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RESUMO

Introdugao: A resposta inflamatoria € uma caracteristica comum de muitas
condi¢cdes patologicas ainda sem cura, havendo assim a necessidade urgente por
novas substancias que minimizem os efeitos nocivos da inflamacao nesse contexto.
Os cromenos e cumarinas representam classes de compostos com multiplas agbes
farmacolodgicas ja descritas e que podem ser potenciais candidatos a investigagéo
da sua agao terapéutica. Objetivos: Este estudo teve como objetivo testar novas
moléculas derivadas de 4-aril-4H-cromeno em um modelo in vitro de inflamacéao
usando células Raw 264.7 induzidas por lipopolissacarideo (LPS), além compilar os
dados da literatura para concluir se as cumarinas sao eficazes como compostos anti-
inflamatorios, quando usadas em modelos animais de lesdo pulmonar aguda (LPA)
induzida pelo LPS. Metodologia: Na primeira parte deste estudo, sete compostos
derivados de 4-aril-4H-cromeno foram testados em células Raw 264.7 para avaliar
seus efeitos citotoxicos. Em seguida, foi analisado o efeito dos compostos
selecionados na produg¢ao de mediadores pro-inflamatérios (NO, TNF, MCP-1, IL-6)
e anti-inflamatoérios (IL-10 e IL-13) e, finalmente, foi avaliado o efeito dos compostos
em relacao a apoptose de macrofagos e na expressao de receptores de superficie
(TLR-4 e Manose). Ja a segunda parte do estudo, por meio da utilizagdo da
metodologia PRISMA para Revisdes Sistematicas, diferentes bases de dados foram
consultadas (PubMed, Web of Science, SCOPUS e Google Scholar), a fim de reunir
um numero significativo de estudos a respeito do efeito anti-inflamatério de
cumarinas em modelos murinos de LPA induzida por LPS. A extracdo de dados foi
focada na populacéo, intervencao, comparacao, desfecho e estratégia de desenho
do estudo (PICOS) e o risco de viés nos manuscritos selecionados foi avaliado
usando a ferramenta SYRCLE para estudos experimentais em animais. Resultados:
Os resultados da primeira etapa do estudo demonstraram que alteragdes na
estrutura molecular do 4-aril-4H-cromeno alteraram seu perfil citotoxico. Portanto, os
derivados que mostraram resultados seguros foram selecionados para analises
posteriores (compostos nomeados: 4, 5 e 6). Nesses experimentos, tais compostos
foram capazes de diminuir as concentracdes de NO e a produgao de MCP-1, IL-6,
IL-10 e IL-13. Além disso, esses derivados foram eficazes na reducédo da apoptose
de macrofagos e na expressao TLR-4. Os compostos 5 e 6 ainda foram eficazes em
aumentar a expressao do receptor de manose, um marcador de superficie
caracteristico do fend6tipo M2 dos macrofagos. Em seguida, a revisdo dos estudos
sobre cumarinas resultou na selegao final de 8 manuscritos, os quais abordaram a
eficacia anti-inflamatdéria de compostos cumarinicos sobre a formacéo de edema e o
influxo de leucdcitos nos pulmdes com LPA induzida por LPS. A maioria destes
estudos também destacou o papel dos compostos na diminuicdo da produgao de
citocinas pro-inflamatodrias, tais efeitos foram associados a interferéncia nas vias de
sinalizagao celular, que foram investigadas por parte dos estudos incluidos nesta
revisdo. A avaliagdo da qualidade metodologica mostrou que os estudos avaliados
apresentaram de moderado a alto risco de viés, relacionado a falta de dados quanto
a randomizacgao dos animais e ao cegamento dos investigadores, o que compromete
a confiabilidade dos resultados experimentais publicados. Conclusao: Os resultados
indicam que o efeito anti-inflamatério produzido pelos cromenos esta ligado a
repolarizagdo dos macréfagos (M1 a M2). Da mesma forma, as cumarinas tém
importantes efeitos anti-inflamatérios na LPA induzida por LPS em camundongos,
inibindo principalmente o influxo de leucdcitos e a formagado de edema nos pulmdes.
No entanto, a falta de informagdes metodoldgicas, em todos os estudos avaliados,



compromete esta afirmacgao categérica sobre os efeitos anti-inflamatérios desta
classe de compostos.

Palavras-chave: inflamagé&o; cromenos; cumarinas; lesdo aguda pulmonar.



ABSTRACT

Introduction: The inflammatory response is a common feature of many pathological
conditions that remain without solution, thus there is an urgent need for new
substances that minimize the deleterious effects of inflammation. Chromenes and
coumarins represent classes of compounds with multiple pharmacological actions
already described and which may be potential candidates for the research of their
therapeutic action. Objectives: This study aimed firstly to test new molecules derived
from 4-aryl-4H-chromene in an in vitro model of inflammation using Raw 264.7 cells
induced by lipopolysaccharide (LPS), the second part of this study was compiling
data from the literature to conclude whether coumarins are effective as anti-
inflammatory compounds when used in animal models of LPS-induced acute lung
injury (ALI). Methodology: In the first part of this study, seven compounds derived
from 4-aryl-4H-chromene were tested in Raw 264.7 cells to evaluate their cytotoxic
effects. Then, the effect of the selected compounds on the release of pro-
inflammatory (NO, TNF, MCP-1, IL-6) and anti-inflammatory (IL-10 and IL-13)
mediators was analyzed and, finally, it was supervised the effect of the compounds
concerning the apoptosis of macrophages and in the expression of surface receptors
(TLR-4 and Mannose). In the second part of the study, using the PRISMA
methodology for Systematic Reviews, different databases were consulted (PubMed,
Web of Science, SCOPUS, and Google Scholar), to gather a considerable number of
studies regarding the anti-inflammatory effect of coumarins in murine models of LPS-
induced LPA. Data extraction focused on population, intervention, comparison,
outcome, and study design strategy (PICOS), and the risk of bias in the selected
manuscripts was assessed by the SYRCLE tool for experimental animal studies.
Results: The results of the first part of this study showed that alterations in the
molecular structure of 4-aryl-4H-chromene altered its cytotoxic profile. Therefore,
derivatives that showed safe results were selected for further analysis (named
compounds: 4, 5, and 6). In these experiments, these compounds were able to
decrease NO concentrations and the production of MCP-1, IL-6, IL-10, and IL-13.
Furthermore, these compounds were effective in reducing macrophage apoptosis
and TLR-4 expression. Compounds 5 and 6 were also effective in increasing the
expression of the mannose receptor, a surface marker characteristic of the
macrophage M2 phenotype. Then, a review of studies on coumarins evolved into the
final selection of 8 manuscripts, which unanimously addressed the anti-inflammatory
efficacy of coumarin compounds in reducing edema formation and leukocyte influx in
lungs with LPS-induced ALI. Most of these studies also highlighted the role of
coumarin compounds in decreasing the production of pro-inflammatory cytokines,
these effects were associated with interference in cell signaling pathways, which
were investigated by part of the studies included in this review. The evaluation of the
methodological quality showed that the studies obtained a moderate to high risk of
bias, related to the lack of data regarding the randomization of the animals and the
blinding of the researchers, which compromises the reliability of the published
experimental outcomes. Conclusion: The results show, that the anti-inflammatory
effect produced by chromenes is linked to the repolarization of macrophages (M1 to
M2). Likewise, coumarins have promininet anti-inflammatory effects in LPS-induced
ALI in mice, mainly inhibiting leukocyte influx and edema formation in the lungs.
However, the lack of methodological information in all evaluated studies
compromises this categorical statement about the anti-inflammatory effects of this
class of compounds.



Keywords: inflammation; chromene; coumarin; acute lung injury.
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1 INTRODUGAO

A descoberta de novas entidades farmacolégicas ainda € um desafio. A
busca por novas moléculas capazes de reduzir o sofrimento e trazer novas
perspectivas, para melhorar a qualidade de vida ou as chances de sobrevivéncia a
doencas que oferecem risco a vida, tém sido um importante alvo de estudo para
diferentes condigdes clinicas (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2020).

A pesquisa sobre a agao biolégica de produtos naturais tem fornecido
suporte altamente significativo para a descoberta de entidades quimicas candidatas
a novos farmacos. Prova disto é que, até o momento, mais de 50% dos farmacos
aprovados para uso clinico tém origem de produtos naturais, ou sao inspirados
nestes (NEWMAN, CRAGG 2020). Além disso, cabe ressaltar que o Brasil ocupa
uma posicdo de destaque no mercado mundial de consumo de medicamentos. O
que contrasta com a realidade da industria nacional que € grande importadora de
matérias primas para a produgcao de medicamentos para uso interno no pais
(RODRIGUES, COSTA, KISS, 2018). Dentre os entraves de maior destaque para a
descoberta de novas entidades estdo o tempo e o alto custo para aprovagao destes
compostos, cerca de 20 anos e 1 bilhdo de délares, respectivamente (TRIVELLA et
al., 2022).

As doencas cronicas nao transmissiveis (DCNT) representam um importante
alvo de estudos para a intervengcao de novas substancias, principalmente no que diz
respeito as suas complexidades. No mundo, 74% das mortes sao resultantes de
DCNTs (WHO, 2022), ja no Brasil cerca de mais da metade da populagao adulta ja
referiu ter alguma DCNT, cuja prevaléncia possui forte carater socioecondédmico
(MALTA et al. 2021). Uma caracteristica comum encontrada nas DCNT ¢é a resposta
inflamatadria, a qual tem servido de base para diversos cenarios fisiopatoldgicos onde
a ativagao celular e a liberagdo de mediadores quimicos resultam em vias de
sinalizagdo relacionadas a resposta imune do hospedeiro contra os estimulos
nocivos (SINGH et al.,, 2019). Uma inflamagdo descontrolada é a chave para o
desenvolvimento de doengas inflamatdrias crénicas (CHEN et al., 2018). Portanto, a
producado de mediadores e moléculas sinalizadoras precisa ser regulada para conter
0 avancgo da resposta inflamatéria.

Durante a inflamagéo um elenco diversificado de mediadores quimicos €&

secretado com a finalidade de ativar a resposta de defesa do hospedeiro frente a um
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possivel agente lesivo (CHEN et al., 2018). Apesar disso, torna-se crucial a inibigao
dos danos gerados pela inflamagéo por meio da regulagcdo negativa da sintese de
tais mensageiros, como as citocinas e o 6xido nitrico (NO). Essas moléculas de
sinalizagao celular sao responsaveis pela comunicagao entre as diferentes células
presentes no sitio inflamatério (KANY; VOLLRATH; RELJA, 2019; PAPI;
AHMADIZAR; HASANVAND, 2019). A deflagragdo do estimulo da inflamacéo pode
surgir em decorréncia de fatores de naturezas variados, podendo ser um agente
quimico, fisico ou biologico (CHEN et al., 2018). O reconhecimento desses
elementos ocorre por células residentes e recrutadas da corrente sanguinea e que
desempenham uma importante fungcdo na resposta imune inata, por meio da
interacdo com padrées moleculares associados a danos (DAMP), ou a patégenos
(PAMP), com seus receptores especificos (HATO, DAGHER, 2015).

Os neutrofilos e macrofagos sdo células chaves no reconhecimento de
DAMPs e PAMPs e representam a primeira linha de defesa na resposta imune inata,
uma vez que ambas apresentam grande capacidade de comunicacéo entre si, por
meio da secregao de citocinas que osquestram o processo inflamatério (SCHULZ,
PETZOLD, ISHIKAWA-ANKERHOLD, 2020). Os neutréfilos sao eficazes no
processo de destruicdo do agente lesivo, principalmente por meio da fagocitose e
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) (CHATFIELD, THIEBLEMONT,
WITKO-SARSAT, 2018). Os macréfagos também sdo células fagocitarias,
produtoras de quimiocinas e mediadores inflamatdrios, mas que possuem atividade
primordial na etapa de resolugao da inflamagao, sendo um elemento celular ativo em
todas as etapas da resposta inflamatéria (FULLERTON, O'BRIEN, GILROY, 2013).
Tanto neutréfilos como os marodfagos utilizam mecanismos similares de defesa,
como as armadilhas extracelulares: NETs e METs, respectivamente. Estas s&o
estruturas em formato de teia composta por cromatina misturada com proteinas
celulares e sao extrusadas do corpo celular para formar redes extracelulares
capazes de “aprisionar” e matar microrganismos . A composi¢cao das proteinas
armadilhas extracelulares pode ser influenciada tanto pelo tipo de célula quanto pelo
ambiente local em que as armadilhas sao liberadas (DOSTER et al., 2017).

No sitio inflamatério, caso a resposta ndo seja autolimitada, danos teciduais
significativos podem ser gerados, e esta perpetuagcado da resposta celular € uma
caracteristica comum nas doencas inflamatérias crénicas (SCHETT, NEURATH,

2018). Os macréfagos desempenham um papel importante na restauragcdo da
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homeostase tecidual apés a lesdo (SHAPOURI-MOGHADDAM et al., 2018). Neste
processo estdo inclusas as mudancas celulares fenotipicas, caracterizados pela
queda da producdo de mediadores pré-inflamatérios, seguidos de um contexto
resolutivo marcado pela remogao de corpos apoptoticos (eferocitose) de netrofilos e
macrofagos fagocitarios e a liberagdo de mediadores responsaveis pelo processo de
cicatrizagao celular (GILROY, MAEYER, 2015).

O uso massivo de anti-inflamatoérios n&o esteroidais e/ou corticéides, com o
objetivo de reduzir a sintese e liberagdo de mediadores pré-inflamatdrios, ndo tem
produzido necessariamente os resultados esperados em muitas condigdes
inflamatdérias como artrite reumatoide, psoriase, lupus eritematoso sistémico, entre
outros (TASNEEM et al., 2019). Ao tentar resolver esse confuso quebra-cabeca,
muitos pesquisadores tém se empenhado arduamente em desvendar os
mecanismos celulares que estdo envolvidos com a resolugdo de condigdes
inflamatdrias, uma vez que a simples inibicdo de mediadores pré-inflamatérios
parece nao ser a resposta final (OISHI; MANABE, 2018). Neste contexto, os
macrofagos parecem ser a resposta para este enigma, uma vez que desempenham
papéis importantes e diversificados ao longo da maioria dos estagios da inflamagéao
e cicatrizagdo, bem como na remodelagédo patoldgica que pode contribuir para os
processos envolvendo as doengas (SHAPOURI-MOGHADDAM et al., 2018;
YURDAGUL JR et al., 2018). Visto que, a pesquisa de compostos que induzam as
alteragdes na polarizagao dos macrofagos para o fenétipo de resolugéo (M2) surge
como uma nova abordagem para lidar com condi¢gbes inflamatérias, até entdo
refratarias aos tratamentos convencionais.

Dessa forma, a busca por novas moléculas com propriedades bioativas, das
quais 0s cromenos e cumarinas, que sao compostos heterociclicos com um anel
benzénico fundido a um nucleo pirano, destacam-se por serem conhecidos como um
amplo grupo de produtos naturais com notavel relevancia por suas atividades
quimicas e biolégicas (COSTA et al, 2016; SHARIFI-RAD et al., 2021). A
importancia das propriedades farmacolégicas dos cromenos e cumarinas tem sido
investigada por diversos estudos, incluindo anticancerigenos (HALAWA et al., 2017,
PATIL et al., 2013; PONTES et al.,, 2018; SONG, HUO, GUO, 2021; WU et al.,
2020), antimicrobianos (HU et al., 2017; NASTASA et al. 2016; THANH et al., 2019),
efeitos antivirais (HASSAN et al., 2016; HU et al., 2013), antioxidantes (BUBOLS et
al., 2013; FERNANDEZ-BACHILLER et al., 2012) e anti-inflamatérios (ELSHAWI;
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NABEEL, 2019; HEO et al. 2014; KIRSCH, ABDELWAHAB, CHAIMBAULT, 2016).
Uma vez que ha uma variedade de possibilidades de interacdes moleculares, estas
classes de produtos naturais se tornaram fontes de compostos importantes para
avaliar a estrutura de novas substancias farmacoldgicas sintetizadas ou modificadas.

O presente trabalho esta dividido em dois capitulos, para facilitar o
entendimento das partes. No primeiro capitulo sdo apresentados os resultados
obtidos dos experimentos realizados in vitro, utilizando o modelo experimental de
inducdo da inflamagdo por LPS em macréfagos Raw 264.7, tratados com os
diferentes compostos derivados de 4-aril-4H-cromeno. Ja o segundo capitulo avalia
por meio de uma revisdo sistematica, a eficacia anti-inflamatoéria de derivados de
cumarinas em modelo in vivo de lesdo pulmonar aguda (LPA) induzida por LPS em

camundongos.
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CAPITULO 1

AVALIAGCAO DO POTENCIAL ANTI-INFLAMATORIO IN VITRO DOS DERIVADOS
DE 4-ARIL-4H- CROMENO
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AVALIAGAO DO POTENCIAL ANTI-INFLAMATORIO IN VITRO DOS
DERIVADOS DE 4-ARIL-4H- CROMENO

2 DESENVOLVIMENTO

2.1REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.1 PROCESSO INFLAMATORIO

O sistema imunolégico humano adquiriu duas principais linhas de defesa no
processo evolutivo, a resposta imune inata e adaptativa, as quais conferem protegao
ao hospedeiro a insultos que possuem potencial lesivo aos orgaos e sistemas
organicos que o compde (BUCKLEY, YODER, 2022; CRONKITE, STRUTT, 2018;
KAUR, SECORD, 2019). O processo inflamatério nada mais € do que uma reagao
de defesa de ampla complexidade, cuja fisiopatologia envolve um conjunto de
mecanismos celulares tanto da imunidade inata quanto da adaptativa (CRONKITE,
STRUTT, 2018).

Inicialmente, a inflamacdo ocorre pelo reconhecimento do gatilho
inflamatorio primario, que pode ser um agente quimico, fisico ou biolégico (CHEN et
al., 2018), por células residentes ou teciduais, que dao inicio a resposta imunoldgica
inata, caracterizada pela interagdo célula-antigeno, a qual, a nivel molecular, é
promovida pelo reconhecimento de importantes padrbes de reconhecimento das
moléculas antigénicas, que sinalizam condi¢gdes de “perigo” ao hospedeiro, 0s
chamados DAMPs e PAMPs (HATO, DAGHER, 2015). Os receptores de
reconhecimento de padrdées (PRR) sdo as estruturas, citosélicas ou membranares,
que se ligam aos DAMPs e PAMPs, e deflagram vias de sinalizagdo que resultam na
transcricdo de genes que controlam a resposta celular. Estima-se que o sistema
imune inato seja capaz de reconhecer mais de 103 tipos diferentes de padrdes
antigénicos (HATO, DAGHER, 2015).

Os receptores de tipo Toll (TLR) se destacam entre os PRR, por
apresentarem uma ampla capacidade de induzir variadas cascatas inflamatérias
(COCHET, PERRI, 2017). Estas estruturas sao expressas na maior parte das células
de origem mieldide e apresentam cerca de 10-13 tipos diferentes (NIE et al., 2018).

E também por meio da ativagdo dos TLR que as células do sistema imune inato d&o
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inicio a inflamacdo, principalmente com a ativacdo de células residentes (ex.
macrofagos), recrutamento de células fagocitarias (ex neutréfilos), indugcdo da
secrecao de mediadores soluveis e opsoninas e ativagao de células apresentadoras
de antigenos, as quais irdo futuramente direcionar o reconhecimento antigénico para
o sistema imune adaptativo (HATO, DAGHER, 2015).

Nos processos infecciosos, o LPS, uma endotoxina presente na parede
celular de bactérias gram negativas, € um importante exemplar para entender a
participacdo de TLR na ativacdo celular. O LPS é um agonista do TLR-4, um
receptor presente na superficie da membrana plasmatica celular e com dominio de
sinalizagao intracelular, encontrado em células do sistema imune como macréfagos,
neutrofilos e células apresentadoras de antigenos (WANG, QUINN, 2010). A
estimulacdo do TLR-4 deflagra sinais intracelulares, por meio de mensageiros
secundarios, que culminam na ativagcdo de fatores de transcrigdo génica como o
fator nuclear kappa B (NF-kB), responsavel pela expressao de genes envolvidos na
producao de mediadores pro-inflamatérios (PARK, LEE, 2013).

