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Resumo:

Os imunossupressores sdo medicamentos largamente utlizados no tratamento de doencas
imunomediadas. Diante da necessidade de farmacos menos téxicos que os disponiveis na clinica, avaliou-se a
acdo imunomoduladora e anti-inflamatéria do (E)- N'—(3,4-dimetiloxibenzilideno)-4—metoxibenzohidrazida
(LASSBI0-1386) em modelos murinos de doencgas inflamatérias. O ensaio de choque endotoxico foi realizado
para avaliar a acdo do LASSBIi0-1386 na sobrevivéncia de camundongos e na modulagdo das citocinas
envolvidas neste processo. Em seguida, avaliou-se o efeito do composto na migragéo leucocitaria e na reducéo
do edema de pata induzidos por carragenina. O LASSBIi0-1386 aumentou a taxa de sobrevida dos animais,
reduziu a producéo de TNF-qa, IL-1B e aumentou a producdo de IL-10 circulantes. Além disso, o composto
reduziu a formacdo de edema na pata e nado foi capaz de inibir a migracdo de neutréfilos em modelo de
peritonite, sugerindo que o LASSBIi0-1386 apresenta uma acéo anti-inflamatoria promissora.
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Introducéo:

O sistema imune requer a interacdo dos varios tipos celulares que comp8em a defesa do organismo
para manter a homeostasia. Diferentes estimulos podem alterar esse equilibrio, como infec¢des por bactérias e
as suas endotoxinas. A inflamacdo é uma reagdo imune, desencadeada por uma cascata de mediadores
guimicos em resposta a essas substancias (CRUVINEL et al., 2010). Quando um processo inflamatério ocorre,
leucdcitos sanguineos circulantes migram a fim de eliminar o gatilho inflamatério primério e contribuir com a
reparacao tecidual. Se esta resposta imune/inflamatéria é ativada de forma incorreta, um dano tecidual torna-se
iminente. A atividade bioldgica das endotoxinas € decorrente da ativacdo de sistemas séricos, de células
residentes, do endotélio e dos leucdcitos (PEREZ-SEPULVEDA et al., 2014). Em consequéncia disto, ocorrem
sintese e liberacdo de mediadores endégenos, como citocinas, radicais reativos do oxigénio e do nitrogénio e
mediadores lipidicos. E neste contexto, a ativagdo das células inflamatdrias se torna o fator predominante para
o desenvolvimento da sindrome da inflamagéo sistémica presente na sepse (BENJAMIN, 2001). Dentre os
mediadores enddgenos, liberados, primeiramente, pelas células residentes e, posteriormente, pelas células
recrutadas para o foco infeccioso, as citocinas desempenham um papel primordial na resposta do hospedeiro.
Citocinas como a interleucina-1 (IL-1), o fator de necrose tumoral (TNF-a) e outras moléculas promovem o
recrutamento de leucdcitos para o sitio inflamatério, bem como sua ativagdo e aumento da atividade
microbicida, sendo a resposta no local fundamental para o controle da infeccdo (GUHA; MACKMAN, 2001). A
aplicacdo clinica de farmacos imunossupressores é amplamente empregada para inibir estas respostas
inflamatérias indesejadas (ARMSTRONG; KLICKSTEIN, 2009). Devido aos efeitos secundarios associados ao
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uso prolongado dos medicamentos e a ineficacia de alguns tratamentos convencionais, a procura por
medicamentos mais seguros, eficazes e menos tOxicos torna-se necessaria. Neste contexto, a acgéo
imunomoduladora e anti-inflamatéria do derivado das hidrazonas, o LASSBIio-1386, foi avaliada em modelo
murino de doengas inflamatorias.

Metodologia:

O efeito do LASSBIi0-1386 foi avaliado na sobrevivéncia de camundongos BALB/c e na producéo de
citocinas no soro destes animais apés a inducdo de endotoxemia. A dose letal de 600 pg de LPS foi
administrada ap6s 90 minutos de tratamento com 50 e 100 mg/kg de LASSBIi0-1386, por via intraperitoneal. A
dexametasona, a droga de referéncia no tratamento das doencas do sistema imunoldgico, foi utilizada como
controle positivo (25 mg/kg). A mortalidade dos animais foi acompanhada durante cinco dias e a analise
estatistica das diferencas nas curvas de sobrevivéncia foi feita usando o teste de Logrank. O programa utilizado
foi o Graph Pad Prism verséo 5.01. A dosagem de citocinas foi realizada pelo método do ELISA sanduiche,
apo6s coleta do sangue a partir da artéria braquial, centrifugacdo e separagao do soro. A agdo do composto
sobre a migragdo leucocitaria foi avaliada em modelo de peritonite induzido por carragenina (1%, por via
intraperitoneal, 0,25 mL) em camundongos BALB/c, uma hora apés a administracdo da indometacina (50
mg/kg), utilizada como droga de referéncia, e do LASSBIi0-1386, nas doses de 50 e 100 mg/ kg. Ap6s quatro
horas, os animais foram eutanasiados para realizacdo de lavagem peritoneal. As células coletadas foram
contadas em camara de Neubauer e os resultados foram expressos em nimero de neutr6filos/100 células. O
modelo de edema de pata foi induzido através da administracdo de 2% de carragenina na regido subplantar da
pata traseira de camundongos BALB/c (volume final de 20 pl/animal). Os grupos foram pré-tratados por via oral
com salina, indometacina ou com o LASSBIio-1386 uma hora antes da administragdo da carragenina por via
intraperitoneal. O acompanhamento da espessura da pata foi realizado com auxilio de um paquimetro digital
antes e nos tempos de 1, 2, 3, 4 e 5 horas seguintes.

Resultados e Discussao:

Todos o0s camundongos apresentaram sinais de choque apds a administracdo de LPS, como
piloerecao, tremores e letargia. Quando tratados com a dose mais baixa do LASSBIi0-1386 (50 mg/kg), a taxa
de sobrevida dos animais foi de cerca de 50%. Ao se utilizar a dose de 100 mg/ kg do composto, mais de 80%
dos animais sobreviveram até o final do periodo observado. Quando tratados com a dexametasona (25 mg/kg),
100% dos animais sobreviveram e o grupo nao tratado foi a 6bito ao final de 24h apos inducdo do choque.
Além disso, o composto foi capaz de reduzir a producdo das citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-13. O
composto também aumentou a produgdo de IL-10, citocina com importante atividade imunossupressora. O
LASSBI0-1386 nédo foi capaz de inibir a migracao de neutrofilos em modelo de peritonite e reduziu a formacéo
de edema de pata induzido por carragenina, demostrando que sua acgéo protetora ocorre provavelmente numa
inflamacéo ja estabelecida.

Conclusdes:

O LASSBI0-1386 aumentou a taxa de sobrevivéncia, reduziu a producéo de citocinas pré-inflamatérias
e aumentou a produc¢do da IL-10, a principal citocina associada a imunossupressdo. Além disso, o LASSBio-
1386 nao foi capaz de inibir a migragéo de células inflamatérias para o local de lesdo, mas reduziu a formacao
de edema de pata induzido por carragenina, demostrando que sua agao protetora ocorre provavelmente numa
inflamacéo ja estabelecida. Estes dados sugerem que o LASSBIi0-1386 é uma alternativa promissora para
desenvolvimento de novas terapéuticas com agéo imunomoduladora e anti-inflamatoria.
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