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RESUMO

PAVANI, C. C. S. Efeitos do 2-AG, através da inibicdo da monoacilglicerol
lipase, em um modelo murino de inflamacao pulmonar aguda induzida por
LPS. [Effects of 2-AG, through monoacylglicerol lipase inhibition, in a murine modelo
f acute lung injury LPS-induced]. 2014. 156 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, S&o
Paulo, 2014.

A sinalizagédo por endocanabinoides é finalizada por meio de hidrolise enzimatica;
um processo que para o endocanabindide 2-Arachidonoylglycerol (2-AG) € mediado
pela lipase monoacilglicerol (MAGL). O JZL184, € um farmaco que apresenta alta
seletividade na inibicdo da MAGL. Assim, o JZL184 aumenta os niveis de 2-AG que,
por sua vez, atua sobre os receptores canabindides CB1 e CB2 produzindo diversos
efeitos como, por exemplo, o anti-inflamatério. A inflamag&o pulmonar aguda (ALI) e
a sua forma mais grave, a sindrome do desconforto respiratorio agudo (SDRA), em
humanos, sdo doengas pulmonares, caracterizadas por infiltrado pulmonar bilateral
com acumulo de neutrofilos. A sepse € a causa mais comum da ALI/SDRA;
aproximadamente 40% de pacientes com sépsis, também apresentam ALI ou ARDS
e a ALI/ARDS sao sindromes graves associadas com mortalidade superior a 40%.
Considerando que n&o ha cura para a ARDS / ALI, foi utilizado um modelo murino de
ALl para averiguar se a inibicdo da MAGL seria capaz de aliviar os sintomas
inflamatérios ou, até mesmo, promover a cura do processo. Para isso, foram
analisados fatores que promovem a migragéo de leucécitos para o pulméo e o dano
tecidual. Ainda, para avaliar se os LPS e/ou o JZL184 promoveram mudang¢as no
sistema nervoso central, foram avaliados a atividade locomotora no campo aberto
(CA), a ansiedade no labirinto (LCE), a capacidade de adaptagdo em CA e os niveis
de glicocorticoides seéricos, assim como os niveis hipotalamicos de citocinas. Assim,
o JZL184, foi administrado por via intraperitoneal (i.p.) e 60 minutos depois o LPS foi
instilado por via intranasal. As analises foram realizadas 6, 24 e/ou 48 horas apoés a
indugdo da ALI. Observou-se que a inibicado MAGL diminuiu a migragcdo de
leucocitos para os pulmdes, bem como a permeabilidade vascular e o dano tecidual.
O JZL184 também reduziu os niveis de citocinas e quimiocinas e o extravasamento
vascular no lavado bronco alveolar (LBA), a atividade de MPO no tecido pulmonar e
a expressao da molécula de adesao no sangue e no LBA. Os receptores CB1 e CB2
foram considerados como envolvidos nos efeitos anti-inflamatérios produzidos pelo

JZ1.184 porque o AM281, um antagonista seletivo do receptor CB1, e o AM630, um



antagonista seletivo do receptor CB2, reduziram ou bloquearam os efeitos anti-
inflamatérios para JZL184. O LPS e o JZL184 n&o promoveram comportamento
doentio e tampouco alteraram os parametros de ansiedade. Entretanto, o LPS e/ou o
JZL184 aumentaram a expressdo génica de citocinas hipotalamicas. Concluiu-se
que a inibigdo MAGL produziu efeitos anti-inflamatérios no modelo murino de ALI
induzida por LPS, uma descoberta que foi considerada uma consequéncia da
ativacdo dos receptores canabindide CB1 e CB2. A inibicdo da MAGL pode ser, no
futuro, uma ferramenta terapéutica relevante para o tratamento de inflamacdes

pulmonares.

Palavras-chave: Endocanabindide. JZL184. Canabindide. Dano tecidual
pulmonar. Lipopolissacarideo.



ABSTRACT

PAVANI, C. C. S. Effects of 2-AG, through monoacylglicerol lipase inhibition, in
a murine modelo f acute lung injury LPS-induced. [Efeitos do 2-AG, através da
inibicdo da monoacilglicerol lipase, em um modelo murino de inflamag¢ao pulmonar
aguda induzida por LPS]. 2014. 156 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2014.

Endocannabinoid signaling is terminated by enzymatic hydrolysis, a process that, for
2-Arachidonoylglycerol (2-AG), is mediated by monoacylglycerol lipase (MAGL). The
JZL184, is a drug that inhibits MAGL and presents high potency and selectivity.
Thus, JZL184 increases the levels of 2-AG, an endocannabinoid that acts on the
CB1 and CB2 cannabinoid receptors, and has shown anti-inflammatory effects. Acute
lung injury (ALI) and its most severe form the acute respiratory distress syndrome
(ARDS), in humans, are lung diseases, characterized by bilateral pulmonary infiltrate
with neutrophils accumulation. The sepsis is the most common cause of ALI / ARDS;
approximately 40% of patients with sepsis have also ALI or ARDS. ALI and ARDS
are severe syndromes associated with mortality 40% exceeding rates. Considering
that there is no cure for ARDS/ALI, we used a ALI murine model to evaluate if the
MAGL inhibition was able to alleviating the inflammatory symptoms or even promote
the cure. For this, factors that promote migration of leukocytes into the lungs and the
tissue damage were analyzed. Still, to assess whether LPS and / or JZL184
promoted changes in the central nervous system, the locomotor activity and ability to
adapt were evaluated in the open field end the anxiety in the plus maze. Were also
evaluated the glucocorticoid levels in the serum, and the hypothalamic levels of
cytokines. Thus, the JZL184 was used intraperitoneally, 60 minutes after LPS was
intranasally instilled and 6, 24 and/or 48 hours, after induction of ALI, analyzes were
performed. It was observed that the MAGL inhibition decreased the leukocyte
migration into the lungs as well as the vascular permeability and the lung damage.
JZL184 also reduced the cytokine and chemokine levels and the vascular
extravasation in the BAL, the MPO activity in the lungs and adhesion molecule
expression in the blood and BAL. The CB1 and CB2 receptors were considered
involved in the anti-inflammatory effects of JZL184 because the AM281, a selective
CB1 receptor antagonist, and the AM630, a selective CB2 receptor antagonist,
reduced or blocked the anti-inflammatory effects previously described for JZL.184.
The LPS and the JZL184 did not promote unhealthy behavior and did not change the



parameters of anxiety. However, LPS and/orJZL184 increased gene expression of
hypothalamic cytokines. It was concluded that MAGL inhibition produced anti-
inflammatory effects in a murine model of LPS-induced ALI, a finding that was
considered a consequence of the activation of the CB1 and CB2 cannabinoid
receptors. The MAGL inhibition in the future may be a therapeutic tool for the

pulmonary inflammation treatment.

Keywords: Endocanabinnoide. JZL184. Canabinnoide. Lung damage.
Lipopolysaccharide.
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1 INTRODUGAO

Segundo Ader (ADER, 2000), neuroimunomodulagdo € a ciéncia que estuda
as relagdes entre o comportamento, as fungcdes neurais e enddcrinas e 0s processos
imunes; segundo este autor, a complexidade da imunorregulagdo ndao pode ser
entendida sem que se leve em consideragdo o organismo como um todo e suas
interacoes.

Estudos tém indicado a importéncia do sistema endocanabindide (SE) em
diferentes processos fisiopatologicos; em especial, relata-se ter ele um importante
papel na regulagdo da secregcdo hormonal, através de uma ag¢ao primaria que exerce
no hipotalamo e/ou direta na hipdéfise (DI MARZO; BIFULCO; DE PETROCELLIS,
2004); mostrou-se serem os endocanabindides capazes de modular a resposta
imune e inflamatoria dentre varias outros efeitos (COTA et al., 2003).

O papel do SE como um sistema de sinalizagdo endégeno, comegou a ser
estudado a partir da caracterizagdo dos receptores CB1 (DEVANE et al.,, 1988;
MATSUDA et al., 1990) e CB2 (SCHATZ et al., 1997), expressos em varias células
do organismo de mamiferos (GALIEGUE et al., 1995; HASHIMOTODANI; OHNO-
SHOSAKU; KANO, 2007). A descoberta destes receptores levou, naturalmente, a
procura por endocanabindides, sendo eles a anandamida (AEA) e a 2-
araquidonilglicerol (2-AG).

Estes endocanabindides s&o metabolizados por enzimas intracelulares. A
AEA ¢ hidrolisada pela fatty acid amide hydrolise (FAAH). Embora a 2-AG possa ser
hidrolisada também pela FAAH (DI MARZO et al., 1998; BISOGNO; LIGRESTI; DI
MARZO, 2005) uma enzima distinta, a monoacilglicerol lipase (MAGL), desempenha
papel predominante na hidrolise deste endocanabindide (HASHIMOTODANI;
OHNO-SHOSAKU; KANO, 2007; CABRAL; GRIFFIN-THOMAS, 2009).

Considerando estes fatos, o emprego do JZL184 (4-nitrophenyl-4-(dibenzo[d]
[1,3]dioxol-  5-yl  (hydroxy)methyl)piperidine-1-carboxylate), um inibidor da
degradacgédo do 2-AG, tem se mostrado uma importante ferramenta farmacologica,
para investigar as fungdes da 2-AG em respostas inflamatérias e imunes através do
bloqueio da sua degradacgédo pela MAGL, pois amplifica suas ag¢des intrinsecas.

Pareceu-nos, assim, relevante abordar os efeitos da inibicdo da MAGL dentro de
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uma perspectiva neuroimune no modelo de inflamagéo pulmonar aguda induzida por
LPS.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 NEUROIMUNOMODULACAO

A neuroimunomodulagao foi conceituada, inicialmente, como a area de estudo
qgue avaliava as influéncias exercidas pelo sistema nervoso sobre a resposta imune
(REICHLIN, 1993). Gracas a evolugdo dos conhecimentos sobre este campo da
ciéncia, a neuroimunomodulacido atualmente é definida como a area que estuda as
inter-relacdes existentes entre o Sistema Nervoso Central (SNC) e o Sistema Imune
(SI) (COSTA-PINTO et al., 2009; ALVES; RIBEIRO; PALERMO-NETO, 2012;
ZAGER et al., 2013). O termo inter-relagdes foi aqui empregado porque sabe-se hoje
serem estas relagdes bidirecionais, ou seja, o SNC direciona fatores internos, como
a ativacdo do sistema endocrino, e externos, como traumas, produtos téxicos e
microrganismos, que modificam a atividade do SI (MADDEN; FELTEN, 1995); em
contrapartida, o Sl, através da secrecdo de produtos como interleucinas e
prostaglandinas modula a atividade do SNC (BESEDOVSKY; DEL REY, 1996;
GOEHLER; LYTE; GAYKEMA, 2007; KIRSTEN et al., 2012).

Destaque-se, a esse respeito, que as primeiras constatacdes da existéncia de
comunicagao entre os dois super-sistemas foram feitas de forma pioneira por Hans
Selye (SELYE, 1998). Selye mostrou que o estresse causava alteragdes no tamanho
do timo, do bago e dos linfonodos (modulagdo SNC = SI). Mais adiante, Wexler,
Dolgin e Tryczynski (1957) mostraram ocorréncia de uma ativagdo do eixo
hipotalamo-hipdfise-adrenal (HPA) apds a administragdo de uma endotoxina
bacteriana, modulando o Sl e, consequentemente, o SNC (S| modula o SNC)
(WEXLER; DOLGIN; TRYCZYNSKI, 1957).