Um elenco diversificado de células participa da resposta inflamatéria, sendo
que os neutréfilos e macrofagos ocupam uma posigdo de destaque no que diz
respeito ao reconhecimento e eliminagdo dos agentes lesivos. Os neutréfilos podem
ser considerados as células de infantaria do sistema imune inato, agindo
rapidamente na eliminagcdo de agentes intrusos que porventura possam causar
danos ao hospedeiro (SCHULZ, PETZOLD, ISHIKAWA-ANKERHOLD, 2020).
Apesar do tempo de meia-vida curta controverso (7-9 horas ou até
aproximadamente 4 dias), a producdo de neutrofilos ocorre constantemente na
medula éssea, por meio da regulagao de feedback causada por mediadores soluveis
responsaveis pela sua proliferacdo, maturagao e sobrevivéncia (ex. G-CSF) (BUGL
et al., 2012). A falha no processo de produgao de neutréfilos compromete a resposta
imune inata, resultando em danos imunoldgicos severos o que consequentemente
expde o organismo a ameagas externas (HATO, DAGHER, 2015; KOENDERMAN,
TESSELAAR, VRISEKOOP, 2022).

Na primeira etapa da resposta inflamatdria, conhecida como fase aguda, o
influxo de neutréfilos e mondcitos da corrente sanguinea para o tecido lesionado é
um passo crucial, ao mesmo tempo em que depende da secre¢cdo de mediadores
quimiotactantes como a interlecuina (IL)-8 ou a proteina quimiotectante de
mondcitos-1 (MCP-1) (MENIAILO et al., 2018). No sitio inflamatério, estas células
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agem na eliminagdo de agentes nocivos, esse processo ocorre principalmente em
decorréncia da internalizacdo de particulas exdgenas, células malignas e/ou
microrganismos (LIM, GRINSTEIN, ROTH, 2017).

A fagocitose de corpos estranhos € um mecanismo de defesa celular que
visa eliminar principalmente agentes externos que possam representar uma ameaca
ao funcionamento do organismo (LIM, GRINSTEIN, ROTH, 2017). Para aprimorar
seus mecanismos de defesa, os neutréfilos sdo munidos de um maquinario celular
que favorece a sua atividade fagocitaria (KOLACZKOWSKA, KUBE, 2013). No
espaco citosodlico dos neutrdéfilos, existe uma grande quantidade de grénulos, cuja
composicao é feita de peptideos antimicrobianos e enzimas proteoliticas, os quais
otimizam o processo de digestdo celular e neutralizagdo de patdégenos
(BORREGAARD, SOYRENSEN, THEILGAARD-MONCH, 2007). Entretanto, a
degranulacdo deste conteudo, de forma excessiva no ambiente extracelular, leva a
um comprometimento tecidual resultante da acgédo proteolitica dos granulos
secretados (BORREGAARD, SIRENSEN, THEILGAARD-MONCH, 2007).

Ademais, os neutréfilos apresentam também uma alta capacidade de gerar
EROs, que sdo moléculas produzidas pelo estresse oxidativo e possuem alto grau
de instabilidade, cuja interacdo com proteinas, lipideos, carboidratos e &cidos
nucléicos resultam em danos estruturais severos (WINTERBOURN, KETTLE,
HAMPTON, 2016). Portanto, ainda que suas funcbes associadas a defesa do
hospedeiro sejam de vital importancia, a existéncia massiva e constante de
neutrofilos ativados no sitio inflamatério pode acarretar sérios danos teciduais
(BUGL et al., 2012). A presenca e a ativacao de neutréfilos no local da inflamagao
sdao mediadas pela agdo de macréfagos. A comunicagao entre ambas as células é
um ponto-chave para o gatilho da inflamagao (SCHULZ, PETZOLD, ISHIKAWA-
ANKERHOLD, 2020). Porém, sdo os macrofagos, juntamente com as células
teciduais, as “sentinelas” responsaveis por reconhecer o estimulo inflamatério e
sinalizar por meio de mediadores soluveis a necessidade do recrutamento de
neutrofilos para o tecido lesionado (TANG, NIKOLIC- PATERSON, LAN, 2019). Os
macréfagos ativados no sitio da lesdo sdo importantes fontes de fatores
estimuladores de colénia (ex. G-CSF) e quimiocinas (ex. IL-8), e, portanto,
estimulam a produgcdo e migracdo de neutréfilos para o tecido inflamado
(BALAMAYOORAN et al., 2010; CHEN et al., 2018).
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A origem dos macrofagos ainda é alvo de muitas pesquisas. Sabe-se, que
sua presenca em diferentes 6rgdos se inicia na fase embrionaria (SCHULZ,
PETZOLD, ISHIKAWA-ANKERHOLD, 2020). Porém, com a finalidade de manter a
homeostase tecidual, estas células, de forma geral, podem se multiplicar nos tecidos
primarios onde residem ou serem provenientes da migragdo e diferenciagdo de
monocitos do sangue periférico, os quais adquirem as caracteristicas epigenéticas
do nicho tecidual especifico para onde migraram (WCULEK et al., 2022).

A quimiotaxia de mondécitos da corrente sanguinea para o sitio da inflamacgao
€ reazaliada por mediadores quimiotactantes como MCP-1, cujas fontes primarias
sao células epiteliais, células endoteliais, células musculares lisas,
mondcitos/macrofagos, fibroblastos, astrécitos e células microgliais que séao
reguladas por varias outras citocinas e fatores. A participagdo desta quimiocina tem
sido relacionada com processos patoldégicos em que a resposta inflamatoria é o
cenario principal, por exemplo: aterosclerose, COVID-19 (Coronavirus disease
2019), diabetes, tuberculose, osteoartrite entre outras (SINGH, ANSHITA,
RAVICHANDIRAN, 2021).

Na resposta inflamatoria, os macréfagos apresentam diferentes perfis
fenotipicos, os quais estdo baseados nos tipos de estimulos em que sao
submetidos, o que define a curiosa plasticidade destas células. Dados da literatura
mostram que os macréfagos estao presentes nos tecidos em um estado fenotipico
de repouso (M0), mas que logo se diferenciam para o tipo M1, sob estimulagao pro-
infamatéria de DAMPs e/ou PAMPs (ex. LPS), citocinas inflamatérias (ex. IFN-y) ou
fatores ambientais (WANG et al., 2021; WCULEK et al., 2022). Por outro lado, para
dar inicio a fase de resolugao, os macrofagos podem ainda se diferenciar no fenétipo
M2, que ocorre em decorréncia da estimulaggo do MO, ou de mondcitos
provenientes da corrente sanguinea, por citocinas como IL-4 e IL-13, com a
finalidade de se garantir o inicio da fase de homeostase tecidual (WANG et al.,
2021).

A possibilidade de troca do padrao fenotipico de M1 para M2 ainda € um
campo de estudo que estd sendo explorado. Alguns estudos utilizando modelos
experimentais de doengas renais, como glomerulonefrite e hipoxia/reperfusao renal,
tém demonstrado dados importantes em relagcao a esta alteracdo ocorrendo in vivo
(TANG, NIKOLIC- PATERSON, LAN, 2019). Um estudo realizado por Montana e

Lampiasi (2016) demonstrou a capacidade in vitro de células Raw 264.7 tratadas
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com substacia P e estimuladas com LPS de apresentarem modificagcdes fenotipicas
que resultaram no desenvolvimento de um fenétipo semelhante a M2 nos MO, bem
como de macrofagos M1 (MONTANTA, LAMPIASI, 2016).

A polarizacdo de macréfagos nos ajuda a compreender melhor os distintos
papeéis que essas ceélulas atuam durante a imunomodulagao das fases da resposta
inflamatdria. Fato € que, o perfil M1 € uma peca pivd no inicio da infamacéo, pois,
uma vez ativadas, estas células sao produtoras de importantes mediadores
inflamatoérios como IL-1B e fator de necrose tumoral (TNF), além de expressarem
intensamente a enzima Oxido nitrico sintase induzida (iINOS), produzindo elevas
concentragbes NO, um gas soluvel e um dos principais exemplos de mensageiros
quimicos produzidos na resposta inflamatdria, a qual, uma vez exacerbada, resulta
em efeitos deletérios como: a formacdo de edema, hiperalgesia, producao de
espécies reativas e estimulagdo continua de células imunes (PAPI; AHMADIZAR,;
HASANVAND, 2019; WANG et al., 2021).

Ao que tudo parece, nos processos infecciosos onde o LPS é o agente
indutor da inflamagdo, a estimulacdo do TLR-4 em macrofagos M1 da inicio a
cascata de sinalizacio intracelular, por meio da ativagcdo das vias envolvendo a
proteina de diferenciagdo mieldide 88 (Myd88) e NF-kB, o que resulta na expressao
génica dos mediadores inflamatérios (CIESIELSKA, MATYJEK, KWIATKOWSKA,
2021). Para tanto, a producao de citocinas pro-inflamatérias por parte de macréfagos
ativados é a forma mais comum de comunicagdo com as células envolvidas na
inflamacgéo. Estes mediadores quimicos de baixo peso molecular (<40kDa) sao
biomoléculas sinalizadoras de condigdes fisioldgicas e patoldgicas, as quais atuam
com foco na modulagao das atividades celulares, principalmente no que diz respeito
as fungdes imunoldgicas. As citocinas TNF e IL-6, por exemplo, sdo centrais no
processo de manutencdo da inflamacdo, principalmente em doengas crbnicas
autoimunes, enquanto que a IL-10 desempenha a fungdo antagbnica, conferindo
acao anti-inflamatoria e contribuindo para a restauracdo da homeostase tecidual
(KANY; VOLLRATH; RELJA, 2019).

Ao se encaminhar para a fase de resolucéo da resposta inflamataria, o perfil
de citocinas expresso no sitio da lesdo comega a se tornar distinto. E uma fase que
se caracteriza pelo inicio da queda da producdo de mediadores pré-inflamatorios e
pelo aumento expressivo de citocinas com perfil voltado para ativacao de elementos

celulares envolvidos com o reparo e homeostase tecidual (FULLERTON, GILROY,
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2016). Para orquestrar essa fase resolutiva, os macrofagos entram em cena mais
uma vez, atuando fenotipicamente por meio do perfil M2, cuja producéo de citocinas
esta destinada a agir principalmente no processo de remodelamento tecidual (JAIN,
MOELLER, VOGEL, 2019). Nesta fase, esta inclusa a remocg¢ao de corpos
apoptaticos, também chamada de eferocitose, e que mesmo ocorrendo de forma
constitutiva, como parte da renovagcdo do pool de neutréfilos do sangue e dos
tecidos, contribui para uma melhor homeostase imunolégica (SCHULZ, PETZOLD,
ISHIKAWA-ANKERHOLD, 2020).

O processamento de corpos apoptéticos durante a fase resolutiva da
inflamacgéo ocorre principalmente pela agdo de macréfagos fagocitarios, o que tem
sido aceito nos ultimos anos pela literatura cientifica se tratar da acao anti-
inflamatoéria dos macréfagos M2, os quais expressam uma maior quantidade de
receptores eferociticos (LIM, GRINSTEIN, ROTH, 2017). Sinais de “encontre-me” e
‘coma-me”, como a exposicao de fosfatidilserina, um componente da membrana
celular exposto na camada externa da célula em decorréncia das alteragbes
morfolégicas do processo de apoptose, contribuem para a formacdo da sinapse
fagocitica e consequentemente no reconhecimento e remogéao de corpos apoptoticos
(KOURTZELIS; HAJISHENGALLIS; CHAVAKIS, 2020). No entanto, em casos de
danos prolongados, alguns macrofagos apoptéticos podem surgir e seu acumulo é
prejudicial ao hospedeiro devido a possibilidade de necrose tardia (YURDAGUL JR
et al., 2018). Mesmo que a eferocitose esteja completa, parte dos macréfagos, que
usualmente deixam o sitio da inflamacgao pelo sistema linfatico, permanece e sofre
apoptose local (FULLERTON, GILROY, 2016). Portanto, diminuir a apoptose em
macrofagos também é um passo importante no processo de cicatrizagcédo tecidual
visto que a eferocitose permite que os macrofagos mudem de uma fungédo pro-
inflamatdria para uma funcéo pro-resolucio.

Além disso, no contexto do processo de reparo do tecido lesionado, o
receptor de manose (CD206), que € uma glicoproteina pertencente a familia das
lectinas tipo C, & predominantemente expresso pela maioria dos macrofagos
fagocitarios e permite a ligagdo a agucares (manose e fucose) com alta afinidade,
estes sdo encontrados principalmente como constituintes estruturais de patdgenos
invasores (AZAD; RAJARAM; SCHLESINGER; 2014). O papel do CD206 na
remocao de células apoptdticas foi demonstrado experimentalmente pela

estimulacdo de macrofagos com componentes da parede celular de micobactérias
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(GARCIA-AGUILAR et al., 2016). No entanto, a relagao entre o papel do CD206 e a
apoptose induzida por LPS ainda precisa ser mais bem evidenciada.

A heterogeneidade encontrada entre os diferentes tipos de fendtipos de
macrofagos é, portanto, determinada pelos distintos fatores presentes nos
microambientes onde se encontram e que induzem os programas de diferenciagao
necessarios para o curso da resposta inflamatéria (WANG et al.,, 2021). A
plasticidade dessas células € um campo de conhecimento ainda muito complexo,
ainda que estudos estejam em andamento, com o intuito de avaliar o
sequenciamento de acido ribonucleio (RNA) de macréfagos individualizados, para
que assim se tornem possiveis fontes de respostas e fornecam um melhor
entendimento do papel dos macrofagos nos diferentes cenarios patolégicos (TANG,
NIKOLIC-PATERSON, LAN, 2019).

As falhas no processo de resolucdo ou a perpetuacdo do estimulo pro-
inflamatorio sdo pontos importantes no desenvolvimento de doengas inflamatorias
cronicas (GILROY, MAEYER, 2015; SCHETT, NEURATH, 2018). Isso ocorre em
virtude de variados fatores, como por exemplo: a resisténcia a apoptose (gerada
pelo estimulo excessivo de citocinas pro-inflamatérias como: TNF, IL-13 e IL-6) e a
presenca constante de DAMPs e/ou PAMPs, uma caracteristica comum presente em
doencgas inflamatérias graves, tais como: LPA e a sindrome do desconforto
respiratério agudo (SDRA) (FULLERTON, O’BRIEN, GILROY, 2013). Para que a
fase de resolugdo ocorra com sucesso € fundamental a eliminacdo do estimulo
nocivo, principalmente quando se trata de doengas autoimunes, como artrite
reumatoide e lupus eritematoso sistémico, onde o agente que induz a resposta
inflamatdria € um componente do préprio hospedeiro (FULLERTON, GILROY, 2016).

Atualmente, existem poucas opgdes de medicamentos anti-inflamatérios que
podem efetivamente reduzir a ativagdo do TLR-4, uma vez que a maioria dos
medicamentos anti-inflamatoérios atualmente aprovados e em uso tem seus
principais mecanismos relacionados a inibigdo da cicloxigenase (COX)-1/2 (AIN;
BATOOL; CHOI, 2020; FOKUNANG et al., 2018), ou voltados para a inibicao
inespecifica da expressdo génica de mediadores inflamatorios, € o caso dos
corticosterdides, cujo mecanismo de acgdo esta vinculado a sua ligagdo com
receptores intracelulares, os quais se ligam e suprimem regides promotoras de
genes da resposta inflamatdria (ex. genes que codificam citocinas pro-inflamatérias)

além de inibirem fatores de transcricdo génica presentes no citoplasma (BARNES,
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2006). Outro mecanismo ja descrito, envolvendo o uso de corticoides, € o aumento
da liberacdo de segundos mensageiros, como a Anexina A1, envolvida
principalmente no processo de adesédo dos neutréfilos nas paredes dos vasos do
sitio da inflamacao (SINNIAH, YAZID, FLOWER, 2021). Dessa forma, novos
candidatos a moléculas capazes de diminuir a inflamag&o cujo mecanismo de agao
esta direcionado a receptores, como a expressido de TLR-4 e CD206 ou

mensageiros quimicos, sao substancias promissoras no futuro.

2.1.2 CROMENOS

Os cromenos sdo compostos hetorociclicos caracterizados pela fusao entre
um anel benzeno com um anel pirano (LI et al., 2010). Tais compostos podem ser
divididos em duas principais conformag¢ées mediante a posicdo da dupla ligagado
presente no anel pirano, o que fornece as seguintes estruturas: 2H-cromeno (Figura
1A) e 4H-cromeno (Figura 1B). A auséncia de insaturagdes no anel pirano fornece
outro tipo de derivado, também conhecido como cromano (Figura 1C) (COSTA et al.,
2016; RAJ, LEE, 2020).

Figura 1. Representacao das diferentes estruturas basicas de cromenos.

2H-cromeno 4H-cromeno cromano

Fonte: Adaptado de COSTA et al., 2016

Em relacdo ao uso industrial, tais compostos despertam o interesse por
serem importantes componentes da sintese de corantes e pesticidas (MEEPAGALA
et al., 2013). Entretanto, as diferentes conformag¢des quimicas do cromenos,
ilustradas na Figura 1 permitem o desenvolvimento de novas rotas de sintese que
resultam na formacdo de uma gama variada de compostos derivados, como
cumarinas, cromonas, cromanonas e flavanonas, os quais sdo apontados como
substancias promissoras para uso farmacolégico (RAJ, LEE, 2020). Um exemplo

disto sdo as cumarinas, compostos naturais ou sintéticos, produzidas principalmente
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por plantas, e que podem ser obtidas por meio da dupla ligagdo na posigéo 2 do anel
pirano presente na estrutura do 2H-cromeno (2-oxo-2H-cromeno) (COSTA et al.,
2016).

A presenca do nucleo benzopirano fornece aos cromenos e seus derivados
um grupo farmacoférico de destaque e com importantes propriedades biolégicas
(THANH et al.,, 2019), das quais ja foram descritas as seguintes atividades:
anticancerigena (HALAWA et al., 2017; PATIL et al., 2013; PONTES et al., 2018),
antiviral (HU et al., 2013), antimicrobiana (NASTASA et al. 2016; THANH et al.,
2019) e anticonvulsivante (ANGELOVA et al., 2016).

Uma série de derivados de cromenos ja foi descrita na literatura a respeito
dos seus efeitos inibitorios no processo inflamatério. Chung et al. (2016)
demonstraram os efeitos anti-inflamatérios dos derivados de 4H-cromeno e
cromeno[2,3-b]piridina in vitro, por meio do modelo de inflamacao induzida por TNF
em condrdcitos humanos e porcinos, e em in vivo, no modelo de edema de pata em
ratos, induzido por carragenina (CHUNG et al, 2016). Neste mesmo modelo
experimental in vivo, Kumar et al. (2012) descreveram a caracterizacéo e os efeitos
anti-inflamatérios do derivado sintético 3-hidroxi-2-(fenil substituido)-4H-cromen-4-
ona e Naseer e Husain (2019) mostraram redugdo no edema de pata de ratos
tratados com derivados de cromenos com triazol (KUMAR et al., 2012; NASEER,
HUSAIN, 2019) . Sargacromanol D, um derivado de cromeno extraido de algas
marinhas da espécie Sargassum siliquastrum, demonstrou agéo anti-inflamatéria in
vitro em células Raw 264.7 inflamadas por LPS (HEO et al., 2014). De forma similar,
outro estudo publicado por Liu et al. (2012), utilizando derivados difendlicos de
cromenos, evidenciou o seu potencial efeito anti-inflamatério em macréfagos
peritoneais de camundongos BALB/c e em células RAW 264.7 inflamados por LPS
(LIU et al., 2012). Makkar e Chakraborty (2018) extrairam de algas vermelhas da
espécie Gracilaria opuntia um composto derivado do 2H-cromeno com agao inibitéria
in vitro das enzimas COX-2 e Lipoxigenase-5 (LOX-5), duas enzimas envolvidas na
producdo de mediadores inflamatdrios eicosandides, como prostaglandinas e
leucotrienos, respectivamente (MAKKAR, CHAKRABORTY, 2018; SHEPPE,
EDELMANN, 2021). O potencial inibitério de cromenos inéditos sob mediadores proé-
inflamatdrios ja havia sido também avaliado por Cheng et al. (2003), que mostraram
a capacidade de tais compostos em inibir a producéao in vitro de TNF em células de

sangue periférico humano estimuladas por LPS (CHENG et al., 2003).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito anti-inflamatério das moléculas sintéticas derivadas do 4-aril-
4H-cromeno em modelo experimental in vitro de inflamagao induzida por LPS em
células Raw 264.7.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Examinar a atividade citotoxica dos compostos derivados dos derivados do 4-aril-

4H-cromeno em cultura de macrofagos RAW 264.7;

2. Avaliar a capacidade dos compostos derivados do 4-aril-4H-cromeno de inibir a

producao de NO em cultura de macrofagos RAW 264.7;

3. Investigar a capacidade dos compostos derivados do 4-aril-4H-cromeno de reduzir
a producao das citocinas: TNF, Proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1), IL-6,
IL-10 e IL-13, em cultura de macrofagos RAW 264.7;

4. Avaliar o efeito dos compostos derivados do 4-aril-4H-cromeno sobre a apoptose

induzida por LPS em cultura de macrofagos RAW 264.7;

5. Analisar agcao dos compostos derivados do 4-aril-4H-cromeno sobre a expressao
dos receptores de superficie: TLR-4 (CD284/MD-2) e CD206, em cultura de
macrofagos RAW 264.7;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 OBTENGAO DOS COMPOSTOS

Os derivados de cromenos utilizados neste estudo foram produzidos e
fornecidos pelo aluno de Doutorado Erlon Ferreira Martin do PGFar/UFSC, sob
orientacdo do Prof. Dr. Louis Pergaud Sandjo do Departamento de Quimica da
UFSC.

