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RESUMO 

 

EFEITO ANTI-INFLAMATÓRIO DE DERIVADO N-Acil-Hidrazona (HAH2) EM 

MODELO MURINO DE INFLAMAÇÃO ALÉRGICA DAS VIAS AÉREAS 

INFERIORES 

Jéssica Vieira Cerqueira 

 

Estima-se que cerca de 334 milhões de pessoas em todo mundo sofram de 
asma, e essas estimativas, bem como a gravidade dos sintomas, têm aumentado 
nas últimas décadas. A asma é uma doença inflamatória crônica, complexa e 
heterogênea, caracterizada por obstrução das vias aéreas inferiores. Atualmente 
os glicocorticóides são os fármacos mais utilizados no tratamento e controle dos 
sintomas da asma, porém seu uso prolongado pode causar efeitos adversos 
graves. Um grupo químico que tem demonstrado efeitos farmacológicos 
benéficos, como anti-inflamatórios, é o das hidrazonas, apresentando na sua 
estrutura básica centros ativos compostos por carbono e nitrogênio, os principais 
responsáveis pelas propriedades físicas e químicas da hidrazonas. O composto 
HAH2 (3,5-dinitro-N’-(2-(4mitrofenil)hidrazino)propano-2-ilideno)benzohidrazida) 
é um derivado de N-acil-hidrazonas, que fazem parte de uma família de 
hidrazonas com estrutura química frequentemente utilizada para design de 
novos fármacos e de compostos heterocíclicos. O objetivo desse trabalho foi 
investigar o efeito terapêutico do HAH2 em modelo murino de inflamação 
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 antígenos. A 
administração de HAH2 causou redução da celularidade e dos eosinófilos no 
BALF (BALF, do inglês 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 produção de IgE não foi significativamente alterada após o 
tratamento com HAH2. Os animais que receberam o tratamento com HAH2, 
também tiveram uma redução do infiltrado de leucócitos no tecido pulmonar, 
quando comparados com o grupo que recebeu apenas o veículo como 
tratamento. Além disso, foi observado uma redução na produção de muco dos 
animais tratados quando comparados com os que receberam apenas veículo. 
Os resultados mostraram que o composto HAH2 possui característica 
imunomodulatória, sugerindo potencial terapêutico para tratar doenças alérgicas. 

 

Palavras-chave: Asma, inflamação 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 INTRODUÇÃO GERAL   

  

 A asma é um distúrbio respiratório, com interações complexas que 

envolvem obstrução do fluxo aéreo, hiperresponsividade, limitação do fluxo 

expiratório e inflamação (Alizadeh et al., 2017). Comumente caracterizada 

como uma doença inflamatória crônica, a asma é um complexo heterogêneo 

de múltiplos fenótipos clínicos, apresentando diferentes respostas às terapias 

farmacológicas (Kong et al., 2017; Calciano et al., 2017). A maioria dos 

pacientes asmáticos pode alcançar um bom controle de seus sintomas usando 

tratamentos padrão, incluindo corticosteroides inalatórios. No entanto, apesar 

de uma terapia otimizada, uma minoria de indivíduos não responde 

adequadamente ao tratamento e apresentam exacerbações frequentes (Pelaia 

et al., 2016).  

De acordo com os dados publicados na "Global initiative for asthma" 

(GINA) em 2014, estima-se que o número de pessoas com asma em todo o 

mundo pode chegar a 334 milhões. Este número vem das análises mais 

recentes do Global Burden of Disease Study (GBD) realizadas em 2008-2010. 

Estudos demonstram que a prevalência de asma tem aumentado em todo o 

mundo, afetando tanto os países desenvolvidos como os em desenvolvimento 

(Pearce et al., 2007). No Brasil, ainda são poucos os estudos epidemiológicos 

referentes à asma. Dados do "International Study of Asthma and Allergies in 

Childhood" (ISAAC), publicados pela GINA, revelaram um aumento na 

prevalência da asma, afetando principalmente crianças entre 13-14 anos, 

refletindo em quase 10% das crianças brasileiras. Esses dados apontam a 

asma como uma doença de alto impacto na população, devendo ser encarada 

como um problema de saúde pública (Sole, 2005; Solé et al., 2014) 

Associada ao acúmulo e ativação de células inflamatórias, a asma 

frequentemente exibe um perfil de resposta promovido por células TCD4+ 

auxiliares do tipo 2 (Th2, do inglês T-helper 2), com presença de eosinófilos e 

mastócitos no interior da mucosa brônquica (Miyasaka et al., 2017). A 

produção 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, inflamação crônica e outras alterações patológicas, características da 
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asma atópica (Bao et al., 2017). A produção de imunoglobulina E (IgE) 

específica ao alérgeno também é promovida, bem como a ativação de 

mastócitos, que uma vez sensibilizados, irão degranular e liberar mediadores 

como histamina, leucotrienos, e fatores quimiotáticos de neutrófilos e 

eosinófilos (Antwi, Obiri e Osafo, 2017).  Esses mediadores promovem 

vasodiladação, edema e broncoconstrição, além de recrutarem outras células 

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

Os objetivos no controle da asma são a melhoria dos sintomas e a 

redução do risco futuro para o paciente, incluindo exacerbações da doença 

(GINA, 2017). A terapia para asma mais eficaz até o momento, é o uso de 

corticosteroides inalatórios, ou uso oral em casos mais graves (Jenkins et al., 

2017). O uso de inaladores combinados que contêm um corticosteroide e um 

agonista adrenérgico β2 de ação prolongada, tem sido o tratamento mais 

recomendado (Barnes, 2004). A maioria dos casos de asma pode ser bem 

controlada usando fármacos atualmente disponíveis, no entanto, existem um 

número crescente de asmáticos, cuja doença não é controlada, 

particularmente aqueles com asma grave (Rolph et al. 2006). Esses pacientes 

são pouco responsivos aos glicocorticoides e precisam de doses maiores de 

medicamento, o que pode ocasionar em efeitos adversos como: refluxo, 

mudanças de humor, hipertensão, diabetes e síndrome metabólica (Barnes, 

2011; GINA 2017; Sullivan et al., 2017).  

Embora tenham sido feitos avanços na compreensão da asma, o 

progresso no tratamento é relativamente lento e as terapias efetivas que 

controlam a inflamação da asma grave ainda são limitadas (Fahy, 2015). Desta 

maneira, esforços devem ser feitos para desenvolver novas terapias com 

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

Nesse contexto, evidências descritas na literatura apontam a 

importância das hidrazonas na síntese de compostos heterocíclicos, sendo 

compostos orgânicos com importantes atividades biológicas como por 

exemplo: antioxidantes, anti-inflamatórios, anticonvulsivantes, analgésicos e 

antimicrobianos (Bala et al., 2013; Kajal et al., 2014). Estudos demonstram que 

o grupamento químico das hidrazonas apresentam características 

farmacológicas para a inibição da enzima ciclo-oxigenase (COX) que é chave 
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para desencadear a biossíntese de prostaglandinas, prostaciclinas e 

tromboxanos, que estão envolvidos em diversos processos fisiológicos, assim 

como em processos patológicos, como a inflamação (De Leval et al., 2000; 

Reis et al., 2010).  

