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RESUMO

A inflamacdo é um processo crucial para a defesa do organismo, no entanto, quando ha uma
exacerbacdo ou prolongamento do estimulo inflamatorio, esse passa a induzir danos teciduais,
podendo culminar em doencas inflamatdrias cronicas. Nessas situacdes faz-se necessario
intervir na resposta inflamatdria. Os anti-inflamatorios atualmente disponiveis, culminam em
reacOes adversas indesejaveis, tais como Ulceras gastricas e eventos cardiovascular. Para
diminuir tais efeitos, busca-se o desenvolvimento de novos compostos quimicos que
apresentem efeito terapéutico potencializado e eventos adversos diminuidos. Com esse intuito,
0 composto 2-ciano-N-3-difenilacrilamida (JMPR-01) foi sintetizado, os testes preliminares
demonstram efeito anti-inflamatdrio potencial. Desse modo, o objetivo principal deste trabalho
foi avaliar a atividade anti-inflamatoria e toxicolégica do composto JMPR-01. Para isso, foram
realizados modelos inflamatérios in vivo, em que, foi investigada a eficacia do JMPR-01 sob a
atividade antiedematogénica do composto, utilizando o modelo de edema de pata induzida por
zimozan, nesse modelo o0 JMPR-01 reduziu significativamente (p<0,05) o edema em todas as
doses testadas (50, 100 e 150 mg/Kg), a partir desse teste foi possivel estabelecer a dose a ser
utilizada nos demais testes (50 mg/Kg). No teste de edema de pata induzido por zimosan com
inibidores da enzima 6xido nitrico sintase e guanilato ciclase soluvel, observou-se que 0 JMPR-
01 ndo inibiu 0 edema, sugerindo um possivel envolvimento dessa via no mecanismo de acao.
No teste de bolséo de ar subcutdneo o composto administrado nas doses de 50mg/Kg e 100
mg/Kg reduziu a migracdo leucocitaria em 76% e 62%, respectivamente. Nos testes in vitro, o
composto também se mostrou eficaz na inibicdo da enzima hialuronidase frente a peconha de
serpente Bothrops erythromelas (PBe). A toxicidade do composto também foi avaliada, in vitro,
o percentual de hemolise em eritrocitos foi de 1,6 e 1,26% nas concentragdes 500 e 1.000 pg/mL
do JMPR-01, respectivamente. In vivo, o teste de toxicidade aguda de dose Unica (2.000 mg/Kg)
ndo demonstrou sinais clinicos de toxicidade, também ndo houve mortes nem alteracoes
comportamentais dos animais, além de ndo haver alteracbes macroscopicas nos 0rgaos
analisados, demonstrando a baixa toxicidade do composto. Os estudos de docking molecular
realizados demonstraram maior afinidade do composto JMPR-01 pela a enzima guanilato
ciclase soltvel. Estes resultados indicam a efetividade das propriedades anti-inflamatorias do
composto JMPR-01 com perspectivas para o desenvolvimento de um novo medicamento com
potencial inibidor da via NO-sGC-cGMP.

Palavras chave: inflamacdo; fenilacrilamida; edema de pata; via NO-sGC-cGMP.



ABSTRACT

Inflammation is a crucial process for the body's defense, however, when there is an exacerbation
or prolongation of the inflammatory stimulus, it begins to induce tissue damage, which can
culminate in chronic inflammatory diseases. In these situations, it is necessary to intervene in
the inflammatory response. Currently available anti-inflammatory drugs lead to undesirable
adverse reactions, such as gastric ulcers and cardiovascular events. To reduce such effects, we
seek to develop new chemical compounds that have enhanced therapeutic effects and reduced
adverse events. For this purpose, the compound 2-cyano-N-3-diphenylacrylamide (JMPR-01)
was synthesized, and preliminary tests demonstrated a potential anti-inflammatory effect.
Therefore, the main objective of this work was to evaluate the anti-inflammatory and
toxicological activity of the compound JMPR-01. To this end, in vivo, inflammatory models
were carried out, in which the efficacy of JMPR-01 on the compound's antiedematogenic
activity was investigated, using the zymosan induced paw edema model, JMPR-01 was able to
significantly reduce paw edema (p< 0.05) at all doses tested (50, 100 and 150 mg/Kg), from
this test it was possible to establish the dose to be used in the other tests (50 mg/Kg). In the paw
edema test with inhibitors of the enzyme nitric oxide synthase and soluble guanylate cyclase, it
was observed that JMPR-01 was not able to inhibit edema, suggesting a possible involvement
of this via in the mechanism of action. In the subcutaneous air pocket test, the compound
administered at doses of 50 mg/kg and 100 mg/kg was able to reduce leukocyte migration by
76% and 62%, respectively. In vitro, the compound was also effective in inhibiting the
hyaluronidase enzyme against Bothrops erythromelas (PBe) snake venom. The toxicity of the
compound was also evaluated, in vitro, the percentage of hemolysis in erythrocytes was 1.6 and
1.26% at concentrations of 500 and 1,000 pug/mL of JIMPR-01, respectively. In vivo, the single
dose acute toxicity test (2,000 mg/Kg) did not demonstrate clinical signs of toxicity, there were
also no deaths or behavioral changes in the animals, in addition to there being no macroscopic
changes in the organs analyzed, demonstrating the low toxicity of the compound. The molecular
docking studies carried out demonstrated a greater affinity of the JMPR-01 compound for the
soluble guanylate cyclase enzyme. These results indicate the effectiveness of the anti-
inflammatory properties of the compound JMPR-01 with prospects for the development of a
new drug with a potential inhibitor of the via NO-sGC-cGMP.

Keywords: inflammation; phenylacrylamide; paw edema; via NO-sGC-cGMP
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1 INTRODUCAO

Em resposta a desafios extremos & homeostase, como infec¢des ou lesdes teciduais, o
organismo desencadeia mecanismos de defesa a fim de promover a reabilitacdo do local
lesionado, popularmente denominada resposta inflamatéria. A inflamacéo €, portanto, crucial
para a defesa do organismo e requer uma regulacéo rigida dos mediadores envolvidos, pois as
suas fungdes sdo determinantes na acdo do sistema imunoldgico, no controle de infeccbes e na
resolucdo do processo inflamatério (KOTAS; MEDZHITOV, 2015; RANG et al., 2016; XU;
LARBI, 2018).

No entanto, quando ha uma exacerbacdo ou prolongamento do estimulo inflamatério,
este passa a induzir danos aos tecidos, vistas como falhas da homeostase, podendo culminar na
degeneracdo tecidual, fibrose e doencas inflamatorias cronicas. Nessas situacbes faz-se
necessario intervir na resposta inflamatdria, para isso as terapias farmacoldgicas auxiliam na
diminuicdo da expressdo e/ou atuacdo dos principais mediadores envolvidos, os quais se
destacam: a cicloxigenase-2; o envolvimento do 6xido nitrico e a modulagdo das citocinas
inflamatdrias (LIU et al., 2022).

Nesse contexto, a terapia farmacoldgica anti-inflamatoria se baseia na acdo desses
mediadores e nos mecanismos biomoleculares envolvidos na fisiopatologia da inflamagéo, para
obter o efeito farmacoldgico desejado. Comumente sdo utilizados os ani-inflamatérios néo
esteroidais (AINESs). Essa classe de medicamentos de grande variedade estrutural e de facil
acesso a populacdo, atua inibindo de maneira seletiva ou ndo a enzima ciclooxigenase (COX),
no qual possui duas isoformas principais: COX-1, expressa constitutivamente, para manutencao
das funcbes homeostésicas, como a integridade gastrointestinal e a COX-2, indubitavelmente
expressa em resposta a estimulos patoldgicos (SERAFIM et al., 2014; ZEINALI et al., 2017;
HUYNH et al., 2023; ALMEIDA, 2019).

No entanto, reacGes adversas estdo relacionadas a terapia convencional com AINEs,
como os distdrbios gastrointestinais (GI), que ocorre em funcdo da inibicdo da COX-1,
comprometendo producdo das prostaglandinas citoprotetoras, e da presenca de fragdes acidas
desses farmacos em contato direto com a mucosa, causando lesdes ulcerativas (SHU;
JAMIESON; LAKE, 2023; ALMEIDA, 2019).

Na tentativa de contornar a toxicidade gastrica, foram desenvolvidas drogas mais

seletivas para COX-2, os “Coxibes”. Esses farmacos, apesar de apresentar um perfil gastrico
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mais seguro, apresentarem uma ocorréncia elevada de eventos -cardiovasculares e
aterotrombaticos associado ao uso crénico (MONTEIRO et al., 2008; PATRONO et al., 2016).

Para minimizar esses efeitos indesejaveis promovidos pelos agentes terapéuticos do
mercado, busca-se o desenvolvimento de novos compostos quimicos sintéticos com potencial
efeito terapéutico, com acdo anti-inflamatoria segura, baixo custo de producdo e que néo
comprometa 0s recursos naturais. E isso vem sendo possivel gracas ao advento da quimica
medicinal e sintética que otimiza as etapas de planejamento de farmacos, elegendo moléculas
promissoras para diversas atividades bioldgicas (CAMPBELL; MACDONALD;
PROCOPIOU, 2018).

Tendo em vista os aspectos abordados, Silva (2020) na expectativa de obter respostas
farmacoldgicas potencializadas com eventos secundarios reduzidos, empregou técnicas da
qguimica molecular para sintetizar um novo composto, derivado da funcéo fenilacrilamida. O
composto hibrido 2-ciano-N-3-difenilacrilamida (JMPR-01) se mostra um composto promissor,
de facil obtencdo e bom rendimento. Propriedades fisico-quimicas, j& elucidadas corroboram
com a estrutura quimica da molécula, além disso, os resultados de testes preliminares,
realizados in silico e in vivo, demonstraram potenciais atividades farmacoldgicas. Assim, este
estudo propds realizar testes in vitro e in vivo e in silico, a fim de propor um possivel mecanismo

de acdo do composto JMPR-01.
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2 OBJETIVOS

2.2 Objetivo geral

Investigar a atividade anti-inflamatdrio e propor um possivel mecanismo de acao para

0 composto 2-ciano-N-3-difenilacrilamida.

2.3  Objetivos especificos

Este projeto teve como objetivos especificos:

a. avaliar o perfil anti-inflamatorio do composto frente aos modelos edema de pata e
bols&o de ar subcutaneo;

b. avaliar o possivel envolvimento da via do 6xido nitrico no mecanismo de acéo do
composto através dos testes de edema de pata;

c. estimar a toxicidade aguda in vivo e in vitro do composto;

d. avaliar a atividade anti-inflamatdria in vitro;

e. avaliar a interacdo do composto com alvos moleculares através do ensaio de

modelagem molecular in silico.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1  Fisiopatologia da inflamacéo

O processo inflamatdrio pode ser dividido em padrBes agudos e crénicos. A inflamagéo
aguda possui duragdo relativamente curta - minutos, horas ou alguns dias - enquanto a
inflamacéo crénica é de maior duracdo. A inflamacéo aguda promove defesa, reparo, renovacao
tecidual e adaptacéo local. No entanto, quando a resolugédo nédo ocorre, essa passa para a fase
de cronificacdo, podendo resultar em inimeras doengas, a citar: artrite reumatdide, doengas
autoimunes e psoriase, além de, ser um co-fator para o surgimento do cancer, diabetes e doencas
cardiovasculares (LIU et al, 2022; GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010; KOTAS;
MEDZHITQV, 2015; QUEIROZ, 2013).