Os compostos foram sintetizados e caracterizados conforme publicagao
realizada previamente pelo estudo de MARTIN et al. (2018). De forma resumida, a
partir da molécula de 4-aril-4H-cromeno foi realizada a sintese de novos compostos,
resultando num total de 7 substancias inéditas, que foram utilizados neste estudo

para avaliagdo das suas propriedades bioativas (Figura 2).

Figura 2. Esquema geral de reagéo de sintese dos compostos derivados do 4-aril-4H-cromeno.

R
R? R!
RZ
OH . . OH | 0
R R K2C O3, 5
MeOH/M 50 (1:18
+ Neg/\COzMe + 20 ( ]. | |
HO OH reﬂu_)(, 18h HO (8] NH2
CHO 1-7
N2 composto Rt R? RZ Name
1 H cl H Metil 2-amino-4-(4-clorofenil}-5,7-dihidroxi-4H-cromeno-3-carboxilato a
2 H Br H Metil 2-amino-4-(4-bromofenil}-5,7-dihidroxi-4H-cromeno-3-carboxilato
3 H NO, H Metil 2-amino-5,7-dihidroxi-4-(4-nitrofenil}-4H-cromeno-3-carboxilato
4 OMe  OMe H Metil 2-amino-4-(3,4-dimetoxifenil)-5,7-dihidroxi-4H-cromeno-3-carboxilato
5 OMe OMe OMe  Metil 2-amino-5,7-dihidroxi-4-(3,4,5-trimetoxifenil}-4H-cromeno-3-carboxilato
6 OMe OH OMe  Metil 2-amino-5,7-dihidroxi-4-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil}-4H-cromeno-3-carboxilato
7 OMe OH H Metil 2-amino-5,7-dihidroxi-4-(4-hidroxi-3-metoxifenil }-4H-cromeno-3-carboxilato

Fonte: Adaptado de MARTIN et al., 2018.
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4.2 CULTURA CELULAR

A linhagem celular de macréfagos murinos Raw 264.7 foi obtida do Banco de
Células do Rio de Janeiro. A cultura foi realizada em meio Eagle Dulbecco
modificado (DMEM) suplementado com 1% de antibidticos (100 U/mL de penicilina,
100 yg/mL de estreptomicina) e 10% de soro fetal bovino (FBS), a 37°C e em
atmosfera umidificada contendo 5% de gas carbénico (CO,). Os experimentos foram
realizados quando a cultura celular atingiu cerca de 80% de confluéncia, entre a 3% e
a 72 passagem, e apos a verificagao da viabilidade celular pela técnica de exclusao

de coloragéo vital com azul de Trypan.

4.3 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

Para avaliar o efeito do potencial citotoxico de 4-aril-4H-cromenos em
macrofagos RAW 264.7, foi utilizado o reagente de atividade metabdlica celular
Alamar Blue (resazurina) (Sigma, Saint Louis, MO, EUA). Resumidamente, 5x10*
células/poco foram semeadas em uma placa de 96 pocgos e incubada com 100 pL de
meio de cultura a 37°C até completa aderéncia e confluéncia das células (em
atmosfera umidificada com 5% de CO). Apdés 24 horas, todos os compostos
testados (1-7) foram usados em diferentes faixas de concentracéo (1 - 1000 pM) por
mais 24 horas de incubacado. Em seguida, o meio de cultura foi substituido por 100
ML do reagente Alamar Blue (1,5 mg/mL), seguido de 4 horas de incubacgéo a 37°C.
O sobrenadante (100 L) foi transferido para uma placa de 96 pogos e a densidade
optica (DO) foi medida em um espectrofotbmetro LS-55 (Perkin Elmer,
Massachusetts, EUA). A concentragdo de CCyo, que representa a dose minima
capaz de matar apenas 10% da linhagem testada, foi calculada por meio de analise
de regressao nao linear do logaritmo da concentragdo em fungdo da resposta

normalizada (software GraphPad Prism® verséo 8.0, San Diego, Califérnia, EUA).
4.4 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE OXIDO NITRICO
O NO foi medido por meio da quantificacdio do seu metabdlito

correspondente, concentracdo de nitrito, no sobrenadante da cultura de células.

Para isso, 5x10* células/poco foram semeadas em uma placa de 96 pocos por 24
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horas. Uma vez que a adesao e confluéncia completas foram alcancadas, as células
foram tratadas com os compostos de menor citotoxicidade em concentracdes
variando de 1 a 100 uM (abaixo do valor CC1p). Apds 1 hora, as células receberam
LPS (1 pg/mL) e foram incubadas a 37°C por 24 horas. A quantidade de nitrito foi
determinada por meio da reagéo de Griess, e a leitura das DOs foi realizada em um
leitor de placas de ensaio imunoenzimatico (ELISA) (ELISA MB-580, HEALES,
Gouwei Road, SZN, China) com comprimento de onda de 540 nm (GREEN et al,,
1982). Os resultados foram expressos em YM e a ICs foi determinada para cada
composto avaliado, o que permitiu determinar a concentragédo dd composto capaz de
inibir 50% da concentragcdo de nitrito, em relagdo ao controle negativo. Todos os
experimentos foram realizados em triplicata e foram acompanhados dos seguintes
grupos: Controle branco (células nao inflamadas, tratadas apenas com veiculo
DMSO 1%), Controle Negativo (células inflamadas apenas com LPS) e Controle
Positivo (células inflamadas com 1 pg /mL de LPS e pré-tratado com Dexametasona
(DEXA) 7 uM).

4.5 DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO DE CITOCINAS

Para determinar a concentracdo de citocinas secretadas pelas células Raw
264.7 induzidas por LPS, 1x10° células/poco foram semeadas em uma placa de 24
pocos por 24 horas. Uma vez que a adesao e confluéncia total foram alcancadas, as
células foram tratadas com as concentragbes de ICsy de cada composto
selecionado. Apos 1 hora, o grupo de células tratado recebeu LPS (1 ug/mL) e estas
foram incubadas a 37°C por 24 horas. Em seguida, o sobrenadante foi coletado para
posterior analise. Os mesmos critérios utilizados anteriormente para os grupos de
controle foram utilizados para esta analise. A quantificacdo de TNF, MCP-1, IL-6 e
IL-10 foram obtidas por analise de citocinas multiplex, que foi realizada usando o
Cytometric Bead Array (CBA) — Kit Cell Inflammation (BD Biosciences, San Diego,
CA, EUA). Os CBAs foram realizados em um citdbmetro de fluxo FACSVerse® (BD
Biosciences, San Jose, CA, EUA) usando o software FCAP Array® para criar curvas
padrdo (0-5000 pg/mL) de cada citocina, convertendo a intensidade fluorescente
média de cada amostra em uma concentracao. A avaliacado da IL-13 foi realizada por
um kit comercial, em ELISA (PreproTech, Rocky Hill, NJ, EUA), seguindo as

instrucdes do fabricante. Os valores foram expressos em pg/mL. Todos os
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experimentos foram realizados em triplicata e foram acompanhados dos seguintes
grupos: Controle branco (células ndo inflamadas, tratadas apenas com veiculo
DMSO 1%), Controle Negativo (células inflamadas apenas com LPS) e Controle

Positivo (células inflamadas com 1 ug /mL de LPS e pré-tratado com 7 uM DEXA).

4.6  AVALIACAO DA APOPTOSE INDUZIDA PELO LPS

A apoptose em células de macrofagos Raw 264.7 foi avaliada por citometria
de fluxo, onde 1x10° células/pogo foram semeadas em uma placa de 24 pocos e
tratadas previamente com as concentragdes de ICsg de cada composto selecionado
derivado de 4-aril-4H-cromeno, por 1 hora antes da indugédo de LPS de 24 horas. A
apoptose celular foi determinada usando um kit de deteccdo de anexina V -
isotiocianato de fluoresceina (FITC) (BD Biosciences, San Diego, CA, EUA) e a
necrose foi avaliada usando um corante de acido nucleico 7-aminoactinomicina D (7-
AAD) (BD Biosciences, San Diego, CA, EUA). Resumidamente, as células foram
removidas dos pogos e centrifugadas, depois lavadas com 300 uL de solugao
tampao fosfato (PBS) e centrifugadas novamente. Em seguida, o sedimento celular
foi ressuspenso em 300 pL de tampéo de ligagdo (HEPES 0,1 M, pH 7,4; NaCl 1,4
M; CaCl, 25 mM). Para cada grupo estudado, foram adicionados 2,5 yL de anexina
V-FITC por 15 minutos e 2,5 yL de 7-AAD, na auséncia de luz. A leitura da
fluorescéncia foi realizada em até 1 hora, com citdmetro de fluxo FACSVerse® (BD
Biosciences, San Jose, CA, EUA), utilizando o software FACSuite®, no qual foram
obtidos 10.000 eventos. Os resultados foram expressos em porcentagens de células
em apoptose. Todos os experimentos foram realizados em ftriplicata e foram
acompanhados dos seguintes grupos: Controle branco (células nao inflamadas,
tratadas apenas com veiculo DMSO 1%), Controle Negativo (células inflamadas
apenas com LPS) e Controle Positivo (células inflamadas com 1 ug /mL de LPS e
pré-tratado com 7 uM DEXA). Um grupo de células foi tratado apenas com Paclitaxel
(PTX) 30 uM como grupo controle para apoptose.

4.7 QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO DE CD206.

A citometria de fluxo foi utilizada para avaliar a quantidade de CD206

expressa em macrofagos estimulados com LPS e tratados com diferentes
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compostos derivados de 4-aril-4H-cromenos. Resumidamente, 1x10° células/pogo
foram semeadas em uma placa de 24 pocos e tratadas previamente com diferentes
compostos derivados de 4-aril-4H-cromeno por 1 hora antes da estimulacdo com
LPS por 24 horas. Cada grupo de células foi removido dos pogos e centrifugado, € o
pellet celular foi ressuspenso com 300 yL de PBS frio e centrifugado novamente.
Apos descartar o sobrenadante, o sedimento celular foi ressuspenso usando
albumina a 1% diluida em PBS frio e deixado em repouso por 2 horas. Outra
centrifugacéao foi realizada com PBS frio e o sobrenadante foi removido. O pellet de
células foi ressuspenso com 300 yL de tampéao de ligagédo e, em seguida, 2,5 uL de
anti-CD206 conjugado com FITC (BD Biosciences, San Diego, CA, EUA) foram
adicionados. As amostras foram incubadas por 15 minutos no escuro. A leitura de
fluorescéncia (aquisicao) foi realizada em até 1 hora no citdmetro de fluxo. Os
resultados foram expressos como a porcentagem de células Raw 264.7

" Todos os experimentos foram realizados em triplicata e

expressando CD206
foram acompanhados dos seguintes grupos: Controle branco (células néo
inflamadas, tratadas apenas com veiculo DMSO 1%), Controle Negativo (células
inflamadas apenas com LPS) e Controle Positivo (células inflamadas com 1 ug /mL

de LPS e pré-tratado com 7 yM DEXA).
4.8 QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO DE CD284/MD-2

A presencga do marcador de superficie TLR-4 ou CD284/MD-2 foi determinada
por citometria de fluxo seguindo os protocolos do fabricante. Para resumir, 1x10°
células/poco foram semeadas em uma placa de 24 pocos e pré-tratadas com
diferentes compostos derivados de 4-aril-4H-cromeno por 1 hora antes da
estimulacdo com LPS por 24 horas. Em seguida, as células foram removidas dos
pocos e centrifugadas. O pellet celular foi ressuspenso com 300 puL de PBS frio e
centrifugado novamente. Apds a remocao do sobrenadante, o pellet celular foi
ressuspenso com 300 uL de tampao de ligacdo e, em seguida, 2,5 yL de anti-
CD284/MD-2 conjugado com Ficoeritrina (PE) (BD Biosciences, San Diego, CA,
EUA) foi adicionado. As amostras foram incubadas por 10 minutos no escuro. A
leitura de fluorescéncia (aquisi¢ao) foi realizada em até 1 hora no citbmetro de fluxo.
Os resultados foram expressos como uma porcentagem de células Raw 264.7

expressando CD284/MD-2"". Todos os experimentos foram realizados em triplicata
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e foram acompanhados dos seguintes grupos: Controle branco (células nao
inflamadas, tratadas apenas com veiculo DMSO 1%), Controle Negativo (células
inflamadas apenas com LPS) e Controle Positivo (células inflamadas com 1 ug /mL
de LPS e pré-tratado com 7 yM DEXA).

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos foram realizados em triplicata e os dados obtidos foram
avaliados quanto a normalidade com o teste de Shapiro-Wilk e quanto a
homocedasticidade pelo teste de Bartlett. Para determinar a diferenca estatistica
entre os grupos tratados e controles, todos os resultados foram expressos como
média + erro padrao da média (EPM) e analisados estatisticamente por Analise de
Variancia (ANOVA) de uma via, seguida do teste post-hoc de Tukey. Os valores de
IC50 para NO foram calculados por analise de regressdo nao linear usando o
logaritmo da concentragdo versus resposta normalizada. O software GraphPad
Prism® versdao 8.0 (San Diego, Califérnia, EUA) foi utilizado para avaliar os
resultados, os quais foram considerados estatisticamente significativos quando
P<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 EFEITOS DE CITOTOXICIDADE DOS DERIVADOS DE 4-ARIL-4H-
CROMENOS EM CELULAS RAW 264.7 ESTIMULADAS POR LPS

Primeiramente, diferentes compostos derivados de 4-aril-4H-cromeno (1-7)
foram analisados devido a sua possivel citotoxicidade em células Raw 264.7
medidas pelo ensaio Alamar blue (Figura 3). Trés compostos derivados
apresentaram um perfil mais seguro, com toxicidade significativa apenas quando
utilizados em concentragdes acima de 100 uM (4, 5 e 6). Estes foram, portanto,
selecionados para avaliacdo nos experimentos seguintes. Os resultados permitiram
o calculo do CC+p, 0 que garante, neste protocolo experimental, a presenga de 90%

de células viaveis (Figura 3).



Figura 3. Efeito citotoxico dos

células RAW 264.7
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52 EFEITOS DOS DERIVADOS DE 4-ARIL-4H-CROMENOS NA
CONCENTRAGAO DE OXIDO NITRICO.

Os seguintes testes foram realizados para determinar as concentragbes de
NO, usando valores abaixo da CCqy para garantir um perfil de seguranga dos
compostos.

Neste protocolo experimental, os compostos testados derivados de 4-aril-4H-
cromenos (4-6) foram capazes de reduzir significativamente a concentragcdo de NO
nas amostras de sobrenadante de células Raw 264.7 induzidas por LPS. Os
resultados obtidos nestes experimentos permitiram o calculo do ICsy, ou seja, as
concentragbes capazes de inibir a produgédo de NO em até 50% em relagcdo ao
grupo controle (LPS), com o intuito de determinar o percentual de resposta

normalizada em funcdo da concentragédo de compostos (Figura 4).
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Figura 4. Curva sigmdide da resposta normalizada dos compostos (4-6) derivados de 4-aril-
4Hcromeno sobre a concentragao de NO em células RAW 264.7.
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53 EFEITOS DOS DERIVADOS DE 4-ARIL-4H-CROMENOS NA
CONCENTRAGAO DE CITOCINAS.

Conforme descrito anteriormente, para avaliar a produgdo de citocinas em
células Raw 264.7 induzidas por LPS, foram utilizadas as concentracdes de ICsy dos
compostos selecionados (4, 5 e 6).

Nenhum dos compostos testados foi capaz de diminuir significativamente a
liberagdo de TNF (P>0,05) (Figura 5A). No entanto, todos os compostos testados
inibiram significativamente a produgao de IL-6, MCP-1, IL-10 e IL-13. O composto 4
(% de inibigao: IL-6: 57,9 + 4,8%; MCP-1: 18,3 = 5,3%; IL-10: 81,0 = 2,8%; IL-13:
34,6 + 8,6%) (P<0,05) (Figuras 5B , 5C, 5D e 5E); Composto 5 (% de inibi¢cao: IL-6:
38,8 + 9,8%; MCP-1: 18,6 + 3,5%; IL-10: 36,5 £ 3,8%; IL-13: 29,7 £ 4,2%) (P<0,05)
(Figuras 5B , 5C, 5D e 5E); Composto 6 (% de inibi¢do: IL-6: 32,4 + 5,1%; MCP-1:
14,0 £ 5,7%; IL-10: 38,8 + 5,8%; IL-13: 29,5 £ 5,8%) (P<0,05) (Figuras 5B, 5C, 5D e
5E). A DEXA (7 yM), usada como controle, inibiu a producdo de TNF, IL-6, MCP-1,
IL-10 e IL-13 nas seguintes proporgdes: (% de inibicdo: TNF: 66,1 + 8,0%; IL-6: 68,1
t+ 3,4%; MCP-1: 12,0 + 3,3%; IL-10: 87,6 £+ 1,7%; IL-13: 39,1 + 14,0%) (P<0,05)
(Figuras 5B, 5C, 5D e 5E).
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Figura 5. Efeito de compostos (4-6) derivados de 4-aril-4H-cromeno na produgao de citocinas pro-
inflamatérias em macréfagos RAW 264.7 tratados com LPS.
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Legenda: (A) TNF; (B) IL-6; (C) MCP-1; (D) IL-10 e (E) IL-13; B: células tratadas com DMSO
estéril a 1%; LPS: células tratadas apenas com LPS (1 pg/mL); DEXA: células pré-tratadas com
dexametasona (7 pM); Compostos 4-6: células pré-tratadas com os compostos 4-6 em

concentracoes de ICso em M. Os resultados foram expressos como médias + EPM em triplicata.
*P<0,05; ** P<0,01 e *** P<0,001 vs. grupo controle LPS.



44

54 EFEITOS DOS DERIVADOS DE 4-ARIL-4H-CROMENOS NA APOPTOSE
CELULAR INDUZIDA PELO LPS.

O processo de morte celular em macréfagos Raw 264.7 foi avaliado por
citometria de fluxo através da ligagdo da anexina V a fosfatidilserina, que esta
exposta na camada externa da membrana plasmatica das células em apoptose, bem
como a capacidade do corante 7-AAD de se ligar a acidos nucleicos em células em
necrose. As células expostas apenas ao LPS demonstraram um perfil de aumento
da taxa de apoptose (Figura 6). Por outro lado, o tratamento com os compostos
selecionados reduziu significativamente a apoptose gerada pelo LPS (Figura 6),
composto 4 (% de inibigao: 54,7 + 11,5%) (P<0,001) (Figura 6); composto 5 (% de
inibicao: 34,8 £ 7,1%) (P<0,001) (Figura 6) e composto 6 (% de inibicdo: 48,7 +
7,1%) (P<0,001) (Figura 6). A DEXA, usada como controle, também inibiu
significativamente a apoptose (% de inibicdo: 83,6 + 2,6%) (P<0,001) (Figura 6).

Figura 6. Representagédo grafica do efeito de compostos derivados (4-6) de 4-aril-4H-cromeno na
apoptose de macréfagos RAW 264.7 induzida por LPS.
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Legenda: B: célula tratada com veiculo; LPS: Células estimuladas com LPS (1ug/mL); Dexa: Células
pré-tratadas com Dexametasona (7 pM) 30 min antes da administragdo de LPS; PTX: células pré-
tratadas com Paclitaxel (30 uM) antes da administragdo de LPS; Compostos (4-6): células pré-tratadas
com compostos (4-6) com a ICs, (calculada) antes da administragdo de LPS. Os resultados
apresentados no modo grafico foram expressos como média + EPM; n = 4 (tamanho da amostra em
cada grupo); ***P<0,001 vs grupo LPS.
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5.5 EFEITOS DOS DERIVADOS DE 4-ARIL-4H-CROMENOS NA EXPRESSAO
DE CD206 (RECEPTOR DE MANOSE)

A expressao do marcador de superficie CD206 foi avaliada por citometria de
fluxo em células Raw 264.7 induzidas por LPS e tratadas com compostos
selecionados derivados de 4-aril-4H-cromeno. Os dados obtidos na analise
mostraram que o tratamento com o composto 4 nao foi significativamente eficaz em
aumentar a expressao de CD206 (Figura 7) (P>0,05). No entanto, os grupos de
células tratadas com os compostos 5 e 6 apresentaram um aumento significativo na
expressado de CD206, quando comparados estatisticamente com o grupo de células
tratadas apenas com LPS (% de aumento: 96,3 = 255% e 125,0 £ 30,6%,
respectivamente) (Figura 7) (P<0,001). Da mesma forma, a DEXA, utilizada como
controle, aumentou significativamente a expressdo do receptor de manose (% de
aumento: 119,9 £ 30,1%) (Figura 7) (P<0,001).

