N-acilhidrazénicos (JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18)
testados apresentaram uma diminui¢do significativa dos niveis de NO nas
concentragdes testadas quando comparadas ao grupo LPS. Os niveis de NO foram
semelhantes nas trés concentragdes testadas (1,56 pg/mL, 6,25 ug/mL e 12,5 ug/mL)
e nao tiveram significancia quando foram comparados entre si, sendo assim, a
concentracdo de 6,25 pg/mL foi a escolhida para a realizagdo da dosagem das
citocinas inflamatérias e anti-inflamatorias.

Figura 24 - Quantificagdo indireta de NO pelos niveis de nitrato/nitrito no lavado celular de

macrofagos murino estimulados com LPS e tratados com os derivados N-acilhidrazénicos
substituidos (JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18), dexametasona e L-NAME.

JR13 JR15
0254 _0.25
8 8
= 0.20 2 0.20
8 8
o o
T 0.15-] T 0.15-]
s s
© 0.10- © 0.10-
9 ©T L T
= B g, EE =
2 0.05- 2 0.054
= [1N =
0.00- T T r 0.00- r r y
] & o H» 5 > & o O 5
FF NP LGP
v [pg/mL] v [ng/mL]
JR17 JR18
025 _0.25-
S s
2 0.20 2 0.204
8 8
=] o
T 0.15-] T 0.15
5 5
© 0.10- - © 0.10-
b=l °
= Fkk dkk = kkk  Khk kkk
2 0.05- 2 0.05-
2 2
0.00- 0.00-
] & o H 9 -} & o L 9
SIS I ERRREE

v emi)

Vo gimi

NO no sobrenadante celular ***p < 0,001 indica diferenca estatisticamente significante em relagéo ao
grupo LPS. Significativo apés analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo teste de Tukey.
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A Figura 25 (A — B) mostra os resultados dos niveis das citocinas inflamatorias
IL-18 e TNF-a no sobrenadante da cultura de macrofagos peritoneais murino
estimulados com LPS e apds tratamento ded 24 h com os novos derivados N-
acilhidrazonicos substituidos JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18 na concentracdo de 6,25
pMg/mL e dexametasona. Os derivados inibiram significativamente a producgdo das
citocinas quando comparadas ao LPS e apresentaram comportamento semelhante ao
grupo tratado com dexametasona, o que indica o perfil anti-inflamatério promovido
pelos derivados N-acilhidrazénicos em estudo.

Figura 25 - Niveis de citocinas IL-18 e TNF-a no lavado celular de macrofagos murino estimulados

com LPS e apds tratamento com os novos derivados N-acilhidrazonicos substituidos JR-13, JR-15,
JR-17 e JR-18 e dexametasona.
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Citocinas IL-18 e TNF-a no lavado celular ***p < 0,001 indica diferenca estatisticamente significante em
relacdo ao grupo LPS. Significativo apds analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo teste
de Tukey.

Os macrofagos sdo um dos componentes mais importantes do sistema
imunoldgico, participam das respostas imunes inatas e adaptativas e participam do
controle de infecgbes e processos inflamatoérios. Podem ser divididos em macréfagos
M1 e M2; os macrofagos M1 sédo geralmente ativados por interferon-y e LPS, secretam
principalmente fatores inflamatérios e estdo presentes na inflamagéo precoce. Os
macrofagos M2 sao ativados por citocinas Th2, como IL-4, IL-13 e imundgenos e
expressam fatores de inibicdo inflamatéria com efeito na inibicdo da resposta
inflamatéria 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-inflamatério de derivados N-acilhidrazénicos in vitro e
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obtiveram resultados satisfatérios em relacado a essa atividade com alta produgao das
citocinas IL-4 e IL-10, além da baixa produgao de IFN-y, os quais sao indicadores do
estado anti-inflamatério e baixa liberacdo de 6xido nitrico que € um mediador chave

da resposta inflamataria.

5.2 ENSAIOS IN VIVO

5.2.1 Ensaio Toxicolégico Ndo Clinico

Os novos derivados N-acilhidrazénicos substituidos JR-13, JR-15, JR-17 e JR-
18 na dose de 300 mg/kg administrado por via oral em camundongos fémeas, ndo
produziram morte e ndo causaram efeitos na locomogao, respiragdo, salivacao,
lacrimejamento, cianose de extremidades, diarreia, micg¢do, piloerecédo, ptose e
alteragdo screening comportamental no periodo de 14 dias de observagéo.

Alteracdes significativas na massa corpdrea e no consumo de agua e ragao,
podem expressar toxicidade ou serem tomadas como medida de efeitos adversos (Y-
CHEN et al., 2018). Ap6s o periodo de 14 dias de observagao e analise do consumo
de agua e ragao e o ganho de massa corpoérea, foi observado que houve um aumento
gradativo da massa corporea. Esse aumento também foi observado no consumo de
agua e ragao entendendo-se que foram aumentos compativeis com o0 ganho de massa
corporea, ja que nao houve diferenca significativa dos grupos tratados com os novos
derivados N-acilhidrazbnicos substituidos quando comparados com o grupo controle

nos trés parametros observados (Tabela 3).
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Tabela 3 - Efeito do tratamento agudo dos derivados N-acilhidrazénicos substituidos JR-13, JR-15,
JR-17 e JR-18 na dose de 300 mg/kg, sobre o consumo de ragdo, o consumo de agua e o ganho de
massa corporal de camundongos fémeas por 14 dias de observagéo

PARAMETROS CONTROLE JR-13 JR-15 JR-17 JR-18
Consumo de
. 19,71+1,98 1821+1,19 18,07+1,85 19,93+1,49 19,79+1,12
racao (g)
Consumo de
] 29,71+287 26,86+293 3221+299 3236+221 31,64+2,65
agua (mL)
Ganho de
massa 4,17 + 0,75 433+0,52 4,00+0,63 4,67 +0,82 4,67 +0,82

corporal (g)

Os valores representam a média (n= 6), significativos apds analise de variancia (ANOVA) de uma via
seguida pelo teste de Tukey com intervalo de confianga de 99%, quando comparados ao grupo controle,
p < 0,05.