 Diante do exposto, o presente trabalho apoia-se no efeito 

imunomodulatório já descrito dos derivados de hidazonas para um possível 

tratamento de doenças alérgicas, com intuito de propor novas alternativas 

terapêuticas para alergias respiratórias. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA  

 

2.1 DEFINIÇÃO E ASPECTOS EPIDEMIOLÓGICOS DA ASMA 

 A asma é uma doença heterogênea, caracterizada por inflamação crônica 

das vias aéreas, levando a obstrução variável do fluxo aéreo, com tosse, 

dispneia e sibilância (Silkoff et al., 2015). Com um alto impacto social e 

econômico, a asma afeta cerca de 335 milhões de pessoas em todo o mundo 

(Brook et al., 2015; GINA, 2014). A alta prevalência faz com que a asma seja 

considerada um grave problema de saúde pública, sendo uma das principais 

causas de utilização dos recursos de saúde e má qualidade de vida para aqueles 

que são afetados (To et al., 2014). A doença afeta indivíduos de ambos os sexos 

em todas as faixas etárias e pode ser fatal, estando mais presente em países 

desenvolvidos (Lai et al., 2009). 

A prevalência clínica de asma, realizada com diagnóstico médico, é de 

4,5% para a população mundial, representando cerca de 315 milhões de 

indivíduos com asma. No entanto, há uma prevalência auto relatada de sintomas 

de asma que chegam 8,6%, o que leva a um número aproximado de 623 milhões 

de indivíduos em todo o mundo, que vivem com algum sintoma relacionado à 

asma (To et al., 2012). Embora alguns países tenham registrado um declínio nas 

internações e mortes relacionadas com a asma, muitos pacientes apresentam 

quadros de exacerbações da doença e os sintomas aumentaram quase que 30% 

nos últimos 20 anos (Reddel et al., 2015). 

O estudo internacional de asma e alergias na infância (International Study 

of Asthma and Allergies in Childhood - ISAAC) mostrou um aumento acentuado 

da prevalência de asma em todo o mundo ao longo das últimas décadas (Figura 

1), sendo que no Brasil, esses números são de aproximadamente 20% entre 

crianças 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 hospitalização 

através do Sistema Unificado de Saúde (Gazzotti et al., 2013). 
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 Figura 1: Prevalência mundial de asma clínica, adaptado de To et al., 2014. 

Dentre os diversos fatores de risco associados à morte por asma, destaca-

se o tabagismo, cuja prevalência entre os indivíduos com a doença é de 20% a 

35%, com predomínio entre as mulheres (Silva e Silva, 2013). Segundo dados 

do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE, 2013) a frequência 

percentual de mulheres que referiram diagnóstico médico de asma foi 30% maior 

em relação à proporção de homens. De tal modo, a prevalência, gravidade, taxa 

de exacerbação, hospitalizações e mortalidade por asma são 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 

infância, dados mostram que nos Estados Unidos, a asma de início adulto é 

fenótipo dominante, acometendo mulheres de 40 anos de idade (Ilmarinen et al., 

2015). Os fatores que predispõem a asma de início tardio incluem, além do sexo 

feminino, obesidade, exposição ocupacional, rinite, infecções respiratórias, 

tabagismo, eventos de vida estressantes e baixo nível de função pulmonar 

(Jamrozik et al., 2009). Um histórico de doença atópica também está diretamente 

ligado a asma, sendo comum em indivíduos asmáticos, e está presente em até 

80% dos casos. Em crianças, a sensibilização com aeroalérgenos é um fator de 

risco para desenvolvimento e exacerbações da doença (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 existência de uma variedade de mecanismos 

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

Os sintomas respiratórios de asma como: dispnéia, tosse, sibilância e 

aperto no peito, são utilizados para diagnosticar a doença e monitorar a resposta 

ao tratamento e controle (Krishnanet al., 2012). Os sintomas podem ser 

avaliados sozinhos ou em conjunto com outros parâmetros que caracterizam a 

asma, como limitação na realização de atividade física e função pulmonar 

(Krishnanet al., 2012). De acordo com a ocorrência e repetição dos sintomas, a 

asma pode ser classificada como asma leve, sendo representada pela maior 

parte dos indivíduos afetados, que apresentam um menor número de 

exacerbações, menor prevalência de características atópicas e função pulmonar 

preservada; em asma grave, com um número maior de exacerbação, carga 

atópica muito alta e função pulmonar reduzida.; e em subgrupos com níveis 

intermediários de gravidade e características clínicas mais heterogêneas 

(Howrylak et al., 2014). Geralmente, os sintomas e a limitação do fluxo de ar 

podem ser revertidos espontaneamente ou após a administração de 

medicamentos, ou simplesmente podem se ausentar por semanas ou meses 

(GINA, 2014). 

Sendo que atopia refere-se a uma tendência hereditária de produzir 

anticorpos de imunoglobulina E (IgE) em resposta a quantidades pequenas de 

proteínas comuns do ambiente, como pólen, ácaros da poeira doméstica e 

alérgenos alimentares (Thomsen, 2015). A presença de atopia em um indivíduo 

está associada a um risco aumentado de desenvolver uma ou mais das doenças 

atópicas, como dermatite atópica, asma e rinoconjuntivite alérgica (Thomsen, 

2015). 

  

IMUNOPATOLOGIA DA ASMA 

A patogênese da asma é complexa e varia de acordo o fenótipo clínico. 

As interações complexas entre fatores genéticos, epigenéticos e ambientais, 

predispõem os pacientes a desenvolver um número limitado de padrões 

imunológicos disfuncionais, definindo a apresentação do quadro clínico (Olin e 

Wechsler, 2014).  
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Na asma, uma variedade de células como mastócitos, eosinófilos, 

macrófagos, linfócitos T e células dendríticas (CDs) são recrutadas para o tecido 

pulmonar, promovendo inflamação das vias aéreas e o seu remodelamento, com 

participação das células endoteliais e do músculo liso (Kumar e Ghosh, 2009). 

As CDs são células apresentadoras de antígenos (APC – do inglês antigen 

presenting cell) do sistema imunológico, caracterizadas principalmente por sua 

capacidade de induzir respostas imunes primárias. Fazem parte da imunidade 

inata e desempenham papel decisivo no início de respostas imunes adaptativas 

contra antígenos (Merad et al., 2013). Quando as CDs se tornam ativas, há a 

internalização de proteínas imunogênicas, que são processadas e apresentadas 

via complexo principal de histocompatibilidade de classe II (MHC II – do inglês 

Major histocompatibility complex) para os linfócitos T CD4+ virgens (Th0 CD4+), 

que identificam o alérgeno através de receptores de reconhecimento de células 

T (TCR) (Westet al., 2013). Sabe-se que o número e o estado de maturação das 

CDs no pulmão estão aumentados quando há um contato secundário com 

alérgenos e durante a inflamação crónica das vias aéreas (Zenget al.,2015).  