Figura 7. Efeito de compostos derivados de 4-aril-4H-cromeno (4-6) na expresséo de receptores
de manose (CD206), em macréfagos RAW 264.7.
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Legenda: B: célula tratada com veiculo; LPS: Células estimuladas com LPS (1ug/mL); Dexa: Células
pré-tratadas com Dexametasona (7 yM) 30 min antes da administracdo de LPS; Compostos (4-6):
células pré-tratadas com compostos (4-6) com a ICs, (calculada) antes da administracdo de LPS. As
barras representam % de macréfagos com alta expressdo de CD206 e sao representadas como
média + EPM; n=4 (tamanho da amostra em cada grupo); ***P<0,001 vs grupo LPS.
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5.6 EFEITOS DOS DERIVADOS DE 4-ARIL-4H-CROMENOS NA EXPRESSAO
DE CD284/MD-2 (TLR4).

A andlise de citometria de fluxo também foi usada para medir a expressao de
superficie de CD284/MD-2 em células Raw 264.7 induzidas por LPS tratadas com os
compostos selecionados derivados de 4-aril-4H-cromenos. Os resultados mostraram
que O grupo que recebeu apenas LPS aumentou a expressdo de CD284/MD-2
(Figura 8). Todos os grupos de células tratadas com as melhores concentragdes
(ICs0) dos compostos estudados demonstraram uma redugdo significativa na
expressao de superficie de CD284/MD-2 (Figura 8), composto 4 (% de inibigao: 35,4
1 14,6%) (P<0,05) (Figura 8); composto 5 (% de inibigao: 47,2 + 17,9%) (P<0,05)
(Figura 8) e composto 6 (% de inibicdo: 63,4 £+ 15,9%) (P<0,01) (Figura 8). Da
mesma forma, a DEXA também foi capaz de diminuir a expressao de CD284/MD-2
(% de inibicao: 34,0 £ 15,9%) (P<0,05) (Figura 8).

Figura 8. Efeito de compostos derivados de 4-aril-4H-cromeno (4-6) na expressdo de TLR-4
(CD284/MD-2), em macréfagos RAW 264.7.
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Legenda: B: célula tratada com veiculo; LPS: Células estimuladas com LPS (1ug/mL); Dexa: Células
pré-tratadas com Dexametasona (7 yM) 30 min antes da administracdo de LPS; Compostos (4-6):
células pré-tratadas com compostos (4-6) com a ICs, (calculada) antes da administragdo de LPS. As
barras representam % de macréfagos com alta expressdao de CD284/MD-2 e sao representadas
como média £+ EPM; n=4 (tamanho da amostra em cada grupo); * P<0,05 e ** P<0,01 vs. grupo
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6 DISCUSSAO

Este estudo investigou o potencial efeito anti-inflamatério de derivados de 4-
aril-4H-cromeno por meio da inflamagao induzida por LPS em células Raw 264.7.
Inicialmente, sete compostos foram avaliados, trés demonstraram menor toxicidade
para as células, pois, mesmo em altas concentragbes, mostraram-se seguros em
manter mais que 90% das células vidveis em cultura. Assim, os compostos
nomeados como 4, 5 e 6 foram selecionados e submetidos aos testes para
avaliagdo da acao anti-inflamatéria. Uma possivel relacdo com a relagao estrutura-
atividade destas moléculas podem ter relagao direta com a agao citotoxica, uma vez
que a inser¢ao do grupamento metdxi na posicao do radical 1(R1) resultou em um
efeito citoprotetor mais sifgnificativo.

ApoOs selecdo dos compostos com menor citotoxicidade, foi avaliada
capacidade dos compostos em inibir a produgdo de NO em macréfagos Raw 264.7,
seguido da estimulacdo por LPS. O NO é um importante mediador inflamatério
soluvel produzido em altas concentragbes pela enzima iINOS e € um marcador
caracteristico classico da presengca do fenotipo do macréfago do tipo M1
(TALAVERA et al., 2017). O papel do NO na fisiopatologia da inflamacao é extenso
e esta associado principalmente aos efeitos de vasodilatacdo e produgdo de
especies reativas com o objetivo de destruir o agente lesivo, o que
consequentemente contribui para o dano tecidual (PAPI; AHMADIZAR,;
HASANVAND, 2019). Neste estudo, observou-se que todos os compostos
selecionados foram capazes de reduzir a producdo deste mediador inflamatério
pelos macréfagos murinos. Um perfil de inibigdo semelhante foi obtido por Chung et
al. (2015) que demonstraram a reducao significativa nas concentracdes de NO,
quando duas culturas de células foram pré-tratadas com uma série de 4H-cromenos,
no modelo inflamatério in vitro de condrécitos humanos e suinos induzidos por TNF
(CHUNG et al., 2015). Uma recente revisdo sistematica com metanalise publicada
por Facchin et al. (2022) demonstrou a importancia da dosagem de NO como
biomarcador da resposta inflamatéria no processo de triagem de compostos
quimicos em modelos experimentais de inflamacéo por LPS em células Raw 264.7,
visto ser um parametro que permite tragcar um paralelo com a inibicdo de citocinas
pré-inflamatérias, com boa reprodutibilidade e com custo baixo (FACCHIN et al.,
2022)
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A comunicacao entre os diferentes tipos celulares envolvidos na resposta
inflamatéria € basicamente orquestrada por mediadores soluveis comumente
denominadas de citocinas. Esses mediadores atuam diretamente na resposta celular
local a fim de associar a resposta imune inata a adaptativa e, consequentemente,
culminar com a eliminagdo do agente causal no processo inflamatorio (BECHER,;
SPATH; GOVERMAN, 2017). Sob estimulacdo de LPS, os macréfagos Raw 264.7
secretam um conjunto diversificado de citocinas, das quais o TNF, IL-6 e MCP-1
conduzem a resposta imune para permitir maior recrutamento e proliferacdo de
leucdcitos, bem como ativagado de células T, no local da inflamacao (DESHMANE et
al., 2009; KANY; VOLLRATH; RELJA, 2019; YADAV; SAINI; ARORA, 2010). Nos
experimentos deste estudo, os derivados de 4-aril-4H-cromeno apresentaram
importantes resultados neste contexto. Embora a inibicdo do TNF nao tenha sido
alcancada no tratamento com compostos nas concentracdes estudadas, outros
autores também demonstraram resultados semelhantes, como o estudo publicado
por Heo et al. (2014). Onde foi demonstrado que o efeito inibitério de derivados de
cromenos foi reduzido em relacdo a secrecdao de TNF. A inibicdo significativa
ocorreu apenas quando se utilizou altas concentracbes dos compostos em estudo
(HEO et al., 2014). Outro estudo, conduzido por Liu et al. (2012) demonstrou que o
uso de (E)-5,7-dihidroxi-3-(3-oxo-3-fenilprop-1-en-1-il)-4H-cromen-4-ona (DCO-6 ),
um novo derivado difendlico de cromeno, também n&o foi capaz de diminuir a
concentracdo de TNF no mesmo modelo inflamatdrio utilizado nesta pesquisa (LIU
et al., 2012). Uma das hipoteses levantadas para explicar este resultado negativo, é
que multiplas vias de MAPK ativadas por LPS estdo envolvidas na regulagdo da
producao de TNF e é possivel que somente a inibicado de p38 MAPK, caracteristica
dos cromenos, nao seja capaz de produzir uma reducgao significativa da atividade
transcricional de TNF e consequente secregao de proteina (ZHU et al., 2000).

Por outro lado, os experimentos demonstraram que a producdo de IL-6 foi
significativamente reduzida com o tratamento dos macréfagos com os compostos
estudados. Esse achado corrobora com dados publicados anteriormente, que
utilizaram compostos semelhantes (derivado de 4-aril-4H-cromeno), e onde ocorreu
reducao significativa na expressdo de mRNA de iNOS, IL-18 e IL-6 em macrdéfagos,
sugerindo que a reducdo de NO, IL-1B e IL-6 por estes compostos tem sido

relacionada a inibicéo transcripcional do mRNA (LIU et al., 2012).
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Além disso, os compostos testados também foram eficazes em reduzir a
secrecao de MCP-1, sendo esta uma quimiocina responsavel por recrutar mais
macrofagos para o sitio inflamatério. Este achado permite hipotetizar que em
condigbes in vivo, isso poderia contribuir para diminuir o acumulo de macréfagos
ativados e também contribuir para uma reducédo da les&o tecidual produzida pela
intensa secre¢cao de mediadores pré-inflamatérios secretados pelos macréfagos M1
(CARSON et al., 2018; VIOLA et al., 2019).

Outra importante citocina reduzida pelo tratamento dos macréfagos com os
compostos testados foi a IL-10. Essa citocina participa efetivamente do processo de
cicatrizacdo de tecidos lesados e demonstra uma relacdo direta na inibicdo da
secrecao de TNF (SOUZA; TEIXEIRA, 2005). Dagvadorj et al. (2018) demonstraram
anteriormente que o tratamento de células Raw 264.7 com IL-10 foi eficaz em
diminuir a secrecao de TNF sob estimulacado de LPS, demonstrando que existe uma
relacdo negativa da IL-10 na via de sinalizagao celular responsavel pela secregéo de
TNF (DAGVADORJ et al., 2018). Este fato permite sugerir que, como ndo houve
reducdo da concentragdo de TNF nos experimentos, os macrofagos, mesmo
tratados com os compostos ndo foram capazes aumentar a produgcao de IL-10 de
forma significativa.

Outra citocina que ¢é produzida por diferentes células de origem
hematopoiética, como os macréfagos, € a IL-13. O processo inflamatério que ocorre
devido a resposta alérgica nas vias aéreas € orquestrado por esta citocina que
desempenha um papel central na resposta celular (JUNTTILA, 2018; MARONE et
al., 2019). O tratamento in vitro de macréfagos Raw 264.7 com os compostos
selecionados foi capaz de reduzir a secrecao de IL-13. Esse resultado complementa
dados ja publicados na literatura sobre a agao pleiotrépica da IL-13, bem como
também permite estabelecer uma relacdo com a reducdo da IL-6 observada em
nossos experimentos, uma vez que a diminuicdo da ativacdo do receptor de IL-13
pode reduzir a fosforilagdo de STAT3 um dos principais fatores de transcrigao
relacionados a ativagéo da producgao de IL-6 (DEROCQ et al., 1994).

O processo de restauracao tecidual é essencial para evitar a intensificacédo
dos danos nocivos decorrentes do processo inflamatoério. A permanéncia prolongada
da inflamagdo pode gerar a formagdo de macréfagos apoptéticos a partir do
processo de defesa do hospedeiro, cuja remocao por eferocitose pode ser
insuficiente e resultar em necrose celular (YURDAGUL JR et al., 2018). O tratamento
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de células Raw 264.7 com derivados de 4-aril-4H-cromeno provou ser eficaz na
prevencdo da apoptose induzida por LPS. A reducdo de macrofagos apoptoticos
contribui para uma melhor eferocitose, caracteristica do macréfago no fenétipo M2, e
evita que o processo inflamatério seja acentuado devido ao estagio de necrose
tardia (SHAPOURI-MOGHADDAM et al., 2018). Em relagao a redugao da presenca
de corpos apoptoticos no sitio inflamatério, o aumento da expressao de CD206 ja foi
descrito na literatura em experimentos envolvendo macrofagos J-774A, que
aumentaram a sua fungao fagocitaria, em células apoptéticas derivadas da medula
o0ssea de camundongos Balb/c, apés indugdo com componentes da parede celular
do Mycobacterium tuberculosis (GARCIA-AGUILAR et al., 2016). Entretanto, o uso
de células Raw 264.7, para avaliagao experimental de fagocitose, ainda precisa ser
mais bem avaliado, uma vez que existem diferencas significativas no proteoma dos
fagossomos quando comparadas a macrofagos primarios (GUO et al., 2015).

O aumento da expressdo de CD206 também corrobora com estudos ja
publicados que mostraram in vitro e in vivo a contribuicdo do aumento da producéo
do receptor de manose em modelos experimentais de inflamagéao induzidos por LPS
usando células Raw 264.7 e em camundongos submetidos ao modelo de LPA, onde
as inibicbes do NF-kB e de fator transformador de crescimento beta (TGF-B)
parecem estar diretamente associados (Xu et al., 2015). Além de alvo terapéutico, o
CD206 também tem sido cogitado como um importante biomarcador de progndstico
de pnemonia em humanos (KAZUO et al., 2019).

Nesse contexto, estes resultados permitem concluir que o aumento da
expressado de CD206, ao mesmo tempo, redugao de CD284 (TLR-4) observado no
tratamento com compostos 5 e 6 em células inflamadas por LPS, pode ser mais um
indicativo do inicio da troca de perfil fenotipico de macréfagos de M1 para M2 (CUI
et al., 2020).
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7 CONCLUSAO

Neste estudo, foi possivel observar que os derivados de 4-aril-4H-cromeno
sdo compostos com agao anti-inflamatéria e 0 mecanismo, pelo menos no contexto
in vitro, parece envolver o processo de repolarizagdo de macrofagos. No entanto,
estudos complementares, utilizando modelos experimentais in vivo, precisam ser
realizados para investigar a acdo de compostos sistemicamente, além de avaliar
diferentes mediadores, vias de sinalizacao e fatores de transcricdo envolvidos nesse

fendmeno principalmente em modelos de inflamacéo relacionados ao LPS.

Figura 9. Resumo grafico do efeito anti-inflamatério in vitro de diferentes compostos (4-6) derivados
do 4-aril-4H-cromeno sobre as células Raw 264.7 inflamadas com LPS.
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Legenda: Os compostos foram incialmente triados quanto a sua citotoxicidade, e aqueles que
demonstraram ser mais seguros foram usados nos ensaios seguintes. A avaliagdo do sobrenadante e
das células em cultura revelou que o tratamento com os derivados do 4-aril-4H-cromeno, 0s
compostos (4-6), aumentaram a sobrevida de macréfagos inflamados por LPS, reduzindo a apoptose
destas células, bem como atuou na repolarilagdo fenotipica do macréfago de perfil M1 (inflamatdério)
para M2 (resolutivo).
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REVISAO SISTEMATICA SOBRE A EFICACIA ANTI-INFLAMATORIA DE
CUMARINAS EM MODELOS MURINOS DE INFLAMAGAO AGUDA PULMONAR
INDUZIDA POR LPS

8 DESENVOLVIMENTO

8.1REVISAO BIBLIOGRAFICA

8.1.1 LESAO PULMONAR AGUDA /SINDROME DO DESCONFORTO
RESPIRATORIO AGUDO

A primeira descricdo histérica de estresse respiratorio agudo é datada de
1915, pela equipe médica das Forgcas Armadas Canadenses, em relacdo a um
soldado intoxicado por gas (SLOGGETT, 1915). Ainda sem uma definigdo mais
precisa, o termo SDRA foi usado inicialmente por Ashbaugh et al. (1967), que
descreveram um conjunto de sintomas respiratorios induzidos por variados
estimulos, um quadro similar ao que ocorria em neonatos deficientes da producao
de surfactantes pulmonares (ASHBAUGH et al., 1967). Anos depois, em 1994, a
Conferéncia de Consenso Americana-Européia (CCAE) trouxe novas definigbes a
respeito da sindrome respiratoria, mas ainda sem conseguir distinguir LPA de SDRA
com precisao, devido as caracteristicas de hipdxia e a interpretacdo de exames de
imagens (BUTT, KURDOWSKA, ALLEN, 2016). Segundo a CCAE, os critérios de
definicdo sdo os seguintes: (1) manifestacdes de sintomas respiratérios agudos
resultantes da exposicao a fatores de risco, em pelo menos sete dias apos
estimulacdo; (2) hipoxemia grave resistente a oxigenoterapia, com presenga de
insuficiéncia respiratoria mais grave e com relagcao entre pressao parcial de oxigénio
arterial e fragdo inspirada de oxigénio (PaO./FiO;) igual a 200 mmHg (26,7 kPa)
definida como “SDRA”; a forma mais branda com PaO,/FiO, de 200-300 mmHg (40
kPa) foi denominada “LPA”; (3) infiltrados bilaterais difusos na radiografia de térax;
d) auséncia de edema pulmonar cardiogénico devido a pressao arterial pulmonar
igual a 18 mmHg ou auséncia de sintomas clinicos de hipertensdo do ventriculo
esquerdo (MOKRA, 2020).

Em 2012, uma nova definicao da SDRA foi estabelecida pela classificacdo de

Berlim, onde ficou definido que existiam trés categorias (branda, moderada e grave)
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baseadas no grau de hipoxemia. Mais precisamente, a um nivel de pressao
expiratoria final positiva de 5 cm H20 (0,5 kPa): a) SDRA leve com PaO,/FiO; entre
200-300 mmHg; b) SDRA moderada com PaO,/FiO, entre 100-200 mmHg e c)
SDRA grave com PaO./FiO, igual a 100 mmHg, juntamente com exames
radiolégicos compativeis sem presenga de sobrecarga de fluidos ou insuficéncia
cardiaca (FIORETTO, CARVALHO, 2013). Na Conferéncia de Berlim, o termo LPA
foi omitido, sendo atualmente atribuido de forma geral a estas condigdes ou a
modelos experimentais em animais, aos quais os critérios clinicos de definigdo nao
podem ser atribuidos (MOKRA, 2020).

Os dados epidemiolégicos da LPA/SDRA mostram que a sua incidéncia pode
ser variavel conforme as caracteristas georgraficas, varibalidades genéticas
regionais, diferencas nos sistemas de saude e também na forma como foi
diagnodsticada (MOKRA, 2020). Contudo, um estudo realizado em 50 paises
demonstrou que a LPA/SDRA representa 10,4% das admissbées em Unidade de
Terapia Intensiva (UTI), com uma taxa de mortalidade de 35-46% (BELLANI et al.,
2016).

O mecanismo fisiopatologico na LPA/SDRA ainda é um campo de estudo a
ser desbravado, ainda que a divisdo em estagios facilite o melhor entendimento dos
processos patolégicos e dos principais atores envolvidos no desevolvimento da
sindrome. O primeiro estagio (0 a 7 dias) é caracterizado pela fase exudativa ou
aguda, onde ocorrem intensos danos em células epiteliais e endoteliais, resultando
na perda da funcdo barreira e aumento da permealidade capilar dos avéolos,
consequentemente ha acumulo de fluido nos pulmdes, transmigragcdo de células
sanguineas e comprometimento na troca gasosa (MOKRA, KOSUTOVA, 2015;
MOKRA, 2020). Clinicamente, esta fase se caracteriza pela hipdxia e presenca de
imagens radiograficas com padrédo de opacidade bilateral de vidro fosco com
diminuicdo da complacéncia pulmonar, o que pode ocorrer dentro das primeiras 24
horas apds o contato com o insulto patogénico (FAN, BRODIE, SLUTSKY, 2018).
Também é neste estagio que ocorre a formacao de edema, colapso alveolar com a
possibilidade de hemorragia de capilares, formagédo de microtrombos e necrose de
pneumacitos. Em seguida, inicia-se a fase proliferativa (5 a 7 dias), que se define por
mudancas fenotipicas como a hiperplasia e aumento da atividade de pneumdcitos
tipo Il e fibrobastos (BUTT, KURDOWSKA, ALLEN, 2016; MOKRA, KOSUTOVA,

2015). Nesta fase a regeneracao do epitélio permite a diminuigdo do edema e os
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restos celulares comegam a ser retirados por macrofagos e demais células
inflamatdrias. A restauracao do ténus vascular permite o restabelecimento da funcao
de troca gasosa e o gradual retorno da oxigenagao do tecido. Para alguns pacientes,
a fase proliferativa pode persistir e isso leva ao estagio fibrético, ou seja, uma fase
caracterizada pela deposi¢cdo de colageno e mudangas fibréticas difusas no tecido
pulmonar (MOKRA, 2020).

