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Um dia, um menino empina a pipa e, 

orgulhoso aponta lá em cima, alto, distante e 

se impressiona. Mais tarde um homem 

chega nas nuvens, maravilhado, olha tudo 

do alto e sorri por recordar-se quão baixo 

sua pipa voava. Mas as nuvens ficaram lá 

embaixo, ele sobe e agora já não sabe onde 

estão as nuvens, as pipas e os meninos. Ele 

não pensa que ainda nem subiu, que, sobre 

o céu há o espaço, sobre o espaço o infinito 

e, depois, quem sabe? Não há grande 

conhecimento que não passe de uma pipa, 

de um olhar impressionado a partir de uma 

perspectiva menor e que se torna sábio 

quando reconhece que sequer chegou nas 

nuvens, que quanto mais alto pensa voar, 

mais perplexo ficará diante da própria 

relatividade. Somos todos meninos 

empinando pipas, impressionados, 

maravilhados, mas pouco atentos para o 

infinito que se estende sobre elas, pipas, 

apenas pedacinhos de papel coloridos 

presos em cordas se trombando no céu. 

 

 

(Flávio Siqueira) 



 

 

SANTOS, Laise. Aline. Martins. Avaliação do potencial anti-inflamatório dos 
derivados tiazolidínicos LPSF/GQ-2 E LPSF/RA-4 em modelo de lesão 
pulmonar aguda. 2018. 92f. Tese (Doutorado em Biociências e Biotecnologia em 
Saúde) - Instituto Aggeu Magalhães, Fundação Oswaldo Cruz, Recife, 2018. 
 

RESUMO 
 

A Lesão Pulmonar Aguda (LPA) e a Síndrome do Desconforto Respiratório Agudo 
(SDRA) constituem elevada causa de falência respiratória. Ainda não existe 
tratamento farmacológico capaz de reduzir os altos índices de mortalidade da 
LPA/SRDA. Os agonistas de PPARγ, dentre os quais compostos tiazolidínicos, 
também denominados Tiazolidinedionas (TZDs) surgem como alvos promissores por 
desempenharem importante papel no controle da resposta inflamatória. O presente 
estudo tem como objetivo avaliar o potencial anti-inflamatório de dois compostos 
TZDs: LPSF/GQ-2 e LPSF/RA-4 em modelo de LPA induzida por LPS. 
Camundongos da linhagem BALB/c foram divididos em cinco grupos: 1) Controle; 2) 
LPS intranasal (25µg); 3) LPSF/GQ-2 (30mg/kg) + LPS; 4) LPSF/RA-4 (20mg) + LPS 
e 5) Dexametasona (1mg/Kg) + LPS. O Lavado broncoalveolar (LBA) foi utilizado 
para avaliação dos níveis de Oxido Nítrico (NO) e contagem celular. O pulmão foi 
processado para histologia, Mieloperoxidase (MPO), Imunoistoquímica e western 
blot. A análise do LBA mostrou redução do infiltrado inflamatório nos grupos tratados 
com a LPSF/GQ-2, LPSF/RA-4 e DEXA quando comparados ao grupo LPS. Por sua 
vez, a análise do MPO tecidual demonstrou que o número de neutrófilos apresentou 
uma redução estatisticamente significativa nos grupos tratados com as 
Tiazolidinedionas testadas e DEXA. Comparativamente, o LPSF/GQ-2 obteve 
melhores resultados que o pretratamento com LPSF/RA-4 sobre a contagem de 
células, escore tecidual, níveis NO e expressão de IL-6. Além disso, apenas o 
LPSF/GQ-2 foi capaz de inibir significativamente a expressão de TNFα, iNOS e IL-
1β. Avaliamos as vias do NFκB, MAPKs e PARP1 considerados importantes 
reguladores do processo inflamatório. Nesta análise, obtivemos, alto grau de inibição 
da fosforilação do IκB e NFκB pela LPSF/GQ-2. Em paralelo, a LPSF/GQ-2 foi capaz 
de reduzir a ativação da JNK, p38, considerados importantes reguladores da 
produção de TNFα e IL-1β. O pré-tratamento com LPSF/RA-4 não foi eficaz em inibir 
a inflamação induzida pelo LPS, este efeito pode estar relacionado à ativação da 
ERK, que conduz a um perfil inflamatório por inativar o PPARγ, questões 
farmacocinéticas também podem estar envolvidas e precisam ser investigadas para 
um melhor detalhamento da LPSF/RA-4. Adicionalmente, a LPSF/GQ-02 reduziu 
significativamente a expressão de PARP1. Os dados obtidos nesse estudo indicam 
elevado potencial anti-inflamatório e protetor da LPSF/GQ-2 contra modificações 
teciduais, expressão de citocinas e fatores de transcrição pró-inflamatórios da Lesão 
Aguda Pulmonar. 

Palavras chave: Lesão Pulmonar Aguda. Inflamação. Tiazolidinedionas (TZDs). 
PPAR gama – agonistas. NF-kappa B. MAPK Quinases. 



 

 

SANTOS, Laise. Aline. Martins. Evaluation of the anti-inflammatory potential of 
thiazolidinediones LPSF/GQ-2 AND LPSF/RA-4 in acute lung inflammation 
model. 2018. 92f. Thesis (PhD in Biosciences and Biotechnology in Health) - 
Instituto Aggeu Magalhães, Oswaldo Cruz Foundation, Recife, 2018. 
 

ABSTRACT 
 

Acute Lung Injury (ALI) or Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS) are 
important causes of respiratory failure in critically ill patients. there is no effective 
pharmacologic therapy able to reduce the high mortality rates of ALI /ARDS. PPARγ 
agonists, chemically named thiazolidinedione compounds (TZDs) appear as 
promising targets for ALI/ARDS, due to its key role in inflammatory response control. 
The present study aims to evaluate the anti-inflammatory effect of two TZDs 
compounds: LPSF / GQ-2 and LPSF / RA-4 in LPS-induced ALI model.  BALB/c mice 
were divided into five groups: 1) Control; 2) Intranasal LPS (25 μg); 3) LPSF / GQ-2 
(30mg / kg) + LPS; 4) LPSF / RA-4 (20mg) + LPS and 5) and DEXA (1mg / kg) + 
LPS. The bronchial- alveolar lavage (BALF) was removed to evaluate the levels of 
nitric oxide (NO) and cellular count. The lung is processed for histology, MPO, 
immunohistochemistry and western blot. The BALF analysis showed a reduction of 
inflammatory infiltrate in LPSF/GQ-2, LPSF/ RA-4, and DEXA groups. In parallel, the 
analysis of MPO tissue also showed lower numbers of PMNs in TZDs groups and 
DEXA. Comparatively, LPSF/GQ-2 obtained better results than LPSF/RA-4 about cell 
count, tissue score, NO levels and IL-6 expression. In addition, only LPSF/GQ-2 was 
able to inhibit the expression of TNFα, iNOS, and IL-1β, some results showed more 
inhibition than DEXA group. We also evaluated the NFkB, MAPKs and PARP protein 
expressions considered important regulators of inflammation. In this analysis, we 
obtained a reduction in all phosphorylated forms of NFκB, IκB, by LPSF/GQ-2. In 
parallel, LPSF/GQ-2 was also able to reduce the activation of JNK and p38, 
important regulators of TNFα and IL-1β production. Pre-treatment with LPSF/RA-4 
did not provide protection against LPS-induced inflammation, this response could be 
related to ERK activation, it is often associated with PPARγ inactivation and 
development of an inflammatory profile. Moreover, pharmacokinetic studies need be 
performed with LPSF/RA-4 to prove this oral bioavailability. In addition, the 
LPSF/GQ-02 reduced PARP expression. Our results indicated a great anti-
inflammatory effect for LPSF/GQ-2 against the tissue alterations, proinflammatory 
cytokines, and proinflammatory transcription factors expressions present in ALI. 
 
Keywords: Acute Lung Injury. Inflammation. Thiazolidinediones. PPAR gamma – 
agonists. NF-kappa B . Mitogen-Activated Protein Kinase Kinases (MAPKs) 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A Lesão Pulmonar Aguda (LPA) e sua progressão denominada de Síndrome 

do Desconforto Respiratório Agudo (SDRA) constituem elevada causa de falência 

respiratória. Clinicamente, a LPA está associada a altas taxas de morbidade e 

mortalidade sendo comparável ao número de mortes atribuídas ao câncer de mama 

(BERTHIAUME, 2005; RUBENFELD et al, 2005; SU et al.,2014).  

A LPA pode ser causada por uma lesão direta (pneumonia, aspiração, 

inalação de toxinas) ou indireta (sepse, choque, pancreatite, pré-eclâmpsia) (JAIN; 

BELLIGAN. 2007). Estes processos, independentes de sua origem, induzem 

alterações importantes no parênquima pulmonar, tais como: edema, colapso alveolar 

e hipoxemia (TOMASHEFSKI, 2000; BAI; CHENG; WANG., 2010).  

O Lipopolissacarídeo (LPS) é considerado um importante causador de LPA 

(LI et al., 2013). Esta molécula, um glicolipídio pertencente à membrana externa de 

bactérias gram-negativas, tem sido o agente mais amplamente utilizado em modelos 

experimentais de LPA e considerado um importante indutor de sepse (MULLER et 

al., 2002). Portanto, o LPS é capaz de reproduzir características chaves da LPA, tais 

como: recrutamento leucocitário, produção de citocinas pró-inflamatórias, aumento 

da permeabilidade vascular e edema (WORTHEN et al.,1987; MA et al., 2013).  Em 

geral, o desafio com LPS provoca dano pulmonar vinte e quatro horas após desafio 

intranasal ou intratraqueal (SZARKA et al., 1997). 

A inflamação é o mecanismo principal pelo qual o LPS induz a LPA (KIM et 

al., 2005). Em monócitos, a ativação do receptor Toll-like 4 (TLR4) pelo LPS induz a 

ativação de diversas vias de sinalização de fatores transcricionais, tais como: Fator 

Nuclear Kappa B (NFκB) e Proteína Ativadora 1 (AP-1) (GUHA; MACKMAN, 2001). 

O controle sobre a expressão dos mediadores inflamatórios em resposta ao LPS é 

regulado principalmente pelo NFκB (IRIE et al., 2000).  

A excessiva ativação da via do NFκB está implicada em várias doenças 

inflamatórias e no câncer. Desta forma, estudos apontam que a regulação do NFκB 

pode ser um potencial alvo terapêutico. Este fator regula a expressão de diversos 

componentes da resposta imune inata, tais como: citocinas pró-inflamatórias, 

quimiocinas, moléculas de adesão, ciclooxigenase-2 (COX-2), óxido nítrico sintase 

induzível (iNOS) (LI; VERMA, 2002).  
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Classicamente a ativação do NFκB depende da degradação do IκB após 

fosforilação por quinases IκB (IKKs). Ativadores de IKK compreendem proteínas 

quinases mitógeno-ativadas (MAPKs) que representam um ponto de convergência a 

numerosos estímulos, incluindo ligantes de receptores Toll-like (TRLs), IL-1, IL-18, 

TNF-α, e receptores de células T e B (YAMAMOTO; GAYNOR, 2004). 

O mecanismo de ativação do processo inflamatório mediado pelo LPS tem 

como alvo diferentes tipos celulares, assim como fatores transcricionais. Nas células 

epiteliais, o LPS induz a ativação do NFκB considerado vital para o processo de 

resposta ao dano e inflamação tecidual provocada por estímulos locais ou 

sistêmicos. Além disso, estas células sob estímulo passam a expressar moléculas 

de adesão, citocinas, quimiocinas as quais favorecem o recrutamento celular 

(CHENG; BAI; WANG, 2010) . Em paralelo, nos macrófagos alveolares ocorre 

intensa produção de mediadores inflamatórios, em especial o TNFα (CHENG; BAI; 

WANG, 2010).  

O processo inflamatório desempenha papel crucial para o desenvolvimento da 

LPA, pois contribui para a disfunção das vias aéreas provocando o remodelamento 

tecidual que pode levar ao comprometimento definitivo do pulmão. A prevenção 

deste processo é o principal alvo de terapias eficientes (BECKER et al., 2006).   

Nesse aspecto, novos agentes terapêuticos vêm sendo extensivamente 

estudados. Dessa forma, os agonistas do Receptor Ativador de Peroxissomos 

(PPAR) surgem como alvos promissores por desempenharem importante papel no 

controle da resposta inflamatória atuando sobre as células T, macrófagos, células 

dendríticas e mastócitos. Em monócitos e macrófagos, os agonistas PPARγ inibem a 

expressão de citocinas pró-inflamatórias, tais como: TNF-α, IL-1β e IL-6 (ZHANG; 

YOUNG, 2002; DELERIVE; FRUCHART; STAELS, 2001; PATEL et al, 2003). 