A inflamacdo aguda ocorre logo ap6s a lesdo ao tecido e pode ser dividida em fases para
melhor entendimento. Apos a lesdo, haverd modificagdes fisiologicas e funcionais da regido
afetada, que promovera a liberacdo de mediadores quimicos, conhecida na literatura como a
primeira fase da inflamacdo, a qual desencadeia as demais. A fase seguinte, dita fase capilar
ocorre mediante liberacdo de enzimas, a citar uma das principais, a calicreina, enzima que atua
sobre cininogénios originando as cininas (bradicinina (BK), calidina e Met-Lys-bradicinina)
(RODRIGUES et al, 2022).

A BK juntamente com outros mediadores inflamatérios (TNF-oc; IL-1 e interleucina-8
(IL-8)), iniciam acentuadamente o ciclo da dor, além de provocar intensa dilatacdo dos vasos
sanguineos com consequente aumento da permeabilidade capilar, dita fase exsudativa, onde ha
migracdo de liquidos e células para o local lesionado. Essa migracdo ocorre devido a
estimulacdo das celulas endoteliais, que passam a expressar moléculas de adeséo (selectinas e
moléculas de adesao intracelular (ICAM-1)), cuja fungdo é promover a ligacdo de componentes
da superficie das células fagocitarias provocando a aderéncia dos fagécitos ao endotélio (VAN
BEEK et al 2019).

Vasodilatadores produzidos no local da inflamag&o provoca o afrouxamento das juncdes
entre as células endoteliais e os fagdcitos entdo atravessam a barreira endotelial “espremendo-
se” entre as células endoteliais via um processo chamado de diapedese ou transmigracao (figura.
1). Uma vez formado espagos no tecido, quimiocinas atraem fagocitos ao local inflamado por

quimiotaxia (movimento em direcdo a um gradiente quimico) (VAN BEEK et al 2019). A
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finalidade dessa fase é recrutar células do sistema imunoldgico para o local da inflamagdo na
tentativa de controlar os danos e lesdes associados ao agente agressor.

Figura 1 — Cascata de adesdo dos leucocitos.
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Os trés originais passos sdo: rolamento, o qual é mediado por selectinas, ativagdo, a qual & mediada por
quimiocinas e a fixagdo, mediada por integrinas. Progressos tém sido produzidos na definicdo de passos
adicionais: captura, fortalecimento da adesdo e transmigragdo paracelular e transcelular. Fonte: Leite
(2012) adaptado. Ley et al. (2007).

Células endoteliais

Membrana basal

Apds essa fase restara no local células lisadas, necrosadas e produtos de degeneracao,
caracterizando a fase degenerativa-necrotica. Por fim, e ndo menos importante, inicia-se a fase
produtiva-reparativa onde ocorre a multiplicacdo de células e reparacdo tecidual, na intencao
de recompor o tecido lesionado (PECONICK; KALKS, 2011).

3.2  Modulagdo Inflamatoria

A modulacédo inflamatoria € uma resposta complexa do organismo que se manifesta de
modo semelhante independentemente do agente lesivo, em resumo: inicialmente, ocorre o
reconhecimento do agente lesivo por receptores padrdo de superficie celular, seguida da
ativacdo das vias inflamatdrias, que culmina na liberacdo de marcadores inflamatérios e no
recrutamento de células inflamatdrias (CHEN et al, 2017).

3.3 Mecanismos deflagradores das respostas inflamatorias

3.3.1 Ativacdo de receptores de reconhecimento padrédo
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Os patdgenos possuem estruturas conhecidas como padrdes moleculares associadas a
patdégenos (PAMPS), esses ativam receptores de reconhecimento padrdo (PRRS) expressos em
células imunes e ndo imunes, desencadeando a resposta inflamatdria. Esses receptores também
reconhecem estimulos enddgenos ativados durante o dano tecidual ou celular chamados padrées
moleculares associados ao perigo (DAMPs). Os DAMPs podem iniciar e perpetuar uma
resposta inflamatdria ndo infecciosa. A transmissédo de PAMPs e DAMPs é mediada pelo fator
de diferenciacdo mieldide-88 (MyD88) juntamente com os receptores semelhantes a Toll
(TLRs) (CHEN et al, 2023).

Os PRRs pertencem a uma classe de familia que incluem receptores semelhantes a Toll
(TLRs), receptores de lectina tipo C (CLRs), receptores semelhantes a | (RLRS) e receptores
semelhantes a NOD (NLRs). Os TLRs participam da ativacdo da resposta inflamatdria em
mamiferos, onde sdo altamente conservados e expressos. A sinalizacdo através de TLRs
comumente ativa uma cascata de sinalizacdo intracelular que leva a translocacao nuclear de
fatores de transcricdo, como proteina ativadora-1 (AP-1), NF-kB e/ou fator regulador de
interferon 3 (IRF3) (figura 2) (YU et al, 2023; CZERKIES, KWIATKOWSKA, 2014).

Figura 2 — Via de sinalizacdo por meio de TLRs, ativacdo de cascatas de sinalizagdo
intracelular que levam a translocacao nuclear de AP-1 e NF-kB ou IRF3, que regula a resposta

inflamatoria.
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Fonte: Chen et al. (2017).
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3.3.2 Vias de sinalizacao pro-inflamatorias

As vias de sinalizagdo ativadas por estimulos inflamatérios promovem a producao
intracelular de mediadores pro inflamatorios. Dentre os sinalizadoress podemos citar:
interleucina-1p (IL-1pB), interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a), esses
medeiam a inflamacé&o a partir da interacdo com receptores dos tipos TLRs, IL-1 receptor (IL-
1R), receptor IL-6 (IL-6R) e o receptor TNF (TNFR). Uma vez ativados, importantes vias de
sinalizacdo intracelulares sdo acionadas, incluindo a proteina quinase ativada por mitdgeno
(MAPK), fator nuclear kappa-B (NF-kB) e Janus quinase (JAK) - transdutor de sinal e ativador
das vias de transcri¢do (STAT) (CHEN et al, 2017).

3.3.2.1 Proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK)

As proteinas quinases ativadas por mitdgenos (MAPKS) sdo ativadas em resposta a
estimulos externos, incluindo, fatores de crescimento, horménios e patégenos. As MAPKSs sdo
formadas por serinas e treoninas expressas nas celulas, se tratando de mamiferos, sabe-se da
existéncia de quatro genes responsaveis por codificar as isoformas p38 da MAPK: p38a, p38p,
p38y e p389d, dentre elas, apenas as p38a e p38p estdo envolvidas nos disturbios inflamatérios,
em que, regulam a liberacdo de citocinas (MIAO et al, 2019; FALCICCHIA et al, 2020).

As cascatas de sinalizacdo de MAPKSs ocorrem de maneira sequenciada e envolvem trés
quinases, a saber, inicia-se pela fosforilacdo e ativacdo de MAP quinase quinase quinase
(MAPKKK), que transduz o sinal para MAP quinase quinase (MAPKK), que por sua vez,
ativam MAP quinase (MAPK). Essa via medeia a proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia
celular (RONKINA; GAESTEL, 2022; FALCICCHIA et al, 2020).

3.3.2.2 Via do fator nuclear kappa-b (NF-«B)

A via do fator nuclear kappa-b (NF-kB) medeia de modo crucial a inflamagao além de
ser essencial para a proliferacdo e sobrevivéncia de linhagens celulares. Essa via pode ser
ativada por diversos fatores, os quais incluem: citocinas inflamatdrias, enzimas e substancias
derivadas de patdgenos, o que torna essa a Unica via a possuir uma ampla variedade de indutores
e de genes que a regulam. Em condicdes fisioldgicas, ha proteinas presentes no citoplasma
capazes de inibir o NF-kB, denominadas IkB, essas inibem a transfixacdo do NF-«kB para o

nucleo, impedindo assim a sua transducdo. Porém, em condicGes adversas a homeostase e
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ativacdo dos PRRs, esses utilizam de mecanismos de transducdo de sinal para estimular essa
via (HE et al, 2023; YU et al., 2023).

Apds a estimulacdo, os PRRs medeiam transducao de sinais que fosforilam IkB quinase
(IKK). A fosforilagao de IkB resulta em sua degradagdo pelo proteassoma e a subsequente
liberacdo de NF-kB para transloca¢do nuclear e ativa¢ao da transcrigao génica que regula a
imunidade, inflamacdo, diferenciacdo celular, migracéo, apoptose e morte celular (HE et al.,
2023; CAO et al., 2023).

Figura 3 — Ativacdo da cascata de sinalizacdo NF-«B.
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Fonte: Chen et al. (2017).

3.3.2.3 Via JAK-STAT

As vias JAK-STAT (transdutores de sinal e ativadores de transcrigdo) promovem a
transducdo de informacdo do ambiente extracelular para o ndcleo da célula, em que, ativam
fatores de transcri¢do e iniciam processos biologicos importantes, tais como:diviséo celular,

proliferacdo, apoptose, controle imunoldgico e hematopoiese (PUROHIT et al, 2023).
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Essa via € regulada por trés mecanismos principais iniciando pela ativacdo de receptores
de citocinas na superficie celular, seguida da fosforilacdo de residuos de tirosina do dominio
intracelular pela proteina JAKs e por fim, ativacdo de de STAT (figura 4) (PUROHIT et al,
2023). Cada receptor de citocina, quando ativado, promove uma combinacdo especifica de
JAKSs/STATS, ativando diferentes programas intracelular resultando em respostas bioldgicas
variaveis (JAMILLOUX et al, 2019).

Figura 4 — Via de sinalizacdo JAKs/STATSs mediada por citocinas.
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Todas as vias aqui relacionadas - NF-kB, MAPK ou JAK-STAT - estdo intimamente

relacionadas a doengas inflamatorias autoimunes e metabolicas. As ativagOes dessas vias
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resultam na transcri¢do e secrecdo de citocinas, quimiocinas, dentre outros mediadores que
serdo abordados a seguir.

3.3  Mediadores envolvidos no processo inflamatorio

3.3.1 Citocinas

As citocinas sdo pequenas estruturas que desempenham papéis importantes no sistema
imunolodgico, em que, sdo expressas quando o organismo é exposto a alguma injuria tecidual.
Esses polipeptideos sdo liberados por células de defesa, a fim de, recrutar leucdcitos para o local
lesionado (BARAKAT et al, 2023). As citocinas sdo classificadas como ILs, fatores
estimuladores de col6nias (CSF), IFNs, TNFs, TGFs e quimiocinas que medeiam a inflamagé&o

e desempenham diversas func@es (tabela 1) (CHEN, 2017).

Tabela 1 — Resumo das citocinas e suas fungoes.

Citocina  Familia  Principais fontes Funcéo
IL-1B IL-1 Macréfagos, mondécitos  Pré-inflamacéo, proliferacéo, apoptose,
diferenciacéo
IL-4 IL-4 Células Th Anti-inflamacdo, proliferacdo de células T e
células B, diferenciacdo de células B

IL-6 IL-6 Macrofagos, células T, Pro-inflamacdo, diferenciacdo, produgdo de
adipécitos citocinas

IL-8 CXC Macro6fagos, células Pro-inflamacdo, quimiotaxia, angiogénese
epiteliais, células
endoteliais

IL-10 IL-10 Mondcitos, células T, Anti-inflamatorio, inibicdo das citocinas pro-
células B inflamatdrias

IL-12 IL-12 Células dendriticas, Pro-inflamacdo, diferenciacdo celular, ativa
macréfagos, neutrofilos  células NK

IL-11 IL-6 Fibroblastos, neurdnios,  Anti-inflamatorio, diferenciacdo, induz proteina
células epiteliais de fase aguda

TNF-a TNF Macrofagos, células Pro-inflamacdo, producdo de  citocinas,
NK, linfécitos CD4 *, proliferacdo celular, apoptose, anti-infeccéo
adipdcitos

IFN-y INF Células T, células NK, Pro-inflamacgdo, imunidade inata e adaptativa
células NKT antiviral

GM-CSF IL-4 Células T, macréfagos, Pro-inflamacdo, ativagdo de  macrofagos,
fibroblastos aumento da funcéo de neutrdfilos e mondcitos

TGF-p TGF Macréfagos, células T Anti-inflamatorio, inibicdo da producdo de

citocinas pro-inflamatérias

Fonte: Adaptado de Chen e colaboradores (2017).
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Identificar essas citocinas permite avaliar qual a etiologia da doenga bem como realizar
0 manejo correto na clinica médica, além de, ser um importante alvo para desenvolvimento de
novas substancias capazes de atenuar os efeitos nocivos da liberagcdo excessiva e prolongada no
processo inflamatério (COSTA, 2023).