O peso médio dos 6rgaos pulmao, coracao, rins, bago figado e estbmago de
cada grupo nao foram afetados com a administragdo aguda como podemos observar

na tabela 4, quando comparados ao grupo controle.

Tabela 4 - Efeito do tratamento agudo dos derivados N-acilhidrazénicos substituidos JR-13, JR-15,
JR-17 e JR-18 na dose de 300 mg/kg, sobre o peso médio (g) dos 6rgaos de camundongos fémeas
por 14 dias de observagao

ORGAOS CONTROLE JR-13 JR-15 JR-17 JR-18

Pulméao 0,427 £ 0,043 0,302 +0,074 0,475+0,143 0,415+0,086 0,301 +0,026
Coracao 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
Baco 0,224 + 0,006 0,405 +0,057 0,372+0,100 0,362 +0,127 0,352 + 0,026
Figado 2,467 + 0,368 2,32+0,181 2,296 +0,294 2,343+0,244 2,306 +0,165
Estdbmago 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 ap6s analise de variancia (ANOVA) de uma
via seguida pelo teste de Tukey com intervalo de confianga de 99%, quando comparados ao grupo
controle, p < 0,05.

O perfil hematolégico (Tabela 5) foi determinado a partir do sangue colhido dos
camundongos apds 14 dias. Para tal, foram analisados os seguintes parametros:

hemacias, hemoglobina, hematocrito, plaquetas, leucdcitos totais e porcentagem de
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Parametros hematoldgicos alterados podem ser sinal de possivel toxicidade,

diminui¢des significativas dos leucécitos sugerem que a administragédo oral diaria da

substancia pode resultar em enfraquecimento do sistema imunolégico. Diminui¢cdes

na quantidade de hemacias e hemoglobina podem indicar efeito sobre a fungao

hematopoiética (WU et al., 2014). O JR-18 apresentou alteragdo na quantidade de

hemacias com significancia de *p<0,05 quando comparado ao grupo controle. Os
novos derivados N-acilhidrazénicos substituidos JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18 nado

apresentaram variacdo na porcentagem de neutréfilos, mondcitos, linfocitos e

eosindfilos quando comparados ao grupo controle.

Tabela 5 - Efeito do tratamento agudo dos derivados N-acilhidrazonicos substituidos JR-13, JR-15,
JR-17 e JR-18 na dose de 300 mg/kg, sobre os parametros hematoldgicos de camundongos fémeas

por 14 dias de observacgao.

PARAMETROS CONTROLE JR-13 JR-15 JR-17 JR-18
Hemacias
8,53+0,63 8,82+ 0,26 8,83 +0,37 6,63+2,18 6,48 + 0,98*
(108 /mm3)
Hemoglobina
12,82+ 1,12 13,82 + 1,41 13,82 + 0,91 12,45 + 2,20 11,82 + 1,69
(g/dL)
Hematocrito
37,92 + 4,92 40,73 + 3,80 41,17 + 2,38 36,40 + 6,70 35,03 + 4,67
(%)
Plaquetas
873 + 184 923 + 149 959 + 151 779 £+ 76 703 £+ 57
(103/uL)
Leucoécitos
4950 + 274 5400 + 200 5267 + 186 5300 + 369 5067 + 333
(108/ mm3)
Neutrofilo
16 £ 4 16+ 3 17+ 2 16 + 4 13+1
(%)
Linfécito
77+6 79+4 81+3 79+3 82 +2
(%)
Monocito
2+0 4+ 1 3+2 4+ 1 4+1
(%)
Eosinodfilos
2+1 2+ 1 1+1 1+1 2+1
(%)

Os valores representam a média * d.p. (n= 6), ndo significativo ap6s ANOVA de uma via seguida pelo
teste de Tukey com intervalo de confianga de 99%, quando comparados ao grupo controle *p<0,05.
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Segundo Yi-Chen e colaboradores (2018), outras alteragbes como na
quantidade de basdfilos, eosindfilos, linfécitos e neutréfilos, parecem ser
toxicologicamente irrelevantes porque estao dentro dos limites da variagédo biolégica
normal. Apds a analise, os resultados mostraram que n&o houve alteracao relevante,
em relagéo a possibilidade de inferir toxicidade nos grupos tratados com os derivados
N-acilhidrazénicos substituidos, quando comparados ao grupo controle.

A tabela 6 apresenta os valores séricos dos parametros bioquimicos, dosados
apés o tratamento dos animais com os novos derivados N-acilhidrazonicos
substituidos JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18, na dose de 300mg/kg e comparados com
animais tratados com salina. A dosagem destes parametros se prop0s principalmente
verificar a toxicidade hepatica e renal e ao analisar os dados pode-se observar que
estes parametros ndo apresentaram alteracdo com significancia estatistica que
apontasse toxicidade nos diversos 6rgéos e sistemas avaliados, quando comparados

ao grupo controle, sendo assim n&o apresentaram sinais para inferir toxicidade.

Tabela 6 - Efeito dos derivados N-acilhidrazénicos substituidos JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18 (300
mg/kg) por via oral sobre os parametros bioquimicos de camundongos fémeas.

PARAMETROS CONTROLE JR-13 JR-15 JR-17 JR-18
Acido urico
3,63+£0,33 297+048 3,76+0,73 3,24+1,44 572+1,49
(mg/dL)
Creatinina
056+0,24 0,32+0,15 0,28+0,08 0,53+0,25 0,48+0,25
(mg/dL)
AST/TGO
258 + 26 182 + 45 260 + 37 189 + 52 328 + 58
(mg/dL)
ALT/TGP
68 +8 96 + 29 107 + 33 62 + 21 101 £ 23
(mg/dL)
Uréia
45+ 3 45+ 4 45+ 3 49+6 507
(mg/dL)

Os valores representam a média * d.p. (n=6), ndo significativo apds analise de variancia (ANOVA) de
uma via seguida pelo teste de Tukey com intervalo de confianga de 99%, quando comparados ao grupo
controle.

