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RESUMO

Atualmente, a busca por anti-inflamatérios eficazes e de baixa toxicidade € um tema
de bastante relevancia, visto que cada vez mais esse tipo de medicamento tem seu
uso difundido e amplamente recomendado para uma variedade de condigdes
inflamatodrias. Este cenario de destaque alavancou pesquisas sobre diversos
compostos quimicos com potencial terapéutico, como os nitroestirenos. Obter uma
solugao estavel para utilizacao do 1-Nitro-2-feniletileno, avaliar a toxicidade aguda em
zebrafish, avaliar o potencial anti-inflamatério do NPe através do ensaio de inibigao de
edema abdominal em zebrafish, realizar o estudo histopatolégico em zebrafish e
predizer as possiveis ligagdes e predilecbes do farmaco com os alvos COX-1 e COX-
2. Para a dissolugcao do 1-Nitro-2-feniletileno foi utilizada uma solugdo contendo
DMSO como solvente, éster butilico como surfactantes e solugédo salina como veiculo.
O ensaio de toxicidade aguda foi realizado em zebrafish. A avaliagdo da atividade anti-
inflamatoria foi realizada através do ensaio de inibicido de edema abdominal em
modelo zebrafish. O estudo histopatoldgico foi realizado em rins, figado e intestino de
zebrafish. Um estudo in silico complementar foi realizado através do software GOLD.
No ensaio de toxicidade aguda foram utilizadas as doses de 5, 8, 10, 12 e 15 mg/kg,
totalizando 120 animais, nenhum animal morreu neste ensaio e o estudo
histopatologico ndo demonstrou alteragdes significativas nos principais 6rgaos de
metabolizagao e o NPe foi considerado nao tdxico para as doses testadas. No ensaio
de inibicdo de edema abdominal foram utilizadas as doses de 5, 10 e 15 mg/kg.
Contrariando a predile¢do do docking, a dose de 15 mg/kg de NPe demonstrou maior
potencial em inibir a formacao de edema em relagao aos farmacos padrao Ibuprofeno
(10 mg/kg) e Dexametasona (0,5 mg/kg). O estudo histopatolégico ndo demonstrou
alteragdes significativas nos principais érgaos de metabolizacéo de inibicado de edema
abdominal. Este estudo € inovador ao propor uma solugao segura para o uso do 1-
Nitro-2-feniletileno em zebrafish. O 1-Nitro-2-feniletileno, por ter demonstrado acao
anti-inflamatdria nos ensaios in vivo, também pode dar origem a novos farmacos
comerciais devido a este potencial. No entanto, se fazem necessarios ensaios
complementares em modelos animais diferentes, como Ratos Wistar, uma vez que o
zebrafish possui determinadas limitagdes quanto ao volume a ser administrado no
processo de gavagem.

Palavras-Chave: COX-1; COX-2; Toxicidade aguda; Histopatologia.




ABSTRACT

Currently, the search for effective and low-toxicity anti-inflammatory drugs is a very
relevant topic, since this type of medication is increasingly being used and widely
recommended for a variety of inflammatory conditions. This prominent scenario has
boosted research on several chemical compounds with therapeutic potential, such as
nitrostyrenes. To obtain a stable solution for use of 1-Nitro-2-phenylethylene, to
evaluate acute toxicity in zebrafish, to evaluate the anti-inflammatory potential of NPe
through the abdominal edema inhibition assay in zebrafish, to perform a
histopathological study in zebrafish and to predict the possible links and predilections
of the drug with the COX-1 and COX-2 targets. A solution containing DMSO as a
solvent, butyl ester as surfactants and saline solution as a vehicle was used to dissolve
1-Nitro-2-phenylethylene. The acute toxicity assay was performed in zebrafish. The
evaluation of anti-inflammatory activity was performed through the abdominal edema
inhibition assay in a zebrafish model. The histopathological study was performed in
zebrafish kidneys, liver and intestine. A complementary in silico study was performed
using the GOLD software. In the acute toxicity assay, doses of 5, 8, 10, 12 and 15
mg/kg were used, totaling 120 animals. No animal died in this assay and the
histopathological study showed no significant changes in the main metabolizing organs
and NPe was considered non-toxic for the doses tested. In the abdominal edema
inhibition assay, doses of 5, 10 and 15 mg/kg were used. Contrary to the docking
preference, the 15 mg/kg dose of NPe demonstrated greater potential in inhibiting
edema formation in relation to the standard drugs Ibuprofen (10 mg/kg) and
Dexamethasone (0.5 mg/kg). The histopathological study did not demonstrate
significant alterations in the main metabolizing organs of abdominal edema inhibition.
This study is innovative in proposing a safe solution for the use of 1-Nitro-2-
phenylethylene in zebrafish. 1-Nitro-2-phenylethylene, having demonstrated anti-
inflammatory action in in vivo assays, may also give rise to new commercial drugs due
to this potential. However, complementary tests are necessary in different animal
models, such as Wistar rats, since zebrafish have certain limitations regarding the
volume to be administered in the gavage process.

Keywords: COX-1; COX-2; Acute toxicity; Histopathology
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1 INTRODUGAO

Processos inflamatérios sao respostas fisioldgicas do organismo contra danos
e lesdes sofridas por agentes bioldgicos infecciosos como bactérias, virus, parasitas
e veneno ou quando ha alguma leséo fisica, como calor, radiagdo ou trauma. Para
que esse processo inflamatério seja desencadeado € necessario que esta lesao ative
uma via inflamatéria. As vias mais comuns sdo a via da Cascata do acido
araquidonico, que ocorre através das Ciclooxigenases (COX) e da lipo-oxigenase
(LOX) e a via NF-Kb, que atua no nucleo da célula ligando-se ao &acido
desoxirribonucleico (DNA) e mediando a producgéao de citocinas pro-inflamatodrias.

Comercialmente existem dois tipos de farmacos anti-inflamatérios no
mercado, séo eles os anti-inflamatoérios nao ésteroides (AINES) e os anti-inflamatérios
ésterdides (AIES), ambos podem ser facilmente administrados via oral. Os AINES
atuam através da inibigao da atuagao e expressao da COX, e os AIES agem inibindo
a producao de fosfolipase e das interleucinas presentes no mecanismo da LOX. Por
inibirem a atuacdo da COX os AINES impedem a produgdo de prostaglandina
ocasionando uma superproducdo de acido cloridrico, como resultado este acido
comega a atingir as paredes do estdmago podendo levar ao desenvolvimento de
ulceras, enquanto os AIES atuam diminuindo o influxo e a atividade dos leucécitos e
demais células de defesa, comprometendo o sistema imunolégico do paciente e
desregulando inumeros processos fisioldgicos.

Diante deste cenario a busca por novos farmacos cresceu, fazendo surgirem
novas pesquisas abordando praticas utilizadas na medicina popular, como o uso de
plantas medicinais. Este € o caso da Aniba canelilla (H.B.K) Mez, uma planta
aromatica presente na regido amazonica. Na medicina popular acredita-se que as
folhnas e cascas da planta através da decocg¢do apresentam atividade analgésica,
digestiva, antibacteriana e anti-inflamatéria. Estudos in vivo comprovam que o Oleo
Essencial de Aniba canelilla possui propriedade anti-inflamatoéria, onde os autores
atribuem esta ac&o ao principal constituinte. Em outro estudo outro autor além de obter
o Oleo essencial de Aniba canelilla realizou a sua caracterizacio, onde foi evidenciado
que o 1-Nitro-2-feniletano representa aproximadamente 70% deste dleo.

O 1-Nitro-2-feniletileno € um nitrocomposto da familia dos estirenos que vem
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a ser considerado similar ao 1-Nitro-2-feniletano, sendo diferenciados em sua
estrutura quimica por apenas uma dupla ligagdo. Acredita-se que assim como o
feniletano o feniletiieno também tenha atividade anti-inflamatéria, podendo ser
considerada até superior que a atividade do feniletano devido a sua dupla ligacéo.
Neste estudo o alvo principal sera a tividade anti-inflamatéria e os possiveis
mecanismos de acao envolvidos na metabolizagao do 1-Nitro-2-feniletileno utilizando
o modelo animal zebrafish, que foi escolhido devido o sua homologia genética em
relacdo ao ser humano. Além disso, este estudo também busca comparar se essa
atividade anti-inflamatéria tem o mesmo potencial que um farmaco ja comercializado,

neste caso, o ibuprofeno.
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2 OBJETIVOS

2.10bjetivo Geral

Estudar a atividade toxicologica e antiinflamatéria do 11-Nitro-2-feniletileno em

zebrafish.

2.2 Objetivos Especificos

I. Estudar um veiculo para realizar a dissolucédo do 1-Nitro-2-feniletileno de
forma segura para sua aplicagdo em zebrafish;

Il. Avaliar a toxicidade do 1-Nitro-2-feniletileno através da obteng¢ao da DL50
em zebrafish (Danio rerio) adultos;

Il. Identificar as alteragbes comportamentais de zebrafish adultos apds a
exposigao a diferentes doses de 1-Nitro-2-feniletileno;

[ll. Avaliar a atividade anti-inflamatdria do 1-Nitro-2-feniletileno através do
ensaio de edema abdominal induzido por carragenina via intraperitoneal em
zebrafish;

IV. Estudar as possiveis alteragdes histopatoldgicas do figado, intestino e rins
de zebrafish apds o tratamento com 1-Nitro-2-feniletileno;

V. Realizar o estudo in silico utilizando docking molecular através do software

GOLD para propor um mecanismo de agao para o 1-Nitro-2-feniletileno;
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Aniba canelilla (H.B.K) Mez

Aniba canelilla (H.B.K) Mez, conhecida popularmente como “Preciosa”, ou
ainda “Casca-Preciosa”, € uma planta aromatica amplamente distribuida na regiao
amazobnica e pertencente a familia Lauraceae, sua arvore pode atingir até 35 metros
de altura e apresenta tronco retiniano com diametro entre 40 a 60 cm (SIQUEIRA et
al., 2010). Os primeiros relatos envolvendo a casa-preciosa remotam ao periodo em
que o Brasil estava sendo descoberto, por volta de 1.500, quando navegadores
portugueses e espanhodis adentraram as margens do rio amazonas em busca de
Canela (Cinnamomum verum), porém se depararam com inumeras arvores de Aniba
canelilla que, por conta do aroma e folhagem (Figura 1), foram confundidas com
caneleiras (PINTO, 1995).

Na medicina popular a decocg¢ao da casca dessa planta para consumo oral é
utilizada como analgésico, digestivo, antibacteriano, antisséptico e anti-inflamatério.
(JUNIOR et al.,, 2020). Também pode ser utilizada através da obtengdo do dleo
essencial de Aniba canelilla (EOAC), onde apresenta rendimento de 1% do peso da
casca da planta seca através do processo de hidrodestilacdo e tem como principal
constituinte o 1-Nitro-2-feniletano (aproximadamente 70%), que de acordo com LIMA
et al. (2004) é o constituinte responsavel por pela atividade anti-inflamatéria do dleo
essencial. Atraveés de ensaios in vitro e in vivo desenvolvidos em ratos normotensos
também foi possivel detectar que o EOAC é capaz de causar bradicardia e hipotensao
(SILVA et al., 2007).

O 1-Nitro-2-feniletano (NPE) é o prinicipal constituinte do EOAC, ele pode ser
encontrado nas folhas, caule e casca da Aniba canelilla. Sua concentracao pode variar
de acordo com a estacdo do ano e condicdes climaticas, sendo encontrado em maior
quantidade nos periodos chuvosos (LIMA, 2007). A estrutura quimica do NPE é
formado por um benzeno seguido de uma cadeia aberta insaturada ligada a uma
molécula de nitrogenio e uma molécula de oxigénio, o que o torna um
nitrocomposto. Através de testes in vivo Vale et al. (2013) demonstrou que o EOAC

foi capaz de inibir o edema provocado por dextrana e carragenina em patas de rato e
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de dleo de créton em patas de camundongos nas concentragdes de 25 e 50mg/kg no
periodo de 1, 2, 3, 4 e 5 horas, apresentando maior atividade anti-inflamatdria no
periodo de 2 horas.

Figura 1 - Folha de Aniba canelilla

Fonte: Kubitzki & Renner, 1982.

3.2 Compostos semissintéticos

As modificagbes estruturais de produtos naturais desempenham um papel
crucial em varias areas, a medida que a pesquisa cientifica avanga. Ficou evidente
que produtos naturais e seus derivados semissintéticos sdo fontes valiosas de novos
medicamentos com diversas atividades biologicas e farmacologicas (NEWMAN;
GORDON, 2016; EMMA, et al., 2016). A transformacgao de produtos naturais em seus
derivados semissintéticos tem como objetivo aprimorar a seletividade e a eficacia
terapéutica, melhorar as propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas, além de
criar compostos patenteaveis.

Outros exemplos de compostos semissintéticos com atividade biolégica foram
descritos por Bhat et al. (2009). Eles avaliaram a atividade anti-inflamatéria de vinte e
trés derivados sintéticos do pinitol, dos quais trés compostos demonstraram a
capacidade de suprimir a citocina TNF-qa, inibindo 50% de sua expressao. Esses
compostos foram destacados devido a sua atividade inibitoria potente, comparada ao
padrao rolipram, quando testados em neutrdéfilos tratados in vitro na concentragao de
1.0 pg/mL.
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Em um estudo conduzido por Park, Jun e Kim (2014), foram sintetizados
derivados da licochalcona B, conhecidos como (E)-3-(3,4-dihidroxi-2-metoxifenil) -1-
(2,4-dihidroxi-fenil) prop-2-en-1-one (DPP). Esses derivados foram utilizados em
ensaios in vitro utilizando macréfagos murinos da linhagem RAW 264.7 induzidos por
LPS. Notavelmente, o composto DPP, quando administrado na concentragao de 20
MM, demonstrou uma inibicdo dose-dependente na producédo de NO- (6xido nitrico) e
citocinas pro-inflamatérias. Esse efeito foi alcancado por meio da inibicao do fator de
ativacao nuclear NF-kB em células RAW 264.7 induzidas por LPS. NF-xB

Como mencionado anteriormente, varios compostos semissintéticos ja foram
identificados devido a sua atividade anti-inflamatéria. Um exemplo notavel é a 1,8-
naftiridina-3-carboxamida, a partir da qual foram realizadas diversas sinteses
moleculares e subsequentes ensaios in vitro para comprovar sua capacidade anti-
inflamatdria. Nesse contexto, seis desses compostos demonstraram uma inibi¢cao
superior a 50% na producgao de IL-1B quando testados na concentragao de 1 pg/mL.
Além disso, cinco desses compostos também apresentaram uma inibicdo superior a
50% na producgao de IL-6, tanto na concentragdo de 1 ug/mL quanto de 0.1 ug/mL
(KUMAR et al., 2009).

3.3 Nitroestirenos

A partir da década de 1940 os nitrocompostos foram sintetizados e submetidos
a avaliagbes para diversas patologias (ROZENSKI et al., 1995). Até hoje, o uso de
nitrocompostos como agentes quimioterapicos, especialmente com atividade
antimicrobiana, permanece relevante, exemplificado pelo metronidazol (GODMMAN
et al., 2000). Além disso, alguns metabdlitos de nitro aromaticos, como a
hidroxilamina, podem interferir na rota metabdlica de determinados agentes
antifungicos (BARREIRO et al., 2001).

Nitrocompostos de diversas classes terapéuticas tém encontrado aplicagédo em
uma ampla gama de contextos, incluindo: Antianginosos (nitroglicerina, tetranitrato de
eritritila, dinidrato de isossorbida); Anti-hipertensivos (nifedipina, nitredipina,
niguldipina); Imunossupressores (azatioprina); Anticoagulantes (acenocumarol);
Antiparasitarios (metronidazol, tinidazol, benzinidazol, nifurtimox, dimetridazol, 4-
nitromegazol, nitrofurazona, furazolidona); Sedativos hipnéticos (clonazepam,

flunitazepam, nitrazepam); Anti-inflamatérios (nimesulida); Anti-histaminicos H-2
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(granitidina, nizatidina); Antibacterianos (clorafenicol, azidanfenicol, nirofural,
nifuroxazida); Antineoplasicos (nitacrina, nitroacridina) (VIODE, 1998; KATZUNG,
2022).

A biorredugdo enzimatica do grupo nitro € fundamental para a atividade
biolégica da maioria dos nitrocompostos com ag¢ao antineoplasica, antiparasitaria e
antibacteriana (VIODE et al., 1998; MAYA et al., 2007). Esse processo é essencial
para que esses compostos exercam seus efeitos terapéuticos. A redugao do grupo
nitro nos nitrocompostos pode levar a formacao de intermediarios reativos ou ao
esgotamento do sistema de reducéo de equivalentes (VIODE, 1998).

A redugdo do grupo nitro em aminocompostos pode envolver diferentes
intermediarios e derivados reativos, como o anion-radical, nitroso, hidroxilamina e
cation-radical amino. A redugao completa do grupo nitro até o grupo amino requer a
transferéncia de seis elétrons, embora a hidroxilamina seja o produto final da
biorredugdo (MORENO et al., 1988).

Em meio anaerdbio, durante o processo de redugédo enzimatica do grupo nitro,
os principais intermediarios ou metabdlitos formados sao o radical anion-radical nitro
e a hidroxilamina. O radical anion-radical nitro (Ar-NO?) e a hidroxilamina (Ar-NHOH)
podem interagir com o DNA celular. No entanto, ha evidéncias de que outros
intermediarios também possam apresentar atividade biologica. Por exemplo, o radical
Ar-NO2H"* pode causar toxicidade ao DNA, enquanto o derivado nitroso (Ar-NO) pode
atuar na inativacdo de enzimas detoxificantes, agindo como um aceptor de grupos
tidis dessas enzimas (VIODE et al., 1998).

Em meio aerodbio, o nitro radical anion gerado durante o processo de reducao
enzimatica interage com o oxigénio molecular presente no meio, em uma etapa
metabdlica conhecida como ciclo futil, resultando na formagdo do anion-radical
superdxido (O?). Esse radical superoxido, por sua vez, pode ser convertido em
peréxido de hidrogénio (H202) por enzimas como a superoxido dismutase (SOD). O
peréxido de hidrogénio pode causar danos em membranas biologicas e reagir com
enzimas ferrodoxinas, levando a liberagdo de espécies reativas de oxigénio, como os
radicais hidroxila (OH-), que s&o toxicos para células bacterianas e parasitarias
(VIODE et al., 1998; MAYA et al., 2007).