3.3.2 Oxido Nitrico

O oxido nitrico (NO) é uma molécula sinalizadora gasosa envolvida em diversos
processos fisioldgicos e fisiopatoldgicos, como: vasodilatacao, transmissdo quimica e medeia a
excitotoxicidade no sistema nervoso central, além de promover o relaxamento do masculo liso
vascular, inibir a agregacdo plaquetaria, modular a transmissdo de neurotransmissores,
participar de processos inflamatorios e patoldgicos. Sua sintese é derivada da acdo das enzimas
oxido nitrico sintase (NOS) sobre o aminoacido L-arginina que resulta em: L-citrulina e NO
(LIU; KANG; CHEN, 2023; WANI, et al., 2021; MURAD, 2011).

Atualmente sabe-se da existéncia de trés isoenzimas das enzimas NOS, duas ditas
constitutivas - nNOS - neuronal; eNOS- endotelial - e uma induzivel (iNOS). A isoforma
induzivel, esta intimamente relacionada ao processo inflamatério e a condicBes patologicas.
Esta produz e libera grandes quantidades de NO mediante ativacdo de células — macréfagos,
neutrdfilos, células dendriticas, células endoteliais e células epiteliais — nos processos
inflamatdrios e infecciosos. Isso ocorre devido a producdo de espécies reativas de oxigénio
gerada pelo alto nivel de NO (MATOS; GURGEL; CALLOU, 2019; SILVA, 2017).

O NO formado é um radical livre com um elétron desemparelhado, por um breve
periodo de tempo (6 a 10 segundos), apos isso ele € transformado em nitrato e nitrito. Ainda
como radical livre, 0 NO é capaz de se difundir livremente nas células e ligar-se ao grupo
prostético heme da subunidade B do seu receptor eucaridtico/citosolico guanilato ciclase soluvel
(GCs) (Figura 5), gerando uma mudanca conformacional que converte o trifosfato de guanosina
(GTP) em monofosfato de guanosina ciclico (GMPc) (WAREHAM; BUYS; SAPPINGTON,
2018).
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Figura 5 — Mecanismo endogeno do NO sob a guanilato ciclase soltvel
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Fonte: Wareham; Buys e Sappington (2018). Adaptado.

Através deste mecanismo, o GMPc entdo regula diretamente muitas atividades
fisioldgicas em que inclui, quinases,a via NO / sGC / cGMP inibe a proliferacdo do masculo
liso, a agregacéo plaquetaria e a remodelacdo vascular negativa, modulando a atividade de
varios alvos a jusante, como proteinas quinases e canais i6nicos controlados por cGMP
(KINTQOS, et al., 2022). No contexto da inflamac&o, essa a¢do esta relacionada a promover uma
maior vasodilatacdo local, contribuindo para a diapedese das células de defesa para o local
lesionado (MATOS; GURGEL; CALLOU, 2019; HORST; MARLETTA, 2018; MENDES;
LEONIDAS, 2016; RANG et al., 2016).

3.3.3 Acido Hialuronico e hialuronidases

Pertencente a familia dos glicosaminoglicanos, o &cido hialurénico (AH) é um
polissacarideo de alto peso molecular composto por residuos alternados de N-acetil D-
glucosamina e acido D-glucurédnico ligados por ligagdes glicosidicas do tipo B-1,4 e -1,3.

Sua sintese é realizada sob acdo da enzima hialuronanato sintase na membrana
plasmatica e secretada no meio extracelular. E influenciada por varios fatores como horménios
e mediadores inflamatorios. Tem importante papel nos processos de proliferacdo, crescimento

e migracao celular bem como em metéstases de células tumorais. Sua producao estd aumentada
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em processos inflamatorios e de cicatrizagcdo como também nos processos de morfogénese e
desenvolvimento embrionario (BORDON, 2012).

Presente em diversos tecidos (com importante papel na manutencdo da integridade
estrutural do tecido) e fluidos corporais, 0 AH apresenta propriedades fisicas, predominante na
estrutura e organizacdo da derme e ajuda a garantir a flexibilidade e a firmeza da pele, além de
promover uma maior resisténcia a entrada de microrganismos e leséo tecidual (GEBALSKI,
GRACZYK; ZAIUSKI, 2022). Em condicdes homeostaticas é encontrado na forma de
polimero de elevada massa molar, porém é condicionado a fragmentos de baixa massa molar
em condigdes de estresse como na leséo tecidual (BORDON, 2012).

A fragmentacdo do AH é realizada pelas enzimas hialuronidases e gera polimeros entre
4 a 20 mil Da. Esses polimeros apresentam efeitos variados, ou seja, moléculas com alto peso
molecular tém propriedades anti-inflamatdrias, antiangiogénicas e imunossupressoras,
enquanto que os de baixo peso molecular podem se relacionar a angiogénese e estabelecimento
de processos inflamatérios com liberagdo de citocinas que induzem respostas inflamatdrias em
macrofagos e células dendriticas secundarias a infeccdo e lesao tecidual (GIRISH et al, 2009).

As hialuronidases sdo enzimas comumente encontradas na natureza, incluindo no
organismo de mamiferos, cuja principal acdo é hidrolisar o &cido hialurdnico. Foram
denominadas inicialmente como fator de difusdo (spread factor) e estdo presentes nas cepas f3-
hemoliticas de Streptococcus, venenos de cobras, abelhas, vespas, escorpides, nematoides e
sanguessugas e tém como funcdo auxiliar a difusdo dessas toxinas no organismo das suas
vitimas (LOPES, 2016).

A depender da estrutura, do mecanismo de acdo e de onde sdo encontradas as
hialuronidases sdo divididas em trés classes, segundo Meyer (1971), como detalhado a seguir:

Tabela 2 — Classificagéo das hialuronidases segundo Meyer (1971). (Continua).

Produtos de

Classe Nome cientifico Presentes em: Mecanismo q <
egradacao

EC 3.2.1.35 endo-S-N-acetil  Espermatozdides; Hidrolisam p- Tetrassacarideo
hexosaminidases mamiferos e venenos  1,4-
(4- de himenopteros e glicosidicas
glicanohidrolase peconhas de serpentes
s)

EC3.2.1.36 endo-f-D- Presentes em Hidrolisam p- Tetrassacarideo
glucuronidases  invertebrados 1,3- ou o
(3- (sanguessugas, glicosidicas  hexassacarideo

glicanohidrolase parasitos e crustaceos) no HA

)
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Tabela 2 — Classificacdo das hialuronidases segundo Meyer (1971). (Continuacgéo).

Produtos de

Classe Nome cientifico  Presentes em: Mecanismo <
degradacéo
EC4.22.1 endo-p-N-acetil  Procariotos Hidrolisam g Dissacarideos
hexosaminidases Ligacoes - que contém
(hialuronato 1,4- residuos de
liases) glicosidicas  glicuronosil
em HA apresentando
usando uma  uma ligacéo
reacao de dupla entre os

eliminacdo f carbonos4e5
Fonte: Elaborada pela autora (2023).

As hialuronidases estdo envolvidas em muitos processos fisiologicamente importantes,
como fertilizagdo, difuséo de toxinas e microorganismos, envelhecimento da pele, reacdes
inflamatorias, alérgicas e desenvolvimento de cancer tanto no crescimento tumoral, quanto na
metastase e na angiogénese. Presente no esperma, a hialuronidase é essencial para a quebra da
camada granular presente no évulo e assim permite a fecundacao. Na pele, a decomposicéo do
HA aumenta a viscosidade dos fluidos corporais e reduz a integridade dos tecidos, facilitando
a penetracdo de microorganismos e toxinas. Estrategicamente presente na peconha de cobras,
as hialuronidases sdo responsaveis por promover a difusdo das toxinas presentes no veneno,
sendo essencial para o sucesso do envenenamento e promocdo do processo inflamatério
(GEBALSKI; GRACZYK; ZAIUSKI, 2022; BORDON, 2012; FRANCA, 2021).

Devido a sua participagdo em muitos processos bioldgicos ja citados, sua utilizacdo €
um paradoxo na terapéutica sendo utilizada tanto como um potente alvo terapéutico, quanto
para otimizacdo de farmacos, pois na clinica hialuronidase é utilizada para o aumento da
eficiéncia de anestésicos, pois € possivel otimizar a fluidificacdo na matriz celular permitindo
maior absor¢do de farmacos (GEBALSKI; GRACZYK; ZAIUSKI, 2022; BORDON, 2012).

3.3.4 Cicloxigenases e via do acido aracdbnico

O dano gerado na parede celular acarreta na liberacao de acido aracdénico (AA) para o
fluido intrinseco, levando a ativacéo da cascata do AA. O AA é derivado do &cido linoleico que
constituem os fosfolipidios das membranas celulares. Os acidos graxos liberados apos a lesdo
sofrem acdo de enzimas, como a fosfolipase A2 (PLA2), que libera o AA no citoplasma. Uma

vez livre, o AA pode ser direcionado e metabolizado por trés vias diferentes: a via da
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lipoxigenase (formando principalmente leucotrienos e lipoxinas), via do Citocromo P450 e via
das cicloxigenase (COXs) (figura 6), essa ultima gera as prostaglandinas, responsaveis por
mediar uma variedade de acdes biologicas envolvidas na fisiopatologia vascular e no
aparecimento dos sinais e sintomas cardinais da inflamacdo (BATLOUNI, 2010; HILARIO;
TERRERI; LEN, 2006; MEIRA et al., 2018; PARK; PILLINGER; ABRAMSON, 2006;
SILVA, 2016).

Figura 6 — Representacdo esquematica da biossintese de prostaglandinas e tromboxanos a partir

do metabolismo do acido araquidénico na via das COX 1 e 2.
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Fonte: Apolinario (2016).

E de conhecimento a existéncia de trés isoformas da cicloxigenase. As isoformas 1 e 2
regulam diversos processos fisiologicos que promovem a manutencdo da homeostase do
organismo. Dentre as fun¢Bes homeostaticas promovidas pelas isoformas 1 e 2, destacam-se
suas agdes no trato gastrointestinal (promovendo a producdo de prostaglandinas que formam o
muco gastroprotetor e a fluidez sanguinea através das membranas mucosas); no sistema

cardiovascular, os produtos oriundos da ativacdo da cicloxigenase (a postaciclina) promove a
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inibicdo da agregacao plaquetaria e adeséo de leucocitos. Nos rins, a PGE2 também produzida
pelas isoformas é responsével por secretar renina alem de promover modula¢do hemodinamica
glomerular e regular a excrecéo de sodio e &gua (ABDELALL et al, 2023; ZILANI, et al, 2021)

Na inflamacdo, a cicloxigenase-2 é sintetizada induzivelmente e atua elevando a
resposta inflamatdria atraves da liberagdo destas prostaglandinas. Quando h& prolongamento
desta resposta ou exacerbacdo da mesma, a liberacdo excessiva desses fatores pode culminar
em doencas cronicas (NAPORA et al, 2023). Bloquear essa enzima garante a diminuicao dos
efeitos indesejaveis da inflamacéo.