Os PPARs são fatores de transcrição que pertencem à superfamília do 

receptor de hormônio nuclear, existem três subtipos chamados PPARα, PPARβ (ou 

PPARδ) e PPARγ.  Estes fatores regulam a expressão de genes alvos pela ligação 

ao elemento responsivo do proliferador de peroxissomo específico (PPREs) nos 

sítios iniciadores dos genes regulados, codificados por três genes diferentes que 

compartilham uma proteína estrutural que é semelhante à estrutura de todos os 

membros da superfamília de receptor nuclear (DESVERGNE; WAHLI, 1999).  

Um grupo de agonistas sintéticos de PPARγ compreende alguns fármacos 

prescritos para o tratamento do Diabetes, que tais como a Pioglitazona, pertencem 
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quimicamente à classe das tiazolidinedionas (TZDs). Novas TZDs têm sido 

extensivamente estudadas, sendo portadores de significativa atividade anti-

inflamatória através de sua ação agonista PPAR (SANTOS et al., 2005; JANG et al., 

2018; NAIM et al., 2017).  A descoberta da ação imunomoduladora e anti-

inflamatória dos PPARγ têm provocado investigações sobre seu potencial efeito 

como alvo para o tratamento de asma e outras doenças inflamatórias como 

Inflamação Pulmonar Aguda, Doença Pulmonar Obstrutiva Crônica (DPOC) e 

Fibrose (SANDHU et al., 2012). 

Recentemente, dois novos compostos tiazolidínicos LPSF/RA-4 e LPSF/GQ-2 

apresentaram atividade anti-inflamatória significativa em modelos de Inflamação 

Aguda, Aterosclerose e Dano Hepático (BARBOSA et al., 2013; SOARES SILVA et 

al., 2013; SOARES SILVA et al., 2015). Porém, ainda é desconhecido o potencial 

terapêutico destes fármacos na LPA. Nessa perspectiva, este trabalho visa contribuir 

com a caracterização da ação anti-inflamatória de novos fármacos agonistas de 

PPARγ (LPSF/GQ-2 e LPSF/RA-4) como candidatos terapêuticos da LPA/SDRA. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 A Lesão Pulmonar Aguda (LPA) e a Síndrome do Desconforto Respiratório 

Agudo (SDRA) -  Histórico e definições. 

 

A Síndrome do Desconforto Respiratório Agudo (SDRA) foi primeiro reportada 

por Ashbough et al. (1967). Neste estudo, os autores descrevem a síndrome em 

doze pacientes, os quais apresentaram dispneia severa, taquipneia, hipoxemia 

refratária a oxigenoterapia, perda da complacência pulmonar e presença de 

infiltrados difusos na radiografia de tórax.   

Em 1988, uma definição mais detalhada foi proposta baseada sobre 

parâmetros respiratórios, tais como: a fração da pressão arterial de oxigênio pela 

fração de oxigênio inspirado (PaO2/FiO2), pressão positiva expiratória final (PEEP) 

complacência pulmonar e grau de infiltração observada na radiografia de tórax 

(MURRAY et al., 1988). 

Em 1994, a Conferência de Consenso Americana- Europeia estabeleceu duas 

classificações baseadas na severidade dos sintomas que permitiu enquadrar os 

pacientes em dois grupos: Pacientes com menor grau de hipoxemia, diagnosticados 

com Lesão Pulmonar Aguda (LPA) e pacientes com maior grau de hipoxemia e 

diagnosticados com Síndrome do Desconforto Respiratório Agudo (SDRA)  

(BERNARD et al., 1994).   

De acordo com a Conferência de Consenso Americana-Europeia para 

definição de SDRA devem ser adotados três critérios: 1) Presença de hipoxemia 

severa, considerado quando a razão entre a Pressão Parcial de oxigênio arterial 

(PaO2) / fração inspirada de oxigênio (FiO2 ) for menor que 200mm Hg; 2) Presença 

de infiltrados bilaterais vistos na radiografia de Tórax; 3) Pressão de oclusão da 

artéria pulmonar < 18mmHg ou ausência de sinais clínicos ou ecocardiográficos de 

hipertensão atrial esquerda (BERNARD et al.,1994).  

Um painel de especialistas estabeleceram novos critérios para SDRA, em 

2012, internacionalmente conhecido como: A definição de Berlim. Nesta nova 

classificação foram recomendados três graus de severidade: leve, moderada e 

grave. Nessa classificação a LPA passou a ser uma subclassificação da SDRA, 

denominada grau leve. Além disso, a classificação de Berlim esclareceu algumas 
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lacunas deixadas pela definição anterior como o início dos sinais clínicos (RANIERI 

et al., 2012) (Quadro 1). 

Quadro 1 - Principais diferenças na classificação de SDRA/LPA 

Fonte: Adaptado de BORDES et al. (2014). 

 

A definição da LPA abrange os mesmos aspectos da SDRA, exceto pelo grau 

menos acentuado de hipoxemia presente na LPA (PaO2/ FiO2 < 300). Desta forma, 

verifica-se que todos os pacientes com SDRA apresentam LPA, porém nem todo 

paciente com LPA evolui para SDRA. (AMATO et al., 2007). 

 

2.2 Epidemiologia 

 

 A incidência e mortalidade da LPA/SDRA são pouco precisos decorrente das 

limitações dos critérios de diagnóstico e causa mortis. Em 2005, um estudo em 

Unidades de Terapia Intensiva nos Estados Unidos estimou a incidência de SDRA 

em torno de 58/100.000 habitantes com 141.500 novos casos por ano e taxa de 

mortalidade de 59.000 por ano (RUBENFELD et al., 2005).  

Em 2016, dados de um estudo multicêntrico observacional em escala global 

conduzido em cinquenta países demonstraram que a SDRA continua representando 

um grave problema de saúde mundial, acometendo cerca de 10% dos pacientes 

admitidos em Unidades de Terapia Intensiva, com índice de mortalidade em torno de 

40% nos pacientes em estudo (LAFFEY et al., 2016). 

 

 

Definição de SDRA segundo a Conferência de Consenso Europeu Americana -1994 
 

 Início Oxigenação Alterações radiológicas 

LPA 
 

Rápido ≤ 300 PEEP 
Infiltrações bilaterais na 
radiografia de tórax 
 

SDRA 
 

Rápido ≤ 200 PEEP 

Definição de SDRA segundo a definição de Berlim, 2012. 
 Início Oxigenação Alterações radiológicas 
Leve 
 

Rápido
a 

200 mmHg< PaO2/FiO2 ≤ 300mmHg 

 
Opacidades bilaterais 
 

Moderada 
 

Rápido
a 

100 mmHg< PaO2/FiO2 ≤ 200mmHg 

Grave 
 

Rápido
a 

PaO2/FiO2 ≤ 100mmHg 

a 
– Até uma semana da condição clínica determinante ou piora dos sintomas respiratórios. 
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2.3 Fisiopatologia da LPA/SDRA 

 

A LPA/SDRA pode ser originada por uma lesão direta, tais como: pneumonia, 

infecções virais, infecções bacterianas, aspiração gástrica, trauma torácico ou 

inalação de toxinas. Assim como, a LPA/SDRA pode ser originada por causas 

indiretas, tais como: sepse, choque hipovolêmico, pancreatite e pré-eclâmpsia 

(BELLINGAN; JAIN, 2007).   

A LPA/SDRA é caracterizada por intenso processo inflamatório causador de 

Dano Alveolar Epitelial Difuso (DAD) e danos ao endotélio vascular do pulmão. A 

análise histológica na LPA/ SDRA revela presença de DAD com infiltração 

neutrofílica, hemorragia alveolar e formação de membrana hialina (TOMASHEFSKI, 

2000).  

Bachofen e Weibel (1977) descreveram três estágios da LPA/SDRA: A fase 

aguda (1-6 dias) caracterizada por presença de edema intersticial e pulmonar, 

acúmulo de neutrófilos, macrófagos e hemácias nos alvéolos, assim como, presença 

de membranas hialinas. A fase subaguda (7-14 dias) em que ocorre a reabsorção de 

parte do edema seguida de intensa proliferação de células epiteliais do tipo II. 

Seguida pela fase crônica (acima de 14 dias) que se caracteriza por resolução da 

infiltração neutrofílica e aumento de células mononucleares. Em alguns casos, a 

resolução do dano alveolar difuso (DAD) é plena com apenas poucas alterações 

morfológicas, ou pode haver a progressão para um quadro fibrótico mais extenso 

(CHEUNG; GRAZIANO; SMITH, 2018) (Figura 1). 

A fase aguda é seguida pela fase fibroproliferativa com alguns graus de 

fibrose, neovascularização e resolução tardia (GATTINONI et al.,1994). Entretanto 

estes estágios podem se sobrepor. O dano alveolar e o remodelamento tecidual 

podem ocasionar em hipertensão arterial pulmonar, a qual pode comprometer a 

função ventricular direita e exacerbar a hipoxemia (MURRAY et al.,1988; 

DUSHIANTHAN et al., 2011). 

Segundo Matthay e Zemans (2011) a patogênese da LPA/SDRA pode ser 

melhor compreendida observando-se os mecanismos responsáveis pela formação 

do edema nos espaços alveolares e interstício pulmonar, assim como os 

mecanismos que bloqueiam a resolução do edema e remoção das células 

inflamatórias dos pulmões.  
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Figura 1 - Estágios clínicos da LPA/SDRA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Fonte: Elaborado pela autora a partir de Cheung; Graziano; Smith (2018); Matthay (2014). 

 

O dano associado a vasculatura pulmonar é uma das causas mais 

importantes de LPA/SDRA (MATTHAY; ZEMANS, 2011). Durante a fase inicial da 

LPA/SDRA ocorre aumento da permeabilidade da membrana alvéolo-capilar e 

consequente aparecimento de fluido rico em proteínas nos espaços alveolares e 

edema (Figura 2).  

 

Figura 2 - Rompimento da barreira alvéolo-capilar. 

 

 
Fonte: Adaptado de Matthay, Ware e Zimmerman (2012, tradução nossa) 
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A barreira alvéolo-capilar é formada pelo epitélio alveolar e endotélio 

microvascular (WARE; MATTHAY, 2000). O capilar pulmonar apresenta endotélio 

seletivamente permeável, em que as proteínas permanecem no espaço 

intravascular, enquanto os fluidos atravessam as membranas, como resultado do 

balanço entre as forças hidrostáticas e gradientes oncóticos (GALHARDO; 

MARTINEZ, 2003).  

Na LPA/SDRA o endotélio microvascular modificado aumenta a expressão de 

moléculas de adesão como Selectinas, Integrinas e membros da família de 

Imunoglobulinas (ICAM-1 – “intracelular adhesion molecule -1), Molécula de Adesão 

Vascular (VCAM-1 – “vascular cell adhesion molecule -1) que permitem o influxo de 

leucócitos para o tecido lesionados, principalmente neutrófilos (SHERWOOD; 

TOLIVER-KINSKY, 2004). 

O acúmulo de neutrófilos na microvasculatura pulmonar provoca intenso dano 

a membrana endotelial provocando a perda da função da barreira endotelial 

(MATTHAY; ZEMANS, 2011). Em muitos modelos experimentais, os neutrófilos 

constituem uma etapa crítica de dano (FOLKESSON et al., 1995; WEISER et al., 

1997; LOONEY et al., 2006).  Os neutrófilos são o tipo celular predominante na 

LPA/SDRA, estes ao serem ativados modificam a estrutura dos microtúbulos 

tornando-se mais rígidos e menos deformados. Além disso, os neutrófilos ativam a 

produção de citocinas pró-inflamatórias (TNFα – “tumoral necrosis fator”), 

Interleucina-1 β (IL-1β) e a liberação de espécies reativas de oxigênio (ROS – 

“reative oxygen species”) que contribuem para a destruição da arquitetura dos 

alvéolos característica nos pacientes com SDRA e LPA (GOODMAN et al., 2003; 

JAIN; BELLINGAN, 2007).  

Em condições patológicas os neutrófilos ativados podem danificar o epitélio 

alveolar por liberação de moléculas intracelulares tóxicas, as quais induzem a 

quebra das zonas de oclusão intracelulares e induzem a apoptose ou necrose nas 

células epiteliais do tipo I e II (MATTHAY; ZEMANS, 2011). 