Uma das descobertas mais notaveis da biologia foi a caracterizagdo do
compartilhamento bioquimico entre os sistemas nervoso e o imune; caracterizavam-
se, assim, as bases moleculares da interacdo imune-neuro-endocrina (BLALOCK;
SMITH, 1980). Foram Blalock e Smith (1980) que primeiramente mostraram serem
os leucdcitos capazes de produzir um peptideo, com caracteristicas semelhantes ao
liberado pela hipodfise, identificado posteriormente como sendo o hormdnio
adrenocorticotropico (ACTH). A partir deste marco, foram estabelecidas as bases
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moleculares para a interagdo entre os sistemas imune e neuroendocrino, tendo-se
mostrado a expressao de receptores para horménios, neurotransmissores e
neuropeptideos, assim como para seus ligantes, em células do Sl; mostrou-se,
também, que citocinas produzidas por células do SNC estimulavam e modulavam a
comunicagdo neuronal (SMITH; BLALOCK, 1988). De fato, sabe-se hoje que
produtos do Sl e do eixo neuro-enddécrino coexistem em tecidos linféide, enddcrino e
neural. Hormonios, neurotransmissores e neuropeptideos afetam o Sl, assim como
produtos de células imunes e outros originados de processos inflamatérios, como
interleucinas e  prostaglandinas, afetam mecanismos neuro-endocrinos
(BESEDOVSKY; DEL REY, 1996).

Blalock (1984) prop6s que o Sl, além de sua fungdo na defesa do organismo,
atuaria como um tipo de funcdo sensorial; serviria neste caso para detectar
estimulos que n&o poderiam ser ouvidos, vistos, cheirados, degustados ou sentidos
(BLALOCK, 1984). Especificamente, ele sugeriu que o Sl poderia funcionar como
um “Sexto Sentido” capaz de detectar e levar o organismo a responder a organismos
invasores tais como patdgenos ou presenga de tumores ou alérgenos. Por ter
grande sensibilidade e especificidade, sabe-se hoje que esse “6rgéo sensorial’
mobiliza o corpo a responder prontamente a esses desafios; esta capacidade
sensorial tem seus fundamentos nas bases moleculares propostas para a analise
das interagbes entre os sistemas imune e neuroenddcrino ja que os leucdécitos

individualmente ndo estédo diretamente conectados ao SNC (BLALOCK, 2005).

2.2 O SISTEMA NERVOSO CENTRAL, O SISTEMA IMUNE IMUNE E O
ESTRESSE

Estresse € um termo de amplo uso diario, conhecido como uma das mais
importantes enfermidades, possivelmente devido ao ritmo e ao estilo de vida
acelerados pelo ser humano da atualidade. O estresse assumiu uma posi¢cao
complexa como imunomodulador em uma ampla variedade de respostas bioldgicas.
Sabe-se que a resposta do organismo varia de acordo com o estressor e com o
tempo que o individuo foi exposto (COSTA-PINTO; PALERMO-NETO, 2010). A
crescente investigacdo na area do estresse deve-se ao fato de ser a exposicéo a
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estressores capaz de influir no aparecimento de diversas enfermidades
(CHROUSOS; GOLD, 1992).

No inicio do século XX, o fisiologista Walter Cannon utilizou o conceito de
“‘Milieu interieur”, proposto por Claude Bernard, para afirmar que os organismos
eram capazes de manter o equilibrio fisiolégico (homeostase) na vigéncia de
perturbagdes causadas por mudangas nos ambientes externos (GOLDSTEIN;
MCEWEN, 2002). Em suas pesquisas, Cannon destacou o Sistema Nervoso
Autdbnomo Simpatico (SNAS) como elemento chave para a manutengdo da
homeostase, ao observar que este sistema reagia frente a diferentes situagdes de
emergéncia como dor, hemorragia ou frio. Cannon também introduziu o conceito de
luta ou fuga ou reacdo de alarme a reagdo apresentada pelos animais frente a
situagbes ameacgadoras. Cabe destacar de seus trabalhos que, dentre a gama de
situagdes adversas, incluiam-se estimulos fisicos, como o calor e a hipotensdo mas,
também, os estimulos psicolégicos (aspecto fundamental da atual definigdo de
estresse) (PACAK; PALKOVITS, 2001).

Dentro de uma perspectiva histérica, a verdadeira origem do que conhecemos
hoje como estresse surgiu com os trabalhos do endocrindlogo Hans Seyle. A partir
do ano de 1936, Seyle desenvolveu e popularizou o conceito de estresse como “a
resposta especifica do organismo frente a qualquer demanda”.

Nos primeiros trabalhos de Seyle, o termo “estresse” era empregado tanto ao
estimulo que causava as alteragdes fisiologicas como a resposta do organismo a
este estimulo. Por isso, anos mais tarde, Seyle definiu o termo estressor para o
agente, ou estimulo estressante que da lugar a perturbacdo, diferenciando-o de
estresse, isto é, da resposta inespecifica do organismo frente ao desequilibrio.
Atualmente, a terminologia mais adequada é: estimulo estressante (estressor),
estresse (estado do organismo) e resposta ao estresse (ARMARIO, 2006).

Em seus trabalhos, Seyle observou que animais expostos a diferentes
situagbes adversas de carater fisico apresentavam uma resposta fisiologica
estereotipada comum caracterizada por perda de peso, hipertrofia das adrenais,
formagao de ulceras gastrointestinais e redugdo do tamanho e peso do timo e dos
nodulos linfaticos. Independente do agente estressor utilizado, este quadro foi
definido como “sindrome geral de adaptagdo” compreendida em: (1) a “reacdo de
alarme”, caracterizada por uma descarga imediata de adrenalina pelo sistema

nervoso autdbnomo simpatico (SNAS); (2) a “etapa de adaptac&o”, onde ocorreriam
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importantes mudangas na fisiologia do estressado e (3) a “etapa de esgotamento”,
que apareceria quando o estressor persistisse ultrapassando os mecanismos
adaptativos e provocando a morte do organismo.

Seyle mostrou, ainda, que as mudancas fisioldégicas mais relevantes induzidas
pelo estresse estavam associadas a liberagdo de glicocorticoides pelo cortex das
adrenais, que contribuia para a homeostase do organismo frente a situagbes
adversas podendo, ainda, ser responsavel pelo desenvolvimento de doengas em
casos de desequilibrio. Desta maneira, Seyle propos que o principal sistema efetor
da resposta do organismo frente aos agentes nocivos e perigosos (estressores) era
o eixo hipotalamo-pituitaria-adrenais (HPA).

Tomados em seu conjunto, os dados de Cannon e Seyle mostram que a
exposicao a situagbes de estresse, em vertebrados, implica principalmente na
ativacdo de dois grandes sistemas: (i) o sistema nervoso autbnomo (SNA),
especialmente o ramo simpatico (SNAS) com a liberagdo de adrenalina e
noradrenalina (NA); e (ii) o eixo HPA, responsavel pela liberagc&o de glicocorticoides.

No geral, o organismo se prepara para uma situagdo de alarme e para isto
precisa mobilizar energia de forma rapida para favorecer os comportamentos ativos.
O eixo HPA e o caminho noradrenérgico/ automémico do locus ceruleus atuam de
forma sinérgica sendo os principais componentes desta resposta as catecolaminas e
os glicocorticdides. Ambos, catecolaminas e glicocorticéides, ajudam a manter a
homeostase frente as alteracbes deflagradas pelo estresse (MUNCK; GUYRE;
HOLBROOK, 1984; MCEWEN, 1998).

O Sistema Imune (SI) pode ser afetado pelo estresse através da inervacao
simpatica de orgaos linfoides primarios e secundarios, liberando neuropeptidios e
neurotransmissores (STEVENS-FELTEN; BELLINGER, 1997; MIYAN; BROOME;
AFAN, 1998), que atuam em receptores especificos para fatores neuroenddcrinos
presentes em ceélulas imunocompetentes (TURNBULL; RIVIER, 1999). A modulagao
direta ou indireta da atividade dessas células por fatores como ACTH, horménios
esteroides, adrenalina, NA, serotonina (5HT), dopamina (DA), opioides enddgenos,
entre outros, constitui uma importante via através da qual o sistema neuroenddécrino
influencia as respostas imunes (BESEDOVSKY; DEL REY; SORKIN, 1985;
BLALOCK, 1994; JORGENSEN et al., 2002).

Trabalhos realizados em nossos laboratorios relacionaram o estresse a

alteragdes no sistema imune e comportamento. Neste contexto, camundongos, filhos
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de mées tratadas com o estressor LPS em periodo gestacional, apresentaram,
quando jovens ou adultos, niveis de adrenalina e de corticosterona aumentados
(ZAGER et al., 2013). A exposicao de ratas gestantes ao LPS bloqueou o sistema
dopaminérgico envolvido com a fungdo motora da prole em sua vida adulta e a
resposta desta prole a um desafio com LPS resultou em comportamento doentio
(Kirsten et al. 2010). Estudos mostraram ainda que o estresse afetou a distribuicédo e
a migragcado de leucocitos, a producdo de citocinas e a relagdo entre células
TCD4/TCD8, além de inibir a produg¢ao de anticorpos e a atividade de macrofagos e
de células “natural killer’(NK) (PALERMO NETO; MASSOCO; FAVARE, 2001;
FONSECA; MASSOCO; PALERMO-NETO, 2002; PALERMO-NETO; DE OLIVEIRA
MASSOCO; ROBESPIERRE DE SOUZA, 2003; COSTA-PINTO; PALERMO-NETO,
2010).