Vale salientar que as cicloxigenases 1 e 2, s&o semelhantes em termos de estrutura,
diferindo entre si apenas 0 aminoacido isoleucina e valina na posi¢do 523, presente na COX-1
e COX-2, respectivamente. Essa mudanca proporciona uma mudanca conformacional
caracterizado por um bolsdo lateral na enzima COX-2, 0 que permite uma abertura maior no
seu sitio ativo e a difere da COX-1. Essa descoberta possibilitou a formacao de farmacos que
inibim essas enzimas, os ditos anti-inflamatorios ndo esteroidais e também inibem de modo
seletivo a COX-2 mantendo o efeito anti-inflamatorio potencializado (ABDELALL et al, 2023).

Figura 7 — Enzimas cicloxigenases 1 e 2, diferenciadas pelos aminoacidos isoleucina e valina
na posigao 523, respectivamente.
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Fonte: Goodman e Gilman (2015).

3.4  Farmacologia da inflamacéo

3.4.1 Anti-inflamatorios néo esteroidais (AINES)
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Os anti-inflamatorios ndo esterdides (AINES) estdo entre os produtos farmacéuticos
mais frequentemente utilizados na terapéutica com efeitos antiinflamatorios, analgésicos e
antipiréticos. Os AINES constituem um grupo heterogéneo de farmacos que inclui a aspirina e
outros inibidores da COX, seletivos ou ndo que possuem em sua estrutura quimica um grupo
aromatico, com a presenca de residuos funcionais importantes para as interacdes no sitio
catalitico das enzimas cicloxigenases (HUYNH et al., 2023; SHU; JAMIESON; LAKE, 2023;
ALMEIDA, 2019).

As propriedades anti-inflamatdrias exercidas por essa classe sdo amplamente aceitas,
porém 0 Sseu uso nao € indcuo e esta associado a ampla gama de efeitos adversos. Alguns
farmacos pertencente a classe dos AINEs, como: ibuprofeno; naproxeno; nimesulida, inibe as
COXs, de forma reversivel e ndo seletiva sobre as mesmas enzimas, reduzindo a converséo do
AA em PGs e tromboxanos (TX), promovendo o aumento do risco de danos na mucosa gastrica,
reacOes alérgicas e broncoespasmos resultantes da inibicdo das PGs citoprotetoras, associada a
producdo de muco; secrecao gastricas e do aumento dos niveis de leucotrienos, respectivamente
(ALMEIDA, 2019; JACOB, et al., 2018; APOLINARIO, 2017; MONTEIRO et al., 2008).

Para amenizar tais efeitos no trato gastrointestinal e sabendo das diferencas existentes
entre as isoformas COX-1 e COX-2, foi-se elaborando estruturas farmacolégicas cujo
mecanismo seria inibir seletivamente a COX-2, frequente chamados de coxibs, no entanto, 0s
efeitos adversos atribuidos a seletividade foram impactantes, houve um risco aumentado de
eventos cardiovasculares, incluindo complicacdes no miocardio. Para as doengas inflamatorias
crbnicas, como a artrite reumatdide, espondilite anquilosante e intolerancia a AINEs néo
seletivos devido aos efeitos Gl, os coxibes proporcionam beneficios clinicos significativos
(GONG, et al., 2012).

Ainda na classe dos AINEs, ha farmacos com mecanismos diferenciados quando se trata
dainibicdo da COX, ditos AINEs atipicos. Dentre eles o paracetamol, também conhecido como
acetaminofeno ou N-acetilparaminofenol, difere da maioria dos AINES por apresentar um baixo
enzima COX, isso ocorre devido a alta afinidade deste pela isoforma COX-3 expressa no SNC,
o0 que justifica o seu melhor desempenho no controle térmico. Sua utilizagdo em niveis elevados
ou em associacdo com outros farmacos que possuam metabolismo hepatico esta associada a
lesOes hepaticas (ALMEIDA, 2019; MUHLBAUER, 2016).

3.4.2 Anti-inflamatérios Esteroidais
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Os anti-inflamatorios esteroidais pertencem a classe dos glicocorticoides (GR), isso
porque sua estrutura mimetiza os hormonios adrenocorticotrofico. Os hormonios esterdides séo
secretados pela zona fasciculada do cdrtex adrenal e desempenham diversas fungdes, dentre as
quais destaca-se, a regulacdo do metabolismo de acucares, mobilizacdo de gorduras e sintese
de proteinas, além de inibir a resposta imune, a resposta inflamatoria e txica (ZOU et al., 2023).

A acdo dos GRs nas células é mediada por receptores de glicocorticoides (RG),
encontrado no citoplasma, o complexo glicocorticoide-RG translocam-se rapidamente para o
nucleo onde a interagdo com o DNA e moléculas co-ativadoras (receptor de esteroide do tipo 2
(SRC-2)) regulam a expresséo de diversos genes. H& dois caminhos pelo qual pode haver a
regulacdo destes genes, que sdo: i) trans-repressdo génica, em que ha participacdo da enzima
histona desacetilase (HDAC) essa desacetila genes do complexo de transcricdo de moléculas
pré-inflamatorias, dificultando a transcricdo de proteinas pro-inflamatdrias. ii) trans-ativacao
génica, neste ha o aumento da expressdo enzima histona acetiltranferase (HAT) que promove a
acetilacdo de genes codificantes de proteinas antiinflamatdrias. Além disso, o complexo
glicocorticdide-GR pode ligar-se a fatores de transcricdo - NF-xB e AP-1 - impedindo que 0s
mesmos codifiqguem proteinas pré-inflamatéria (TORRES, INSUELA e CARVALHO, 2012;
HEITZER et al., 2007).

Os medicamentos pertencentes a essa classe - dexametasona, betametasona,
hidrocortisona, prednisolona, entre outros - sdo eficazes no tratamento de varias doencgas
inflamatdrias e imunoldgicas, incluindo asma, dermatites, artrite reumatoide e alguns casos de
cancer. No entanto, o uso dos GCs a longo prazo pode resultar em distrbios metabolicos, como
intolerancia a glicose, resisténcia insulinica e dislipidemias (ZIMATH, 2022).

Desse modo, a busca por novos farmacos com potencial acdo antiinflamatoéria e menos

efeitos adversos sdo necessarios.

35 Derivados fenilacrilamidas

Compostos que incorporam o grupo N-fenilacrilamida tem aplicacdes bioldgicas
pronunciadas. As fenilacrilamidas sdo intermediarios valiosos para a sintese organica de
diversos medicamentos com propriedades diversas. A funcdo fenilacrilamida (figura 8) €
utilizada para obtencdo de diversos efeitos farmacologicos, a principal delas, é a atividade

antitumoral, com a funcdo antiproliferativa. Apesar desse conhecimento, pouco se sabe da sua
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utilizacdo no controle da inflamacgédo (SILVA et al., 2022; SILVA et al., 2020; LI et al., 2012;
GU etal., 2019).

Figura 8 — Funcao N-fenilacrilamida

N-fenilacrilamida

Fonte: Silva (2019).

Investigacdes recentes sugerem que essas moléculas podem ser uma estratégia
promissora para o desenvolvimento de novos agentes farmacologicamente promissores (SILVA
etal., 2021; LI, etal., 2012; GU, et al., 2019) como exposta no quadro 1.

Quadro 1 — Atividades bioldgicas de derivados N-fenilacrilamida. (Continua).

Atividade Bioldgica Estrutura Quimica Fonte

N
Anti-inflamatorio (inibidor Q_N@ Valdenaire et al.

de CRTH2) L (2014)
COOH

(E)-2-ciano-3-
(1-I:!-indo|—3-i|) acrilamida

Urra

Antitumoral (Inibidor de Lietal. (2012)
HDAC)

3- (1,3-difenil- 1H -pirazol-4-il) N-
fenilacrilamida
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Quadro 1 — Atividades bioldgicas de derivados N-fenilacrilamida. (Continuacéo).

Atividade Bioldgica Estrutura Quimica Fonte

Anticancer Liu et al. (2019)
(E) -2-metil-3-ferrocenil- N-

acrilamida

N
H

1CMID-UL

NS

\ CN
Antiinflamatéria

Iz

SILVA et al. (2020)

(2-ciano-3-(indol-3-yl)-

nfenilacrilamida

Antiinflamatoria SILVA et al. (2022)

(E)-2-ciano-N,3-difenilacrilamida

Fonte: Silva (2019). Adaptado.

GU e colaboradores (2019) desenvolveram uma série de derivados sintéticos da fenil
acrilamida como novos agentes antioxidantes e antiinflamatorios. As avaliacOes bioldgicas
desses compostos mostraram que as moléculas contendo essa funcdo apresentou resultados

promissores ao proteger células mergenciais (HBZY-1) do estresse oxidativo causado pela
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exposicdo a H>.O2. Os mesmos autores sugerem que esse composto poderia ativar o fator nuclear
eritréide 2_(Nrf2), um importante ativador capaz de aumentar a expressao de proteinas no
MRNA de enzimas antioxidantes, além de inibir a producdo de NO e NF-kB em células
mesangiais HBZY-1 estimuladas por LPS, indicando sua potencial atividade antiinflamatoria.

Silva (2017) avaliou a atividade imunomodularora e anti-infamatéria do composto (E)-
2-ciano-3-(1H-indol-3-il)-N-fenilacrilamida (ICMD-01), que apresentou atividade satisfatoria
na dose de 50 mg/Kg, frente ao edema de pata realizado em camundongos Swuis, alem de
apresentar um perfil de seguranca gastrointestinal melhorado quando comparado com o0s
medicamentos anti-inflamatdrios convencionais. No mesmo estudo Silva (2019) um outro
composto também derivado da funcdo N-fenilacrilamida, foi investigado o (E) -2-ciano- N -3-
difenilacrilamida (JMPR-01). Testes realizados com o composto JMPR-01 mostraram a baixa
toxicidade do composto em testes in vitro, além de demonstrar efeito anti-inflamatorio em testes
in vivo. A fim de obter respostas quanto ao possivel mecanismo de agdo exercido por esse

composto (JMPR-01) foi-se desenvolvida esta pesquisa.

3.5.1 Composto (E) -2-ciano- N-3-difenilacrilamida (JMPR-01)

O composto (E)-2-ciano-N-3-difenilacrilamida (JMPR-01) foi desenvolvido
estruturalmente utilizando modificacGes bioisostéricas de um protétipo hibrido formado a partir

de fragmentos de indometacina e paracetamol como mostrado no esquema a seguir.

Esquema 1 — Formagéo do composto JMPR-01
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Fonte: Silva et al. (2022).
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O derivado JMPR-01 foi obtido a partir de uma rota linear, através de uma reagdo de
condensacdo proposta por Knoevenagel utilizando como intermediarios o0 JM01 — 2-ciano-N-
fenilacrilamida previamente sintetizado por Silva (2018) e o 4- carboxibenzaldeido. A sintese
do composto se mostrou segura, viavel, com rendimentos satisfatorios de facil purificacéo e
com resultados espectroscépicas e espectrométricos condizentes a estrutura.

As propriedades fisico-quimicas também foram determinadas, essas s&o
intrinsecamente relacionadas a estrutura. O composto se apresenta como po cinza claro, possui
coeficiente de particdo teorico de 2,43 P, cuja massa molar é de 287,11 g/mol, pardmetros como
o fator de retencdo 0,60! também foi determinado além do rendimento do composto que foi de
72,37%, a faixa de fusdo encontra-se entre 230-232°C. Esse composto se mostrou soltvel em
diversos solventes organicos — acetato, acetona, DMSO, etanol e cloroférmio (SILVA, 2019).

Nos ensaios in vitro, 0 JMPR-01 mostrou inibicdo significativa da producéo de nitrito e
citocinas pré-inflamatorias, in vivo, apresentou inibicdo da migracdo leucocitaria no teste de
peritonite realizado em camundongos, no edema de pata induzido por zimosan os resultados
também foram promissores nas doses testadas (SILVA et al. 2019). Com base nesses estudos
previamente realizados, propomos ensaios estratégicos para analisar a atividade anti-

inflamatoria exercida pelo JIMPR-01.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1  Obtencédo do composto

O composto 2-ciano-N-3-difenilacrilamida (JMPR-01) utilizado nesta pesquisa foi
fornecido pela equipe do Laboratério de Desenvolvimento e Sintese de Farmacos (LDSF)

coordenado pelo professor Dr. Ricardo Olimpio Moura.

