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RESUMO

EFEITO ANTI-INFLAMATORIO DE DERIVADO N-Acil-Hidrazona (HAH2) EM
MODELO MURINO DE INFLAMACAO ALERGICA DAS VIAS AEREAS
INFERIORES

Jéssica Vieira Cerqueira

Estima-se que cerca de 334 milhdes de pessoas em todo mundo sofram de
asma, e essas estimativas, bem como a gravidade dos sintomas, tém aumentado
nas ultimas décadas. A asma é uma doencga inflamatdria crénica, complexa e
heterogénea, caracterizada por obstrucéo das vias aéreas inferiores. Atualmente
os glicocorticéides sédo os farmacos mais utilizados no tratamento e controle dos
sintomas da asma, porém seu uso prolongado pode causar efeitos adversos
graves. Um grupo quimico que tem demonstrado efeitos farmacoldgicos
benéficos, como anti-inflamatorios, € o das hidrazonas, apresentando na sua
estrutura basica centros ativos compostos por carbono e nitrogénio, os principais
responsaveis pelas propriedades fisicas e quimicas da hidrazonas. O composto
HAH2 (3,5-dinitro-N’-(2-(4mitrofenil)hidrazino)propano-2-ilideno)benzohidrazida)
€ um derivado de N-acil-hidrazonas, que fazem parte de uma familia de
hidrazonas com estrutura quimica frequentemente utilizada para design de
novos farmacos e de compostos heterociclicos. O objetivo desse trabalho foi
investigar o efeito terapéutico do HAH2 em modelo murino de inflamagéo
alérgica das vias aéreas. Camundongos BALB/c foram sensibilizados e
desafiados com ovalbumina por cinco dias consecutivos. O tratamento com
HAH2 foi realizado por via oral 1 hora antes do desafio com antigenos. A
administracdo de HAH2 causou reducao da celularidade e dos eosinofilos no
BALF (BALF, do inglés broncho-alveolar lavage fluid). O tratamento com HAH2
também reduziu citocinas do perfil de resposta Th2, IL-4, IL-5 e IL-13, de modo
semelhante ao observado em camundongos tratados com dexametasona. Em
contrapartida, a producdo de IgE nédo foi significativamente alterada apds o
tratamento com HAH2. Os animais que receberam o tratamento com HAH2,
também tiveram uma reducgdo do infiltrado de leucécitos no tecido pulmonar,
gquando comparados com O grupo que recebeu apenas o0 veiculo como
tratamento. Além disso, foi observado uma reducédo na producdo de muco dos
animais tratados quando comparados com o0s que receberam apenas veiculo.
Os resultados mostraram que o composto HAH2 possui caracteristica
imunomodulatoria, sugerindo potencial terapéutico para tratar doencas alérgicas.

Palavras-chave: Asma, inflamacéo alérgica experimental, N acil-hidrazonas



ABSTRACT

ANTI-INFLAMMATORY EFFECT OF DERIVATIVE N-Acyl-hydrazone (HAH2)
IN MURINE MODEL OF ALLERGIC AIRWAY INFLAMMATION LOWER

Jéssica Vieira Cerqueira

It is estimated that about 334 million people worldwide suffer from asthma,
and these estimates, as well as the severity of symptoms, have increased in the
last decades. Asthma is a chronic, complex and heterogeneous inflammatory
disease, characterized by obstruction of the lower airways. Glucocorticoids are
currently the most widely used drugs in the treatment and control of asthma
symptoms, but their prolonged use can cause serious adverse effects. A chemical
group that has demonstrated beneficial pharmacological effects, such as anti-
inflammatories, is that of hydrazones, presenting in its basic structure active
centers composed of carbon and nitrogen, the main ones responsible for the
physical and chemical properties of the hydrazones. The HAH 2 compound (3,5-
dinitro-N’-(2-(4mitrofenil)hidrazino)propano-2-ilideno)benzohidrazida) is derived
from the N-acyl-hydrazones, which are part of a hydrazone family of chemical
structure often used to design novel drugs and heterocyclic compounds. The
objective of this study was to investigate the therapeutic effect of HAH2 in an
murine model of allergic airway inflammation. BALB/c mice were sensitized and
challenged with ovalbumin for five consecutive days. Treatment with HAH2 was
performed orally 1 hour prior to challenge with antigens. Administration of HAH2
caused reduction of cellularity and eosinophils in BALF (broncho-alveolar lavage
fluid). Treatment with HAH2 also reduced cytokines in the Th2 response profile,
IL-4, IL-5 and IL-13, similar to that seen in mice treated with dexamethasone. In
contrast, IgE production was not significantly altered after treatment with HAH2.
Animals that received HAH2 treatment also had a reduction in leukocyte infiltrate
in lung tissue when compared to the group that received only vehicle as
treatment. In addition, a reduction in the mucus production of the treated animals
was observed as compared to those receiving vehicle alone. The results showed
that the compound HAH2 possesses immunomodulatory characteristics,
suggesting therapeutic potential to treat allergic diseases.

Keywords: Asthma, allergic airway inflammation, Hydrazone, N-Acyl
Hydrazones
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1 INTRODUGCAO GERAL

A asma € um distarbio respiratorio, com interacbes complexas que
envolvem obstrucdo do fluxo aéreo, hiperresponsividade, limitacdo do fluxo
expiratorio e inflamacédo (Alizadeh et al., 2017). Comumente caracterizada
como uma doenga inflamatdria cronica, a asma € um complexo heterogéneo
de multiplos fenétipos clinicos, apresentando diferentes respostas as terapias
farmacoldgicas (Kong et al.,, 2017; Calciano et al., 2017). A maioria dos
pacientes asmaticos pode alcancar um bom controle de seus sintomas usando
tratamentos padréo, incluindo corticosteroides inalatérios. No entanto, apesar
de uma terapia otimizada, uma minoria de individuos nao responde
adequadamente ao tratamento e apresentam exacerbacdes frequentes (Pelaia
et al., 2016).

De acordo com os dados publicados na "Global initiative for asthma"
(GINA) em 2014, estima-se que 0 numero de pessoas com asma em todo o
mundo pode chegar a 334 milhGes. Este numero vem das analises mais
recentes do Global Burden of Disease Study (GBD) realizadas em 2008-2010.
Estudos demonstram que a prevaléncia de asma tem aumentado em todo o
mundo, afetando tanto os paises desenvolvidos como os em desenvolvimento
(Pearce et al., 2007). No Brasil, ainda sao poucos os estudos epidemioldgicos
referentes a asma. Dados do "International Study of Asthma and Allergies in
Childhood" (ISAAC), publicados pela GINA, revelaram um aumento na
prevaléncia da asma, afetando principalmente criancas entre 13-14 anos,
refletindo em quase 10% das criancas brasileiras. Esses dados apontam a
asma como uma doenca de alto impacto na populacdo, devendo ser encarada

como um problema de saude publica (Sole, 2005; Solé et al., 2014)

Associada ao acumulo e ativacdo de células inflamatorias, a asma
frequentemente exibe um perfil de resposta promovido por células TCD4+
auxiliares do tipo 2 (Th2, do inglés T-helper 2), com presenca de eosinofilos e
mastocitos no interior da mucosa bréonquica (Miyasaka et al., 2017). A
producéo de citocinas, como as interleucinas IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 produzidas
por células Th2 sensibilizadas por alérgenos, induzem eosinofilia nas vias

aéreas, inflamacé&o cronica e outras alteragcfes patologicas, caracteristicas da
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asma atopica (Bao et al., 2017). A producdo de imunoglobulina E (IgE)
especifica ao alérgeno também € promovida, bem como a ativacdo de
mastocitos, que uma vez sensibilizados, irdo degranular e liberar mediadores
como histamina, leucotrienos, e fatores quimiotaticos de neutrofilos e
eosinodfilos (Antwi, Obiri e Osafo, 2017). Esses mediadores promovem
vasodiladacao, edema e broncoconstricdo, além de recrutarem outras células

imunes para o local da inflamacédo (AL-Kouba et al., 2017).