O principal regulador do efeito dos glicocorticoides sobre o sistema imune € o
eixo HPA, tendo como seus principais componentes o nucleo paraventricular do
hipotalamo (PVN), a glandula hipdfise e a glandula adrenal, que levam a liberagéo
de glicocorticoides na circulagdo (Figura 1) e por feedback a inibicdo de sua
producéo (Figura 2) (WEBSTER; TONELLI; STERNBERG, 2002). O funcionamento
do eixo HPA é dependente do controle de outras porgbes do cérebro como o
hipocampo e o sistema limbico. A ativagao do eixo HPA em resposta a estressores é
o resultado da atuagdo do nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN). A ativagao
do PVN segue um caminho que pode envolver muitas estruturas encefalicas
superiores como o cortex pré-frontal (PFC), a formagao hipocampal (HF), o septo
lateral (LS), sub-regides da amigdala, o nucleo estriado e um conjunto de nucleos
hipotalamicos. A projecédo das fibras catecolaminérgicas diretamente em neurénios
do PVN alcanca a adenohipdfise onde estimula a sintese e a liberacdo de horménio
adrenocorticotropico (ACTH) na circulagdo. Em seguida, o ACTH atua sore o cortex
da adrenal estimulando a sintese e secregdo de glicocorticoides (principalmente
cortisol em humanos e corticosterona em roedores) (Figura 1).
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Em altas doses, os glicocorticoides tém efeito imunossupressor e foi por essa
caracteristica que estes horménios ficaram conhecidos (FELSZEGHY; GASPAR;
NYAKAS, 1996; MCEWEN et al.,, 1997). Inicialmente, acreditava-se que as
alteragdes imunoldgicas imunossupressoras apresentadas por roedores ou
humanos, em resposta a agentes estressores, ocorriam devido a ag¢des dos
glicocorticéides liberados pela adrenal. Entretanto, mais tarde, Kass et al. (1991)
mostraram que a administracdo exdgena de corticosterona era importante na
recuperacdo de infecgcbes em animais adrenalectomizados (KASS et al., 1991).
Mostrou-se, ainda, que animais adrenalectomizados apresentavam uma
imunossupressao induzida pelo estresse, comprovando-se a participacdo de outros
sistemas além da ativac&o do eixo HPA e da liberagcdo de glicocorticoides, (KELLER
et al., 1983). Em seguida, observou-se que o SNAS também participava da resposta
ao estresse e da modulagéo da atividade imune (FRIEDMAN; IRWIN, 1997) (Figura
3). As catecolaminas tém sido descritas, nos ultimos 30 anos, como importantes
imunomoduladores, apds exposicdo a um estimulo estressor, por atuarem em
adrenoreceptores a e B. A ligacdo das catecolamonas muito especialmente nos 32
adrenoreceptores induzem o aumento ou supressao da atividade de células imunes,
incluindo-se aqui a proliferacdo celular, producdo de citocinas e de anticorpos,
atividade litica e migragao celular (KOHM; SANDERS, 2000). Estudos in vivo e in
vitro mostraram que a noradrenalina pode inibir ou estimular uma resposta imune
dependendo de inumeras variaveis, como o tipo de receptor adrenérgico envolvido,
a dose de agonista empregada, o tipo de antigeno para iniciar a resposta imune e os
subtipos de células afetadas (DEL REY; BESEDOVSKY, 2008). Estudos tém
mostrado, ainda, uma reducao da resposta do eixo HPA apds lesbes seletivas por 6-
hidroxidopamina de vias catecolaminérgicas (RITTER et al., 2003). Exemplificando,
lesdes em neurdnios noradrenérgicos e adrenérgicos que inervam o PVN, diminuem
a liberacéo de corticosterona apos privagao de glicose (RITTER et al., 2003).

Sabe-se, hoje, que a secregao exacerbada de glicocorticéides representa uma
ameaga ao bem-estar do organismo (LUPIEN; MCEWEN, 1997; ELENKOV,
CHROUSOS, 1999); assim, por exemplo, mostrou-se envolvimento dos mesmos na
patogénese da asma, na hipertensdo e na vigéncia de alteragbées cardiovasculares
(PLOTSKY; CUNNINGHAM; WIDMAIER, 1989; MCEWEN; STELLAR, 1993), na
depressdo, nas desordens pos-traumaicas (TAGAY et al., 2005), na
neurodegeneragdo (SAPOLSKY; ROMERO; MUNCK, 2000) na doenca de
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Alzheimer (LANDFIELD et al., 1991), nas alteragdes do comportamento alimentar,
nos transtornos do estado de humor e ansiedade (ZHU et al., 2014), nos transtornos
psicoticos, como a esquizofrenia (WALKER; MITTAL; TESSNER, 2008) e na
propensdo ao consumo de drogas (PIAZZA; LE MOAL, 1997). Todos estes
transtornos tém um impacto significativo na resposta imune (BERCZI, 1998). Por
outro lado, como mostra figura 2, os glicocorticoides sdo capazes de regular a
atividade do eixo HPA mediante retroinibicdo exercida principalmente no hipocampo,
hipotalamo e hipofise (ARMARIO, 2006).

Figura 3 — Efeitos do estresse sobre o eixo HPA e o Sistema Nervoso Simpatico

Estimulo estressor

}

Sistema Limbico

<\

Hipotalamo Sistema Nervoso Simpatico

l CRH l
Hipafise Medula Supra-renal
l ACTH l
NOREPINEFRINA
i EPINEFRINA
| GLICOCORTICOIDES |
Legenda: Hormédnio liberador de corticotrofina (CRH); horménio adrenocorticotrépico (ACTH);
adrenalina (epinefrina); noradrenalina (norepinefrina)

Fonte: (TANNO; MARCONDES, 2002)

O eixo HPA nao € o unico responsavel pelo controle da resposta ao estresse.
O hipocampo também €& uma area atuante na regulacéo da resposta orgéanica aos
estressores. Receptores para glicocorticoides estdo presentes no hipocampo, que
por sua vez, modula a liberacdo deste hormdnio através de seus efeitos inibitérios
sobre o eixo HPA. A formagdo hipocampal esta associada aos aspectos cognitivos
da resposta ao estresse (MCEWEN; SAPOLSKY, 1995) e ao aprendizado e a
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memoria (MORGADO, 2005). Neste sentido, o aumento de forma aguda dos niveis
de catecolaminas e de corticéides facilitam a formagcao de memoarias relacionadas a
eventos considerados emotivos (ROOZENDAAL, 2000). Ja a manutengao de forma
cronica dos niveis elevados de hormonios relacionados ao estresse, principalmente
dos glicocorticoides, contribui para prejudicar as fungbes cognitivas e promover
lesbées no hipocampo (MCEWEN; SAPOLSKY, 1995; LUPIEN; MCEWEN, 1997).

O LPS pode ser considerado como um estressor pois ativa preferencialmente
macrofagos e linfocitos B, induzindo a produgdo de citocinas que, por sua vez,
estimulam o eixo HPA liberando glicocorticoides. Estados de medo, ansiedade e
depressao, que também estéo ligados a um aumento da atividade do eixo HPA, tém
sido correlacionados a um déficit pronunciado de imunidade, em especial, do
numero de células esplénicas, da proliferacdo de linfécitos B, linfoécitos T helper e
linfocitos T citotdxicos, da atividade e numero de células natural killer (NK) e da
atividade de macréfagos (PALERMO NETO; MASSOCO; FAVARE, 2001;
PALERMO-NETO; DE OLIVEIRA MASSOCO; ROBESPIERRE DE SOUZA, 2003;
SA-ROCHA; SA-ROCHA; PALERMO-NETO, 2006). Os glicocorticéides ligam-se a
receptores citoplasmaticos especificos presentes em linfécitos T e B e em
macrofagos, inibindo a proliferagdo de células T estimuladas por mitogenos e por
aloantigenos (in vitro) (MADDEN; FELTEN, 1995). Por outro lado, a presenca de
macrofagos pode modificar as reagbes das células T aos glicocorticoides; neste
sentido, mostrou-se que a adi¢cao de glicocorticoides inibiu a atividade de células T,
no entanto, quando os macrofagos ativados e/ou seus produtos estavam presentes,
preveniu-se a supressao da atividade de células T mediada pelos glicocorticoides
(MADDEN; FELTEN, 1995).

Neste sentido, sabe-se que os glicocorticoides induzem uma mudanga do perfil
de citocinas Th1 para um perfil de citocinas Th2. A imunidade Th1 (imunidade
celular) é caracterizada pela expressdo de citocinas pré-inflamatoérias, tais como
intérferon (IFN)- y, IL-2 e fator de necrose tumoral (TNF)- a, resultando em uma
diferenciagdoo de macrofagos, de células NK e de células T citotoxicas, que estao
envolvidas na fagocitose e destruigdo de bactérias invasoras ou corpos estranhos. A
imunidade Th2 (imunidade humoral) € caracterizada pela produgdo de citocinas anti-
inflamatdrias, tais como IL-4, IL-10 e IL-13, resultando na diferenciacdo de
eosinofilos, mastocitos e células B, que leva a uma defesa de antigenos mediada
por anticorpos (WEBSTER; TONELLI; STERNBERG, 2002). Assim, acredita-se que
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a mudancga de perfil de citocinas induzida pelos glicocorticoides seja consequéncia
de uma regulacdo negativa das citocinas Th1, permitindo, assim, a expressao
dominante de citocinas Th2 (FRANCHIMONT et al., 2000; AGARWAL; MARSHALL,
2001).

Células da microglia, astrocitos e certos neurénios podem produzir citocinas
como a IL-1B, IL-6 e TNF-a (ROTHWELL; HOPKINS, 1995). Inicialmente,
acreditava-se que essas citocinas eram produzidas e liberadas durante processos
inflamatorios, infecciosos e autoimunes em associagdo com a migragao de ceélulas
imunes para o cérebro. Mais tarde, mostrou-se que tanto a administragao periférica
de LPS (GATTI; BARTFAI, 1993; LAYE et al., 1994) como o estresse por
imobilizagdo (MINAMI et al., 1991) induziam a expressé&o de citocinas no SNC. Estes
efeitos foram tido como decorrentes do rompimento da barreira hematoencefalica
pelo LPS (LUSTIG et al., 1992). No entanto, observou-se que a administragao
periférica de baixas doses de LPS (<20ug/kg) (que n&o ultrapassavam a barreira
hematoencefalica e que ndo causavam alteragcdes evidentes em roedores) também
resultavam na indugdo da expressado de citocinas no SNC, mais especificamente,
encontrou-se alta expressdo de IL-13 e IL-6 no hipotalamo e no hipocampo de
camundongos enquanto que a expressdo de TNF-a foi mais acentuada no talamo-
estriado, sugerindo estes fatos que a estimulacdo do sistema imune pela via
periférica € capaz de promover aumento na expressdo de citocinas no SNC
(PITOSSI et al., 1997). Neste sentido, existem evidéncias de que células neurais s&o
capazes de produzir citocinas (ROTHWELL; HOPKINS, 1995; BESEDOVSKY; DEL
REY, 1996), sendo assim €& possivel inferir que estas citocinas afetem fungdes
cerebrais.

Em resumo, os glicocorticéides parecem ser o elo comum entre os efeitos do
estresse sobre a imunidade; de fato, muitos dos efeitos de estressores sobre
leucocitos circulantes podem ser atribuidos ao aumento dos niveis deste horménio
(COSTA-PINTO; PALERMO-NETO, 2010). No entanto, durante o estresse, ha casos
em que se observa a imunidade alterada na auséncia de niveis de corticosterona
alterados, apontando para um possivel papel do SNAS e das catecolaminas
(COSTA-PINTO; PALERMO-NETO, 2010).

Portanto, diante da importancia da atuagcdo de glicocorticoides e citocinas
sobre o SNC, pareceu-nos relevante abordar de forma mais profunda os efeitos da
administragdo de LPS intranasal e do bloqueio da enzima degradadora do
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endocanabindide 2-araquidonilglicerol (2-AG), a monoacilglicerol lipase (MAGL),
sobre a imunidade e o comportamento de camundongos em um modelo de
inflamagdo pulmonar aguda induzida por LPS (modelo experimental da ALlI)
previamente tratados ou ndo com o farmaco JZL184.