4.2  Local da pesquisa

A avaliacdo da atividade farmacoldgica foi desenvolvida nos Laboratorios de Ensaios

Farmacoldgicos da Universidade Estadual Paraiba, em Campina Grande.

4.3 Procedimentos éticos

Os protocolos experimentais foram aprovados pela comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Estadual da Paraiba sob o nimero de aprovacdo 003/2021
com as normas aprovadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal
(CONCEA).

4.4 Animais

Para os testes farmacoldgicos foram utilizados camundongos albinos Swiss (Mus
musculus) adultos, machos e fémeas, priorizando o peso entre 25 e 35¢g. Os animais foram
mantidos em gaiolas plasticas, com temperatura e umidade controlada, respeitando o ciclo

claro-escuro de 12 horas, com ragéo e agua ad libitum.
4.5 Preparo das substancias
Para realizacdo dos testes farmacologicos, o composto foi dissolvido em solucgéo salina

acrescido de dimetilsulfoxido (DMSO) 5%, antes da utilizacdo e administrado de acordo com

a via requerida no procedimento realizado.
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4.6  Avaliacao toxicologica in vivo
4.6.1 Toxicidade aguda

O teste de toxicidade aguda oral foi realizando utilizando-se 6 camundongos fémeas
divididas em dois grupos (n=3). Os animais do grupo controle, foram tratados com veiculo
(salina acrescida de DMSO 5%) e os animais do grupo tratados com 2000 mg/Kg de JMPR-01
por via oral (gavagem). Apos 0s tratamentos, os animais foram observados nos tempos de 15 e
30 minutose 1, 2, 4 e 8 horas ap0s a administracao e, a partir de entdo, diariamente, até o décimo
quarto dia, por meio do screening hipocratico segundo Almeida (1999), que avalia o estado de
consciéncia e a disposicdo geral dos animais, a coordenacdo motora, o tbnus muscular, os
reflexos e a atividade do sistema nervoso autbnomo. Parametros como massa corporal, consumo
de agua e racdo foram observados a cada 24 horas durante 14 dias. Ao final do experimento, 0s
animais foram pesados e anestesiados para coleta de sangue por puncdo cardiaca para analise
bioguimica e hematoldgica, em seguida foram submetidos a eutanasia, sendo os 6rgaos (figado,
baco, rins e estbmago) retirados, pesados e avaliados macroscopicamente (figura 9) (CUNHA
etal., 2013).

Figura 9 — Representacdo esquematica do teste de toxicidade aguda:

Tratamento Observagéo de diversos Eutanésia e retirada dOS

parametros por 14 dias. orgdos para avaliacdo
macroscopica.

Fonte: Google fotos.

4.6.2 Determinacgdo dos parametros hematologicos

A determinacdo dos parametros hematologicos foi realizada conforme Apolinario
(2016). As amostras de sangue dos camundongos foram dispostas em tubos contendo
anticoagulante, em que foram automaticamente com analisador sendo determinados os

seguintes parametros hematoldgicos: leucdcitos, hemaécias, hemoglobina, hematocrito,
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plaquetas e indices hematimétricos de volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM).

4.6.3 Determinacdo dos parametros bioquimicos

Os parametros bioquimicos dos camundongos foram realizado conforme Apolinério
(2016). As amostras de sangue coletadas com o gel separador foram centrifugadas por 10 minutos
a 3500rpm, para obtencdo do soro, destinado as dosagens dos seguintes parametros: glicose,
colesterol, triglicerideos, HDLplus, creatinina, &cido Urico, ureia, transaminase oxalacética (TGO)
e transaminase glutdmica piravica (TGP).

4.7  Avaliacdo toxicoldgica in vitro

4.7.1 Atividade hemolitica

A preparacdo das hemdcias para o teste de citotoxicidade foi conforme a metodologia
descrita por Wang e colaboradores (2009), com algumas modifica¢fes. Para tal, utilizou-se
eritrocitos humanos frescos (tipo O+) doado pela propria analista. A quantidade necessaria foi
coletada pelo laboratério de Analises Clinicas da UEPB e acondicionado em tubos contendo citrato
de sddio. Os eritrdcitos foram separados por centrifugacdo a 2000 rpm por 5 minutos e lavados
3 vezes com solucdo salina. As hemaécias entdo foram ressuspensas com a mesma solucao e o
volume ajustado para 10%. Em seguida, 1 mL desta suspensdo foi adicionado em tubos de
ensaio e homogeneizadas com 1 mL do composto diluido nas concentra¢fes de 500 e 1.000
pug/mL acrescidas de DMSO (5%), aguardou-se uma hora e as amostras foram centrifugadas
por 5 minutos a 2500 rpm. A leitura foi realizada utilizando um espectrofotdmetro (540 nm),
em que o branco utilizado serd solucéo salina 1%, para confirmar os resultados da leitura visual.
O controle negativo utilizado foi a suspensao de hemacias 10% mais solucéo salina e controle
positivo uma solucéo de acido acetico a 2%. O experimento foi realizado em triplicata e os
resultados obtidos foram expressos em porcentagens de hemolise calculados a partir da equacéo
(GUINDANI et al., 2020):
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Taxa de hemOlise (%) = Dt —Dnc 100
Dpc_DnC
Em que:

Dt: absorbancia da amostra teste;
Dn¢: absorbéncia do controle negativo;

Dpc: absorbéncia do controle positivo.

4.8  Avaliacao da atividade anti-inflamatoria

4.8.1 Edema de pata induzida por zimosan

Os testes de edema de pata foram realizados como descrito por Fernandes (2002), com
adaptacdes. Para tanto, os camundongos divididos em grupo (n=7) foram tratados por via oral
(gavagem) com 10 mL/Kg do veiculo (salina acrescida de DMSO 5%), indometacina (10
mg/Kg) e o composto JMPR-01 nas concentragfes 150; 100 e 50 mg/Kg. Passados 30 minutos
0s animais receberam na regido plantar das patas traseiras direitas o volume de 50 pL da solucéo
de zimozan a 2%. O volume da pata de camundongo foi medido em mm3 com o auxilio de um
plestismémetro, antes do tratamento e apds a estimulacdo do edema (figura 10). A quantidade
de inchaco da pata foi determinada para cada animal e os dados representados como variagdo

do volume da pata (A-mm?).

Figura 10: Representacdo esquematica do teste de edema de pata induzido em camundongos.
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Fonte: Google fotos.

4.8.2 Bolsdo de ar subcutaneo
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A inducdo de uma bolsa de ar no dorso de camundongos (grupo n=6) foi feita através
da injecdo de ar estéril. No primeiro dia injetou-se 2,5 mL de ar estéril no dorso do animal, em
jejum prévio de 4 horas, repetindo-se o procedimento ap6s 72 horas. No sétimo dia do ensaio
0s animais (jejum prévio de 12 horas) receberam, por via oral, veiculo (salina acrescida de
DMSO 5%, 10 mL/kg), indometacina (10 mg/kg), JIMPR-01 (50 mg/kg). Para inducdo da
inflamacéo foi injetado 1,0 mL de uma solugdo de zimosan a 1% dentro da bolsa de ar uma
hora apds a administracdo dos compostos. Decorridas 6 horas apos a aplicacdo do agente
flogistico, os animais foram eutanasiados por via intraperitoneal com overdose de xilazina e
cetamina (10 mg/kg - 100 mg/kg). As bolsas de ar foram lavadas com 3,0 mL de solugéo tampéo
fosfato (PBS pH 7.2) contendo heparina como liquido de arraste. A contagem de leucdcitos
totais foi realizada em camara de Neubauer, sob microscopia éptica (figura 11). Foram
expressos como resultados, as médias dos numeros de leucocitos totais/mms3 de cada grupo
experimental e a percentagem de inibicdo da migracdo de leucocitos comparativamente ao

grupo experimental controle.

Figura 11 — Representacao esquematica do teste de bolsdo de ar subcutaneo.
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Tratamento Formacdo do bols3o de Contagem de leucécitos
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Fonte: Google fotos.

4.8.3 Envolvimento da enzima 6xido nitrico sintase no modelo de edema de pata

Para estudar o envolvimento do 6xido nitrico (NO) foi utilizado um bloqueador
inespecifico da dxido nitrico sintase (NOS), o L-NAME. Para tanto, foi-se utilizado 3 grupos
de (n=7), dois grupos de animais foram entdo tratados com L-NAME (20 mg/Kg) por via
intraperitoneal, 30 minutos antes da administragédo do tratamento: JMPR-01 (50 mg/Kg) e
veiculo, em diferentes grupos. Apos 30 minutos foi-se induzido o edema com injecéo

intraplantar de zimosan (2%). Grupo controle foi realizado simultaneamente, sendo 0s animais
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tratados somente com solucdo salina acrescida de DMSO 5%. O edema de pata foi medido

como descrito em 4.8.1.

4.8.4 Envolvimento da enzima guanilato ciclase no modelo de edema de pata

Nesta sessdo de experimentos, foi-se utilizado 3 grupos de (n=6), dois grupos de animais
foram entdo tratados com azul de metileno (AM), um inibidor da guanilato ciciase soltvel (15,6
mols/Kg) por via intraperitoneal 30 minutos antes da administracdo de JPMR-01 (50 mg/Kg)
em um dos grupos e no segundo grupo foi-se administrado apenas salina acrescida de DMSO
5%. Grupo controle foi realizado simultaneamente, sendo os animais tratados somente com

solucéo salina acrescida de DMSO 5%. O edema de pata foi medido como descrito em 4.8.1.

4.9  Avaliacdo anti-inflamatdria in vitro (envolvimento da via hialuronidase)

4.9.1 Obtencéo da Peconha de Bothrops erythromelas

A peconha liofilizada utilizada foi da serpente Bothrops erythromelas (PBe) cedida pela

Professora Karla Luna da Universidade Estadual da Paraiba.

4.9.2 Inibigdo da atividade das hialuronidases

A atividade hialuronidasica da peconha foi determinada turbidimetricamente utilizando
acido hialurdnico como substrato, conforme descrito previamente na literatura, com pequenas
modificacdes (FELIX-SILVA et al., 2017; PAIXAO-CAVALCANTE et al., 2015).

Diferentes concentragdes de PBleu (0,5, 1, 2,5, 5, 7,5 e 10 pug) foram diluidas em PBS
e pré-incubadas por 30 min a 37 °C em um volume final de 80 puLL em tampdo acetato de sodio
0,2 M, pH 6,0 contendo NaCl 0,15 M. Em seguida, 10 uL de &cido hialuroénico (0,5 pg/uL em
tampé&o acetato) foram adicionados, e as amostras foram incubadas por 1 h a 37 °C. A reagéo
enzimatica foi interrompida pela adicdo de 200 pL de brometo de hexadeciltrimetilamonio
(HTAB) 2,5% em hidrédxido de s6dio 2%. Ap6s 10 min em repouso a temperatura ambiente, as
absorbancias foram lidas a 440 nm em um leitor de microplacas (Epoch-BioTek, Winooski,
VT, EUA). Brancos foram preparados da mesma forma, substituindo o substrato por igual

volume de tampédo. Uma concentracdo minima hialuronidasica foi definida como a menor
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quantidade de pegonha capaz de produzir um decréscimo de 50% da turbidez em relacdo ao
controle em que se incubou apenas substrato (auséncia de pegonha).