A reducado do grupo nitro, dependendo do ambiente celular, pode prosseguir

além da formacéao do radical nitro anion (NO?), alcangando o estagio da hidroxilamina
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e, finalmente, da amina. Em presencga de oxigénio, o radical nitro-anion pode ser
revertido para a forma do grupo nitro, formando novamente o radical superoxido. A
producdo de radicais livres resultantes do processo de biorredugcdo do grupo nitro
pode levar a peroxidagdo de membranas biologicas, inibicdo de enzimas e danos ao
DNA (THOCHER, 1997).

3.4 1-Nitro-2-feniletano
O 1-Nitro-2-feniletano (NPE) é o prinicipal constituinte do EOAC, ele pode ser

encontrado nas folhas, caule e casca da Aniba canelilla. Sua concentragao pode variar
de acordo com a estacédo do ano e condigdes climaticas, sendo encontrado em maior
quantidade nos periodos chuvosos (LIMA, 2007). A estrutura quimica do NPE é
formado por um benzeno seguido de uma cadeia aberta insaturada ligada a uma
molécula de nitrogenio e uma molécula de oxigénio (Fig. 2), o que o torna um
nitrocomposto.

Figura 2 - Estrutura quimica do NPE e NPe.
NOZ \ NOZ

1-nitro-2-feniletano 1-nitro-2-feniletileno

Fonte: Sugimoto et al., 2017; Autor, 2022.

Através de testes in vivo Vale et al. (2013) demonstrou que o EOAC foi capaz
de inibir o edema provocado por dextrana e carragenina em patas de rato e de d6leo
de croton em patas de camundongos nas concentragdes de 25 e 50mg/kg no periodo
de 1, 2, 3, 4 e 5 horas, apresentando maior atividade anti-inflamatéria no periodo de
2 horas.

Pertence a classe de compostos nitro denominada nitroestirenos, esses
compostos apresentam um grupo NOz2, que é um grupo retirador de elétrons. Em seu
estado natural, o nitrofenileteno tende a assumir predominantemente a configuragéo
E (trans) em relacao a ligagao dupla na cadeia de carbono, com relagao ao grupo nitro
e ao grupo fenil (CALHEIROS et al., 2004).

Os nitrocompostos, em especial os derivados nitro-heterociclicos, tém sido
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objeto de estudo como agentes antimicrobianos desde a década de 1940. Observou-
se que os derivados 5-nitro-furanicos substituidos possuem uma notavel atividade
antibacteriana (DODD et al., 1944). Recentemente, a citotoxicidade do nitrofenileteno
e seus analogos foi avaliada em relagdo aos macrofagos peritoneais de camundongos
(SANTOS, 2012).

3.5 1-Nitro-2-feniletileno

O NPe é um composto que pode ser obtido de forma sintética ou através da
reacdo de Claisen-Schmidt a partir do OEAC. Sua estrutura quimica é similar a
estrutura quimica do NPE (Figura 2), ambos sédo nitrocompostos que possuem um
anel benzenico com duplas ligagdes alternadas e que sao difenciados através de uma
segunda ligagao, que no caso do NPe é uma ligagao saturada. Essa diferenga também
reflete na troca do sufixo “ano” pelo sufixo “eno”. Diversos estudos publicados relatam
seu potencial anti-inflamatério, como no estudo de Sugimoto et al. (2017), onde o
composto de NPe sintetizado foi capaz de evitar a ativagdo de macrofagos e reduziu

a ativacao das vias NF-kB e ERK in vitro.

3.6 Processos inflamatorios

Processos inflamatdrios sao respostas de defesa do sistema imunoldgico inato
que ocorrem apos o organismo sofrer danos celulares derivados de um ataque sofrido
por microganismos, agentes fisicos ou quimicos (LIMA, 2007). Durante esta resposta
acontecem diversas alteragdes fisiologicas, como o aumento do fluxo sanguineo,
aumento da permeabilidade vascular da microcirculagéo na regido afetada, formagao
de edema, dor no local acometido, acumulo de leucécitos e reparagao tecidual (LUO
et al., 2021). O processo inflamatério ocorre em duas fases, ele se inicia com a
inflamagao aguda e posteriormente pode evoluir para uma inflamacao crénica. A
primeira fase trata-se de uma resposta imediata a um determinado agente danoso,
onde ha a participagcdo de mediadores quimicos no local da lesdo e tem como
caracteristica 0 aumento do fluxo sanguineo para que haja o transporte das proteinas
plasmaticas. Ja o processo cronico € a evolugédo da inflamagao aguda onde o dano
tecidual, ocasionado por parte do agente, ja ocorreu e ha uma tentativa de repagéao
de danos por parte do sistema imunoldgico. A diferenciagdo destas duas fases pode

ser realizado através do estudo histopatolégico, onde € possivel visualizar a presenga
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de células mononucleares infiltradas, o dano tecidual e a tentativa de reparagao
através da substituicédo do tecido danificado por células do tecido conjuntivo (CHITSAZ
etal., 2021).

As alteragbes adscritas tanto no processo agudo quanto no crénico sao
responsaveis pelas manifestagdes dos cinco sinais cardinais do processo inflamatério,
sao estas alteragdes que estimulam a dor, o calor, o rubor, o tumor e a perda da fungao
(CARVALHO et al., 2017).

Para que haja um processo inflamatério se faz necessario uma via de acéo,
onde ocorre a atividade de diversos mediadores. As principais vias de interesse

encontradas sao a cascata de acido araquidénico e a via de sinalizagdo NF-kB.

3.6.1 Via da Cascata de acido araquidonico

A cascata de acido araquidénico possui trés pilares: A Fosfolipase A2 (PLA2), a
Ciclo-oxigenase (COX) e a Lipoxigenase (LOX). A PLA2 é responsavel pela conversao
dos fosfolipidios presente nas membranas celulares em Acido Araquidénico (AA)
(Figura 3, Passo 1), que posteriormente podera ser metabolizado pelas isoenzimas
COX-1 e COX-2 pertencentes a classe das COX (Passo 2). Estas por sua vez
convertem o AA em Prostaglandina Hz2 (PGH2) (Passo 3) para que possa sofrer sintase
e dividir-se em Prostaglandina E2 (PGEz2), Prostaglandina F2alfa (PGF2), Prostaciclina
(PGI2), Prostaglandina D2 (PGD2) e Tromboxano A2 (TXA2) (Passo 4) (GONCALVES
etal., 2021, WANG et al., 2022). Como via alternativa a COX o AA também pode ser
metabolizado via Lipoxigenase (LOX), que através da 5-LOX é capaz de converter o
AA em 5-HPETE (BAKER et al., 2011).

25



Figura 3 - Via da cascata do Acido Araquidénico.
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Fonte: Autor, 2022; BORGES et al., 2018.

As prostaglandinas no geral se manifestam de diferentes maneiras, a PGlz, por
exemplo, estimula a vasodilatagdo e a inibicao da agregacao plaquetaria, enquanto a
TXA2 promove a vasoconstricdo e promove a agregacado plaquetaria, enquanto a
PGE2 aumenta a permeabilidade vascular, aumenta a infiltracdo leucocitaria e é
responsavel pela febre. A PGl2 e a TXA2 apesar de serem derivados do mesmo
produto sdo consideredas antagonistas e de fundamental importancia pois ao se
contraporem ambas mantém a homeostase intravascular (POLUHA e GROSSMANN,
2018).

3.6.2 Via de sinalizagao do fator nuclear kB (NF-kB)

Diferente da cascata do acido araquidonico a NF-kB ocorre principalmente no
interior do nucleo da célula produzindo citocinas. Para despertar essa via se faz
necessaria a inducao através de citocinas pré-inflamatdrias, estresse oxidativo e
infeccbes bacterianas ou virais que podem se manifestar através de PAMP’s e
DAMP’s (Figura 4, Passo 1) (ATTIQ et al., 2021). Apos o receptor de PAMP’s e
DAMP’s se ligarem as moléculas ocorre a ativagdo da IkB-quinase (IKK) através da
fosforilacdo (Passo 2). Esta enzima por sua vez ira marcar as moléculas de inibidora

de kB (IkB) através da poliubiquitinagdo (p), que transportam essa molécula para
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serem fosforiladas através do proteassoma (Passo 3). Livre das moléculas inibidoras

o NF-kB consegue fazer o translado até o nucleo da célula (Passo 4), onde o NF-kB

liga-se ao DNA da célula e atua como mediador para transcricido de diversos
mediadores pro-inflamatérios, como IL-1, IL-6, TNF-a, MIP-1, MIP-2, ICAM-1 e VCAM-
1 (Passo 5) (BORGES et al., 2018; HOESEL e SCHMID, 2013; BAKER et al., 2011).

Figura 4 - Mecanismo de ativagao da via NF-kB.
PAMPs, DAMPs e Citocinas
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Fonte: Autor, 2022; BORGES et al., 2018.
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3.6.3 Desenvolvimento da inflamagao.

A evolucao da inflamagao, de acordo com Bogliolo e Brasileiro Filho (2011),
ocorre em uma sequéncia de eventos que incluem os seguintes estagios:
l.

Irritacdo: Esse estagio € desencadeado por uma agressao que leva a

liberacdo de moléculas de alarme, como PAMPs (Padrées Moleculares Associados a
Patégenos) e DAMPs (Padrdes Moleculares Associados a Danos).

Il. Fendmenos vasculares: Durante esta fase, ocorrem alteragdes na circulagao
local, incluindo vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular, que permitem a

entrada de células e proteinas do sistema imunoldgico no local da inflamacgéao.

lll. Fenbmenos exudativos: Neste estagio, ocorre a exsudagao de plasma e

células, especialmente leucdcitos, do leito vascular para o intersticio, onde
desempenham um papel crucial na defesa contra patégenos.
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IV. Fendbmenos alterativos: Pode haver degeneracédo e/ou necrose do tecido
lesado, dependendo da gravidade da lesao.

V. Fenbmenos resolutivos: Apdés a mitigacdo da irritagdo, ocorre uma
diminuicdo na atividade inflamatoria, muitas vezes mediada por mecanismos anti-
inflamatérios intrinsecos.

V1. Fenbmenos reparativos: Nesta fase, o tecido lesado € reparado por meio de
regeneragao ou cicatrizagao, dependendo da capacidade de regenerag¢ao do tecido
afetado.

Essa sequéncia de eventos representa a resposta do corpo a irritacéo ou lesao

e é crucial para a restauracdo da homeostase e a recuperagao do tecido afetado.

l. Irritagao

A inflamacéo é a resposta inicial e ndo especifica do organismo a estimulos
que podem ser mecanicos, quimicos ou microbianos. Os agentes inflamatorios
carregam ou promovem a sintese e liberagao de moléculas sinalizadoras de agresséo,
conhecidas como PAMPs (Padrbées Moleculares Associados a Patégenos) e DAMPs
(Padrdes Moleculares Associados a Danos). Apds a irritagdo, o organismo identifica
esses sinais moleculares (PAMPs ou DAMPs) da agress&o por meio de receptores
coletivamente chamados de Receptores Reconhecedores de Padréo (PRRs), como
descrito por Bogliolo e Brasileiro (2011).

Quando os PRRs sao ativados pelos PAMPs ou DAMPs, ocorre uma
transducao de sinal que desencadeia eventos intracelulares, resultando na liberagao
de mediadores da inflamacéo, que desempenham um papel crucial no controle da
atividade inflamatdria, conforme destacado por Abbas, Lichtman e Pillai (2012). Além
disso, microrganismos também podem ativar diretamente o Sistema Complemento,
um sistema de proteinas do sistema imunolégico, que também contribui para a
biossintese de mediadores inflamatérios, como mencionado por Rhen e Cidlowski
(2005).

Il Fendémenos vasculares

Os fenbmenos vasculares na inflamagdo sdo marcados por dois eventos
principais: mudancas no fluxo sanguineo e vasodilatagao, juntamente com alteragdes
na permeabilidade vascular. Essas mudancas facilitam o movimento de proteinas

plasmaticas e células sanguineas da circulagcdo para o local da inflamagao, como
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observado por Ryan e Majno (1977). Esses fendmenos vasculares sido os
responsaveis pelos sinais cardinais de inflamacéo, que incluem RUBOR (vermelhidao)
e CALOR (aumento da temperatura local) (LIBBY, 2007).

A vasodilatagao inicialmente ocorre devido a agédo da histamina e ao reflexo
axonal mediado pela substancia P nas terminacdes nervosas. Essa vasodilatagao &
mantida posteriormente por substancias como as prostaglandinas (PGs), leucotrienos
(LTs), fator de agregacgao plaquetaria (PAF) liberado por células ativadas e 6xido
nitrico (NO) produzido pelo endotélio vascular. Esse processo resulta em um aumento
significativo do fluxo sanguineo para a area afetada (BOGLIOLO & BRASILEIRO,
2011).

Por outro lado, o aumento na permeabilidade vascular € consequéncia da
formacdo de poros nas células endoteliais, que ocorre devido a contracdo do
citoesqueleto dessas células sob a agédo da histamina, substancia P, prostaglandinas
e leucotrienos (ROBBINS et al., 2005). Essa maior permeabilidade permite a
passagem de proteinas plasmaticas e células sanguineas para o local da inflamacéo,

contribuindo para a resposta inflamataria.

lil. Fendmenos exsudativos

Os fendbmenos exudativos sédo caracterizados pela exsudagao plasmatica e
celular do leito vascular para o intersticio, sendo essenciais na resposta inflamatoria.
A saida de proteinas do plasma para o intersticio aumenta a pressédo oncotica, o que
favorece a retencédo de agua local, resultando na formagao do edema inflamatério,
que é um dos sinais cardinais da inflamacao conhecido como TUMOR (LIBBY, 2007).

A exsudacao plasmatica possui caracteristicas especificas que incluem a saida
de anticorpos e proteinas do complemento, que desempenham funcdes liticas e
opsonizadoras contra os microrganismos. Além disso, o fibrinogénio exsudado
polimeriza-se e forma a fibrina, que serve como substrato para o transporte de
leucécitos. Também permite a saida de proteinas com acéao inibidora sobre proteases
e com propriedades antioxidantes, reduzindo o potencial lesivo da inflamacao
(BOGLIOLO & BRASILEIRO, 2011).

A exsudacéo celular compreende varias etapas: a) Saida de leucdcitos dos
vasos sanguineos para o sitio inflamatério; b) Sintese de moléculas de adesao, como

as selectinas e a Molécula de Aderéncia Intracelular (ICAM-1), sob a influéncia de
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citocinas como o TNF-a e a IL-1; c) Interagcdo das moléculas de adesao presentes no
endotélio vascular com as integrinas presentes na superficie dos leucdcitos,
resultando na marginagao dessas células para a periferia dos vasos (HALL, 2011).
Esse processo € crucial para a migracado eficaz dos leucécitos para o local da
inflamacao e seu papel na resposta inflamatdria.

Aposs a marginacao dos leucdcitos na parede dos vasos sanguineos, ocorrem
varias etapas importantes no processo de migragao dessas células para o local da
inflamagdo. Essas etapas incluem o rolamento, a ativacdo, a ligacdo forte, o
espraiamento e a diapedese, e todas elas envolvem a participacdo das moléculas de
adesao (LEY et al. (2007).

A ativagao dos leucécitos representa um aumento na afinidade das integrinas
presentes na superficie dessas células pelos seus ligantes na superficie do endotélio
vascular. Isso é mediado, em parte, pelas quimiocinas liberadas no local da irritagao.
As quimiocinas direcionam a saida dos leucocitos dos vasos e sua migragao pelo
intersticio em direcdo ao local de maior concentracido dessas substancias, em um
fenémeno chamado quimiotaxia (BOGLIOLO & BRASILEIRO, 2011).

Uma vez no local inflamatoério, os leucdcitos podem desempenhar varias
fungcdes importantes, como a fagocitose de patdgenos, a liberagdo de outros
mediadores inflamatdrios, a produgao de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio,
a degranulagao, entre outras. Essas agdes dos leucécitos sdo fundamentais para a
resposta inflamatéria e para a eliminagao de agentes agressores.

IV. Fenémenos alterativos e resolutivos.

As degeneragbes e necroses sao alteracbes que podem ocorrer como
resultado direto ou indireto da agcdo do agente inflamatério e podem surgir tanto no
inicio quanto durante o curso da inflamagdo. Quando a irritagdo cessa, ha uma
reducdo na producdo geral de mediadores pré-inflamatérios, e os mediadores anti-
inflamatoérios podem entdo desempenhar um papel crucial na conducao ao término da
inflamagao, processo conhecido como resolugao (BOGLIOLO & BRASILEIRO, 2011).

A resolucao da inflamagao é um aspecto importante da resposta inflamataria,
uma vez que ajuda a restaurar a homeostase e a normalidade dos tecidos afetados
apos a resposta inflamatéria ter cumprido sua fungao de combater agentes agressores

e promover a reparagao dos danos teciduais.
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3.6.4 Mediadores quimicos da inflamagao

Os mediadores quimicos da inflamagao sado gerados por meio de duas vias
distintas. Na primeira via, esses mediadores sdo pré-formados e armazenados em
granulos dentro das células, sendo posteriormente sintetizados no local da inflamagéao
guando ocorre um estimulo. Diversas células tém a capacidade de produzir e liberar
uma variedade de mediadores quimicos no local da inflamagéo, incluindo macréfagos
teciduais, mastdcitos, células endoteliais e leucocitos que migram da corrente
sanguinea para o sitio inflamado. Por exemplo, os macrofagos liberam citocinas,
enquanto os mastdcitos liberam histamina e serotonina (ROBBINS et al., 2005; KAIN
et al., 2014). Na segunda via, os mediadores quimicos da inflamagao sao originados
a partir de precursores proteicos que sao sintetizados no figado e circulam no plasma
sanguineo. Isso inclui componentes dos sistemas do Complemento, das Cininas e da
Coagulacgéao/Fibrindlise.

Os mediadores quimicos da inflamagdo compreendem uma variedade de
substancias, incluindo espécies reativas de oxigénio (ERO), oxido nitrico (NO),
enzimas lisossdmicas encontradas nos leucécitos, neuropeptideos como a substancia
P, citocinas como o fator de necrose tumoral, interleucina-1 e quimiocinas, aminas
vasoativas como histamina e serotonina, além dos metabdlitos do acido araquiddnico,
tais como prostaglandinas, leucotrienos e lipoxinas (KAIN et al., 2014).

