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INTRODUGCAO:

A lesdo pulmonar aguda (LPA), também conhecida como sindrome do desconforto respiratério
agudo (SDRA), € uma insuficiéncia respiratdria causada por sepse, pancreatite, pneumonia, entre
outros, caracterizada principalmente por respiragdo rapida e falta de ar. O acumulo de neutrofilos nas
vias aéreas € um importante biomarcador para evidenciar este processo inflamatério®.

O metilglioxal (MGO) ¢ uma dicarbonila, sintetizada, principalmente, a partir da via glicolitica®.
E um composto extremamente reativo encontrado em altas concentragdes no plasma de individuos
pré-diabéticos, diabéticos e obesos®. Dessa forma, o MGO ¢é atualmente reconhecido como um dos
principais marcadores ligados as comorbidades do diabetes, como doencas cardiovasculares,
nefropatia e hiperatividade da bexiga®®”). Cerca de 20% dos individuos internados em unidade de
terapia intensiva (UTI) sdo obesos e aproximadamente 30% dos mesmos tém sobrepeso®. Modelos
animais de LPA induzida por lipopolissacarideo (LPS) mostram também que a hiperglicemia contribui
para agravar a LPA/SDRA®). Dessa forma, acredita-se que o MGO possa ser considerado um
importante marcador para LPA.

A ligacdo do MGO com grupamentos de amina livres de aminoacidos como lisina, arginina e
cisteina, por meio de uma reagao nao enzimatica denominada reacao de Maillard, leva a formacgao de
AGEs (advanced glycation end-products). Os principais AGEs derivados do MGO sdo o MG-H1
(hidroimidazolona derivada da arginina) e carboximetilisina (CML), mas o MG-H1 é descrito como o
principal AGE associado a diabetes e doenga cronica renal. Uma vez formados, AGEs se ligam ao
receptor denominado RAGE, que pertence a superfamilia de imunoglobulinas de superficie celular que
reconhecem ligantes endégenos derivados de patdégenos e hospedeiros para iniciar a lesao do tecido.

O RAGE ¢ altamente expresso nos pulmdes, em células endoteliais e macréfagos'”. Um estudo prévio
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do grupo demonstrou que a ingestdo crénica de MGO em camundongos potencializa a LPA,
aumentando os niveis de AGEs e a expressdo de RAGE no tecido pulmonar destes animais‘'?.

O cloreto de 4,5-dimetil-3-fenaciltiazdlio (cloreto de alagebrium; ALT-711) € um composto capaz
de quebrar, de forma nao enzimatica, as ligagdes covalentes formadas em proteinas reticuladas
(AGEs), o que permite a liberacao da proteina intacta e a manutencéo de sua funcdo. Ainda, o ALT-711
inibe diretamente a agdo do MGO!"®). Estudos pré-clinicos mostraram também que o ALT-711 reduz a
expressao da proteina RAGEY. Ainda, evidenciou-se que o tratamento de camundongos diabéticos e
nocautes para a apolipoproteina E (apoE-KO) com ALT-711 reduz o acumulo renal de AGEs, com
reducdo de outros marcadores como albuminudria, dano estrutural, infiltracdo de macréfagos e
expressdo de TGF-B1 e colageno!'®. Portanto, verifica-se que o ALT-711 é um farmaco com potencial
de mitigar os efeitos dos AGEs, embora ainda nao haja estudos sobre seu efeito na LPA associada ao
diabetes e obesidade.

O objetivo geral do presente estudo foi avaliar se o composto ALT-711 é capaz de reduzir a LPA

induzida por LPS em camundongos.

METODOLOGIA:

Neste estudo foram utilizados 40 camundongos machos isogénicos da linhagem
C57BL/6JUnib, com idade de 4 semanas, obtidos pelo Centro Multidisciplinar para Investigacao
Biologica da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB/UNICAMP). Todos os protocolos
experimentais descritos no estudo passaram por aprovagdo prévia da Comissido de Etica no Uso de
Animais (CEUA/UNICAMP), com protocolo de n® 6197-1/2023.