Os parametros bioquimicos e hematoldgicos sao critérios importantes de

diagnostico na pratica clinica, e alteragdes nos sistemas hematologicos e bioquimicos
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tém um valor preditivo mais alto para a toxicidade humana quando os dados sao
traduzidos de estudos em animais (CARRILLO; ADENUGA; MCKEE, 2014).
Alteracbes na concentracdo de colesterol total e triglicerideo, podem oferecer
informacgdes uteis sobre o metabolismo lipidico e a predisposicao do coragao a
aterosclerose e suas doencgas cardiovasculares associadas (YI-CHEN et al., 2018).
Os derivados N-acilhidrazonicos em estudo nado apresentaram alteragées na
concentragao dos lipideos quando comparados ao grupo controle.

As transaminases AST e ALT sdo enzimas presentes nas células do figado,
hepatocitos, e que séo liberadas no sangue em consequéncia de lesdo hepatica de
naturezas diversas, usadas para indicar uma possivel toxicidade. Geralmente, o dano
as células do figado parenquimatoso resulta em elevagao de ambas as transaminases
(MANGUS et al., 2015). Neste estudo, ndo houve alteracao significativa nos niveis de
ALT e AST e ndo houve anormalidade observada no peso do figado, sugerindo que
os derivados N-acilhidrazénicos substituidos ndo podem ser considerados
hepatotoxicos em camundongos (ALGANDABY, 2015).

A creatinina e a uréia sao biomarcadores da fungao renal, elevagdes no indice
desses biomarcadores podem frequentemente estar relacionadas a danos dos
néfrons funcionais (YI-CHEN et al., 2018). Na pesquisa, a uréia e a creatinina nao
apresentaram alteracdo nos grupos tratados com os derivados N-acilhidrazonicos
substituidos quando comparados ao grupo controle, também n&o foi observada em
relagdo ao peso dos rins quando os grupos tratados com os derivados N-

acilhidrazonicos foram comparados ao grupo controle como foi mostrado na Tabela 6.

5.2.2 Lesdo pulmonar aguda por LPS

5.2.2.1 Contagem de células do lavado broncoalveolar

Os efeitos anti-inflamatoérios dos derivados N-acilhidrazénicos foram testados
em um modelo murino de lesao pulmonar aguda induzida por LPS. O LPS foi instilado

via intratranasal, com ou sem administracdo por via oral dos derivados N-



93

acilhidrazonicos. Camundongos controle foram tratados com solucdo salina ou
dexametasona. No final do experimento, a lesdo pulmonar aguda era uma inflamacéao
caracterizada por um aumento relevante na contagem total de células e neutréfilos no
LBA. Uma unica administragdo dos derivados N-acilhidrazdnicos, no inicio do
experimento atenuou significativamente os neutrofilos induzidos por LPS.

Apos a indugao do LPS, foi verificada a migracao celular para o LBA e as células
foram contadas. A analise da contagem de células revelou intensa migragao celular
no grupo LPS (Tabela 7). Em contraste, os derivados N-acilhidrazénicos e
dexametasona reduziram a migracéo celular. E importante ressaltar, a porcentagem
de inibicdo da inflamagdo da dexametasona (81,2%) e dos novos derivados N-
acilhidrazoénicos substituidos 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 avaliagao do perfil anti-inflamatério de novos derivados de naftil de N-
acilhidrazonas em modelo animal, o qual foi capaz de promover uma diminuicdo da
migracgao celular de 51%, comprovando a atividade anti-inflamatéria dos derivados em

estudo.

Tabela 7 - Total de leucécitos polimorfonucleares e percentual de inibigdo da migragao celular no
lavado broncoalveolar dos animais com LPA induzida por LPS e apds tratamento com os novos
derivados N-acilhidrazénicos substituidos (JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18) e dexametasona

Grupo N° de Leucocitos/mL (X 10°) Inibigao (%)
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 apos analise de variancia
(ANOVA) de uma via seguida pelo teste de Tukey com intervalo de confianga de 99%, quando
comparados ao grupo LPS.

A migragao celular para o espago broncoalveolar € uma caracteristica da leséo

pulmonar aguda. A contagem diferencial, a cada 100 células, revelou uma
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predominancia de neutrofilos segmentados no grupo LPS quando comparado ao
grupo salina. Em contrapartida, os grupos tratados com os novos derivados N-
acilhidrazénicos substituidos e dexametasona apresentaram uma reducédo

*k%

significativa dessas células ***p < 0,001, exceto os grupos tratados com JR-15 que
apresentaram uma redugdo com significancia de *p < 0,05 quando comparado ao
grupo LPS. A contagem de mondécitos e linfocitos mostrou diferenca significativa de
***p < 0,001, para os grupos dos derivados N-acilhidrazénicos e dexametasona e na
contagem de eosindfilos houve diferenga significativa apenas nos grupos da

dexametasona e do JR-17, quando comparados ao grupo LPS (Tabela 8).

Tabela 8 - Total de leucdcitos polimorfonucleares e contagem diferencial no lavado broncoalveolar dos
animais com lesao pulmonar aguda induzida por LPS e apés tratamento com os novos derivados N-
acilhidrazdnicos substituidos (JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18) e dexametasona

GRUPOS Leucécitos Neutréfilo Linfécito Monodcito Eosinoéfilos
(10 mm?) (%) (%) (%) (%)
SALINA 1650 + 91 43+3 50+3 3+ 1 4+1
LPS 7831 + 214 6313 19+2 16 + 1 2+1
DEXAMETASONA 1469 + 144 46 +2** 47 +2** 3+ 1* 4 + 1%
JR-13 2912 £ 327 57 +2** 41412 9t 1* 2+1
JR-15 4625+298 58+5* 326" T7+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 leucécitos no lavado broncoalveolar *p < 0,05; ***p < 0,001. Significativos apds
andlise de variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo teste de Tukey com intervalo de confianga de
99%, quando comparados ao grupo LPS.