Essa sinalização entre APCs e linfócitos T induz uma resposta 

imunológica, gerando diferentes subpopulações de células Th, tais como células 

Th1 Th2 e Th17. As células Th1 secretam interleucina-2 (IL-2), interferon-γ 

(IFNγ) 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 níveis de anticorpos IgE e 

eosinofilia (Fahy, 2015). Já as células Th17, produz IL-17 que é importante na 

regulação da inflamação neutrofílica (Figura 2) (Wang e Wills-Karp, 2011). A 

forma mais comum de asma alérgica está associada a uma inflamação mediada 

por células Th2, que inclui a síntese de IgE específica para o alérgeno, induzida 

por IL-4, recrutamento de eosinófilos mediado por IL-5 e a IL-13 atua na 

hiperplasia de células caliciformes do epitélio bronquiolar, levando a 

superprodução 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 imunológicas aos antígenos específicos 
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(Mizutani et al., 2015), e sensibilizam os mastócitos, basófilos e CDs por se ligar 

aos receptores de IgE de alta afinidade (FcεRI), que estimulam a ativação dessas 

células durante a exposição ao alérgeno (Dunican e Fahy, 2015) (Figura 3). 

Acredita-se que a sensibilização antigênica ocorre principalmente em centros 

germinativos linfáticos, mas as células B produtoras de IgE que sofrem seleção 

clonal e maturação por afinidade também podem ser geradas na mucosa 

respiratória (Galli e Tsai, 2012). A participação das células T fornece sinais 

cruciais que determinam a troca de classe nas células B, tanto através de 

interações 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 estímulo CD40/CD40L é acompanhado por um sinal mediado por IL-4. 

O processo de mudança de isotipo é então ativado e direcionado para a 

produção de IgE (Burton e Oettgen, 2011) (Figura 3). 

 

Figura 2: Perfis de resposta imunológica das vias aéreas. A asma se origina de 

interações complexas entre fatores genéticos e agentes ambientais, como 

aeroalérgenos e vírus respiratórios. Em particular, dentro do lúmen das vias aéreas, os 

alérgenos podem ser reconhecidos por células dendríticas, que os processam em 

moléculas antigênicas e apresentam para células Th0. A consequente ativação de 
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células TH2 específicas a alérgenos é responsável pela produção de citocinas e 

quimiocinas múltiplas que produzem uma resposta alérgica (Darveaux e Busse, 2015). 

Adaptado de Pelalia, et al., 2012 Nature Rev Drug Discov.  

 

Figura 3: Sensibilização/reconhecimento do antígeno nas vias aéreas. O alérgeno 

é reconhecido por células dendríticas que a partir de então, são ativadas, amadurecem 

e migram para os gânglios linfáticos ou para na mucosa local, onde apresentam 

peptídeos derivados do alérgeno via MHC II para células T virgens. Na presença de IL-

4 (potencialmente derivada de uma gama de células, incluindo basófilos, mastócitos, 

eosinófilos, células NK e células T), as células T virgens se diferenciam em células Th2, 

que produzem IL-4 e IL-13. Na presença destas citocinas, há a ligação de moléculas 

coestimuladoras (CD40 e CD40L) que vão promover a mudança de classe de 

imunoglobulina para IgE específica para o antígeno nos linfócitos B. Adaptado de Galli 

et al. 2008, Nature. 

 

 Os eosinófilos constituem as principais células do infiltrado inflamatório 

pulmonar em indivíduos asmáticos. De fato, a eosinofilia tecidual está presente 

em 40 a 60% dos pacientes com asma (Patterson et al., 2015). Os eosinófilos 

auxiliam na resposta imune inata desencadeada por alérgenos ambientais nas 

vias aéreas, infecções virais e outros estímulos estranhos, e a ativação dessas 

células pode levar a danos e remodelação dos tecidos (Patterson et al., 2015). 

A IL-5 é a principal citocina responsável pela produção, sobrevivência e 
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maturação dos eosinófilos, melhorando a citotoxicidade eosinofílica e a secreção 

de mediadores químicos. Comumente, é produzida por células Th2, no entanto, 

IL-5 também foi encontrada sendo produzida por células linfóides inatas do grupo 

2 (ILC2 - do inglês Innate lymphoid cells) e em quantidades menores por 

mastócitos e eosinófilos (Cardet e Israel, 2015). 

 A inflamação alérgica pode ser dividida em duas fases que se diferenciam 

pela ordem temporal dos eventos. A primeira fase, de reação imediata é induzida 

segundos ou minutos após o contato com o alérgeno, e as reações de fase tardia 

ocorrem depois de algumas horas (Galli et al. 2008). As reações de fase imediata 

refletem principalmente na secreção de mediadores por mastócitos no local 

afetado. Em indivíduos sensibilizados, esses mastócitos já possuem IgE 

específica para alérgenos ligados aos receptores FcεRI (Galli et al. 2008). As 

reações de fase tardia são coordenadas em parte, por efeitos a longo prazo dos 

mediadores liberados por mastócitos ativados durante as reações de fase inicial 

e também por células T estimuladas pelo antígeno. As características clínicas 

das reações de fase tardia refletem nas atividades das células residentes e dos 

leucócitos circulantes que são recrutados para o local (Galli et al. 2008). 

 Apesar da asma ser classicamente caracterizada por infiltrado 

inflamatório de linfócitos Th2, as células Th17 têm demonstrado desempenhar 

papel significativo na inflamação das vias aéreas (Trevor e Deshane, 2014).  

Alguns estudos indicam que os níveis de IL-17 são elevados nas vias aéreas de 

indivíduos com asma grave. A IL-17 é uma citocina pró-inflamatória, importante 

para induzir o recrutamento e migração de neutrófilos em locais de inflamação 

(Morishimaet al., 2013). Enquanto as células Th2 se diferenciam na presença de 

IL-4, as células Th17 precisam de IL-23 para serem ativadas (Figura 4). A IL-17 

secretada por células Th17 atuam em células epiteliais das vias aéreas 

estimulando a liberação de fatores, como a proteína quimiotática de monócitos 

do tipo 1 (MCP-1 - do inglês Monocyte chemoattractant protein-1) que recruta 

macrófagos; IL-5 e fator estimulante de colônias de granulócitos e macrófagos 

(GM-CSF - do inglês Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) que 

ativam eosinófilos; IL-8 que mobiliza neutrófilos; fator de células-tronco (SCF - 

do inglês Stem cell factor) que trabalha para promover a sobrevivência dos 

mastócitos; e IL-25 que induz células mielóides a libertar citocinas de tipo Th2. 
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Os neutrófilos liberam a metaloproteinase 9 da matriz (MMP9 - do inglês Matrix 

Metallopeptidase 9), a elastase, o leucotrieno B4 e o fator ativador de plaquetas 

(PAF - do inglês Platelet activating factor), que funcionam para aumentar a 

atividade dos eosinófilos. Os macrófagos ativados liberam IL-1, fator de necrose 

tumoral alfa (TNF-α - do inglês The tumor necrosis fator-alpha) e IL-6 que 

interagem com outras células inflamatórias e resultam em um circuito de 

feedback positivo com células epiteliais das vias aéreas (Trevor e Deshane, 

2014). 

 

 

 

Figura 4: Células Th2, Th17 e moléculas de sinalização que interagem para induzir 

uma resposta inflamatória. Adaptado de Trevor e Deshane, Allergy, 2014. 
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2.3 ESTRATÉGIAS TERAPÊUTICAS NA ASMA 

 

 Apesar do aumento na compreensão dos mecanismos patológicos da 

asma, as ações práticas para diminuir seus sintomas e efeitos nos indivíduos 

afetados, estão muito atrás do conhecimento científico. Ainda há relatos sobre o 

diagnóstico errôneo e o mau tratamento da asma, levando a episódios de 

exacerbações graves da doença, muitas vezes exigindo cuidados de emergência 

e hospitalização (Kupczyk et al., 2010). 