Os objetivos no controle da asma sdo a melhoria dos sintomas e a
reducdo do risco futuro para o paciente, incluindo exacerbagdes da doenca
(GINA, 2017). A terapia para asma mais eficaz até o0 momento, € o uso de
corticosteroides inalatorios, ou uso oral em casos mais graves (Jenkins et al.,
2017). O uso de inaladores combinados que contém um corticosteroide e um
agonista adrenérgico 2 de agdo prolongada, tem sido o tratamento mais
recomendado (Barnes, 2004). A maioria dos casos de asma pode ser bem
controlada usando farmacos atualmente disponiveis, no entanto, existem um
namero crescente de asmaticos, cuja doenca ndo € controlada,
particularmente aqueles com asma grave (Rolph et al. 2006). Esses pacientes
Sao pouco responsivos aos glicocorticoides e precisam de doses maiores de
medicamento, 0 que pode ocasionar em efeitos adversos como: refluxo,
mudancas de humor, hipertensado, diabetes e sindrome metabdlica (Barnes,
2011; GINA 2017; Sullivan et al., 2017).

Embora tenham sido feitos avancos na compreensdo da asma, O
progresso no tratamento é relativamente lento e as terapias efetivas que
controlam a inflamacgao da asma grave ainda séo limitadas (Fahy, 2015). Desta
maneira, esforcos devem ser feitos para desenvolver novas terapias com

menos efeitos adversos e que melhore a qualidade de vida do paciente.

Nesse contexto, evidéncias descritas na literatura apontam a
importancia das hidrazonas na sintese de compostos heterociclicos, sendo
compostos organicos com importantes atividades biolégicas como por
exemplo: antioxidantes, anti-inflamatdérios, anticonvulsivantes, analgésicos e
antimicrobianos (Bala et al., 2013; Kajal et al., 2014). Estudos demonstram que
0 grupamento quimico das hidrazonas apresentam caracteristicas

farmacoldgicas para a inibicdo da enzima ciclo-oxigenase (COX) que € chave
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para desencadear a biossintese de prostaglandinas, prostaciclinas e
tromboxanos, que estdo envolvidos em diversos processos fisioldgicos, assim
como em processos patolégicos, como a inflamacao (De Leval et al., 2000;
Reis et al., 2010).

Diante do exposto, o presente trabalho apoia-se no efeito
imunomodulatorio ja descrito dos derivados de hidazonas para um possivel
tratamento de doencas alérgicas, com intuito de propor novas alternativas

terapéuticas para alergias respiratorias.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DEFINICAO E ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA ASMA

A asma € uma doenca heterogénea, caracterizada por inflamacéo crénica
das vias aéreas, levando a obstru¢do varidvel do fluxo aéreo, com tosse,
dispneia e sibilancia (Silkoff et al., 2015). Com um alto impacto social e
econdmico, a asma afeta cerca de 335 milhdes de pessoas em todo o0 mundo
(Brook et al., 2015; GINA, 2014). A alta prevaléncia faz com que a asma seja
considerada um grave problema de saude publica, sendo uma das principais
causas de utilizacdo dos recursos de saude e ma qualidade de vida para aqueles
gue séo afetados (To et al., 2014). A doenca afeta individuos de ambos 0s sexos
em todas as faixas etarias e pode ser fatal, estando mais presente em paises

desenvolvidos (Lai et al., 2009).

A prevaléncia clinica de asma, realizada com diagnostico médico, é de
4,5% para a populacdo mundial, representando cerca de 315 milhdes de
individuos com asma. No entanto, ha uma prevaléncia auto relatada de sintomas
de asma que chegam 8,6%, o que leva a um nimero aproximado de 623 milhdes
de individuos em todo o mundo, que vivem com algum sintoma relacionado a
asma (To et al., 2012). Embora alguns paises tenham registrado um declinio nas
internacBes e mortes relacionadas com a asma, muitos pacientes apresentam
quadros de exacerbac¢des da doenca e os sintomas aumentaram quase que 30%
nos ultimos 20 anos (Reddel et al., 2015).

O estudo internacional de asma e alergias na infancia (International Study
of Asthma and Allergies in Childhood - ISAAC) mostrou um aumento acentuado
da prevaléncia de asma em todo o mundo ao longo das ultimas décadas (Figura
1), sendo que no Brasil, esses numeros sé&o de aproximadamente 20% entre
criangas de 13 a 14 anos (Solé et al., 2014). Esse percentual é um dos mais altos
da América Latina, tornando a asma a quarta principal causa de hospitalizacdo

através do Sistema Unificado de Saude (Gazzotti et al., 2013).
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Figura 1: Prevaléncia mundial de asma clinica, adaptado de To et al., 2014.

Dentre os diversos fatores de risco associados a morte por asma, destaca-
se o tabagismo, cuja prevaléncia entre os individuos com a doenca € de 20% a
35%, com predominio entre as mulheres (Silva e Silva, 2013). Segundo dados
do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2013) a frequéncia
percentual de mulheres que referiram diagnéstico médico de asma foi 30% maior
em relacéo a proporcédo de homens. De tal modo, a prevaléncia, gravidade, taxa
de exacerbacao, hospitalizacbes e mortalidade por asma sdo maiores entre as

mulheres do que entre os homens em geral (Zein e Erzurum, 2015).

Apesar de a maioria dos casos de asma ser desenvolvido durante a
infancia, dados mostram que nos Estados Unidos, a asma de inicio adulto &
fendtipo dominante, acometendo mulheres de 40 anos de idade (llmarinen et al.,
2015). Os fatores que predispdem a asma de inicio tardio incluem, além do sexo
feminino, obesidade, exposicdo ocupacional, rinite, infeccbes respiratérias,
tabagismo, eventos de vida estressantes e baixo nivel de funcdo pulmonar
(Jamrozik et al., 2009). Um historico de doenca atopica também esta diretamente
ligado a asma, sendo comum em individuos asmaticos, e esta presente em até
80% dos casos. Em criancas, a sensibilizacdo com aeroalérgenos € um fator de
risco para desenvolvimento e exacerbacbes da doenca (Darveaux e Lemanske,
2014). Outros estudos mostram que pacientes com algum tipo de alergia

alimentar também possuem um risco aumentado de desenvolver asma (Liu et
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al.,, 2010). O que sugere a existéncia de uma variedade de mecanismos

relacionados ao desenvolvimento da asma (limarinen et al., 2015).

Os sintomas respiratorios de asma como: dispnéia, tosse, sibilancia e
aperto no peito, sdo utilizados para diagnosticar a doenca e monitorar a resposta
ao tratamento e controle (Krishnanet al.,, 2012). Os sintomas podem ser
avaliados sozinhos ou em conjunto com outros parametros que caracterizam a
asma, como limitacdo na realizacdo de atividade fisica e funcdo pulmonar
(Krishnanet al., 2012). De acordo com a ocorréncia e repeticdo dos sintomas, a
asma pode ser classificada como asma leve, sendo representada pela maior
parte dos individuos afetados, que apresentam um menor numero de
exacerbacdes, menor prevaléncia de caracteristicas atopicas e funcao pulmonar
preservada; em asma grave, com um numero maior de exacerbacéo, carga
atopica muito alta e funcdo pulmonar reduzida.; e em subgrupos com niveis
intermediarios de gravidade e caracteristicas clinicas mais heterogéneas
(Howrylak et al., 2014). Geralmente, os sintomas e a limitacdo do fluxo de ar
podem ser revertidos espontaneamente ou apO0s a administracdo de
medicamentos, ou simplesmente podem se ausentar por semanas ou meses
(GINA, 2014).

Sendo que atopia refere-se a uma tendéncia hereditaria de produzir
anticorpos de imunoglobulina E (IgE) em resposta a quantidades pequenas de
proteinas comuns do ambiente, como pdlen, acaros da poeira doméstica e
alérgenos alimentares (Thomsen, 2015). A presenca de atopia em um individuo
estéd associada a um risco aumentado de desenvolver uma ou mais das doencas
atopicas, como dermatite atopica, asma e rinoconjuntivite alérgica (Thomsen,
2015).