Os camundongos receberam o ALT-711 na dose de 1 mg/kg/dia'"®, dissolvido em &gua filtrada.
Inicialmente, realizou-se um tratamento por 4 semanas com 20 camundongos e em seguida repetiu-se
o tratamento com outros 20 camundongos, estendendo-o por 8 semanas. Ao final do tratamento, os
camundongos foram instilados intranasalmente com solucdo de lipopolissacarideo (LPS) em dose 30
Mg/50 uL, proveniente de Escherichia coli. Os animais controles foram instilados com solugao salina
(50 uL). Seis horas apds a instilagao nasal, os animais foram eutanasiados utilizando-se uma caixa de
vaporizagdo com isoflurano 5% e em seguida foi feito o deslocamento cervical. Foram realizadas
coletas do lavado broncoalveolar (LBA) e do tecido pulmonar por meio da laparotomia, a partir da qual
a traqueia foi exposta e canulada com catéter para a realizagdo de 5 lavagens broncoalveolares
sucessivas com 300 uL de PBS. Ao final das lavagens foram recuperados, aproximadamente, 1,5 mL
de LBA por camundongo. O liquido foi centrifugado a 4 °C (500 g por 10 minutos) e o sobrenadante
resultante foi coletado e ressuspenso em 200 uL de PBS para a contagem total de células, por meio da
camara de Neubauer. A solugao também foi utilizada para a producao de laminas em citocentrifuga, a
fim de realizar a contagem diferencial de leucdcitos por microscopia. Essa contagem foi feita por
contagem de 100 células por Iamina (em triplicata), diferenciando-se os tipos de leucécitos (neutrofilos,
eosinofilos e células mononucleares) por meio de caracteristicas morfolégicas. Para a estimativa do

numero total de leucdcitos, o nimero proveniente da contagem foi multiplicado por 10 e dividido pelo
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volume de LBA em questdo. O LBA também foi utilizado para dosagem dos niveis de IFN-y, IL-10 e
TNF-a por meio de imunoensaios enzimaticos (DuoSet ELISA) disponiveis comercialmente. Os lobos
pulmonares também foram coletados para analise histoldgica e quantificagao de proteinas por meio de
Western Blotting (em andamento).

Os resultados foram expressos como média + erro padrao das meédias (EPM) de um n
experimental. Diferencas estatisticas significativas foram determinadas utilizando-se analise de
variancia (ANOVA) para multiplas comparagdes entre mais de dois grupos experimentais, seguido pelo

pos-teste de Tukey. Valores de p < 0,05 foram considerados significativos.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Camundongos instilados intranasalmente com LPS tém niveis séricos

—:gj: elevados de MGO em comparagao ao grupo instilado com salina (p <

2 0,05; Figura 1).

;% 101 Portanto, levantamos a hipdtese de que a elevagao do MGO sérico,

é 5- como resultado do processo inflamatdrio, pode contribuir para a

= o fisiopatologia da LPA. De fato, um estudo prévio demonstrou que o MGO
6&‘& \30_, ativa macréfagos'””, podendo levar ao aumento da expressdo de

citocinas proé-inflamatérias. A partir disso, o ALT-711 foi testado,
Figura 1- Niveis séricos de MGO em animais dos grupos

controle (nstlados com salna ou LPS por via inrnasa).~ Primeiramente, em camundongos normoglicémicos, por 4 semanas de

Apbs 6 horas da instilagéo de salina ou LPS, coletou-se o

sangue de ambos os grupos. Os niveis de MGO foram tratamento.
medidos por ELISA. Os dados séo apresentados com média

+ EPM (4-6 animais por grupo). *p < 0,05 em comparagéo ao
grupo salina (teste T de Student néo pareado).

Os camundongos foram separados em quatro

grupos: CT (animais controle, instilados com salina e ndo
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tratados); e LPS + ALT-711 (animais instilados com LPS e
tratados com ALT-711).

Notamos uma elevagao significativa no niumero de
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00

Cétulas mononucleares x 10° / LEA

B LPS + ALT-711

(Figura 2B) no grupo LPS (p < 0,05) em relagdo ao
controle (CT). O numero de células mononucleares nao foi
estatisticamente diferente entre os grupos (Figura 2C). O
tratamento com ALT-711 durante 4 semanas n&o modificou

de modo significativo o numero total de células

Figura 2 - Efeito do tratamento com ALT-711 por 4 semanas no nimero de células
inflamatdrias totais (A), neutréfilos (B) e células mononucleares (C) no lavado broncoalveolar
(LBA) de camundongos instilados por via intranasal com lipopolissacarideo (LPS) ou salina.
Os camundongos foram tratados ou ndo com ALT-711 (1mg/kg). Os dados sdo apresentados
com média + EPM (5 animais por grupo). *p < 0,05 em comparag&o aos animais controles.