 A terapia farmacológica é parte integrante, e talvez a mais importante de 

todas as medidas incluídas, para controlar a asma (Goseva et al., 2015). Os 

fármacos comumente utilizados no tratamento da doença reduzem a inflamação 

do trato respiratório e levam ao alívio do broncoespasmo, mas não oferecem 

uma cura, assim os sintomas tendem a reaparecer quando o tratamento é 

interrompido (Quirce et al., 2014). Os corticosteroides inalatórios (como 

budesonida, fluticasona e ciclesonida) são eficazes na supressão da resposta 

inflamatória e seus benefícios clínicos na terapia da asma são constantemente 

enfatizados (Loke et al., 2015). No entanto, o seu uso prolongado gera 

preocupações devido aos seus efeitos adversos, que incluem redução 

significativa na densidade óssea e redução do crescimento em crianças 

(Lipworth, 1999; Loke etal., 2015). Já os agonistas β2 adrenérgicos neutralizam 

o broncoespasmo. Essas duas classes de fármacos são eficazes quando usados 

de forma combinada para tratar pacientes com sintomas de asma e 

exacerbações (Olin e Wechsler, 2014). 

Embora a terapia com agentes glicocorticoides, em geral, apresente êxito 

no controle da asma, uma proporção considerável de asmáticos não responde 

ao tratamento. Essa variabilidade na resposta pode ser atribuída a diferentes 

mecanismos subjacentes a inflamação das vias aéreas (Cowan et al.,2015). 

Avanços no entendimento da imunopatologia da asma sugerem que terapias 

biológicas que foquem no bloqueio de citocinas envolvidas no processo de 

exacerbação, podem ser potencialmente úteis no controle da asma. O principal 

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

função pulmonar (Pelaia et al., 2012). 

 

2.3.1 Corticóides (ou corticosteróides) 

 

Os glicocorticóides (GC) pertencem a uma classe de corticoides, e 

exercem os seus efeitos terapêuticos por ligação e formação de um complexo 

com o receptor de GC intracelular (Figura 5). Este complexo é ativado e migra 

para o núcleo, onde altera de forma direta a transcrição de genes envolvidos na 

inflamação através da sua interação com o DNA, ou de forma indireta pela 

interação com outros fatores de transcrição (Figura 5) (Tse et al., 2011). Este 

complexo é capaz de bloquear a atividade do fator nuclear kappa B (NF-κB - do 

inglês Nuclear factor-κB), que estimula a transcrição de citocinas, quimiocinas, 

moléculas de adesão e seus respectivos receptores (Beigelman et al., 2015). 

Powell e colaboradores, em 2001, mostraram que os glicocorticóides inibem 

expressão gênica de citocinas como IL-5, IL-3 e GM-CSF, que são mediadores 

envolvidos na proliferação celular inflamatória e na regulação de eosinófilos.  

Além de atuarem a nível nuclear, os glicocorticoides também exercem 

efeitos não genômicos, que incluem sinalização através de receptores 

associados à membrana e receptores de segundo sinal. No que diz respeito a 

doenças pulmonares, os efeitos incluem a morte acelerada de eosinófilos 

(apoptose) e a vida útil prolongada dos neutrófilos pela inibição da apoptose. Os 

corticosteróides também têm efeito vasoconstritor, resultando em diminuição do 

edema nas vias aéreas e menor vazamento microvascular. Além disso, reduzem 

a produção de muco das vias aéreas (Beigelman et al., 2015). 



27 
 

 

Figura 5: Mecanismo de ação dos glicocorticóides. A ligação dos glicocorticóides 

(GC) ao receptor de glicocorticoide intracelular (GR) resulta na ativação do complexo 

GC-GR e dissociação de proteínas inibitórias que geralmente mantêm o GR inativo. 

Estas incluem Hsp90, Hsp70 (proteínas de choque térmico), a fosfoproteína p23 e 

FKBP52. O complexo GC-GR migra até o núcleo onde altera a transcrição de genes 

envolvidos na inflamação. Adaptado de Tse et al., 2011, The Pharmacogenomics 

Journal. 

 

2.3.1 Agonistas β2-adrenérgicos 

A administração de agonistas do receptor β2-adrenérgicos é a terapia 

principal durante episódios de broncoespasmos, proporcionando alívio 

significativo aos asmáticos. No entanto, a terapia crônica com β-agonista 

também foi associada a falta de controle na asma e piora da doença (Walker e 

DeFea, 2014). Os receptores β2 são acoplados a proteína G, e amplamente 

distribuídos nas vias aéreas, estando presentes em diversos tipos celulares que 

participam da patogênese da asma (Barnes 2011). Após a ligação aos seus 

agonistas (por exemplo, epinefrina endógena) os adrenoreceptores β2, 

promovem ativação da adenilato ciclase, estimulando a subunidade βγ da 

proteína Gs, que converte a adenosina trifosfato (ATP) em adenosina 3,5’-

monofosfato cíclica (AMPc), a qual ativa a proteína quinase A (PKA, do inglês). 

A ligação do AMPc às subunidades reguladoras da proteína quinase dependente 
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de AMPc, libera a subunidade catalítica da PKA e a PKA ativada exerce uma 

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

Apesar da sua eficiência como broncodilatadores, os agonistas β2 tem 

sua utilização limitada devido aos efeitos adversos e também pela dificuldade 

em se adequar ao tratamento apresentada por alguns pacientes. Os efeitos 

adversos estão associados a doses altas dos agonistas β2-adrenérgicos, seja 

por via oral ou inalatória. Os efeitos mais frequentes são tremores, câimbras 

musculares, taquicardias e distúrbios metabólicos (Lipworth, 2007). 

 

2.3.2 Inibidores de fosfodiesterase (PDE) 4 

As fosfodiesterases nucleotídicas cíclicas (PDEs) são conhecidas como 

uma superfamília de enzimas que hidrolisam nucleotídeos cíclicos e, portanto, 

desempenham um papel fundamental na regulação dos níveis intracelulares de 

AMPc e monofosfato cíclico de guanosina (GMPc) e, portanto, na função celular 

(Boswell-Smith et al., 2006). A família PDE4 foi identificada como a mais 

diversificada de todas as famílias de PDE (Eskandari et al., 2015). As enzimas 

desta família são amplamente distribuídas em diferentes tecidos, estando 

presente em vários órgãos, sendo muito abundantes nas células respiratórias e 

inflamatórias das vias aéreas de doenças pulmonares como a asma (Eskandari 

et al., 2015). 

Os inibidores de PDE4 bloqueiam a ação de degradação de AMPc por 

ligação competitiva ao local catalítico de AMPc, resultando em uma redução nas 

respostas imunes Th1, Th2 e Th17. Como resultado da inibição da PDE4, há um 

aumento no nível de AMPc intracelular, o que leva a uma redução nos 

mediadores inflamatórios e ao aumento de mediadores anti-inflamatórios 

(Gooderham e Papp, 2015). Segundo dados da literatura, é possível observar 

que pacientes atópicos apresentam um aumento na expressão de PDE4 (Barnes 

2004). Deste modo, a família das fosfodiesterases do tipo 4 tem atraído 

considerável interesse nas últimas décadas como alvo no tratamento. 