E crucial ressaltar que a inflamagdo é desencadeada por mediadores pro-
inflamatorios, e o processo de resolugcédo da inflamagéo, que ocorre apés a fase de
irritacao inicial, também é controlado por mediadores anti-inflamatdrios. Além disso, a
inflamacgao esta intrinsecamente ligada a outros fendmenos vasculares, exsudativos,
resolutivos e reparativos no organismo (BOGLIOLO; BRASILEITO FILHO, 2011).

Conforme Robbins et al. (2005), os mediadores pro-inflamatérios mais
significativos s&o o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a interleucina-1 (IL-1), que
sao produzidos dentro dos macréfagos, entre outras células. A nivel sistémico, esses
dois mediadores desempenham um papel fundamental nas reagdes da fase aguda,
manifestando-se através de sintomas como sonoléncia, diminuicdo do apetite, febre e

aumento da sintese de proteinas da fase aguda pelo figado, entre outros.
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3.6.4.1 Citocinas

As citocinas sdo proteinas liberadas por varias células, incluindo mondcitos,
macrofagos, linfécitos T, linfocitos B, mastocitos, células endoteliais, fibroblastos e
adipocitos. Elas desempenham papéis importantes na regulacdo da resposta
inflamatéria e podem ser divididas em citocinas proé-inflamatérias (Th1), que
promovem a eliminacdo de lesdes, e citocinas anti-inflamatorias (Th2), que inibem o
agravamento do processo inflamatério (CALDER, 2015).

O Fator de Necrose Tumoral (TNF) € uma citocina pré-inflamatéria fundamental
e faz parte da familia das citocinas. Ele desempenha um papel essencial na
progressdo de processos inflamatorios cronicos e na regulagdo da resposta do
hospedeiro a desafios microbianos durante infecgdes. Além disso, o TNF favorece a
regulacdo positiva das moléculas do complexo principal de histocompatibilidade
(MHC), a producao de interferon y (IFN-y) e a expressao de receptores de interleucina-
2 (IL.-2R) (HOP, 2017).

A Interleucina-1 (IL-1) é produzida por diversas células, como macrofagos,
monacitos, fibroblastos, células dendriticas, linfocitos B, células NK e células epiteliais.
Ela desempenha um papel crucial na indugéo da resposta inflamatdria, especialmente
em relagéo a infecgdo aguda (CONTASSOT, 2012). Existem trés tipos principais de
ligantes IL-1: IL-1a, IL-1B (ambos com efeitos pro-inflamatorios similares) e o
antagonista do receptor IL-1 (IL-1RA), que atua como um inibidor competitivo do
receptor, impedindo as agdes pro-inflamatorias.

A familia IL-1 possui dois tipos de receptores, o tipo 1 e o tipo 2. O receptor de
IL-1 do tipo 1 € responsavel pela transdugao de sinais intracelulares apés a ligagao
com a IL-1, enquanto o receptor de IL-1 do tipo 2 liga-se a IL-1 sem produzir efeitos,
reduzindo a disponibilidade geral para iniciar uma resposta inflamatéria (TOMINAGA,
2004). O equilibrio entre essas moléculas e receptores desempenha um papel
importante na homeostase e pode estar associado a disturbios temporomandibulares
(SORENSON, 2018).

A IL-6 é uma citocina pleiotropica sintetizada por diversas células, incluindo
células sinoviais, mondcitos, macréfagos e fibroblastos (NISHIMOTO, 2000). Ela &
detectada no plasma em resposta a lesdes teciduais, com concentracdes plasmaticas
detectaveis aproximadamente 60 minutos apos a leséo, atingindo o pico entre 4 e 6

horas e persistindo por até 10 dias. A IL-6 desempenha papéis na maturagao e
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ativacao de neutrofilos, maturacdo de macrofagos e na diferenciagdo e manutencéao
de linfocitos T citotdxicos e células matadoras naturais (LIN, 2000). Além disso, a IL-

6 € importante na transi¢ao da inflamagao aguda para crénica (YAMAMOTO, 2000).

3.6.4.2 Quimiocinas

As quimiocinas pertencem a uma familia de citocinas pré-inflamatérias e sédo
classificadas em quatro subfamilias: a (CXC), B (CC), & (CX3C) e y (XC). Essas
citocinas desempenham um papel crucial na sinalizagc&o, orientando a migragao de
células inflamatdrias, como parte da resposta imune (AHMED, 2017).

Além de sua fungao na sinalizagdo, as quimiocinas desempenham um papel
importante na regulagdo da circulagdo homeostatica de leucdcitos nos tecidos. Elas
coordenam a circulagao de linfocitos entre o sangue e os tecidos linfaticos, levando-
os aos linfonodos, onde ocorre a ativagdo das células em resposta a antigenos.
Posteriormente, os linfécitos de memodria migram para os tecidos lesados para
fornecer imunidade. Portanto, as quimiocinas atuam como poderosos quimioatratores
para eosinofilos e como fatores liberadores de histamina, desempenhando um papel

significativo em reagdes inflamatodrias alérgicas (LUSTER, 1998).

3.6.4.3 Acido araquiddnico

O acido linoleico da origem ao acido araquidénico (ARA), que esta presente
nos fosfolipidios da membrana celular. A acdo da enzima fosfolipase A2 leva a
liberacdo do acido araquidonico das membranas celulares. Além disso, o acido
araquidénico também pode ser produzido a partir do diacilglicerol por meio da acao
da enzima diacilglicerol lipase (SIQUEIRA; DANTAS, 2000).

A liberacdo do acido araquidonico da membrana celular ocorre em resposta a
estimulos que requerem a agao dos eicosanoides, derivados da cascata do ARA.
Estes estimulos direcionam o ARA para a produgao de eicosanoides por meio de
processos de sinalizagao intracelular (BRUNTON; LAZO; PARKER, 2007).

A atividade catalitica da fosfolipase A2 é regulada por dois fatores principais: a
fosforilagdo da enzima e os niveis de calcio intracelular. Estimulos externos que
resultam na liberacdo de calcio do reticulo endoplasmatico ou na fosforilagdo da
fosfolipase A2 ativam a cascata do acido araquidénico (BRUNTON; LAZO; PARKER,
2007).
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A cascata do acido araquidénico € uma via metabdlica que utiliza o acido
araquiddnico para a sintese de eicosanoides, como as prostaglandinas, leucotrienos
e tromboxanos. Esta cascata se inicia com a agao da fosfolipase A2 nos fosfolipidios
para liberar o acido araquidénico. O acido araquidénico é entdo metabolizado por duas
vias principais, a ciclooxigenase (COX) e a lipooxigenase (LOX).

Na resposta inflamatéria, o ARA é convertido em prostaglandinas pela COX-2
(induzida), que é sintetizada por células especializadas. A COX-1 (constitutiva)
também €& produzida e desempenha um papel regulatério importante em varias
fungdes fisiolégicas do corpo (BRUNTON; LAZO; PARKER, 2007).

As prostaglandinas desempenham um papel essencial na geragao da resposta
inflamatoria e tém diversas agdes fisioldgicas e patoldgicas. Elas estdo envolvidas na
regulacdo da vasodilatagdo ou vasoconstricdo, contragao ou relaxamento brénquico
ou uterino, ovulagédo, metabolismo ésseo, aumento do fluxo sanguineo renal, inibigdo
da secrecdo gastrica, resposta imunoldgica, hiperalgesia, regulacdo da atividade
quimiotatica celular, resposta endécrina e angiogénese (COUTINHO, 2009).

Entre os leucotrienos, o LTB4 é o mais estudado como alvo terapéutico na
inflamagédo. Ele desempenha um papel fundamental na patogénese de diversas
doencas inflamatorias, especialmente nas doengas alérgicas. O LTB4 é produzido por
leucdcitos e promove a adesao e ativacao de outros leucdcitos no endotélio, facilitando

sua passagem para os tecidos (Moreira, 2002).

3.6.4.4 Oxido nitrico

O 6xido nitrico (NO) é uma das menores e mais simples moléculas
biossintetizadas, sendo caracterizado como um radical livre gasoso, inorganico e
incolor, composto por sete elétrons de nitrogénio e oito de oxigénio, com um elétron
desemparelhado. Sua sintese ocorre pela oxidagcdo de um dos dois nitrogénios
guanidinos da L-arginina, convertendo-a em L-citrulina, uma reagao catalisada pela
enzima NO-sintase (NOS) (MARLETTA, 1993; MONCADA, 1991).

O NO possui duas isoformas principais: a NOS constitutiva (c-NOS), que
depende de ions calcio e da calmodulina e desempenha um papel na sinalizagdo
celular, e a NOS endotelial (e-NOS ou tipo lll), que esta presente nas células
endoteliais dos vasos sanguineos e nas plaquetas (Moncada, 1991). Quando os

receptores na membrana das células endoteliais s&o ativados por estimulos soluveis
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ou pelo aumento do atrito causado pelas células circulantes (shear-stress), isso leva
ao relaxamento muscular, ativando a e-NOS presente nessas células e resultando na
producédo de NO (BUSCONI, 1993).

Por outro lado, o NO produzido pela ativagao da i-NOS (NOS induzida) possui
atividade citotdxica e citostatica, o que leva a destruicdo de microrganismos, parasitas
e células tumorais. O NO, devido a sua citotoxicidade, age diretamente ou reage com
outros compostos liberados durante processos inflamatérios (Nava, 1995). Em
processos infecciosos, células ativadas como macrofagos, neutrofilos e células
endoteliais secretam NO e intermediarios reativos do oxigénio simultaneamente
(Beckman, 1996). O NO desempenha um papel importante no combate a varias
doengas, incluindo asma, artrite reumatoide, lesdes aterosclerdticas e gastrite
induzida por Helicobacter pylori (HAMID, 1993; MANNICK, 1996).

3.6.4.5 Enzimas na sintese de mediadores — PLA2, COX E LOX

As enzimas envolvidas na sintese de mediadores incluem a fosfolipase A2
(PLA2), a ciclooxigenase (COX) e a lipoxigenase (LOX). A fosfolipase A2 (PLA2)
desempenha um papel fundamental na clivagem do acido araquiddnico a partir dos
fosfolipidios da membrana celular. Em seguida, as enzimas ciclooxigenase (COX) e
lipoxigenase (LOX) utilizam o acido araquidénico como substrato para produzir
eicosanoides, que incluem prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos. Esses
eicosanoides sao mediadores importantes da inflamacgéo. (BEGUM et al., 2013).

A ciclooxigenase (COX) possui duas principais isoenzimas, COX-1 e COX-2,
que desempenham um papel crucial na conversao do acido araquidénico em
Prostaglandina G2 (PGG2) e, subsequentemente, em Prostaglandina H2 (PGH2).
Essas etapas s&o cruciais para a sintese das prostaglandinas e tromboxanos, que
possuem atividade biolégica e contribuem significativamente para a resposta
inflamatoria, como exemplificado por Wang e Dubois (2010). Além disso, as
prostaglandinas, como PGI2, PGE2, PGD2, tém a capacidade de promover a
vasodilatagdo, enquanto os tromboxanos, como o tromboxano A2, causam
vasoconstricdo. A nivel sistémico, as prostaglandinas também estdo envolvidas na
sensagao de dor e na inducéo da febre (ROBBINS et al., 2005).

A COX-1 é considerada uma enzima de atividade constitutiva, o que significa

que ela esta ativa no organismo mesmo na auséncia de estimulos inflamatérios. Ela
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desempenha um papel importante na manutengdo da homeostase do organismo,
regulando processos como a protegcdo da mucosa gastrica e a regulagado do fluxo
sanguineo renal (WANG; DUBOIS, 2010).

Por outro lado, a COX-2 € uma enzima de atividade induzida por estimulos
associados a inflamacado. Sua producdo € aumentada em resposta a estimulos
inflamatorios, como lipopolissacarideos (LPS) bacterianos e citocinas pré-
inflamatérias, como a interleucina-1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a).
A COX-2 esta envolvida na sintese de prostaglandinas que contribuem para a
resposta inflamatéria, incluindo a dor e o inchago (WANG; DUBOIS, 2010).

A COX-1 desempenha papéis fisioldgicos importantes e bem estabelecidos no
organismo. Ela esta envolvida na produgao de prostaciclinas, que tém propriedades
antitrombogénicas quando liberadas pelo endotélio vascular, ajudando a prevenir a
formacgao de coagulos sanguineos indesejados. Além disso, quando as prostaciclinas
sdo liberadas na mucosa gastrica, elas desempenham um papel citoprotetor,
ajudando a proteger o estdmago contra danos causados por acido gastrico e outras
substancias irritantes (SINZINGER et al., 1997).

Também é importante mencionar que a COX-1 presente nas plaquetas é
responsavel pela sintese do tromboxano A2, que desempenha um papel essencial na
prevengao de hemorragias espontaneas, uma vez que o tromboxano A2 promove a
agregacao plaquetaria e a vasoconstricdo, contribuindo assim para a formagao de
coagulos sanguineos em resposta a lesdes vasculares. Essas fun¢des da COX-1 sao
essenciais para a manutencdo da homeostase e da integridade do organismo
(SINZINGER et al., 1997).

De acordo com Poeckel et al. (2008), a 5-Lipoxigenase (5-LOX) tem a
capacidade de converter o acido araquiddénico em leucotrienos. Entre esses
leucotrienos, o C4, o D4 e o E4 sao responsaveis pelo aumento da permeabilidade
vascular, enquanto o leucotrieno B4 desempenha um papel importante na quimiotaxia
e na adeséo dos leucdcitos (ROBBINS et al., 2005).

3.6.4.6 O fator de transcricao NF- kB
A transcricdo de genes relacionados a inflamagao é regulada pelo fator de
transcrigdo NF-kB (fator nuclear kappa B), cuja ativagao em macrofagos desencadeia

uma série de eventos inflamatorios, como destacado por Baker, Hayden e Ghosh

36



(2011). Alguns dos produtos dos genes ativados por NF-kB incluem: Proteinas de
adesao celular, que atuam na transmigragdo de leucdcitos através do endotélio;
Proteinas de adesao celular, que atuam na transmigracao de leucécitos através do
endotélio; Mediadores do sistema imunoldgico e das vias metabdlicas da inflamagéo,
como citocinas e quimiocinas; Proteinas de resposta ao estresse.

O NF-kB também influencia genes relacionados a apoptose (morte celular
programada) e a proliferagao celular, como mencionado por Heras et al. (2009). O NF-
kB € composto por duas subunidades, ambas contendo o dominio homdélogo REL, que
€ responsavel por sua ligacdo ao DNA e pela transcricdo de seus produtos. No
entanto, normalmente, uma molécula inibidora chamada |kB (Inibidor de kB) se
associa ao dimero do NF-kB, impedindo sua ligacdo ao DNA e, assim, reprimindo sua
atividade de transcricdo. Além disso, o IkB também retém o NF-kB no citoplasma,
mantendo-o inativo (HOESEL & SCHMID, 2013).

De acordo com Baker, Hayden e Ghosh (2011), a ativagdo do NF-kB é
desencadeada por moléculas como produtos microbianos (PAMPs), DAMPs ou
citocinas pro-inflamatoérias como TNF-a e IL-1. Apds o reconhecimento do ligante pelo
receptor, ocorre uma transdugao de sinal que resulta na fosforilagdo da enzima IKK.
A enzima IKK, por sua vez, fosforila a proteina kB (IkB), que esta inibindo o NF-kB.
Essa fosforilagéo leva a poliubiquitinagéo do kB e a sua subsequente degradagao no
proteassoma. Sem o inibidor kB, o NF-kB transloca-se para o nucleo, onde pode
ativar a transcrigdo de genes relacionados a inflamagao.

E crucial destacar que, entre outros produtos, o NF-kB também desempenha
um papel na regulacao da propria COX-2, discutida anteriormente. Portanto, a inibigao
do NF-kB pode também resultar na inibicdo da COX-2, tornando-se um alvo

importante para o controle da inflamacao.

3.6.4.7 O fator de transcrigdao AP-1
Conforme Rhen e Cidlowski (2005), a transcrigao de citocinas, receptores de
citocinas, proteinas quimiotacticas, moléculas de adesdo, colagenases e
metaloproteinases é regulada pelo fator de transcrigdo AP-1. Assim como o NF-kB, o
AP-1 desempenha um papel importante na sintese da COX-2, (SUBBARAMAIAH et
al., 2002). Além de seu papel na regulagéo da resposta inflamatéria, o AP-1 também

esta envolvido na transformagao celular, na proliferacdo e na apoptose (SHAULIAN &
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KARIN, 2002). Portanto, o AP-1 desempenha uma fun¢gao multifacetada em processos

celulares e patologicos.

3.6.4.8 Espécies reativas e estresse oxidativo na inflamagao

As Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) sdo produtos do metabolismo celular
(POLLITT et al., 1978). Elas sao sintetizadas principalmente através da via da
NADPH-oxidase e também sao geradas durante a cadeia respiratoria mitocondrial
durante o metabolismo das células aerébicas. Essas substancias, incluindo o anion
superoxido (0O2-), o peroxido de hidrogénio (H202), o radical hidroxila (OH.) e
peroxidos organicos, sao produzidas como resultado da redugéao biolégica do oxigénio
molecular.

E importante destacar que as ROS desempenham um papel fisioldgico
significativo na ativagédo de vias metabdlicas em resposta a mudangas nas condi¢oes
intra e extracelulares (JABS, 1999). Além disso, essas substancias podem ser
liberadas por macréfagos ativados e neutréfilos em resposta a estimulos como
bactérias, imunocomplexos, citocinas e outros estimulos inflamatérios, contribuindo
assim para a resposta do sistema imunolégico a ameacgas potenciais.

Conforme Poyton, Ball e Castello (2009), em condi¢gdes de hipdxia, a cadeia
respiratéria mitocondrial pode gerar 6xido nitrico (NO), que por sua vez pode resultar
na formagdo de Espécies Reativas de Nitrogénio (RNS), em adigdo as Espécies
Reativas de Oxigénio (ROS). Ambas as ROS e RNS sao radicais livres, moléculas
que possuem elétrons desemparelhados e, portanto, sdo altamente reativas.

Em circunstancias normais de saude, existe um equilibrio entre a producao e a
eliminacgao de radicais livres, conhecidos como oxidantes, no organismo. No entanto,
quando esse equilibrio é perturbado, esses radicais livres podem causar danos a
biomoléculas e células. Para mitigar o potencial dano, o corpo possui um complexo
sistema antioxidante, que inclui enzimas como a Superéxido Dismutase, Glutationa
Peroxidase, Glutationa Redutase e Catalase, bem como moléculas ndo enzimaticas
como a Glutationa e as vitaminas C e D, que ajudam a neutralizar os efeitos
prejudiciais dos radicais livres (REUTEr et al., 2010).