Os neutrdfilos sao células efetoras inatas, prontas para combater danos e
infeccdes nos tecidos e tém a capacidade para responder rapidamente a sinais de
perigo € mobilizar células de reparagao. Os neutréfilos sdo equipados com padrao
molecular de superficie associado a danos (DAMPs) e padrao molécular associado a
patdgenos (PAMPs). Os neutrofilos sdo transcricionalmente menos ativos que outros
leucdcitos, mas sua abundancia caracteristica nos locais de inflamagao garante sua
contribuicdo significativa para a produgdo de citocinas e quimiocinas (TAN;
WENINGER, 2017). O grupo LPS apresentou uma intensa migracgao leucocitaria com
predominancia de neutréfilos quando comparado aos grupos tratados com os

derivados N-acilhidrazénicos e dexametasona, podendo mostrar uma possivel
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atividade anti-inflamatoéria nos compostos em estudo.

5.2.2.2 Histologia

A analise histopatoldgica foi realizada nos pulmées de camundongos BALB/c
submetidos a indugao de lesdo aguda por LPS e esta representado na figura 26, com
a coloragao Tricromico de Masson e aumento de 100x.

Em a, grupo sham, esta representada uma arquitetura pulmonar preservada.
Em b, grupo LPS, observa-se a presencga de infiltrado leucocitario (asterisco) no
espaco intersticial, espessamento da parede do alvéolo (seta) e consequente
diminui¢cdo da luz alveolar, o que caracteriza dano inflamatorio tecidual. Em ¢, grupo
dexametasona, foi possivel observar a diminuigao do infiltrado leucocitario intersticial
e regressao da espessura da parede alveolar, porém aparece rompimento de alvéolos
e deposicao de colageno peribronquial. Em d e f, respectivamente os grupos tratados
com JR-13 e JR-15, é possivel notar diminuicdo da presenca de infiltrado leucocitario
e discreta diminuicdo da espessura da parede alveolar. Em g e h, grupos tratados com
JR-17 e JR-18, respectivamente, notar diminui¢ao do dano alveolar com restruturacao
tecidual.

Apds o desafio com LPS, a morfologia normal dos tecidos pulmonares foi
danificada e foram observadas alteragdes patoldgicas, como ruptura alveolar,
espessamento da parede alveolar e edema intersticial. O exame microscépico das
secbes do pulmdo dos grupos de tratamento com os novos derivados N-
acilhidrazoénicos substituidos (JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18) e dexametasona
identificou focos de consolidacdo tecidual com células inflamatérias identificadas
como linfécitos, macrofagos e neutréfilos. Segundo NIEMIEC et al. (2022), as areas
peribrénquicas de fibrose geralmente se estendem ao longo dos bronquiolos terminais
e nos espagos alveolares. A deposicdo de colageno foi perceptivel através da
presenca de fibras colagenas em todas as areas de inflamagéo reconhecidas por

Coloragao Tricomico de Masson, indicadas pela seta vermelha.
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Figura 26 — Fotomicrografia pulmonar de camundongos BALB/c submetidos a indugéo de lesdo aguda por LPS e tratados com os novos derivados N-
acilhidrazénicos substituidos (JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18) e dexametasona com a Coloragao Tricomico de Masson. Escala 1 ym. Aumento de 100x.

o
S LL Y vl PO a e SRR EA, A 2 ‘ y
Legenda: a grupo sham, arquitetura pulmonar preserv filtrado leucocitario (asterisco) e espessamento
(seta). ¢ grupo Dexa, diminuigao do infiltrado leucocitario intersticial e regressdo da espessura da parece alveolar. d e f, respectivamente os grupos tratados
com JR-13 e JR-15, diminui¢do do infiltrado leucocitario e discreta diminuicdo da espessura da parede alveolar. g e h grupos tratados com JR-17 e JR-18,

respectivamente, diminui¢do do dano alveolar com restruturagéo tecidual. Presencga de fibras colagenas (seta vermelha).

3
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Estes resultados corroboram com os resultados da contagem de células e
porcentagem de inibicdo, onde foi observado uma menor contagem de células e maior
inibicdo da inflamagdo nos grupos tratados com os novos derivados N-
acilhidrazénicos substituidos (JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18) e dexametasona quando

comparados ao grupo LPS.

5.2.2.3 Imunohistoquimica

Os resultados da expressao imuno-histoquimica de COX-2 e iINOS, em tecido
pulmonar de animais com lesdo pulmonar aguda induzida por LPS e tratados com os
derivados N-acilhidrazénicos JR-17 e JR-18 e dexametasona, estdo dispostos nas
Figuras 27 e 28, respectivamente. A expressdo mais forte de ambos os marcadores
foi observada no grupo LPS na forma de granulos marrom. O grupo salina mostrou
uma imunorreacao fraca aos marcadores, apresentando diferenca significativa em
relagéo ao grupo lesionado (p < 0,0001). No grupo tratado com dexametasona (DEXA)
também foi observado a diminuicdo da quantidade desses granulos para ambos
marcadores (p < 0,0001). Os derivados JR17 e JR18 apresentaram resultados
semelhantes ao grupo salina e DEXA, foi observado a diminui¢cédo a reatividade para
os marcadores COX-2 e iNOS, o que indica uma diminuigdo no processo inflamatorio
em relagdo com o grupo LPS (p < 0,0001). Adicionalmente, ndo foram observadas
diferengas 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 pré-inflamatérios como COX-2 e iINOS sao fundamentais para a
avaliagéo dos niveis de inflamacao (WANG et al., 2019b). A COX-2 é uma enzima
induzivel envolvida na formacao de eicosandides proé-inflamatérios resultando em
dano pulmonar e um marcador classico de macrofagos e a INOS desempenham um
papel crucial em varios disturbios respiratorios e indica os niveis de radicais livres in
vivo (KASSAB et al., 2020). A superexpressdo de iINOS e COX-2 diminuiu
significativamente com a presenca dos derivados JR-17 e JR-18 em resposta a

estimulagao de LPS.
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Figura 27 - Analise imuno-histoquimica da Ciclooxigenase-2 (COX-2) no modelo de lesao pulmonar
induzida por LPS.
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As microfotografias representam as analises dos cinco grupos (Salina, LPS, DEXA, JR17 e JR18). LPS
versus outros grupos *p < 0,0001. A escala de barra = 50 ym.