IMUNOPATOLOGIA DA ASMA

A patogénese da asma € complexa e varia de acordo o fendtipo clinico.
As interacdes complexas entre fatores genéticos, epigenéticos e ambientais,
predispdem o0s pacientes a desenvolver um numero limitado de padrées
imunoldgicos disfuncionais, definindo a apresentacdo do quadro clinico (Olin e
Wechsler, 2014).
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Na asma, uma variedade de células como mastécitos, eosindfilos,
macréfagos, linfocitos T e células dendriticas (CDs) sdo recrutadas para o tecido
pulmonar, promovendo inflamacéo das vias aéreas e 0 seu remodelamento, com
participacdo das células endoteliais e do musculo liso (Kumar e Ghosh, 2009).
As CDs séo ceélulas apresentadoras de antigenos (APC — do inglés antigen
presenting cell) do sistema imunoldgico, caracterizadas principalmente por sua
capacidade de induzir respostas imunes primarias. Fazem parte da imunidade
inata e desempenham papel decisivo no inicio de respostas imunes adaptativas
contra antigenos (Merad et al., 2013). Quando as CDs se tornam ativas, ha a
internalizacdo de proteinas imunogénicas, que sdo processadas e apresentadas
via complexo principal de histocompatibilidade de classe Il (MHC Il — do inglés
Major histocompatibility complex) para os linfécitos T CD4+ virgens (ThO CD4+),
gue identificam o alérgeno através de receptores de reconhecimento de células
T (TCR) (Westet al., 2013). Sabe-se que 0 nimero e o estado de maturacao das
CDs no pulméo estdo aumentados quando ha um contato secundario com

alérgenos e durante a inflamacéo cronica das vias aéreas (Zenget al.,2015).

Essa sinalizacdo entre APCs e linfécitos T induz uma resposta
imunoldgica, gerando diferentes subpopulacdes de células Th, tais como células
Thl Th2 e Thl7. As células Thl secretam interleucina-2 (IL-2), interferon-y
(IFNy) e estimulam a resposta imune auxiliar do tipo 1. As células Th2 secretam
principalmente as citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 e estimulam a resposta imune
auxiliar do tipo 2, que é caracterizada por altos niveis de anticorpos IgE e
eosinofilia (Fahy, 2015). Ja as células Th17, produz IL-17 que é importante na
regulacdo da inflamacéo neutrofilica (Figura 2) (Wang e Wills-Karp, 2011). A
forma mais comum de asma alérgica esta associada a uma inflamac¢do mediada
por células Th2, que inclui a sintese de IgE especifica para o alérgeno, induzida
por IL-4, recrutamento de eosinéfilos mediado por IL-5 e a IL-13 atua na
hiperplasia de células caliciformes do epitélio bronquiolar, levando a
superproducao de muco, hiperresponsividade das vias aéreas e fibrose (Huber
e Lohoff, 2015).

Por mais de 30 anos, anticorpos do isotipo IgE foram reconhecidos por
desempenhar um papel fundamental na asma (Dunican e Fahy, 2015). A IgE tem

capacidade de aumentar as respostas imunolédgicas aos antigenos especificos
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(Mizutani et al., 2015), e sensibilizam os mastocitos, basofilos e CDs por se ligar
aos receptores de IgE de alta afinidade (FceRlI), que estimulam a ativagdo dessas
células durante a exposicdo ao alérgeno (Dunican e Fahy, 2015) (Figura 3).
Acredita-se que a sensibilizacdo antigénica ocorre principalmente em centros
germinativos linfaticos, mas as células B produtoras de IgE que sofrem selecdo
clonal e maturagdo por afinidade também podem ser geradas na mucosa
respiratéria (Galli e Tsai, 2012). A participacdo das células T fornece sinais
cruciais que determinam a troca de classe nas células B, tanto através de
interacOes diretas quanto através de citocinas. No caso do IgE, o ligante CD40
(CD40L), expresso em células T ativadas, se liga ao CD40 expresso nas células
B, esse estimulo CD40/CD40L é acompanhado por um sinal mediado por IL-4.
O processo de mudanca de isotipo é entdo ativado e direcionado para a

producao de IgE (Burton e Oettgen, 2011) (Figura 3).
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Figura 2: Perfis de resposta imunolégica das vias aéreas. A asma se origina de
interacdes complexas entre fatores genéticos e agentes ambientais, como
aeroalérgenos e virus respiratorios. Em particular, dentro do limen das vias aéreas, 0s
alérgenos podem ser reconhecidos por células dendriticas, que os processam em

moléculas antigénicas e apresentam para células ThO. A consequente ativacdo de
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células TH2 especificas a alérgenos é responsavel pela producdo de citocinas e
quimiocinas multiplas que produzem uma resposta alérgica (Darveaux e Busse, 2015).
Adaptado de Pelalia, et al., 2012 Nature Rev Drug Discov.
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Figura 3: Sensibilizagcdo/reconhecimento do antigeno nas vias aéreas. O alérgeno
€ reconhecido por células dendriticas que a partir de entdo, sdo ativadas, amadurecem
e migram para os ganglios linfaticos ou para na mucosa local, onde apresentam
peptideos derivados do alérgeno via MHC Il para células T virgens. Na presenca de IL-
4 (potencialmente derivada de uma gama de células, incluindo baséfilos, mastdcitos,
eosinofilos, células NK e células T), as células T virgens se diferenciam em células Th2,
gue produzem IL-4 e IL-13. Na presencga destas citocinas, ha a ligacdo de moléculas
coestimuladoras (CD40 e CD40L) que vao promover a mudanca de classe de
imunoglobulina para IgE especifica para o antigeno nos linfécitos B. Adaptado de Galli
et al. 2008, Nature.

Os eosindfilos constituem as principais células do infiltrado inflamatorio
pulmonar em individuos asmaticos. De fato, a eosinofilia tecidual esta presente
em 40 a 60% dos pacientes com asma (Patterson et al., 2015). Os eosinoéfilos
auxiliam na resposta imune inata desencadeada por alérgenos ambientais nas
vias aéreas, infecg¢des virais e outros estimulos estranhos, e a ativagdo dessas
células pode levar a danos e remodelacéo dos tecidos (Patterson et al., 2015).

z

A IL-5 é a principal citocina responsavel pela producdo, sobrevivéncia e
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maturacao dos eosinofilos, melhorando a citotoxicidade eosinofilica e a secrecéo
de mediadores quimicos. Comumente, é produzida por células Th2, no entanto,
IL-5 também foi encontrada sendo produzida por células linfoides inatas do grupo
2 (ILC2 - do inglés Innate lymphoid cells) e em quantidades menores por

mastocitos e eosindfilos (Cardet e Israel, 2015).

A inflamacéo alérgica pode ser dividida em duas fases que se diferenciam
pela ordem temporal dos eventos. A primeira fase, de reacéo imediata é induzida
segundos ou minutos apos o contato com o alérgeno, e as reacdes de fase tardia
ocorrem depois de algumas horas (Galli et al. 2008). As reacdes de fase imediata
refletem principalmente na secrecdo de mediadores por mastdcitos no local
afetado. Em individuos sensibilizados, esses mastécitos j& possuem IgE
especifica para alérgenos ligados aos receptores FceRI (Galli et al. 2008). As
reacoes de fase tardia sdo coordenadas em parte, por efeitos a longo prazo dos
mediadores liberados por mastécitos ativados durante as rea¢cdes de fase inicial
e também por células T estimuladas pelo antigeno. As caracteristicas clinicas
das reacoes de fase tardia refletem nas atividades das células residentes e dos

leucdcitos circulantes que sdo recrutados para o local (Galli et al. 2008).