O processo inflamatério, que foi revisado no primeiro capitulo desta tese, € o
mecanismo celular que explica a patogenia da LPA/SDRA. Ainda no estagio inicial,
na fase aguda, ocorre uma intesa ativagcdo do sistema imune inato em virtude do
estimulo causado por DAMPs e PAMPs no tecido pulmonar e que deflagram sinais
de alerta ao sistema imune para iniciar o processo de defesa do hospedeiro. Assim,
apds o reconhecimento do estimulo nocivo por parte dos PRR, como o TLR,
cascatas de ativacdo celular s&o iniciadas, resultando na formagao e liberacdo de
mediadores pro-inflamatorios e recrutamento de neutréfilos para o tecido (COCHET,
PERRI, 2017; HATO, DAGHER, 2015). Os estimulos que defagram o processo
inflamatorio, sdo variados. Quanto a origem, eles podem ser: a) locais, quando
inoculados diretamente no tecido pulmonar; e b) extrapulmonares, quando os
estimulos nocivos sao oriundos de outros sistemas orgénicos, o que ocorre no
quadro de sepse, pela elevacdo da concentracdo de citocinas pro-inflamatoérias,
histonas e acidos nucleicos mitocondriais, os quais agem como DAMPs ativando a
inflamacao no pulmao (MOKRA, 2020).

A pneumonia é um processo patologico tipico da indugdo de LPA/SDRA,
possui alta frequéncia entre criangas e idosos e representa uma das principais
causas de mortalidade em pacientes hospitalizados (FERDOUS et al., 2018; LI,
DING,YIN, 2015). No contexto atual, com o surgimento dos novos casos de infecgao
respiratéria envolvendo o novo coranavirus SARS-CoV-2, os quadros de
pneumonias oportunistas se somam a severidade prévia causada pela infecgao viral,
compromentendo ainda mais a recuperagao de pacientes em estado critico (KURRA
et al., 2022). Com base nos mecanismos celulares envolvidos na resposta a
patdgenos, € possivel entender com mais facilidade os processos imunoldgicos da
infamacgao associada a patogénse da LPA/SDRA.

A infiltracao de neutréfilos no pulmdo com LPA/SDRA é o ponto de partida
para os danos teciduais e modificagbes no parénquima pulmonar

(BALAMAYOORAN et al., 2020). Isso ocorre primeiramente em decorréncia
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reconhecimento de PAMPs, como o LPS, por parte de macrofagos alveolares e
células epiteliais redisdentes, os quais secretam altas concentracbes de
quimiocinas, como IL-8, e recrutam neutréfilos para o sitio da inflamagao nos
pulmdes. As quimiocinas estdo presentes em grande quantidade no lavado
broncoalveolar (LBA) de pacientes com LPA/SDRA (WILLIAMS et al., 2017). A perda
da integridade das paredes alveolares permite, alem do vazamento de proteinas
plasmaticas e acumulo de fluido nos espagos aereos, a passagem de mais células
sanguineas, favorecendo ainda mais o aparecimento de neutréfilos no tecido. Como
ja revisado no capitulo anteior, a presenga de neutrofilos de forma prolongada leva a
danos teciduais acentuados, principalmente em decorréncia da exposicdo dos
constituintes de seus granulos citoplasmaticos e produgcdo de EROs
(BALAMAYOORAN et al., 2020; CHABOT et al., 1998; GROMMES, SOEHNLEIN,
2011). Prova disto, pdde ser evidenciada em estudos em humanos e em animais, 0os
quais ja mostram que a presenga de neutrofilos no LBA de pacientes como SDRA
grave é um fator associado a gravidade do desfecho, bem como modelos
experimentais em animais que mostraram que a deplecdo de neutrofilos atenua os
efeitos deletérios causados pelos insultos pulmonares (GROMMES, SOEHNLEIN,
2011; NARASARAJU et al., 2011).

Assim, como em todo processo inflamatério, a perpetuacao da resposta do
sistema imune pode levar a severos danos teciduais ou gerar doengas cronicas
(CHEN et al., 2018). Para que isso seja interrompido, algumas modalidades de
tratamento para LPA/SDRA sao utilizadas, com o intuito de desacelerar a resposta
celular e assim permitir um melhor suporte, retornar a homeostase tecidual e reduzir
o percentual de mortalidade em virtude da doenga. Para tanto, nas ultimas décadas
diferentes estratégias foram desenvolvidadas para melhorar o manejo dos pacientes
com LPA/SDRA (MOKRA, 2020). A ventilacdo mecénica € uma intervencéo n&o-
farmacolégica e uma das alternativas mais utilizadas, cujo impacto na queda da
mortalidade é significativo. Esta modadlide de tratamento é indicada para a maior
parte dos casos severos de SDRA, permitindo uma efetiva ventilacdo dos pulmoes,
cujos alvéolos perderam a capacidade de troca gasosa. A ventilagdo de baixo
volume corrente, para prevenir hiperinsuflacdo corrente, e aplicagdo de pressao
expiratoria final positiva, para melhorar a hipoxemia e atelectasia ciclica limite, séo
os aspectos-chave da ventilacdo protetora na SDRA (BANAVASI et al.,, 2021).

Intervengbes farmacoldgicas permanacem sendo um desafio no tratamento da
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LPA/SDRA devido a heterogeneidade de respostas nos pacientes, o que leva a uma
consideravel limitagdo na farmacoterapia. O uso de corticéides ainda é controverso,
porém alguns estudos tém demonstrado bons resultados, onde a terapia tem
reduzido a formacdo de edema pulmonar e estresse oxidativo, assim como a
mortalidade de pacientes (MOKRA, 2020). Um estudo randomizado e multicéntrico
realizado recentemente na Espanha demonstrou que o uso de dexametasona
intravenosa por 10 dias reduziu a mortalidade e a necessidade de ventilagao
mecanica em pacientes apresentando SDRA moderada-grave (VILLAR et al., 2020).

Outras classes de farmacos ja demonstraram resultados promissores, € o
caso dos inibidores da fosfodiesterase, os quais mostraram ser efetivos em reduzir a
inflamacao e melhorar as fungdes pulmonares (MOKRA, 2020). Os bloqueadores
neuromusculares também tém sido apontados como substancias promissoras,
devido a sua associacdo com a ventilagdo mecanica e em estabelecer uma melhor
pressao pulmonar. Entretanto, o mecanismo exato dos beneficios do uso de tais
farmacos ainda permanece em investigacao (FAN, BRODIE, SLUTSKY, 2018). Uma
nova alterativa para o tratamento de LPA/SDRA tem sido proposta nos ultimos
tempos e esta baseada na investigagao do potencial de produtos naturais. A variada
gama de substancias capazes de intervir em multiplas vias do processo inflamatorio
da destaque a compostos promissores, que sao candidatos a novos farmacos e
também futuramente podem auxiliar no suporte terapéutico do LPA/SDRA, o que
tem sido demonstrado em uma série de estudos in vivo € in vitro por representantes
das classes dos flavonoides, alcaldides, terpendides, saponinas e cumarinas (HE et
al., 2021).

8.1.2 MODELOS EXPERIMENTAIS

Os modelos experimentais de LPA sao ferramentas uteis desenvolvidas pela
pesquisa cientifica, a fim de reproduzir caracteristicas clinicas importantes do
processo inflamatoério no tecido pulmonar. Ainda que a doenga em seres humanos
apresente algumas caracteristicas unicas para sua reprodugdo em modelos animais,
haja vista que a doenga em si ndo ocorre no animal em que esta sendo viabilizado o
experimento, ndo se chegou a um consenso sobre quais caracteristicas da LPA
precisam ser contempladas para validar a doenga em modelos experimentais
(MATUTE-BELLO et al., 2010). Isso ocorre em decorréncia da heterogeneidade de
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resposta clinica que a doenca se apresenta, somada as variabilidades nos
desfechos experimentais encontrados nos diversos protocolos que existem hoje. As
alteragbes encontradas nos animais de experimentagdo ocorrem basicamente em
funcao das variabilidades genéticas existentes nas diferentes linhagens, o que pode
aumentar, ou nao, a sua susceptibilidade ao estimulo inflamatério. Ademais, a
resposta observada em animais de diferentes sexos ja se mostrou distinta, € o caso
de camundongos machos, que parecem ser mais predispostos a desenvolver LPA
que as fémeas, possivelmente um efeito decorrente da resposta protetora dos
hormonios sexuais (CHEN, BAI, WANG, 2010).

A importancia e a contribuigdo cientifica dos modelos experimentais em
animais para o manejo do paciente com LPA/SDRA é sem duvida um ponto valioso.
Para tanto, diferentes protocolos ja foram padronizados, os quais reproduziram os
desfechos caracteristicos da LPA, onde a perda da funcéo de barreira dos capilares
alveolares seguida do aumento permeabilidade vascular sdo os desfechos mais
importantes. Soma-se a isto, o fato de que a migracao de leucdcitos para pulmao
pode ocorrer em poucas horas apdés o estimulo lesivo, e de forma geral os
neutréfilos ativados representam as células granulociticas mais decisivas desse
processo patolégico (BUTT, KURDOWSKA, ALLEN, 2016). Em seguida, outros
achados se destacam com maior relevancia, como: alteragdes histoldégicas do
parénquima pulmonar, aumento da atividade de enzimas inflamatdrias, como a
mieloperoxidase (MPO), e de citocinas pro-inflamatodrias (IL-6 e TNF), presenca de
restos celulares e hipoxia (MATUTE-BELLO et al., 2010).

A utilizacdo de LPS como agente flogistico € amplamente usada por
pesquisadores. Isso ocorre devido as grandes vantagens que essa endotoxina
fornece no disparo do alarme inflamatério, ou seja, o alto potencial em ativar a
resposta de defesa do hospedeiro, principalmente o sistema imune inato,
estimulando a migragéo e ativagao de leucdcitos, e a produgédo de mediadores pro-
inflamatérios (DOMSCHEIT et al., 2020). Além disso, é possivel mimetizar
sistemicamente um desfecho similar as infecgdes bacterianas e endotoxemias, sem
que exista a manipulagdo de microrganismos por parte dos investigadores,
reduzindo riscos de acidentes biolégicos (MATUTE-BELLO et al., 2010). A utilizagao
de LPS fornece facilidade na padronizacdo, execugao e controle das técnicas
experimentais, além de auxiliar no estudo sobre a farmacologia de mediadores
inflamatoérios produzidos pela ativagcdo de TLR-4 (DOMSCHEIT et al., 2020;
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KORNEEYV, 2019). Trata-se de um composto com boa estabilidade, o que permite a
sua utilizagdo por diferentes vias de administragdo e com ajustes de doses que
refletem na intensidade da resposta celular desejada. Contudo, algumas limitacoes
podem existir, como: a falta de reprodutibilidade para infecgbes polimicrobianas, a
resposta imune é relativamente curta, existem variabilidades intra e interespecificas
e apesar de serem aplicaveis para estudos pré-clinicos seu uso €& raramente
indicado para estudos clinicos (KORNEEV, 2019).

A administracado de LPS varia conforme a resposta desejada. Os protocolos
experimentais para LPA/SDRA utilizam com mais frequéncia as rotas: intranasal,
intratraqueal, intraperitoneal e intravenosa (CHEN, BAI, WANG, 2010). A
administracdo de LPS por vias parenterais sao inespecificas, atingindo multiplos
orgaos, mas apresentando um importante valor quando se pretende avaliar a
resposta da sepse na indugdo da inflamagdo pulmonar. As vias aéreas sao
comumente usadas para o estudo de LPA/SDRA, onde o LPS consegue
rapidamente induzir a inflamacgao local (CHEN, BAI, WANG, 2010). De forma geral,
os estudos experimentais de LPA/SDRA induzidos por LPS demonstram que as vias
de sinalizagdo fisiopatologicas sado diferentes conforme a rota e o tempo de
administracdo do agente flogistico, o que pode refletir nos desfechos obtidos nos
estudos das possiveis intervengdes terapéuticas que se pretende avaliar
(DOMSCHEIT et al., 2020).

8.1.3 CUMARINAS

Como foram abordadas no primeiro capitulo desta tese, as cumarinas, assim
como 0s cromenos, sdo produtos naturais caracterizados pela presenca do nucleo
benzopirano em sua molécula. A estrutura molecular basica destes compostos €
caracterizada pela presenga de um anel heterociclico formado pela fusdo de um anel
benzeno a um anel pirona (Figura 10). Na natureza, estes compostos sao
produzidos principalmente por plantas, mas ha algumas espécies de fungos e
bactérias também capazes de produzi-los. Com base em suas estruturas quimicas,
as cumarinas podem ser divididas em seis tipos: hidroxicumarinas (cumarinas
simples), furanocumarinas, piranocumarinas, benzocumarinas, fenilcumarinas e
biscumarinas (ROSTOM et al., 2022).
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Figura 10. Estrutura quimica geral das cumarinas.
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Fonte: Adaptado de STEFANACHI et al., 2018.

As cumarinas sintéticas e naturais vém despertando o interesse de
pesquisadores e das industrias farmacéuticas devido as variadas propriedades
bioativas que ja foram descritas na literatura cientifica em relacéo a estes compostos
(SRIKRISHNA, GODUGU, DUBEY, 2018). Dentre as atividades bioldgicas,
destacam-se: acdo anti-tumoral (KENNEDY, LACY, 2004; MENEZES, DIEDERICH,
2019), anti-viral (KOSTOVA et al., 2006; ONG et al, 2011), anti-coagulante
(TIMSON, 2017), anti-oxidante (SAHU et al., 2017) e anti-microbiana (HU et al,,
2017; REEN et al., 2018). Na pratica clinica, ja sdo usados compostos cumarinicos,
como por exemplo: os anticoagulantes antagonistas de vitamina K (warfarina) e os
psoralénicos (metoxsaleno) (GARG et al., 2020). Ja o efeito anti-inflamatério das
cumarinas vem sendo abordado por muitos estudos na comunidade cientifica, onde
a acao desses compostos parece fornecer intervengées em multiplas vias e sinais
celulares que sao responsaveis pela manuteng¢ao do processo inflamatdério. Exemplo
disto, pode ser evidenciado na Figura 11 adaptada da revisao realizada por Rostom
et al. (2022), a qual demonstra a importante agcdo dos compostos cumarinicos em
rotas inflamatdrias intracelulares onde o NF-kB e as MAPK exercem papel de
destaque, independente ou ndo da agao da MyD-88 (ROSTOM et al., 2022).
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Fiagura 11. Efeitos das cumarinas na via de sinalizacdo dos TLRs.

Escoparona
Isofraxidina
Esculina
Umbeliferona

TLR-1/2/4/5/6 e 11
— 0 T }—— Imperatorina

— Ativagio

---+ [Expresséo induzida

Expressdo reduzida
& ~—] Fosforilagio Bloqueada
— Acoplamento impedido

o

Vla dependente de MyD 88 [Vla independentﬁ de MYD-BEJ
TLR-3/718e 9

-

4

Escoparona
Isofraxidina — m @ —_— Escoparona
Esculina NANIINTN NSV

Umbeliferona

Citocinas pro-inflamatdrias: PO L ps
TNF-a, IL-1B, IL-6 & IFN-B

Generated by Biorender

Escoparona
Isofraxidina
Esculina
Umbeliferona

Legenda: Cumarinas simples e furanocumarinas, Escoparona, Isofraxidina, Esculina e Umbeliferona,
podem reduzir a expressao de TLR enquanto a Imperatorina bloqueia a montagem do complexo
TLR. As cumarinas também podem afetar a maquinaria de sinalizagao intracelular, como NF-kB e
vias MAPK. Adaptado de ROSTOM et al., 2022.

Os mecanismos supracitados podem ser atribuidos a presenca do nucleo
benzopirano na estrutura molecular destes compostos, o que confere as cumarinas
um privilegiado esqueleto molecular capaz de exercer fungbes versateis nos
diferentes cenarios biolégicos (STEFANACHI et al., 2018).

A acdo das cumarinas tem sido explorada em muitos modelos experimentais
de estudo do processo inflamatério, no intuito de fornecer suporte cientifico que
contribua para o desenvolvimento de novos farmacos capazes de agir em vias de
sinalizagdo que, até o momento, ndo sao alcangadas pelos farmacos utilizados na
pratica clinica. Para tanto, uma série de trabalhos tém avaliado o papel destes
compostos em diferentes cenarios da inflamacdo e os modelos experimentais de
inflamacgédo pulmonar oferecem um interessante cenario para o estudo dessas

substancias.
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A Angelicina, uma furanocumarina encontrada na fruta da espécie Psoralea
corylifolia L., demonstrou notavel acdo anti-inflamatéria no modelo experiental de
hiperresponsividade de vias aéreas induzida por ovalbumina em camundongos, um
modelo que mimetiza as condigdes clinicas da asma, por meio da inibicdo da
infiltracao de células inflamatérias no pulmdo, da redugcdo da secregcdo de
imunoglobulina E e das citocinas: IL-4, IL-5 e IL-13, além de diminuir a ativagdo do
NF-kB (WEI et al., 2016). Neste mesmo modelo experimental, Wang et al. (2021)
mostraram que o tratamento de camundongos com Imperatorina, uma
furocoumarina presente na espécie Angelicae Dahuricae radix, alcangou desfechos
similares, além de evidenciar a reducao da secrecdo de quimiocinas no LBA dos
animais inflamados (WANG et al., 2021). No modelo experimental de pleurisia
induzida por carragenina, a Escopoletina, uma hidroxicumarina presente no género
Scopolia, foi capaz de diminuir a infiltracdo de neutréfilos no pulméo inflamado e
esse efeito foi acompanhado da diminuicdo da exsudacédo pulmonar. Além disso, o
mesmo estudo demonstrou que o composto foi efetivo em diminuir a atividade de
MPO, reduziu também a concentracao de mediadores pro-infamatorios, como o NO
e citocinas pré-infamatdrias, além de inibir a via p38 e NF-kB (PEREIRA et al,
2016). Desfechos parecidos, neste mesmo modelo experimental, foram obtidos no
tratamento com IMMLG5521, um derivado cumarinico sintético (LI et al., 2011).
Deng et al. (2019) demonstraram, no modelo experimental de fibrose pulmonar
induzida por bleomicina em camundongos, a capacidade de derivados sintéticos
cumarinicos em atenuar a fibrose, pela inibicdo da via do TGF- (DENG et al.,
2019). Ja no modelo de LPA induzida por LPS, diferentes compostos cumarinicos
apresentram resultados equivalentes aos modelos experimentais ja descritos e o0s
resultados destes estudos serao abordados no decorrer desta tese.

Tanto nos diferentes cenarios da inflamagédo, como nos demais contextos
biolégicos, o tratamento com cumarinas permanece sendo alvo de inumeras
publicacdes e revisdes, justamente por apresentarem potenciais atividades
farmacoldgicas, o que futuramente pode tornar-las novas opgdes de tratamento de

interesse para a industria farmacéutica na produgao de novos medicamentos.

8.1.4 REVISAO SISTEMATICA
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O termo revisdo sistematica surgiu na década de 70 e pode ser entendido
como uma metodologia cientifica que permite reunir um conjunto de estudos
publicados na literatura, com o intuito principal de responder questbées que
possibilitem dar suporte a pratica baseada em evidéncias, ou seja, um grupo de
evidéncias cientificas pode ser resumido para auxiliar pesquisadores ou clinicos a
entender melhor os desfechos encontrados em diferentes estudos e que, ao mesmo
tempo, permita responder a uma determinada questdo, ou até mesmo instigar
modificagdes em protocolos clinicos sugerindo a necessidade do aprimoramento de
novas pesquisas (DE-LA-TORRE-UGARTE-GUANILO, TAKAHASHI,
BERTOLOZZI, 2011; OWENS, 2021).

Uma revisao sistematica precisa ser transparente e trazer avaliagbes da
qualidade dos dados dos estudos reunidos, a fim de aumentar a confiabilidade e
reprodutibilidade dos protocolos apresentados. Portanto, diferente de uma revisao
narrativa, a revisdo sistematica necessita de uma padronizacdo da busca dos
estudos seguindo um planejamento rigoroso para selegado e avaliagdo dos dados
extraidos (CANTO, REUS, 2020; BAHADORAN et al., 2020).

Para facilitar esse processo de sistematizacdo dos estudos e dos seus dados,
uma lista de verificagdo para orientar os autores na resposta da pergunta elaborada
para a revisdo deve conter dados sobre a populagdo de estudo, os tipos de
intervengdes e as comparagdes, os desfechos de interesse (primarios e/ou
secundarios) e os tipos de estudos que devem ser reunidos para que a pergunta do
trabalho seja respondida com sucesso. Para isso, a estratégia utilizando o acrénimo
PICOS, PECOS ou PIRD fornece uma base didatica para a formagao da pergunta
do estudo sem que nenhum elemento essencial da pergunta seja excluido (CANTO,
REUS, 2020; METHELEY et al., 2014). A partir deste ponto, fica ainda mais clara a
diferenca entre a revisdo sistematica e narrativa, pois se inicia o processo de
elegibilidade dos estudos por meio da elaboracdo de critérios de inclusdo e
excluséo.