99

Figura 28 - Analise imuno-histoquimica da Sintase de 6xido nitrico induzivel (iNOS) no modelo de
lesdo pulmonar induzida por LPS.
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As microfotografias representam as analises dos cinco grupos (Salina, LPS, DEXA, JR17 e JR18). LPS
versus outros grupos *p < 0,0001.
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5.2.2.4 Determinacgao dos niveis de 6xido nitrico (NO)

A quantidade de NO acumulada no exsudato do LBA, foi quantificada visando
chegar até os mediadores inflamatorios produzidos durante o processo inflamatério e
um possivel efeito das substancias. O grupo LPS apresentou significativo aumento
dos niveis 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-acilhidrazénicos substituidos e dexametasona (***p < 0,001).

Figura 29 - Quantificagéo indireta de NO pelos niveis de nitrato/nitrito no LBA dos animais com les&o
pulmonar aguda induzida por LPS e apds tratamento com os novos derivados N-acilhidrazénicos
substituidos (JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18) e dexametasona.
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NO no lavado broncoalveolar p <0,001 indica diferenga estatisticamente significativa do grupo controle
normal. **p < 0,001 indica diferenga estatisticamente significante em relagdo ao grupo LPS.
Significativo apos analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo teste de Tukey com intervalo
de confianga de 99%, quando comparados ao grupo LPS.

O oxido nitrico € uma das mais importantes moléculas reguladoras do sistema
imune. Nos processos de inflamacao, a produ¢cao de NO aumenta consideravelmente
e, juntamente com as espécies reativas de oxigénio (ERO) contribui para o estresse
oxidativo. A analise dos metabdlitos estaveis nitrato e nitrito foi realizada a partir da
reacao de Griess, onde o nitrito reage com a sulfanilamida em meio acido, formando
o composto diazo que reage com o cloridrato de N-(I-naftil)etilenodiamina (NED),
gerando um composto de coloragao résea, utilizado para quantificar indiretamente o
NO.



101

O NO desempenha um papel crucial no desenvolvimento da inflamacgao, apesar
de atuar como um agente anti-inflamatério sob condigdes fisiolégicas normais, poderia
ser considerado um mediador pré-inflamatério que seria capaz de induzir a inflamagao
localizada no pulmao, devido ao aumento da secrecdo pulmonar. A 6xido nitrico
sintase indutivel (iNOS) secreta o NO como mediador inflamatério, resultando em
vasodilatagao no local da inflamagao causando edema. Assim, a inibicdo da producéo
de NO através da inibicao da atividade da enzima iNOS e / ou expressao de proteinas
pode ser uma abordagem util para o tratamento da inflamagédo (GAMAL EL-DIN et al.,
2020). Os derivados N-acilhidrazénicos em estudo reduziram consideravelmente a
produgao 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 inflamagao indicaram que o pré-
tratamento com os derivados de N-acilhidrazona reduziram em mais de 65% a
produgcao de NO quando comparado ao grupo inflamado e sem tratamento.

O NO, que é considerado uma molécula crucial na inflamacao aguda e cronica,
também é secretado na LPA. Todos os derivados N-acilhidrazonicos substituidos em
estudo mostraram efeito inibitério significativo nos niveis de NO quando comparados
ao grupo tratado com LPS. Varios autores consideram que, qualquer célula do corpo
pode produzir a enzima iINOS sob estimulos apropriados, por exemplo, quando
exposta a LPS ou citocinas proé-inflamatérias, como IL-13 e TNF-a, 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 Determinacdo dos niveis de mieloperoxidase (MPO)

A ativacdo de neutréfilos € uma caracteristica fisiopatologica essencial da
resposta inflamatoéria. Conforme consta na Figura 30, havia excesso de MPO no tecido
pulmonar apés estimulagcdo com LPS, indicando alta concentragdo de neutréfilos

dentre as células provenientes do infiltrado inflamatério do tecido pulmonar. Os grupos
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tratados com os novos derivados N-acilhidrazénicos substituidos e dexametasona,
apresentaram similar padrdo de redugdo nos niveis desta enzima, quando

comparados ao grupo LPS.

Figura 30 - Niveis de MPO tecidual nos pulm&es dos animais com lesao pulmonar aguda induzida por
LPS e apos tratamento com os novos derivados N-acilhidrazénicos substituidos (JR-13, JR-15, JR-17
e JR-18) e dexametasona.
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MPO no tecido pulmonar p <0,01 indica diferenga estatisticamente significativa do grupo controle
normal. **p < 0,001 indica diferenga estatisticamente significante em relagdo ao grupo LPS.
Significativo apds analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo teste de Tukey com intervalo
de confianga de 99%, quando comparados ao grupo LPS.

Durante a ativagdo dos neutréfilos, o superéxido de espécies reativas de
oxigénio é gerado pelo complexo NADPH oxidase associado a membrana. Por sua
vez, forma perdxido de hidrogénio, que é usado pela enzima mieloperoxidase dos
neutréfilos para gerar o potente oxidante acido hipocloroso que contribui para a
atividade antimicrobiana dos neutrofilos (OKADA et al., 2016).

A mieloperoxidase pode ser um biomarcador da atividade dos neutréfilos, no
entanto, possui a capacidade de causar consideravel estresse oxidativo e danos nos
tecidos através da produgdo de espécies reativas de oxigénio, como o acido
hipocloroso (CARR et al., 2020). O acido hipocloroso, uma espécie extremamente
oxidante, é o principal produto da MPO, quando ambos estdo aumentados, podem
levar a danos teciduais graves (SANTOS et al., 2020).