Para os ensaios de inibicdo, uma concentragdo minima hialuronidasica de PBe (10 pg)
foi pré-incubada com diversas concentragdes do JMPR-01 (100, 50, 25, 12,5 e 6,25 uM) a 37
°C por 30 min, e em seguida o ensaio foi realizado conforme descrito anteriormente. Os
resultados foram expressos como porcentagem de atividade hialuronidésica em relacdo ao

controle em que apenas pegonha foi incubada, como média + erro padrdo da média, com n = 3.

4.10 Ensaio de modelagem molecular in silico

Foram adotadas diferentes metodologias devido a disponibilidade e condicdo das
estruturas disponiveis na base de dados (Protein Data Bank (PDB)) referentes aos seguintes
alvos: oxido nitrico sintase (PDB ID: 3e7g), hialuronidase 1 (PDB ID: 2pe4), guanilato ciclase
soluvel (PDB ID: 4ni2). As metodologias foram consideradas como validas ao alcancar um
valor de root mean square deviation (RMSD) inferior a 2,0 A entre a estrutura docada e a
posicao original de seu ligante. Em seguida, as analises das interacdes moleculares do composto
foram realizadas usando os programas GOLD® e AutDock Vina® em combinagdo com o
algoritmo genético de Lamarck sob condicGes especificas de preparacdo do ligante e da

estrutura.

4.11 Andlise estatistica

Os dados foram apresentados como média + desvio padrdo das médias das medidas
feitas em 5 a 6 animais em cada grupo. As comparagdes entre trés ou mais tratamentos serdo
feitas usando ANOVA unidirecional com teste post-hoc de Tukey, como apropriado. Todos 0s
dados foram analisados utilizando o Software de Computador Prism 5 (GraphPad, San Diego,
CA, EUA). As diferencas estatisticas foram consideradas significativas quando p <0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacgao toxicoldgica in vivo

5.1.1 Toxicidade aguda

O teste de toxicidade aguda de dose Unica é uma metodologia amplamente empregada
que tem como finalidade estabelecer as consequéncias potencialmente nocivas de novas
substancias sobre os organismos, quando expostos a alta concentragdo em um curto periodo de
tempo. Esse teste permite estabelecer a margem de seguranga de um produto de acordo com o
seu potencial de letalidade ou toxicidade (AMANAT; DAULA; SINGH, 2023).

O perfil de seguranca do JMPR-01 foi avaliado através do teste de toxicidade oral aguda
de acordo com as diretrizes OECD 423 (2001), no qual a substancia é administrada em dose
Unica especifica (BEDI, 2020).

Até o décimo quarto dia, ndo houve morte nem foi observado alteracdes fisioldgicas ou
comportamentais nos animais testados na dose de 2000 mg/Kg, indicando baixa toxicidade do
composto testado. Esse resultado enquadra essa substancia na classe 5 das diretrizes OECD 423
(2001), pelo método de classe, indicativo de que 0 JIMPR-01 possui um DLso superior a 2000
mg/Kg e menor que 5000 mg/Kg (SILVA, 2022).

Os valores expressos na tabela 4 demonstram que o composto em estudo nao alterou o

consumo de &gua e racdo dos animais.

Tabela 3 — Consumos de agua e ragdo de camundongos Swiss, fémeas tratadas com JMPR-09

na dose de 2000 mg/mL, durante 14 dias.

Tratamentos Consumo de agua (mL) Consumo de racéo ()
Controle 16,92 + 3,56 13,21 + 1,57
JMPR-09 2000 mg/mL 16,21 £ 3,72 13,78 + 2,41

Fonte: Elaborada pela autora (2023).
Os dados sdo expressos como media + SEM; n = 13 determinagdes por grupo. * Significativamente
diferente do grupo controle tratado com salina + DMSO 5% (p <0,05).

Quanto a evolugcdo ponderal os animais tratados com JMPR-01 ndo apresentaram

diferengas significativas quanto ao grupo controle. Com relagdo aos 6rgdos as avaliaces
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macroscopicas ndo apresentam alteracdes morfoldgicas, bem como, ndo apresentaram

alteracdes em seus tamanhos (tabela 5), nem coloragéo diferentes em relagdo ao grupo controle.

Tabela 4 — Peso relativo dos 6rgaos (%) de camundongos do grupo controle e tratados com o

JMPR-01 na dose de 2000mg/kg por via oral apds 14 dias.

i Tratamentos
Orgéos
Controle JMPR-01 2000 mg/Kg
Coracao 0,137 + 0,007 0,119 + 0,008
Figado 1,245 + 0,912 1,106 + 0,809
Baco 0,178 £ 0,045 0,129 £ 0,016
Rins 0,565 + 0,045 0,487 + 0,033

Fonte: Elaborada pela autora (2023).
Os dados sdo expressos como média + SEM; n = 3 determinagdes por grupo. *Significativamente
diferente do grupo controle tratado com salina + DMSO 5% (p <0,05).

Ao fim dos 14 dias, sob efeitos de anestésicos, foi coletado por pulséo cardiaca, o sangue

dos animais para avaliar 0s parametros hematologicos e bioquimicos (tabelas 5 e 6).

Tabela 5 — Determinacdo dos parametros hematoldgicos cos de camundongos Swis tratados
com JMPR-01 2000 mg/Kg.

Parametros Tratamentos
Hematologicos Controle JMPR-01 2000 mg/Kg
Leucacitos (103/mm3) 55+1,7 75%+0,9
Hemaécias (10%/mms) 8,27 £ 0,78 6,77 + 2,47
Hemoglobina (g/dL) 13,35+£1,45 11,45+ 3,35
Hematocrito (%) 38,8+3,8 32,55+ 11,05
VCM (um?) 45 + 2 49 +1
HCM (upg) 15,6 +0,3 17,45 +1,35
CHCM (%) 33,35+ 0,75 364+172
Plaquetas (103mm/3) 7435+£6,5 1.159,5 + 272,5"

Fonte: Elaborada pela autora (2023).
Os dados sdo expressos como média = SEM; n = 3 determinacBes por grupo. * Significativamente

diferente do grupo controle tratado com salina + DMSO 5% (p <0,05).
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Tabela 6 — Determinacdo dos pardmetros bioquimicos de camundongos Swis tratados com
JMPR-01 2000 mg/Kg.

Parametros Tratamentos
Bioquimicos Controle JMPR-01 2000 mg/Kg
Colesterol (mg/dL) 112,6 +11,89 151+21,27
Creatinina (mg/dL) 0,35+0,05 0,266+0,04
Glicose (mg/dL) 373+ 137,9 330,6+121,2
HDLplus (mg/dL) 68,6 + 3,29 104,3 £ 7,36
Trigliceridios (mg/dL) 205,3 + 56,06 383,3+ 24,7
Acido Urico (mg/dL) 7,4+191 6,8 £1,15
Ureia (mg/dL) 11,6 + 0,47 105,6 + 28,21
TGO 861 + 164,0 368,5+283,5™
TGP 180 * 36,37 110,3 + 59,25

Fonte: Elaborada pela autora (2023).
Os dados sdo expressos como media + SEM; n = 3 determinagdes por grupo. ** Significativamente
diferente do grupo controle tratado com salina + DMSO 2% (p <0,05).

Nesses achados laboratoriais observa-se uma reducéo significativa nos niveis séricos de
transaminase glutdmico-oxalacética (TGO) e aumento nos niveis de plaquetas. Em estudo
anterior Silva (2021), observou resultados semelhantes nas mesmas condi¢cdes estudadas,
testando uma molécula contendo também a func¢&o fenilacrilamida, o composto 2-ciano-3-(1H-
indol3-il)-N-fenilacrilamida. (ICMD). Além de apresentar reducdo nos niveis de TGO e
aumento no numero de plaquetas, o composto ICMD também apresentou alteracdo nos niveis
de triglicerideos e de células brancas. Levando em consideragdo os sinais clinicos evidenciados
pela auséncia de mortes e de alteracbes comportamentais nos ensaios toxicoldgicos, além da
auséncia de alteracdo macroscopica dos oOrgdos analisados, o composto JMPR-01 mostra

possuir baixa toxicidade nas condicdes testadas.

5.1.2 Atividade hemolitica

O teste de hemdlise avalia a capacidade do composto em provocar uma ruptura na

membrana de eritrcitos humanos sendo importante para investigar os impactos toxicolégicos
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do contato de novos compostos com fluidos sanguineos. A hemolise resulta na liberagdo de
hemoglobina que pode ser medida tomando-se a absorbancia a 540 nm (QUDS et al., 2023).

Para o ensaio foi empregado a concentracdo de 500 e 1.000 pg/mL do JMPR-01,
obtendo um grau de hemolise de 1,6% e 1,26%, respectivamente. Esses achados sugerem que
o composto JMPR-01 ndo apresenta citotoxicidade significativa, uma vez que, o poder
hemolisante citotoxico é igual ou superior a 10%. Também é possivel observar que ndo hd um
aumento de hemolise dependente da dose.

O mesmo teste empregado a substancia que contém a funcdo fenilacrilamida, o
composto 2-ciano-3-(1H-indol-3-il)-N-fenilacrilamida (ICMD) apresentou uma porcentagem
de hemolise de 4,7% quando exposto as mesmas condi¢des aqui testadas em uma concentracao
de 500 pg/mL. Assim, pode-se inferir que o composto JMPR-01 exibe menor citotoxidade
guando comparado ao composto anterior. Vale salientar que, ambos 0s compostos foram
sintetizados por Silva (2019), provenientes do mesmo precursor sintético o intermediario 2-
ciano-N-fenilacetamida (JM-01).

5.2  Avaliacéo da atividade farmacoldgica

5.2.1 Edema de pata induzida por zimosan

O teste de edema de pata permite investigar a migracdo de células inflamatorias para o
local lesionado, essa migracdo é mensurada com a utilizacdo de um pletismometro em diversos
periodos de tempo apos a inser¢do do agente flogistico (zimozan) na pata direita traseira do
animal. Esse teste foi utilizado inicialmente para identificarmos a melhor dose resposta do
composto, para tanto, foi utilizado as seguintes doses do JMPR-01: 50 mg/Kg; 100 mg/Kg e
150 mg/Kg, por via oral, 30 minutos antes da administragdo do zimosan.

No gréafico a seguir (figura 12), é possivel visualizar que o pré tratamento com o JMPR-
01 apresentou diminuicdo edematogénica significativa (p <0,05) na quarta hora, com inibicdo
de 41,35; 59,87 e 64,19 %, em todas as doses testadas, 50; 100 e 150 mg/Kg, respectivamente.
Como os percentuais de inibicdo do edema na sua melhor atividade (na quarta hora), foram
significativos em relacdo ao grupo ndo tratado, mas nao apresentou diferencas significativas

entre si, optou-se por manter a menor dose resposta (50 mg/Kg) para os demais testes.
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Figura 12 — Influéncia do tratamento com o composto JMPR-01, sob o0 edema de pata no
modelo de edema de pata induzido por zimosan.
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).
Valores sdo expressos em média + desvio padrdo da média, n = 7. * p<0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001

significativamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido pelo teste de Dunnett).

O zimosan é constituido de polissacarideos derivados do fungo Saccharomyces
cerevisae, sendo a p-glucana seu principal componente estrutural e um potente
imunoestimulador. Por esse motivo, o zimosan é amplamente utilizado em modelos
experimentais que visam promover uma resposta inflamatéria. Uma vez inoculado por injecdo
intraplantar na pata direita traseira dos animais, 0 zimosan induz uma reacdo inflamatdria
resultante da ativacdo de varios mediadores inflamatorios, incluindo o sistema complemento,
prostaglandinas, leucotrienos, fatores de agregacdo plaquetéria, espécies reativas de oxigénio e
enzimas lisossomais (AREOSA, 2019; CARMO, 2015; SANTOS, 2010; GIRAO 2006).