O dano às células epiteliais do tipo I contribuem para formação do edema 

pulmonar por rompimento da barreira epitelial que expõe a membrana basal 

predispondo a bacteremia e sepse (DUSHIANTHAN et al., 2011). Em paralelo, o 

dano à célula epitelial tipo II bloqueia a produção de surfactante pulmonar resultando 

em aumento da tensão superficial pulmonar e colapso alveolar (WARE; MATTHAY, 

2000). 
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A patologia da LPA/SDRA é complexa nos insultos sistêmicos, tais como a 

sepse. Nestes quadros, a inflamação extrapulmonar é severa em reflexo da 

Síndrome Inflamatória Sistêmica (SIR) e Síndrome da Disfunção Múltipla de Órgãos 

(SDMO) ou falência Múltipla de Órgãos (BAUE; DURHAM; FAIST, 1998; KARIMA et 

al., 1999).  

 

2.3 O Modelo de Lesão Pulmonar Aguda induzida por LPS 

 

 Os Modelos animais permitem explorar mecanismos patológicos de doenças 

humanas, identificar marcadores de diagnóstico, terapias e prognósticos, assim 

como descobrir novos alvos terapêuticos para desenvolvimento de fármacos (CHEN; 

BAI; WANG. 2010).  Além disso, permitem que hipóteses geradas em estudos 

humanos e in vitro possam ser testadas (MATUTE-BELLO; FREVERT; MARTIN, 

2008). Admite-se que modelos animais ideais são capazes de reproduzir os 

mecanismos e consequências das doenças humanas incluindo as características 

fisiológicas e patológicas. Nesse aspecto, o modelo experimental de dano induzido 

por LPS é considerado bastante útil por assemelhar-se à LPA/SDRA em humanos 

(CHEN; BAI; WANG. 2010). 

O Lipolissacarídeo (LPS) é um dos principais constituintes da parede celular 

de bactérias Gram-negativas. A exposição ao LPS em animais e humanos provoca 

as principais características do dano pulmonar microvascular, dentre as quais: a 

formação do edema pulmonar, a inflamação severa e infiltração celular 

(MIRZAPOIAZOVA et al., 2007).  

O modelo de inflamação aguda pulmonar induzido pelo LPS reproduz o dano 

à barreira epitelial e endotelial nos pulmões, assim como a resposta inflamatória nos 

espaços alveolares. Esta resposta pode ser observada empregando-se a via 

inalatória ou sistêmica (intraperitoneal/intravenosa) utilizando um curto intervalo de 

tempo em geral não maior que quarenta e oito horas (MATUTE-BELLO; FREVERT; 

MARTIN, 2008). Em geral, o LPS provoca as principais características de dano 

pulmonar em camundongos após vinte e quatro horas da administração intranasal 

ou intratraqueal. Estas vias são mais empregadas no modelo de LPA/SDRA, pois a 

administração intravenosa e intraperitoneal não induz uma resposta tecido-

específica ou similar grau de dano pulmonar (SZARKA et al., 1997; VAN HELDEN et 

al., 1997).  
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A suscetibilidade para o desenvolvimento de LPA frente ao desafio 

intratraqueal/intranasal de LPS pode ser variável devido a backgrounds genéticos 

entre as linhagens. Essa diferença se reflete sobre a produção de mediadores 

inflamatórios, duração da inflamação e outros aspectos. As linhagens de 

camundongo BALB/c e C57Bl-6 são exemplos dessa variação (ALM et al., 2010).  

Matute-Bello et al. (2008) numa revisão sistemática relataram que 

camundongos BALB/c são mais susceptíveis ao LPS, enquanto que os da linhagem 

C57Bl/6 são considerados mais resistentes. Diferenças de gênero constituem outro 

importante fator para a escolha do animal no estudo experimental, os animais 

machos são considerados mais susceptíveis, enquanto as fêmeas possuem 

vantagens de sobrevida maior (ZELLWEGER et al., 1997). Fatores relacionados à 

resposta imune e hormonais podem estar associados a este fenômeno (FOWLER et 

al., 2009). 

O LPS liga-se aos receptores do tipo Toll (TRL: Toll-like receptors) sobre o 

epitélio pulmonar induzindo aumento da expressão de citocinas e quimiocinas. O 

aumento sobre a expressão gênica sobre TLR-2 e TLR-4 após a exposição ao LPS 

está intimamente relacionado com o início da LPA (OSHIKAWA; SUGIYAMA, 2003; 

CHEN; BAI; WANG, 2010). O LPS induz aumento da expressão de TLR-2 via 

ativação do NFκB, que responde pela ativação da resposta imune inata contra 

patógenos no pulmão (OSHIKAWA; SUGIYAMA, 2003). 

A migração e ativação dos neutrófilos são uma etapa crucial para amplificar a 

resposta inflamatória na LPA (UCHIBA et al., 1995). O LPS induz alteração na 

produção de mediadores, tais como CXC, receptor de quimiocinas-2 

(REUTERSHAN et al., 2006) e fatores derivados de neutrófilos (MIOTLA et al., 

1996). A migração transendotelial de neutrófilos inicia-se rapidamente após a 

exposição ao LPS com aumento da expressão de moléculas de adesão sobre os 

neutrófilos circulantes (ZHAO et al., 2005), aumentando continuadamente até o 

alcance de um platô (REUTERSHAN et al., 2005). No estágio tardio da LPA, o LPS 

aumenta a expressão de CXCL12 sobre o epitélio pulmonar e CXCR4 sobre os 

neutrófilos indicando que o CXCL12 promove a transição da resposta inflamatória 

para o início da fase de reparo tecidual (PETTY et al., 2007).  

As células epiteliais alveolares possuem um papel central no desenvolvimento 

da LPA, sendo também ativadas pelo LPS (WANG et al., 2007).  Em resposta ao 

dano, as células epiteliais também expressam e secretam moléculas de adesão, 
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citocinas e quimiocinas que estimulam o recrutamento de células efetoras, tais 

como: macrófagos e neutrófilos (CHEN; BAI; WANG, 2010). Os macrófagos 

alveolares também participam do processo inflamatório através da indução da 

resposta oxidativa e remoção de células apoptóticas (BRIELAND; KUNKEL; 

FANTONE et al., 1987; CHEN; BAI; WANG, 2010). O aumento da expressão de 

CD40 nos macrófagos induz a superprodução de mediadores inflamatórios como o 

TNFα, aumentando a expressão do fator estimulador de colônia de macrófagos-

granulócitos (GM-CSF) e estimulando a proliferação celular que podem contribuir 

para reparação dos alvéolos (CAKAROVA et al., 2009), conforme esquematizado na 

Figura 3.  

 

Figura 3 – Principais mecanismos celulares da LPA induzida pelo LPS. 

Fonte: Adaptado de: Chen; Bai; Wang (2010). 
Notas: A LPA induzida pelo LPS tem como primeiro alvo a célula epitelial alveolar com 
subsequente ativação da MAPK e NFκB que resultam no aumento da produção de citocinas 
inflamatórias e moléculas bioativas, tais como: GM-CSF, MIP-1 e IL-8. Nos pneumócitos tipo II 
síntese de surfactantes é inibida. Enquanto, nos macrófagos alveolares ocorre aumento da 
expressão de HMGB e redução da fagocitose. Nas células endoteliais a expressão de moléculas 
de adesão estimula a entrada de neutrófilos resultando em dano endotelial. 

 

Além disso, o LPS favorece ao aumento da expressão de proteínas box de 

alta mobilidade (HMGB- “High Mobility Group Box protein”) em macrófagos, 

resultando em bloqueio da esferocitose e aumento da resposta inflamatória (LIU et 

al., 2008; FENG et al., 2008). Nas células endoteliais, o LPS ativa a expressão de 
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CXCR2, responsável pelo aumento da permeabilidade vascular (ZARBOCK et al., 

2009).  

2.4 Mecanismos de ativação do NFκB pelo LPS 

 

A ativação da via do NFκB configura-se num importante passo na 

fisiopatologia na Inflamação aguda pulmonar e SDRA (MOINE et al., 2000). Em 

pacientes diagnosticados com SDRA a ativação excessiva da via do NFκB contribui 

para a progressão do estímulo inflamatório. Segundo Nys et al. (2003) o nível de 

ativação do NFκB está fortemente correlacionado com a progressão da disfunção 

pulmonar, constituindo-se num possível marcador para a severidade da disfunção 

respiratória. 

 

2.4.1 Principais mecanismos de ativação do NFκB 

 

O fator nuclear NFκB é considerado vital para ativação da inflamação em 

resposta ao estímulo local e sistêmico (CHENG et al., 2007). A família de fatores 

nucleares – κappa B englobam fatores transcricionais diméricos que possuem a 

homologia Rel (RHD) que se ligam a sequências do DNA denominadas regiões κB 

(5’-GGGRNNYYCC-30; R, purina; Y, pirimidina; N, outro nucleotídeo). Os fatores de 

transcrição NFκB ligam-se nas regiões kappa B de promotores e “enhancers” numa 

variedade de genes, os quais induzem ou reprimem a transcrição (GILMORE, 2006).  

Em mamíferos, existem cinco membros da família NFκB: RelA (p65), RelB, C-

Rel, p105 (NFκB1- precursor da p50) e p100 (NFκB2 – precursor da p52) (KAWAI; 

AKIRA, 2007). As proteínas do NFκB formam homo/heterodímeros e regulam a 

expressão de componentes do sistema imune inato e específico, tais como: citocinas 

pró-inflamatórias, quimiocinas, moléculas de adesão, enzimas induzíveis (iNOS, 

COX-2), proteínas do complexo de histocompatibilidade principal (MHC) e moléculas 

co-estimulatórias (LI; VERMA, 2002; MOYNAGH, 2005). 

Em condições basais, os dímeros NFκB estão associados a proteínas IκB 

inibitórias (IKBα, IKBβ e IKBϵ) que mantêm os complexos aprisionados no 

citoplasma por mascarar suas sequências de localização nuclear (NLS - “nuclear 

localization sequences”) (MOYNAGH, 2005; OECKINGHAUS; HAYDEN; GHOSH, 

2011).  
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Após um estímulo inflamatório as proteínas IκB são degradadas à medida que 

são fosforiladas por quinases do complexo IKK. Basicamente este complexo é 

constituído por duas enzimas catalíticas (IKKα, IKKβ) e uma subunidade regulatória 

IKKγ (NEMO). As proteínas IκB fosforiladas ligam-se ao complexo ubiquitina-

proteína ligase β-TrCP-SCF que promove a poliubiquitinação do IκB e direciona sua 

degradação aos proteossomos 26S. Este evento ocasiona na liberação dos dímeros 

de NFκB para o núcleo (MOYNAGH, 2005). 

 

Figura 4 - Mecanismos de ativação do NFkB mediada por quinases IKKs. 

 

Fonte: Adaptado de Ghosh; Hayden (2008, tradução nossa) 
Legendas: A) mecanismo de ativação da via do NFκB pela via clássica. B) Mecanismo de 
fosforilação do NFκB (p65) via complexo de IKKs no citoplasma (a,b) e núcleo (c) promovendo 
fosforilação da histona H3, aumento da acessibilidade da região kB. Nota: a fosforilação das IKKs 
podem também ter associação a repressão da transcrição em casos específicos. 
 

Existem duas vias de ativação do NFκB denominada via clássica e não-

clássica. A primeira é dependente de IKKβ e NEMO conduzindo a fosforilação do 

IκBα e translocação nuclear de heterodímeros p65 (Figura 4, A). A via não-clássica 

depende da fosforilação de p100-RelB mediada pela IKKα, resultando na geração de 

complexos p52-RelB. A via não-clássica é induzida por membros específicos da 

família do TNF, tais como o ligante CD40, o receptor de linfotoxina-β (LTβR) e o 

receptor do fator ativador de célula B (BAFF), principalmente implicados no 

desenvolvimento da célula B e organogênese dos linfócitos (MOYNAGH, 2005; 

OECKINGHAUS; HAYDEN; GHOSH, 2011).  
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A atividade transcricional do NFκB pode ser regulada por mecanismos 

independentes da degradação do IκB. Alguns estudos têm demonstrado que a 

ligação ao DNA e a capacidade de transativação do NFκB é aumentada pela 

fosforilação da p65. Neste contexto, proteínas quinases, tais como: IKKs, proteína 

quinase A (PKA), proteína quinase ativada por mitógenos (p38 MAPK), proteína 

quinase regulada por sinal extracelular (ERK) e proteína quinase C (PKC) têm 

demonstrado fosforilar a p65 e consequentemente aumentar a sua capacidade 

transcricional (CHEN; LIN., 2001; VANDEN BERGHE et al.,1998) (Figura 4, B).  

 

2.4.2. Vias de sinalização ativadas pelos receptores tipo Toll (TLRS) pelo LPS  

 

O LPS em pequenas quantidades é capaz de ativar as células do sistema 

imune inato via TLR4 levando à produção de mediadores pró-inflamatórios, tais 

quais: TNFα, IL-1β, IL-6 (WEST; KOBLANSKY; GOSH, 2006; LIEN et al., 2000). 