Na pesquisa, o grupo LPS apresentou nivel elevado de MPO quando

comparado aos grupos tratados com os derivados N-acilhidrazénicos e
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dexametasona, os quais apresentaram redu¢ao dessa enzima e consequente reducao
do estresse oxidativo.

A inibicdo da atividade de MPO foi examinada empregando MPO de medula
Ossea de rato, foram testados quinze derivados de acil-hidrazona e dos quinze, cinco
diminuiram a atividade da MPO em mais de 80 % (SANTOS et al.,, 2020), este
resultado corrobora com 0 nosso em relagao a esses derivados inibirem a atividade
da MPO.

Durante a progressao da LPA, os macréfagos alveolares residentes séo
primeiramente ativados para os macrofagos inflamatérios do tipo M1 que liberam
citocinas proé-inflamatorias, ativando a resposta imune e recrutandom os glébulos
brancos, como mondcitos e neutrofilos, para o tecido inflamado (WOOD; KATARIA,;
MODRYKAMIEN, 2020). Posteriormente, os neutrdfilos ativados liberam mediadores
téxicos, como ROS e MPO para matar e degradar os patégenos. Se os patdgenos néo
puderem ser eliminados a tempo, os neutrdfilos continuarao a liberar ROS, resultando
em uma superprodug¢ao de ROS no tecido pulmonar inflamado. O alto nivel de ROS
ndo apenas induz lesdo epitelial, mas também ativa a sinalizagao inflamatéria e
intensifica a resposta imune (THOMPSON; CHAMBERS; LIU, 2017). Portanto, reduzir

o nivel de ROS é uma maneira promissora de aliviar a inflamagao pulmonar.

5.2.2.6 Determinacdo dos niveis de malondialdeido (MDA)

O grau de peroxidacéo lipidica dos pulmdes foi estimado pela determinacgao
dos niveis de malondialdeido através do teste de substéncias reativas ao acido
tiobarbiturico no tecido pulmonar. O estresse oxidativo gera produtos de oxidagéo
lipidica, sendo o MDA, o produto secundario avaliado dessa oxidag&o. O grupo LPS
apresentou niveis altos de MDA, confirmando um nivel de estresse oxidativo
aumentado e significante quando comparado ao grupo salina com p < 0,01 e os grupos
tratados com os novos derivados N-acilhidrazénicos substituidos e dexametasona,
apresentaram uma significante redu¢ao quando comparados ao grupo LPS com ***p
< 0,001 (Figura 31).
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Figura 31 - Niveis de TBARS no tecido pulmonar dos animais com lesdo pulmonar aguda induzida por
LPS e apos tratamento com os novos derivados N-acilhidrazénicos substituidos (JR-13, JR-15, JR-17
e JR-18) e dexametasona.
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MDA no tecido pulmonar p <0,01 indica diferenga estatisticamente significativa do grupo controle
normal. **p < 0,001 indica diferenga estatisticamente significante em relagdo ao grupo LPS.
Significativo apods analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo teste de Tukey com intervalo
de confianga de 99%, quando comparados ao grupo LPS.

O MDA é o produto da peroxidacao lipidica, que pode causar a polimerizagao
de ligagbes cruzadas de proteinas, acidos nucléicos e outras biomacromoléculas e,
portanto, possui citotoxicidade (ZHAI et al., 2022). O conteudo ou a atividade de
indicadores importantes do estresse oxidativo, sdo produtos de peroxidacao lipidica
como MDA e interleucina-6, podem refletir o grau de peroxidacéo lipidica e a extensao
do dano celular (GAO; TIAN; WANG, 2016).

No presente estudo, niveis elevados de MDA no tecido pulmonar foram
observados no grupo LPS corroborando com o estudo de Gao e colaboradores (2016)
que apresentou alteragdes nos niveis de MDA no tecido pulmonar de ratos submetidos
a um modelo de edema pulmonar agudo induzido por hipdxia, mostrando que os niveis
de MDA aumentaram no tecido pulmonar dos ratos apos a indugéo de edema agudo
de pulmao por 24 h. O MDA foi detectado no presente estudo, e os resultados
demonstraram que o estresse oxidativo pode ter um papel importante na ocorréncia
de lesdo pulmonar aguda e os novos derivados N-acilhidrazénicos substituidos

apresentaram eficacia na reducao dos niveis de MDA.
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5.2.2.7 Dosagem de citocinas IL-4, IL-6, IL-10, IL-18 e TNF-a

As citocinas IL-4, IL-6, IL-10, IL-18 e TNF-a foram dosadas no homogenato do
tecido pulmonar dos animais com Les&o pulmonar aguda induzida por LPS e tratadas
com dexametasona e os derivados N-acilhidrazonicos 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 inibicdo da inflamagao
em relacdo 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-a respectivamente. Os derivados JR-17 e JR-18 e a
dexametasona reduziram significativamente os niveis das citocinas proé-inflamatérias
IL-6, IL-18 e TNF-a quando comparados ao grupo LPS, ocorreu uma redugédo da
producdo e liberacdo de mediadores inflamatérios no processo de LPA induzido por
LPS. Por outro lado, os derivados JR-17 e JR-18 aumentaram significativamente a
secrecao das citocinas anti-inflamatarias IL-4 e IL-10.

Os macrofagos estimulados pelo LPS sdo polarizados para o fenétipo pro-
inflamatdrio M1 este, secreta citocinas pré-inflamatérias como TNF-a e IL-6 que s&o
substanciais no inicio e progressao da inflamacado na LPA. As amostras de tecidos
pulmonares exibiram um alto nivel de secre¢ao de citocinas apds 24 horas, que foi
atenuada pela dexametasona e pelos derivados JR-17 e JR-18, sugerindo a
polarizagdo mais forte dos macrofagos de M1 para M2. Por outro lado, os derivados
JR-17 e JR-18 aumentaram significativamente a secrecdo de citocinas anti-
inflamatédrias 1L-4 e IL-10, e mostraram notavel repolarizacado de macréfagos no
fendtipo M2 pela regulagéo positiva desses niveis de citocinas.