O estresse oxidativo pode ser caracterizado como um desequilibrio entre a
producao de radicais livres e a capacidade dos mecanismos antioxidantes para

neutraliza-los, resultando em um excesso de oxidantes em relagéo aos antioxidantes.
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Esse desequilibrio pode causar danos as células e, potencialmente, afetar todo o
organismo (DURACKOVA & KOVA, 2010).

Durante o processo inflamatoério, mastécitos e leucdcitos sdo recrutados para o
local da inflamacdo, resultando em um fendémeno conhecido como "Exploséo
Respiratoria" (respiratory burst). Isso ocorre devido a maior demanda por oxigénio no
local inflamado, o que leva a uma maior liberagado e acumulo de Espécies Reativas de
Oxigénio (ROS) e Espécies Reativas de Nitrogénio (RNS) (REUTER et al. (2010).
Embora essas espécies reativas desempenhem um papel importante na defesa contra
patdgenos, € importante notar que sua agdo nao é especifica e pode causar danos
aos tecidos do hospedeiro (GERONIKAKI & GAVALAS, 2006).

3.7 Modelo experimental zebrafish (Danio rerio)

O Danio rerio (Figura 5), também conhecido como peixe-zebra, &€ uma espécie
de peixe originaria do subcontinente asiatico, em paises como india, Bangladesh e
Nepal. Sua classificagdo cientifica é a seguinte: Reino: Animalia; Filo: Chordata;
Classe: Actinopterygii; Ordem: Cypriniformes; Familia: Cyprinidae; Género: Danio;
Espécie: D. rerio. Essa classificagao taxondmica € comumente utilizada na literatura
cientifica para identificar e descrever essa espécie de peixe (SEGNER; 2009;
DAMMSKI et al. 2011; SOUZA et al. 2016). Na fase adulta, o zebrafish pode variar de
4 a 5 centimetros de comprimento. Uma caracteristica notavel € a sua rapida
maturidade sexual, que ocorre em cerca de quatro a cinco meses de vida, tornando-o
uma escolha vantajosa para estudos de toxicidade aguda e reprodutiva (SEGNER;
2009; DAMMSKI et al. 2011; SOUZA et al. 2016). Para reproduzir com sucesso o
Danio rerio em laboratério, € comum utilizar uma fémea em contato com dois machos,
mantidos separadamente em aquarios para fins de reproducéo. A fémea pode desovar
a cada 2-3 dias, e cada ninhada pode conter centenas de ovos. Semelhante a outros
vertebrados, o processo de reproducdo do Danio rerio € sexual, com fertilizacao
externa ocorrendo em meio aquatico (SPENCE et al., 2008).

Figura 5 - Exemplares de Zebrafish fémea e macho, respectivamente.

Fonte: Autor, 2024.

39



Os ovos do Danio rerio, ap6s a fertilizagao, tém um tamanho de cerca de 0,7
mm. Eles s&o transparentes e apresentam o vitelo separado em células distintas. Essa
caracteristica torna os embrides acessiveis para manipulagédo e monitoramento ao

longo do processo de desenvolvimento (SPENCE et al., 2008).

3.7.1 O zebrafish como modelo animal para pesquisas

Nos ultimos anos, o zebrafish emergiu como o animal mais amplamente
utilizado em laboratérios, ganhando destaque em experimentos e pesquisas
cientificas. Muitos dos resultados dessas pesquisas sao compartiihados na
comunidade ZFIN, que significa Zebrafish Information Network (SPENCE et al., 2008).

O Zebrafish esta se tornando uma alternativa ao uso de roedores devido a
varias caracteristicas vantajosas. Uma delas € o seu tamanho diminuto, o que reduz
a quantidade de amostras necessarias para os testes. Além disso, a fertilizagao é
externa, e a fase embrionaria € transparente, o que permite a realizacado de testes de
toxicidade de compostos ao longo de todo o periodo de desenvolvimento dos érgaos.
As fémeas do Zebrafish sdo capazes de produzir cerca de 100 ovos por dia. Seu ciclo
de vida é relativamente curto, variando de 60 a 90 dias até atingirem a idade adulta.
(DOOLEY et al., 2000; SCHMIDt et al., 2013).

O zebrafish € um modelo animal amplamente utilizado em pesquisas que
abrangem diversas areas, com foco especial em estudos genéticos e investigagdes
relacionadas a biologia do desenvolvimento. Esse peixe tem se destacado como uma
ferramenta valiosa para entender uma variedade de doencas e processos bioldgicos.
Referéncias como Wésterfield et al. (1998) e Howe et al. (2013) atestam a relevancia
e 0 uso desse modelo em pesquisas cientificas.

O Zebrafish apresenta uma impressionante semelhanga genética com os
humanos, com cerca de 70% de seus genes sendo ortdlogos aos do Homo sapiens.
Além disso, seu funcionamento em relagdo aos principais processos fisioldgicos é
altamente semelhante ao dos humanos, incluindo sistemas de 6rgéos-
chave, como o sistema digestivo, nervoso e cardiovascular (HSU et al., 2007). Essa
semelhanga substancial torna o zebrafish uma escolha valiosa para estudos
farmacoldgicos, uma vez que suas respostas a agentes farmacoldgicos tendem a ser
equivalentes as dos humanos (PETERSON et al., 2015).
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3.7.2 Estudos de toxicidade aguda em zebrafish

Os primeiros estudos realizados com o zebrafish concentraram-se em areas
especificas, incluindo a absorg¢ao, distribuicdo, metabolismo e excre¢do de diversas
substancias, sejam elas de origem natural ou sintética. Essas pesquisas, foram
essenciais para esclarecer as diferencas nesses parametros quando comparadas aos
mamiferos. O zebrafish provou ser um modelo valioso para investigar o
comportamento dessas substancias no organismo e entender suas implicagdes,
fornecendo informagdes cruciais para a pesquisa biomédica (BARROS et al., 2008;
SCHOLZ et al., 2008),

Conforme mencionado por Souza et al. (2016), a avaliacdo da toxicidade de
novos farmacos desempenha um papel crucial no desenvolvimento de tratamentos
médicos. O Danio rerio, em suas varias fases de desenvolvimento, tem sido
amplamente utilizado para determinar a toxicidade média letal de substancias, bem
como para avaliar a toxicidade em 6rgaos especificos. Isso destaca a versatilidade
desse modelo animal na realizagao de estudos de toxicidade, fornecendo informacdes
valiosas para a avaliagao da seguranca de medicamentos e compostos quimicos.

A avaliagdo da toxicidade de substancias, sejam elas de origem sintética ou
natural, pode ser facilmente realizada em Danio rerio por meio da observagao da
atividade locomotora (SOUZA et al.,, 2016). Essa aplicabilidade ja havia sido
mencionada em uma revisao anterior de Barros et al. (2008), e desde entao, varias
substancias foram testadas para esse propédsito. Essa abordagem fornece uma
maneira eficaz de avaliar o impacto das substancias testadas no comportamento do
peixe-zebra, oferecendo informagdes importantes sobre sua toxicidade (RIBEIRO,
2013; SANTOS et al., 2016; BORGES et al., 2018).

A avaliagdo da toxicidade de 6rgaos especificos, seja por diferentes vias de
administragcdo, como a via oral ou por imersao, € um passo fundamental na pesquisa
toxicologica. Por meio de analises histoldgicas, é possivel determinar se houve ou n&o
danos aos 6rgaos. Essas analises histologicas proporcionam informagdes cruciais
sobre o impacto das substéncias testadas em érgéos especificos do Danio rerio,
ajudando a compreender melhor os efeitos toxicos e os mecanismos subjacentes
(SOUZA et al., 2016; CARVALHO et al., 2017; SANTOS et al., 2018; BORGES et al.,
2018).

Em um estudo realizado por Souza et al. (2016), que avaliou a toxicidade aguda

41



da nanoemulsdao de alcool perilico (NPOH) em zebrafish, foi observado que as
concentragdes testadas (25, 35, 50 e 125 ug/l) administradas por via oral causaram
toxicidade. Isso se manifestou através de alteragcbes comportamentais, morte e
significativas alteragdes histolégicas nos tecidos das branquias, figado e rins dos
peixes.

Os resultados desse estudo demonstram que a toxicidade da NPOH esta em
conformidade com os padrdes de toxicidade observados para nanoformulacdes de
farmacos e xenobidticos, como mencionado em estudos anteriores por Ispas et al.
(2009), Fent et al. (2010), Griffitt et al. (2010), Bilberg et al. (2012) e Clemente et al.
(2013). Essa pesquisa ressalta a importdncia de avaliar os efeitos téxicos de
nanoformulagées em organismos modelo, como o zebrafish, para compreender
melhor seus impactos na saude e no meio ambiente. (ISPAS et al., 2009; FENT et al.,
2010; GRIFFITT et al., 2010; BILBERG et al., 2012)

De acordo com Souza et al. (2016), apesar de o Danio rerio ser um excelente
modelo para avaliagao toxicoldgica, a sua utilizagdo em testes desse tipo ainda tem
sido relativamente escassa. Alguns estudos anteriores, como os de Zhang et al.
(2003), McGrath (2008) e Chen et al. (2011), avaliaram os efeitos das nanoparticulas
de dioxido de titdnio (NPTiO2) sobre o crescimento e alguns parametros histologicos
desse peixe. Além disso, Giriffitt et al. (2010) investigaram a toxicidade das
nanoparticulas de aluminio em zebrafish. Esses estudos contribuiram para expandir
o conhecimento sobre os efeitos de nanoparticulas e outros xenobibticos em peixes,
destacando a utilidade desse modelo em pesquisas toxicoldgicas.

A exposicao do zebrafish a nanoparticulas de prata e cobre tem demonstrado
toxicidade, inducdo do estresse oxidativo, apoptose e alteragdes histolégicas nas
branquias. Essas alteragdes histopatoldgicas nas branquias sdo consideradas como
um indicativo de toxicidade respiratoria. Esses estudos ressaltam os efeitos negativos
das nanoparticulas de prata e cobre sobre o zebrafish e a importancia de investigar
0s potenciais riscos associados a exposi¢cao a esses materiais (GRIFFITT et al., 2007;
GRIFFITT et al., 2008; CHOI et al., 2010; BILBERG et al., 2012).

Estudos inovadores tém introduzido uma nova via de administragao para avaliar
a toxicidade de possiveis farmacos: o tratamento por via oral (gavagem). Essa
abordagem tem se mostrado eficiente na avaliagao do potencial téxico de substancias

naturais ou quimicas. Além disso, esses estudos também tém incluido a avaliagao da
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histopatologia dos tecidos hepatico, renal e intestinal como parte das andlises. Essa
abordagem proporciona uma compreensao mais abrangente dos efeitos toxicos das
substancias testadas no Danio rerio (COLLIMORE et al., 2013; SAMPAIO et al., 2018;
BORGES et al., 2018).

3.7.3 Zebrafish como modelo de estudo da inflamacao e teste de substancias
anti-inflamatérias

Na literatura, varios estudos relatam o uso do zebrafish como modelo animal
experimental para avaliar a atividade anti-inflamatoéria de diferentes compostos, um
estudo envolvendo embrides de zebrafish com a nadadeira caudal seccionada e
incubados em LPS examinou o efeito anti-inflamatoério de diversos compostos por
meio da reduc¢ao da migracao de leucécitos (CORDERO-MALDONADO et al., 2013)

Esses compostos incluiam farmacos com atividade anti-inflamatéria conhecida,
como os ésteroides (dexametasona, prednisolona), bem como substancias naturais
com atividade anti-inflamatéria conhecida, como o acido cafeico e a luteolina. No
modelo utilizado, todos os compostos reduziram significativamente a migracao de
leucocitos de maneira proporcional a dose administrada. Esse tipo de pesquisa
contribui para a identificacdo de novos compostos com potencial anti-inflamatério e
para a compreensao dos mecanismos subjacentes a inflamacgéao.

Lee et al. (2013) conduziu um estudo utilizando embrides de zebrafish com a
nadadeira caudal seccionada e embrides estimulados com LPS para investigar a
atividade anti-inflamatéria do Fucoidano. O estudo relatou uma significativa diminuigao
na formagdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) e Oxido Nitrico (NO) em
resposta ao tratamento com Fucoidano. Esses resultados sugerem que o Fucoidano
possui propriedades anti-inflamatdrias, pois reduziu a produgdo desses mediadores
inflamatorios. Esse tipo de pesquisa é valioso para a identificacdo de compostos
naturais com potencial terapéutico no tratamento de condi¢des inflamatérias.

Os estudos mencionados sao relevantes para a compreensao da atividade anti-
inflamatoria em Zebrafish e suas implicagbes na regeneragdo e tratamento de
inflamagdes. Borges et al. (2018) explorou o potencial anti-inflamatério de
nanoemulsdes derivadas do oleo essencial de Rosmarinus officinalis em zebrafish,
usando o edema abdominal e alterag¢des teciduais como indicadores. Isso sugere que

essas hanoemulsdes podem ter um efeito positivo na redugéo da inflamacgéao.
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Por outro lado, Xu et al. (2019) investigaram o papel da inflamagado na
regeneragao cardiaca em zebrafish. Eles induziram inflamagéo severa no ventriculo e
administraram pequenas doses de farmacos anti-inflamatdrios, como a dexametasona
e inibidores de MMP9/MMP13. Esses tratamentos promoveram a regeneragcéo do
coragdo e atenuaram a reacdo inflamatéria. Isso destaca a importancia de
compreender como a inflamacgao pode afetar processos de regeneragdo em modelos
animais como Zebrafish e como intervengdes anti-inflamatérias podem ser benéficas
nesse contexto.

O estudo de Zhang et al. (2019), que avaliou o efeito anti-inflamatério da
Polifilina VIl 8PP7 em Zebrafish, € mais um exemplo do uso desse modelo animal para
investigar intervengdes anti-inflamatérias. Nesse estudo, eles induziram a inflamagéao
usando lipopolissacarideo (LPS) e sulfato de cobre (CuSO4) e avaliaram os efeitos
observando o edema e o inchago em diferentes partes dos embrides e em Zebrafish
adultos.

A utilizagdo do Zebrafish em estudos como esse permite uma abordagem mais
completa na avaliacdo de compostos anti-inflamatérios e fornece informagdes valiosas
sobre os efeitos desses compostos em diferentes estagios de desenvolvimento, desde
embrides até adultos. Isso pode ser util para identificar candidatos a medicamentos
anti-inflamatérios ou compreender melhor os mecanismos envolvidos na resposta
inflamataria.

O estudo de Kao et al. (2010) € mais um exemplo do uso do modelo animal
Zebrafish para avaliar o efeito anti-inflamatério de um composto, neste caso, o extrato
de semente de uva previamente infectado com S. aureus. A administracdo
intramuscular desse extrato foi realizada na posi¢cao da segunda linha lateral, logo
abaixo da barbatana dorsal.

Esse tipo de abordagem permite investigar como os compostos afetam a
resposta inflamatéria em um sistema vivo, fornecendo informagdes valiosas sobre sua
eficacia potencial como agentes anti-inflamatérios. O zebrafish, devido as suas
caracteristicas unicas e facilidade de manipulacdo, tem se tornado uma escolha
popular em pesquisas relacionadas a inflamagao e a busca por novos compostos
terapéuticos.

O estudo de Burgan et al. (2016) utilizou o zebrafish como modelo animal para

avaliar a capacidade anti-inflamatéria da prednisolona e do Acido 5-amino salicilico
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(5-ASA) em um contexto de inflamagdo intestinal induzida por acido
trinitrobenzenossulfénico (TNBS). Isso demonstra a versatilidade desse modelo
animal em investigar diferentes aspectos da inflamacéo e avaliar a eficacia de agentes
anti-inflamatdérios potenciais.

A capacidade de reproduzir condi¢cdes inflamatdrias especificas em um sistema
vivo como o Zebrafish oferece uma oportunidade valiosa para estudar os mecanismos
da inflamagdo e testar possiveis terapias. Além disso, como mencionado
anteriormente, o Zebrafish compartilha semelhangcas com os sistemas biolégicos de
mamiferos, o que o torna um modelo relevante para essas investigagoes.

O modelo de inflamacao proposto por Huang et al. (2014) e posteriormente
adaptado por Carvalho et al. (2017) e aplicado por Borges et al. (2018) aponta uma
abordagem valiosa para avaliar a formacao de edema inflamatdério intraperitoneal em
Zebrafish adultos. Esse modelo oferece uma oportunidade de estudar a inflamacgéao
em um contexto mais relevante para adultos, o que pode ser util em estudos de
inflamagao cronica ou de longo prazo.

A indugédo do edema abdominal inflamatério por carragenina, com a avaliagao
de parametros como niveis de proteinas pro-inflamatérias, infiltracio de leucécitos e
efeitos de agentes anti-inflamatorios, permite a investigagdo de possiveis terapias ou
substancias com potencial anti-inflamatério. Essa abordagem demonstra a
versatilidade do Zebrafish como um modelo animal para estudar uma variedade de

condi¢cdes de inflamacao e avaliar a eficacia de compostos anti-inflamatérios.

3.7.4 Carragenina como agente indutor da inflamacgao

Conhecida majoritariamente em trés tipos, sendo estes kappa, iota e lambda, a
carragenina é um polissacarideo extraido de algas vermelhas cuja aplicagdo vem sido
feita em industrias alimenticias, de cosméticos e no ramo farmacéutico. Dentro da
industria alimenticia destaca-se a carragenina iota, cujo principal uso é como
expessante e estabilizante de alimentos, devido seu potencial gelificante
(TOBACMAN, 2001). Ja na industria farmacéutica destaca-se a carragenina kappa,
que comparada com a carragenina iota possui uma atividade inflamatéria maior.
Dentro da pesquisa por novos farmacos a carragenina kappa se destaca como um
potente indutor de inflamagao aguda, sendo aplicado com sucesso em metodologias
realizadas por BORGES et al. (2018) e Carvalho et al. (2017). O seu amplo uso se
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deve a sua capacidade em induzir respostas inflamatérias em locais localizados,
mediante a liberacdo de mediadores pro-inflamatérios, como as interleucinas e
prostaglandinas (WEINER, 1991).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local de desenvolvimento e realizagdo dos experimentos

Este estudo foi desenvolvido nas dependéncias do Laboratério de Pesquisa
em Farmacos, no Laboratorio de Histologia e Biologia Celular e no Laboratério de
Quimica Farmacéutica e Medicinal (Vinculados ao departamento de ciéncias
biolégicas e da saude) e no Laboratério de Biocatalise e Sintese Organica Aplicada
(Vinculado ao departamento de ciéncias exatas e tecnoldgicas), todos vinculados a
Universidade Federal do Amapa e situados na Rodovia Josmar Chaves Pinto, km 2,

Bairro Jardim Marco Zero.