Apesar da asma ser classicamente -caracterizada por infiltrado
inflamatorio de linfécitos Th2, as células Th1l7 tém demonstrado desempenhar
papel significativo na inflamacéo das vias aéreas (Trevor e Deshane, 2014).
Alguns estudos indicam que os niveis de IL-17 sdo elevados nas vias aéreas de
individuos com asma grave. A IL-17 € uma citocina pré-inflamatéria, importante
para induzir o recrutamento e migracao de neutréfilos em locais de inflamacéao
(Morishimaet al., 2013). Enquanto as células Th2 se diferenciam na presenca de
IL-4, as células Th17 precisam de IL-23 para serem ativadas (Figura 4). A IL-17
secretada por células Thl7 atuam em células epiteliais das vias aéreas
estimulando a liberacdo de fatores, como a proteina quimiotatica de mondcitos
do tipo 1 (MCP-1 - do inglés Monocyte chemoattractant protein-1) que recruta
macrofagos; IL-5 e fator estimulante de col6nias de granuldcitos e macréfagos
(GM-CSF - do inglés Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) que
ativam eosinofilos; IL-8 que mobiliza neutrofilos; fator de células-tronco (SCF -
do inglés Stem cell factor) que trabalha para promover a sobrevivéncia dos

mastocitos; e IL-25 que induz células mielbides a libertar citocinas de tipo Th2.
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Os neutrdfilos liberam a metaloproteinase 9 da matriz (MMP9 - do inglés Matrix
Metallopeptidase 9), a elastase, o leucotrieno B4 e o fator ativador de plaquetas
(PAF - do inglés Platelet activating factor), que funcionam para aumentar a
atividade dos eosinofilos. Os macréfagos ativados liberam IL-1, fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a - do inglés The tumor necrosis fator-alpha) e IL-6 que
interagem com outras células inflamatorias e resultam em um circuito de
feedback positivo com células epiteliais das vias aéreas (Trevor e Deshane,
2014).
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Figura 4: Células Th2, Th17 e moléculas de sinalizagdo que interagem para induzir

uma resposta inflamatoéria. Adaptado de Trevor e Deshane, Allergy, 2014.
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2.3ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS NA ASMA

Apesar do aumento na compreensao dos mecanismos patolégicos da
asma, as acodes praticas para diminuir seus sintomas e efeitos nos individuos
afetados, estdo muito atras do conhecimento cientifico. Ainda ha relatos sobre o
diagnostico errbneo e o mau tratamento da asma, levando a episddios de
exacerbacoes graves da doenca, muitas vezes exigindo cuidados de emergéncia

e hospitalizacao (Kupczyk et al., 2010).

A terapia farmacoldgica é parte integrante, e talvez a mais importante de
todas as medidas incluidas, para controlar a asma (Goseva et al., 2015). Os
farmacos comumente utilizados no tratamento da doenca reduzem a inflamacéo
do trato respiratorio e levam ao alivio do broncoespasmo, mas ndo oferecem
uma cura, assim os sintomas tendem a reaparecer quando o tratamento €
interrompido (Quirce et al.,, 2014). Os corticosteroides inalatérios (como
budesonida, fluticasona e ciclesonida) sao eficazes na supressédo da resposta
inflamatoria e seus beneficios clinicos na terapia da asma sao constantemente
enfatizados (Loke et al., 2015). No entanto, 0 seu uso prolongado gera
preocupacdes devido aos seus efeitos adversos, que incluem reducdo
significativa na densidade Ossea e reducdo do crescimento em criancas
(Lipworth, 1999; Loke etal., 2015). Ja os agonistas 2 adrenérgicos neutralizam
o broncoespasmo. Essas duas classes de farmacos sao eficazes quando usados

de forma combinada para tratar pacientes com sintomas de asma e

exacerbacdes (Olin e Wechsler, 2014).

Embora a terapia com agentes glicocorticoides, em geral, apresente éxito
no controle da asma, uma proporcéo consideravel de asméaticos nao responde
ao tratamento. Essa variabilidade na resposta pode ser atribuida a diferentes
mecanismos subjacentes a inflamacdo das vias aéreas (Cowan et al.,2015).
Avancos no entendimento da imunopatologia da asma sugerem que terapias
biolégicas que foquem no bloqueio de citocinas envolvidas no processo de
exacerbacéo, podem ser potencialmente Uteis no controle da asma. O principal

intuito da terapia deve ser centralizado na reducdo da inflamacdo e do
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remodelamento tecidual, protegendo os pacientes contra a perda progressiva da

funcdo pulmonar (Pelaia et al., 2012).

2.3.1 Corticoides (ou corticosterodides)

Os glicocorticoides (GC) pertencem a uma classe de corticoides, e
exercem o0s seus efeitos terapéuticos por ligacédo e formagdo de um complexo
com o receptor de GC intracelular (Figura 5). Este complexo é ativado e migra
para o nucleo, onde altera de forma direta a transcricdo de genes envolvidos na
inflamacéo através da sua interagdo com o DNA, ou de forma indireta pela
interacdo com outros fatores de transcricdo (Figura 5) (Tse et al., 2011). Este
complexo é capaz de bloquear a atividade do fator nuclear kappa B (NF-kB - do
inglés Nuclear factor-kB), que estimula a transcrigcdo de citocinas, quimiocinas,
moléculas de adesdo e seus respectivos receptores (Beigelman et al., 2015).
Powell e colaboradores, em 2001, mostraram que os glicocorticéides inibem
expressao génica de citocinas como IL-5, IL-3 e GM-CSF, que sdo mediadores

envolvidos na proliferacédo celular inflamatoria e na regulacdo de eosindfilos.

Além de atuarem a nivel nuclear, os glicocorticoides também exercem
efeitos ndo genbmicos, que incluem sinalizacdo através de receptores
associados a membrana e receptores de segundo sinal. No que diz respeito a
doencas pulmonares, os efeitos incluem a morte acelerada de eosindfilos
(apoptose) e a vida util prolongada dos neutréfilos pela inibicdo da apoptose. Os
corticosterdides também tém efeito vasoconstritor, resultando em diminuicao do
edema nas vias aéreas e menor vazamento microvascular. Além disso, reduzem

a producdo de muco das vias aéreas (Beigelman et al., 2015).
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Figura 5: Mecanismo de acdo dos glicocorticoides. A ligacdo dos glicocorticéides
(GC) ao receptor de glicocorticoide intracelular (GR) resulta na ativagdo do complexo
GC-GR e dissociagdo de proteinas inibitérias que geralmente mantém o GR inativo.
Estas incluem Hsp90, Hsp70 (proteinas de choque térmico), a fosfoproteina p23 e
FKBP52. O complexo GC-GR migra até o nucleo onde altera a transcricdo de genes
envolvidos na inflamacéo. Adaptado de Tse et al., 2011, The Pharmacogenomics

Journal.

2.3.1 Agonistas 2-adrenérgicos

A administracdo de agonistas do receptor B2-adrenérgicos é a terapia
principal durante episddios de broncoespasmos, proporcionando alivio
significativo aos asmaticos. No entanto, a terapia crbnica com [-agonista
também foi associada a falta de controle na asma e piora da doenca (Walker e
DeFea, 2014). Os receptores p2 sdo acoplados a proteina G, e amplamente
distribuidos nas vias aéreas, estando presentes em diversos tipos celulares que
participam da patogénese da asma (Barnes 2011). Apds a ligacdo aos seus
agonistas (por exemplo, epinefrina enddgena) os adrenoreceptores [32,
promovem ativacdo da adenilato ciclase, estimulando a subunidade By da
proteina Gs, que converte a adenosina trifosfato (ATP) em adenosina 3,5'-
monofosfato ciclica (AMPc), a qual ativa a proteina quinase A (PKA, do inglés).

A ligacdo do AMPc as subunidades reguladoras da proteina quinase dependente



28

de AMPc, libera a subunidade catalitica da PKA e a PKA ativada exerce uma

série de efeitos nas vias aéreas (Pera e Penn, 2014).

Apesar da sua eficiéncia como broncodilatadores, os agonistas 32 tem
sua utilizacdo limitada devido aos efeitos adversos e também pela dificuldade
em se adequar ao tratamento apresentada por alguns pacientes. Os efeitos
adversos estao associados a doses altas dos agonistas 2-adrenérgicos, seja
por via oral ou inalatéria. Os efeitos mais frequentes sdo tremores, caimbras

musculares, taquicardias e disturbios metabdlicos (Lipworth, 2007).

2.3.2 Inibidores de fosfodiesterase (PDE) 4

As fosfodiesterases nucleotidicas ciclicas (PDEs) sao conhecidas como
uma superfamilia de enzimas que hidrolisam nucleotideos ciclicos e, portanto,
desempenham um papel fundamental na regulacéo dos niveis intracelulares de
AMPc e monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) e, portanto, na funcao celular
(Boswell-Smith et al., 2006). A familia PDE4 foi identificada como a mais
diversificada de todas as familias de PDE (Eskandari et al., 2015). As enzimas
desta familia sdo amplamente distribuidas em diferentes tecidos, estando
presente em varios 6rgaos, sendo muito abundantes nas células respiratorias e
inflamatorias das vias aéreas de doencas pulmonares como a asma (Eskandari
et al., 2015).