As bases de dados da literatura usadas para a pesquisa de manuscritos
precisam ser definidas para a elaboragdo de uma estratégia de busca exaustiva e
abrangente, onde a combinacéo de termos ou palavras-chaves permita o resgate de
um numero significativo de estudos que contemplem os elementos abordados na
pergunta de interesse. Esta etapa da estratégia do estudo precisa ser escrita de uma

maneira que possa ser reproduzida por outras pessoas (BAHADORAN et al., 2020;
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GOPALAKRISHNAN, GANESHKUMAR, 2013). Ap6s o alcance e selegcdo dos
estudos, utilizando os critérios de elegibilidade, os autores precisam fazer uma
analise minuciosa dos manuscritos, com a finalidade de extrair e padronizar os
dados, para que entao possa ser feita correlagéo e a analise dos desfechos reunidos
(CANTO, REUS, 2020).

Uma das etapas mais importantes do processo de constru¢do de uma revisao
sistematica é a avaliagdo da qualidade dos estudos. Para isso, diferentes
ferramentas ja foram elaboradas com a finalidade de fornecer transparéncia das
analises dos manuscritos revisados e evitar possiveis vieses que comprometam a
confiabilidade dos desfechos obtidos. Para este propédsito, varias ferramentas de
avaliacao de qualidade para estudos pré-clinicos e clinicos foram desenvolvidas, as
quais incluem escalas que sao sistemas de pontuagao para varios componentes de
qualidade ou listas de verificagdo em que perguntas s&o feitas para avaliar a
qualidade dos manuscritos (BAHADORAN et al., 2020).

Dessa forma, o uso de revisdes sistematicas se destaca como um dos pilares
principais da saude baseada em evidéncias, proporcionando um maior volume de
literatura em saude, com variadas publicacbes e ricas em evidéncias capazes de
fornecer subsidios para pesquisadores e clinicos terem importantes tomadas de
decisdes (MEDINA, PAILAQUILEN, 2010). Fato este ja destacado na obra Clinical
judgement, do autor Alvan Feinstein (1967), que enfatizou a necessidade do
raciocinio clinico ser enriquecido pela avaliagao de variados resultados, obtidos em
diferentes formas de tratamentos (FEINSTEIN et al., 1967).
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9 OBJETIVOS

9.1 OBJETIVO GERAL

Realizar uma revisdo sistematica da literatura, trazendo uma compilacdo de
estudos publicados nos ultimos dez anos a respeito da eficacia anti-inflamatoria de
compostos cumarinicos usados em modelos experimentais de LPA induzida por LPS

em camundongos.

9.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Buscar, em diferentes bases de dados da literatura cientifica, manuscritos
relacionados ao uso de compostos cumarinicos em modelos murinos de LPA

induzida por LPS.

2. Realizar a extracdo de dados gerais e dos desfechos/conclusdes trazidas pelos

artigos selecionados;

3. Correlacionar os dados extraidos entre os manuscritos obtidos, avaliando a

frequéncia dos desfechos de cada estudo;

4. Avaliar individualmente cada artigo revisado quanto ao risco de viés, encontrado

em seu desenvolvimento.

5. Avaliar se os dados presentes na literatura sdo em numero e também de
qualidade suficientes, para se concluir se as cumarinas possuem efeito anti-

inflamatério quando utilizadas no modelo murino de LPA.
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10 MATERIAS E METODOS

A metodologia para este estudo foi baseada na declaracdo PRISMA
(MOHER et al., 2009; PAGE et al., 2021) e no Manual Cochrane para Revisdes
Sistematicas de Intervencdo (HIGGINS et al, 2021). Um protocolo de reviséo
sistematica criado no PRISMA-P foi registrado no Open Science Framework (OSF)
Registries for Systematic Reviews, sob o cdodigo identificador DOI
10.17605/0OSF.I0/BCKV4.

A questdo do estudo elaborada para a busca de artigos na literatura foi
baseada no acrénimo PICOS (populacédo, intervengdo, comparagao, desfecho e
desenho do estudo): Os efeitos anti-inflamatérios das cumarinas na lesao
pulmonar aguda induzida por LPS em camundongos sao comparaveis aos
medicamentos anti-inflamatérios de referéncia? Populacdo = modelos de
inflamacédo pulmonar aguda induzida por LPS em camundongos; Intervengdo =
Tratamento com Cumarinas/Benzopirenos; Comparador: Tratamento com
medicamentos de referéncia e/ou grupo inflamado; Desfecho: Inibicdo do
edemal/exsudacédo e migragado leucocitaria; Desenho do estudo: Estudos originais

publicados usando modelos experimentais in vivo.

10.1 BUSCAS NA LITERATURA

As seguintes bases de dados eletrénicas foram usadas para uma busca
sistematica da literatura: PubMed, Web of Science, Scopus e Google Scholar. A
busca foi realizada utilizando o periodo de artigos publicados entre 1° de janeiro de
2011 até 21 de junho de 2022. Foi realizada uma busca piloto para estabelecer os
termos de busca Medical Subject Headings (MeSH) e estratégias de busca, cuja
validacao foi realizada com a ajuda de trés especialistas (JSR, FCM, EMD). Uma
lista de artigos de referéncia (indicados por especialistas) foi utilizada para definir a
estratégia de busca. As publicagdes do PubMed foram recuperadas usando termos
MeSH, que foram agrupados em quatro blocos: 1) Doengas pulmonares; 2)
Benzopiranos OU Lipopolissacarideos; 3) Anti-inflamatérios OU Inflamagdo OU
Citocinas OU NF-kappa B; e 4) Camundongos (Tabela 1). Todos esses blocos foram
combinados. A primeira fase estabeleceu uma investigacdo de acordo com as

caracteristicas e estratégias de cada base de dados eletrbnica. O EndNote
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Reference Manager e o site Rayyan QCRIAs foram as ferramentas utilizadas para
organizar as referéncias recuperadas da pesquisa e remover duplicatas (OUZZANI
et al., 2016).

10.2 SELEGCAO DOS ESTUDOS

Os artigos selecionados foram escolhidos de acordo com os critérios de
inclusdo e exclusao, por seis revisores independentes, pareados e cegados (GOR,
ZSB, TLL, ETBM, MF e TEPR). Os critérios de inclusdo foram: estudos com animais
murinos (camundongos) submetidos a modelos de LPA induzida por LPS, utilizando
cumarina sintética e nao sintética (compostos isolados) em qualquer dose, via de
administracdo, tempo ou frequéncia. Os estudos também devem conter grupos
controle compostos por camundongos inflamados e tratados com farmacos de
referéncia, e as medidas que demonstram a eficacia anti-inflamatoéria das cumarinas
devem expressar os desfechos primarios que sdo: 1) formagdao de
edema/exsudacao e 2) migragao de leucécitos. Além disso, apenas estudos originais
publicados usando o modelo experimental de LPA in vivo foram incluidos (Tabela 2).

O primeiro passo para a aplicagado dos critérios de elegibilidade foi a leitura
dos titulos e resumos dos estudos selecionados. Da mesma forma, os artigos
selecionados nesta etapa foram lidos na integra seguindo os mesmos critérios de
inclusdo citados acima. Em ambas as fases, todas as informag¢des recuperadas
foram cruzadas por um terceiro revisor (JSR, FCM ou EMD). A selecéao final foi
determinada na leitura do texto completo da publicacdo usando os elementos de
busca com PICOS. Os estudos excluidos foram aqueles que nao atenderam aos
critérios de inclusdo, mas que atenderam aos critérios de exclusido listados na
Tabela 2. Também buscamos artigos nas listas de referéncia dos estudos elegiveis.
Os revisores leram estudos revisados independentemente e quaisquer discordancias

foram resolvidas por meio de discusséao e validagao por um revisor especialista.
10.3 EXTRACAO DE DADOS DOS ESTUDOS INCLUIDOS
Os artigos foram distribuidos entre quatro revisores (GOR, TLL, ETBM e

EMD) por meio do programa Research Randomizer® (URBANIACK, PLOUS, 2013).

A extragdo dos dados aconteceu de forma independente e os resultados foram
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retirados do texto, tabelas ou figuras, os quas foram transcritos em uma tabela
padronizada. As discordancias foram resolvidas por meio de discussao ou consulta a
um terceiro revisor. Em seguida, os dados extraidos foram validados por dois
revisores (JSR e EMD). A tabela padronizada apresentou as seguintes informagdes:
dados basicos do estudo (nome dos autores, ano de publicagado, pais); dados sobre
os animais (linhagem, sexo e peso); cumarinas (nomenclatura, doses dos
compostos, vias de administragdo e tempo de tratamento com cumarinas até a
eutanasia do animal); LPS (concentracao e via de administragao); intervalo de tempo
entre o tratamento dos compostos e a inducdo da inflamacdo com LPS; anti-
inflamatorios de referéncia (nome, dose, via de administragdo); objetivo dos estudos;
tipo de analise estatistica; principais métodos e resultados (resultados primarios);
inibicdo dos principais resultados (por cumarinas e farmacos de referéncia);
resultados secundarios; sugestbes de mecanismos de agdo e conclusao principal.
Dois especialistas verificaram os dados extraidos e quaisquer discrepancias foram

resolvidas por meio de discussao (JSR e EMD)..

10.4 RISCO DE VIES DOS ESTUDOS INCLUIDOS

O risco de viés foi conduzido por dois revisores cegados independentes
(ZSB e MF) usando a ferramenta de risco de viés SYRCLE para estudos com
animais (HOOIJMANS et al., 2014), que é dividida por dominios: Dominio 1 Geragao
de sequéncia; Dominio 2 Caracteristicas de base; Dominio 3: Ocultacdo de
alocagao; Dominio 4: Habitagdo aleatéria; Dominio 5: Cegamento; Dominio 6:
Avaliacdo de resultados aleatdrios; Dominio 7: Cegamento; Dominio 8: Dados de
desfechos incompletos; Dominio 9: Relato de desfechos seletivos; Dominio 10:
Outras fontes de viés.

Dez perguntas foram aplicadas aos artigos incluidos na revisao sistematica,
as respostas "SIM" indicam baixo risco de viés, "NAO" indicam alto risco de viés e
"INCERTOQO" indicam risco de viés sem clareza. Com base no percentual de resposta
“SIM”, foi considerado: Alto risco de viés <50%, moderado 50-75% e baixo >75%.
Qualquer discordancia entre os revisores foi resolvida por discussdo com um terceiro
membro revisor (GOR), até que todos chegassem a um consenso, caso nao fosse
solucionado, um especialista em modelo animal de inflamacgao foi consultado para

solucionar a discordéancia (EMD).



Tabela 1. Estratégias de busca exaustiva nas diferentes bases de dados da literatura cientifica.
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Google Scholar

Busca Pubmed (n=2.733) Web of Science (n=2.085) Scopus (n=2.680) (n=18.000/100)
_— . " " (TITLE-ABS-KEY("Lung "Lung Diseases" OR “acute
Bloco 1 "Lung Diseases"[Mesh] I'I;i—(irl;zrg")Dlseases OR *acute Diseases")) OR (TITLE-ABS- Lung injury”
g injury KEY("Acute lung injury")
Benzopyrans'[Mesh Terms] OR _ TITLE-ABS-KEY Benzopyrans OR
lipopolysaccharides"[MeSH TS=(Benzopyrans OR Coumarins . . . .
Bloco 2 . . (lipopolysaccharides OR lipopolysaccharides OR
Terms] OR lipopolysaccharides) . .
benzopyrans OR coumarins) coumarins
(TITLE-ABS-KEY("Anti-
"Anti-Inflammatory Agents"[Mesh] Inflammatory Agents")) OR
OR "Inflammation"[Mesh] OR TS= ("Anti-Inflammatory Agents" (TITLE-ABS-KEY(Inflammation)) "Anti-Inflammatory Agents"
Bloco 3 "Cytokines"[Mesh] OR "NF-kappa OR Inflammation OR Cytokines OR OR (TITLE-ABS-KEY(Cytokines)) OR Inflammation OR
B"[Mesh] "NF-kappa B") OR (TITLE-ABS-KEY("NF-kappa  Cytokines OR "NF-kappa B"
Bll)
Bloco 4 "Mice"[Mesh] TS=(Mice) TITLE-ABS-KEY (Mice) Mice
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Tabela 2. Critérios de inclusao e exclusao aplicados para a selegao dos estudos.

e PICOS e Critérios de inclusao Critérios de exclusao
e P e Somente estudos experimentais in vivo com 1- Populagcao
camundongos;
e Apenas inflamagdo induzida por LPS; Modelos Estudos experimentais com modelos animais que n&o utilizaram
experimentais de inflamagdo pulmonar aguda camundongos;
induzida por LPS. Estudos experimentais que ndo utilizaram animais (ex: cultura celular ou
ex-vivo);
Estudos sem inflamagéao induzida por LPS; Modelos experimentais que nao
avaliaram o efeito na inflamag&o pulmonar.
o | e Tratamento com derivados cumarinicos sintéticos 2- Intervencgéo
e nédo sintéticos;
e Fontes sintéticas ou naturais; qualquer via de Uso de compostos ndo derivados de cumarinas;
administragéo, tempo e frequéncia sdo permitidos. Tratamento realizado com cumarinas em mistura de compostos;
e« C e Uso de um grupo controle com medicamentos de 3- Comparagao
referéncia
e Uso de controles inflamados; Nao foi usado grupo controle com farmaco anti-inflamatério de referéncia;
e Com analise estatistica dos resultados obtidos. Nao foi usado grupo controle inflamado;
Sem andlise estatistica.
e O e Migracdo de leucdcitos (contagem ou indice 4-Desfechos
celular por histologia);
e Edemalexsudagédo (Pulmao U/S, histologia e/ou Sem avaliagdo de migragao de leucécitos e/ou edemal/exsudagéo
dosagem de proteina);
Citocinas proé-inflamatorias;
NF-kB (expressao ou inibigdo da subunidade).
e S o Estudos experimentais in vivo 5-Tipo de publicagdo
Resenhas, Meta-analises, editoriais, teses e/ou dissertagdes, cartas,
correspondéncias, artigos de opiniao, congressos/eventos, pautas
Outros 6- Outro: Idioma estrangeiro diferente do inglés, manuscrito n&o disponivel.
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11 RESULTADOS

11.1 FASE DE ELEGIBILIDADE

A busca sistematica nas bases de dados selecionadas alcangou a
recuperacdo de 7.598 artigos. Desse total, as duplicatas foram removidas pelo
Endnote online e pelo site Rayyan, totalizando 3.051 artigos duplicados que foram
eliminados. Posteriormente, os revisores consideraram 1.621 estudos inelegiveis
para continuar nesta revisao, pois havia estudos publicados antes de 2010 (n=887),
alguns n&o tinham o resumo disponivel para leitura (n=733) e uma publicacao foi
realizada em um idioma diferente do inglés (n=1).

Para a primeira fase de leitura, titulos e resumos, 2.924 artigos foram
avaliados pelos revisores que excluiram 2.868 estudos pelos seguintes motivos: (1)
populacdo errada (n=1.041), (2) intervengcdo errada (n=1.771), (3) comparagao
errada (n=4), (4) resultado errado (n=1), (5) tipo de publicacdo errada (n=43) e (6)
outros (idioma diferente do inglés ou manuscrito nao disponivel) (n=8).

Um total de 56 estudos foi elegivel para a fase de leitura do texto completo.
Assim, os mesmos critérios de elegibilidade foram aplicados, resultando na excluséo
de 48 estudos pelos seguintes motivos: (1) populagéo errada (n=2), (2) intervengao
errada (n=29), (3) comparacao errada (n=16), (4) outro (n=1). Finalmente, para a

realizacao desta revisao sistematica, oito estudos foram incluidos (Figura 12).
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Figura 12. Diagrama de fluxo PRISMA 2020 para revisdes sistematicas.

[ Identificacdo de estudos por meio de bancos de dados e registros
Registros identificados:
Registros removidos antes da busca:

o ¢ PubMed (n=2733) ] . . .
i e Scopus (n = 2.680) * Registros duplicados e marcados como inelegiveis por
E e  Web of Science (n = 2.085) > ferramemas de automagéo (Endl_\lote 2 R_awan) (n=3.051)
z « Google Schoolar (n= 18.000, . Regnstros removidos por terem sido publicados antes de 2010
o avaliados os primeiros 100) (n ‘_887) . . ) i
= + Registros removidos por néo ter o resumo disponivel (n=733)

Total: (n = 7.598) + Registros removidos por terem sido publicados apenas no

idioma chinés (n=1)
L 4

Registros examinados N . .

Titulo e Resumo (n = 2.924) »| Registros excluidos (n = 2.868):
E Razao 1 - Populacéo errada (n = 1041)
2 + Razao 2 - Intervencéo errada (n = 1771)
E Razao 3 - Comparacéo errada (n = 4)

Arti d Razao 4 - Resultado errado (n=1)

1gos prgcura_ %s para »| Razao 5 - Tipo de publicacéo errada (n = 43)
recuperacao (n=0) Razao 6 - Outros (idioma ou manuscrito ndo disponivel) (n = 8)

Artigos ndo recuperados (n=0)
Artigos acessados para
elegibilidade (n = 56)

L J

Artigos excluidos (n = 48):

Razéao 1 - Populacéo errada (n = 2)
Razéao 2 - Intervencéo errada (n = 29)
Razéao 3 - Comparacéo errada (n = 16)
Razéo 4 - Outro (n =1)

Artigos incluidos na revisdo
(n=8)

8
=
E]
7]
=

Legenda: Fase de elegibilidade dos estudos obtidos nas bases de dados da literatura cientifica

(Pubmed/Web of Science/Scopus/Google Schoolar).

11.2 CARACTERISTICAS DOS ESTUDOS INCLUIDOS

A China foi o principal pais de origem dos artigos incluidos (n = 5) (CHEN et
al., 2015; LUO et al., 2016; NIU et al., 2015; TIANZHU, SHUMIN, 2015; XUAN et al.,

2022), os outros estudos foram realizados no Paquistdo (n=1) (KHAN et al., 2019),
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Taiwan (n=1) (LEE et al., 2020) e na Republica da Coreia (n=1) (LIM et al., 2014). O
ano de 2015 teve o maior numero de publicagées (n=3) (CHEN et al., 2015; NIU et
al., 2015; TIANZHU, SHUMIN, 2015) (Tabela 3). Em relagdo aos animais utilizados
nos experimentos, os estudos utilizaram camundongos com pesos que variaram
entre 18-35 g, de ambos os sexos, sendo mais camundongos machos (n=7) (KHAN
et al., 2019; LEE et al., 2020; LIM et al., 2014; LUO et al., 2016; NIU et al., 2015;
TIANZHU, SHUMIN, 2015; XUAN et al., 2022) do que fémeas (n=1) (CHEN et al.,
2015). Ja a linhagem principal mais utilizada nos estudos foi BALB/c (n=5) (CHEN et
al., 2015; KHAN et al., 2019; LUO et al., 2016; TIANZHU, SHUMIN, 2015; XUAN et
al., 2022).

Nao houve muita variagdo entre os manuscritos no que diz respeito ao tempo
de tratamento com os compostos cumarinicos, a maioria deles utilizou protocolos
experimentais com tempos de tratamento variando entre 6-8 horas (n=6) (CHEN et
al., 2015; LEE et al., 2020; LUO et al., 2016; NIU et al., 2015; TIANZHU, SHUMIN,
2015; XUAN et al,, 2022). Apenas dois manuscritos apresentaram o periodo de
tratamento mais longo (n=2) (KHAN et al.,, 2019; LIM et al., 2014). Doses unicas
foram usadas em todos os manuscritos, exceto por Xuan et al. (2022) (Tabela 3).

O LPS foi usado como indutor inflamatoério diretamente nas vias aéreas, em
seis manuscritos, principalmente por via intratraqueal (n=5) (CHEN et al., 2015; Lee
et al., 2020; LUO et al., 2016; TIANZHU, SHUMIN, 2015; XUAN et al., 2022) e via
intranasal (n=1) (LIM et al, 2014). A via intraperitoneal foi menos frequente e
realizada em dois estudos (n=2) (KHAN et al., 2019; NIU et al., 2015). Por via
intratraqueal, as concentracdes de LPS variaram de 1-5 mg/kg (n=5) (CHEN et al.,
2015; LEE et al., 2020; LUO et al., 2016; TIANZHU, SHUMIN, 2015; XUAN et al,,
2022). Pela via intranasal, Lim et al. (2014) utilizaram multiplas administracbes da
concentragcdo de 2 mg/kg de LPS (5 vezes) em seu protocolo experimental (n=1).
Manuscritos que usaram a via intraperitoneal para causar LPA induzida por LPS
usaram uma concentracdo de 5 mg/kg para induzir a inflamagao (n = 2) (KHAN et
al., 2019; NIU et al., 2015) (Tabela 3).