4.2 Nitroestireno
4.2.1. Aquisi¢ao do 1-Nitro-2-feniletileno

O NPe (trans-B-Nitrostireno, Sigma Co., Sdo Paulo, Brasil) foi adiquirido da
empresa Sigma-Aldric / Merck Brasil (Cédigo N26806-5G).

Figura 6 - Apresentacdo comercial do NPe.

Fonte: Autor, 2023.

4.2.2. Obtencao do éster butilico

Para a dissolugao foi utilizado éster butilico como surfactante. A obtencao
ocorreu a partir do oleo da castanha do Brasil (Bertholletia excelsa) conforme
metodologia estabelecido por Marinho et al. (2023).

47



4.2.3 Dissolucao do 1-Nitro-2-feniletileno

O composto € comercializado em forma de cristais sélidos de cor amarelo claro
em temperatura ambiente que, devido sua composi¢gao quimica, € extremamente
apolar e hidrofobico, ndo tolerando qualquer tipo de contato com agua e solugdes
aquosas. Sua solubilizagao so6 € possivel através do uso de dimetilsulféxido (DMSO),
um veiculo aprético, anfipatico e tdxico em concentracbes elevadas. Durante a
realizacdo deste estudo foram testadas diversas formas de aplicar o composto, como
a fabricagdo de uma nanoemulsdo com fibroina da seda seguindo a metodologia de
Marinho et al. (2023), no entanto sem eficacia. Fora testada também a dissolugdo em
Tween 20 e 80, no entanto sem sucesso. Por conta disto, foi necessario realizar um
estudo a parte para desenvolver uma técnica propria.

Devido sua caracteristica apolar e hidrofébica sua dissolugdo ocorreu
primeiramente através de Dimetilsulféxido (DMSO) equivalente a 5% de da solugao
final (SF), em seguida fora adicionado o equivalente a 15% da SF de Ester Butilico
(Ou éster da castanha, como também pode ser conhecido) e por utimo adicionado o
equivalente a 80% da SF de solucao salina. Durante a realizagdo dos experimentos
fora testado outras metodologias de obtengdo do composto, como a de Silva (2016),
no entanto nenhuma metodologia ja publicada foi considerada segura para uso em

zebrafish

4.2.4. Estabilidade da Solugao
A solucédo foi preparada de acordo com a metodologia descrita acima e
armazenada por seis meses em local seco, sem contato direto com a irradiagao solar

ou umidade e se manteve estavel e em padrbes adequados.

4.3 Consideracdes Eticas

Este estudo foi submetido ao comité de ética no uso de animais da
Universidade Federal do Amapa (CEUA/UNIFAP) obtendo certificado de aprovagéao
(Anexo 1) sob o protocolo 005/2021.

Para a realizagdo do estudo foram aplicadas metodologias previamentes

aprovadas pelo CEUA e ja aplicadas em outros estudos.

4.4 Animais experimentais
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Para avaliar a atividade anti-inflamatéria e a toxicidade neste estudo foram
utilizados espécimes de zebrafish (Danio rerio) da linhagem selvagem e adultos
(comprimento padrao de 28,1 £ 0,2 milimetros pesando 0,35 * 0,70 g) adquiridos da
empresa Psicultura Power Fish (Betta Psicultura), localizada em Itaguai-RJ-Brasil.
Apds o recebimento os animais foram mantidos em quarentena por 40 dias na
Plataforma Zebrafish do Laboratorio de Pesquisa em Farmacos do Departamento de
Ciéncias Biologicas e da Saude da Universidade Federal do Amapa. Apds a
quarentena os animais foram mantidos em um sistema unificado de tanques, no qual
as condigbes da agua foram controladas por 2 meses antes dos ensaios, conforme
descrito por Carvalho et al. (2017).

4.4.1 Acondicionamento dos animais

A manutencgao da plataforma na qual os animais foram mantidos foi realizada
diariamente antes e durante a realizacdo dos ensaios in vivo, observando parametros
ambientais como pH e temperatura. Os animais foram mantidos em ciclo claro/escuro
no periodo de 12/12h, pH variando entre 6,8 a 8,5, temperatura entre 16 a 38°C,
sendo alimentados 3x ao dia através de alimentador automatico contendo ragao
comercial para peixes da marca Nutriffakes®, além disso, os parametros
comportamentais dos animais também eram acompanhados diariamente. Os
experimentos foram realizados de acordo com as normas para o cuidado dos animais
estabelecidas pelo CONCEA.

4.4.2 Processo de eutanasia do zebrafish

O processo de eutanasia dos animais experimentais apdés 0s ensaios
decorreu conforme recomendado pelo CONCEA, onde foram aplicadas as técnicas
preconizadas pelo Guia de eutanasia para animais de ensino e pesquisa (2019) da
Universidade Federal de Sao Paulo, aprovado pelo CEUA/UNIFESP. Para a
realizacdo da eutanasia os animais foram imersos em solu¢gdo aquosa contendo um
agente anestésico (Lidocaina) para realizar o processo de perda de equilibrio do
animal. Em seguida foi empregado um meio mecanico (agua em baixa temperatura
(8-10 °c) para a parada do opérculo. Apos o a parada fora contado o periodo de 3

minutos, caso ndo houvesse mais movimentos estava constatada a morte do animal.

4.5 Ensaio de toxicidade aguda em zebrafish
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4.5.1 Preparo dos animais experimentais e determinagao da DL5o

24h antes da realizagcdo dos experimentos, os animais foram pesados em
balanca analitica (Balanga Analitica WebLabor Mod. M214Ai) e distribuidos
individualmente em aquarios contendo agua do sistema divididos em 8 grupos (n=5
animais/grupo) na mesma faixa de peso em ftriplicata (Figura 3). Nesse periodo os
animais foram privados de alimentagao e de contato com outros animais para evitar
alteragdes comportamentais ou até mesmo o canibalismo. Apos esse periodo, 0s
animais foram submetidos ao processo de gavagem utilizando a metodologia
estabelecida por Carvalho et al. (2017), onde o volume da dosagem de cada grupo foi
calculado de acordo com o peso de cada animal para a posterior administracao (Figura
7) utilizando uma micropipeta. Para isso os animais foram divididos em grupos

conforme mostra a tabela 1.

Figura 7 - Processo de gavagem em zebrafish.

Fonte: Autor, 2024.

Tabela 1 - Separacéo dos animais em grupo para a realizagédo do
ensaio de toxicidade aguda.

ANIMAIS POR ANIMAIS

GRUPO SOLUCAO GRUPO TOTAIS
G1 Veiculo - Solugdo Salina 5 15
G2 Veiculo - Ester Butilico a 15% 5 15
G3 DMSO a 5% 5 15
G4 5 mg/kg 5 15
G5 8 mg/kg 5 15
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G6 10 mg/kg 5 15

G7 12 mg/kg 5 15
G8 15 mg/kg 5 15
Total 120

Fonte: Autor, 2023.

4.5.2 Avaliagoes dos parametros comportamentais
Para a avaliagdo dos partdmetros comportamentais foi desenvolvida uma
ficha adaptando os parametros previamente estabelecidos por Souza et al. (2016). Os

animais foram observados nos tempos 0, 1, 2, 3, 4, 5 e 24h apds o processo (Figura
8).

Figura 8 - Grupos de zebrafish em avaliagdo dos parametros comportamentais
pos gavagem na plataforma zebrafish — LPF/UNIFAP.

Fonte: Autor, 2023.

Através da ficha (Apéndice 1) foi possivel dividir as alteragbes
comportamentais em quatro estagios, conforme mostra o quadro 1.
Quadro 1 - ParAmetros comportamentais avaliados
| ESTAGIO | PARAMETRO AVALIADO

. Aumento da Atividade Natatoéria
ESTAGIO |
Tremores na Cauda
] Natacao Circular
ESTAGIO Il
Perda de Equilibrio
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Perda de Motilidade
ESTAGIO I Repouso

Morte

Agressao ou Canibalismo
Perda de Coloracao

Hiperventilacdo do Opérculo
Fonte: Adaptado de Souza et al.

OUTRAS
ALTERAGOES

4.6 Ensaio de inibicado de edema abdominal em zebrafish
Para a realizagao do ensaio de inibicado de edema abdominal os animais foram

divididos em grupos (n=5/grupo em triplicata) (Tabela 2), pesados em balanga
analitica (Balanga Analitica WebLabor Mod. M214Ai) e isolados em reservatorios
individuais. Os animais foram divididos em 8 grupos no total (n=15/grupo), onde o
Grupo 1 representou o controle negativo e os animais foram tratados com solugao
salina (2 pl) e submetidos a injegdo de solugéo salina tamponada com fosfato (PBS)
(20 pl) via intraperitoneal (i.p), Grupo 2 onde foi realizado o controle positivo e os
animais foram tratados com solugdo salina (2 pl) e submetidos a injecédo de
Carragenina + PBS (20 ul) viai.p., Grupo 3 que representou o grupo controle veiculo,
onde os animais foram tratados com Ester Butilico a 15% e DMSO a 5% (2 yl) e
submetidos a injecao de Carragenina + PBS (20 ul) via i.p., Grupo 4 que representou
0 grupo padrdao onde os animais foram tratados com I|buprofeno 10 mg/kg e
submetidos a injecdo de Carragenina + PBS (20 pl) via i.p., Grupo 5 que representou
0 grupo padrao onde os animais foram tratados com dexametasona 0,5 mg/kg e
submetidos a inje¢cao de Carragenina + PBS (20 pl) via i.p. Grupo 6 que representou
o grupo Tratamento 1 onde os animais foram tratados com NPe a 05 mg/kg e
submetidos a injecdo de Carragenina + PBS (20 pl) via i.p., Grupo 7 que representou
o grupo Tratamento 2 onde os animais foram tratados com NPe a 10 mg/kg e
submetidos a injegdo de Carragenina + PBS (20 pl) via i.p., e o Grupo 8 que
representou o grupo Tratamento 3 onde os animais foram tratados com NPe a 15
mg/kg e submetidos a injecéo de Carragenina + PBS (20 pl) via i.p., conforme a tabela
2.

Tabela 2 - Descri¢gao dos grupos para realizagao da avaliagao do potencial anti-
inflamatorio através do ensaio de inibicdo de edema abdominal em zebrafish.

= VIA
GRUPO DESCRICAO VIA ORAL INTRAPERITONEAL
G1 Grupo controle Negativo Solugao Salina (2 ul) PBS (20 pl)
G2 Grupo controle Positivo ~ Solugao Salina (2 pl) Carragenina + PBS (20 pl)
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Ester Butilico a 15% e

G3 Grupo controle Veiculo DMSO a 5% (2 ul) Carragenina + PBS (20 pl)
G4 Grupo Padrao 1 (AINE)  Ibuprofeno 10 mg/kg Carragenina + PBS (20 pl)
G5 Grupo Padrao 2 (AIE) Dexametasona 0,5 mg/kg Carragenina + PBS (20 pl)
G6 Grupo Tratamento 1 NPe 5 mg/kg Carragenina + PBS (20 pl)
G7 Grupo Tratamento 2 NPe 10 mg/kg Carragenina + PBS (20 pl)
G8 Grupo Tratamento 3 NPe 15 mg/kg Carragenina + PBS (20 pl)

Fonte: Autor, 2023.

Para determinar a atividade anti-inflamatéria, foi avaliada a capacidade do NPe

em inibir a formagédo de edema abdominal induzido em zebrafish. Para isso, apés 1

hora dos animais serem tratados com os grupos dispostos acima ocorreu o0 processo

de anestesia em agua em baixa temperatura (8-10°C) (Figura 9), em seguida houve a

inducao da inflamacéao através da administragdo de 20uL de Carragenina (Sigma Co,

Lote 65H1096) em PBS por via intraperitoneal (i.p) (Figura 10), de acordo com a

metodologia proposta por Borges et al. (2018). As dosagens de 05, 10 e 15 mg/kg

foram escolhidas por serem consideradas adequadas no ensaio de toxicidade aguda

previamente realizada.

Figura 9 - Método de anestesia por resfriamento em zebrafish utilizado durante o
ensaio de inibicado de edema abdoinal.

Fonte: Autor, 2024.
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Figura 10 - Procedimento de inducdo de inflamagao por carragenina i.p. em
zebrafish.

Fonte: Autor, 2024.

4.6.1 Avaliagao dos parametros comportamentais

ApoOs a administracdo da carragenina, os animais foram observados nos
tempos 0, 1, 2, 3, 4 e 5 horas. Os parametros comportamentais avaliados foram
adaptados conforme descritos por Souza et. al. (2016) e se deram da mesma maneira

que as avaliagdes do ensaio de toxicidade descrito anteriormente.

4.6.2 Peso corporal e formagao do edema

Apés a finalizagao do processo de avaliagao dos parametros comportamentais,
todos os animais foram pesados novamente utilizando balanga analitica e os valores
do peso inicial e o peso final foram utilizados para calcular o indice de aumento do
peso corporal dos animais, que neste ensaio foi marcador para a formagao de edema
inflamatorio. Para realizar o calculo foi utilizado a férmula Peso final — Peso Inicial =
Peso Total do Edema. Apds a segunda pesagem, os animais foram eutanasiados em
agua em baixa temperatura e armazenados em Solugdo de Bouin para posterior

processamento histolégico.
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4.7 Estudo histopatologico pos ensaio in vivo
4.7.1 Preparo do tecido para analise histopatolégica

Apobs o processo de eutanasia, os tecidos dos animais foram processados de
acordo com as técnicas descritas por Souza et al. (2016), Carvalho et al. (2017) e pelo
protocolo do Laboratério de Histologia e Biologia Celular da UNIFAP - HISTOBIO.
Logo apds o processo de eutanasia, os tecidos foram prontamente imersos em
Solugao de Bouin durante 24h para a realizagao do processo de fixagdo, em seguida,
o tecido foi imerso em solugdo de EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético, Sigma
Co., Sdo Paulo, Brasil) durante o periodo de 48h para descalcificagéo, logo apds esse
periodo os animais foram retirados do EDTA e segmentados em plano sagital e
adicionados a um cassete de uso histologico. Apos isso as pegas percorreram pelo
alcool 70%, 80%, 90%,100% | e 100% Il para a realizagdo do processo de
desidratacio, permanecendo durante 1 hora em cada concentracao. Posteriormente,
esse tecido foi submerso em Xilol | e Xilol Il para realizar o processo de diafinizagao
ou clareamento, permanecendo 40 minutos em cada Xilol, sendo logo em seguida
submerso em Parafina | e Parafina Il para a realizagao do processo de impregnagéo,
permanecendo 1 e 2 horas, consecutivamente. Em seguida esse tecido foi incluso em
parafina utilizando a Central de Incluséo (Central de Inclusdo Cl 2014, Lupetec®,
Brasil) pertencente ao laboratério HISTOBIO. Apds a obtengdo do bloco houve a
realizagdo dos seccionamentos histologicos através do uso de um micrétomo (Rotary
Microtome Cut 6062, Slee Medical, Alemanha) na espessura de 5um, em seguida os
cortes foram transferidos para laminas de microscopia em vidro e corados com

Hematoxilina e Eosina (hematoxilina Harris da Laborclin e eosina-Inlab Co.).

4.7.2 Avaliagao das alteragoes histopatolégicas

Para a avaliagao das alteragdes histologicas foram selecionados como 6rgaos
de interesse rins, figado e intestino devido ao processo de metabolizagédo e
farmacocinética dos compostos presentes neste estudo. Apds passarem pelo
processamento histologico de obtengéo da lamina esses 6rgaos foram analisados por
microscopia optica (Microscopio Bioldgico Binocular CralTech) e as fotografias foram
obitidas através da camera digital (Scope-Imagem 9.0 USB, Bioimager Inc., EUA). As
alteragbes observadas foram classificadas de acordo com gravidade e ocorréncia,

permitindo o calculo do indice de Alteracdes Histoldgicas (IAH), conforme descrito por

55



Poleksic & MitrovicTutundzic (1994), para isso, foi utilizado a seguinte férmula:

I= X% ai +10 £, bi + 1025, ci
N

Onde:

a: primeiro estagio muda

b: segunda etapa muda

c: alteragGes do terceiro estagio

na: numero de alteracdes consideradas como primeiro estagio
nb: niumero de alteragbes consideradas como segunda etapa
nc: numero de alteragdes consideradas como a terceira etapa

N: numero de peixes analisados por tratamento

Para a avaliagcdo das alteragcbes histolégicas foram seguidos critérios
previamente estabelecidos em Poleksic e MitrovicTutundzic (1994), Rigolin-Sa (1998)
e Takashima e Hibiya (1995) e amplamente aplicadas em estudos como Souza et. al.
(2016) e Carvalho et. al. (2017). Para isso foram atribuidos os seguintes estagios para
as alteragdes em rins, figado e intestino de zebrafish conforme quadros 2, 3 e 4:

Quadro 2 - Alteragdes histoldgicas consideradas para a analise dos rins de zebrafish.

ALTERAGCOES HISTOLOGICAS H ESTAGIO \

A) Alteragoes do tecido linféide

Perda do contorno celular ou contorno celular atipico I

B) Alteragoes nos glomérulos e tunulos renais

Baixa degeneracgao da hialina tubular I

Degeneracgéao grave da hialina tubular Il

Hipertrofia das células tubulares I

Desorganizacgao tubular I

Desorganizagao glomerular I

Degeneracao tubular Il

Degeneracao gomerular Il

Aumento no espacgo da capsula de Bowman I

Diminuicéo do espaco da capsula de Bowman I

Dilatacao dos capilares glomerulares I

Degeneracao citoplasmatica das células tubulares Il
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Degeneracgao nuclear das células tubulares Il

Presenca de tubulos regenerados ou néfrons “novos” I

Presenca de varios granulos PAS positivos em tubular epitélio I

Obstrucao tubular I

Aumento do lumen tubular I

Presenca de tecido linféide na capsula de Bowman Il

Diminuicao da frequéncia relativa do glomérulo I

C) Alteragao nos vasos sanguineos

Dilatagdo dos vasos sanguineos I

Hiperemia Il

Ruptura de vasos sanguineos Il

D) Estagio terminal

Necrose 11

Fonte: Alteragbes baseadas em Poleksic e MitrovicTutundzic (1994), Rigolin-Sa (1998) e Takashima e
Hibiya (1995).