inflamatérias e de células mononucleares, mas houve uma tendéncia de redugao do numero de

neutrdéfilos (mas este nao atingiu significancia ao nivel de p < 0,05).
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A partir desses dados, o periodo de tratamento com ALT-711 foi estendido para 8 semanas, a

fim de avaliar se haveria mudancga na resposta inflamatéria.
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Figura 3- O tratamento com ALT-711 por 8 semanas reduz o nimero de células inflamatérias (A) e
neutréfilos (B) no lavado broncoalveolar (LBA) de camundongos instilados por via intranasal com
lipopolissacarideo (LPS) ou salina. Os camundongos foram tratados ou ndo com ALT-711
(1mg/kg). O nimero de células mononucleares (C) ndo sofreu alteragdes estatisticamente
significantes. Os dados sao apresentados com média + EPM (5 animais por grupo). *p < 0,05 em
comparag&o aos animais controles; #p < 0,05 em comparag&o ao grupo LPS.

Com relagdo ao numero de células inflamatdrias totais
(Figura 3A) e neutrdfilos (Figura 3B), a instilacao
intranasal com LPS (grupo LPS) elevou de modo
significativo o influxo celular em relagcéo aos grupos CT e
ALT-711 (p < 0,05). O tratamento com ALT-711 reverteu
o influxo celular total e de neutréfilos nos animais
instilados com LPS (LPS + ALT-711; p < 0,05). O
de

estatisticamente diferente entre os quatro grupos

numero células mononucleares ndo foi

estudados (Figura 3C).

Os dados mostraram que o tratamento com ALT-711 por 8 semanas reduziu de modo

significativo o infiltrado celular em animais instilados com LPS. Visto que a instilagdo com LPS por si

prépria ja eleva os niveis séricos de MGO, €& possivel propor que o efeito protetor do ALT-711 seja

devido a sua capacidade de “quebrar” os AGEs formados no tecido pulmonar ou de diretamente

inativar o MGO no sangue (ou ambos os fendmenos). Um dado interessante apresentado neste

resumo € que o ALT-711 parece demandar um tempo de tratamento maior para interferir na resposta

inflamatéria, visto que somente o tratamento de 8 semanas foi capaz de reduzir significativamente o

influxo inflamatério no LBA dos animais. E possivel que essa diferenca entre 4 e 8 semanas de

tratamento com ALT-711 reflita a farmacocinética desta droga em camundongos, particularmente em

relacdo a sua absorcdo sistémica. E também possivel que o mecanismo “anti-glicante” do ALT-711 no

organismo seja muito lento, precisando de 8 semanas de tratamento para desfazer as ligagoes

cruzadas das proteinas.
Também foram realizados trés
da

pré-inflamatérias (IFN-y, IL-10 e TNF-a) presentes na

para a realizagao dosagem de
cascata de inflamagao da lesdo pulmonar aguda, a fim
interferéncia do ALT-711

concentracao destas citocinas no LBA. Em relagdo ao

de verificar se ha
grupo controle, a instilagdo com LPS elevou de modo
significativo os niveis de TNF-a no lavado broncoalveolar
(protocolos de 4 e 8 semanas), mas o tratamento com

ALT-711 ndo modificou esse parametro (Figuras 4C e F).
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Figura 4 - Niveis das citocinas pré-inflamatorias IFN-y (A e D), IL-10 (B e E) e TNF-a (C e F) no
lavado broncoalveolar (LBA) 6 horas apds a exposigao ao LPS (ou instilagdo com solugéo salina)
de animais tratados com ALT-711 por 4 semanas (A, B e C) ou 8 semanas (D, E e F). Os dados
estdo apresentados com média + EPM (5 animais por grupo). *p < 0,05 em comparagdo aos

animais controles.

Os niveis de IL-10 e IFN-y ndo modificaram nem pela instilagdo com LPS nem pelo tratamento com

ALT-711.
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CONCLUSOES:

Nossos resultados indicam que o ALT-711 tem potencial terapéutico na LPA, uma vez que
reduz de modo significativo o influxo neutrofilico pulmonar e a produgdo de TNF-a, quando a droga foi
empregada por 8 semanas. Acreditamos que o efeito protetor pulmonar do ALT-711 esteja ligado a
reducdo dos niveis de MGO, AGEs e RAGE no tecido pulmonar dos animais, o que podera ser

comprovado na proxima etapa do projeto.
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