Os receptores TLRs (Toll-like receptors) atuam como sensores primários para 

a entrada de patógenos. Todos os TRLs convergem para a ativação do NFκB 

(KAWAI; AKIRA, 2007). O LPS liga-se ao TRL4 para ativação da resposta 

inflamatória.  Os TRLs recrutam um conjunto de proteínas adaptadoras com 

receptores TIR através de interações homofílicas que disparam as cascatas de 

sinalização que ativam o NFκB (KAWAI; AKIRA, 2007). 

A ligação do LPS ao seu receptor TLR4 (toll like-4) ativa duas principais vias 

de sinalização que se distinguem pela dependência de moléculas adaptadoras do 

fator de diferenciação mielóide (MyD88) ou adaptadores de domínio TIR que induz 

IFN-β (TRIF). Ambas as vias resultam em ativação do NFκB (Figura 5) (KAWAI; 

AKIRA, 2007). A via de sinalização dependente de MyD88 é iniciada através de uma 

mudança conformacional no domínio citoplasmático TLR, o qual leva a associação 

de MyD88 com o TLR entre seus domínios TIR. Subsequentemente, ocorre a 

sinalização entre MyD88 com os domínios de morte do receptor associado à quinase 

4 (IRAK-4).  A ligação de IRAK-4 a MyD88 ativa a fosforilação de IRAK-1, que por 

sua vez sofre auto fosforilação e recruta a TRAF6 para o complexo 

MyD88/IRAK/IRAK1. Em seguida, IRAK-1 e TRAF6 dissociam-se do complexo 

receptor e interagem com moléculas adicionais resultando em ativação da JNK e 

IKKs. Estas proteínas induzem a AP-1 (Proteína Ativadora 1) e a ativação do NFκB 

(KAWAI; AKIRA, 2007).  
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A via de sinalização MyD88 independente/ TRIF dependente resulta em 

ativação de IRF3, considerado um fator chave para a produção de IFN-β e ativação 

tardia de NFκB via TLR4 (KAWAI et al., 2001). 

Na via de ativação do NFκB mediada por MyD88, a ativação da TRAF6 

envolve o recrutamento de um complexo de quinases envolvendo a TAK1 e TABs, 

as quais compreendem duas vias distintas de sinalização associadas ao complexo 

de IKK e quinases MAPK (ERK, JNK, p38) em que a TAK1 fosforila a quinase IKKβ 

(WANG et al., 2001) (Figura 5).  

 

Figura 5 - Principais vias de sinalização do LPS mediadas por TLR4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Anwar e Choi (2014).  
Nota: A sinalização do LPS via TLR4, ativa as vias MyD88 independente/TRIF dependente.  A 
via dependente de MyD88 é responsável pela fase inicial de ativação de NFκB e MAPK, os 
quais induzem citocinas pró-inflamatórias. A via dependente de TRIF ativa IRF3, responde 
pela indução de IFN-β. 
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Os ativadores do complexo de IKKs incluem as proteínas quinases ativadas 

por mitógenos (MAPKs), tais como: MEKK1, MEKK3 e TAK1, as quais representam 

um ponto de convergência a numerosos estímulos, incluindo ligantes do receptor 

Toll-like (TLR), IL-1β, receptores da superfamília do TNF e receptores de células B e 

T (MOYNAGH, 2005). As proteínas mitógeno ativadas (MAPKs) regulam a ativação 

da via do NFκB pelo LPS através da fosforilação do IκBα e NFκB durante a LPA 

(KIM et al., 2006). 

As MAPKs são membros de um sistema de três quinases constituídas pela 

MAPK, MAPK-quinase (MKK) e MAPK quinase quinase (MKKK). Esta última fosforila 

e ativa as MKKs, que por sua vez  

fosforila e ativa a MAPKs. ERK e MAP quinases são ativadas por MKK1 e 

MKK2. Enquanto quinases p38 MAPK são ativadas por MKK3, MKK6. As quinases 

JNKs são ativadas por MKK4 e MKK7 (HITTI; KOTLYAROV, 2007). 

 
2.5 Tratamentos comumente empregados na LPA/SDRA 

 

As terapias farmacológicas atualmente empregadas na LPA/SDRA tem como 

objetivo principal o controle da inflamação, oxigenação e perfusão tecidual 

(SWEENEY; GRIFFITHS; MCAULEY, 2013). Apesar dos inúmeros estudos clínicos 

realizados, ainda não existe farmacoterapia eficaz que impacte na redução dos 

níveis de mortalidade da SDRA (JOHNSON; MATTHAY, 2010). O quadro 2 mostra 

um resumo das principais estratégias utilizadas no tratamento da LPA/SDRA. 

Em relação ao emprego de corticosteroides para o controle do processo 

inflamatório na LPA/SDRA existem controvérsias. Apesar de alguns estudos 

demonstrarem significativa melhora nos pacientes em uso de metilprednisona 

(MEDURI et al., 2016), outros autores relatam significativa falha nos estudos clínicos 

randomizados que comprometem a qualidade da evidência (BLOT et al., 2017; 

RUAN et al., 2014). 

Dessa forma, há uma intensa procura por novas terapias farmacológicas 

efetivas. Neste campo estratégias estão sendo empregadas para o controle do 

processo inflamatório utilizando outras classes de medicamentos, tais como: 

antioxidantes, antiproteases, antibióticos, surfactantes e terapia celular (SWEENEY; 

GRIFFITHS; MCAULEY, 2013).  
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Quadro 2 - Estratégias farmacoterapêuticas empregadas na SDRA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Sweeney; Griffiths; Mcauley (2013) 

 

2.6. Potencial anti-inflamatório dos agonistas do PPARγ 

 

Os PPARs (Receptores nucleares de peroxissomos ativados) constituem-se 

numa família de receptores hormonais nucleares que possuem três isoformas: 

PPARγ, PPARα e PPARβ (PADILA et al, 2002; AKBIVIK et al., 2004; ASAKA et al., 

2004). O PPARγ possui uma variedade de funções biológicas, tais como: a síntese e 

regulação de ácidos graxos, glicose, adipogênese e inibição da inflamação através 

do NFκB (CROASHDELL et al., 2015). 

O PPARγ é expresso em várias células do sistema imune. Em geral, 

encontra-se como um heterodímero complexado com o receptor do ácido retinóico 

(RXRα) associadas a moléculas co-repressoras. Após o estímulo do receptor pelo 

ligante, as moléculas co-repressoras são dissociadas e co-ativadores (CBP e SRC1) 

formam um complexo ativado ligando-se a elementos de resposta ao PPARγ 

Terapias comumente utilizadas na 
LPA/SDRA 

Potenciais terapias em 
investigação 

Alvo : Inflamação Alvo: Inflamação 

Corticosteroides Estatinas 

Farmaconutrientes Insulina 

Antioxidantes Macrolídeos 

Antiproteases Inibidores de Metaloproteinases 

Cetoconazol Inibidores do complemento 

Alvo: suporte a ventilação Interferon Beta recombinante 

Bloqueadores neuromusculares Anti-IL-8 

Agonistas β2 Anti-CD14 

Surfactantes  Aspirina 

Alvo: edema Vitamina D 

Diuréticos Inibidor da p38 MAPK 

Agonistas β2  

Alvo: perfusão tecidual Alvo: perfusão tecidual 

Vasodilatadores Vasoconstritores 

Antiplaquetários Anticoagulantes 

 Fibrinolíticos 

  

 Alvo: terapia celular 

 Células tronco 

 Reprogramação celular 

 Fatores de crescimento 
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(PPRE), correspondente a via clássica de ativação (CROASDELL et al., 2015), 

conforme exemplificado pela Figura 6. 

Alternativamente, estudos demonstram que agonistas de PPARγ podem 

auxiliar na formação complexos com o NFκB e AP-1, favorecendo a repressão dos 

genes alvos por um mecanismo de transrepressão (Figura 7) (DELERIVE et al., 

1999; RIZZO; FIORUCCI, 2006; CROASDELL et al., 2015;) . Além disso, estudos 

mostram que PPARγ pode modular a ativação da p38 MAPK e promover repressão 

gênica da iNOS (RIZZO; FIORUCCI, 2006).  

 

Figura 6 - Ativação do PPAR gamma pela via clássica e alternativa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de CROASHDELL et al. (2015). 
Legendas: Via clássica (esquerda) e Via Alternativa (direita). Normalmente, PPARγ existe 
como um heterodímero acoplado a RXRα e moléculas co-repressoras, após a ligação com o 
agonista, ocorre a dissociação dos co-repressores e recrutamento de co-ativadores, tais 
como: CBP e SRC1 que formam um complexo ativado ligado ao elemento de resposta ao 
PPARγ (PPRE). Alternativamente, após a ligação ao agonista o PPARγ pode ligar-se ao 
NFκB e reprimir genes alvos ativados pelo NFκB. 

 
A estimulação do PPARγ tem sido associado a potente efeito anti-inflamatório 

(CROASDELL et al., 2015; KULKARNI et al., 2012). Particularmente, a ligação com 

o PPARγ atua sobre o sistema imune inato principalmente em monócitos e 

macrófagos (REDDY et al., 2008). Além disso, a expressão de citocinas pró-
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inflamatórias torna-se afetada (CROASDELL et al., 2015). O TNFα tem sua 

expressão reduzida após a administração de Tiazolidinedionas (TZDs), sendo este 

efeito abolido com a administração de um antagonista , Diglicil éter de bisfenol A 

(DGEBA) (CUZZOCREA et al., 2003; ZHANG et al., 2010).  

A expressão de IL-6 também foi significativamente afetada com o uso de 

TZDs em modelos de inflamação aguda (ZINGARELLI et al., 2003; CELINSKI et al., 

2011; GAO et al., 2015).  

 

 

Figura 7 - Modelo de transrepressão do NFκB pelo PPARγ. 

Fonte: Rizzo; Fiorucci (2006). 
Nota: Em condições basais, complexos contendo NCoR e a histona acetiltransferase (HDAC) 
estão associadas a um conjunto de promotores da resposta inflamatória. Na presença do 
ligante o PPARγ sofre sumoilação alcançando o complexo NCoR evitando sua ubiquitinação. 
Em consequência, o complexo co-repressor NCoR permanece acoplado impedindo a 
transcrição de genes dependentes do NFκB. 

 

Adicionalmente, a ativação do PPARγ está associada a redução do influxo de 

neutrófilos (CROASDELL et al., 2015). Outros estudos comprovam que ligantes do 

PPARγ foram capazes de estimular a fagocitose pelos macrófagos e aumentar a 

promoção de macrófagos M2 (BOUHLEL et al., 2009; PENAS et al., 2015) processo 

considerado crítico para o processo de reparo e regeneração tecidual (CROASDELL 

et al., 2015). 
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Existem diversos ligantes do PPARγ identificados que incluem: 

Tiazolinidadionas (TZDs), prostaglandinas (PGD), ácido oleico e eicosanoides 

(KULKARNI et al., 2012). Alguns efeitos indesejados das TZDs comercialmente 

disponíveis limitaram seu uso na prática clínica, sendo alguns retirados do mercado 

em razão dos efeitos cardiovasculares e hepatotóxicos apresentados (Rosiglitazona, 

Troglitazona), porém diversos estudos vêm sendo realizados a fim de desenvolver 

TZDs mais seguras e eficazes (WANG; DOUGHERTY; DANNER, 2016; JANG et al., 

2018). 

 

2.6.1 Desenvolvimento de novas TZDs com potencial anti-inflamatório  
 

Em razão do elevado potencial anti-inflamatório dos agonistas de PPARγ 

novos compostos tiazolidínicos, Tiazolidinedionas (TZDs) estão sendo 

extensivamente estudados. As estruturas químicas das novas TZDs passam por 

intenso planejamento com vistas a minimizar os efeitos adversos comumente 

observados pelas TZDs comerciais abolidas do mercado. 

Os efeitos adversos comumente apresentados pela Troglitazona e 

Rosiglitazona são frequentemente associados a falha na seletividade ao PPARγ, os 

chamados efeitos “Off targets” (WANG; DOUGHERTY; DANNER, 2016). 

Comumente, as TZDs comerciais também ativam o receptor para ácido graxo livre 

(GPR40). Estudos recentes, mostram que a ativação do receptor GPR40 e/ou 

ativação da ERK também está associada à falha terapêutica dos agonistas de 

PPARγ, em decorrência de sua fosforilação (MANCINI; POITOUT, 2013; WANG; 

DOUGHERTY; DANNER, 2016).  