Quadro 3 - Alteracoes histoldgicas consideradas para a analise de figado de zebrafish
ALTERAC}()ES HISTOLOGICAS ESTAGIO

A) Alteragcao no hepatécitos

Desarranjo do cordao hepatico I

Perda ou atipia do contorno celular [

Perda ou atipia do contorno nuclear I

Aumento do volume celular I

Aumento do volume nuclear I

Atrofia nuclear Il

Intensa vacuolizag&o citoplasmatica I

Vacuolizacao nuclear Il

Diminuicao da frequéncia relativa de ocorréncia de nucleos I

Degeneracgéo citoplasmatica Il

Degeneragéo nuclear Il

Rompimento celular Il

Diminuicao do glicogénio I

Estagnacéo biliar I

B) Alterag6es nos vasos sanguineos

Aumento da frequéncia relativa de vasos sanguineos I
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Hiperemia Il

Ruptura de vasos Il

Aumento do volume relativo dos vasos I

C) Alteragdes nos canaliculos biliares

Degeneragéo dos canaliculos biliares Il

D) Estagio terminal

Necrose (focal ou total) Ml

Fonte: Alterages baseadas em Poleksic e MitrovicTutundzic (1994), Rigolin-Sa (1998) e Takashima e
Hibiya (1995).

Quadro 4 - Alteragdes histoldgicas consideradas para a analise de intestino de
zebrafish.

ALTERAGOES HISTOLOGICAS

Degeneragado da camada muscular I

Dilatagao dos vasos presentes nas vilosidades I

Descolamento do revestimento epitelial do apice das vilosidades
intestinais

Hipertrofia das células epiteliais I

Hiperplasia de células caliciformes I

Infiltragdo linfocitica estromal I

Infiltracdo de leucdcitos I

Edema |

Presencga de parasitas I

Degeneracao celular Il

Atrofia vilosa Il

Hemorragia na lamina propria Il

Vacuolizacao de enterdcitos Il

Necrose 11

Fonte: Alteracdes baseadas em Carvalho et al., (2017).
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4.7.3 Andlise estatistica

Para a realizagao da analise estatistica todos os dados obtidos na avaliagao
da atividade anti-inflamatoéria foram expressas com média + padrdo e analisados
através do software GraphPad Prism versao 8.0 utilizando ANOVA (one-way), seguido
do teste post hoc de Tukey-Kramer, onde os valores p < 0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.

4.8 Estudo in sillico
4.8.1 Analise farmacocinética e de toxicidade

Para essa etapa do estudo utilizou-se o servidor online SwissADME
(http://Iwww.swissadme.ch/) com a finalidade de predizer as propriedades
farmacocinéticas das moléculas a partir da estrutura molecular. Foram analisados os
descritores: absorg¢ao do trato gastrointestinal, substrato P-gp, e inibigdo das enzimas
CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 e CYP3A4. Na avaliagao toxicolégica, utilizou-se o
servidor admetSAR (http://Immd.ecust.edu.cn/admetsar2), que permite a partir da
estrutura molecular correlacionar, informacdes relacionadas a hepatotoxicidade e

nefrotoxicidade

4.8.2 Docking Molecular

De forma a estabelecer as interagdes entre os alvos e os ligantes, foi realizado
o estudo de docking molecular. Para tanto, utilizou-se o programa GOLD 2020.1
(Genetic Optimisation for Ligand Docking), por meio do algoritmo genético, que
permite predizer as interagdes entre o ligante e os alvos de interesse, além de informar
o grau de afinidade pelo alvo (ORTEGA-CARRASCO; LLEDOS; MARECHAL, 2014).

Tanto as moléculas propostas, NPE e NPe, quanto a molécula de referéncia
ibuprofeno (Pubchem CID: 3672) foram otimizadas no software HyperChem com o
emprego do método semi-empirico do tipo RM1 (Recife model 1) (GUTOWSKA;
MACHOY; MACHALINSKI, 2005), para otimizar a geometria de cada estrutura e
diminuir a energia envolvida, para impedir possiveis erros no calculo.

Ao todo, foram realizados o estudo de docking molecular em dois alvos
distintos: Ciclooxigenase 1 (COX-1) e Ciclooxigenase 2 (COX-2). As estruturas
cristalograficas de cada alvo foram obtidas por meio do banco de dados Protein Data
Bank (PDB). A macromolécula COX-1 (PDB ID: 3N8X), esta complexada com a
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nimesulida, e possui resolucdo de 2.75 A. Em relagdo a COX-2 (PDB ID:5IKQ), que
possui resolucéo de 2.41A, esta complexada ao acido meclofenamico.

De forma a estabelecer se o programa consegue reproduzir o resultado
experimental de cada alvo, é necessario o processo de validagdo ou redocking, no
qual foi obtido pelo estudo desenvolvido por Borges et al. (2018). Essa etapa fornece
dados importantes para a realizagdo da etapa posterior (docking) que sédo as
coordenadas de origem, raio de validagdo e o valor de RMSD (Root Mean Square
Derivation), sendo este ultimo importante para estabelecer se o alvo foi validado ou
nao, no qual, valores menores que 2A sdo considerados os mais aceitos, uma vez que
indica que ocorreu um correto encaixe do ligante em uma orientagao espacial
favoravel na proteina, quando comparado com o estudo experimental (HEVENER et
al., 2009).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ensaio de Toxicidade Aguda

Realizado o processo de gavagem em todos os animais fora observado de
maneira imediata a existéncia de alteracdes nos parametros comportamentais sendo
estas consideradas genéricas em todos os grupos, como o aumento na atividade
natatéria por exemplo. No entanto, com o decorrer das horas de observacao os
parametros estabilizaram e todos os animais retornaram ao seu comportamento
considerado normal.

Decorrida as 24 horas de observagdo foi constatado que nenhum animal
evoluiu ao 6bito, sendo estes observados novamente sem apresentar mudancas
comportamentais. Apds todos os procedimentos necessarios serem realizados estes
animais foram anestesiados e eutanasidos conforme metodologia descrita
anteriormente. O tecido foi acondicionado em solugdo de Bouin para processamento

histolégico posterior.

5.1.1 Determinacao da DL50

Nesse ensaio foram utilizadas as dosagens de 5, 8, 10, 12 e 15 mg/kg e os
animais foram observados por um periodo de 24h, no entanto ndo foi registrado
nenhum obito. Por conta disto, ndo foi possivel determinar com precisdo a DL50,
sendo necessario um estudo complementar para determinar qual a dosagem maxima
segura para uso terapéutico deste farmaco.

Embora ndo tenha sido possivel determinar a DL50 neste estudo o mesmo
pode ser considerado relevante, pois conseguiu avaliar a toxicidade das dosagens de
12 e 15 mg/kg, que até entdo nao havia sido relatado na literatura. Durante
levantamento bibliografico fora encontrado como maior dose testada 10 mg/kg,
conforme relatado em Silva (2016), que realizou a avaliagao desta dosagem seguindo
metodologias similares a aplica neste estudo.

O desenvolvimento de um veiculo capaz de solubilizar de maneira homogénea
este nitroestireno sem comprometer seu uso terapéutico e sem provocar atividade

toxica é considerado uma modernizagao dos parametros descritos atualmente.

61



5.1.2 Analise Histopatologica do Ensaio de Toxicidade Aguda

O tratamento por via oral do zebrafish com NPe apresentou poucas alteragoes
histopatologicas no intestino, figado e rins. A partir da sistematizagcdo dessas
alteragdes, foi possivel calcular o indice de Alteragdes Histopatoldgicas (IAH),
representado na tabela 3 e figuras 11, 12 e 13.

Tabela 3 - Média do Indice de Alteragao Histopatoldgica em intestino, figado e rins
de Zebrafish tratados com NPe.

G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8
Intestino 0.0+0.0 0.13#0.57 0.0+0.0 3.6+0.57 4.3+0.57 4.3x1.1 4.3#0.57 4.6%1.5
Figado 0.0+0.0 0.0%0.0 0.0+0.0 2.0%1.1 3.3x0.5  2.0+1.7 2.6+1.1 3.6+0.5
Rins 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0£0.0 0.0+0.0 0.0£0.0 0.0+0.0 0.0%0.0 0.0+0.0

Fonte: Autor, 2024.

O intestino do zebrafish possui vilosidades constituidas por células epiteliais e
células caliciformes que séo protegidas por uma eficiente barreira mucosa (Carvalho
et al., 2017). Neste estudo, todas as alteragdes registradas foram de nivel |, como a
infiltracao leucocitaria, dilatacdo dos vasos presente nas vilosidades, hipertrofia das
células epiteliais e o desprendimento do revestimento no apice das vilosidades (Fig.
11). Assim, o indice de alteracédo histopatoldgica (Tabela 3) calculado mostrou que
essas alteracdes nao sao capazes de alterar o funcionamento normal do 6rgao.

Estudos afirmam que o tratamento do zebrafish com diferentes substancias
podem causar danos ao tecido intestinal e ao desenvolvimento celular, 0 que pode
perturbar a fisiologia do 6rgao (Carvalho et al., 2017; Takashima; Hibiya, 1984).

De forma similar ao intestino, as alteragdes histopatolégicas observadas no
figado desses animais apresentou indice que classificou esse 6érgdo como normal,
pois essas alteracdes nao sao capazes de alterar o funcionamento normal do érgéo
(Tabela 3). As principais alteragdes registradas foram a vacuolizagao citoplasmatica,
atipia nuclear e aumento do volume celular (Figura 12).

A vacuolizagao citoplasmatica observada nesse estudo, é uma alteragdo muito
relatada em diversos estudos de toxicidade aguda (Souza et al., 2016, Carvalho et al.,
2017, Borges et al., 2018, Souza et al.,, 2019 e Hyacienth et al., 2020) estando
associada a redugdo dos estoques de glicogénio nos hepatdcitos e ao acumulo de
lipidios combinados com agentes toxicos, o que pode alterar o funcionamento normal
do 6rgado. Nesse estudo, essa alteragdo nao foi capaz de alterar o funcionamento

normal do érgéo.
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Figura 11 - Histopatologia de intestino de zebrafish.

Nota: Em A, observa-se intestino de animal tratado com solugéo salina, onde 34fdd observa-se células
caliciformes (CC) e vilosidades (V); Em B, intestino de animal tratado veiculo Ester Butilico, onde
observa-se infiltragao linfocitaria (IL); Em C, intestino de animais tratados com DMSO, onde observa-
se, camada muscular (CM); Em D intestino de animal tratado com a dose de 5 mg/kg, onde observa-
se, infiltragao linfocitaria (IL); Em E, intestino de animais tratados com a dose de 8 mg/kg, onde observa-
se o desprendimento do revestimento no apice das vilosidades (DRV); Em F, intestino de animais
tratados com a dose de 10 mg/kg, onde observa-se a dilatacdo dos vasos (DV); Em G, intestino de
animais tratados com a dose de 12 mg/kg, onde observa-se a dilatagdo dos vasos (DV) e a hipertrofia
das células epiteliais (HtCE); Em H, intestino de animal tratado com a dose de 15 mg/kg, onde observa-
se dilatagédo dos vasos (DV). (40X, H&E). Fonte: Autor, 2024.
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Figura 12 - Histopatologia de figado de zebrafish.

Nota: Em A (solugdo salina), B (Ester Butilico) e C (DMSO) observa-se tecido hepatico com hepatécitos
(H) normais; Em D figado de animal tratado com a dose de 5 mg/kg, onde observa-se a vacuolizagéo
citoplasmatica (Va) e atipia nuclear (AN); Em E, figado de animais tratados com a dose de 8 mg/kg,
onde observa-se a vacuolizagao citoplasmatica (Va) e atipia nuclear (AN); Em F, figado de animais
tratados com a dose de 10 mg/kg, onde observa-se a a vacuolizagéo citoplasmatica (Va); Em G, figado
de animais tratados com a dose de 12 mg/kg, onde observa-se a vacuolizagdo citoplasmatica (Va),
atipia nuclear (AN) e aumento do volume celular (AvC); Em H, figado de animal tratado com a dose de
15 mg/kg, onde observa-se a vacuolizagao citoplasmatica (Va) e atipia nuclear (AN). (40X, H&E). Fonte:
Autor, 2024.
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O rim do zebrafish possui néfrons responsaveis pela filtracdo dos residuos
sanguineos e pela absorgédo de sal e agua. Apresenta o corpusculo renal, o tubulo
contorcido proximal e distal (Souza et al., 2019). O rim do zebrafish desempenha a
importante funcdo de excretar o volume de agua que entra no animal pela boca.
Também realiza a filtragao de residuos e a absorg¢ao de sal e agua (Holden, Layfield,
Matthews, 2012; Takashima; Hibiya, 1984). E um dos érgdos mais afetados por
substancias toxicas, de acordo com Carvalho et al. (2017). Neste estudo, nao foi
registrado alteragdo em nenhum grupo de tratamento, demonstrando auséncia de
toxicidade de NPe para este 6rgéo.

Figura 13 - Histopatologia de rim de zebrafish.
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Nota: Em A, rins de animais tratado com solugéo salina; Em B, rins de animais tratados com Ester
Butilico; Em C, rins de animais tratados com DMSO; Em D rins de animais tratados com a dose de 5
mg/kg; Em E, rins de animais tratados com a dose de 8 mg/kg; Em F, rins de animais tratados com a
dose de 10 mg/kg; Em G, rins de animais tratados com a dose de 12 mg/kg; Em H, rins de animais
tratado com a dose de 15 mg/kg. Observa-se: glomérulo (G), espaco da capsula de Bowman (ECB),
tubulos (TB) e tecido linféide (TL). (40X, H&E). Fonte: Autor, 2024.

5.2 Ensaio de inibicdo de edema abdominal em zebrafish

Neste estudo o NPe também teve sua capacidade anti-edematogénica
avaliada. Durante este ensaio todos os animais em todos os grupos, incluido os
controles, apresentaram perda de equilibrio e hiperventilagdo do opérculo (Tab. 4 e
Fig. 14) apds a indugao v.i. por carragenina, tal alteracdo € decorrente do préprio
procedimento devido sua caracteristica invasiva (Borges et al. 2018; Carvalho et al.
2017), no entanto aos poucos recuperaram-se e retornaram ao seu comportamento
normal. Apds as 5 horas de avaliagdo dos parametros comportamentais os animais
foram pesados novamente, fotografados (Fig. 15) e eutanasiados conforme as
diretrizes do CONCEA.

A partir do peso corporal inicial e final foi possivel obter o indice de inibicdo de
edema abdominal (Fig. 16), onde se obteve o resultado de 100% de inibigdo no Grupo
1 (Controle Negativo) que recebeu solugao salina (v.0.) + PBS (i.p.), 0% de inibi¢ao
no Grupo 2 (Controle Positivo) que recebeu salina (v.0.) e Carragenina + PBS (i.p.),
12% de inibigdo no Grupo 3 (Veiculo) que recebeu Ester Butilico a 15% + DMSO a
5% (v.0.) e Carragenina + PBS (i.p.), 69,23% de inibicdo no Grupo 4 (Padrao AINE)
que recebeu Ibuprofeno 10 mg/kg (v.o.) e Carragenina + PBS (i.p.), 64,61% de inibigdo
no Grupo 5 (Padrdo AIE) que recebeu 0,5 mg/kg de Dexametasona (v.0.) e
Carragenina + PBS (i.p.), 47,69% de inibigdo no Grupo 6 (Tratamento 1) que recebeu
NPe 5 mg/kg (v.0.) e Carragenina + PBS (i.p.), 52,31% de inibicdo no Grupo 7
(Tratamento 2) que recebeu NPe 10 mg/kg (v.0.) e Carragenina + PBS (i.p.) e 78,46%
de inibi¢ado no Grupo 8 (Tratamento 3) que recebeu NPe 15 mg/kg (v.0.) e Carragenina
+ PBS. Através desta analise comparativa € possivel determinar que o NPe, na
concentragdo de 15 mg/kg, foi capaz de inibir a formagdo de edema induzido por
carragenina em zebrafish, com uma acao superior a dos farmacos padrdes
comercializados atualmente. Além disto, as dosagens de 5 e 10 mg/kg de NPe
também foram capazes de inibir a formacdo de edema, no entanto com um

desempenho inferior ao da dose de 15 mg/kg.
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Tabela 4 - Avaliagao dos parametros comportamentais apds o procresso de indugao
nas horas 0, 1, 2, 3,4 e 5.

ESTAGIO
G6 5mg/kg
G7 10mg/kg
G8 15mg/kg

©
c
o
[72)
©
-t
o
S
©
X
4]
o
Te)
o

G4 Ibuprofeno 10 /kg

G1 Controle Negativo
G2 Controle Positivo

B
| Oh = = = 5%

B B B B B B B B
100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%  100%

I Oh - - -

C C C C C C C C
100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%  100%

I Oh

v Oh

I 1h - - - - - - - -

i 1h - - - - - - - -

| 2h - - - - - - - -

i 2h - - - - - - -

v 2h - - - - = - - -

| 3h - - - - - - - -
I 3h - - - - - - - -

IV 3h - - - - - - - -
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| 3h - - - - - - - -

I 3h - - - - - - - -

IV 3h - - - - - - - -

| 4h - - - - - - - -

I 4h - - - - - - - -

Y% 4h - - - - - - - -

| 5h - - - - - - - -

I 5h - - - - - - - -

Il 5h - - - - - - - -

v 5h - - - - - - - -

Nota: Estagio I: A) Aumento da atividade natatéria, B) Tremores na cauda. Estagio Il: A) Natacéo
circular, B) Perda de equilibrio. Estagio Ill: A) Perda de Motilidade, B) Repouso. C) Morte. Outras
Alteragdes Comportamentais (Estagio IV): A) Agressdo ou Canibalismo, B) Perda de Coloragéo, C)
Hiperventilagdo do opérculo. Fonte: Autor, 2024.

Figura 14 - Animais aparesentando perda de equilibrio.

Fonte: Autor, 2024.
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Figura 15 - Avaliacao visual da formagao do edema abdominal em zebrafish 5 horas
apoés a inducédo por carragenina i.p.