A teofilina, um importante inibidor não-seletivo fraco das PDE4, relaxa o 

músculo liso das vias aéreas través da regulação de AMPc. Elas também 

demonstraram eficácia na atenuação das três características principais da asma 
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- obstrução do fluxo de ar reversível, hiperresponsividade e inflamação 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 

Já é conhecido o importante papel que os anticorpos IgE desempenham 

no desenvolvimento da inflamação crônica das vias aéreas. Os níveis elevados 

de IgE específico para alérgenos ambientais comuns representam um 

componente chave na patogênese da asma alérgica (D’Amato et al., 2014). 

Pensando nisso, novas estratégias terapêuticas que visam controlar as 

respostas mediadas por IgE são importantes para o tratamento de doenças 

alérgicas.  

O omalizumabe é um anticorpo monoclonal anti-IgE recombinante 

humanizado (Yalcin., 2015), aprovado em 2003 nos Estados Unidos pelo Food 

and Drug Administration (FDA) e em 2005 na União Européia pela Agência 

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-inflamatórios em 

pacientes com asma decorre da sua capacidade de direcionar a interação entre 

IgE e os seus receptores (FceRI e FceRII), evitando assim a ativação inflamatória 

das células e interrompendo um passo-chave na cascata inflamatória alérgica 

(Yalcin., 2014). Assim, o anticorpo monoclonal anti-IgE vai se ligar a região Cε3 

do fragmento Fc (fragmento constante) de IgE (Holgate, 2014), no mesmo 

domínio em que a IgE se ligaria ao FcεRI. Consequentemente, as reações 

desencadeadas por IgE são inibidas, uma vez que a ligação de IgE a receptores 

de alta afinidade de IgE em células efetoras é bloqueada, bem como a seguinte 

ativação de mastócitos e basófilos (D’Amato et al., 2014). 

No entanto, apesar das terapias atualmente disponíveis, em geral, serem 

bem-sucedidas no controle da asma, existem várias razões para buscar novos 

medicamentos. Conforme discutido acima, a prevalência da asma bem como o 

seu impacto na sociedade continua elevado. Até a presente data, não 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 farmacológico 

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). 

 

2.4 HIDRAZONAS 

 As hidrazonas são uma classe especial de compostos orgânicos sintéticos 

que exibem uma ampla variedade de efeitos biológicos, dentre eles, destaca-se 

a atividade anti-inflamatória (Bala et al., 2013). Deste modo, constituem um 

composto versátil, com estrutura básica (Figura 6), na qual os centros ativos, 

carbono e nitrogênio, são os principais responsáveis pelas propriedades físicas 

e químicas das hidrazonas e, devido à reatividade para eletrófilos e nucleófilos, 

as hidrazonas são usadas para a síntese de compostos orgânicos, como 

compostos heterocíclicos (Kajal et al., 2014). 

 

.  

Figura 6: Estrutura geral de hidrazonas. Adaptado de Török et al., Bioquímica, 2013. 

 

 A formação de uma hidrazona passa pela condensação quimiosseletiva 

de aldeídos ou cetonas com hidrazinas, seguida por eliminação de uma molécula 
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de água. Quando essa hidrazina é uma hidrazida, o composto formado é uma 

acilhidrazona (Figura 7) (Santos, 2017). 

 

Figura 7: Reação geral de formação de uma hidrazona (1) e reação geral de 

formação de uma acilhidrazona (2). Adaptado de Santos, Instituto de Tecnologia em 

Fármacos, 2017. 

 

 A N-acil-hidrazona (NAH), é considerada uma estrutura privilegiada por 

servir de base para a concepção de novos compostos analgésicos e anti-

inflamatórios. Um exemplo é que a subunidade NAH é um farmacóforo chave 

para ligação e inibição de ciclooxigenases (COX) (De Melo et al., 2014). Essa 

inibição está associada com o alivio da dor e inflamação (Grosser et al., 2006), 

demostrando potencial anti-inflamatório dessa molécula. Vários mecanismos 

foram propostos para explicar como ocorre o reconhecimento pela COX: o 

primeiro mecanismo envolve a acidez relativa da fração hidrogênio amida em 

NAH; o segundo mecanismo envolve a capacidade da estrutura de estabilizar os 

radicais livres que estão estruturalmente relacionados com hidrogênio bis-alilícos 

em ácidos graxos, como o ácido araquidônico (De Melo et al., 2014). 

Esta classe de moléculas tem sido reconhecida tanto pela sua 

variabilidade quanto pela sua associação a metais, isso devido a fatores como o 

seu alto grau de flexibilidade ao assumir diferentes conformações (Naskaret al., 

2007), ou seja, diferirem de maneira temporária sendo interconvertidas sem 

quebra de ligações. Devido a isso, as hidrazonas apresentam um importante 

papel na química inorgânica, por formarem facilmente complexos estáveis com 

a maioria dos íons de metais de transição (Dos Santos, 2014).  
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 Nos últimos anos, tem havido muitos relatos na literatura sobre a síntese 

dos derivados de hidrazona, tendo em vista que esses compostos possuem 

propriedades biológicas e farmacológicas diversas (Mu et al., 2016). Esses 

dados proporcionaram o desenvolvimento de novas moléculas com uma 

diversidade de efeitos, entre eles: antimicrobiano, anticonvulsivante, 

antidepressivo, anti-inflamatório, analgésico, antiplaquetária, antimalárico, 

anticancerígeno, antifúngico, antitubercular e antiviral (Darwishet al., 2014; 

Chelucciet al., 2014; Altıntopet al., 2014; Verma et al., 2014). 

 Os fármacos anti-inflamatórios não esteroidais (AINEs) clássicos, tem 

como principal mecanismo de ação a inibição não seletiva da COX, que também 

é responsável pelo principal efeito colateral na mucosa gástrica (Díaz-Gonzáleze 

Sánchez-Madrid, 2015) e também efeitos deletérios sobre o sistema 

cardiovascular (Chelucciet al., 2014). Segundo a literatura, substâncias que 

contêm em suas estruturas uma porção hidrazona, agem como inibidores não 

apenas da COX, como também da enzima lipoxigenase do tipo 5 (LOX-5). 

Apresentando, portanto, pronunciada atividade analgésica e anti-inflamatória 

(Reiset al., 2011). 

A LOX-5 é uma enzima envolvida na produção de eicosanóides e 

leucotrienos que aumentam a expressão da opsonina C3b sendo capazes de 

produzir espécies reativas de oxigênio (ERO) envolvidas na lesão tecidual. Além 

disso, esta enzima é responsável pelo início da resposta inflamatória alérgica 

(Corrêa, Melo e Costa, 2008). 

Lacerda e colaboradores (2014) descreveram o desenho e síntese de 

novos derivados de N-acilhidrazonas, mostrando que essas moléculas possuem 

efeitos inibitórios da produção de TNF-α, tanto in vitro como in vivo. No mesmo 

estudo, foi observado a inibição dos níveis in vivo de IL-1β e IFN-γ, indicando 

que esses compostos podem atuar como bloqueadores da cascata de fatores de 

transcrição responsável pela sinalização da biossíntese dessas citocinas 

próinflamatórias, além de possuírem uma baixa citotoxicicidade. 