Estudos de Docking e in silico auxiliam no desenvolvimento de novas 

moléculas com maior afinidade ao PPARγ com menores riscos de efeitos adversos. 

Em 2006, Mourão sintetizou uma nova série de TZDs: 5-arilideno-3-(4-metil-benzil)-

tiazolidina-2,4-dionas. Neste estudo, o composto LPSF/GQ-2 apresentou boa 

energia de ligação (estabilidade) ao PPARγ nos estudos de Docking (MOURÃO, 

2006). Desde então, uma série de testes biológicos vem sendo realizados para 

avaliar a eficácia terapêutica frente a vários modelos inflamatórios. 

 Soares e Silva et al. (2013) avaliaram a tiazolidinadiona, LPSF/GQ2 em um 

modelo de aterosclerose. Neste modelo, LPSF/GQ-2 demonstrou reduzir a 
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resistência à insulina, áreas de lesões ateroscleróticas, proteção ao endotélio 

relacionadas ao efeito anti-inflamatório.  

Soares e Silva et al. (2015) avaliaram a LPSF/GQ-2 em um modelo de 

esteatose hepática não alcoólica (NAFLD). Neste modelo, os autores concluíram 

que LPSF/GQ-2 atua sobre o processo inflamatório reduzindo o recrutamento das 

células de Kupffer favorecendo a resolução da inflamação.  

Outra tiazolidinadiona, a LPSF/RA-4, apresentou significativo efeito anti-

inflamatório em um modelo de inflamação aguda. Barbosa et al. (2013) utilizando um 

modelo de pleurisia induzido por carragenina demonstrou que LPSF/RA-4 reduziu a 

produção de citocinas, assim como inibição do influxo de células inflamatórias. Os 

mecanismos associados a este efeito ainda não foram completamente elucidados. 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

A Lesão Pulmonar Aguda (LPA) e sua manifestação mais severa denominada 

Síndrome do Desconforto Respiratório Agudo (SDRA) caracterizam-se clinicamente 

pela presença de infiltrados bilaterais, edema e subsequente quadro de falência 

respiratória (WARE; MATTHAY, 2000). Atualmente, a LPA e SDRA são 

consideradas como importante causa de mortalidade em pacientes críticos 

(RUBENFELD et al., 2005; VILLAR et al., 2011). Estima-se que a SDRA apresenta 

uma taxa de mortalidade em torno de 40% em ambiente hospitalar 

(ESTENOSSORO et al., 2002; LAFFEY et al., 2016). Os mecanismos fundamentais 

de iniciação e propagação da LPA ainda não foram estabelecidos, apesar de mais 

de 50 anos de intensa investigação. Ainda não existem terapias efetivas para tratar a 

LPA/SDRA, portanto há uma necessidade crescente de novos alvos terapêuticos 

(MATUTE-BELLO; FREVERT; MARTIN, 2008; BLOT et al., 2017). Nesse aspecto, 

os agonistas do receptor de PPAR gama surgem como alvos promissores. 

Recentemente, duas novas Tiazolidinedionas (TZDs) LPSF/RA-4 e LPSF/GQ-2 

demonstraram efeito protetor contra as alterações teciduais em modelos 

experimentais de inflamação aguda e crônica respectivamente (BARBOSA et al., 

2013; SOARES e SILVA et al., 2015).  Porém, ainda não existem estudos que 

demonstrem o potencial efeito terapêutico dos novos compostos na LPA/SDRA 

induzida por LPS. 
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4 OBJETIVOS  

 

4.1 Objetivo Geral:  

 

  Investigar o potencial anti-inflamatório dos novos derivados Tiazolidínicos 

(TZDs): LPSF/GQ-2 (5-(4-cloro-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona) e 

LPSF/RA-4 (5,3-benzil-5-(1-Indol-3-Metileno)- tiazolidina-2,4-diona) sobre o processo 

inflamatório no modelo de Lesão Pulmonar Aguda (LPA). 

4.2 Objetivos Específicos: 

 

a) Avaliar a eficácia das TZDs sobre a inibição da migração celular;  

b) Investigar a eficácia das TZDs sobre a injúria tecidual; 

c) Avaliar a ação das TZDs sobre a produção de espécies reativas de 

oxigênio (ROS) e óxido nítrico (NO);  

d) Analisar o efeito das TZDs sobre a expressão de iNOS e interleucinas pró-

inflamatórias (IL-1β, IL-6, TNF-α); 

e) Avaliar o efeito dos compostos LPSF/GQ-2 e LPSF/RA-4 sobre os 

processos regulatórios do NFκB, vias de sinalização da MAPKs quinases 

(ERK, p38 e JNK) e PARP1. 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

5.1 Obtenção dos derivados tiazolidínicos 

 

Os novos derivados Tiazolidínicos da série LPSF/GQ-2 (5-(4-cloro-

benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona) e LPSF/RA-4 (5,3-benzil-5-(1-

Indol-3-Metileno)-tiazolidina-2,4-diona) foram cedidos pelo do Laboratório de 

Planejamento e Síntese de Fármacos, localizado no Departamento de Antibióticos – 

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). 

 A síntese das moléculas foram previamente descritas no estudo de Mourão 

(2006). As estruturas químicas dos compostos foram previamente comprovadas por 

Ressonância Magnética Nuclear de Hidrogênio, Infravermelho e Espectrometria de 

massas (Figura 8).  

 

  Figura 8 -  Estrutura química das novas Tiazolidinedionas (TZDs).  

 

 

 

 

 

 

 
 
Fonte: Barbosa (2013) e Soares e Silva (2013) 
Legendas: A – LPSF/RA-4; B – LPSF/GQ-2. 

 

5.2 Animais  

 

Neste estudo foram utilizados cem camundongos machos BALB/c adultos 

com aproximadamente seis semanas, provenientes do Biotério de Criação do 

Instituto Aggeu Magalhães (IAM). Os animais foram mantidos em ambiente 

controlado de umidade, 45%- 55%, temperatura, 18ºC - 22ºC, e luminosidade 

(12h/12h, fotoperíodo) com livre acesso a água e ração padrão. Foram realizados 

duas repetições do experimento com todos os grupos para assegurar a 

reprodutibilidade. Os experimentos foram conduzidos de acordo com as orientações 
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e normas estabelecidas pelo CONCEA, protocolo n°101/2016 

(CEUA/IAM/FIOCRUZ). 

 

5.2.1 Desenho experimental: 

 

Os camundongos BALB/c foram alocados aleatoriamente em cinco grupos 

experimentais utilizando dez animais em cada grupo (N=10):  

a) Controle: Os animais receberam por gavagem 100 µL de água para 

injeção + 30 µL tween 20, uma hora antes da instilação de 25µL de 

solução fisiológica (NaCl, 0,9%) por via intranasal (i.n.); 

b) LPS: Os animais receberam por gavagem 100 µL de água para injeção 

+ 30 µL tween 20, uma hora antes da instilação de LPS (25µg/25µL) 

por via intranasal; 

c) GQ-2 (30 mg/kg) + LPS: Os animais receberam por gavagem 

LPSF/GQ-2 dissolvidos em água para injeção (100µL) + 30 µL 

tween20, uma hora antes da instilação de LPS (25µg/25µL) por via 

intranasal;  

d) RA-4 (20mg/kg) + LPS: Os animais receberam por gavagem RA-4 

dissolvidos em água para injeção (100µL) + 30 µL tween 20, uma hora 

antes da instilação de LPS (25µg/25µL) por via intranasal; 

e) DEXA (1mg/kg) + LPS: Os animais receberam por gavagem 

dexametasona (Aché) dissolvida em água para injeção (100µL) uma 

hora antes da instilação de LPS (25µg/25µL) por via intranasal; 

Os animais foram previamente anestesiados com uma mistura de Cetamina 

(100mg/mL) e Xilazina (10mg/mL) antes da instilação nasal de LPS (Escherichia coli, 

sorotipo 026:B6, Sigma-Aldrich), previamente dissolvido em solução salina (NaCl, 

0,9%) até a concentração de 1µg/1µL, sendo administrado 25 µL pela via intranasal 

(12,5µL por narina). Durante o procedimento foi utilizado uma ponteira de gel de 

eletroforese (Corning Axygen® TGL-200) que foi direcionada a abertura nasal, 

conforme o representado pela Figura 9.  

As doses de LPSF/RA-4 e LPSF/GQ-2 foram previamente selecionadas 

considerando a melhor eficácia das mesmas em estudos anteriores de pleurisia para 
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a LPSF/RA-4; (BARBOSA et al., 2013) e aterosclerose para a LPSF/GQ-2; 

(SOARES SILVA et al., 2016).  

 

Figura 9. Esquema experimental de indução da LPA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora a partir de Gualdi et al. (2010). 

 

5.3 Eutanásia  

 

Os animais 24hs após a etapa de desafio foram submetidos a eutanásia 

através da sobredose do anestésico Pentobarbital (3%). O procedimento obedeceu 

as normas de experimentação do Biotério de experimentação da Fiocruz em 

conformidade com as recomendações do CONCEA. 

 

5.4 Contagem de células do Lavado Broncoalveolar 

 

Após constatada a morte dos animais foi realizada a retirada do lavado 

broncoalveolar (LBA) utilizando a técnica de sucessivas aspirações com 1mL de 

PBS utilizando um cânula de polietileno intratraqueal. Em seguida, as células do 

LBA foram contadas utilizando um contador automático (Hematology Auto Analyzer, 

ABX Pentra 60, Japão). As células foram visualizadas em microscópio óptico e 

recontadas utilizando a câmara de Neubauer após diluição na proporção de 1:20 

com a solução de Türk.  
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5.5 Dosagem indireta dos níveis de óxido nítrico (NO)  

 

A mensuração dos níveis de NO foi realizada a partir da detecção de seus 

metabólitos estáveis, nitrito e nitrato como previamente descrito (MOSHAGE et al., 

2005; SANTOS et al., 2014). A reação de Griess colorimétrica foi utilizada para 

determinação do óxido nítrico no LBA.  Em duplicada 50µL de LBA foi adicionado em 

uma placa de ELISA contendo 96 poços. Em seguida, o mesmo volume de reagente 

de Griess foi acrescentado. O reagente de Griess é composto por 1% de 

sulfanilamida diluída em 2.5% de ácido fosfórico (solução A) e N-1 Naftil-

etilenodiamina diluída em ácido fosfórico (Solução B). O preparo da curva padrão foi 

realizado a partir da solução de nitrito de sódio a 100µM diluída sericamente em 

PBS. Após a adição do reagente de Griess, a placa foi incubada por 10 min, em 

ambiente escuro. Em seguida, realizou-se leitura da absorbância em 

espectrofotômetro (490nm). A absorbância de cada amostra foi comparada com a 

curva padrão e os resultados expressos como níveis molares de NO (nitrato/nitrito, 

µM) utilizando o programa GraphPad Prism (v.5.0). 

 

5.6 Dosagem de MPO 

 

A atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), utilizada como indicativo da 

presença de leucócitos polimorfonucleares, foi avaliada utilizando a metodologia de 

Bradley et al. (1982) com modificações. Fragmentos do pulmão (250 mg/mL) foram 

adicionados a 0,5 mL de tampão fosfato de sódio (80 mM) e pH 5,4 contendo 0,5% 

de hexadeciltrimetilamônio (HTAB). Em seguida, os fragmentos foram 

homogeneizados e centrifugados durante 30 minutos a 20.000g, 4°C. Alíquotas (20 

µl) do sobrenadante foram distribuídas em placa de 96 poços e adicionado 200 µl da 

solução de O-dianisidina (16,7 mg de o-dianisidina [Sigma], 90 ml de água 

deionizada, 10 ml de tampão de fosfato de potássio, 50 µl de peróxido de hidrogénio 

a 1%). A atividade enzimática foi determinada colorimetricamente usando leitor de 

placas na absorbância de 450 nm e expressa como mDO/biopsia. 
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5.7 Microscopia óptica e técnicas de coloração 

 

Fragmentos pulmonares foram fixados utilizando a solução fixadora de Bouin, 

preparado a base de solução saturada de ácido pícrico (1%), formaldeído (37%) e 

ácido acético (40%) por oito horas. Em seguida, os fragmentos foram colocados no 

histotécnico (OMA DM40, São Paulo) para as sequências de desidratação, 

diafanização e inclusão, utilizando concentrações crescentes de etanol, xilol e 

parafina respectivamente. Após o emblocamento, foram feitos cortes de 5 µm, 

utilizando o micrótomo (Leica, RM2125 RTS), em seguida os cortes foram montados 

e corados com Hematoxilina e Eosina (HE). As lâminas foram visualizadas no 

microscópio óptico Leica DM500, utilizando-se o software Leica Aplicattions Suite 

(version 3.3.0) para visualização do parênquima pulmonar, foram utilizados os 

aumentos de 100x e 400x. 