Estudos afirmam que a resposta inflamatdria gerada pelo zimosan € iniciada pela
ativacdo dos receptores Toll-like 2 (TLR2) “presentes nos tecidos sinoviais com recrutamento
da proteina adaptadora MyD88, promovendo a resposta inflamatéria a partir dos genes
responsivos ao NF-kB num mecanismo dependente de MAP quinases ” (AREOSA, 2019, p.
19) onde também estdo envolvidos as citocinas TNF-a, IL-1p e quimiocina CXCL1. Além de
atuar na estimulacdo de agonistas enddgenos do TLR4, o que resulta em uma exacerbacao
inflamatoria.

A capacidade desse composto suprimir a producdo de citocinas pro inflamatorias ja foi

confirmada em modelos in vitro, onde Silva e colaboradores (2021) utilizaram 0 JMPR-01 em
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concentracOes que variaram entre 50 — 3,125 pM sob macrofagos murinos J774 estimulados, e
observaram reducdo na produgéo de IL-1p, TNF-a com resultados significativos (p < 0,05) em
todas as doses testadas. Esses achados sugerem a atividade anti-inflamatoria do composto
JMPR-01 e que o possivel mecanismo de acdo do JMPR-01 estaria relacionado com a inibicéo
da liberacdo desses mediadores inflamatorios. Ainda no estudo de Silva e colaboradores (2021)
0 JMPR-01 reduziu a expresséo de nitrito (proveniente do NO) nesta mesma linhagem celular
e nas mesmas concentracfes. Esses moduladores s@o responsaveis pela codificacdo génica da
enzima iNOS, através da via da proteina quinase ativada por mitégeno p38 (p38 MAPK) e do
fator nuclear kappa B (NF-xB) (XIAO et al. 2023). A fim de, elucidar o possivel mecanismo
de acdo desempenhado pelo JMPR-01 na via do NO, foi realizado o teste de edema de pata

administrando utilizando dois inibidores dessa via.

5.2.2 Bolsdo de ar subcultaneo

Estudos afirmam que a resposta inflamatoria gerada pelo zimosan é iniciada pela
ativacdo dos receptores Toll-like 2 (TLR2) “presentes nos tecidos sinoviais com recrutamento
da proteina adaptadora MyD88, promovendo a resposta inflamatoria a partir dos genes
responsivos ao NF-kB num mecanismo dependente de MAP quinases ” (AREOSA, 2019) onde
também estdo envolvidos as citocinas TNF-a, IL-1B € quimiocina CXCL1. Além de atuar na
estimulacdo de agonistas enddgenos do TLR4, o que resulta em uma exacerbacédo inflamatéria.

O efeito anti-inflamatorio do JMPR-01 foi avaliado através do modelo de bolséo de ar
induzido por zimosan. A inflamagdo induzida nesse modelo consiste em uma acentuada
migracdo celular, exsudacdo plasméatica, aumento de proteinas totais, citocinas pro-
inflamatorias e outros mediadores inflamatorios em dire¢éo ao bolséo pré-formado no dorso do
animal. Esse protocolo experimental se assemelha a uma membrana da cavidade sinovial, a
qual, ao ser inoculada o agente flogistico, induz uma inflamacdo sinovial cronica, denominada
artrite reumatoide, podendo ser utilizado como screening para potenciais candidatos a farmacos
no tratamento dessa doenca (SARMENTO et al, 2022; APOLINARIO, 2016).

Nesse modelo, os camundongos receberam administracdo subcultanea de zymozan no
bolséo de ar previamente formado no dorso dos animais. Como esperado, 0s animais tratados
com veiculo (salina + DMSO 5%, v.0.) apresentaram aumento da migracao leucocitaria para o
bolsdo. O farmaco padrdo (indometacina) administrado na sua dose terapéutica (10 mg/Kg,
v.0.), apresentou uma inibicdo leucocitéria de 41%. J4 0 JMPR-01 (50 e 100 mg/Kg) apresentou
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maior eficicia em diminuir a migracéo celular para a bolsa de ar do animal quando comparado
ao grupo controle, com inibicao de 76% e 62%, respectivamente (figura 13).
Figura 13 — Influéncia do tratamento com o composto JMPR-01, sob a contagem total de

leucocitos no modelo de bolsdo de ar subcutaneo.
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).
Valores sdo expressos em média + desvio padrdo da média, n = 6. *** p < 0,001 significativamente

diferente do grupo controle (ANOVA seguido pelo teste de Dunnett).

Os resultados aqui descritos condizem com estudos publicado por Silva et al (2022), em
que supostos alvos de acdo anti-inflamatdria do composto JMPR-01 foram investigados em
testes in vivo e in vitro. Dentre os testes in vivo, o teste de peritonite foi realizado em
camundongos utilizando também como indutor da inflamacdo, o zimosan, cujos resultados
demonstraram inibicdo da migracdo leucocitaria de 61,8; 68,5 e 90,5% nas doses 5, 10 e 50
mg/Kg, respectivamente. Desse modo, nossos achados corroboram com a literatura, visto que,
ambos os testes visam avaliar a migracdo leucocitaria diante da exposicdo a0 mesmo agente
flogistico. O mesmo estudo sugere que as propriedades anti-inflamatoria do composto podem
estar relacionadas a modulacdo da expressdo de o0xido nitrico e citocinas inflamatorias tais
como: TNF-a e IL-1p.

A diferenca entre os modelos realizados (peritonite e bolséo de ar) esta no tipo celular
em abundancia no exsudato coletado da regido inflamada. Os neutrofilos sdo as células em
maior numero no modelo de bolsdo de ar, sendo responsaveis pela quimiotaxia. Ja o0s

macrofagos e mastocitos sdo encontrados em maior nimero no periténio dos animais atraidos
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pela mediagdo das citocinas pro inflamatorias (IL-1p e TNF-a) (RAMOS, 2014). Desse modo,
pode-se inferir que o composto inibe em especial a producdo de mediadores por neutrofilos e
macrofagos, pensamento que corrobora com achados de Aponilario (2016) ao realizar ambos

os testes com derivados N- acilhidrazénicos em modelos animais semelhantes

5.2.3 Envolvimento da enzima 6xido nitrico sintase

Para investigar se o efeito exercido pelo JMPR-01 esta relacionado a expressédo do NO,
foi proposto uma inibicdo inespecifica da enzima responsavel pela formacdo do NO. Foi
administrado um bloqueador inespecifico desta enzima, o L-NAME, 30 minutos antes da
administracdo de JMPR-01 (50mg/KQ).

Nos resultados expressos na figura 14 € possivel observar que ndo houve diferenca
edematogénica significativa entre os grupos tratados com JMPR-01 associados com o0 L-NAME
e 0 grupo controle, sugerindo o envolvimento do NO na atividade anti-inflamatoria do

composto.

Figura 14 — Investigacdo do envolvimento da enzima Oxido nitrico sintase (NOS), sob a
influéncia do tratamento com o composto JMPR-01, frente a0 modelo de edema de pata

induzido por zimosan.
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).
Valores sdo expressos em media £ desvio padrdo da média, n = 5. * p<0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001

significativamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido pelo teste de Dunnett).
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Estudos recentes demonstram que o JMPR-01 pode exercer o seu efeito anti-
inflamatorio através da modulacdo de TNF-a e IL-1 B (SILVA et al, 2022), esses moduladores
sdo responsaveis pela codificacdo génica da enzima iNOS, através da via da proteina quinase
ativada por mitdgeno p38 (p38 MAPK) e do fator nuclear kappa B (NF-xB) (XIAO et al. 2023).
Silva e colaboradores também demonstram em seus estudos que 0 JMPR-01 diminuiu de modo
significativo os niveis de nitrito, in vitro, demonstrando reducdo dos niveis de 6xido nitrico.
Esses achados corroboram com tal afirmativa e sugerem que o efeito do JMPR-01 sob 0 edema
de pata resulta em uma diminuicdo da atividade da enzima iNOS, uma vez que, ao inibi-la com
o L-NAME, ndo foi observado reducdo significativa do edema. No entanto, é sugestivo a
repeticdo desse modelo em investigacdo futura, visto que, o L-NAME ndo apresentou sua
atividade esperada (Cuzzocrea et al. 1996).

Em seguida investigamos se a ativacao de guanilato ciclase soluvel também faria parte

do mecanismo de acédo anti-inflamatéria do composto JMPR-01.

5.2.4 Envolvimento da guanilato ciclase

A guanilato ciclase solivel (GCs) é uma enzima que promove a conversdo de 5'-
guanosina trifosfato (GTP) no segundo mensageiro, 3'5'-guanosina monofosfato ciclico
(cGMP). Essa enzima € um componente central na sinalizacdo dependente de NO, aumentando
a sua atividade em mais de cem vezes (HORST; MARLETTA, 2018). No contexto da
inflamacao, a atividade do NO esta relacionada a uma maior vasodilatacdo, contribuindo com
a migracdo das células de defesa para o local lesionado. Inibir essa via, nos permite avaliar se
0 composto JMPR-01 permanecera atuando na inibicdo do edema. Caso contrario, podemos
sugerir que seu mecanismo de ag&o esta relacionado a cascata de sinalizagdo NO-sGC-cGMP.

Para tanto, trés grupos (n=6) foram utilizados. No grupo um, foi administrado
15.5mols/Kg de azul de metileno (AM), um inibidor cléssico da GCs, 30 minutos antes da
administracdo de JMPR-01 (50 mg/Kg v.0).

Os resultados apresentados da figura 15 mostram que o grupo nao tratado, apresentou
resultados semelhantes ao grupo tratado, ndo havendo diferengas significativas entre eles. Isso
sugere que o efeito antiedematogénico exercido pelo JMPR-01 no edema de pata mencionado
anteriormente pode estar relacionado a interagdo do JMPR-01 na via de sinalizacdo sGC-
cGMP.



55

Figura 15 - Investigacdo do envolvimento da guanilato ciclase soltvel, sob a influéncia do
tratamento com o composto JMPR-01, frente ao modelo de edema de pata induzido por

zimosan.
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).
Valores sdo expressos em média + desvio padrdo da média, n = 5. * p<0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001

significativamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido pelo teste de Dunnett).

Assim, € possivel inferir que moléculas que contém a fracdo N-fenilacrilamida também
podem exercer alteracdo dos niveis de NO e/ou na ativacdo da guanilato coclase soluvel,

promovendo assim uma agdo anti-inflamatoria.

5.3 Atividade hialuronidésica in vitro

A inflamacdo pode ser iniciada através de fatores externos podendo eles serem
bioldgicos ou ndo. Dentre os agentes bioldgicos temos a pegonha ofidica, expelida por animais
peconhentos, esses venenos sdo constituidos por uma gama de proteinas e polipeptideos
farmacologicamente ativos, destacam-se as atividades enzimaticas, responsaveis pela
toxicidade local e sisttmico. Dentre as principais enzimas encontradas em venenos ofidicos
estdo as hialuronidases (FERNANDES, 2019).

Uma vez inoculado no tecido, enzimas hialuronidasicas presentes no veneno degradam
0 &cido hialurénico presente na matriz celular reduzindo a integridade dos tecidos, facilitando

a disseminacéo de toxinas para além do local da picada (SILVA, 2022). Impedir essa a¢ao, pode
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promover uma redugdo no processo inflamatério associada a uma menor disseminacdo do
veneno quando inoculado.

Para avaliar a acdo do composto JMPR-01 frente a inibicdo da atividade das
hialuronidases da peconha da serpente Bothrops erythromelas (PBe) in vitro, foi determinada a
concentra¢do minima da atividade hialuronidasica da pegonha. Os dados obtidos indicaram um
percentual de 52 % de atividade hialuronidasica de PBe, na maior quantidade testada (10ug),
sendo essa a quantidade de peconha utilizada para o experimento de inibigdo com o JMPR-01
nas concentracdes que variaram de 100 — 6,25 uM. O percentual de inibicdo obtido foi de 705;
907; 698; 991; 962% para as doses 100, 50, 25, 12,5 e 6,25 UM, respectivamente. Pode-se
observar que houve uma reducéo significativa na atividade de hialuronidase nas amostras

contendo o composto em todas as concentracdes testadas utilizando 10ug da pegonha.