Estes resultados corroboram com Moraes e colaboradores (2018) que
apresentaram uma pesquisa em que um derivado N-acilhidrazénico aumentou os
niveis da citocina IL-4 e IL-10 em modelo de inflamagcdo também induziu baixa
liberacdo de oxido nitrico, um mediador chave da resposta inflamatéria. A citocina IL-
4 ¢é anti-inflamatéria, seu recrutamento tém a funcao primaria de reduzir a inflamacao
e é desencadeado pela ativagao das células Th1 (TSCHOE et al., 2020).

As citocinas sdo as principais moléculas sinalizadoras liberadas pelas células
inflamatdrias e estdo envolvidas em diversas fungdes, podem ser pré-inflamatérias

como a IL-6, IL-18 e TNF-a e anti-inflamatérias como a IL-4 e IL-10.
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Figura 32 - Niveis de Citocinas IL-4, II-6, IL-10, IL-18 e TNF-a no tecido pulmonar dos animais com
lesdo pulmonar aguda induzida por LPS e apés tratamento com os novos derivados N-

acilhidrazoénicos substituidos JR-17 e JR-18 e dexametasona.
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O TNF-a é produzido principalmente por macrofagos e mastécitos e € um dos
primeiros e mais importantes mediadores inflamatérios conhecido por ter multiplos
papéis na resposta inflamatéria, incluindo ativagcdo de citocinas inflamatodrias,
moléculas de adeséo, enzimas da via de sintese de prostaglandinas (COX2) e indug¢ao
o oxido nitrico sintase (INOS), levando a ativagao endotelial e leucocitaria (ZHAO et
al., 2021).

Os resultados corroboram com pesquisas independentes de Cordeiro e
colaboradores (2016a) e Mota e colaboradores (2019), onde derivados N-
acilhidrazoénicos reduziram a produgao de NO e TNF-a em modelos de inflamagao
aguda.

A IL-18 desempenha papéis importantes na lesdao pulmonar, os niveis
plasmaticos de IL-18 estao elevados em pacientes com sepse / SDRA, que é a forma
grave de LPA. A inibicdo da IL-18 melhora a lesédo de reperfuséo cardiaca, isquemia
renal e inflamagao sistémica induzida por endotoxina (ZHANG et al., 2018). Portanto,
IL-18 € um importante alvo terapéuticos para reduzir o dano tecidual e manter a
homeostase imunoldgica apds a exposi¢cao ao LPS (JIA et al., 2019). Os derivados em
estudo JR-17 e JR-18 apresentaram uma diminuigdo significante, maior que a
dexametasona, nos niveis de IL-18 quando comparados ao grupo LPS.

A LPA/SDRA é caracterizada por inflamacéao difusa do pulmao, o controle da
inflamagao € uma estratégia promissora para o tratamento, as espécies reativas de
oxigénio que sao geradas na LPA sdo um importante ativador do inflamassoma NLRP3
(KELLNER et al., 2017). ALPA induzida por LPS simula o principal processo patologico
observado durante a SDRA, incluindo secrecao de proteinas inflamatérias, infiltragao
de neutrdfilos e alteragdes na lesao endotelial e controlar a progressao da doenga de
leve a grave pode ser um diferencial no manejo da COVID-19 (BAI et al., 2022).

Neste contexto, os estudos farmacologicos buscam descobrir novos alvos e
desenvolver drogas capazes de inibir além da liberagdo e / ou produgdo de pro-
inflamatérios como as citocinas e quimiocinas, as proteinas envolvidas na atragao e
transmigracao de leucdcitos para o foco inflamatério (WANG et al., 2020). Devido a
ampla gama de propriedades farmacolégicas e facil obtengéo, as hidrazonas tem sido
um grupo funcional bastante atrativo.

No estudo de Cordeiro e colaboradores (2020) foi avaliado a atividade anti-
inflamatéria 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 p38a, reduziu a dor inflamatéria, a migracao celular e os mediadores
inflamatérios TNF-a e IL-1[3, que participam da via MAPK.

A resposta leucocitaria a lesdao pulmonar aguda é complexa, mas envolve
rapido recrutamento de neutréfilos circulantes e ativacdo de macréfagos 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 patoldégico 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
inflamacao e a lesdo endotelial vascular pulmonar, fornecendo suporte cientifico para
o tratamento clinico de pacientes com COVID-19.

Wanderley e colaboradores (2020), sabendo que a subunidade N-acilhidrazona
ser considerada uma estrutura privilegiada na quimica medicinal e sua importancia na
pesquisa farmacéutica apresentaram um estudo onde encapsularam JR19, uma
subunidade de N-acilhidrazonas, em peliculas de quitosana e avaliaram varias
propriedades relevantes para entrega transdérmica, incluindo biocompatibilidade
utilizando testes in vitro, e demonstraram que o filme quitosana + JR19 influenciou
positivamente as propriedades mecanicas e conferiu melhor compatibilidade com
ambientes biolégicos, mostrando potencial para tratar a inflamagao cutanea.

A chave para o manejo da COVID-19 é prevenir a ocorréncia de Lesao
pulmonar aguda / Sindrome do desconforto respitarério agudo e controlar a
progressao da doenca de leve a grave. Demonstramos que a administracdo de N-
acilhidrazonas, mais especificamente, JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18 atenuaram a
indugao de varias caracteristicas patogénicas importantes da lesdo pulmonar aguda,
danos induzidos pelo LPS, incluindo inflamacgao das vias aéreas e migragéo de células
polimorfonucleares. Estes resultados identificam e destacam na atividade anti-
inflamatdria os novos derivados N-acilhidrazénicos substituidos e, em particular, JR-
17 e JR-18 que apresentaram resultados mais promissores, pois inibiram
significativamente a infiltracdo de células inflamatérias e a liberagdo de fatores
inflamatdrios como as citocinas IL-4, IL-6, IL-18 e TNF a, em camundongos com LPA
in vivo.