 

5.8 Obtenção do escore tecidual 

 

A quantificação das alterações teciduais foram feitas a partir da adaptação do 

escore para avaliação de LPA em modelos animais (MATUTE-BELLO et al., 2011). 

Nesse escore foram considerados pontos de maior evidência de LPA. Foram tiradas 

cerca de vinte micrografias por grupo experimental, utilizando-se o mínimo de cinco 

animais por grupo (400x, magnificação das imagens, Leica DM500).  

 

Quadro 3 - Parâmetros analisados para obtenção do escore tecidual 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Adaptado de Matute-Bello et al. (2011). 
Legendas: PMNs – Polimorfonucleares 

 

 

 
Escore por campo 

Parâmetro  0 1 2 

A. PMN no espaço alveolar 
nenhum 1- 5 >5 

B. PMN no espaço intersticial 
nenhum 1-5 >5 

C. Membranas hialinas nenhum 1 >1 

D. Presença de debris proteáceo nos espaços alveolares 
nenhum 1 >1 

Escore = [(20 X A) +(14 X B) + (7 X C) + (7 X D) / (Número de campos)]  
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5.9 Imunoistoquímica (iNOS, IL-1β) 

 

Os cortes destinados a imunoistoquímica foram aderidos em lâminas 

previamente tratadas com 3- Aminopropiltrietoxisilano (APES, Sigma). Os cortes 

foram desparafinizados utilizando gradientes de etanol e reidratados. Em seguida, 

foi realizado o bloqueio da peroxidase endógena utilizando uma solução de peróxido 

de hidrogênio a 10%(v/v) durante quinze minutos. Na etapa de recuperação 

antigênica utilizou-se uma solução de citrato em pH 6, seguida de aquecimento em 

Steamer, a temperatura de 90 graus por uma hora. Após sucessivas lavagens em 

PBS (pH 7.2), foi realizado o bloqueio com proteína albumina do soro bovino (BSA, 

1%, Sigma- Aldrich) durante uma hora. Após finalizada a etapa de bloqueio, foram 

incubados overnight os anticorpos primários iNOS (abcam, USA, 1:250); IL-1β 

(GenWay, USA, 1:100). A detecção da ligação antígeno anticorpo foi visualizada a 

partir da reação avidina-biotina peroxidase, utilizando o Kit Dako Universal (LSAB 

peroxidase, USA) e a 3.3 Diaminobenzidina (DAB) como cromógeno. As lâminas 

foram contra coradas com hematoxilina. A quantificação das marcações foi realizada 

a partir da análise das fotomicrografias (aumento de 400x) por densidade de pixels, 

utilizando-se o software GIMP (versão 2.6, plataforma GNU, UNIX).  

 

5.10 Western blot (IL-1β; IL-6; TNFα; IkBα, p-IkBα, NFκB, p-NFκB; p38 MAPK, p-

p38 MAPK; ERK, p-ERK, JNK, pJNK, anti-PARP1) 

 

Após a coleta dos fragmentos pulmonares, os pulmões foram 

homogeneizados em agitador (Wheaton Overhead Stirrer, 903475) utilizando um 

coquetel de extração composto por EDTA (10mM), Fenil-metil-sulfonilfluorano 

(PMSF, 2mM), Fluoreto de sódio (NaF, 100mM), Pirofosfato de sódio (10mM), 

Ortovanadato de sódio (NaVO4,10mM), Aprotinina (10mg) e hidroximetilamiometano 

(TRIS, pH 7.4). Os homogenatos foram centrifugados a 3000g por 10 minutos. O 

sobrenadante foi armazenado a -70°C até a preparação das amostras para o 

imunoblot. A quantificação proteica foi determinada a partir do método de Bradford 

utilizando o BSA como proteína padrão. As proteínas foram normalizadas (40µg) 

para a mesma concentração em gel de poliacrilamida para realização da 

eletroforese. As proteínas do gel foram transferidas para um membrana de 
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nitrocelulose (Bio-Rad, USA, Ref. 162-0115). Na etapa de bloqueio utilizou-se uma 

solução contendo proteínas do leite em TBS-T (Tampão Tris, NaCl 0,9% 

+0,05%Tween20, pH 7.4).  Os anticorpos primários foram incubados de acordo com 

as recomendações do fabricante (overnight 4°C ou três horas, 20-25°C). Foram 

utilizados as seguintes diluições de anticorpos primários:  anti-IL-1β (1: 2000) ; anti 

IL-6 (1: 1000) ; anti-TNFα (1: 1000) ; anti-iNOS (1: 1000); anti IkBα (1: 1000), anti -p-

IkBα (1: 1000) , anti- NFκB (1:1000), anti-p-NFκB (S529,1:1000); p38 (1:1000); anti-

p-p38 (1:1000); anti-ERK (1:1000); p-ERK (1:1000); anti-JNK, anti-p-JNK (1:1000) e 

anti-PARP (1:1000). Foram utilizados anticorpos secundários conjugados com 

peroxidase anti-rabbit (Sigma-aldrich, ref. A6154, 1:80.000) e anti-mouse (Sigma-

aldrich, Ref.A5420, 1:8000). Todos as diluições utilizaram TST diluído em proteína 

de leite a 1% (anticorpos secundários) ou 3% (anticorpos primários). A visualização 

das bandas no C-Digit Blot Scanner (LICOR, Nebraska, USA) foi ocorreu após a 

adição de um agente potencializador de quimioluminescência (Super signal, Pierce, 

Ref. 34,080). O software ImageJ 1.38 foi utilizado para a quantificação das imagens, 

os resultados para cada proteína investigada foram confirmadas por no mínimo três 

repetições. A beta actina (Sigma-Aldrich, 1: 2000, USA) foi utilizada como controle 

dos níveis de proteína entre grupos, sendo também utilizada a forma não fosforilada 

para quantificações relativas. Os resultados foram expressos em unidades 

densitrométricas arbitrárias. 

 

5.11 Análise Estatística 

 

Os dados foram analisados através do ANOVA one-way, seguido de teste de 

Tukey usando o programa GraphPad Prism software (V. 5.0). Os dados do modelo 

experimental são representativos de duas repetições do experimento. Os dados do 

western blotting são representativos pelo menos de três repetições para cada 

proteína analisada. Em todas as análises, os valores de p < 0,05 foram considerados 

estatisticamente significativos. 
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6. RESULTADOS 

 

6.1. Avaliação das alterações histológicas no modelo de LPA 

 

As amostras dos tecidos pulmonares foram coletadas 24 horas após o desafio 

com LPS intranasal e processadas para análise histológica. A análise microscópica 

do tecido pulmonar não demonstrou alterações no grupo controle, o qual 

apresentava a estrutura normal dos alvéolos, sem sinais de inflamação ou 

espessamento da parede alveolar (Figura 10). 

 

Figura 10 - Análise histológica dos pulmões 24hs após instilação nasal.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Fonte: Elaborado pela autora.  
Legendas: A- grupo controle: A1 (200µm), A2-(40µm) e A3 (20 µm). B- grupo LPS: B1 (200µm), B2 
(40 µm) C3 (20µm). a – área alveolar; P1- pneumócito tipo I; P2- pneumócito tipo II; * - focos 
hemorrágicos; seta preta – áreas de infiltração celular; seta vermelha – debris proteináceos; N- 
polimorfonucleares. Os cortes foram corados com Hematoxilina-Eosina. 

 

O grupo LPS mostrou áreas de intensa infiltração celular e espessamento da 

parede alveolar, inúmeros focos hemorrágicos e edema, conforme observado na 
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Figura 10, B1-B2 (parênquima) e B3 (alvéolos). O escore tecidual quantificou 

características chaves, tais como: presença de Polimorfonucleares (PMNs), 

membranas hialinas e debris proteináceo.  

Estes efeitos apontam que o modelo foi capaz de reproduzir as características 

chaves da LPA. Além disso, a análise do escore tecidual também evidência esses 

efeitos comparativamente sobre o grupo controle (Figura 10, A1-A3) controle versus 

LPS (*P<0,05). 

 

6.2 Efeito das novas TZDs e DEXA sobre as alterações histológicas 

 

A avaliação morfológica dos tecidos pulmonares submetidos ao pré-

tratamento evidenciaram o efeito protetor das TDZs, em especial a LPSF/GQ-2. 

Conforme observados nas imagens (Figura 11, A1-A3). Nos animais submetidos ao 

pré-tratamento com LPSF/GQ-2 a arquitetura alveolar foi bastante preservada, com 

poucas áreas de infiltração, focos hemorrágicos e edema. A LPSF/GQ-2 apresentou 

grau de proteção tecidual superior a LPSF/RA-4, apresentando morfologia similar ao 

grupo controle.  

O tratamento com LPSF/RA-4 também ofereceu proteção frente as alterações 

induzidas pela LPA, porém ainda é notável a presença de infiltrados inflamatórios e 

espessamento alveolar, conforme visualizado na Figura 11, B1-B3. 

O escore tecidual quantificou características chaves, tais como: presença de 

polimorfonucleares, membranas hialinas e debris proteáceo. Em geral, o pré-

tratamento com as novas TZDs promoveram benefícios sobre as alterações 

morfológicas conforme representado graficamente pelo escore tecidual, Figura 12.  

##LPS versus LPSF/GQ-2 (p<0,001) e #LPS versus RA-4 (p<0,01).  

O pré-tratamento com dexametasona (1mg/kg) obteve grau de proteção 

mediano frente as modificações teciduais provocadas pelo LPS. As imagens 

mostram menor número de áreas de infiltração celular, porém o espessamento 

alveolar ainda se mostrou bastante evidente nos animais deste grupo, Figura 11, C1- 

C3 e Figura 12. Dados do escore tecidual, LPS versus DEXA (## P<0,001).  
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Figura 11 - Analise tecidual dos grupos pré-tratados 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Fonte: Elaborado pela autora 
Legendas: A- grupo LPSF/GQ-2: A1 (200µm), A2-(40µm) e A3 (20 µm). B- grupo LPSF/RA-4 +LPS: 
B1 (200µm), B2 (40 µm) C3 (20µm). C- grupo DEXA: A1 (200µm), A2-(40µm) e A3 (20 µm). Os cortes 
foram contracorados com Hematoxilina-Eosina  
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Figura 12 - Escore tecidual. 

Fonte: Elaborado pela autora. 
Nota: Quantificações realizadas a partir de 20 campos, utilizando a objetiva de 40x, 
aumento 400x, foram utilizados no mínimo 5 animais diferentes em cada grupo 
analisado. Controle x LPS *P<0,05; LPS x grupos tratados # P<0,01 e ## P<0,001. 

 

6.3 Avaliação dos efeitos das novas TZDs sobre a infiltração celular, níveis de 

MPO e NO 

 

A análise da contagem de células no Lavado Broncoalveolar (LBA) utilizando 

o contador automático ABX (Pentra 60, Japão) revelou intensa migração celular  

após o desafio no grupo LPS (Figura 13). Em contraste, as Tiazolidinedionas 

(LPSF/GQ-2, LPSF/RA-4) e DEXA reduziram a infiltração celular.  

 

Figura 13 - Avaliação da migração celular no LBA após instilação nasal 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: Elaborado pela autora. 
Legenda: WBC – Número de células totais x 10

6
; * Contole versus LPS (p<0,05); LPS versus grupos 

(#p<0,01). 
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A Mieloperoxidase (MPO) uma enzima abundante nos neutrófilos estava 

significativamente aumentada no grupo LPS (Figura 14), indicando alto percentual 

de neutrófilos dentre as células provenientes do infiltrado inflamatório no tecido do 

grupo LPS. Os grupos tratados com LPSF/GQ-2 (30mg/kg), LPSF/RA-4 (20mg/kg) e 

DEXA (1mg/kg) obtiveram similar padrão de redução para os níveis de MPO 

tecidual. 

 

Figura 14 - Avaliação dos níveis de MPO tecidual 

 

Fonte: Elaborado pela autora 
Legenda: Controle versus LPS (**p<0,001); LPS versus grupos 
(#p<0,01;##p<0,05). 

 

 O catabolismo do oxido nítrico (NO) é considerado um importante indicador 

do do estresse oxidativo no processo inflamatório. A análise dos metabólitos 

estáveis (nitrato/nitrito) foi feita a partir da reação de Griess. O grupo LPS 

apresentou significativo aumento dos níveis de NO (nitrato/nitrito) em comparação 

ao grupo controle (*p<0,05) (Figura 15). O qual foi significativamente reduzido pelas 

TZDs e DEXA sendo o melhor efeito atribuído ao grupo LPSF/GQ-2 (#p<0,05), 

conforme representado abaixo na figura 15. 
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Figura 15 - Quantificação indireta de NO pelos níveis de nitrato/nitrito. 