A Esculetina foi utilizada em dois dos artigos selecionados e, embora a via de
administragcado tenha sido diferente nesses estudos, as doses efetivas foram as
mesmas (20 e 40 mg/kg) e o tempo de tratamento até a eutanasia dos
camundongos foi muito semelhante, variando apenas 30 minutos entre esses

protocolos experimentais (CHEN et al., 2015; LEE et al., 2020). Os outros artigos
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usaram diferentes compostos cumarinicos, como: Anomalina, Columbianadina,
Esculina, Isofraxidina, Pterixina e Umbelliferona (KHAN et al., 2019; LIM et al., 2014,
LUO et al., 2016; NIU et al., 2015; TIANZHU, SHUMIN, 2015; XUAN et al., 2022).

Além disso, a cumarina e as doses utilizadas foram variadas, mas a via oral
foi a rota de administragcdo mais frequente entre elas (n=5) (CHEN et al., 2015; LIM
et al.,, 2014; LUO et al., 2016; TIANZHU, SHUMIN, 2015; XUAN et al., 2022). A via
intraperitoneal foi escolhida com menos frequéncia (n=3) (KHAN et al., 2019; LEE et
al., 2020; NIU et al, 2015) (Tabela 3). Sete dos oito artigos inflamaram os
camundongos apés o tratamento com os compostos cumarinicos (CHEN et al,
2015; LEE et al., 2020; LIM et al., 2014; LUO et al., 2016; NIU et al., 2015;
TIANZHU, SHUMIN, 2015; XUAN et al., 2022). Khan et al., (2019) ndo deixaram
claro o tempo exato de indugédo da inflamagdo com LPS (antes ou depois) (Tabela
3a). Para comparar os grupos de animais inflamados e tratados, os artigos
trouxeram em suas metodologias a utilizagdo de grupos controle tratados com
farmacos de referéncia, onde a dexametasona foi utilizada em todos os estudos
apresentados nesta revisdo (CHEN et al., 2015; KHAN et al., 2019; LEE et al., 2020;
LIM et al., 2014; LUO et al., 2016; NIU et al., 2015; TIANZHU, SHUMIN, 2015 e
XUAN et al.,, 2022). Porém, assim como houve variagdo nas doses e vias de
administracdo dos compostos cumarinicos, 0 mesmo ocorreu nos grupos tratados
com farmacos de referéncia. As doses e via de administracado mais utilizadas foram
2 mg/kg (CHEN et al., 2015; LUO et al., 2016; TIANZHU, SHUMIN, 2015) e 5 mg/kg
(LEE et al., 2020; NIU et al., 2015; XUAN et al., 2022) e a via oral (CHEN et al.,
2015; LIM et al., 2014; LUO et al., 2016; TIANZHU, SHUMIN, 2015; XUAN et al.,
2022) (Tabela 3).

Para analisar os resultados encontrados, o método estatistico utilizado em
todos os estudos foi ANOVA de uma via (CHEN et al., 2015; KHAN et al., 2019; LEE
et al., 2020; LIM et al., 2014; LUO et al., 2016; NIU et al., 2015; TIANZHU, SHUMIN,
2015 e XUAN et al., 2022) (Tabela 3).

11.3 DESFECHOS PRINCIPAIS DOS ESTUDOS INCLUIDOS
O efeito anti-inflamatério foi baseado nos seguintes resultados primarios

associados: Exsudacao/formacdo de edema e migracdo de leucdcitos. Nesta

revisdo, foi observado que a medida de exsudato/edema foi avaliada seguindo



85

diferentes metodologias: relagdo peso umido/seco (U/S) do pulméo, concentragéo
de proteinas e analise histolégica. Enquanto a avaliagdo da migragao de leucdcitos
foi avaliada principalmente usando duas metodologias principais: contagem total e
diferencial de leucécitos no LBA e analise histolégica do pulméo. A formacao de
edema esta correlacionada com a exsudacgao, que € definida como o vazamento de
liquido do plasma vascular para o local da inflamagédo, e isso ocorre devido ao
aumento da permeabilidade dos vasos e consequentemente permite o transporte de
mediadores quimicos e células da corrente sanguinea, e desempenhara um papel
fundamental no processo inflamatorio (SPEAR, 2012).

Nesta revisdo, seis dos oito estudos selecionados avaliaram a formacao de
edema por meio da medida da relagdo de peso U/S pulmonar (CHEN et al., 2015;
KHAN et al., 2019; LUO et al., 2016; NIU et al., 2015; TIANZHU, SHUMIN, 2015;
XUAN et al.,, 2022), e dois autores complementaram esses resultados usando
avaliagao histologica para avaliar a formacado de edema (KHAN et al., 2019; XUAN
et al., 2022). Lee et al. (2020) utilizaram apenas analise histolégica para avaliar o
edema nos pulmdes. O estudo publicado por Xuan et al. (2022) também
complementou os resultados, determinando a concentragao de proteinas totais no
LBA, sendo assim o unico artigo trazendo as trés metodologias aqui citadas para a
avaliacéo do edema (Tabela 4).

A presenca de leucdcitos no tecido inflamado é fundamental para o processo
de defesa do hospedeiro e efetivagao da inflamacgao, porém o acumulo excessivo de
células inflamatodrias pode ser deletério ao 6rgao lesado (NOURSHARGH, ALON,
2014). Todos os artigos selecionados nesta revisdo forneceram dados sobre a
infiltracdo de leucécitos nos pulmdes. A contagem total e diferencial de células do
LBA foi realizada em cinco estudos (CHEN et al., 2015; LIM et al., 2014; LUO et al,,
2016; NIU et al., 2015; TIANZHU, SHUMIN, 2015), enquanto a analise histolégica
pulmonar foi o método escolhido por cinco estudos para complementar os resultados
da contagem ou como unica medida utilizada para avaliar a infiltracdo leucocitaria
(CHEN et al., 2015; KHAN et al., 2019; LEE et al., 2020; LUO et al., 2016; XUAN et
al., 2022) (Tabela 4). Todas as metodologias mostraram a presenca de neutrofilos
como célula-chave no processo inflamatério desencadeado pelo LPS. Todos os
estudos mostraram inibicdo significativa dos resultados primarios, tanto pelas

cumarinas como pelos farmacos de referéncia (CHEN et al., 2015; KHAN et al.,
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2019; LEE et al, 2020; LIM et al., 2014; LUO et al., 2016; NIU et al., 2015;
TIANZHU, SHUMIN, 2015; XUAN et al., 2022) (Tabela 4).

11.4 DESFECHOS SECUNDARIOS DOS ESTUDOS INCLUIDOS

Os desfechos secundarios foram organizados de acordo com as propostas
dos artigos para investigar a influéncia dos compostos testados na producédo de
mediadores inflamatérios, estresse oxidativo e alteragdes histolégicas na arquitetura
pulmonar. A producdo de citocinas pré-inflamatérias foi o principal desfecho
secundario escolhido por sete artigos para evidenciar a atividade anti-inflamatoria
dos compostos cumarinicos, as citocinas: TNF, IL-183, IL-6, IL-17 e IL-23 foram as
mais estudadas (CHEN et al., 2015; KHAN et al., 2019; LEE et al., 2020; LUO et al.,
2016; NIU et al., 2015; TIANZHU, SHUMIN, 2015 e XUAN et al., 2022). Apenas Lim
et al. (2014) nao se propuseram a investigar a presencga de citocinas em seu estudo.

A producdo da enzima COX-2 foi adotada em dois estudos como medida
indireta da liberacdo de mediadores inflamatérios como as prostaglandinas (NIU et
al., 2015; XUAN et al., 2022) (Tabela 4). Para corroborar os dados sobre a infiltragao
de leucécitos no local da inflamacéo, principalmente neutrofilos, quatro estudos
investigaram a atividade da MPO, um importante marcador destas células em
tecidos inflamados (CHEN et al., 2015; LUO et al., 2016; NIU et al., 2015; TIANZHU,
SHUMIN, 2015). A MPO é uma enzima que também desempenha um papel
importante na produgdo de EROs. A abordagem do estresse oxidativo foi realizada
por Khan et al. (2019) e Tianzhu, Shumin (2015) que demonstraram aumento na
atividade de marcadores antioxidantes (GST, GSH e SOD) e redugdo na
concentracdo de Malondialdeido (MDA). Para continuar a compreensao das
alteracdes histoldgicas envolvendo a LPA, Lee et al. (2020) e Lim et al. (2014)
demonstraram que seus compostos cumarinicos testados foram capazes de reduzir
o afinamento da parede alveolar, o0 que consequentemente resultou em uma melhor

conservagao da arquitetura do tecido pulmonar (Tabela 4).

11.5 SUGESTOES DE MECANISMOS DE ACAO INTRACELULARES DOS
ESTUDOS INCLUIDOS
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Diferentes mecanismos alternativos foram propostos para elucidar o papel
inibitério dos derivados cumarinicos na resposta inflamatoria, onde a determinacao
dos componentes envolvidos na via NF-kB foi a mais utilizada (CHEN et al., 2015;
LEE et al., 2020; LUO et al., 2016; TIANZHU, SHUMIN, 2015; XUAN et al., 2022)
seguida da investigagado das vias de sinalizagédo celular MAPK (ERK, JNK, p38) e
AKT (LEE et al., 2020; XUAN et al., 2022) (Tabela 4).

Um destaque foi dado por dois estudos sobre a expressao de TLR, Luo et al.
(2016) e Tianzhu e Shumin (2015) demonstraram a capacidade dos compostos
cumarinicos, Umbeliferona e Esculina, de diminuir a expressao de TLR-2 e TLR-4, e
também das proteinas acessérias MyD88 e IRAK1 que estdo intimamente
envolvidas na ativagédo da via NF-kB (LUO et al., 2016; TIANZHU, SHUMIN, 2015)
(Tabela 4). Em dois estudos, a Esculetina demonstrou ter um efeito inibitério em
diferentes vias de sinalizagao celular. Chen et al. (2015) associaram o efeito protetor
da Esculetina com a inibicdo da via RhoA/ROCK, enquanto Lee et al. (2020)
demonstraram que esta cumarina foi capaz de inibir a via de sinalizagdo RORVyt/IL-
17 (CHEN et al., 2015; LEE et al., 2020). Luo et al. (2016) demonstraram que a
Umbeliferona exerce um efeito protetor via inibicdo das caspases 3 e 9, além de
regular negativamente a proteina pré-apoptética BAX (LUO et al., 2016).

Finalmente, Xuan et al. (2022) atribuiram o efeito anti-inflamatorio da Pterixina
a sua capacidade de interferir na via do inflamassoma NLRP3, responsavel
principalmente pela maturagdo da IL-1B. Em seus experimentos, a Pterixina foi
capaz de regular negativamente a ativagdo do complexo inflamassoma, constituido
pelas proteinas ASC, Caspase-1 e NLRP3 (XUAN et al., 2022) (Tabela 4).



Tabela 3. Resumos descritivos das caracteristicas gerais dos estudos incluidos (n=8).
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Cumarina Farmaco anti-
ST Linhagem animal (LEEED U '!e s = :?;nmm;?ina inﬂﬂpatério iE .
Ano; (EET 1) ! administracio, tempo de (Concentracio e via e referéncia Objetivos dos estudos Estatisticas
Pais ! tratamento) de administragao) 4 is do LPS) {nome, dose_. via de
administragao)
CHEN et al., 2015; BALB/c, Esculetina 1 mofkg, it Antes Dexa, 2 mg/kg, v.o_ Investigar se o tratamento com Esculetina AMOVA de uma via
China (Fémeas, 18-22 g) (20 e 40 mg/ka, v.o, 7 h) (1 h) exerceu atividade profetora contra a com teste de
inflamag 3o pulmonar em camundongos. comparagdo maltipla
de Tukey
KHAN ef al., 2019; BALB/c Anomalina 5 mag/kg, i.p. Incero Dexa, 20 ma/ka, i.p. Investigar o efeito da Anomalina, um ANOVA de uma via
Paguistio {Machos, 30-35 g) (1,10 e 50 mg'kg, i.p., 24 h) derivado piranocumarinico da seguido pelo teste de
Saposhnikovia diverticata sobre aLPA e o Dunnett
mecanismo molecular através do qual a
Anomalina confere essa protecio.
LEE et al, 2020; C57BL/GC (BE) Esculetina 2.5 mglkg, it Antes Dexa, 5 mglkg, ip. Investigar o papel protetor da Esculetina AMOVA de uma via
Taiwan {Machos, 20—-25g) (20 e 40 ma/kg, i.p., 6 h 30 (30min) contra a LPA induzida por LPS por meio da com teste de
min modulacdo das vias AKT, MAPK, NF-kB e comparagdo miltipla
IL-17. de Tukey
LIM et al, 2014; ICR livre de Columbianadina 10 ma/kg Antes Dexa, 30 mg/kg, v.0. Estabelecer o papel terapéutico das raizes AMNOVA de uma via
Coréia patdogenos especificos (20 e 60 malkg, v.o., 17 h) {2 mg/kg 5 vezes), in. {1h) de Angelica decursiva e dos derivados seguido pelo teste de
{Machos, 18-22 g) cumarinicos na inflamag 3o das vias aéreas Dunnett
para justificar cientificamente seu uso clinico
e para identificar os novos agentes
potenciais para o tratamento de doencgas
pulmonares inflamatdrias.
LUO et al, 2016; BALB/C Umbeliferona 1 ma/kg, it Antes Dexa, 2 mglkg, v.o. Investigar os efeitos protetores da ANOVA de uma via
China {Machos, 18-22 g) (20 e 40 mg/kg, v.o.,6 h 15 (15 min) Umbeliferona na LPA induzida por LPS e com teste de
min) explorar seus possiveis mecanismos anti- comparagio miltipla
inflamag 3o e anti-apoptose in vivo. de Tukey
NIU et al., 2015; Kunming Isofraxidina 5 malkg, i.p. Antes Dexa, 5 mglkg, ip. Explorar os efeitos protetores da ANOVA de uma via
China {Machos, 22-25 qg) 5,10 e 15 mg/kg, i.p., T h) (1h) Isofraxidina contra LPA induzida por LPS seguida pelo teste de
em camundongos Student-Newman-
Keuls
TIANZHU, BALB/c Esculina 1 ma/kg, it Antes Dexa, 2 mg/kg, v.0_ O objetivo do estudo & investigar se Esculin ANOVA de uma via ou
SHUMIN, 2015; {Machos, 18-20 g) (20 e 40 ma/kg, v.o., 6 h 30 {30 min) poderia proteger contra inflamacdo festes t de Student
China min) pulmonar inespecifica em camundongos
XUAN ef al, 2022, BALB/c Pterixina 5 ma/kg, it Antes Dexa, 5 malkg, v.o. Investigar se a Pterixina pode aliviar a LPA ANOVA de uma via

China

{Machos, 18-22 g)

(5,10 e 25 mg'kg, v.o., 8 h)

T days (7 doses,
uma vez ao dia)

induzida por LPS in vivo & 05 mecanismos
envolvidos.

seguida de testes de
comparagdes maltiplas
de Duncan.
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Tabela 4. Resumos descritivos das caracteristicas gerais dos estudos incluidos (n=8) (Continuagéo).

O farmaco de

ALIoS Principais Métodos e {3 G (1T referéncia inibiu Sugestao de mecanismo
Ano; os desfechos Desfechos secundarios . Concluséao
Pais Desfechos primarios? (S/N) os dgs_fechos de acao
primarios? (S/N)
CHEN et al., Relagdo peso U/S do pulméo: S S Citocinas: TNF-a, IL1B e IL-6 NF-kB Este estudo mostrou que a Esculteina desempenhou
2015; Edema MPO um potente papel anti-inflamatoério na LPA induzida por
China Contagem celular em LBA: LPS por meio da inibicdo da via RhoA/Rho quinase e
Leucocitos totais/neutrofilos via NF-kB in vivo.
Mudancas na histopatologia
pulmonar: infiltracdo de
neutrofilos.
KHAN et al., Relag¢éo peso U/S do pulméo: S S Citocinas: TNF-a, IL1G e IL-6 Néo relatado A Anomalina exibiu atividade protetora importante na
2019; Edema Atividade antioxidante: GSH, GST, LPA induzida por LPS, além de exibir atividade
Paquistdo Mudancas na histopatologia Catalase e MDA protetora por meio da inibicdo do eixo Akt e
pulmonar: infiltrac&o de Congestéo pulmonar e inflamacéo MAPKs/AP-1.
neutrofilos e edema. intersticial
LEE et al., 2020;  Mudancas na histopatologia S S Citocinas: TNF-q, IL1B. IL-6, IL-17  NF-kB A Esculetina teve efeitos protetores contra LPA
Taiwan pulmonar: infiltracéo de e [L-23 Proteinas MAPK: ERK, p38, induzida por LPS em camundongos, atenuando a
neutréfilos, macrofagos e Mudangas na histopatelogia: JNK infiltragdo de células imunes inflamatérias e reduzindo
edema intersticial. afinamento da parede alveolar & Vias AKT e RORyYIL-17 a produgdo de citocinas pro-inflamatérias.
congestéo pulmonar
LIM et al., 2014; Contagem celular em LBA: S S Mudancas na histopatologia: Néo relatado As raizes de Angalica decursiva e seu constituinte
Coréia Leucdcitos totais, neutréfilos, afinamento da parede alveolar ! Ang o '

" Columbianadina, demonstraram possuir atividade
macrofagos alveolares inibitéria contra a inflamac&o pulmonar. O mecanismo
intersticiais e células P o ] : «
dendriticas celular |Q|b|tor|o dg cumarina inclui a supressao da

expresséo de enzimas pré-inflamatorias.
LUOC et al, 2016;  Relag#o peso U/S do pulméo: S S Citocinas: TNF-q, IL16 e IL-6 NF-kB A Umbeliferona exibiu um efeito protetor na LPA
China Edema MPQ TLR2 e TLR4 induzida por LPS, possivelmente por meio da
Contagem celular em LBA: Expresséo proteica: MyD88,  supressdo da apoptose pulmonar e da inflamacéo.
Leucocitos totais/neutrofilos RIP140, CBP, caspase-3,
Mudanc¢as na histopatologia caspase-9, Bax e Bcl-2
pulmonar: infiltrac&o de
leucdcitos.
NIU et al., 2015; Relacdo peso U/S do pulméo: S S Citocinas: TNF-a e IL-6 Néo relatado Os resultados mostraram que a Isofraxidina possui
China Edema Score de lesdo pulmonar efeitos protetores contra a LPA induzida por LPS e os
Contagem celular em LBA: COX-2e PGE2 efeitos protetores podem resultar da supresséo da
Leucocitos totais/neutrofilos e MPO expressdo da enzima COX-2, que causa a reducdo da
macrofagos producdo de PGE2.
TIANZHU, Relac¢éo peso U/S do pulméo: S S Citocinas: TNF-a, IL1B e IL-6 NF-kB O estudo mostrou que a Esculetina desempenhou um
SHUMIN, 2015; Edema MPQ TLR2 e TLR4 potente papel antiinflamatéric na LPA induzida por LPS
China Contagem celular em LBA: Atividade antioxidante: SOD e Expresséo proteica: MyD88 em camundongos.
Leucdcitos totais/neutrofilos e MDA e IRAK1
macréfagos
XUAN et al., Relag¢éo peso U/S do pulméo: S S Citocinas: TNF-a, IL16 e IL-6 NF-kB Este estudo demonstrou que a Pterixina pode aliviar a
2022; China Edema COXx-2 Proteinas MAPK: ERK, p38, LPA induzida por LPS ao inibir a sinalizagdo MAPK/NF-

Concentracdo de proteina no
LBA: Edema

Mudangas na histopatologia
pulmonar: infiltracdo de

JNK
Via Inflamassoma: NLRP3,
ASC e Caspase 1

KB e a ativacdo do inflamassoma NLRP3.
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11.6 RISCO DE VIES DOS ESTUDOS INCLUIDOS

Em relacdo ao possivel viés na selegado, apenas um manuscrito ndo relatou a
sequéncia de alocacdo dos animais de forma aleatoria (LIM et al., 2014), cinco
estudos ndo ajustaram os resultados dos grupos com base nos resultados do
controle (CHEN et al., 2015; LIM et al., 2014; LUO et al., 2016; NIU et al., 2015;
XUAN et al., 2022), e um estudo n&o ocultou adequadamente a alocagdo dos
animais nos grupos de estudo (LIM et al., 2014) (Tabela 5).