Um farmaco dual agregando duas atividades farmacoldgicas, anti-inflamatoéria

e antimicrobiana, seria uma alternativa promissora para tratamento de Leséao
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pulmonar aguda / Sindrome do desconforto respitarério agudo, ja 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 obtencdo de um farmaco dual, o JR-18 foi destaque entre os outros
derivados N-acilhidrazénicos testados neste estudo (Figura 33), pois agregou
resultados significativos tanto para antividade anti-inflamatéria como para atividade

antimicrobiana.



Figura 33 - Fluxograma com a evolugao da pesquisa.

Derivados N-acilhidrazonicos
(JR-13, JR-15, JR-17, JR-18)
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6 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que:

Na atividade antimicrobiana, os novos derivados N-acilhidrazénicos substituidos
JR-13, JR-15, JR-17 e JR-18 em estudo demonstraram atividade diante das cepas
bacterianas e de leveduras testadas;

O derivado N-acilhidrazonico JR-15 apresentou efeito sinérgico em associagao
com a norfloxacina frente a cepa de S. aureus SA-1199B e em associagao a
tetraciclina frente a cepa S. aureus SA I1S-58 podendo ter inibido as bombas de
efluxo NorA e Tet(k) respectivamente;

O derivado N-acilhidrazénico JR-17 apresentou efeito sinérgico em associagao ao
brometo de etidio frente a cepa de S. aureus SA-1199 demonstrando assim
potencial como um possivel inibidor de bomba NorA;

O derivado N-acilhidrazénico JR-18 apresentou efeito sinérgico em associagéo ao
brometo de etidio frente as cepas de S. aureus SA-1199 e SA-RN4220 e em
associacdo com a norfloxacina frente a cepa de S. aureus SA-1199B
demonstrando assim potencial como um possivel inibidor das bombas de efluxo
NorA e MsrA;

Os derivados N-acilhidrazdnicos substituidos ndo causaram danos as membranas
dos eritrocitos de camundongos e nao apresentaram efeitos citotoxicos nas células
testadas;

Os derivados N-acilhidrazénicos substituidos apresentaram atividade anti-
inflamatéria in vitro através da inibicdo da producao de NO e das citocinas
inflamatérias IL-18 e TNF a;

No ensaio toxicolégico n&o clinico, os derivados N-acilhidrazdnicos substituidos
nao apresentaram morte nem alteragdes significantes nos parametros analisados
capazes de inferir toxicidade;

Os novos derivados N-acilhidrazdnicos substituidos reduziram a quantidade de
neutrdéfilos e inibiram significativamente a inflamagao na Lesado Pulmonar Aguda
induzida por LPS, mostrada através das porcentagens de inibigdo da inflamacgéao,

com destaque para o JR-17 e JR-18;
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Nas analises histoldgicas do tecido pulmonar dos animais, foi possivel observar
que nos tratados com JR-13 e JR-15, ocorreu uma diminuicao da presenca de
infiltrado leucocitario e discreta diminuigao da espessura da parede alveolar. E nos
tratados com JR-17 e JR-18, ocorreu diminuicdo do dano alveolar com
restruturagao tecidual;

Os derivados JR17 e JR18 diminuiram a reatividade para os marcadores COX-2 e
INOS, o que indica uma diminuicdo no processo inflamatério em relacdo com o
grupo LPS.

A quantidade de NO acumulada no LBA foi inibida significativamente nos grupos
tratados com os derivados N-acilhidrazénicos substituidos;

Os grupos tratados com os derivados N-acilhidrazénicos apresentaram um padrao
de reducéo similar a dexametasona nos niveis da mieloperoxidase e reduziram
significativamente os niveis de malondialdeido nos pulmdes dos animais quando
comparados ao grupo LPS;

Os derivados JR17 e JR18 diminuiram os niveis das citocinas inflamatorias IL-6,
IL-18 e TNF-a e aumentaram os niveis das citocinas anti-inflamatérias IL-4 e IL-
10;

O derivado N-acilhidrazénico JR-18 apresentou resultados mais promissores
diante dos outros derivados testados em relacdo a capacidade dual, pois agrega

resultados relevantes em relacéo as atividades antimicrobiana e anti-inflamatoria.
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Abstract

Background: Chronic lung diseases are characterized by airway inflammation and remodelling of the
lung parenchyma that triggers considerable impairment of respiratory function.

Objective: In this study, two compounds belonging to the N-acylhydrazone class were evaluated,
aiming to identify new therapeutic agents for pulmonary inflammatory diseases.

Materials and methods: The acute toxicity of 2-cyano-N'-(3-ethoxy-4-hydroxybenzylidene)-
acetohydrazide (JR-12) and N'-benzylidene-2-cyano-3-phenylacrylohydrazide (JR09-Bz) was
evaluated. Afterwards, they were tested in models of ovalbumin (OVA)-induced allergic asthma and
asthma, bleomycin-induced pulmonary fibrosis, in addition to mucolytic activity.

Results and discussion: The compounds did not show toxicity at the dose of 2,000 mg/kg and no
animal died. On OVA-induced pleurisy, animals treated with JR-12 or JR09-Bz at a dose of 10 mg/kg
(orally) showed significant inhibition of the leukocyte infiltrate in the bronchoalveolar lavage by 62.5%
and 61.5%, respectively, compared to the control group. The compounds JR-12 and JR09-Bz were also
active in blocking the allergic asthmatic response triggered by OVA, reducing the leukocyte infiltrate
by 73.1% and 69.8%, respectively. Histopathological changes and mast cell migration in treated
animals with JR-12 or JR09-Bz were similar to treatment with the reference drugs dexamethasone and
montelukast. JR-12 and JR09-Bz also reversed airway remodeling in animals on the bleomycin-
induced fibrosis model compared to the control group. Furthermore, it was observed that
N-arylhydrazone derivatives showed expectorant and mucolytic activities, increasing mucus secretion
by 45.6% and 63.8% for JR-12 and JR09-Bz, respectively.

Conclusion: Together, the results show that JR-12 and JR09-Bz showed promising activity against
airway inflammation, as well as low toxicity.
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