Os inibidores de PDE4 bloqueiam a a¢édo de degradacédo de AMPc por
ligacdo competitiva ao local catalitico de AMPc, resultando em uma redugéo nas
respostas imunes Thl, Th2 e Th1l7. Como resultado da inibicdo da PDE4, ha um
aumento no nivel de AMPc intracelular, o que leva a uma reducdo nos
mediadores inflamatorios e ao aumento de mediadores anti-inflamatorios
(Gooderham e Papp, 2015). Segundo dados da literatura, é possivel observar
gue pacientes atopicos apresentam um aumento na expressao de PDE4 (Barnes
2004). Deste modo, a familia das fosfodiesterases do tipo 4 tem atraido

consideravel interesse nas ultimas décadas como alvo no tratamento.

A teofilina, um importante inibidor ndo-seletivo fraco das PDE4, relaxa o
musculo liso das vias aéreas través da regulagcdo de AMPc. Elas também

demonstraram eficacia na atenuacgao das trés caracteristicas principais da asma
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- obstrucéo do fluxo de ar reversivel, hiperresponsividade e inflamacéao das vias
aéreas (Goseva et al., 2015; Margay et al., 2015). O que tornou a teofilina um
tratamento de terceira linha como terapia complementar em pacientes com asma
mal controlada segundo as diretrizes do GINA (GINA, 2014).

2.3.1 Novas terapias: anti-IgE

Ja é conhecido o importante papel que os anticorpos IgE desempenham
no desenvolvimento da inflamacgé&o crénica das vias aéreas. Os niveis elevados
de IgE especifico para alérgenos ambientais comuns representam um
componente chave na patogénese da asma alérgica (D’Amato et al., 2014).
Pensando nisso, novas estratégias terapéuticas que visam controlar as
respostas mediadas por IgE sdo importantes para o tratamento de doencas

alérgicas.

O omalizumabe é um anticorpo monoclonal anti-lgE recombinante
humanizado (Yalcin., 2015), aprovado em 2003 nos Estados Unidos pelo Food
and Drug Administration (FDA) e em 2005 na Unido Européia pela Agéncia
Européia de Medicamentos como um tratamento complementar para pacientes
com idade superior a 12 anos com asma persistente (Papathanassiou et al.,
2016). O potencial de omalizumabe para exercer efeitos anti-inflamatérios em
pacientes com asma decorre da sua capacidade de direcionar a interacao entre
IgE e os seus receptores (FceRl e FceRll), evitando assim a ativacao inflamatéria
das células e interrompendo um passo-chave na cascata inflamatoria alérgica
(Yalcin., 2014). Assim, o anticorpo monoclonal anti-IgE vai se ligar a regido Ce3
do fragmento Fc (fragmento constante) de IgE (Holgate, 2014), no mesmo
dominio em que a IgE se ligaria ao FceRI. Consequentemente, as reagdes
desencadeadas por IgE sao inibidas, uma vez que a ligacao de IgE a receptores
de alta afinidade de IgE em células efetoras é bloqueada, bem como a seguinte

ativacao de mastacitos e basdfilos (D’Amato et al., 2014).

No entanto, apesar das terapias atualmente disponiveis, em geral, serem
bem-sucedidas no controle da asma, existem varias razdes para buscar novos
medicamentos. Conforme discutido acima, a prevaléncia da asma bem como o

seu impacto na sociedade continua elevado. Até a presente data, ndo existe uma
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estratégia preventiva eficaz para a asma ou uma cura conhecida. Infelizmente,
os efeitos dos corticosteroides inalados na asma desaparecem rapidamente
quando o medicamento é descontinuado e apesar do tratamento farmacologico
sob acompanhamento médico para controlar a asma, muitos pacientes ainda
apresentam sintomas (Olin et al., 2014). A asma permanece descontrolada em
cerca de 10% dos pacientes que aderem aos medicamentos prescritos (Wenzel
e Busse, 2007).

2.4HIDRAZONAS

As hidrazonas sdo uma classe especial de compostos organicos sintéticos
que exibem uma ampla variedade de efeitos biologicos, dentre eles, destaca-se
a atividade anti-inflamatéria (Bala et al., 2013). Deste modo, constituem um
composto versatil, com estrutura basica (Figura 6), na qual os centros ativos,
carbono e nitrogénio, sdo 0s principais responsaveis pelas propriedades fisicas
e quimicas das hidrazonas e, devido a reatividade para eletréfilos e nucledfilos,
as hidrazonas sdo usadas para a sintese de compostos organicos, como

compostos heterociclicos (Kajal et al., 2014).

R R?
R'= 4-OH, 4-F, 4-Cl, 4-Br, NO,, etc.
R2= H, 4-NO,, 2-CF5, 4-CF3, 4-OCH; etc.

Figura 6: Estrutura geral de hidrazonas. Adaptado de Torok et al., Bioquimica, 2013.

A formacdo de uma hidrazona passa pela condensacéao quimiosseletiva

de aldeidos ou cetonas com hidrazinas, seguida por eliminacdo de uma molécula
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de agua. Quando essa hidrazina é uma hidrazida, o composto formado é uma
acilhidrazona (Figura 7) (Santos, 2017).

1) R,C=0 + HNNHR' =——= R,C=NNHR' + H,0

2) R,C=0 + H,NNHC(O)R' R,C=NNHC(O)R' + H,0

Figura 7. Reacdo geral de formacdo de uma hidrazona (1) e reacdo geral de
formacéo de uma acilhidrazona (2). Adaptado de Santos, Instituto de Tecnologia em
Farmacos, 2017.

A N-acil-hidrazona (NAH), é considerada uma estrutura privilegiada por
servir de base para a concepcdo de novos compostos analgésicos e anti-
inflamatérios. Um exemplo € que a subunidade NAH é um farmacéforo chave
para ligacao e inibicdo de ciclooxigenases (COX) (De Melo et al., 2014). Essa
inibicdo esta associada com o alivio da dor e inflamacéo (Grosser et al., 2006),
demostrando potencial anti-inflamatério dessa molécula. Varios mecanismos
foram propostos para explicar como ocorre o reconhecimento pela COX: o
primeiro mecanismo envolve a acidez relativa da fragdo hidrogénio amida em
NAH; o segundo mecanismo envolve a capacidade da estrutura de estabilizar os
radicais livres que estéo estruturalmente relacionados com hidrogénio bis-alilicos

em acidos graxos, como o acido araquidénico (De Melo et al., 2014).

Esta classe de moléculas tem sido reconhecida tanto pela sua
variabilidade quanto pela sua associacdo a metais, isso devido a fatores como o
seu alto grau de flexibilidade ao assumir diferentes conformagtes (Naskaret al.,
2007), ou seja, diferirem de maneira temporaria sendo interconvertidas sem
quebra de ligagbes. Devido a isso, as hidrazonas apresentam um importante
papel na quimica inorganica, por formarem facilmente complexos estaveis com

a maioria dos ions de metais de transi¢édo (Dos Santos, 2014).
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Nos ultimos anos, tem havido muitos relatos na literatura sobre a sintese
dos derivados de hidrazona, tendo em vista que esses compostos possuem
propriedades biologicas e farmacologicas diversas (Mu et al.,, 2016). Esses
dados proporcionaram o desenvolvimento de novas moléculas com uma
diversidade de efeitos, entre eles: antimicrobiano, anticonvulsivante,
antidepressivo, anti-inflamatério, analgésico, antiplaquetaria, antimalérico,
anticancerigeno, antifangico, antitubercular e antiviral (Darwishet al., 2014;
Chelucciet al., 2014; Altintopet al., 2014; Verma et al., 2014).

Os farmacos anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES) classicos, tem
como principal mecanismo de acao a inibicdo ndo seletiva da COX, que também
€ responsavel pelo principal efeito colateral na mucosa gastrica (Diaz-Gonzéleze
Sanchez-Madrid, 2015) e também efeitos deletérios sobre o sistema
cardiovascular (Chelucciet al., 2014). Segundo a literatura, substancias que
contém em suas estruturas uma por¢ao hidrazona, agem como inibidores néo
apenas da COX, como também da enzima lipoxigenase do tipo 5 (LOX-5).
Apresentando, portanto, pronunciada atividade analgésica e anti-inflamatdria
(Reiset al., 2011).