Grupo 1: Controle Negativo ~ Grupo 2: Controle Positivo Grupo 3: Controle Veiculos
V.0.: Salina V.0.: Salina V.O.: Ester Butilico a 15% +
V.L.: PBS V.l.: Carragenina + PBS DMSO a 5%

V.l.: Carragenina + PBS

Grupo 4: Controle Padrdo 1 Grupo 5: Controle Padrdo 2 Grupo 6: Tratamento 1
V.0.: Ibuprofeno (10 mg/kl) ~ V.O.: Dexametasona (10 mg/kl) v.0.: NPE 5mg/kl
V.l.: Carragenina + PBS V.L.: Carragenina + PBS V.l.: Carragenina + PBS

Grupo 7: Tratamento 2 Grupo 8: Tratamento 3

V.0.: NPE 10mg/kl V.0.: NPE 15mg/kl
V.l.: Carragenina + PBS V.l.: Carragenina + PBS

Nota: G1: Animais tratados via oral com Salina e submetidos a injecéo intraperitoneal contendo solugéo
salina tamponada com fosfato (PBS). G2: Animais tratados via oral com Salina e submetidos a injecéo
intraperitoneal contendo Carragenina + PBS (20ca pl). G3: Animais tratados via oral com Salina e
submetidos a inje¢ao intraperitoneal contendo Carragenina + PBS (20 pl). G4: Animais tratados via oral
com Ibuprofeno na dose 10mg/kg e submetidos a injegao intraperitoneal contendo Carragenina + PBS
(20 pl). G5: Animais tratados via oral com Ibuprofeno na dose 10mg/kg e submetidos a injegcéo
intraperitoneal contendo Carragenina + PBS (20 pl). G6: Animais tratados via oral com NPe na dose
5mg/kg e submetidos a injeg¢éo intraperitoneal contendo Carragenina + PBS (20 pl). G7: Animais
tratados via oral com NPe na dose 10mg/kg e submetidos a injegdo intraperitoneal contendo
Carragenina + PBS (20 pl). G8: Animais tratados via oral com NPe na dose 15mg/kg e submetidos a
injecao intraperitoneal contendo Carragenina + PBS (20 pl). Fonte: Autor (2024).
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Figura 16 - Percentual de inibigdo de edema abdominal em zebrafish
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Veiculo
T 47.69%
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52.31%
69.23% g4 515 T e

T T 78.46%

HIIEIRE T 8

Nota: Avaliacdo do efeito anti-inflamatério dos grupos controles (solugdo salina, DMSO e Veiculo,
v.0.), Ibuprofeno (10 mg/kg), Dexametasona (0,5 mg/kg) e NPe (5, 10 e 15 mg/kg, v.0) no teste de
edema abdominal induzido por carragenina. Os dados foram expressos como média + desvio padréo
da média (n=15/grupo). A analise estatistica foi realizada por meio de ANOVA one-way seguida do
teste post hoc de Tukey. Fonte: Autor, 2024.

Edema (g)
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15 mg/Kg de NPe

BEOODBOEN

5.2.1 Analise Histopatolégica do Ensaio de Inibicao de Edema Abdominal em

zebrafish

Estudos afirmam que a avaliagao histopatolégica € um parametro importante
para avaliar o efeito protetor de diferentes substancias na acdo inflamatéria da
carragenina (Ekambaram et al., 2017, Borges et al., 2018, Quitian-Useche et al.,
2021). Esses autores relatam que a injecdo de um agente inflamatério na regiao
abdominal do zebrafish, pode provocar reagdes em 6rgéos vitais, como o intestino,
figado e rins.

No estudo histopatolégico do intestino, os animais tratados com PBS (i.p.) e
solugao salina (v.0.) (0.0£0.0) e as doses de 0,5 mg/kg de Dexametasona e 15 mg/kg
de NPe (v.0.) (6.75£2.36 e 8.2+1.25, respectivamente), apresentaram valores de IAH
que variaram entre 0 e 10, indicando normalidade no tecido intestinal (Fig. 17). Os
grupos que receberam carragenina (i.p.) e 10 mg/kg de Ibuprofeno (v.0.) (11.0£2.94),
carragenina (i.p.) e 5 mg/kg de NPe (12.2+1.50) e a dose de 10 mg/kg de NPe
(14.7£1.50), apresentaram IAH que variou entre 11 e 20, indicando que o érgao
apresentou alteragdes de leves a moderadas (Fig. 18). Ja nos animais tratados com
carragenina (i.p.) e 2 yl de Salina (v.0.) e carragenina (i.p.) e 2 pl de Veiculo (v.0.) o
IAH no intestino foi elevado (32.5£3.51 e 21.5+2.38, respectivamente), indicando esse
orgao com alteragbes de moderadas a graves. As principais alteragdes registradas,

estdo descritas na figura 18.
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Figura 17 - indice de alteracdes histopatoldgicas (IAH)
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Nota: intestino (A), figado (B) e rins (C) de Zebrafish adulto, na avaliagdo do efeito dos grupos controles
(solugdo salina, DMSO e Veiculo, v.0.), Ibuprofeno (10 mg/kg), Dexametasona (0,5 mg/kg) e NPe (5,
10 e 15 mg/kg, v.0) sobre as alteragdes histopatoldgicas no teste de edema abdominal induzido por
carragenina. Os dados foram expressos como média + desvio padrao da média (n=12/grupo). A analise
estatistica foi realizada por meio de ANOVA one-way seguida do teste post hoc de Tukey. Fonte: Autor.
2024.

Como se observa na figura 18, a vacuolizagdo das células epiteliais e a
degeneracgao vilosa foram alteragdes bastante observadas. De acordo com Carvalho
et al., (2017), essas alteragbes podem ser decorrentes da injecéo intraperitoneal nos
animais, pois essa técnica ainda € considerada uma técnica invasiva, que pode
lesionar o intestino, ocasionando inflamacéo na lamina propria intestinal e infiltracdo
leucocitaria no tecido epitelial. Nesse estudo, essas alteragdes nao foram observadas
nos animais tratados com as doses de 0,5 mg/kg de Dexametasona e 15 mg/kg do

NPe, indicando efeito protetor dessas substancias nesse érgao.
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Figura 18 - Histopatologia de intestino de zebrafish de ensaio de atividade anti-
inflamatoria.




Nota: Em A, observa-se intestino de animal tratado com solugao salina, onde observa-se células
caliciformes (CC) e vilosidades (V); Em B, intestino de animais tratados com DMSO, onde observa-se
a degeneracao celular (DgC), vacuolizagédo dos enterdcitos (VcE), Degeneragdo da Camada Muscular
(DgCm); Em C, intestino de animais tratados com Ester Butilico, onde observa-se a degeneragéo das
vilosidades (DgV) e vacuolizagéo dos enterdécitos (VaC); Em D intestino de animal tratado com a dose
de 10 mg/kg de Ibuprofeno, onde observa-se, vacuolizagdo dos entrocitos (VaE), dilatagcdo dos vasos
presentes nas vilosidades (DV) e hipertrofia das células epiteliais (HtCE); Em E, intestino de animais
tratados com a dose de 0,5 mg/kg de Dexametasona, onde observa-se o infiltragdo leucocitaria (IL) e
dilatacdo dos vasos presentes nas vilosidades (DV); Em F, intestino de animais tratados com a dose
de 5 mg/kg de NPe, onde observa-se a degeneragao celular (DgC), vacuolizagao dos enterdcitos (VcE);
Em G, intestino de animais tratados com a dose de 10 mg/kg de NPe, onde observa-se a dilatagdo dos
vasos presentes nas vilosidades (DV) e a hipertrofia das células epiteliais (HtCE) e hiperplasia das
células caliciformes (HpCC); Em H, intestino de animal tratado com a dose de 15 mg/kg de NPe, onde
observa-se dilatagéo dos vasos (DV), hipertrofia das células epiteliais (HtCE). (40X, H&E). Fonte: Autor.
2024.

No estudo histopatoldgico do figado, observou-se que apenas o grupo tratado
com carragenina (i.p.) e 2 pl de salina (v.0.) (25.2+2.36) apresentaram alteragdes de
moderadas a graves . O grupo tratado com carragenina (i.p.) € 2 yl de Veiculo
(18.5+2.38) apresentou alteracdes de leves a moderadas. Os demais grupos, controle
e de tratamento, apresentaram IAH entre 0 e 10, indicando que o érgao permaneceu
funcionalmente normal. As principais alteragdes registradas, estdo descritas na figura
19.
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Figura 19 - Histopatologia de figado de zebrafish de ensaio de atividade anti-
inflamatdria.




Nota: Em A, observa-se figado de animal tratado com solugdo salina, onde observa-se hepatdécitos
normais; Em B, figado de animais tratados com salina e com indugéo de inflamagao, onde observa-se
a degeneracéo celular (DgC) e hiperemia (Hp); Em C, figado de animais tratados com DMSO e Ester
Butilico, onde observa-se a degeneragéo celular (DgC), degeneragédo nuclear (DgN), vacuolizagao
celular (Va) e atipia nuclear (AN); Em D figado de animais tratado com a dose de 10 mg/kg de
Ibuprofeno, onde observa-se, vacuolizagédo dos celular (Va), degeneragéo nuclear (DgN) e congestao
sinusoidal (CgS); Em E, figado de animais tratados com a dose de 0,5 mg/kg de Dexametasona, onde
observa-se a vacuolizagdo dos celular (Va), atipia nuclear (AN) e aumento do volume celular (AvC); Em
F, figado de animais tratados com a dose de 5 mg/kg de NPe, onde observa-se a vacuolizagdo dos
celular (Va), atipia nuclear (AN) e aumento do volume celular (AvC); Em G, figado de animais tratados
com a dose de 10 mg/kg de NPe, onde observa-se a vacuoliza¢do dos celular (Va), atipia nuclear (AN)
e degeneracao celular (DgC); Em H, figado de animal tratado com a dose de 15 mg/kg de NPe, onde
observa-se a vacuolizagao celular (Va), congestao sinusoidal (CgS) e aumento do volume celular (AvC).
(40X, H&E). Fonte: Autor, 2024.

O mesmo padréo de indice de alteragdes histopatolégicas encontrada no
figado foi observada nos rins. Apenas o grupo tratado com carragenina (i.p.) e 2 pl de
DMSO (v.0.) (24+1.41) apresentaram alteragdes de moderadas a graves (Figura 20).
O grupo tratado com carragenina (i.p.) e 2 pl de Veiculo (20+1.63) apresentou
alteragbes de leves a moderadas. Os demais grupos de tratamento, apresentaram
IAH entre 0 e 10, indicando que o 6rgéo permaneceu funcionalmente normal. As
principais alteragdes registradas, estdo descritas na figura 20.

Ja esta bem descrito que a anatomia glomerular e a fungdo dos rins do
zebrafish sao similares aos dos humanos (Dammski e Muller, 2011). Sdo 6érgaos
diretamente relacionados ao metabolismo de farmacos, responsaveis pela filtragcao e
eliminagdo de seus metabdlitos (Ferreira et al. 2019). Atuam no controle da
homeostase, na eliminagcdo da agua que entra no peixe pela boca, e na excregao de
substancias através da filtragcdo glomerular, secreg¢ao tubular ativa e reabsorgéo
tubular passiva (Borges et al. 2018, Ferreira et al. 2019, Holden et al. 2013, Hiacyent
et al., 2020).

75



Figura 20 - Histopatologia de rins de zebrafish de ensaio de atividade anti-
inflamatdria.




Nota: Em A, observa-se rins de animal tratado com solug&o salina, onde observa-se tubulos (TB) e
tecido linféide (TL); Em B, rins de animais tratados com DMSO, onde observa-se a degeneragao hialina
tubular severa (DHTS), hipertrofia das células tubulares (HtCT) e aumento do limem tubular (ALT); Em
C, rins de animais tratados com Ester Butilico, onde observa-se a diminuigédo do espaco da capsula de
Bowman (DECB), dilatagdo dos capilares do glomérulo (DCG), aumento do lumem tubular (ALT); Em
D, rins de animais tratado com a dose de 10 mg/kg de Ibuprofeno, onde observa-se a hipertrofia das
células tubulares (HtCT); Em E, rins de animais tratados com a dose de 0,5 mg/kg de Dexametasona,
onde observa-se 0 aumento do limem tubular (ALT); Em F, rins de animais tratados com a dose de 5
mg/kg de NPe, onde observa-se a hipertrofia das células tubulares (HtCT) e aumento do limem tubular
(ALT); Em G, rins de animais tratados com a dose de 10 mg/kg de NPe, onde observa-se hipertrofia
das células tubulares (HtCT) e aumento do lumem tubular (ALT); Em H, rins de animal tratado com a
dose de 15 mg/kg de NPe, onde observa-se a hipertrofia das células tubulares (HtCT) e a degeneracao
hialina tubular leve (DHTL). (40X, H&E). Fonte: Autor, 2024.

As alteracbes mais frequentes em todos os grupos, foram observadas nos
glomérulos e tubulos renais. Os rins do zebrafish ao excretar substancias téxicas
desencadeiam disfungbes metabdlicas que indiretamente podem causar alteragdes
tubulares (Carvalho et al. 2017). O aumento do lumen tubular, € uma alteracédo
estrutural observada neste estudo, que segundo Carvalho et al. (2017) pode estar
relacionada a hipercromasia, eosinofilia e apoptose celular. Estas condi¢des levam a
proliferacao desordenada das células tubulares, que ocorre quando em contanto com
substancias toxicas, como mecanismo compensatério. Assim, a degeneracéao hialina
tubular leve e severa, caracterizada pelo aumento da quantidade de granulos
eosinofilicos no citoplasma das células tubulares, pode estar relacionada a reabsorcao

do excesso de proteinas sintetizadas pelos glomérulos (Carvalho et al. 2017).

5.3 Docking molecular
5.3.1 Analise farmacocinética e toxicoldgica

A farmacocinética compreende as etapas de absorgdo, distribuigao,
metabolismo e excrecdo de uma substancia. Para tanto, alguns estudos
computacionais permitem a predicdo, a partir da estrutura molecular, de como
ocorrera essas etapas no organismo. Nesse sentido, utilizou-se o servidor online
SwissADME para avaliagdo dos descritores: absor¢do do trato gastrointestinal,
substrato da P-gp, e inibidor de algumas enzimas participantes da familia do citocromo
P450 (Quadro 5).

Quadro 5 - Predigao farmacocinética do NPE e NPe pelo programa SwissADME

= 1-Nitro-2- 1-Nitro-2-
DESCRICAC Feniletano Feniletileno
Absorcao trato gastrointestinal Alta Alta
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Substrato P-gp Negativo Negativo
Inibidor CYP1A2 Positivo Positivo

Inibidor CYP2C19 Negativo Negativo
Inibidor CYP2C9 Negativo Negativo
Inibidor CYP2D6 Negativo Negativo
Inibidor CYP3A4 Negativo Negativo

Fonte: Autor, 2024
De acordo com o modelo BOILED-Egg (Brain Or Intestinal EstimateD

permeation), que correlaciona dados o WlogP e TPSA (Area da Superficie Polar
Topoldgica) da estrutura, ou seja, correlaciona a lipofilicidade e polaridade (DAINA;
ZOETE, 2016), a predigao para as duas substancias foram dadas como alta, ou seja,
alta probabilidade de serem bem absorvidas, se utilizadas via administragao oral.

Outro descritor bastante importante é quanto a capacidade de uma substancia
ser substrato da proteina P-gp. Esta proteina, também conhecida por proteina 1 de
resisténcia a multiplas drogas (MDR1), € um transportador de efluxo de alta
distribuicao tecidual capaz de reconhecer varios xenobidticos, servindo como uma
barreira fisioldgica, interferindo com isso, na biodisponibilidade de diferentes
substancias, podendo até mesmo diminuir a eficacia terapéutica de diferentes drogas
(ELMELIEGY et al., 2020; LAKSHMI; MOHANA; SRIVALLI, 2012). No resultado
fornecido pelo servidor swissADME, ambas as moléculas testes deram negativo para
serem substratos da P-gp.

Outro fator importante a ser avaliado no que diz respeito a farmacocinética,
refere-se a capacidade de inibicdo de algumas enzimas, mais precisamente de
enzimas pertencentes a familia do citocromo P450, das quais algumas possuem maior
participagao nos processos de metabolizagdo, sendo que sdo importantes 1A2, 3A4,
2C9, 2C19 e 2D6. Em relagao aos resultados, pode-se perceber que apenas para a
CYP1A2 que deu a probabilidade de as substancias inibirem, e com isso terem maior
disponibilidade, se considerando essa via metabdlica enzimatica.

Para a avaliagdo toxicoldgica, € muito importante predizer possivel toxicidade
das substancias. Para isso, foi realizada em dois 6rgéos alvos, figados e rins, com o
emprego do servidor online admetSAR 2.0, que integra mais de 40 modelos preditivos
e diversas informagdes integradas (YANG et al., 2019). Os resultados podem ser

visualizados na tabela 5.
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Tabela 5 - Predicao toxicolégica do NPE e NPe pelo programa AdmetSAR

DESCRIGAO NPE NPe
Hepatotoxicidade Positivo (81,25%) Positivo (66,77%)
Nefrotoxicidade Positivo (51,14%) Positivo (51,03%)

Fonte: Autor, 2024
Os resultados estdo expressos em positivo ou negativo, seguida da

probabilidade. Conforme observado na tabela 5, para todos os descritores e, também,
para ambas as moléculas testes, indicam probabilidade de as substancias serem
hepatotoxicas e nefrotdxicas. Porém, € importante ressaltar que sao calculos
preditivos, a partir da estrutura molecular, do possivel efeito causado por substancias

exdgenas havendo a necessidade de confirmagao experimental.

5.3.2 Docking molecular: COX-1 E COX-2

Na etapa de validagéo do alvo COX-1, o valor de RMSD obtido foi de 0,87 A.
Este valor permite identificar e explorar o espaco conformacional de um alvo e de
como o ligante se comporta nessa regiao, ao ser comparado com o dado tedrico, no
qual quanto menor, maior o indicativo de compatibilidade. As coordenadas de origem
obtidas para esse alvo foram: x =-21,43; y =-50,79; z = 1,42, em um raio de validagao
de 10 A (BORGES et al., 2018).