Figura 16 — Avaliacdo da atividade hialuronidasica exercida pelo JMPR-01 frente a pegonha

da serpente Bothrops erythromelas (PBe).

Atividade Hialuronidasica

Peconha 10 ug

**

*%*

Peconha 7,5 ng
Peconha 5 ug
Peconha 2,5 ng
Peconha 1 pg
Peconha 0,5 ug

Inibicdo da hialuronidase

JMPR-01 100 uM + Pegonha 10 ug
JMPR-01 50 uM + Peconha 10 pg
JMPR-01 25 puM + Peconha 10 pg
JMPR-01 12.5 uM + Pegonha 10 ug
JMPR-01 6.25uM + Pegonha 10 ug

Pegonha (10 - 0,5 [Q) Peconha + JMPR-01
(100 - 6,25 M)

pooo0o epooOoaO

Fonte: Elaborada pela autora (2023).
Valores sdo expressos em média + desvio padrdo da média, realizados em triplicata, em que, * p<0,05,

** pn < 0,01, significativamente diferente da peconha (10ug) (ANOVA seguido pelo teste de Dunnett).

O JMPR-01 se mostrou eficaz em todas as concentracdes testadas frente a inibicdo da

hialuronidase da peconha de serpente. Enzimas hialuronidases de peconhas ofidicas hidrolisam
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o0 acido hialurdnico nas ligagdes glicosidicas B — 1-4 dos residuos N-acetil-B-D-glucosamina
e D-glucuronato, produzindo tetra e hexassacarideos, esses produtos de degradacdo sdo
reportados como DAMPs, com efeitos pro-inflamatdrios os quais envolvem a expressdo de
espeécies reativas de oxigénio (ROS) e ativacdo da via NF-kB, com aumento da ativacdo de
citocinas tais como: TNF-a, IL-1B e IL-6, aumentando a expressdo inflamatdria (SUNITHA et
al., 2015; BOLDRINI-FRANCA et al., 2017; SILVA, 2022).

Assim, a atividade anti-inflamatéria do JMPR pode estar também relacionada com a
inibicdo da enzima hialuronidase e pode vir a ser Gtil também no tratamento de reagdes
inflamatorias promovidas por diversos tipos de peconhas que utilizam também essa enzima para

desencadear o processo inflamatério em vitimas de acidente ofidicos, por exemplo.

5.4  Estudo de docking molecular

Uma forma de analisar a interagcdo entre possiveis alvos e candidatos a farmacos é
através de estudos in silico envolvendo ferramentas de docking molecular. O estudo de doking
ou ancoragem molecular promove a caracterizagdo comportamental molecular de um dado
composto em um possivel sitio catalitico, bem como, avalia a afinidade e as possiveis de
ligagdes no alvo.

Diferentes programas - Gold® e AutoDock Vina® - foram utilizados devido a
disponibilidade e condicdo das estruturas disponiveis nas bases de dados referentes aos
seguintes alvos: Oxido nitrico sintase induzivel (iNOS); Hialuronidase - 1 e Guanilato ciclase
soltvel (sGC). Sendo as metodologias consideradas como validas ao alcancar um valor de Root
Mean Square Deviation (RMSD) inferior a 2,0 A dentro da estrutura do ligante cristalizado
para cada ligante, sabe-se que, quanto menor o RMSD médio, melhor a capacidade de encaixe
(RODRIGO; VILLARREAL, 2016). Um outro dado que pode ser analisado nessa primeira
etapa € o valor de FitScore, quanto maior for o seu valor, melhor a interagdo entre a molécula e
o0 alvo (SILVA, 2022).

Desse modo, foi-se realizado inicialmente uma triagem para validagéo e revalidacéo da
metodologia, utilizando o software GOLD®, em que, foi selecionado o (re)scoring do qual o
inibidor co-cristalizado apresentou menor valor de RMSD e maior FitScore e deste foi realizado
o redocking validando o método, como mostrado na tabela 8.
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Tabela 7 — Valores de RMSD, FiScore e redocking dos alvos selecionados utilizando o
programa Gold®.

Alvos PDBID (re)scoring RMSD FitScore Redocking
INOS 3e7g Asp 0,31447 48,9145
ChemScore 0,3838 29,8415
ChemPLP 0,2970 81,6082 RMSD = 0,2970;
FitScore = 81,6082
GoldScore 0,2791 70,0636
sGC 4ni2  Asp 0 17,5753
ChemScore 0 13,0088
ChemPLP 0 32,4408 RMDS = 0,6690;
FitScore = 36,4442
GoldScore 0 28,8965
HYAL-1 2ped Asp 0,1071 47,8322 RMSD = 0,7652;
FitScore = 49,3521
ChemScore 0,1504 18,3625
ChemPLP 0,1820 67,6951
GoldScore 0,3912 -85,6616

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

A partir desses achados foi possivel realizar um screening, utilizando os programas
Gold e AutoDock Vina, para avaliar a atividade da molécula JMPR-01 de cada alvo com o
(re)scoring pré estabelecido anteriormente, comparando os valores obtidos com os inibidores
conhecidos de cada alvo.

Tabela 8 — Valores de FitScore e energia de ligagdo de complexos alvo-ligante.

Alvos PDB ID Compostos FitScore? Energia de ligacaoP®
INOS 3e7g JMPR-01 71,92 -
AR-C95791 81,60 -
sGC 4ni2 JMPR-01 48,10 -7,760
oDQ 36,44 -6,808
Hyal-1 2pe4 JMPR-01 38,44 -7,735
GLICIRRIZINA 47,83 -9,574

Fonte: Elaborada pela autora (2023). Legenda: iNOS (6xido nitrico sintase induzivel), sGC (guanilato
siclase solGvel), FitScore?® valores obtidos utilizando o programa GOLD®, energia de ligagao® valores

obtidos utilizando o programa AutoDock Vina®.



59

Sabendo que os valores de FitScore gerados pelo GOLD® s&o adimensionais e quanto
maior forem esses valores, melhor € a interagdo proteina ligante e para o AutoDock Vina®, por
outro lado, quanto mais negativa a energia de afinidade, melhor ¢ a interacdo proteina-ligante
(SILVA, 2022), é possivel observar que o0 JMPR-01 ndo obteve interacao relevantes nos alvos
INOS e Hyal-1, visto que, os valores de FitScore estdo menores que os dos inibidores
conhecidos e a energia de ligagdo se encontra maior que o inibidor da Hyal-1, se tratando do
inibidor da iNOS n#o foi realizado no AutoDock Vina®, por ja possuir inibidor co-cristalizado
experimentalmente. J& na sGC o composto apresentou boa atividade, atendendo aos critérios de
maior FitScore (48,10) e de menor energia de ligacdo (-7,760), quando comparado com inibidor
conhecido (36,44 e -6,808, respectivamente) esses resultados demonstram que o JMPR-01
possui atividade prevista superior ao inibidor conhecido, desse modo, foi-se realizada a analise
das interacdes entre a molécula e o alvo (cGC). Para tanto, o0 composto JMPR-01 foi ancorado
no sitio ativo de sCG (PDB ID 4ni2), todos os residuos de aminoacidos que tiveram interacoes

com a sCG foram exibidos na figura 18.

Figura 18 — Diagrama de interacdo 2D e 3D de JMPR-01 com o sitio ativo do receptor alvo

guanilato ciclase soltvel (sGC).
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Fonte: BIOVIA Discovery Studio. Legenda: a (diagrama de interacéo 2D), b (diagrama de interacéo
3D).

Dentre os residuos de aminoacidos que apresentaram interacdo com a sSCG destacam-se
0s seguintes sitios de ligacdo: Asn:605, Ser:551, Thr:555, 1le:528, Arg:552 e Lys:593. No modo
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de ligacdo, observa-se que o complexo formado entre o composto JMPR-01 e o alvo sCG foi
estabilizado majoritariamente por interacbes convencionais de hidrogénio. As posic¢Oes de
ancoragem de JMPR-01 no sitio ativo da sCG sdo mostradas na figura 18. Este resultado de
acoplamento molecular juntamente com os dados do ensaio biologico, sugere que 0 composto
JMPR-01 é um potencial inibidor de sCG.
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CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, € possivel concluir que:

O composto apresenta reducdo do edema de pata induzido por zimosan, em todas as
doses testadas (50, 100 e 150 mg/Kg), estabelecendo a dose de 50 mg/Kg para os demais
testes, como a dose terapéutica ndo-clinica, com atividade semelhante ao do grupo
tratado com indometacina.

O composto ndo reduziu o edema de pata ao ser administrado previamente o inibidor da
Oxido nitrico sintase e guanilato ciclase soluvel, o que nos permite sugerir que seu
mecanismo de acdo esta relacionado a cascata de sinalizacdo do NO-sGC-cGMP.

No ensaio de bolsdo de ar subcutlaneo o composto apresentou inibicdo da migracéo de
leucdcitos substancialmente (p<0,001) na dose de 50 mg/Kg comparavel ao grupo nado
tratado, atividade superior ao do grupo tratado com indometacina na dose de 10 mg/Kg.
Na avaliacdo da atividade hialuronidasica in vitro a inibicdo do JMPR-01 frente a
atividade das hialuronidases da peconha da serpente Bothrops erythromelas (PBe) se
mostra eficaz em todas as concentragdes testadas (100, 50, 25, 12,5 e 6,25 uM).

Na atividade hemolitica o JMPR-01 ndo apresentou citotoxicidade (potencial
hemolisante abaixo de 10%).

Na toxicidade aguda o JMPR-01 ndo provocou morte e nem sinais relevantes no
screening hipocratico comportamental, indicativo de que o0 JMPR-01 possui um DLsg
superior a 2000 mg/Kg e menor que 5000 mg/Kg.

Os resultados obtidos através do teste de acoplamento molecular demonstraram maior
afinidade do composto JMPR-01 pela a enzima guanilato ciclase soltvel.

Esses resultados de ensaios bioldgicos in vivo, in vitro e in silico sugerem que 0
composto JMPR-01 apresenta baixa toxicidade e é um potencial candidato
medicamento anti-inflamatério e que 0 mesmo atua modulando via do NO-sCG, como

também a inibicdo da enzima hialunonidase.
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ANEXO A - PROTOCOLO UTILIZADO NA TRIAGEM FARMACOLOGICA

COMPORTAMENTAL.
Atividade Quantificacdo dos efeitos
farmacologica (0) sem efeito, (-) efeito diminuido, (+) efeito presente, (++) efeito intenso
Até 30 min 1h 2h 3h 4h

1-SNC

a. Estimulante
Hiperatividade
Agressividade
Tremores
Convulsdes
Piloerecéo
Movimento intenso
das vibrissas
Outras

b. Depressoras
Hipnose

Ptose

Sedagdo

Ataxia

Reflexo do
endireitamento
Catatonia
Analgesia
Resposta ao toque
diminuido

Perda do reflexo
corneal

Perda do reflexo
auricular

c. Outros
comportamentos
Ambulacio
Bocejo excessivo
Limpeza

Escalar

Vocalizar

Sacudir a cabeca
ContorcBes
abdominais
Abducéo das patas
do trem posterior
Pedalar
Estereotipia

2 - SN AUTONOMO
Diarreia
Constipagao
Defecacdo
aumentada
Respiracéo forcada
Lacrimejamento
Miccédo

Salivacdo
Cianose

Tono muscular
Forca para agarrar
3-MORTE
Observacoes
complementares

Fonte: Almeida et al. (1999).