A LOX-5 é uma enzima envolvida na producdo de eicosanoides e
leucotrienos que aumentam a expressao da opsonina C3b sendo capazes de
produzir espécies reativas de oxigénio (ERO) envolvidas na lesao tecidual. Além
disso, esta enzima é responsavel pelo inicio da resposta inflamatéria alérgica
(Corréa, Melo e Costa, 2008).

Lacerda e colaboradores (2014) descreveram o desenho e sintese de
novos derivados de N-acilhidrazonas, mostrando que essas moléculas possuem
efeitos inibitorios da producdo de TNF-a, tanto in vitro como in vivo. No mesmo
estudo, foi observado a inibicdo dos niveis in vivo de IL-1B e IFN-y, indicando
gue esses compostos podem atuar como bloqueadores da cascata de fatores de
transcricdo responsavel pela sinalizacdo da biossintese dessas citocinas

préinflamatdrias, além de possuirem uma baixa citotoxicicidade.

Avancos nos estudos farmacoldgicos para a elucidacdo dos mecanismos
pelos quais os derivados de hidrazonas e acilhidrazonas modulam o sistema

inflamatorio ainda precisam ser alcancados, no entanto, eles ja se mostram bons
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candidatos a farmacos anti-inflamatérios no tratamento de doencas inflamatorias
cronicas. Estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa demonstraram o
potencial efeito modulador de uma série de derivados de N-acil-hidrazonas in
vitro (dados nado publicados). Dentre as suas atividades, destaca-se a
capacidade de inibir a producédo de nitrito em cultura de macrofagos ativados, a
supressao de IL-1B também em cultura de macréfagos, além de ser capaz de
inibir a proliferagédo de linfécitos. Frente aos resultados obtidos em laboratorio,
tivemos o composto HAH2 como o mais ativo, partindo entdo para estudo in vivo.
No presente trabalho, investigamos o efeito desse composto em um modelo

murinho de alergia inflamatdria das vias aéreas.
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3 HIPOTESE E OBJETIVOS

3.1HIPOTESE

O composto HAH2 pode reduzir o direcionamento para uma resposta
imune Th2, reduzindo a inflamacédo alérgica das vias aéreas inferiores em

modelo murino de asma.

3.20BJETIVO GERAL
Avaliar a atividade anti-inflamatoria do composto derivado de hidrazona,

o HAH2, em modelo experimental de inflamacéo alérgica das vias aéreas.

3.30BJETIVOS ESPECIFICOS
e Avaliar o efeito do HAH2, administrado por via oral, sob a quantidade de
células inflamatérias no pulmao dos animais.
e Estimar o efeito do HAH2 sob a presenca de muco, bem como a
hiperplasia das células caliciformes no epitélio bronquiolar.

e Investigar se o0 HAH2 é capaz de reduzir o direcionamento da resposta

Th2
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Camundongos BALB/c machos, com idade entre 4-6 semanas, foram
mantidos sob condi¢des controladas de temperatura (22 + 2 °C) e umidade (60
+ 5%) com um ciclo de luz/escuro de 12 horas. Comida e agua estavam
disponiveis ad libitum. Os animais foram tratados de acordo com as diretrizes do
Instituto Nacional de Saude (NIH) para experimentacdo animal. Os protocolos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica e Uso Animal do Instituto

Goncalo Moniz, FIOCRUZ / BA (005/2015; ID 1032).

4.2COMPOSTO HAH2

O HAH2 (Figura 8) foi fornecido pelo Laboratério de Planejamento e
Sintese Aplicados a Quimica Medicinal - SintMed, da UFPE, Recife, PE, sob a
responsabilidade do Prof. Dr. José Mauricio dos S. Filho. A dexametasona foi
obtida da Sigma®. As solu¢bes foram preparadas antes do uso e nao foram
armazenadas para uso posterior. Para uma diluicdo mais homogénea, o

composto foi dissolvido numa mistura de 30% sorbitol e 10% tween 80 em salina.
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Figura 8: Estrutura Quimica do HAH2.

4.3MODELO DE INDUCAO DE INFLAMACAO PULMONAR

Os camundongos foram organizados em seis grupos experimentais,
sendo eles o primeiro grupo a) Naive, representando o controle saudavel, o qual
nao foi manipulado. E os demais grupos que passaram pelo processo de inducao
da inflamacgdo alérgica das vias inferiores divididos em: b) Veiculo, onde
administramos no lugar do tratamento apenas o veiculo usado para a diluicdo do
composto (sorbitol/tween 80 em solucdo salina), c¢) Dexa, tratados com
dexametasona (Sigma, 25 mg/kg), d) HAH2 80, tratados com uma dose de 80
mg/Kg e) HAH2 20, tratados com uma dose de 20 mg/Kg e f) 8 HAH2 5, tratados
com uma dose de 5 mg/Kg. A inflamacéo alérgica das vias aéreas foi induzida
como descrito anteriormente (Vasconcelos et al., 2008). Resumidamente, 0s
camundongos receberam imunizacgao sistémica por injecao subcutanea de 10 ug
de ovalbumina (Grau V, 98% pura; Sigma, St Louis, MO), adsorvido em 2 mg/ml
de hidréxido de aluminio (Alumimject; Pierce, Rockford, IL). No 14° dia, seguiu-
se com uma injecao de reforco nas mesmas proporgdes da anterior (Figura 9).
Os desafios nasais foram realizados a partir do dia 28, com 0s animais em uma
caixa de acrilico, por exposicdo inalatéria da ovalbumina em aerossol por 15
min/dia, durante cinco dias consecutivos. Acoplado a caixa de acrilico foi
introduzida uma mangueira para introducdo de uma solucdo de 1% de

ovalbumina em solucéo salina aerossolizada com a ajuda de um nebulizador
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(RespiraMax, NS, Brasil). Uma hora antes de cada desafio com aerossol, os

camundongos foram tratados por via oral com HAH2, dexametasona ou veiculo.

Desafios e tratamento

Imunizag o Reforco com HAH2 ou DEXA
- l 11l
= | | L[| rervotes
257 | | HARR
0 14 2829303132 34
l
Eutanasia

Figura 9: Protocolo experimental para o desenvolvimento de inflamacao alérgica
das vias aéreas.

4.40BTENCAO DO SORO E LAVADO BRONCOALVEOLAR

Quarenta e oito horas ap0s a ultima exposicéo a ovalbumina por inalacao,
os camundongos foram eutanasiados com dose letal de anestésico (300 pL de
Ketamina/xilazina numa proporgdo 2:1). O sangue foi obtido através do plexo
braquial, centrifugado e as amostras de soro foram separadas para dosar a
producdo de IgE. O lavado broncoalveolar (BALF) foi realizada duas vezes por
instilacdo intratraqueal de 1 ml de PBS gelado. Os fluidos das lavagens foram
centrifugados e apenas o sobrenadante do primeiro fluido foi armazenado a - 80
°C até ser utilizado para quantificacdo de citocinas. Os dois pellets de células
foram ressuspensos num volume final de 1 mL de PBS. O numero de leucécitos
totais no BALF foi estimado em uma camara de Neubauer. As contagens
diferenciais foram realizadas utilizando preparacdes de citospin coradas com HE
(hematoxilina e eosina). As laminas foram analisadas sob microscopia Optica, na
ampliacdo de x100 por um observador cego as identidades das amostras. As
contagens diferenciais foram concluidas em 500 células por lamina, usando

critérios morfolégicos padrao.

4.5 ANALISE HISTOLOGICA
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Apos a coleta do BALF, o l6bulo direito dos pulmdes de cada animal foi
removido para andlise histologica. As secc¢des foram coradas com hematoxilina
e eosina para quantificacdo de células inflamatérias por microscopia Optica. Para
cada pulméao foram analisados 25 campos (40x) por secéo e os dados foram
utilizados para calcular o nimero médio de células por mmz. A presenca de muco
foi analisada em secc¢bes coradas com &cido periddico-Schiff (PAS). Todas as
imagens foram digitalizadas usando uma camera de video digital a cores
(CoolSnap cf) adaptada a um microscopio BX41 (Olympus, Toquio, Japao) e
foram analisados usando o programa de imagem ImagePro (verséao 6.1; Media
Cybernetics, San Diego, CA, EUA)

4.5MENSURACAO DE IgE NO PLASMA

As amostras de sangue foram centrifugadas a 1200 g, por 10 min, a 4 °C.
O soro foi transferido para um tubo de microcentrifuga e armazenado a -20 ° C
até andlise subsequente. Os niveis de anticorpos IgE para ovalbumina foram
utilizados como marcador de sensibilizacao alérgica e medidos utilizando ensaio
imunoenzimético (ELISA). Resumidamente, os pocos de microplacas foram
sensibilizados com 100 ug/ml de ovalbumina durante duas horas, seguindo-se o
bloqueio da reacdo com PBS contendo 10% de SBF por mais duas horas. As
amostras testes foram diluidas em PBS contendo 5% de SBF e incubadas
durante a noite. A deteccéo de IgE especifica para ovalbumina foi realizada por
incubacédo sequencial de anticorpo anti-IgE biotinilado. Ap6s a incubacé&o com o
conjugado de estreptavidina-peroxidase, a reacéao foi desenvolvida utilizando o
substrato de peroxidase de 3,3', 5,5' de tetrametilbenzidina (TMB) e lida a 450

nm.