2.3 NEUTROFILOS E MEDIADORES INFLAMATORIOS

No modelo de inflamacg&o pulmonar aguda, o macrofago alveolar residente de
roedores, assim como o de outras espécies animais como o homem, é uma das
principais células efetoras da imunidade cellular; suas principais caracteristicas sao:
a capacidade de fagocitar células estranhas como as lipoproteinnas plasmaticas e
eritrocitos envelhecidos, a eliminagdo de microorganismos e células tumorais, a
capacidade de sequestrar materiais ndo metabolizaveis e de secretar citocinas
(Gordon, 1986; Shevach, 1984). Apds o contato dos macrofagos com agentes
estranhos, ele passa de um estado dormente para outro, estimulado. Se o estimulo
continua, os macrofagos espdem integrinas em suas membranas que participam do
processo de ativagdo, como os receptors CR3, LFA-1 e ICAM-1. As integrinas, por
sua vez, reconhecem outras moleculas e matrizes extra-celulares, aumentando as
atividades metabdlicas e funcionais dos mesmos, resultando no aumento da
capacidade de espraiamento, fagocitose, produgao de espécies reativas de oxigénio
e nitrogénio e secregéo de citocinas. Quando isto ocorre, diz-se que os macrofagos
passam do estado estimulado para o estado ativado (ADAMS; HAMILTON, 1984;
JORENS et al., 1992; NEWSHOLME et al., 1999).

A resposta imune se desenvolve por meio de uma sucessao de mecanismos
que objetivam a protegcdo do organismo contra patdégenos que incluem virus, fungos,
bactérias e protozoarios. O sistema imune detecta e elimina estes microorganismos
ao discriminar as substancias proprias (self) das estranhas (non-self) ao organismo
(TAKEDA; KAISHO; AKIRA, 2003).

O reconhecimento do patdogeno ou produtos derivados de patdgenos em
diferentes compartimentos celulares, tais como membrana plasmatica, endossomo
ou citoplasma depende de receptores que incluem as familias dos toll-like receptors
(TLRs), dos retinoic acid-inducible-gene-I (RIG-)-like receptors (RLRs) e dos nod-
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like receptors (NLRs). Os TLRs sao proteinas transmembranas caracterizadas por
sequéncias extracelulares repetidas ricas em leucina especificas para cada TRL,
capazes de reconhecer um amplo grupo de patdégenos associados a padrbes
moleculares (pathogen-associated molecular patterns - PAMPs) de diferentes tipos
de microorganismos (KUMAR; KAWAI; AKIRA, 2009). A pouca variedade entre os
PAMPs permite que um pequeno numero de TLRs reconhegam diferentes
patogenos (ZHANG et al., 2007).

ApoOs esse reconhecimento, ha regulagcdo da expressdo de citocinas,
quimiocinas e moléculas co-estimuladoras que eliminam esses agentes (JANEWAY;
MEDZHITOV, 2002). O NF-kB, em células de mamiferos, corresponde a uma familia
de proteinas que regula a expressao de mais de 400 genes envolvidos em diferentes
funcbes, tais como expressdo de imunorreceptores, expressao de quimiocinas,
citocinas, moléculas de adesdo, proliferacdo celular, transformacgao, apoptose,
angiogenese, estresse oxidativo e metastase (BAEUERLE; HENKEL, 1994; LEE;
BURCKART, 1998; BATRA; DOYLE; O’NEILL, 2006; KIM; HAWKE; BALDWIN,
2006; BALAMAYOORAN; SAHOO, 2011).

Dentre os diversos genes regulados pelo NF-kB, destacam-se as citocinas
pro- inflamatorias como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-13 (IL-
1B), interleucina-6 (IL-6), as quimiocinas, como interleucina-8 (IL-8/CXCL1), proteina
inflamatodria de macréfago-2 (MIP-2/CXCL2), proteina quimioatraente de mondcitos-
1 (MCP-1/CCL2), além de enzimas como a oxido nitrico sintase induzida (i-NOS)
(DRISCOLL et al., 1995; SANCEAU et al., 1995; HARANT et al., 1996; KLEINERT et
al., 1996; IVASHKIV, 2011; LIEDTKE; TRAUTWEIN, 2012; PEDRUZZI et al., 2012;
BRASIER; ZHAO, 2014).

As citocinas e quimiocinas tém papel crucial no recrutamento e ativagao das
células do sistema imune para o foco inflamatério. Nesse contexto, os neutrofilos
destacam-se por sua rapida migracéo (LEE; DOWNEY, 2001; REUTERSHAN; LEY,
2004; RIBEIRO et al., 2012; COSTOLA-DE-SOUZA et al., 2013).

Os neutrofilos sdo leucocitos granuldcitos produzidos na medula 6ssea a
partir de células precursoras denominadas mieloblastos. Quando maduras, estas
células sao liberadas na corrente sanguinea. Por dia, cerca de 5-10x10'® neutrofilos
s&o formados na medula 6ssea de humanos, (SADIK; KIM; LUSTER, 2011). Os
neutrofilos sdo granulociticos polimorfonucleares e constituem aproximadamente 40-

50% da populacdo de leucdcitos na corrente sanguinea de humanos adultos e que
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circulam por cerca de seis horas. Apos este periodo, as células entram em apoptose
e sédo removidas (KOVACH; STANDIFORD, 2012).

Os neutrofilos maduros diferenciam-se morfologicamente dos demais
granulécitos por apresentarem nucleos segmentados em 3 a 5 I6bulos. Em seus
granulos citoplasmaticos os neutrofilos possuem enzimas proteoliticas capazes de
lisar praticamente todos os componentes de grande parte dos microorganismos;
apresentam em seu citoplasma quatro tipos de granulos: azurdfilos (primarios),
especificos (secundarios), terciarios e vesiculas secretoras. Os granulos azurdfilos,
ou primarios, contém, em geral, muitos componentes antimicrobianos e estao
ligados a sua atividade fagocitaria, destacando-se a enzima mieloperoxidase (MPO),
proteina catalizadora de produtos do burst respiratorio (clorito e peroxido de
hidrogénio). Ainda nos granulos especificos encontram-se, além de componentes
relacionados a fagocitose, receptores de membrana importantes para o desempenho
das fungdes celulares da resposta imune inata. Os granulos terciarios, assim como
nos secundarios, sdo caracterizados pela auséncia de MPO em seu interior e
constituem importante fonte de proteinas, que degradam a matriz extracelular, e de
receptores de membrana, necessarios para o processo de extravasamento e
diapedese dos neutrofilos (SEGAL, 2005).

Quando ocorre inflamacéao, os neutréfilos sdo os primeiros leucdocitos a serem
recrutados para o local da injuria; migram rapidamente da medula 6ssea para a
corrente sanguinea e do sangue e para o foco inflamatorio em quatro fases distintas:
mobilizagdo da medula 6ssea, marginagdo e rolamento sobre o endotélio de
microvasos, aderéncia e transmigragdo do vaso para o tecido inflamado ou
infeccionado (ALVES-FILHO; SPILLER; CUNHA, 2010; KOVACH; STANDIFORD,
2012). Para esses processos de interagcdo leucocito-endotélio, uma série de
moléculas de adesao sdo importantes, especialmente aquelas pertencentes a familia
das integrinas, imunoglobulinas, selectinas e caderinas (LANGER; CHAVAKIS,
2009). A B2-integrina e a L-selectina sdo conhecidas por facilitarem a adeséo
leucocitaria ao endotélio lesado (KISHIMOTO et al.,, 1989b; SIMON et al., 1992).
Estudos sorolégicos em roedores demonstraram que, no curso da inflamacgéo, a B2-
integrina e a L-selectina expressam-se de forma inversa, ou seja, a [2-integrina é
regulada positivamente enquanto a L-selectina & reprimida (KISHIMOTO et al.,
1989b; SIMON et al., 1992). Especula-se que esta relagao inversa é necessaria para
permitir a adesdo dos neutrofilos no tecido de interesse (ROCHON; FROJMOVIC,
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1992).

Atualmente, sabe-se que durante a inflamacgao, células residentes produzem
e secretam citocinas e quimiocinas, fagocitos migram para o local inflamado,
produzindo também diversas citocinas e mediadores lipidicos que modulam sua
propria fungdo e aquela de outras células como linfocitos e células endoteliais. Os
neutréfilos produzem menor quantidade de citocinas e quimiocinas por célula em
relagdo aos macrofagos, quando considerado o processo inflamatério agudo;
entretanto essas ceélulas sdo importantes fontes desses mediadores (CASSATELLA,
1995).

Citocinas sédo pequenos polipeptideos (cerca de 25 kD) produzidos em
resposta a estimulos como les&o tecidual e infecgdo. S&do as citocinas que regulam e
determinam a natureza de processos como crescimento e diferenciacao celular, o
processo inflamatério, a resposta imunologica e o reparo tecidual (NICOD, 1993;
HEEG; DALPKE, 2003). A concentragc&o sérica de citocinas é baixa em individuos
saudaveis, entretanto, na presence de patégenos sdo sintetizadas e liberadas a
partir de células residentes e migratérias aumentando sua concentragéo local e na
na corrente sanguinea (DINARELLO, 2000).

A primeira interleucina (IL) a ser descrita encontra-se dentre as mais potentes
moléculas que compdem o sistema immune: a IL-1. A IL-1 € composta por uma
familia de 11 membros: IL-1qa, IL-1B, IL-1Ra, IL-18, IL-33 e IL-1F5 - IL-1F10 (SIMS;
SMITH, 2010). Os subtipos IL-1a e IL-1B sdo os mais estudados, apresentam
atividades biologicas semelhantes e atuam sobre o mesmo receptor. A IL-13 € uma
citocina que tem agao sistémica, sendo produzida principalmente pelos mondcitos,
macroéfagos, neutrofilos, células epiteliais e células endoteliais, frente a estimulos,
tais como produtos bacterianos (e.g. LPS) e outras citocinas (e.g. TNF-a). A IL-1(3
age principalmente no recrutamento de neutréfilos induzindo a formagédo de
moléculas de ades&o endotelial (DINARELLO, 1996; DINARELLO, 2011). Em baixas
concentracdes, a IL-1B tem acdo nas células endoteliais, promovendo o aumento no
numero de moléculas de superficie para a adesao leucocitaria; em contrapartida,
concentracbes mais altas de IL-1B promovem efeito sistémico, como febre e
producdo de proteinas hepaticas de fase aguda, como o fibrinogénio e a proteina
sérica amildide A. No caso de niveis elevados persistentes, a interleucina pode
causar perda de células musculares e adiposas até a caquexia. Adicionalmente, a
atuagao concomitante de IL-13 e TNF-a & fenbmeno comum na inflamagéo aguda e
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podem apresentar correlacdo positive tanto entre seus niveis quanto com a
gravidade da doenga (DINARELLO, 2000).

O TNF-a é considerado um dos principais mediadores da resposta
inflamatoria aguda. Foi inicialmente identificado como um fator plasmatico capaz de
induzir necrose hemorragica de tumores de camundongos transplantados, possuiu
citotoxidade seletiva para células neoplasicas cars (CARSWELL et al., 1975); anos
depois, foi denominado caquexina, iste € uma proteina relacionada a caquexia
(KAWAKAMI; CERAMI, 1981). Entretanto, em 1985 passou a ser conhecido como
TNF-a (BEUTLER; MILSARK; CERAMI, 1985).