Todos os manuscritos avaliados apresentaram algum problema em relagdo ao
risco de viés de desempenho. Em primeiro lugar, nenhum manuscrito descreveu
claramente se os animais foram alojados aleatoriamente durante os experimentos
(CHEN et al., 2015; KHAN et al ., 2019; LEE et al., 2020; LIM et al., 2014; LUO et al.,
2016; NIU et al., 2015; TIANZHU, SHUMIN, 2015 e XUAN et al., 2022), e nenhum
manuscrito ocultou o conhecimento de qual intervengcdo cada animal recebeu
durante os experimentos (CHEN et al., 2015; KHAN et al ., 2019; LEE et al., 2020;
LIM et al., 2014; LUO et al., 2016; NIU et al., 2015; TIANZHU, SHUMIN, 2015 e
XUAN et al., 2022) (Tabela 5).

A avaliacdo do risco de viés de deteccao, também apresentou resultados
surpreendentes. Sete estudos ndo randomizaram a selecdo de animais para avaliar
os resultados estudados (CHEN et al., 2015; KHAN et al., 2019; LEE et al., 2020;
LIM et al., 2014; NIU et al., 2015; TIANZHU, SHUMIN, 2015 e XUAN et al., 2022),
um deles nao descreveu essa importante fonte de viés (LUO et al., 2016) (Tabela 5).

Por outro lado, todos os manuscritos mostraram claramente os resultados
individuais obtidos nos experimentos (CHEN et al., 2015; KHAN et al., 2019; LEE et
al., 2020; LIM et al., 2014; LUO et al., 2016; NIU et al., 2015; TIANZHU, SHUMIN,
2015; XUAN et al., 2022). Todos os estudos relataram preocupag¢des em relagcao
aos desfechos obtidos, apresentando tabelas e figuras com alta definicdo e de facil
compreensao. Uma declaragcdo de aprovacdo ética, para os experimentos com
animais foi relatada em todas as publicacdes. Ja declaracado de conflito de interesse,
estava presentes em apenas trés artigos (CHEN et al., 2015; LEE et al., 2020; XUAN
et al., 2022).

Finalmente, observamos uma substancial heterogeneidade experimental e
metodoldgica entre os estudos. Na avaliagao final do viés usando a ferramenta

SYRCLE, sete artigos foram classificados como tendo risco moderado de viés
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(CHEN et al., 2015; KHAN et al., 2019; LEE et al., 2020; LUO et al., 2016; NIU et al.,
2015; TIANZHU, SHUMIN, 2015; XUAN et al., 2022), enquanto um estudo foi

classificado como possuidor de alto risco de viés (LIM et al., 2014) (Tabela 5).
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Tabela 5. Avaliagao de risco de viés dos estudos incluidos por meio da ferramenta SYRCLE.

TIPOS DE VIES ESTUDOS INCLUIDOS
CHEN etal., KHAN et al., LEE et al., LIM et al., LUOetal, NIUetal, TIANZHU, SHUMIN, XUAN et al.,

MAEEEE SR 2015 2019 2020 2014 2016 2015 2015 2022
Q1 Geragao de sequéncia
Q2 Caracteristicas de base
Q3 Ocultagdo de alocagao
Viés de performance
Q4 Habitacéo aleatoria
Q5 Cegamento
Viés de deteccdo
Q6 Avaliagao de resultado aleatério
Q7 Cegamento

Viés de atrito

Q8 Dados de desfechos incompletos

Viés de relatorios

Q9 Relatos de desfechos seletivos
Q10 Outras fontes de viés
Score (% de resposta SIM) 50 60 60 30 50 50 60 50

JULGAMENTO FINAL M M M - M M M M

Questdes = Q; Q1: A sequéncia de alocagao foi adequadamente gerada e aplicada? Q2: Os grupos eram semelhantes no inicio do estudo ou foram ajustados para fatores de confusdo na analise?;
Q3: A alocacédo foi adequadamente oculta? Q4: Os animais foram alojados aleatoriamente durante o experimento?; Q5: Os cuidadores e/ou investigadores ndo sabiam qual intervengéo cada animal
recebeu durante o experimento?; Q6: Os animais foram selecionados aleatoriamente para avaliagdo do resultado?; Q7: O avaliador de resultados estava cegado?; Q8: Os dados de resultados
incompletos foram tratados adequadamente?; Q9: Os resultados do estudo estdo livres de relatérios de resultados seletivos?; Q10: O estudo estava aparentemente livre de outros problemas que

poderiam resultar em alto risco de viés? Respostas= S: Sim; N: Nao; I: Incerto; M: Risco moderado de viés; A: Alto risco de viés. Alto risco de viés <50%, moderado 50-75% e baixo >75%
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12  DISCUSSAO

As cumarinas sao compostos heterociclicos oxigenados naturais que
inicialmente foram encontrados e isolados de uma planta da familia Fabaceae,
conhecida localmente como “coumaroun”, por Vogel em 1820 (BRUNETON, 1999).
Nas plantas, a producdo desses metabdlitos secundarios, denominados benzo-a-
pirona (cumarina) e benzo-y-pirona (cromona), ocorre devido a condensacao de
derivados do pirano com o benzeno (LACY, O'KENNEDY, 2004). Por serem
compostos versateis e facilmente modificados sinteticamente, as cumarinas sao
comumente utilizadas como alvos de interesse da industria farmacéutica na
pesquisa e desenvolvimento de novos medicamentos (MATOS et al, 2015;
SHARIFI-RAD et al.,, 2021; STEFANACHI et al., 2018). Embora esses compostos
tenham sido usados como moldes no desenvolvimento de alguns farmacos, até
agora, eles ndo foram usados como protétipos para desenvolver medicamentos
capazes de lidar com uma condigdo inflamatdria pulmonar critica e complexa
conhecida como LPA (COSTA et al., 2016).

A inflamacgao representa um cenario tipico encontrado em muitas doencgas de
dificil tratamento, como as doencas inflamatérias pulmonares que sao uma
importante fonte de complicacbes em pacientes com doencas crénicas ou
hospitalizados (FREIRE, VAN DYKE, 2013; MOWERY et al., 2020; SILVEYRA et al.,
2021). Por isso, nesta revisdo, foram condensadas as informacdes mais recentes
sobre o efeito das cumarinas no modelo murino de LPA, um modelo reconhecido de
uma doenga pulmonar inflamatéria critica.

Inicialmente, todos os manuscritos selecionados nesta revisdo mostraram que
as cumarinas tém importante inibicdo na formagao de edema pulmonar e no influxo
de leucécitos para o tecido inflamado, que sdo pontos-chave no desenvolvimento de
qualquer condigao inflamatéria, incluindo a LPA (CHEN et al., 2015; KHAN et al,,
2019; LEE et al.,, 2020; LIM et al., 2014; LUO et al., 2016; NIU et al., 2015;
TIANZHU, SHUMIN, 2015; XUAN et al, 2022). Todos os estudos usaram
metodologias que demonstraram a eficacia dos compostos em suprimir o
extravazamento de fluido vascular para o local da inflamagédo e a metodologia mais
frequente para demonstrar esse efeito foi a relagédo do peso pulmonar U/S (CHEN et
al., 2015; KHAN et al., 2019; LUO et al., 2016; NIU et al., 2015; TIANZHU, SHUMIN,

2015; XUAN et al., 2022). O uso de técnicas histolégicas para evidenciar o edema
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pulmonar foi menos frequente e geralmente realizado para complementar os
resultados da relacdo do peso U/S dos pulmbes (KHAN et al.,, 2019; LEE et al.,
2020; XUAN et al., 2022). Apenas Xuan et al. (2022) avaliaram a concentracao de
proteinas no LBA para corroborar com seus achados (XUAN et al., 2022).

A contagem total de células no LBA foi o resultado mais comum para avaliar o
infiltrado leucocitario, pois mais da metade dos artigos aqui revisados utilizaram essa
metodologia (CHEN et al., 2015; LIM et al., 2014; LUO et al., 2016; NIU et al., 2015;
TIANZHU, SHUMIN, 2015). Mais uma vez, a histologia pulmonar foi usada para
complementar os resultados obtidos na contagem (CHEN et al., 2015; KHAN et al.,
2019; LEE et al., 2020; LUO et al., 2016; XUAN et al., 2022). Em ambas as técnicas,
ficou evidente que a presenca de neutréfilos foi reduzida com o uso de compostos
cumarinicos. Esse achado destaca o potencial anti-inflamatério dos compostos
testados, considerando que o acumulo de neutrdfilos esta associado a um maior
acometimento do tecido lesionaado (BALAMAYOORAN et al., 2009).

Para uma melhor investigagdo do mecanismo anti-inflamatério, a maioria dos
autores avaliou a capacidade dos compostos cumarinicos em inibir a secregcdo de
mediadores pro-inflamatarios, principalmente as concentracées de TNF, IL-13 e IL-6
(CHEN et al., 2015; KHAN et al., 2019; LEE et al., 2020; LUO et al., 2016; NIU et al.,
2015; TIANZHU, SHUMIN, 2015; XUAN et al., 2022). Essas trés citocinas se
destacam por serem importantes moléculas de comunicagao entre os diversos tipos
de células que participam da resposta inflamatéria, fato que corrobora com os
achados de todos os manuscritos avaliados (KANY et al., 2019).

Algumas enzimas sdo produzidas em maior quantidade no processo
inflamatorio e sdo importantes marcadores do curso da inflamacéo. Nesta revisao,
foi observado que dois estudos investigaram a intervencdo da Isofraxidina e da
Pterixina na produgdao de COX-2 (NIU et al., 2015; XUAN et al., 2022). Ambos os
compostos se mostraram eficazes na inibicdo de sua producdo, a qual costuma ser
o alvo farmacoldgico dos anti-inflamatérios nao esteroidais utilizados na pratica
clinica e cujo principal mecanismo é a inibigdo da sintese de prostaglandinas
inflamatorias geradas pela COX-2 (SHEPPE, EDELMANN, 2021).

Esculina, Esculetina, Isofraxidina e Umbeliferona foram avaliados em quatro
estudos independentes que mostraram uma diminui¢do na atividade enzimatica da
MPO no tecido pulmonar (CHEN et al., 2015; LUO et al.,, 2016; NIU et al., 2015;
TIANZHU, SHUMIN, 2015). Esta ezima de grande importancia na inflamagao é um
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marcador da presenca de neutrdfilos ativados no sitio inflamatério e também um
mediador que possibilita a formagdo de espécies reativas de oxigénio
(KOLACZKOWSKA, KUBE, 2013). O potencial antioxidante dos compostos foi
avaliado por Khan et al. (2019) e Tianzhu e Shumin (2015), esses autores
demonstraram a capacidade de Anomalina e Esculina de aumentar a concentragcéo
de marcadores antioxidantes e possivelmente reduzir os efeitos do estresse
oxidativo na peroxidagao lipidica devido a diminuicdo da concentracdo de MDA
(KHAN et al., 2019; TIANZHU, SHUMIN, 2015).

A maioria dos estudos apresentou sugestdes de mecanismos de agédo dos
compostos cumarinicos principalmente relacionados as vias de sinalizagao celular.
O fator de transcricdo NF-kB parece ser o maior alvo dos estudos revisados (CHEN
et al., 2015; LEE et al., 2020; LUO et al., 2016; TIANZHU, SHUMIN, 2015; XUAN et
al., 2022), dada a sua estreita relagdo com o processo inflamatério, na expressao
génica de citocinas pro-inflamatorias (ROBERTI, CHAFFEY, GREAVES, 2022). A
fosforilagdo diminuida da subunidade funcional do NF-kB, p65-fosforilada e do
inibidor citosélico IkB-a parecem ser os mecanismos propostos pelos autores nesta
via de sinalizagdo. Isso porque o alvo da acdo do LPS é principalemente o
mecanimos primario da via canbnica de ativacdo do NF-kB, a qual consiste na
inativacdo do IkB-a por meio da sua fosforilacdo, com as quinases IKKa ou IKK},
resultando na sua degradacéao citosoélica por ubuquitinagdo, esse processo libera o
dimero de transcricdo génica do NF-kB, composto principalmente pelas proteinas
p65/p50 (LIU et al., 2017). A presenga da subunidade p65 na forma fosforilada
parece ter relagdo direta com a expressdo de genes envolvidos com a sintese de
mediadores inflamatoérios (GIRIDHARAN, SRINIVASAN, 2018). Além disso, a familia
de proteinas da via MAPK (p38, ERK e JNK), associada a ativagao de NF-kB, foi
trazida por dois autores para fortalecer a evidéncia da eficacia inibitéria de
Esculetina e Pterixina (LEE et al., 2020; XUAN et al., 2022).

O LPS foi o agente flogistico utilizado em todos os protocolos experimentais
dos artigos revisados. A ligacao entre LPS e TLR-4 é o principal componente do
gatilho inflamatério em modelos experimentais utilizando essa endotoxina
bacteriana. A ativacdo de TLR-4 esta associada as vias de sinalizacido celular que
resultam na produgédo de mediadores inflamatérios (WANG, QUINN, 2010). Estudos
publicados por Luo et al. (2016) e Tianzhu e Shumin (2015) mostraram a capacidade

da Umbeliferona e da Esculina em reduzir a expressado do TLR-4 (LUO et al., 2016;
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TIANZHU, SHUMIN, 2015). Da mesma forma, ambos os estudos também mostraram
uma diminuicdo na expressao das proteinas Myd88 e IRAK1, que estdo diretamente
ligadas ao mecanismo de desencadeamento da inflamacéo via ativagao do TLR-4
(CIESIELSKA et al., 2021). Esta via de sinalizagao explica a relagao direta do LPS
na via de sinalizagcdo celular do NF-kB, uma vez que este processo resulta na
ativagdo da IKKs responsaveis pela fosforilagdo e degradac&o do inibidor citosdlico
(IkB) do dimero p65/p50, promovendo a sua translocagao ao nucleo da célula onde
se liga a genes especificos para a expressdo génica de mediadores pro-
inflamatoérios (PRESCOTT, MITCHELL, COOK, 2021).

Além do que ja foi descrito, outros possiveis mecanismos foram propostos
com menor frequéncia e envolviam a inibicdo da via RhoA/ROCK, propostos por
Chen et al. (2015) que associaram esse achado a uma menor ativagdo do NF-kB
nos pulmdes de camundongos inflamados por LPS. O estudo de Xuan et al. (2022)
avaliou a influéncia da Pterixina na via do inflamassoma NLRP3, que corresponde a
um complexo formado pelas proteinas NLRP3, ASC e caspase 1. O efeito inibitorio
relatado pelos autores baseia-se na reducédo da producgao de IL-1B e parece estar
associado a inibicao da via do inflamassoma NLRP3, uma vez que esta via esta
relacionada a maturacdo da pro-IL-13 em sua forma ativa. Outro mecanismo de
intervencdo dos compostos cumarinicos foi proposto por Luo et al. (2016) que
atribuiram a Umbeliferona um efeito protetor nas células pulmonares inflamadas por
LPS. Segundo estes autores, o efeito ocorreu devido a menor expressdo das
proteinas caspase 3 e caspase 9, que sdo ativadas na via pro-apoptética regulada
pela proteina BAX, cuja expressao também foi afetada.

Por fim, a maioria dos artigos apresentou moderado risco de viés, pois todos
os estudos apresentaram falta de clareza na descricio dos métodos de
randomizagdo dos animais e cegamento dos investigadores durante a realizagao
dos experimentos. Ambas as falhas sao fatores criticos que afetam a qualidade
desses estudos, pois sdo fontes de resultados superestimados e comprometem a
confiabilidade dos desfechos obtidos (BELLO et al., 2014; HIRST et al., 2014).
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13 CONCLUSAO

Com base em todos os achados apresentados pelos manuscritos avaliados,
parece claro que as cumarinas tém efeitos anti-inflamatérios quando usadas no
modelo de LPA. No entanto, todos os manuscritos apresentaram risco de viés
moderado ou alto. Fato que compromete categoricamente esta afirmacao e nos leva
a sugerir que informagdes importantes sobre os experimentos in vivo, principalmente
sobre como os grupos experimentais que foram randomizados e o cegamento dos
investigadores, devem ser mais bem descritos pelos autores antes de submeter os

manuscritos a publicagio.
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Abstract

The inflammatory response is a common feature of many pathological
conditions, and there is urgent necessity for new substances that minimize
the harmful effects of inflammation. Chromenes represent a class of
compounds with multiple pharmacological actions that have already been
described and may be potential candidates for studies of therapeutic action.
This study aimed to test novel 4-aryl-4 H-chromene-derived molecules in an
in vitro model of inflammation using lipopolysaccharide (LPS)-induced Raw
2647 cells. Seven compounds derived from 4-aryl-4H-chromene were
tested on Raw 264.7 cells to evaluate their cytotoxic effects. Next, the effect
of the selected compounds on the pro-inflammatory mediators (tumor necro-
sis factor-alpha [TNF-u], monocyte chemoattractant protein-1 [MCP-1],
interleukin [IL]-6) and on the anti-inflammatory mediators (IL-10 and IL-13)
was analyzed, and finally, the effect of the compounds on macrophage apo-
ptosis and expression of surface receptors (toll-like receptor 4 [TLR-4] and
mannose) was evaluated. The results of this study demonstrated that
changes in the molecular structure of 4-aryl-4H-chromene altered its cyto-
toxic profile. Therefore, dervatives that showed safe results were selected
for further analyses (named compounds: 4-6). In these experiments, the
compounds were able to decrease nitric oxide (NO) levels and production of
MCP-1, IL-6, IL-10, and IL-13. Furthermore, these derivatives were effective
in reducing macrophage apoptosis and the expression of surface receptors,
as TLR-4/CD284. Moreover, compounds 5 and 6 also were effective in
increasing mannose receptor (CD206) expression. The results indicate, for
the first time to our knowledge, that the anti-inflammatory effect produced by
chromenes is linked to macrophage repolarization (M1 to M2).

KEYWORDS
chromenes, inflammation, LPS, macrophage polarization, Raw 264.7

INTRODUCTION

array, CD206, mannose receplor, DEXA, dexamethasone; DMEM, Dulbecco's

modified Eagle's medium; DMS30, dimethyl sulfoxide; ELISA, enzymedinked
immunosorbant assay; FBS | fatal bovine serum; FITC, lusrescein
isothiocyanate; IL, intedeukins, INOS, inducible nitic oxide synthase; LPS,
lipopolysaccharide, MCP-1, monocyte chemoattractant protein-1; NO, nitric
oxide, PE, phycoerythrin, PTX, paditaxel; SEM, standard ermor of the mean;
TLR-4/CD284, wiHike receptord; TNF-a, tumor necrosis factor-alpha; UFSC,

Federal University of Santa Catarina.
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The inflammatory process is the basis of many patho-
physiological processes in which cell activation and the
release of inflammatory mediators play a pivotal role
[1]. Uncontrolled inflammation, particularly the produc-
tion and release of pro-inflammatory mediators, seems
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Abstract

Introduction Several experimental models have been designed to promote the development of new anti-inflammatory drugs.
The in vitro model using RAW 264.7 cells has been widely used. However, there is still no consensus on which inflamma-
tory mediators should initially be measured to screen for possible anti-inflammatory effects. To determine the rationality of
measuring inflammatory mediators together with NO, such as the levels of tumor necrosis factor (TNF)-a. and interleukins
(IL) 1p and 6, we carried out this systematic review (SR) and meta-analysis (MA).

Methodology We conducted this SR and MA in accordance with the Preferred Reporting of Systematic Reviews and Meta-
Analysis and the Cochrane Handbook for Systematic Reviews of Intervention. This review was registered in the Open Science
Framework (https://doi.org/10.17605/OSF.I0/8C3HT).

Results LPS-induced cells produced high NO levels compared to non-LPS induced, and this production was not related to
cell density. TNF-a, IL-1f, and IL-6. also showed high levels after cells had been stimulated with LPS. Though with some
restrictions, all studies were reliable, as the risk of bias was detected in the test compounds and systems.

Conclusion Measurement of NO levels may be sufficient to screen for possible anti-inflammatory action in the context of
LPS-induced RAW 264.7 cells.

Keywords Lipopolysaccharide - In vitro techniques - Macrophages - RAW 264.7 cells - Nitricde - Tumor necrosis factor-
alpha - Interleukin-1 beta - Interleukin- 6

Introduction involvement, with activation of modulation pathways that
depend on the type of harmful agent and the stimulus gener-
Inflammation is a physiological process that occurs in ated [1—4]. If successful, the inflammatory response tends
response to an infectious agent or tissue injury, to restore to progress to the post-resolution phase, through a coordi-
the homeostasis of the affected tissue. This response involves nated series of molecular and cellular events that restore
a cascade of events characterized by vascular and cellular tissue structure, organ function. and ‘adapted homeostasis’
[5]. However, uncontrolled inflammation can lead to tissue
damage that gives rise to chronic inflammatory diseases,
Responsible Editor: John Di Battista. such as Alzheimer's disease, atherosclerosis, cardiovascular
diseases, and cancer [6, 7].
In this context, there is a continuous search for new
anti-inflammatory drugs, and many experimental models
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