4.6 MENSURACAO DE CITOCINAS

As concentracdes de interleucina (IL) -4, IL-5, IL-13 no BALF também
foram determinadas por ELISA usando kits de anticorpos especificos (R&D

System, Minnesota, MN, EUA), de acordo com as instru¢des do fabricante.

4.7 ANALISE ESTATISTICA



39

Os resultados foram expressos como médias =+ SEM de 7 camundongos
por grupo. As comparacdes estatisticas entre grupos foram realizadas por
andlise de variancia unidirecional e testes de comparacao multipla de Newman-
Keuls usando Graph Pad Prism verséao 5.01 (Graph Pad Software, San Diego,
CA). As diferencas foram consideradas significativas quando os valores de P
foram <0,05.

5 RESULTADOS

51EFEITO DO HAH2 SOBRE A INFILTRACAO DE CELULAS
INFLAMATORIAS INDUZIDA POR OVA

Para examinar o possivel efeito anti-inflamatério do HAH2 na inflamacéo
alérgica das vias aéreas, tratamos os camundongos com diferentes doses de
HAH2 por via oral, durante cinco dias consecutivos, uma hora antes do desafio
com aerossois de OVA. O BALF foi coletado 48 horas ap0s o ultimo desafio com
OVA e, em seguida, as contagens de células totais e diferenciais foram
realizadas. A inalacdo de OVA aumentou significativamente a contagem total de
células e eosindfilos em camundongos asmaticos em comparagdo com 0S
animais ndo imunizados (naive). O tratamento com HAH2, nas trés doses,
reduziu a contagem total de células e o numero de eosindfilos, em comparacéo

com o grupo tratado com veiculo (Figura 10).
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Figura 10: Contagem de células totais e quantificacdo de eosinoéfilos em amostras
do BALF obtidas de camundongos submetidos a diferentes tratamentos. Os
camundongos foram sacrificados 48 h apds o ultimo desafio com ovalbumina. Foi
avaliada a celularidade no BALF de camundongos naive, tratados com veiculo,
dexametasona (Dexa) ou HAH2. A) Contagem total de células. B) Numero de eosindfilos
em 500 células. Os valores sdo expressos como média = S.E.M. De 6-8 camundongos

por grupo. *p < 0,01. *»*+p <0,0001 em comparacdo com o veiculo.

5.2 EXPRESSAO DE CITOCINAS TH2 INDUZIDA POR OVA E PRODUGCAO DE
IgE

Para investigar se o composto HAH2 poderia modificar uma resposta Th2
especifica para OVA, os niveis de citocinas Th2 no BALF foram medidos por
ELISA. A inalagcdo de OVA em camundongos sensibilizados (grupo veiculo)
causou um aumento notavel na producéo de IL-4, IL-5 e IL-13, em comparacéo
com o grupo naive (Figura 11). O tratamento com HAH2 diminuiu os niveis de
citocinas associadas a resposta Th2 em compara¢cdo com o grupo que recebeu
apenas veiculo. Além disso, a reducdo de IL-4 e de IL-5 em camundongos
asmaticos apresentou uma tendéncia a dose resposta, tendo o leve aumento a
medida que reduzimos a dose do tratamento (Figura 11A e 11B). Os niveis de
citocinas IL-4 e IL-13, em animais tratados com a maior dose de HAH2 (80
mg/kg) foram semelhantes aos dos camundongos tratados com dexametasona.
Estes resultados mostram que HAH2 suprimiu a resposta imune Th2 em modelo
experimental de asma induzida por OVA, de forma semelhante ao tratamento

com corticosteroide.

Para avaliar se o composto HAH2 poderia modificar os niveis de
anticorpos IgE especificos para OVA, determinamos niveis séricos de IgE
usando a técnica de ELISA. Os animais que receberam apenas o0 veiculo,
apresentaram niveis elevados de anticorpos IgE anti-ovalbumina no soro em
comparacao com os naive (Figura 12). Observamos uma reducao significativa
dos anticorpos IgE especificos para OVA em camundongos tratados com
dexametasona. No entanto, néo foi encontrada diferenca entre os camundongos

tratados com HAH2 e os controles desafiados e tratados com veiculo (Figura 12).
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Figura 11: Producéo de citocinas em camundongos tratados com HAH2. Os niveis
de citocinas em camundongos de cada grupo experimental foi determinado em amostras
de BALF por ELISA. A, IL-4. B, IL-5. C, IL-13. Os dados sé@o expressos como médias +

S.E.M. de 6-8 camundongos por grupo. =*x*p <0,0001 em comparagdo com

camundongos tratados com veiculo.



42

3
24
Q
@)
14
*k%
0-
Naive Veiculo Dexa _ 80 20 5

HAH2 (mg/Kg)

Figura 12: Anticorpos de IgE especificos para ovalbumina em camundongos com
inflamacéao alérgica de vias aéreas inferiores. Os niveis de anticorpos IgE anti-OVA
foram determinados nos soros dos animais por ELISA. Os dados sdo expressos como

médias + S.E.M. De 6-8 camundongos por grupo. **+p <0,0001 em compara¢cao com

camundongos tratados com veiculo.

5.3AVALIACAO HISTOLOGICA DE PULMOES DE CAMUNDONGOS
TRATADOS COM HAH2

Em uma melhor caracterizacdo das alteracdes patolégicas nos pulmbes
dos animais imunizados, causadas pelo desafio com OVA, examinamos as
secdes pulmonares coradas com H&E. O desafio induziu um infiltrado de células
inflamatorias contendo linfocitos, macrofagos e eosinodfilos (dados néo
mostrados), quando comparados ao grupo naive (Figura 13B). Os animais
tratados com dexametasona apresentaram um pequeno infiltrado inflamatério,
assim como os tratados com HAH2 (Figura 13F e 13H). Todos os tratamentos

diferiram estatisticamente do grupo que recebeu apenas veiculo (Figura 14).
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Figura 13: Histologia dos pulmfes de camundongos naive e asmaticos.
Fotomicrografias de tecido pulmonar de camundongos naives (A e B) e camundongos
asmaticos tratados com veiculo (C e D), dexametasona (E e F) ou HAH2 80 mg/mL (G
e H). A, C, E e G mostram coloragdo com reagente de Schiff (PAS) e B, D, F e H com

HE.
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Figura 14: Quantificacao da inflamacgado nos pulm&es dos camundongos. O gréfico
representa animais tratados com dexametasona ou HAH2 (5, 20 e 80 mg/ml) em
comparacdo com animais naive e 0s que receberam apenas veiculo. O namero de

células inflamatérias foi avaliado em cortes corados com H&E. Os dados sdo expressos

como médias + S.E.M. De 6-8 camundongos por grupo. *+*p <0,0001 em comparacao

com camundongos tratados com veiculo.

Para analisar a presenca ou ndo de muco nos pulmdes dos animais, as
secdes pulmonares foram coradas com PAS e analisadas. Os pulmdes dos
camundongos naive apresentaram bronquiolos sem presenca de muco e, por
conseguinte, sem coloracdo. Enquanto que o grupo veiculo uma marcada
presenca de muco (Figura 13A e 13C). A dexametasona causou uma grande
inibicdo na presenca de muco no tecido, como ja era esperado, e o tratamento
com HAH2 nas doses de 20 e 80 mg/ml também foi capaz de reduziu a presenca
de muco (Figura 13E e 13G), de forma significativa quando comparados com o

grupo veiculo (Figura 15).
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Figura 15: Andlise da producdo de muco em se¢fes pulmonares coradas com

PAS. A area de coloracdo PAS foi estimada por analise morfométrica. Os dados séo

expressos como médias + S.E.M. De 6-8 camundongos por grupo. * p < 0,01 e #*x*p

<0,0001 em comparagao com camundongos tratados com veiculo.