O TNF-a é wuma citocina produzida principalmente por fagocitos
mononucleares; recruta e ativa neutrofilos, macréfagos e células endoteliais e induz
liberacdo de mediadores como IL-6, IL-13 e IL-8 (FACCIOLI et al., 1990). O TNF-a é
liberado rapidamente apds um estimulo inflamatério e tem importante papel na
adesao de leucocitos ao endotélio (KSONTINI; MACKAY; MOLDAWER, 1998;
FAFFE et al.,, 2000). Sua relevancia em doengas foi demonstrada em diversos
estudos, como na sindrome do desconforto respiratério agudo, artrite reumatodide e
doenca inflamatdria intestinal (SCHUTTE et al.,, 1996; CANETTI et al., 2001;
HAMACHER et al., 2002).

A IL-6 é outro importante mediador inflamatério. E produzida e secretada
principalmente por macrofagos/mondcitos, linfécitos T e B, células dendriticas,
neutrofilos, mastacitos, células endoteliais e epiteliais, fibroblastos e astrécitos em
resposta a estimulacdo por LPS, IL-1B e TNF-a (BHATIA; MOOCHHALA, 2004;
RINCON; IRVIN, 2012). Esta citocina é conhecida por participar de processos
imunologicos, hematopoiéticos e inflamatérios, participando especialmente do
aumento do numero de neutréfilos produzidos pela medula dssea; €, também,
importante indutora da sintese de proteinas na fase aguda da inflamagdo nos
hepatocitos (e.g. proteina amildéide A e fibrinogénio). A IL-6 € considerada como
marcador de gravidade da SDRA desencadeada por diferentes etiologias como
sepse (REMICK et al., 2005) e pancreatite aguda (LESER et al., 1991). Esta citocina
apresenta correlagao positiva com mortalidade tanto em modelos animais como em
pacientes com sepse (BLACKWELL; CHRISTMAN, 1996).

Durante a resposta inflamatéria que se desenvolve em uma infeccédo, as
interacdes entre as células ocorrem principalmente pelo intermédio das citocinas,

como o intérferon-y (IFN-y). O IFN-y regula a migracdo e a ativagdo das células
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fagociticas e a de células NK. Um fator produzido pelas células fagociticas
infectadas e responsavel por induzir a produgao do IFN-y é a interleucina-12 (IL-12).
A citocina IL-12 € um potente indutor da produgao de citocinas (TNF- a, OM-CSF, M-
CSF,IL-3,IL-S, IL-2 e principalmente IFN-y) em células T e NK, um fator de
crescimento para as células T e NK pré-ativado e um potenciador da atividade
citotoxica em ambas as células T CD8+ e células NK (SCHOENHAUT et al., 1992).
A interleucina-12 (IL-12) é uma citocina heterodimérica produzida principalmente por
células fagociticas, em resposta a bactérias, produtos bacterianos, e parasitas
intracelulares e, em algum grau, por linfécitos B (TRINCHIERI, 1995).

A magnitude da resposta inflamatoria € fundamental para que o organismo
mantenha suas fungdes vitais e a homeostase. Nesse sentido, a IL-10 é uma
importante citocina imunoregulatéria anti- inflamatoria. A IL-10 foi descoberta em
1989 sendo inicialmente denominada cytokine-synthesis inhibitory factor (CSIF), por
ser produzida por células T-helper 2 (Th2) que inibe a produg¢ao de citocina geradas
pelas células T-helper 1 (Th1) (HEDRICH; BREAM, 2010). Diversas células tém sido
relatadas como produtoras de IL-10, incluindo-se aqui os mondcitos, macrofagos,
células NK, células dendriticas (dendritic cells - DCs), eosindfilos, células B, células
T regulatérias (Treg) e células Th17 (O’'GARRA,; VIEIRA, 2007). Sabe-se que a IL-
10 inibe a sintese de citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias como a IL-1pB, IL-6,
TNF-a, IL-8, MCP-1 e MIP-2 e que atenua o recrutamento de neutrofilos (MALLAT et
al., 1999).

As quimiocinas s&o constituintes da grande familia das citocinase; elas tém
papel relevante na inflamagé&o. Esta denominagao, proposta por Lindley et al. (1993),
refere-se a moléculas com fungdo quimiotaxicas, iste é, pequenas proteinas
quimioatraentes (8-12kD) produzidas por varios tipos celulares que sao
consideradas moléculas chaves na regulagdo e na migragdo de leucdcitos para os
focos de inflamacgéo. A classificagdo das quimiocinas € feita com base na presenca e
localizacdo de residuos de aminoacidos intercalados entre as cisteinas amino-
terminais: CXC (duas cisteinas separadas por um residuo de aminoacido), CC (duas
cisteinas ligadas diretamente), C (apenas uma cisteina na porgao amino-terminal) e
CX3C (duas cisteinas separadas por trés residuos de cisteina) (MOSER et al.,
2004). As quimiocinas da familia CC (MCP-1) e CXC (IL-8 e MIP-2) sdo importantes
mediadores na inflamacéo e infecgdo e as pertencentes ao grupo CXC s&o potentes
quimioatraentes para neutrofilos (PLIYEV, 2008).
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A IL-8 € uma quimiocina purificada e molecularmente clonada como um fator
quimiotatico de neutrofilos originado do sobrenadante de células mononucleares
estimuladas com LPS (YOSHIMURA et al., 1987). Esta quimiocina foi encontrada
em humanos, sendo considerada como protétipo de quimiotaxia e ativacdo de
neutréfilos (BAGGIOLINI; DEWALD; MOSER, 1997; MUL et al., 2000), e em varias
espécies de animais como coelhos e céaes; entretanto, ndo foi encontrada em
roedores (ratos e camundongos). A cytokine-induced neutrophil chemoattractant-1
(CINC-1/CXCL1) em ratos e a keratinocyte- derived chemokine (KC/CXCL1) e MIP-2
em camundongos, apresentam acentuada homologia com a IL-8 humana
apresentando potente atividade quimiotatica (LAING; SECOMBES, 2004). A sintese
e secrecao da IL-8 pode ser induzida por estimulos como o LPS ou por citocinas
pré-inflamatérias como a IL-13 e o TNF-a. A quimiocina IL-8 & produzida por
diferentes tipos celulares, incluindo-se mondcitos, neutréfilos, células T, células NK,
células endoteliais, fibroblastos e células epiteliais (BAGGIOLINI, 1998). Niveis
elevados de IL-8 foram relatados em diversos processos inflamatérios das vias
respiratorias (KOLAHIAN et al., 2014; LOONEY et al., 2014).

A MCP-1 é uma quimiocina produzida por diferentes tipos celulares como as
células endoteliais, células musculares lisas, mondcitos, células T, células NK que
pode apresentar-se em niveis elevados em resposta as citocinas pré-inflamatérias
como IL-1B e TNF-a (SICA et al., 1990; LUSTER, 1998). A fungdo da MCP-1 ¢é atrair
células mononucleares, principalmente mondcitos, macrofagos, células dendriticas,
eosindfilos, basdfilos e linfécitos (MAURER; VON STEBUT, 2004).

Portanto, diante da importancia da atuagdo dos neutréfilos e de mediadores
inflamatorios no curso da inflamagdo pulmonar aguda, pareceu-nos relevante
abordar de forma mais profunda os efeitos do LPS intranasal e do bloqueio da
enzima degradadora do endocanabindide 2-araquidonilglicerol (2-AG), a
monoacilglicerol lipase (MAGL), sobre o comportamento e imunidade em um modelo
murino de inflamag&o pulmonar aguda induzida por LPS (modelo experimental da
ALI) previamente tratados ou ndo com o farmaco JZL184.
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2.4 INFLAMAGAO PULMONAR AGUDA INDUZIDA POR LPS

Sabe-se que o lipopolissacarideo (LPS - lipopolysaccharide), também
conhecido por endotoxina, pode ser classificado como um dos principais PAMPs,
sendo parte constituinte da parede de bactérias Gram-negativas. O LPS é formado
por um dominio hidrofobico altamente conservado, conhecido como lipidio A,
responsavel por sua atividade biolégica e por um polissacaridio hidrofilico (Antigeno-
O) variavel.

A endotoxina foi descoberta no século XIX, por observagdes empiricas de que
a febre seria um sinal de doenga. Duas teorias evoluiram a respeito da febre: 1) que
seria um das consequéncias deletérias de doenga e 2) que seria um mecanismo de
defesa do organismo contra doengas. Naquele tempo, pesquisas haviam
demonstrado que tecidos em putrefagdo injetados intravenosamente (i.v.) no
organismo induziam febre, o que argumentava ser a febre benéfica ao organismo.
No século seguinte, mostrou-se que extratos em acido tricloroacético de bactérias
gram-negativas também produziam febre. Nesse contexto, Richard Pheiffer,
postulou as endotoxinas como sendo causadoras da atividade pirogénica (do grego
pyros=fogo) dos extratos (HITCHCOCK et al., 1986). A partir de 1935, caracterizou-
se a endotoxina como um complexo macromolecular de membrana externa de
bactérias gram-negativas, composto por polissacarideo, lipideo e proteina. Duas
décadas depois, Westphal e Luderitz (1954) e Hitchcock et al. (1986) identificaram o
LPS, purificado, livre de proteinas e demais substancias; também mostraram que o
LPS, composto somente por lipidio e carboidrato, possuia todas as atividades
biolégicas da endotoxina. Avancgos cientificos posteriores culminaram na descoberta
do lipidio A, isolado do LPS, o responsavel pelos efeitos pirébgenos e toxicos do
mesmo. Mais recentemente, o lipidio A foi sintetizado, tendo-se mostrado ter ele
atividade biologica semelhante ao endogeno (GALANOS et al., 1984; KOTANI et al.,
1985).

O mecanismo de agdo do LPS inicia-se com sua ligagdo a uma proteina
sérica denominada LBP (lipopolysaccharide binding protein). Este complexo se
acopla aos receptores CD14, os quais sao proteinas localizadas na membrana de
células do sistema imune fundamentais no reconhecimento do LPS (LEVAN et al.,
2001). E interessante notar que o CD14 n&o possui dominio intracelular e, portanto,
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nao pode induzir ativagao celular sem que um receptor de sinal de transmembrana
seja acionado. Nesse contexto, estudos mostraram que o TLR4 (Toll like receptor 4)
desempenha esta funcdo. O TLR4, juntamente com a proteina MD-2 (myeloid
differentiation protein-2), aumenta a resposta celular ao LPS (SHIMAZU et al., 1999).
A partir da ativagdo do TLR4 (pelo complexo LPS + LBP + CD14 + TLR4 + MD2)
inicia-se uma cascata de sinalizacdo que vai desencadear a ativagao de um indutor
da inflamagdo denominado fator de transcricdo NF-kB (nuclear factor kB) e
consequentemente, a liberagdo de citocinas como IL-18, IL-6, IL-12 e TNF (KAWAI
et al., 1999; DENG et al., 2000; MOGENSEN, 2009).