Avanços nos estudos farmacológicos para a elucidação dos mecanismos 

pelos quais os derivados de hidrazonas e acilhidrazonas modulam o sistema 

inflamatório ainda precisam ser alcançados, no entanto, eles já se mostram bons 
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candidatos a fármacos anti-inflamatórios no tratamento de doenças inflamatórias 

crônicas. Estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa demonstraram o 

potencial efeito modulador de uma série de derivados de N-acil-hidrazonas in 

vitro (dados não publicados). Dentre as suas atividades, destaca-se a 

capacidade de inibir a produção de nitrito em cultura de macrófagos ativados, a 

supressão de IL-1β também em cultura de macrófagos, além de ser capaz de 

inibir a proliferação de linfócitos. Frente aos resultados obtidos em laboratório, 

tivemos o composto HAH2 como o mais ativo, partindo então para estudo in vivo. 

No presente trabalho, investigamos o efeito desse composto em um modelo 

murinho de alergia inflamatória das vias aéreas. 
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3 HIPÓTESE E OBJETIVOS 
 

 
 

 
3.1 HIPÓTESE  

 
 
 O composto HAH2 pode reduzir o direcionamento para uma resposta 

imune Th2, reduzindo a inflamação alérgica das vias aéreas inferiores em 

modelo murino de asma. 

 
3.2 OBJETIVO GERAL  

 
 Avaliar a atividade anti-inflamatória do composto derivado de hidrazona, 

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

 

3.3 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 Avaliar o efeito do HAH2, administrado por via oral, sob a quantidade de 

células inflamatórias no pulmão dos animais. 

 Estimar o efeito do HAH2 sob a presença de muco, bem como a 

hiperplasia das células caliciformes no epitélio bronquiolar. 

 Investigar se o HAH2 é capaz de reduzir o direcionamento da resposta 

Th2  
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4 MATERIAL E METÓDOS  

 

4.1  ANIMAIS 

 

 Camundongos BALB/c machos, com idade entre 4-6 semanas, foram 

mantidos sob condições controladas de temperatura (22 ± 2 °C) e umidade (60 

± 5%) com um ciclo de luz/escuro de 12 horas. Comida e água estavam 

disponíveis ad libitum. Os animais foram tratados de acordo com as diretrizes do 

Instituto Nacional de Saúde (NIH) para experimentação animal. Os protocolos 

experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética e Uso Animal do Instituto 

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

 

4.2 COMPOSTO HAH2 

 

 O HAH2 (Figura 8) foi fornecido pelo Laboratório de Planejamento e 

Síntese Aplicados à Química Medicinal - SintMed, da UFPE, Recife, PE, sob a 

responsabilidade do Prof. Dr. José Maurício dos S. Filho. A dexametasona foi 

obtida da Sigma®. As soluções foram preparadas antes do uso e não foram 

armazenadas para uso posterior. Para uma diluição mais homogênea, o 

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

 
 
 
 

4.3 MODELO DE INDUÇÃO DE INFLAMAÇÃO PULMONAR 
 

 Os camundongos foram organizados em seis grupos experimentais, 

sendo eles o primeiro grupo a) Naive, representando o controle saudável, o qual 

não foi manipulado. E os demais grupos que passaram pelo processo de indução 

da inflamação alérgica das vias inferiores divididos em: b) Veículo, onde 

administramos no lugar do tratamento apenas o veículo usado para a diluição do 

composto (sorbitol/tween 80 em solução 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 inflamação alérgica das vias aéreas foi induzida 

como descrito anteriormente (Vasconcelos et al., 2008). Resumidamente, os 

camundongos receberam imunização sistêmica por injeção subcutânea de 10 μg 

de ovalbumina (Grau V, 98% pura; Sigma, St Louis, MO), adsorvido em 2 mg/ml 

de hidróxido de alumínio (AlumImject; Pierce, Rockford, IL). No 14º dia, seguiu-

se com uma injeção de reforço nas mesmas proporções da anterior (Figura 9). 

Os desafios nasais foram realizados a partir do dia 28, com os animais em uma 

caixa de acrílico, por exposição inalatória da ovalbumina em aerossol por 15 

min/dia, durante cinco dias consecutivos. Acoplado a caixa de acrílico foi 

introduzida uma mangueira para introdução de uma solução de 1% de 

ovalbumina em solução 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 veículo. 

 

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

 
 
 
4.4 OBTENÇÃO DO SORO E LAVADO BRONCOALVEOLAR 

 
 Quarenta e oito horas após a última exposição a ovalbumina por inalação, 

os camundongos foram eutanasiados com dose letal de anestésico (300 μL de 

Ketamina/xilazina numa proporção 2:1). O sangue foi obtido através do plexo 

braquial, centrifugado e as amostras de soro foram separadas para dosar a 

produção de IgE. O lavado broncoalveolar (BALF) foi realizada duas vezes por 

instilação 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 quantificação de citocinas. Os dois pellets de células 

foram ressuspensos num volume final de 1 mL de PBS. O número de leucócitos 

totais no BALF foi estimado em uma câmara de Neubauer. As contagens 

diferenciais foram realizadas utilizando preparações de citospin coradas com HE 

(hematoxilina e eosina). As lâminas foram analisadas sob microscopia óptica, na 

ampliação de ×100 por um observador cego às identidades das amostras. As 

contagens diferenciais foram concluídas em 500 células por lâmina, usando 

critérios morfológicos padrão. 

 

4.5 ANÁLISE HISTOLÓGICA  
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 Após a coleta do BALF, o lóbulo direito dos pulmões de cada animal foi 

removido para análise histológica. As secções foram coradas com hematoxilina 

e eosina para quantificação de células inflamatórias por microscopia óptica. Para 

cada pulmão foram analisados 25 campos (40×) por seção e os dados foram 

utilizados para calcular o número médio de células por mm². A presença de muco 

foi analisada em secções coradas com ácido periódico-Schiff (PAS). Todas as 

imagens foram digitalizadas usando uma câmera de vídeo digital a cores 

(CoolSnap cf) adaptada a um microscópio BX41 (Olympus, Tóquio, Japão) e 

foram analisados usando o programa de imagem ImagePro (versão 6.1; Media 

Cybernetics, San Diego, CA, EUA) 

 

4.5 MENSURAÇÃO 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 microcentrífuga e armazenado a -20 ° C 

até análise subsequente. Os níveis de anticorpos IgE para ovalbumina foram 

utilizados como marcador de sensibilização alérgica e medidos utilizando ensaio 

imunoenzimático (ELISA). Resumidamente, os poços de microplacas foram 

sensibilizados com 100 μg/ml de ovalbumina durante duas horas, seguindo-se o 

bloqueio da reação com PBS contendo 10% de SBF por mais duas horas. As 

amostras testes foram diluídas em PBS contendo 5% de SBF e incubadas 

durante a noite. A detecção de IgE específica para ovalbumina foi realizada por 

incubação sequencial de anticorpo anti-IgE biotinilado. Após a incubação com o 

conjugado de estreptavidina-peroxidase, a reação foi desenvolvida utilizando o 

substrato de peroxidase de 3,3', 5,5' de tetrametilbenzidina (TMB) e lida a 450 

nm. 