No docking molecular das substancias testes NPE e NPe, foi possivel observar
resultados muito semelhantes, no qual a maior diferenga foi quanto a interacdo do
NPE com o aminoacido Phe518 (interagédo T1- T Stacked), com distancia de 5,23 A
enquanto que o NPe interagiu com o residuo Met522, por meio de uma interagao -
sulfur, com distancia de 5,94 A (Tabela 6). Além dessas interagdes, foram presentes
ligacbes de hidrogénio e interagdes hidrofébicas, sendo esta ultima em decorréncia
da presenca do anel aromatico, em ambas a moléculas testes.

Tabela 6 - Interacdes e os tipos de interagdes realizadas entre os ligantes
Ibuprofeno, NPE e NPe, com o alvo COX-1.

Atomo
Distancia
Ligante = Aminoacido do Interacdo Tipo A) Score
ligante
ARG120 02 Ligacao de Convencional 1,82
Ibuprofeno _ ) 63,07
Hidrogénio

79



VAL349 C14 Hidrofébica Alquil 4,81

LEU352 C14 Hidrofébica Alquil 5,40

TYR355 C14 Hidrofébica m-alquil 4,70

TRP387 C3 Hidrofébica -alquil 5,31

LEU352 Ligante Hidrofdbica m-alquil 4,85

ILES23 Ligante Hidrofdbica r-alquil 4,91

ALAS527 Ligante Hidrofébica m-alquil 4,02

ARG120 o1 Ligacao de Convencional 2,09
Hidrogénio

TYR355 o1 Ligacao de Convencional 2,94
Hidrogénio

NPE SER353 02 Ligagao de Carbono- 2,68 50,95

Hidrogénio Hidrogénio

PHES518 Ligante Hidrofdbica - 1 Stacked 5,23

LEU352 Ligante Hidrofébica m-alquil 4,79

ALAS527 Ligante Hidrofobica r-alquil 4,73

ARG120 o1 Ligacao de Convencional 2,99
Hidrogénio

TYR355 o1 Ligacao de Convencional 2,99
Hidrogénio

NPe SER353 02 Ligacéo de Carbono- 2,69 52,24

Hidrogénio Hidrogénio

MET522 Ligante Outro m-sulfur 5,94

LEU352 Ligante Hidrofobica r-alquil 4,83

ALAS527 Ligante Hidrofobica mr-alquil 4,76

Fonte: Autor, 2024
No entanto, ao avaliar os resultados da molécula de referéncia (ibuprofeno),
pode-se estabelecer que a afinidade apresentada pelo alvo foi mais elevada (Score:
63,07), além de apresentar maior numero de interagdes, sendo no total de oito, das
quais apenas uma € uma ligacdo de hidrogénio (tipo convencional), envolvendo o
residuo Arg120, e o restante todas hidrofébicas, das quais duas do tipo alquil e seis

do tipo m-alquil (Fig. 21).
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Figura 21 - Representacdo em 2D e 3D da simulagao de docking molecular do NPE,
NPe e Ibuprofeno, no alvo COX-1
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Fonte: Autor, 2024

Quanto ao docking da COX-2, o valor de RMSD na etapa de validagao da foi

de 0,99 A. Em relagéo as coordenadas de origem para esse alvo, foram definidas
como: x = 22,83; y = 51,56; z = 17,81 e um raio de validagéo de 10 A (BORGES et al.,

2018).

Conforme observado na tabela 7, pode-se depreender que o primeiro composto

teste (NPE), apresentou maior numero de interagdes quando comparado ao NPe,
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tendo um total de sete interagdes, sendo destas, quatro do tipo de ligagbes de

hidrogénio, das quais trés envolvem o aminoacido Ser535 e uma com a Leu352. Assim

como também no docking com a COX-1, a molécula padrao (ibuprofeno), apresentou

maior afinidade pelo alvo terapéutico (Tabela 7 / Fig. 22).

Tabela 7 - Interagbes e os tipos de interagdes realizadas entre os ligantes

Ibuprofeno, NPE e NPe, com o alvo COX-2.

Atomo
Ligante Aminoacido do Interacao Tipo Distincia Score
ligante
Ligagéo de
TYR355 02 Convencional 2,51
Hidrogénio
ALA527 C14 Hidrofobica  Alquil 3,90
LEU384 C3 Hidrofobica  Alquil 5,25
MET522 C3 Hidrofébica  Alquil 4,9
Ibuprofeno : : : 58,05
VAL349 C14 Hidrofébica  Alquil 4,53
TRP387 C3 Hidrofobica  Tr-alquil 5,14
LEU352 Ligante  Hidrofébica  r-alquil 4,74
VAL523 Ligante  Hidrofébica Tr-alquil 4,10
ALAS27 Ligante  Hidrofébica  Tr-alquil 4,69
Ligagcao de
LEU352 01 Convencional 3,21
Hidrogénio
Ligagdo de  Carbono-
SER353 o1 2,69
Hidrogénio  hidrogénio
Ligacdo de  Carbono-
SER353 02 2,78
Hidrogénio  hidrogénio
NPE Ligagdo de  Carbono- 46,40
SER353 02 3,08
Hidrogénio  hidrogénio
MET522 Ligante  Outro m-Sulfur 512
m-17 T-
TRP387 Ligante  Hidrofébica 4,94
shaped
Amida- 17
GLY526 Ligante  Hidrofébica 4,51
Stacked
Ligacdo de  Carbono-
NPe SER353 H21 2,35 45,80
Hidrogénio  hidrogénio
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Ligacdo de  Carbono-

SER353 010 2,99
Hidrogénio  hidrogénio

MET522 Ligante  Outro m-Sulfur 5,25
Amida- 1T

GLY526 Ligante  Hidrofébica 4,28
Stacked
Amida- 1T

ALA527 Ligante  Hidrofébica 4,28
Stacked

Fonte: Autor, 2024

Figura 22 - Representacdo em 2D e 3D da simulagao de docking molecular do
Ibuprofeno, NPE e NPe, no alvo COX-2.
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NPe

Fonte: Autor, 2024

E presente na entrada do canal do sitio ativo de ambas as proteinas alvos (COX-
1 e COX-2) os residuos Arg120, Glu524, Tyr355 e His/Arg513, que geralmente
permitem as ligagdes de hidrogénio com o ligante (PRICE; JORGENSEN, 2000).
Nesse sentido, alguns aminoacidos possuem importancia para definicdo da atividade
dos ligantes sobre as enzimas COX-1 e COX-2. O primeiro a ser abordado € o residuo
Ser530, que interage, por exemplo com a aspirina, nas duas isoformas da COX. Outro
aminoacido bastante associado de importancia para ativacdo € a Tyr385, visto
participagao na retirada do 13-pro-S-hidrogénio do acido araquidénico (GAUTAM et
al., 2011).

Para a COX-1, além desses residuos, sao consideradas interacdes importantes
as que acontecem com os aminoacidos Arg120, Tyr355 e 11e523 (BORGES et al.,
2018). Em relacao a Arg120, de acordo com Price e Jorgensen (2000), ao avaliar a
interacdo de alguns AINES com as isoenzimas, constatou que a maioria das
substancias pertencentes a este grupo possuem um grupo carboxilato, que permitem
a interacdo com alguns residuos, incluindo a Arg120. Quando n&o possuem esse
grupamento, como por exemplo, o celecoxibe, que possui um grupo trifluorometil,
acaba nao interagindo com esse aminoacido em especifico e por isso, possui maior
seletividade com a COX-2. Nesse sentido, pode-se depreender que possivelmente a
interacdo entre Arg120, para a COX-1, € mais importante. No caso do docking
molecular com a COX-1 deste estudo, todas as substancias interagiram com a Arg120,
constatando que possivelmente realizaram outra interacdo de importancia,

relacionado a COX-1.
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5.4 Discusséao

A resposta inflamatdria inicia-se a partir de estimulos provocados por agentes
infecciosos, dano ou lesao tecidual, onde estes por sua vez sado reconhecidos pelo
sistema imune através dos macrofagos, que iniciam uma série de respostas
imunologicas. Neste momento acontece incidentes caracteristicos como o aumento
da permeabilidade vascular, aumento no numero de leucécitos e a liberagado de
mediadores pro-inflamatérios na tentativa de conter o dano ocasionado (Gallo et al.
2017). A partir do reconhecimento de agentes infecciosos, como LPS de bactérias
Gram-negativas através do reconhecimento de PAMP’s por receptores toll-like, ou
através do reconhecimento de DAMP’s apds a leséo celular, inicia-se a producéo dos
mediadores pro inflamatérios, como as citocinas TNF-a, IL-1, IL-6, IFN-y e ICAM-
1(Sugimoto et al. 2017). Apesar da resposta inflamatéria ser uma resposta fisiolégica
e ser de fundamental importancia no processo de recuperacdo pos lesao a sua
resposta, quando desrregulada, pode se tornar um problema, levando ao surgimento
de processos inflamatérios crénicos e doengas autoimunes (Lopez-Castejon, Gabriel
V.; Perrett 2017), estas a¢des desrreguladas ocorrem a partir da produgéo exacerbada
de citocinas. Devido a isto, um grande mecanismo de inibicdo da inflamagao aguda
através de farmacos seria a inibicdo da producdo destas citocinas. E relatado na
literatura que o NPe em estudo in vitro foi capaz de evitar a ativagao de macrofagos e
a ativacao das vias NF-kB e ERK através da inibicdo da producdo destas citocinas
(Sugimoto et al. 2017; Gallo et al. 2017).

Dando seguimento a esta linha, neste estudo foi explorado o potencial
toxicologico e antiinflamatorio do NPe in vivo e in silico. Assim, este foi testado em
modelo zebrafish para avaliar a sua capacidade em induzir a toxicidade e alteracbes
histopatologicas e em inibir a formagao de edema induzido por carragenina. Os
modelos de ensiaos de toxicidade e de inflamacdo em Zebrafish propostos neste
estudo ja foram abordados anteriormente, onde a autora avaliou a toxicidade e
potencial anti-inflamatério de nanoemulsao contendo o 6leo essencial de Rosmarinus
officinalis L., tendo sido estas metodologias consideradas confiaveis e seguras
(Borges et al. 2018).

No ensaio de toxicidade aguda o NPe se mostrou seguro nas doses testadas
de 5, 8, 10, 12 e 15 mg/kg por via oral em Zebrafish. Nenhum animal foi a ébito apos

o tratamento e no estudo histopatolégico, observou-se que o NPe ndo desencadeou
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alteragdes histopatoldgicas significantes nos principais 6rgaos de metabolizagdo dos
animais, intestino, figado e rins.

No intestino todas as alteragbes registradas foram de nivel |, entre elas a
infiltracao leucocitaria, dilatagdo dos vasos presente nas vilosidades, hipertrofia das
células epiteliais e o desprendimento do revestimento no apice das vilosidades. De
acordo com Borges et. al (2019), essas alteragcdes séo tipicas do mecanismo de
defesa celular. No qual, para evitar lesbes causadas pela infiltragao leucocitaria nas
vilosidades, ocorre a separagao da lamina propria, que reduz o contato entre as
células inflamatdrias e os enterdcitos. Logo, estas alteragdes ocorrem para proteger a
célula de possiveis danos e nao prejudicam o funcionamento do érgéao.

De acordo com a predile¢do do estudo in silico realizado (Quadro1), o NPe
possui uma alta absorcdo no trato intestinal, fato que auxilia no processo de
metabolizagcdo e acelera sua biodisponilidade. No entanto, a auséncia de alteragdes
ou danos a nivel tecidual relevantes no intestino dos animais utilizados neste estudo,
demonstra que o NPe apresentou uma baixa toxicidade neste 6rgao, sendo
considerada minima quando comparada com os grupos padrdes.

Além disto, o NPe se mostrou ndo ser um substrado P-gp, o que |lhe confere
uma menor probabilidade em desencadear uma resisténcia medicamentosa quando
comparados com outros medicamentos que sao substratos, como o diclofenaco e a
indometacina. Outro ponto positivo encontrado neste estudo é o fato do NPe também
demonstrar predile¢cdo negativa a inibir as enzimas CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 e
CYP3A4, pertencentes a familia do citocromo P450. Isto significa que o NPe possui
um baixo potencial em provocar interagdo com outros medicamentos que sejam
metabolizados por estas enzimas quando consumidos simultaneamente, tais como
sertralina (metabolizada pela CYP2C19), Losartana (metabolizada pela CYP2C9),
Tramadol (metabolizado pela CYP2D6) e Alprazolam (metabolizado pela CYP3A4).
No entanto, neste estudo, o NPe mostrou ser inibidor da enzima CYP1A2, assim como
diclofenaco e indometacina. Esta inibicdo ocasiona uma perda na metabolizagédo de
outros medicamentos que sejam metabolizados por esta enzima, como a Clozapina e
a Codeina, fazendo com que estes medicamentos necessitem de uma dose maior
para manter sua efetividade quando ingeridos em conjunto com o NPe.

Toda essa predilecao farmacocinética foi realizada em comparagéo entre o
NPE e o NPe, onde foi obtido um resultado homdlogo, demonstrando que o perfil

toxicolégico de ambas as substancias, para as descrigdes levantadas, € 0 mesmo.
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Quanto aos demais 6rgaos envolvidos no processo de metabolizagéo, estes
sejam figado e rim, quando comparado com o NPE, o NPe (Tabela 5) demonstrou
exercer uma hepatotoxicidade (Positivo/66,77%) e nefrotoxicidade (Positivo/ 51,03%)
inferior. Apesar do estudo in silico demonstrar predilecdo pela toxicidade hepatica e
renal no estudo in vivo em modelo zebrafish o resultado demonstrou-se divergente.
No estudo histopatolégico do figado e do rim as unicas alteragdes teciduais graves
ocorreram no grupo tratado com o solvente DMSO, que tem sua alta agao téxica ja
conhecida, enquanto os demais grupos tratatos com o NPe e os demais farmacos
padroes apresentaram baixas alteragdes no IAH, com alteracbes leves que nao
alteraram o funcionamento dos 6rgaos. De acordo com Borges et. al (2019), o
aumento da frequéncia dos vasos sanguineos e a hiperemia sdo mecanismos
acionados para aumentar o fluxo sanguineo para o figado, consequentemente
aumentando o suprimento de oxigénio e nutrientes na area afetada, o que protege o
tecido de danos graves, como a hipoxia. Em seu estudo Silva (2016) avaliou a
toxicidade do NPe em modelo zebrafish, no entanto somente na dose de 10 mg/kg,
que foi considerada toxica.

As divergéncias observadas entre os resultados do estudo in vivo e as
predilecdes do estudo in silico ocorre devido ao fato de o estudo in silico basear-se
em modelos preditivos que tentam prever como um medicamento se comportara com
base em dados histéricos e propriedades conhecidas. Esses modelos podem néao
representar todas as complexas variaveis fisiolégicas encontradas no modelo in vivo.
Logo, o estudo in silico pode sugerir um comportamento esperado do farmaco, porém
sem a garantia de que o farmaco se comportara exatamente como previsto quando
estiver administrado em um ambiente bioldgico real (Daniel 2024).

Na avaliagao da atividade anti-inflamatdria do NPe in vivo, por meio do ensaio
de edema abdominal em zebrafish, foi possivel comparar seu potencial em inibir a
formacgao de edema induzido por carragenina. Entre as trés doses testadas a dose de
15 mg/kg foi a que demonstrou o maior potencial anti-inflamatério, quando comparada
com as demais doses e com os grupos padrao. Divergindo do estudo in silico, que
demonstrou que o NPe possui menor numero de possiveis interagdes (6 interagbes
com o alvo COX-1/score 52,24 e 4 interagdes com o alvo COX-2/score 45,8) quando
comparado com o padrao ibuprofeno (8 interagdes com alvo COX-1/score 63,07 e 9
interagcdes com o alvo COX-2/score 58,05), no ensaio in vivo o NPe demonstrou

elevando potencial em inibir edema e sua acéao foi superior a do ibuprofeno na dose
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testada. Novamente, isso se justifica pelo fato de estudos in silico serem capazes de
fazer uma predilecdo da acdo de um farmaco, no entanto, quando exposto a
complexidade bioquimica do modelo in vivo, esse perfil pode se manifestar de forma

totalmente inesperada.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Este estudo teve como objetivo obter uma solugéo do NPe estavel para uso em
modelo animal, além de avaliar sua atividade toxicologica e sua atividade anti-
inflamatdria, através de ensaios in vivo com Zebrafish; e determinar suas possiveis
interacdes farmacocinéticas por meio de ensaio in silico através de docking molecular.
Entre os resultados, destaca-se a obtengao de in vivo uma solugao estavel para uso
do NPe nas doses de 5, 10 e 15 mg/kg em ensaio. Esse resultado € de grande
relevancia, uma vez que até o presente momento s6 encontrava-se disponivel na
literatura estudos com ensaios in vitro de avaliagcado da viabilidade celular, e um Unico
estudo com ensaio in vivo em modelo zebrafish para avaliagdo do potencial anti-
inflamatorio, cuja dose testada fora 10 mg/kg. No entanto, este estudo n&o abordou a
histopatologia do efeito toxicolégico do farmaco para esta dosagem, apenas relatou a
presenga de degeneragao glomerular no tecido.

No ensaio de toxicidade aguda realizado no presente estudo, nenhuma dose
do NPe foi considerada toxica, ja que nenhum animal morreu durante o experimento.
E, no estudo histopatolégico, ndo houve nenhuma alteragdo tecidual grave que
prejudicasse o funcionamento de intestino, figado e rins dos animais.

Na avaliacdo da atividade anti-inflamatdria através da inibicdo de edema
abdominal em modelo Zebrafish, o NPe demonstrou eficacia na inibicido de edema
inflamatorio na dose de 15 mg/kg, obtendo um desempenho de inibigdo superior aos
dos farmacos comerciais Ibuprofeno e Dexametasona.

Os resultados deste estudo sao considerados significantivos e inovadores, pois
apresentam uma solugao estavel e de seguranga toxicologica para a utilizagdo do
NPe, o que elucidou o uso de doses seguras para futuros experimentos in vivo. Bem
como, possibilitara novos estudos a partir da solugcéo obtida com o NPe.

Por fim, este é o primeiro estudo a propor uma solugédo segura para o NPe,
avaliando sua toxicidade e potencial anti-inflamatério em estudos in vivo e in silico,
entretanto, embora os resultados sejam promissores, € importante reconhecer que se
fazem necessarios estudos complementares relacionados a atividade anti-
inflamatéria, afim de elucidar os possiveis mecanismos de agao da solugao obtida com

o NPe em diferentes modelos animais.
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