A sindrome do desconforto respiratorio agudo (SDRA) foi descrita em 1967
por Ashbaugh et al. (1967); foram estudados 12 pacientes com quadro agudo de
dispnéia, taquipnéia, cianose refrataria a oxigenioterapia, diminuicdo da
complacéncia pulmonar e infiltrado alveolar difuso na radiografia de torax
(ASHBAUGH et al., 2005). A Conferéncia Americana e Europeia de Consenso em
SDRA (AECC) definiu critérios de diagnosticos tanto para SDRA como para a
inflamag&o pulmonar aguda (ALI) como publicado em 1994 (BERNARD et al., 1994;
DUSHIANTHAN et al., 2011). A ALl e, sua forma mais severa, SDRA, em humanos;
ambos s&do doengas pulmonares de inicio agudo, caracterizadas por infiltrado
pulmonar bilateral com acumulo de neutréfilos (TSUSHIMA et al., 2009; GROMMES;
SOEHNLEIN, 2011). A ALI e a SDRA diferenciam-se apenas no que se refere a
gravidade da hipoxemia, sendo a relagéao entre presséao arterial de oxigénio e fragao
inspirada de oxigénio (PaO2/FiO2) inferior ou igual a 300 mmHg na ALI, enquanto
que na SDRA esta relagdo € mais severa, menor ou igual a 200 mmHg (TSUSHIMA
et al., 2009).

O mecanismo fisiopatolégico da SDRA & complexo, multifatorial e ndo é
homogéneo; pode ser desencadeado por fatores diretos ou primarios (como infecgao
pulmonar, pneumonia, aspiragdo de conteudo gastrico), ou fatores indiretos ou
secundarios (como decorrente da sepse, politraumatismos, pacreatites) (ROCCO;
PELQOSI, 2008). A causa mais comum da ALI/SDRA é a sepsis, embora a sequéncia
exata de como isso ocorre ndo esteja muito bem elucidada. A sepse € uma condi¢ao
clinica, definida pela Sociedade de Terapia Intensiva Americana, como uma
resposta sistémica a infecgdo manifestada por dois ou mais sintomas, tais como: 1)
alteragao da temperatura corporal (acima de 38 oC ou abaixo de 36 °C), 2) aumento
da frequéncia cardiaca (FC) acima de 90 batimentos por minuto, 3) aumento da
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frequéncia respiratéria (FR) acima de 20 respiragées por minuto ou PaCO2 menor
que 32 mmHg e/ou 4) numero de leucécitos no sangue acima de
12.000/mm3(leucocitose) ou menor que 4.000/mm3(leucopenia) (ABRAHAM et al.,
2000). De modo geral, aproximadamente 40% dos pacientes com sepse apresentam
também a SDRA (HUDSON et al., 1995).

Sugeriu-se que a SDRA/ALI induzida pela sepsis decorreria de um acumulo de
neutrofilos nos pulmdes com consequente aumento das concentragcdes de citocinas
pré-inflamatérias como TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-8, desencadeando-se o0 processo
inflamatorio e suas consequéncias (D’ALESSIO et al., 2009) (Figura 4). Os
mecanismos subjacentes a inflamagéo pulmonar aguda decorrentes da inflamagéao
sisttmica podem ser investigados experimentalmente, por exemplo, pela
administragdo de LPS por via sistémica a animais de laboratorio (BRIGHAM,;
MEYRICK, 1986), pela perfuracédo de alca intestinal (RIOS-SANTOS et al., 2003) ou
por meio de trauma (e/ou choque) hemorragico (CATANIA; CHAUDRY, 1999). Em
todos esses modelos observam-se os sinais apresentados na inflamagao pulmonar
aguda. Esses modelos evoluem para les&o inflamatoria principalmente por infiltragao
neutrofilica pulmonar e sendo potencializados por diversas citocinas, dentre as quais
destacam-se IL-1[3, KC (corresponde a IL-8 em humanos) e TNF-a. Ocorre, também,
aumento da pressao arterial pulmonar, hipoxemia e edema alveolar e intesticial
(MATUTE-BELLO; FREVERT; MARTIN, 2008). Estes efeitos observados nos
modelos experimentais de SDRA e ALl sdo similares aos sinais apresentados por
pacientes quando acometidos da SDRA.

Estudo epidemiologico Europeu envolvendo 10 paises avaliou 6.522 pacientes
internados em 78 Unidades de Terapia Intensiva (UTIs); 6,1% dos internados
apresentavam SDRA (BRUN-BUISSON et al., 2004). Outro estudo realizado em 21
UTls de trés estados Australianos mostrou incidéncia de 28 casos de SDRA para
cada 100.000 habitantes (BERSTEN et al., 2002). A SDRA é uma sindrome grave,
associada a indices de mortalidade superiores a 40%; o numero de mortes por ano
somente nos Estados Unidos da América (USA) chega a 80.000 (LEWANDOWSKI;
LEWANDOWSKI, 2006).
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Figura 4 — Efeitos da inflamag&o pulmonar aguda induzida pelo LPS
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Fonte: (TOGBE et al., 2007 traduzido por PAVANI, 2014)

No Brasil, uma pesquisa realizada no Centro de Tratamento Intensivo da
Unidade de Emergéncia do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto mostrou
incidéncia da SDRA em 6,3% de 524 admissdes no periodo de maio de 2001 a abril
de 2002 (OLIVEIRA; BASILLE FILHO, 2006). Outro estudo no Hospital das Clinicas
de Porto Alegre revelou uma incidéncia de SDRA de 2,3% em 1.301 pacientes de
UTI (FIALKOW et al., 2002).

Neste contexto, o uso do modelo murino da inflamag&o pulmonar aguda (ALI)
pareceu-nos interessante, pois as inflamagbes pulmonares induzidas sao
caracterizadas por acumulo de neutréfilos, edema, destruicdo da integridade epitelial
e extravasamento de proteinas para o espaco alveolar (ZARBOCK et al., 2009).
Sabe-se serem o0s processos inflamatérios detectados pelo SNC capazes de
produzir uma resposta, entre outros, através de alteracbes comportamentais como
reducdo ou aumento da atividade motora, redugao da ingestdao de alimentos, etc.
Desta forma, pareceu-nos relevante estudar mais profundamente e dentro de uma
perspectiva neuroimunolégica, os feitos do JZL184 em um modelo murino de

inflamagé&o pulmonar aguda
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2.5 SISTEMA ENDOCANABINOIDE

A distribuigdo ubiqua de receptores e seus ligantes sao de vital importancia
para o estabelecimento da comunicacao bidirecional entre os sistemas SNC e Sl.
Desta forma, o Sistema Endocanabindide (SE) parece se encaixar perfeitamente no
contexto das bases moleculares da interagdo imune-neuro-endocrina. Vem sendo
demonstrado que o sistema endocanabindide tem um amplo espectro de influéncias
sobre os circuitos neuronais excitatorio e inibitério, principalmente devido a larga
distribuicdo dos receptores canabindides (CB1 e CB2) em areas vitais do SNC
(RODRIGUEZ DE FONSECA et al., 2005). Esse sistema é conhecido por regular
uma série de fungbes fisiologicas tais como o movimento, a memodria e o
aprendizado, a cogni¢cdo, o apetite, a emese, a temperatura corporal, a dor, o
comportamento e a secregcdo neuroendocrina (CROXFORD; YAMAMURA, 2005).
Além disso, ja foi descrita a presenga de ligantes de receptores canabinodides (CB2 e
CB1) em leucacitos e tecidos linféides e, desta forma, vem sendo demonstrado que
os (endo)canabindides sdo capazes de modular a atividade do sistema imune
(KLEIN et al., 2003).

Os receptores mais bem caracterizados do SE s&o os receptores CB1 e CB2.
A caracterizagao da presenca do receptor CB1 no cérebro de ratos praticamente
determinou a descoberta da existéncia do SE, que comegou a ser melhor
compreendido a partir de entdo (DEVANE et al., 1988; MATSUDA et al., 1990).
Mostrou-se que esse receptor esta amplamente distribuido no SNC, sendo o subtipo
de receptor com a maior expresséo entre todos os receptores ligados a proteina G
(HERKENHAM et al., 1991; MAILLEUX; VANDERHAEGHEN, 1992; GLASS;
DRAGUNOW; FAULL, 1997). O receptor CB1 esta distribuido em todas as regides
do SNC incluindo-se o neocortex, hipocampo, cerebelo e ganglios de base,
amigdala, tronco encefalico, hipotalamo e hipdfise (HASHIMOTODANI; OHNO-
SHOSAKU; KANO, 2007). Fora do SNC o receptor CB1 também esta expresso em
orgaos da periferia como o coragao, figado, rins, bago, células imunes, intestino,
testiculos e ovarios (PERTWEE, 1997). Devido a expressdo dominante no SNC, o
CB1 é considerado como sendo um receptor canabindide cerebral (BREIVOGEL;
CHILDERS, 1998).
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Schatz et al. (1997) mostraram que a expressao do receptor canabindide CB2
acontece predominantemente em células do Sl, como células B, células T e
macréfagos, assim como no baco e timo de camundongos (SCHATZ et al., 1997).
Neste contexto, mostrou-se que as subpopulagdes celulares do sangue humano
apresentam diferentes graus de expressao de receptores CB2, sendo: células B »
células NK » células T » mondcitos » neutrofilos » células T CD8 » células T CD4
(GALIEGUE et al., 1995).

A descoberta destes receptores levou, naturalmente, a procura por
endocanabindides no organismo. O primeiro endocanabindide identificado foi a N-
araquidoniletanolamida, descoberto em cérebros de suinos; verificou-se ser essa
molécula capaz de deslocar a ligagdo especifica de um agonista canabindide
exogeno de seu receptor, sendo ela denominada anandamida (AEA) (DEVANE et
al., 1992). A AEA é encontrada no cérebro, em células do Sl, no plasma, em 6rg&os
linféides secundarios como o bagco e em tecidos periféricos como o0 coragao
(RODRIGUEZ DE FONSECA et al., 2005). Um segundo endocanabinoide é o 2-
araquidonilglicerol (2-AG), que primordialmente, foi isolado do cérebro de ratos
(SUGIURA et al., 1995) e também a partir do intestino de cdes (MECHOULAM et al.,
1995). O 2-AG, um derivado monogliceridio do acido araquidbnico esterificado na
posicao sn-2, € reconhecido como o mais abundante e eficaz endocanabindide
(COMELLI et al., 2007); ele atua como agonista nos receptores canabindides CB1 e
CB2 (STELLA; SCHWEITZER; PIOMELLI, 1997; SUGIURA et al., 1999;
GONSIOREK et al., 2000; SUGIURA et al., 2000; SAVINAINEN et al., 2001). Esse
endocanabindide é produzido por varios tipos de células incluindo-se aqui células
endoteliais, adipdcitos, células da glia, macréfagos e células de Purkinge. No
cérebro, o 2-AG é mais ativo e abundante do que a AEA, e tanto a AEA quanto o 2-
AG séo transportados através da membrana plasmatica neuronal antes de serem
degradados (CABRAL; GRIFFIN-THOMAS, 2009).