 
 

4.6 MENSURAÇÃO DE CITOCINAS 
 
 As concentrações de interleucina (IL) -4, IL-5, IL-13 no BALF também 

foram determinadas por ELISA usando kits de anticorpos específicos (R&D 

System, Minnesota, MN, EUA), de acordo com as instruções do fabricante. 

 

4.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
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 Os resultados foram expressos como médias ± SEM de 7 camundongos 

por grupo. As comparações estatísticas entre grupos foram realizadas por 

análise de variância unidirecional e testes de comparação múltipla de Newman-

Keuls usando Graph Pad Prism versão 5.01 (Graph Pad Software, San Diego, 

CA). As diferenças foram consideradas significativas quando os valores de P 

foram <0,05. 

 

 

5 RESULTADOS  

 

5.1 EFEITO DO HAH2 SOBRE A INFILTRAÇÃO DE CÉLULAS 

INFLAMATÓRIAS INDUZIDA POR OVA 

 

 Para examinar o possível efeito anti-inflamatório do HAH2 na inflamação 

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 aerossóis de OVA. O BALF foi coletado 48 horas após o último desafio com 

OVA e, em seguida, as contagens de células totais e diferenciais foram 

realizadas. A inalação de OVA aumentou significativamente a contagem total de 

células e eosinófilos em camundongos asmáticos em comparação com os 

animais não imunizados (naive). O tratamento com HAH2, nas três doses, 

reduziu a contagem total de células e o número de eosinófilos, em comparação 

com o grupo tratado com veículo (Figura 10). 
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Figura 10: Contagem de células totais e quantificação de eosinófilos em amostras 

do BALF obtidas de camundongos submetidos a diferentes tratamentos. Os 

camundongos foram sacrificados 48 h após o último desafio com ovalbumina. Foi 

avaliada a celularidade no BALF de camundongos naive, tratados com veículo, 

dexametasona (Dexa) ou HAH2. A) Contagem total de células. B) Número de eosinófilos 

em 500 células. Os valores são expressos como média ± S.E.M. De 6-8 camundongos 

por grupo. # p < 0,01. ⁎⁎⁎p <0,0001 em comparação com o veículo. 

 

 

5.2  EXPRESSÃO DE CITOCINAS TH2 INDUZIDA POR OVA E PRODUÇÃO DE 

IgE 

  

 Para investigar se o composto HAH2 poderia modificar uma resposta Th2 

específica para OVA, os níveis de citocinas Th2 no BALF foram medidos por 

ELISA. A inalação de OVA em camundongos sensibilizados (grupo veículo) 

causou um aumento notável na produção de IL-4, IL-5 e IL-13, em comparação 

com o grupo naive (Figura 11). O tratamento com HAH2 diminuiu os níveis de 

citocinas associadas a resposta Th2 em comparação com o grupo que recebeu 

apenas veículo. Além disso, a redução de IL-4 e de IL-5 em camundongos 

asmáticos apresentou uma tendência a dose resposta, tendo o leve aumento à 

medida que reduzimos a dose do tratamento (Figura 11A e 11B). Os níveis 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 níveis de 

anticorpos IgE específicos para OVA, determinamos níveis séricos de IgE 

usando a técnica de ELISA. Os animais que receberam apenas o veículo, 

apresentaram níveis elevados de anticorpos IgE anti-ovalbumina no soro em 

comparação com os naive (Figura 12). Observamos uma redução significativa 

dos anticorpos IgE específicos para OVA em camundongos tratados com 

dexametasona. No entanto, não foi encontrada diferença entre os camundongos 

tratados com HAH2 e os controles desafiados e tratados com veículo (Figura 12). 
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Figura 11: Produção de citocinas em camundongos tratados com HAH2. Os níveis 

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 são expressos como médias ± 

S.E.M. de 6-8 camundongos por grupo. ⁎⁎⁎p <0,0001 em comparação com 

camundongos tratados com veículo. 
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Figura 12: Anticorpos de IgE específicos para ovalbumina em camundongos com 

inflamação alérgica de vias aéreas inferiores. Os níveis de anticorpos IgE anti-OVA 

foram determinados nos soros dos animais por ELISA. Os dados são expressos como 

médias ± S.E.M. De 6-8 camundongos por grupo. ⁎⁎⁎p <0,0001 em comparação com 

camundongos tratados com veículo. 

 

 

5.3 AVALIAÇÃO HISTOLÓGICA DE PULMÕES DE CAMUNDONGOS 

TRATADOS COM HAH2 

 

 Em uma melhor caracterização das alterações patológicas nos pulmões 

dos animais imunizados, causadas pelo desafio com OVA, examinamos as 

seções pulmonares coradas com H&E. O desafio induziu um infiltrado de células 

inflamatórias contendo linfócitos, macrófagos e eosinófilos (dados não 

mostrados), quando comparados ao grupo naive (Figura 13B). Os animais 

tratados com dexametasona apresentaram um pequeno infiltrado inflamatório, 

assim como os tratados com HAH2 (Figura 13F e 13H). Todos os tratamentos 

diferiram estatisticamente do grupo que recebeu apenas veículo (Figura 14). 
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Figura 13: Histologia dos pulmões de camundongos naive e asmáticos. 

Fotomicrografias de tecido pulmonar de camundongos naives (A e B) e camundongos 

asmáticos tratados com veículo (C e D), dexametasona (E e F) ou HAH2 80 mg/mL (G 

e H). A, C, E e G mostram coloração com reagente de Schiff (PAS) e B, D, F e H com 

HE. 
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Figura 14: Quantificação da inflamação nos pulmões dos camundongos. O gráfico 

representa animais tratados com dexametasona ou HAH2 (5, 20 e 80 mg/ml) em 

comparação com animais naive e os que receberam apenas veículo. O número de 

células inflamatórias foi avaliado em cortes corados com H&E. Os dados são expressos 

como médias ± S.E.M. De 6-8 camundongos por grupo. ⁎⁎⁎p <0,0001 em comparação 

com camundongos tratados com veículo. 

 

 

 Para analisar a presença ou não de muco nos pulmões dos animais, as 

seções pulmonares foram coradas com PAS e analisadas. Os pulmões dos 

camundongos naive apresentaram bronquíolos sem presença de muco e, por 

conseguinte, sem coloração. Enquanto que o grupo veículo uma marcada 

presença de muco (Figura 13A e 13C). A dexametasona causou uma grande 

inibição na presença de muco no tecido, como já era esperado, e o tratamento 

com HAH2 nas doses de 20 e 80 mg/ml também foi capaz de reduziu a presença 

de muco (Figura 13E e 13G), de forma significativa quando comparados com o 

grupo veículo (Figura 15). 
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Figura 15: Análise da produção de muco em seções pulmonares coradas com 

PAS. A área de coloração PAS foi estimada por análise morfométrica. Os dados são 

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

<0,0001 em comparação com camundongos tratados com veículo. 

 

 

   

6 DISCUSSÃO  

  

 O processo inflamatório no pulmão de indivíduos asmáticos ocorre em 

resposta a alérgenos, e é um processo altamente orquestrado, acarretando num 

infiltrado de células inflamatórias, especialmente eosinófilos (Lee et al, 2010). 