 

Fonte: Elaborado pela autora 
Legendas: Controle versus LPS (*p<0,05); LPS versus grupos (#p<0,05). 

 

6.4 Efeitos inibitórios das novas TZDs sobre a expressão de iNOS e citocinas 

pró-inflamatórias (IL-1β, IL-6, TNFα) 

 

A análise da marcação tecidual para iNOS revelou baixa positividade para 

marcação no grupo controle (Figura 16, A). Em contraste, o grupo LPS apresentou 

intensa marcação para iNOS em todo o parênquima pulmonar, conforme disposto na 

Figura 16, A.  A análise quantitativa das imagens da imunoistoquímica (Figura 16, 

B), confirma a maior positividade de iNOS para o grupo LPS, controle versus LPS 

*p<0,05.  

A análise quantitativa das imagens demonstrou marcação significativamente 

baixa para iNOS nos grupos previamente tratados com LPSF/GQ-2 e DEXA, porém 

a inibição não foi significativa nos animais tratados com LPSF/RA-4. 

Os resultados do Western Blot para análise da expressão tecidual para iNOS 

confirmaram os dados obtidos pela Imunoistoquímica. Novamente, o grupo 

LPSF/RA-4 não apresentou redução significativa para expressões iNOS. Apenas os 

grupos tratados apenas o LPSF/GQ-2 e o DEXA apresentaram efeitos inibitórios 

frente ao indução da iNOS pelo LPS (Figura 16, C). 

A análise da expressão da imunomarcação para IL-1β apresentou padrão 

similar aos resultados obtidos com a iNOS. No grupo LPS houve aumento da 

positividade para marcação de IL-1β no grupo LPS (*p<0,05, LPS versus controle). A 
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análise das imagens mostra que a marcação ocorreu de forma difusa no parênquima 

pumonar (Figura 17, A) em geral próximo a regiões de infiltrados celulares 

inflamatórios. A análise quantitativa das imagens (Figura 17, B) mostra redução 

significativa da imunomarcação em todos os grupos previamente tratados com as 

novas TZDs e dexametasona (LPS versus GQ-2, #p <0,001; LPS versus RA-4 ou 

DEXA, #p<0,01). Porém, os dados do Western Blot não confirmaram os efeitos 

inibitórios observados na análise quantitativa das imagens para o grupo LPSF/RA-4 

que permaneceu com altos níveis de expressão de IL-1β, semelhantes ao grupo 

LPS ( Figura 17, C). 

 

Figura 16 - Avaliação da imunomarcação e expressão de iNOS tecidual. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborada pela autora. Legendas: A- Imunoistoquímica para iNOS, aumento 400x, barras 
50µm. B – Quantificação da imunomarcação para iNOS tecidual, controle versus LPS *p<0,05, LPS 
versus LPSF/GQ-2 #p<0,01 e LPS versus DEXA ##p<0,001. C- Western blot para iNOS tecidual, 
controle versus LPS *p<0,05, LPS versus grupos  # p<0,05 (LPSF/GQ-2) e ##p <0,001 (DEXA).  
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Figura 17 - Avaliação da imunomarcação tecidual e expressão para IL-1β 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: Elaborado pela autora 
Legendas: A - Imunoistoquímica para IL-1β, aumento 400x, barras 50µm. B – Quantificação da 
imunomarcação para para IL-1β tecidual, controle versus LPS *p<0,05, LPS versus LPSF/GQ-2 , 
LPSF/RA-4 ou DEXA #p<0,01. C- Western blot para para IL-1β tecidual, controle versus LPS *p<0,05, 
LPS versus grupos  # p<0,01.  

 

O TNFα considerado um importante marcador da inflamação aguda, 

produzido por macrófagos e PMNs. A análise da expressão de TNFα mostra 

expressão significativamente aumentada no grupo LPS (*p<0,05, LPS versus 

controle). O qual foi significativamente reduzido nos grupos previamente tratados 
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com LPSF/GQ-2 e DEXA (# p<0,05) que apresentaram níveis similares ao grupo 

controle (Figura 18).  

 

Figura 18 - Avaliação da expressão tecidual de TNFα 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: Elaborado pela autora 
Legendas: A – Imagem da revelação das bandas do western blotting, a beta actina foi 
utilizada como controle endógeno. B – Gráfico da quantificação da expressão de TNFα, os 
resultados forram expressos em unidades densitrométricas arbitrárias, Controle versus LPS* 
p <0,05; LPS versus grupos # p < 0,05.  

 

Os níveis de expressão para IL-6, principalmente envolvida no recrutamento 

de neutrófilos, também foram avaliados neste modelo. Os dados obtidos no Western 

blotting reflete os dados obtidos na contagem celular e MPO tecidual, demonstrando 

significativo aumento no grupo LPS (controle versus LPS, *p<0,01). Todos os grupos 

pré-tratados obtiveram redução significativa para IL-6 com destaque para o grupo 

LPSF/GQ-2 que obteve o melhor grau de inibição, LPS versus grupos, #p<0,05 

(Figura 19.) . 
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Figura 19 - Avaliação da expressão tecidual para IL-6 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: Elaborado pela autora; 
Legendas: A - Imagem da revelação das bandas do western blotting para IL-6, a beta 
actina foi utilizada como controle endógeno. B – Gráfico da quantificação da 
expressão de IL-6. Os resultados forram expressos em unidades densitrométricas 
arbitrárias, Controle versus LPS* p <0,01; LPS versus grupos # p < 0,05.  

 

6.5 Resposta sobre a avaliação da expressão dos níveis de NFκB e IκB  

 

O fator nuclear kappa-B (NFκB) está implicado com a indução da expressão 

de múltiplos fatores pro-inflamatórios. As proteínas IκB ligam-se ao NFκB no 

citoplasma impedindo sua importação para o núcleo celular e consequentemente 

sua atividade transcricional. A fosforilação aumentada do IκB é um indicativo que 

maior fração NFκB liberado no citoplasma pode ser transportado para o núcleo 

celular e induzir a expressão de citocinas e fatores inflamatórios. O grupo LPS 

apresentou níveis aumentados de IκB fosforilada em comparação a fração não 

fosforilada comparativamente ao grupo controle (Figura 20, A e B; p<0,05). 

Os grupos tratados com LPSF/GQ-2 e DEXA mantiveram níveis de expressão 

muito similares ao grupo controle (LPS versus grupos, # p< 0,05). Em contraste, o 

grupo LPSF/RA-4 obteve maior aumento da expressão de IκB fosforilada não 

apresentando, portanto, inibição significativa. 
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O NFκB em sua forma fosforilada aumenta sua atividade transcricional para a 

importação nuclear. Os resultados da expressão do NFκB fosforilado e não 

fosforilado refletem a análise da expressão do IκBα, indicando aumento considerado 

significativo para o grupo LPS (p<0,05)  e redução nos grupos tratados com 

LPSF/GQ-2 e DEXA (#p<,05). O grupo LPSF/RA-4 permaneceu com níveis de 

expressão comparativamente elevados similares ao grupo LPS (Figura 20, A e C). 

 

Figura 20 - Níveis relativos de expressão de IκB e NFκB fosforilados  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: Elaborado pela autora 
Legendas: A – Visualização das bandas da imunodetecção por western blotting marcadas com IkB, p-
IkB, p65 (NFκB) e p-p65 NFκB). B – quantificação relativa da fração fosforilada sobre a não 
fosforilada (IκB/ p-IκB). C – quantificação relativa da fração fosforilada sobre a não fosforilada de 
NFκB (NFκB/p-NFκB). Os resultados gráficos foram expressos na forma de razão da fração 
fosforilada das proteínas sobre a não fosforilada. Valores p <0,05 foram considerados significativos, * 
controle versus LPS, # LPS versus grupos.  
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6.6 Avaliação da expressão das MAPKs (ERK, JNK, p38) 

 

A sinalização das MAPKs  está implicada na expressão de diversos fatores 

inflamatórios e ativação do NFκB. A instilação nasal de LPS aumentou 

significativamente a expressão da fração fosforilada de ERK, JNK e p38 no grupo 

LPS, indicando intensa ativação da sinalização das MAPKs (Figura. 21, A). Este 

resultado reflete os dados obtidos pela análise da expressão de citocinas pró-

inflamatórias, iNOS e NFκB alcançados após 24 horas após a instilação nasal de 

LPS. 

Os pré-tratamentos resultaram em respostas diferenciadas sobre a expressão 

relativa das formas fosforiladas das MAPKs  (ERK, JNK e p38). As TZDs 

apresentaram perfis antagônicos frente a expressão das formas fosforiladas ativas 

das MAPKs. O grupo LPSF/RA-4 permaneceu com elevada proporção das formas 

fosforiladas para ERK, JNK e p38 (Figura 21) favorecendo um perfil inflamatório. 

Estes dados podem explicar em parte, os achados obtidos sobre o aumento na 

expressão do NFκB, IκB fosforilado e não redução das citocinas pró-inflamatórias 

analisadas. 

Em oposição ao resultado obtido pela LPSF/RA-4, o grupo LPSF/GQ-2 obteve 

significativa redução sobre a expressão de todas as MAPKs analisadas (Figura 21). 

Assim como, LPSF/GQ-2 foi o único tratamento que capaz de inibir expressão da 

JNK fosforilada (Figura 21, C) trazendo um benefício adicional sobre a 

dexametasona.  

O grupo DEXA apresentou baixos níveis de fosforilação de ERK (Figura 21, 

A) e p38 (Figura 21, B), porém não obteve efeito protetor frente o aumento de JNK 

fosforilado (Figura 21, C).  

 

6.7 Análise sobre a expressão de PARP-1 

 

Poly (ADP-ribose) polimerase-1 (PARP-1) possui um importante papel na 

inflamação, sinalização de dano e morte celular. Após 24hs da instilação de LPS, os 

níveis de PARP estavam significativamente aumentados (Figura. 22). Em contraste, 

LPSF/GQ-2 foi capaz de reduzir significativamente a expressão de PARP, assim 

como o grupo DEXA. O grupo LPSF/RA-4 não demonstrou efeitos inibitórios sobre 

as expressões de PARP1.  
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Figura 21 – Níveis relativos de expressão das MAPKs fosforiladas 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: Elaborada pela autora 
Legendas: A- Visualização das bandas da imunodetecção por western blotting. B – 
quantificação relativa da forma fosforilada p-ERK sobre a  não fosforilada ERK. C- 
quantificação relativa da forma fosforilada da p-JNK sobre a JNK. D- quantificação relativa da 
forma da p-p38 sobre a p38. Os resultados gráficos foram expressos na forma de razão da 
fração fosforilada das proteínas sobre a não fosforilada. Valores p <0,05 foram considerados 
significativos, * controle versus LPS, # LPS versus grupos.  
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Figura 22 - Análise da Expressão de PARP1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Elaborado pela autora 
Legendas: A- Visualização da banda de imunodetecção para PARP1 via western blot. B- 
Gráfico representativo da quantificação da expressão de PARP. Os resultados foram 
expressos em unidades densitrométricas arbitrárias, valores de p<0,05 foram considerados 
significativos. * controle versus LPS, # LPS versus grupos. 
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7 DISCUSSÃO 

 

A LPA/SDRA frequentemente observadas em pacientes politraumatizados, 

possui causas multifatoriais e requer cuidados de terapia intensiva. Apesar de mais 

de cinquenta anos da primeira descrição da LPA, ainda não existem terapias 

farmacológicas efetivas para a LPA/SDRA (BAKOWITZ; BRUNS; MCCUNN, 2012). 

Comumente, são empregados corticosteroides para suprimir o processo inflamatório 

agudo, porém estudos clínicos relatam que faltam evidências suficientes para 

assegurar a efetividade dessa classe no controle da LPA/SDRA (MATTHAY; 

MCAULEY; WARE, 2017). Desta forma, existe uma intensa busca por novos anti-

inflamatórios seguros e eficazes. 

O modelo murino de LPA induzido por LPS é amplamente utilizado para 

avaliação de fármacos e reproduz os danos teciduais característicos da LPA (CHEN; 

BAI; WANG, 2010). Após 24 horas da instilação nasal de LPS, a análise histológica 

demonstrou que os animais do grupo LPS exibiram dano alveolar difuso (DAD), 

múltiplos focos de infiltração celular, edema e espessamento alveolar. Esses dados 

foram quantificados no escore tecidual que representou graficamente maior 

pontuação no grupo LPS. Em contrapartida, a análise histológica dos pulmões 

revelou efeitos benéficos sobre o dano tecidual nos grupos tratados com LPSF/GQ-2 

e LPSF/RA-4.  