Estes endocanabindides s&o metabolizados por enzimas intracelulares. A
AEA ¢é hidrolisada pela fatty acid amide hydrolise (FAAH) e embora a 2-AG possa
ser hidrolisada pela FAAH (DI MARZO et al.,, 1998; BISOGNO; LIGRESTI; DI
MARZO, 2005) uma enzima distinta, a monoacilglicerol lipase (MAGL), desempenha
papel predominante na hidrélise deste endocanabindide (Figura 5)
(HASHIMOTODANI; OHNO-SHOSAKU; KANO, 2007; CABRAL; GRIFFIN-THOMAS,
20009).
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Figura 5 — Producéo, liberagédo e degradagéo dos endocanabindides
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Fonte: (DI MARZO; BIFULCO; DE PETROCELLIS, 2004)

Sabe-se que o0s canabindides suprimem a resposta de anticorpos em
humanos e em animais, via receptor CB2, e que estes receptores estéo ligados a
uma variedade de fungdes do S| (CABRAL; GRIFFIN-THOMAS, 2009). Foi
demonstrado que a supressao de imunidade humoral pelos canabindides € atribuida
pelo menos parcialmente a inibicdo da adenilato ciclase. Os efeitos dos
canabonoides no Sl ocorre de forma mais pronunciados no curso da inflamag&o, um
processo no qual ha aumento da expressdo dos receptores CB2 disponiveis para
serem ativados (CABRAL; GRIFFIN-THOMAS, 2009). Ha, também, muitas
evidéncias na literatura sugerindo que a ativagcdo de receptores CB2 expressos
pelos mastécitos e macréfagos esteja envolvida na regulagdo da resposta
inflamatoria, diminuindo-a (COMELLI et al., 2007).

Estdo sendo desenvolvidos atualmente alguns inibidores da MAGL e da
FAAH para auxiliar na elucidacdo do papel dos endocanabindides como o 2-AG e a
AEA nos sistemas biolégicos. Long et al. (2009) sintetizaram um novo farmaco
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denominado 4- nitrophenyl- 4- (dibenzo [d] [1,3] dioxol — § — yl (hydroxy) methyl )
piperidine- 1-carboxylate (JZL184) (Figura 6). O JZL184 €& um potente inibidor da
atividade da MAGL in vivo e o faz por ligar-se de modo irreversivel ao receptor da
enzima (LONG; NOMURA; CRAVATT, 2009). Em camundongos, o JZL184 evita de
forma rapida a hidrélise do 2-AG e mantém esta inibicdo por no minimo 8 horas sem
alterar os niveis da anandamida (LONG et al., 2009) mas bloqueando parcialmente a
atividade da FAAH (ALHOUAYEK et al., 2011). Testaram-se em camundongos as
doses 4, 16 e 40mg/kg do JZL 184 de forma sistémica. Apos 16mg/kg, a atividade da
MAGL foi considerada totalmente bloqueada de forma seletiva, tendo-se observado
aumento dos niveis cerebrais de 2-AG, mas ndo de anandamida; a dose de 4mg/kg
nao produziu esse bloqueio total e, finalmente, a dose de 40mg/kg produziu um
bloqueio ndo seletivo. Em um segundo experimento, empregando-se também
camundongos e a dose 16mg/kg de JZL184, observou-se maxima inibicdo da agao
da MAGL meia hora apés tratamento com o bloqueio de 80% da hidrélise do 2-AG,
fato que persistiu por pelo menos 24 horas. No entanto, apesar da permanéncia do
bloqueio da MAGL por 24 horas, os niveis cerebrais de 2-AG retornaram a
normalidade 24 horas apds o tratamento (LONG et al., 2009).

Figura 6 - Estrutura quimica do JZL184
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Fonte: (LONG; NOMURA; CRAVATT, 2009; LONG et al., 2009)

Empregando este novo farmaco (16mg/kg, por via sistémica) também em
camundongos, Long et al. (2009) mostraram notavel variedade de efeitos
dependentes de CB1 como: analgesia, hipomotilidade e hipotermia. Ja Busquets-
Garcia et al. (2011) utilizando o JZL184 (8mg/kg i.p.) destacaram um efeito

ansiolitico em camundongos, atribuindo-o a uma ac¢do do 2-AG em CB2 e, também,
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um efeito antinociceptivo que foi por eles relacionado aos receptores CB1 e CB2
(BUSQUETS-GARCIA et al., 2011).

Apoés avaliacdo dos efeitos primarios decorrentes do aumento dos niveis
cerebrais e sistémicos de 2-AG produzidos pelo uso do JZL184, propds-se que esta
nova ferramenta farmacologica seria capaz de reduzir os sinais clinicos produzidos
pelo rimonabant, um bloqueador de receptor CB1, observados quando da retirada do
A°-tetrahydrocannbinol (THC) em camundongos dependentes. Estudos prévios
mostraram que a retirada abrupta da administracdo de doses repetidas de THC em
camundongos n&o produziu sintomas de dependéncia como, por exemplo, tremores
de pata (LICHTMAN; FISHER; MARTIN, 2001; WILSON et al., 2006); no entanto,
administrando-se rimonabant (10mg/kg) no sexto dia apds a remogéao do tratamento
com THC, o sintoma foi observado. Mostrou-se que o JZL184 (16mg/kg)
administrado i.p. 2 horas antes da administragdo do rimonabant reduzia em 50% os
tremores de pata (SCHLOSBURG et al., 2009).

Estudos recentes avaliaram os efeitos anti-inflamatorios do 2-AG empregando
JZL184. A colite € uma inflamacéo intestinal que pode ser atenuada com a ativagao
dos receptores CB1 e CB2 em camundongos (ENGEL et al., 2010; STORR et al.,
2008). Alhouayek et al. (2011) mostraram que o uso i.p. do JZL184 na dose 16mg/kg
administrado 12 horas antes da inducdo da colite e mais duas vezes ao dia, apos a
indugao da colite, até o sacrificio (3 dias) foi capaz de prevenir a inflamag&o do célon
(ALHOUAYEK et al., 2011). Kinsey et al. (2011) relataram ag&o gastroprotetora do
JZ1.184, em doses maiores que 4mg/kg, apds 2 horas de uma administragdo via i.p.,
em especial, na hemorragia gastrica por diclofenaco induzida em camundongos
(KINSEY et al., 2011). Entretanto, os autores discutiram se o efeito observado era
decorréncia da inibicdo da MAGL ou do aumento sistémico do 2-AG.

Desde a descoberta do sistema endocanabinoide, no inicio da década de 90, a
busca pelos efeitos de endocanabindides, como anadamida e 2-AG, sobre a
imunidade tém recebido grandes contribuigdes. No entanto, o papel do 2-AG em
modelos de inflamacdo ainda carece de aprofundamento. Por isso, resolvemos
estudar os efeitos do aumento dos niveis sistémicos de 2-AG (através da inibigdo da
MAGL, com a utilizacdo do JZL184) na inflamagcdo aguda pulmonar ou injuria
pulmonar aguda (ALl, da sigla em inglés acute Ilung injury) induzida pela
administragado intranasal de lipopolissacarideo (LPS), em roedores (SZARKA et al.,
1997), um modelo experimental da ALl humana. Sabe-se, a este respeito, que a
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exposi¢ao ao LPS por via respiratoria causa uma série de sintomas que incluem:
dor-de cabeca, febre, fadiga, irritacdo dos olhos e nasal e, ainda, inflamacgao
pulmonar (RYLANDER et al., 1989; LARSSON et al, 1994; PAINE, 1996;
DANUSER et al., 2000).

Diante de tudo quanto exposto, ha solidas evidéncias que suportam a hipotese
de haver substancias que atuem no SNC e, que por serem estressores quimicos,
tém a capacidade de influenciar as respostas neuroimunes. Portanto, sendo a SDRA
e a ALl doencgas de relevancia social (principal causa de morte em consequéncia da
sepse), pareceu-nos relevante buscar os efeitos do LPS intranasal e do bloqueio da
enzima degradadora do endocanabindide 2-araquidonilglicerol (2-AG), a
monoacilglicerol lipase (MAGL), sobre o comportamento e imunidade em um modelo
murino de inflamag&o pulmonar aguda induzida por LPS (modelo experimental da
ALI) previamente tratados ou ndo com o farmaco JZL184.



54

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da inibicdo da monoacilglicerol lipase (MAGL), e a
participagdo dos receptores CB1 e CB2 sobre parametros inflamatorios,
neuroendocrinos e comportamentais, em camundongos submetidos a uma

inflamag&o pulmonar aguda induzida pela administragao intranasal de LPS.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Utilizando-se JZL184 como ferramenta farmacoldgica de um tratamento prévio,
avaliar os efeitos de uma inibicdo prévia da MAGL em um modelo de inflamacéao

aguda pulmonar, 6, 24 e/ou 48 horas apos indugao da inflamagao, sobre:

1. Efeitos de doses na redugdo da migragéo de leucocitos e na producéo de
TNF-a no LBA;

2. Distribuicdo de leucdcitos no lavado broncoalveolar (LBA), no sangue e na
medula 0ssea;

3. Alteracdes histopatolégicas do tecido pulmonar;

B

Producéo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-6, MCP-1,
IFN-y, IL-10, IL-12p70, MIP-2 e KC) presentes no LBA,;

Secrecao de costicosterona,;

Extravasamento vascular de proteinas no LBA,;

Atividade da mieloperoxidase no pulméao;

Moléculas de adesao no endotélio pulmonar (ICAM-1 e E-selectina);

© ® N o o

Moléculas de ades&do em leucdcitos cirtulantes (L-selectina, B2-integrina,
PECAM);

10. Expresséao de citocinas pré-inflamatérias IL-183, IL-6 e TNF-a no hipotalamo;
11.Atividade locomotora dos animais (Campo Aberto);
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12.Niveis de ansiedade (Labirinto em Cruz Elevado);

13. Capacidade de adaptacédo dos animais ao Campo Aberto.

Quando da observacao dos efeitos anti-inflamatoérios da inibicdo da MAGL, os
experimentos foram repetidos utilizando-se os antagonistas CB1 (AM281) e CB2
(AM630) para melhor compreensao dos mecanismos envolvidos sobre:

1. Distribuicdo de leucdcitos no lavado broncoalveolar (LBA), no sangue e na
medula Ossea.

2. Quantificagado de granuldcitos da medula dssea;

3. Producao de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-6, MCP-1, IFN-y, IL-10,

IL-12p70, MIP-2 e KC) presentes no LBA,;

4. Extravasamento vascular de proteinas no LBA;

5. Atividade da mieloperoxidase no pulmé&o;

6. Moléculas de adesdo em leucdcitos cirtulantes (L-selectina, B2-integrina,

PECAM).

Utilizando-se JZL184 como ferramenta farmacoldégica em um tratamento
terapéutico (apds indugéo da inflamagéo pulmonar), avaliar os efeitos da inibigcdo da
MAGL em um modelo de inflamagédo aguda pulmonar, 24 horas apos indugédo da
inflamacéo, sobre:

1. Numero de leucécitos totais no LBA,;

2. Concentragao da citocina pro-inflamatoria TNF-a no LBA.
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4 MATERIAL E METODOS

Todos os experimentos foram realizados no Laboratério de Farmacologia
Aplicada e Toxicologia do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo (FMVZ-USP).

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados nos experimentos camundongos C57BL/6 machos adultos,
pesando entre 20 e 30g, provenientes de proles obtidas no Biotério do
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de S&o Paulo (FMVZ - USP). Os animais foram utilizados segundo as
normas e procedimentos aprovados pela Comissdo de Etica no uso de animais da
FMVZ — USP, protocolado sob numero 2255/2011.