Associado ao recrutamento de células, há um aumento na produção de vários 

mediadores inflamatórios no tecido pulmonar, incluindo citocinas, como a IL-4, 

IL-5 e IL-13 (Lucas et al., 2015). O controle da inflamação alérgica requer a 

remoção ou o afastamento dos alérgenos, que muitas vezes se torna difícil, ou 

até mesmo impraticável, e não há terapia curativa para o retorno à homeostase 

do indivíduo em condições de inflamação alérgica persistente (Karra et al., 2015). 
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O composto HAH2, avaliado neste estudo, é um derivado NAH e por isso 

apresenta características químicas semelhantes à de outros compostos já 

utilizados como base para a concepção de novos analgésicos e anti-

inflamatórios (Melo et al., 2014; Lacerda et al., 2012). Evidências crescentes 

argumentam que os derivados de hidrazona apresentam atividade 

antimicrobiana (Altintop et al., 2014), atividade anti-inflamatória e analgésica 

(Kajal et al., 2014; Silva et al., 2014; Lacerda et al., 2014; Hamdy, 2013). 

 Nós demonstramos, pela primeira vez, a atividade anti-inflamatória de 

HAH2 em um modelo experimental de inflamação alérgica das vias aéreas 

inferiores induzido por OVA. Após a sensibilização e desafio com OVA em 

camundongos, observamos sinais clássicos de inflamação alérgica das vias 

aéreas, incluindo aumento do número de células inflamatórias, principalmente 

eosinófilos, e aumento da IL-4, IL-5 e IL-13 no BALF, assim como evidências 

histológicas da inflamação pulmonar. Sendo que no BALF podemos encontrar 

diferentes células inflamatórias, como macrófagos, neutrófilos, linfócitos e 

eosinófilos, que em números alterados, contribuem para a inflamação na asma 

(Nadeem et al., 2014).  

 O tratamento com o composto HAH2 levou a uma melhora significativa na 

exacerbação da resposta inflamatória, controlando os níveis de citocinas do perfil 

Th2. O composto também foi capaz de diminuir significativamente o número total 

de células e os eosinófilos no BALF. Esses achados indicam que esta hidrazona 

inibiu o recrutamento de eosinófilos e células mononucleares para a via aérea, 

bem como a presença de muco no tecido pulmonar. Podemos relacionar essa 

redução de muco com os baixos níveis de citocinas Th2 encontrados nos 

camundongos tratados, uma vez que IL-13 estimula a produção de muco, além 

de promover a remodelação 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 produção de muco através do recrutamento de células 

Th2 para os pulmões e a indução da inflamação (Lee et al., 2010). Esses dados 

são consistentes com outros estudos que utilizaram compostos com atividade 

anti-inflamatória como tratamento em modelo murino de inflamação das vias 

aéreas inferiores (Cho et al., 2014; Vasconcelos et al., 2009; Shen et al., 2015). 

O HAH2 também atenua a inflamação, principalmente no infiltrado eosinofílico. 
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 A eosinofilia é uma característica patológica significativa das doenças 

alérgicas, possivelmente contribui para o dano das vias aéreas através da 

liberação de mediadores e citocinas. A infiltração de eosinófilos nas vias aéreas 

está ligada à produção de IL-5, que é importante para a proliferação de 

eosinófilos e ativação (Lee et al., 2010). A IL-5 também é essencial para a 

migração de eosinófilos da medula óssea para o sangue, auxiliando na 

diferenciação e proliferação terminal de precursores de eosinófilos, bem como a 

ativação de eosinófilos maduros (De Freitas Alves et al., 2013). 

 Evidências consideráveis apoiam a teoria de que a redução do infiltrado 

de eosinófilos também está relacionada com a diminuição dos níveis de IL-4 e 

IL-13, que estão envolvidas no recrutamento de eosinófilos para a via aérea, 

induzindo a síntese da eotaxina e a regulação positiva das moléculas de adesão 

endotelial (Wu et al., 2014; Vatrella et al., 2014).  

 O tratamento oral com HAH2 reduziu os níveis de citocinas IL-4, IL-5 e IL-

13, sendo que os resultados alcançados para IL-4 e IL-13 tiveram eficácia 

semelhante ao grupo tratado com dexametasona, um glicocorticóide sintético 

comumente usado como fármaco anti-inflamatório. Pode-se dizer que o 

tratamento com HAH2 foi capaz de reduzir a resposta de fase tardia, já que 

suprimiu a secreção de citocinas no local da inflamação (Galli, Tsai e Piliponsky, 

2008). No entanto, são necessários mais estudos para entender o mecanismo 

de ação pelo qual o HAH2 inibe a síntese dessas citocinas. 

 No tratamento com HAH2 não observamos redução significativa da 

produção de anticorpo IgE específica para ovalbumina. Em contraste, a 

dexametasona provocou uma diminuição considerável nos níveis de IgE. A 

produção de IgE está associada as reações alérgicas, desempenhando um 

papel essencial na hipersensibilidade do tipo I, incluindo asma alérgica, rinite 

alérgica e sinusite, por exemplo (Samitas et al., 2015). A presença de doença 

alérgica ou infecção parasitária pode causar um aumento de IgE especifica. Esse 

anticorpo IgE específico se liga aos seus receptores nos basófilos e mastócitos, 

levando a liberação de diferentes mediadores inflamatórios que resultam nos 

sintomas de infecção e asma (Wang et al., 2015; Galli, Tsai e Piliponsky, 2008). 

Manise e colaboradores, em 2013, avaliaram o perfil de citocinas em indivíduos 

asmáticos e não asmáticos. Eles relacionaram os altos níveis de IgE aos níveis 
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elevados de citocinas IL-5, IL-6 e TNF-α, mostrando que a IL-5 juntamente com 

IL-6 podem promover a síntese de IgE e aumentar a síntese de IgE dependente 

de IL-4 (Manise et al., 2013). O que justifica nossos resultados, já que dentre as 

citocinas dosadas, a IL-5 foi a que observamos menor redução e não fizemos 

dosagem de IL-6. 

 No contexto da inflamação alergênica induzida por OVA, observamos que 

o composto HAH2 foi capaz de reduzir a celularidade nas vias aéreas inferiores, 

por inibição das citocinas Th2. O que sugere um potencial terapêutico do HAH2 

para o tratamento de doenças alérgicas. Além disso, demonstra ter efeitos anti-

inflamatórios, minimizando a produção de citocinas e muco, bem como a 

inflamação no tecido pulmonar. 

 

7 CONCLUSÃO 

 

 Nossos resultados demonstraram que o composto HAH2 atenua a 

inflamação das vias aéreas em modelo em camundongos, reduzindo a migração 

de células inflamatórias induzidas por OVA, bem como o número de eosinófilos 

em BALF. Observamos um possível potencial para controlar a inflamação 

alérgica inibindo células e produção de citocinas TH2, como IL-4, IL-5 e IL-13. O 

tratamento com HAH2 não reduziu a sensibilização sistêmica de IgE. Em 

contrapartida os resultados foram promissores mostrando uma redução de 

infiltrado inflamatório e muco no tecido pulmonar. Nossas descobertas sugerem 

que o composto HAH2 tem potencial terapêutico para um futuro medicamento 

no tratamento de pacientes com inflamação alérgica das vias aéreas. 
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