Intensa migração celular foi relatada no modelo de LPA no grupo LPS. O 

MPO é uma enzima abundante nos neutrófilos, seus níveis servem como importante 

indicador de acúmulo de neutrófilos ativados no espaço alveolar (MATUTE-BELLO 

et al., 2011). Nossos resultados apontam alto grau de migração celular no LBA, os 

níveis de MPO também foram significativamente aumentados, permitindo inferir alta 

concentração de polimorfonucleares, principalmente neutrófilos. Os grupos pré-

tratados com as TZDs e DEXA obtiveram alto grau de proteção contra a migração 

celular.  

Em paralelo, durante a inflamação o óxido nítrico (NO) constitui uma 

importante fonte de geração de espécies reativas de oxigênio (ROS), sendo 

produzido principalmente pela iNOS (VAN DER VLIET; CROSS, 2000). Nos 

pulmões, os principais tipos celulares que expressam a iNOS são macrófagos 

alveolares, células epiteliais e células do infiltrado inflamatório (ALESSIO et al., 
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2017). O efeito comparativo das novas moléculas sobre a infiltração celular e níveis 

de MPO e NO foi bastante similar ao fármaco padrão dexametasona (DEXA). 

Entretanto, LPSF/GQ-2 foi o tratamento que demonstrou melhor grau de proteção 

frente as alterações teciduais e inibição da produção de NO e iNOS. 

A lesão pulmonar aguda (LPA) está geralmente associada com elevações 

sobre os mediadores pro-inflamatórios, os quais incluem: TNFα, IL-1β e IL-6 

(MATUTE-BELLO et al., 2011). Existem evidências que correlacionam a 

broncoconstrição como uma resposta dependente da estimulação ao TNFα (TOGBE 

et al., 2007). Neste modelo, o estímulo ao LPS resultou em expressão aumentada 

de TNFα, a qual foi inibida pelo tratamento com LPSF/GQ-2 e DEXA que podem 

oferecer um fator de proteção adicional contra a broncoconstrição.  

Os dados sobre a expressão de IL-6, principal interleucina envolvida na 

migração de neutrófilos (MÜLLER et al., 2016), corroboram os achados na contagem 

celular nos grupos tratados com LPSF/GQ-2, LPSF/RA-4  e DEXA.  Em paralelo, a 

função da IL-1β está associada com o aumento do estresse oxidativo dependente 

dos neutrófilos (REPINE, 1994). Os dados neste modelo indicam  que  apenas os 

animais tratados com LPSF/GQ-2 obtiveram benefício sobre a redução para IL-1β. 

Nossos resultados confirmam dados de estudos prévios em modelos de 

aterosclerose e esteatose hepática, em que o pré-tratamento com LPSF/GQ-2 

favoreceu a redução de IL-6, assim como dos parâmetros relacionados a progressão 

da inflamação (SOARES E SILVA et al., 2016; SOARES E SILVA et al., 2015).  

 Em relação ao tratamento com LPSF/RA-4, não houve efeito inibitório sobre  

a expressão de IL-1β. Entretanto, dados obtidos no modelo de pleurisia mostram 

que LPSF/RA-4 ofereceu proteção sobre a expressão dessa citocina (BARBOSA et 

al., 2013). Diferenças relacionadas a origem da inflamação entre os modelos de LPA 

e pleurisia podem ter influenciado nas diferentes respostas apresentadas, além de 

diferenças a respeito da via de administração, realizada pela via intraperitoneal na 

pleurisia. Estudos que avaliem o perfil farmacocinético da LPSF/RA-4 podem trazer 

uma importante contribuição para assegurar melhor biodisponibilidade. 

A ativação do NFκB detém um importante papel na LPA/SDRA. A excessiva 

ativação do NFκB resulta em uma resposta inflamatória aguda nos pulmões em 

pacientes críticos (NYS et al., 2003). Em geral, o mecanismo clássico de ativação do 

NFκB envolve a fosforilação da sua proteína inibitória IκBα por um complexo de 

quinases (IKKs) (HOESEL; SCHMID, 2013). O LPS induz a ativação do NFκB 
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através dos receptores do tipo toll (TLRs), principalmente pelo TLR4, o qual estimula 

duas respostas denominadas dependentes e independentes da proteína adaptadora 

do fator mieloide 88 (MyD88). Ambas as vias resultam em fosforilação da IKK 

(KAWAI; AKIRA, 2007).  Nossos resultados demonstraram altos níveis de expressão 

da forma fosforilada de IκBα após 24 horas do estímulo com LPS. Em contraste, o 

pré-tratamento com LPSF/GQ-2 ofereceu significativa proteção frente a fosforilação 

de IκBα e subsequente aumento da resposta pro-inflamatória dependente de NFκB. 

Similar grau de inibição da via do NFκB para LPSF/GQ-2 também foi observado no 

modelo de esteatose hepática não alcoólica (SOARES E SILVA et al., 2015). 

Estudos mostram que a atividade transcricional do NFκB é aumentada com a 

fosforilação da p65 (VANDEN BERGHE et al., 1998). Nossos resultados mostraram 

uma proteção adicional contra a fosforilação da p65 nos grupos previamente 

tratados com LPSF/GQ-2 e dexametasona. Um dos mecanismos de fosforilação do 

IκBα é através do complexo de quinases IKKs. Os ativadores de IKKs incluem as 

quinases ativadas por mitógeno (MAPKs) que representam um ponto de 

convergência a numerosos estímulos, incluindo ligantes para os TLRs (MOYNAGH, 

2005). 

A p38 MAPK é considerada uma enzima crítica para a produção de TNFα, a 

ativação da broncoconstrição e processo inflamatório induzido pelo LPS 

(SCHNYDER-CANDRIAN et al., 2005). Devido a sua importante função, a p38 

representa um importante alvo para intervenção da SDRA (SWEENEY; GRIFFITHS; 

MCAULEY, 2013).  Em geral, as quinases JNK e p38 são ativadas por citocinas pró-

inflamatórias como o TNFα e a IL-1β, ou em resposta ao estresse celular, 

genotóxicos, agentes osmóticos, hipóxia ou estresse oxidativo (KIM; CHOI, 2010). 

Nossos resultados mostram o papel protetor da LPSF/GQ-2 sobre a expressão da p-

p38 e inibição da expressão de TNFα. Assim como, a LPSF/GQ-2 foi protetora frente 

ao aumento da expressão de p38 e JNK induzido pelo LPS, os quais respondem 

pela produção de TNFα e ROS respectivamente. 

A Rosiglitazona, uma TZD comercial utilizada para o tratamento da diabetes, 

apresentou efeitos protetores sobre a expressão de NFκB e IκB no modelo de 

inflamação pulmonar aguda induzido por paraquat (LIU et al., 2013). Assim como, 

anteriormente já demonstrou eficácia sobre a redução de NO e MPO em um modelo 

de inflamação aguda induzida por endotoxemia (LIU et al., 2005). Esses estudos 

indicam elevada eficácia protetora dos agonistas de PPARγ para o controle da 
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inflamação aguda na LPA/SDRA. No entanto, os efeitos adversos apresentados 

pelas TZDs comercialmente disponíveis como: ganho de peso, hepatotoxidade 

(Troglitazona) e cardiotoxidade (Rosiglitazona) limitaram seu uso na prática clínica 

(WANG; DOUGHERTY; DANNER, 2016).  

Neste aspecto avanços estão sendo feitos para o desenvolvimento de 

compostos TZDs mais seguros, eficazes e com menor risco de efeitos adversos. Na 

LPA/SDRA o potencial anti-inflamatório dos agonistas PPARγ não pode ser 

descartado (WANG; DOUGHERTY; DANNER, 2016).Recentemente, um estudo 

demonstrou novos detalhes estruturais para o desenvolvimento de novas TZDs com 

menor potencial para efeitos adversos (JANG et al., 2018). 

Alguns estudos tem relatado que parte dos efeitos indesejáveis devem-se a 

ativação cruzada de não alvos “off targets”, ou falha na seletividade ao PPARγ 

(WANG; DOUGHERTY; DANNER, 2016). Outro aspecto relacionado a produção de 

efeitos indesejáveis tem sido correlacionado a ativação das ERKs, a qual resulta em 

inativação do PPARγ através da fosforilação, o que prejudica sua atividade 

transcricional e induz um perfil inflamatório (SMITH et al., 2009).  

A Rosiglitazona, Ciglitazona, Troglitazona e Pioglitazona alternativamente 

ligam-se ao receptor de ácido graxo livre (GPR40) o qual induz a ativação da ERK 

(WANG; DOUGHERTY; DANNER, 2016). A Rosiglitazona provoca uma ativação 

mais prolongada de ERK, comparada com a Pioglitazona (SMITH et al., 2009). 

Esses efeitos podem explicar as diferenças relacionadas a eficácia e segurança 

entre as TZDs. Em 2010, a Rosiglitazona foi retirada do mercado brasileiro por 

questões de relacionadas a cardiotoxidade. No entanto, a Pioglitazona continua no 

mercado mundial por demonstrar menor risco de efeitos adversos graves.  

Nossos dados mostram que a LPSF/GQ-2 foi capaz de inibir a expressão das 

formas ativas fosforiladas da ERK, p38 e JNK, obtendo um importante efeito anti-

inflamatório que se reflete na inibição da expressão de TNFα, IL-1β e IL-6 

observadas neste modelo. Em contraste, a LPSF/RA-4 não ofereceu proteção sobre 

os níveis de expressão de IκB, NFκB, ERK, p38 e JNK que obtiveram valores muito 

similares ao grupo LPS. O menor efeito da LPSF/RA-4 pode ser um reflexo da 

ativação sobre a via da ERK considerada problemática e indutora de perfil 

inflamatório. O tratamento com dexametasona inibiu consideravelmente a ERK e a 

p38, promovendo também a inibição da sinalização da via do NFκB, porém não 

houve benefícios sobre a inibição da expressão da p-JNK. Esses dados mostram um 
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benefício adicional da LPSF/GQ-2, pois foi o único tratamento capaz de inibir a 

expressão das formas fosforiladas de todas as MAPKs analisadas.  

A PARP-1 possui papel chave na regulação da LPA induzida por LPS em 

modelos animais, assim como em processos envolvendo aumento do estresse 

oxidativo (LIAUDET et al., 2002).  A excessiva ativação de PARP-1 relaciona-se a 

morte celular associada a mitocôndria em tecidos lesados e constitui outro 

mecanismo para exarcebar a inflamação (BA; GARG, 2011). A PARP-1 regula a 

expressão de citocinas dependentes da ativação de NFκB, moléculas de adesão e 

iNOS (SETHI; DHARWAL; NAURA, 2017).  Estudos conduzidos em macrófagos 

murinos reportam que a estimulação ao LPS aumenta a ligação de PARP-1 ao NFκB 

(p65) resultando em ribosilação e aumento da atividade transcricional do NFκB. 

Também foi reportado que a ativação de ERK possui um importante papel na 

ativação de PARP-1 (LIU et al., 2012). Outros estudos indicam que PARP-1 está 

implicado na regulação de p38 e JNK, normalmente associados a morte celular e 

aumento do estresse oxidativo (RACZ et al., 2010).  

 Neste estudo, LPSF/GQ-2 reduziu a expressão de PARP, p-p38 e JNK 

indicando efeito protetor contra a morte celular, porém neste aspecto outros 

marcadores precisam ser avaliados, utilizando inibidores específicos das MAPKs e 

marcadores de apoptose com vista a esclarecer o seu  mecanismo de ação, assim 

como seu papel protetor. 
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8. CONCLUSÃO 

 

 As TZDs representam um potencial terapêutico na LPA/SDRA. Nesse estudo, a 

LPSF/GQ-2 apresentou excelente proteção tecidual frente a infiltração celular de 

PMNs, NO, citocinas pró-inflamatórias, MAPKs e NFkB; 

 

 A LPSF/RA-4 obteve baixa eficácia frente a inflamação induzida pelo LPS, esse 

aspecto pode estar relacionado a ativação da ERK que conduz a um perfil 

inflamatório por inativar o PPARγ. Outro aspecto que poderia explicar a falta de 

efetividade da LPSF/RA-4 é a biodisponibilidade oral que não foi investigada 

nesta série de TZDs; 

 

 Adicionalmente, LPSF/GQ-2 também reduziu significativamente a expressão de 

PARP1 que pode indicar efeito protetor frente a morte celular. 

 

 Os dados obtidos nesse estudo indicam elevado potencial anti-inflamatório para a 

LPSF/GQ-2 contra modificações teciduais, expressão de citocinas e fatores de 

transcrição pró-inflamatórios da LPA/SDRA. 
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