6 DISCUSSAO

O processo inflamatoério no pulméo de individuos asméaticos ocorre em
resposta a alérgenos, e € um processo altamente orquestrado, acarretando num
infiltrado de células inflamatdrias, especialmente eosindfilos (Lee et al, 2010).
Associado ao recrutamento de células, ha um aumento na producéao de varios
mediadores inflamatdrios no tecido pulmonar, incluindo citocinas, como a IL-4,
IL-5 e IL-13 (Lucas et al., 2015). O controle da inflamacdo alérgica requer a
remocao ou o afastamento dos alérgenos, que muitas vezes se torna dificil, ou
até mesmo impraticavel, e ndo ha terapia curativa para o retorno a homeostase

do individuo em condic¢des de inflamacao alérgica persistente (Karra et al., 2015).
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O composto HAH2, avaliado neste estudo, € um derivado NAH e por isso
apresenta caracteristicas quimicas semelhantes a de outros compostos ja
utiizados como base para a concepgcdo de novos analgésicos e anti-
inflamatorios (Melo et al., 2014; Lacerda et al., 2012). Evidéncias crescentes
argumentam que os derivados de hidrazona apresentam atividade
antimicrobiana (Altintop et al., 2014), atividade anti-inflamatéria e analgésica
(Kajal et al., 2014; Silva et al., 2014; Lacerda et al., 2014; Hamdy, 2013).

Nés demonstramos, pela primeira vez, a atividade anti-inflamatéria de
HAH2 em um modelo experimental de inflamacdo alérgica das vias aéreas
inferiores induzido por OVA. Apés a sensibilizacdo e desafio com OVA em
camundongos, observamos sinais classicos de inflamacdo alérgica das vias
aéreas, incluindo aumento do numero de células inflamatdrias, principalmente
eosinofilos, e aumento da IL-4, IL-5 e IL-13 no BALF, assim como evidéncias
histoldgicas da inflamag&o pulmonar. Sendo que no BALF podemos encontrar
diferentes células inflamatérias, como macréfagos, neutroéfilos, linfécitos e
eosinofilos, que em numeros alterados, contribuem para a inflamagéo na asma
(Nadeem et al., 2014).

O tratamento com o composto HAHZ2 levou a uma melhora significativa na
exacerbacédo da resposta inflamatéria, controlando os niveis de citocinas do perfil
Th2. O composto também foi capaz de diminuir significativamente o nimero total
de células e os eosindfilos no BALF. Esses achados indicam que esta hidrazona
inibiu o recrutamento de eosinofilos e células mononucleares para a via aérea,
bem como a presenca de muco no tecido pulmonar. Podemos relacionar essa
reducdo de muco com os baixos niveis de citocinas Th2 encontrados nos
camundongos tratados, uma vez que IL-13 estimula a producéo de muco, além
de promover a remodelacéo significativa das vias aéreas na asma, favorecendo
a hiperplasia de células caliciformes (Vatrella et al., 2014). E a IL-4 desempenha
um papel fundamental na producdo de muco através do recrutamento de células
Th2 para os pulmdes e a inducao da inflamacéo (Lee et al., 2010). Esses dados
sao consistentes com outros estudos que utilizaram compostos com atividade
anti-inflamatoéria como tratamento em modelo murino de inflamacédo das vias
aéreas inferiores (Cho et al., 2014; Vasconcelos et al., 2009; Shen et al., 2015).
O HAH2 também atenua a inflamacéao, principalmente no infiltrado eosinofilico.
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A eosinofilia € uma caracteristica patologica significativa das doencas
alérgicas, possivelmente contribui para o dano das vias aéreas atraves da
liberacéo de mediadores e citocinas. A infiltracdo de eosindfilos nas vias aéreas
estd ligada a producdo de IL-5, que € importante para a proliferacdo de
eosinofilos e ativacdo (Lee et al., 2010). A IL-5 também é essencial para a
migracdo de eosindfilos da medula 6ssea para o0 sangue, auxiliando na
diferenciacéo e proliferagcéo terminal de precursores de eosinofilos, bem como a

ativacdo de eosinofilos maduros (De Freitas Alves et al., 2013).

Evidéncias consideraveis apoiam a teoria de que a reducédo do infiltrado
de eosindfilos também estéa relacionada com a diminuicdo dos niveis de IL-4 e
IL-13, que estdo envolvidas no recrutamento de eosinofilos para a via aérea,
induzindo a sintese da eotaxina e a regulacéo positiva das moléculas de adesao
endotelial (Wu et al., 2014; Vatrella et al., 2014).

O tratamento oral com HAHZ2 reduziu os niveis de citocinas IL-4, IL-5 e IL-
13, sendo que os resultados alcancados para IL-4 e IL-13 tiveram eficicia
semelhante ao grupo tratado com dexametasona, um glicocorticoide sintético
comumente usado como farmaco anti-inflamatério. Pode-se dizer que o
tratamento com HAH2 foi capaz de reduzir a resposta de fase tardia, ja que
suprimiu a secrecéo de citocinas no local da inflamacéo (Galli, Tsai e Piliponsky,
2008). No entanto, sdo necessarios mais estudos para entender 0 mecanismo
de acao pelo qual o HAH2 inibe a sintese dessas citocinas.

No tratamento com HAH2 ndo observamos reducdo significativa da
producdo de anticorpo IgE especifica para ovalbumina. Em contraste, a
dexametasona provocou uma diminuicdo consideravel nos niveis de IgE. A
producdo de IgE estd associada as reacdes alérgicas, desempenhando um
papel essencial na hipersensibilidade do tipo I, incluindo asma alérgica, rinite
alérgica e sinusite, por exemplo (Samitas et al., 2015). A presenca de doenca
alérgica ou infeccao parasitaria pode causar um aumento de IgE especifica. Esse
anticorpo IgE especifico se liga aos seus receptores nos basofilos e mastacitos,
levando a liberacdo de diferentes mediadores inflamatorios que resultam nos
sintomas de infec¢do e asma (Wang et al., 2015; Galli, Tsai e Piliponsky, 2008).
Manise e colaboradores, em 2013, avaliaram o perfil de citocinas em individuos

asmaticos e ndo asmaticos. Eles relacionaram os altos niveis de IgE aos niveis
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elevados de citocinas IL-5, IL-6 e TNF-a, mostrando que a IL-5 juntamente com
IL-6 podem promover a sintese de IgE e aumentar a sintese de IgE dependente
de IL-4 (Manise et al., 2013). O que justifica nossos resultados, ja que dentre as
citocinas dosadas, a IL-5 foi a que observamos menor reducédo e nao fizemos

dosagem de IL-6.

No contexto da inflamacé&o alergénica induzida por OVA, observamos que
o composto HAH2 foi capaz de reduzir a celularidade nas vias aéreas inferiores,
por inibicdo das citocinas Th2. O que sugere um potencial terapéutico do HAH2
para o tratamento de doencas alérgicas. Além disso, demonstra ter efeitos anti-
inflamatoérios, minimizando a producdo de citocinas e muco, bem como a

inflamac&o no tecido pulmonar.

7 CONCLUSAO

Nossos resultados demonstraram que o composto HAH2 atenua a
inflamac&o das vias aéreas em modelo em camundongos, reduzindo a migracao
de células inflamatdrias induzidas por OVA, bem como o numero de eosinofilos
em BALF. Observamos um possivel potencial para controlar a inflamacgéo
alérgica inibindo células e producéao de citocinas TH2, como IL-4, IL-5 e IL-13. O
tratamento com HAH2 né&o reduziu a sensibilizacdo sistémica de IgE. Em
contrapartida os resultados foram promissores mostrando uma reducdo de
infiltrado inflamatdrio e muco no tecido pulmonar. Nossas descobertas sugerem
que o composto HAH2 tem potencial terapéutico para um futuro medicamento

no tratamento de pacientes com inflamacao alérgica das vias aéreas.
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