Antes do inicio dos experimentos, os animais foram alojados, por um periodo
minimo de 7 dias, em gaiolas de propileno (28 x 17 x 12cm) em numero entre 3 e 5
animais por gaiola para adaptacdo as condigdes do biotério experimental. Estas
gaiolas foram devidamente acondicionadas em salas com temperatura ambiente (22
a 26°C) e umidade (65 a 70%) mantidas por meio de aparelhos de ar condicionado
central, com ventilacdo, exaustdo e luminosidade controladas, obedecendo-se a um
ciclo claro/escuro de 12 horas, com inicio da fase clara as 7:00 horas. Os animais
foram alimentados com racgéo balanceada para roedores NUVILAB®. Ragdo e agua

foram fornecidas aos animais ad libitum durante todos os experimentos

4.2 FARMACOS

O JZL184 (4-nitrophenyl-4-(dibenzo[d][1,3]dioxol-5-yl(hydroxy)methyl)piperidine
-1-carboxylate) (Cayman Chemical, Michigan, USA) foi administrado por via
intraperitoneal (i.p.) na dose de 16 mg/kg (0,1mL / 10g de peso) (LONG; NOMURA;
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CRAVATT, 2009; LONG et al, 2009). O farmaco foi dissolvido em 15%
dimetilsolféxido (DMSO), 4,25% de polietilenoglicol (PEG) 400, 4,25% de Tween 80
e 76,5% de NaCl 0,9%. O tratamento consistiu de uma dose unica feita 60 minutos
antes da administracdo intranasal de LPS (nos experimentos 1, 2, 3, 4, 5 e 6) ou em
uma unica dose feita 6 horas apos a indugédo da ALI (experimento 7). Os animais do
grupo controle receberam um volume similar de veiculo, o mesmo utilizado para o
preparo do farmaco.

O AM281 (1-(2,4-Diclorofenil)-5-(4-iodofenil)-4-metil-N-4-morfolinil-1H-pirazol-3-
carboxamida) (Sigma Aldrich, St Louis, USA) e AMG630 (6-lodo-2-metil-1-[2-(4-
morfolinil) etil]-1H-indol-3-il](4-metoxyfenil)methanone) (Tocris Bioscience, Bristol,
UK) foram administrados por via i.p. nas doses de 2,5 ou 5,0 mg/kg (ASGHARI-
ROODSARI et al, 2010; GAMALEDDIN et al., 2012; VASEGHI; RABBANI;
HAJHASHEMI, 2012). Os farmacos foram dissolvidos em 10% DMSO, 10% de
Tween 80 e 80% de NaCl 0,9%. O tratamento consistiu de uma dose unica feita 30
minutos antes da administracdo do JZL184. Os animais do grupo controle
receberam um volume similar de veiculo, o0 mesmo utilizado para o preparo dos
farmacos. Todos os tratamentos foram realizados no periodo da manha, entre 7h30

e 11 horas.

4.3 MODELO DE INFLAMAGCAO PULMONAR AGUDA

Uma hora apos (experimentos 1, 2, 3, 4, 5 e 6) ou seis horas antes
(experimento 7) da administragdo do JZL184 os animais foram submetidos a
instilacdo intra-nasal de LPS. Para tanto, os camundongos foram anestesiados com
cetamina e xilazina (100 e 20 mg/kg, respectivamente, i.p.). O LPS (Escherichia coli
serotype 055:B5, Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) foi instilado por via nasal, em
temperatura ambiente, na concentracdo de 100 pg/ml (apds diluigao em PBS), no
volume de 1pl/g de animal. Esta concentragdo e via de administracdo do LPS
baseiam-se nos estudos de Corteling et al. (2002) e Ribeiro et al. (2012). Como
controle, foram utilizados animais submetidos a instilagdo de solugédo salina (NaCl
0,9%) apirogénica, nos mesmos volumes utilizados para o LPS. Decorridas 6, 24 ou

48 horas os animais foram novamente anestesiados, submetidos a eutanasia por
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dessangramento através da artéria aorta abdominal e as amostras necessarias

foram coletadas.

4.4 COLETA DE MATERIAL

Decorridas as 6, 24 ou 48 horas da instilagdo nasal de LPS (ou salina para o
grupo controle), os animais foram anestesiados com cetamina e xilazina (100 e 20
mg/kg, respectivamente, i.p.), submetidos a laparotomia mediana e dessangrados

pela aorta abdominal.

4.4.1 Sangue

Uma aliquota de sangue foi tomada da aorta abdominal de cada animal com o
auxilio de seringas plasticas de 1mL. Em seguida, aproximadamente 200 uL de
sangue foi transferido para microtubos contendo 10 yL de solugcéo de EDTA 10%. As
amostras de sangue foram utilizadas para a contagem de leucdcitos totais,
diferenciais (corada com May-Grunwald-Giemsa) e para a analise das moléculas de
adesao (L-selectina, P2-integrina, PECAM) (item 4.6). Para tanto, aliquotas da
amostra (10ul) foram acrescidas de 190ul do corante azul de Trypan e contadas em
céamara de Neubauer. Para a contagem diferencial, foi realizada extensdo sanguinea
com 5 ul de amostra, as laminas foram submetidas a coloracdo de Rosenfeld e
analisadas em microscopia 6ptica comum. Foram contadas no minimo 200 células,
deferenciando-as morfologicamente em neutréfilos, mondcitos e linfocitos.

Uma aliquota de sangue foi tomada da decaptagcdo de cada animal em tubos
secos. Em seguida, o material foi centrifugado a 280 x g e aproximadamente 200 pL
de soro foram armazenados a -80°C até o momento das analises. As amostras de
soro foram utilizadas para a analise de concentracéo de cortiosterona.
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4.4.2 L avado Bronco-Alveolar (LBA)

Foi realizada uma incisdo longitudinal na regido cérvico-ventral; a traquéia foi
exposta e canulada com o auxilio de uma canula metalica de calibre 20 Gauge,
fixada com fio de algodao ao redor da traquéia. A canula foi acoplada a uma seringa
contendo 0,8 mL de PBS (tampao fosfato pH 7,4) que foi injetado no espaco alveolar
e, logo apds, o lavado foi coletado em microtubo. Apds este procedimento, mais 0,7
mL de PBS foi injetado no pulméao, sendo o lavado coletado e transferido para um
microtubo, totalizando-se um volume de 1,5 mL.

O LBA obtido foi centrifugado a 250 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi
coletado e armazenado a -80°C para a dosagem de citocinas / quimiocinas (item 4.7)
e avaliagdo do extravasamento vascular (item 4.10); o bot&do celular foi ressuspenso
em 1 ml de PBS e foi feita a analise das moléculas de adesdo (item 4.9) e a
contagem do numero de leucécitos totais e diferenciais no LBA. Para tanto, aliquotas
da amostra (90ul) foram acrescidas de 10ul de cristal de violeta 0,2% dissolvido em
acido acético 30% e contadas em camara de Neubauer. Para a contagem
diferencial, aliquotas das amostras (100 ul) foram colocadas em Citocentrifuga
Citospin® (FANEM, Sao Paulo, Brasil) e centrifugadas a 250 x g por 10 minutos. A
contagem diferencial foi realizada por coloragdo de Rosenfeld em microscopia optica
comum; foram contadas no minimo 200 células, deferenciando-as morfologicamente

em neutrofilos, macrofagos e linfocitos.

4.4.3 Medula 6ssea

Apds a coleta do sangue e do LBA, o fémur direito foi removido e as epifises
foram cortadas transversalmente. Uma agulha de calibre 30 Gauge foi conectada a
uma seringa plastica contendo 2 mL de meio de cultura de tecido animal desidratado
(RPMI) foi inserida na medula femoral e as células foram lavadas e retiradas
fisicamente. A suspenséo celular foi centrifugada a 250 x g por 5 minutos. O bot&o
celular foi ressuspenso em 1mL de PBS e analisado. A contagem do numero total de

células foi realizada em camara de Neubauer na diluicdo de 40x com o corante azul
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de Trypan e analisada em microscopio Optico comum. A quantificacdo de
granulécitos foi realizada com a marcagao do anticorpo Ly6G e lida em um citbmetro
de fluxo (Becton Dickison Immunocytometry System, San Jose, CA, USA) conectado
a um computador (Machintosh Apple, San Jose, CA, USA). Foram adquiridos 10.000
eventos por meio de um programa denominado Cell Quest Pro® (Becton Dickison
Immunocytometry System, San Jose, CA, USA). Estes eventos foram analisados por
meio do programa FloJo® verséo 7.0.

4.4.4 Pulmao

A cavidade toracica foi aberta e o leito vascular pulmonar perfundido com
10mL de PBS por meio de uma céanula inserida na artéria pulmonar. Uma fragdo do
pulmao foi coletada, pesada e guardada em freezer -80°C até o momento da analise
(itens 4.6 e 4.8).

4.4.5 Hipotalamo

Os animais tratados ou ndo com JZL184 e submetidos ou ndo a instilacédo
intranasal de LPS foram decaptados. O cranio dos animais foram cuidadosamente
abertos e os hipotalamos removidos. Todo o hipotalamo foi coletado em menos de 3
minutos, adicionado em nitrogénio liquido, pesado e guardado em freezer -80°C até
o momento das analises (item 4.13 e 4.14)

4.5 ANALISES HISTLOGICAS DO TECIDO PULMONAR

Analises histologicas do tecido pulmonar foram realizadas de acordo com a
literatura (KIM et al., 2010; FALLER et al., 2012a). Foi coletado o pulm&o esquerdo
dos animais; em seguida ele foi devidamente fixado, emblocado em parafina e
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cortado a 5ym. As laminas foram coradas com hematoxilina-eosina (H.E.) conforme
descrito (FALLER et al., 2012b). De cada amostra, foram tiradas quatro fotos
representativas (aumento x200). Cinco pontos da parede alveolar de cada foto foram
aleatoriamente escolhidos e na sequéncia, a espessura das paredes alveolares
foram mensuradas através do programa Imaged (Imaged, U.S. National Institute of
Health, Bethesda, Maryland, E.U.A.). Para cada imagem aleatéria, também foi
atribuido um “escore” de lesdo pulmonar, isto €, uma avaliagdo do grau de dano
tecidual causado pelo LPS. Em resumo, foram pontuadas a (a) espessura das
paredes alveolares, (b) a infiltragdo ou agregagcdo de células inflamatdrias, (c)
presenca de hemorragia e (d) a congestédo alveolar. Cada amostra foi graduada de
acordo com a escala: 0 - sem dano tecidual, 1 - pouco dano, 2 - dano moderado, 3 -
muito dano e 4 - maximo dano tecidual. As amostras foram avaliadas por dois
profissionais independentes e o grau da ALI foi obtido com a soma de cada item
pontuado (pontuagdoo de 0 a 16). A média da soma de cada leitura foi comparada

entre os grupos.

4.6 DOSAGEM DE CITOCINAS/QUIMIOCINAS

O sobrenadante do LBA foi coletado e armazenado a -80°C para posterior
quantificacdo das citocinas / quimiocinas. As dosagens de TNF-qa, IL-6, IL-10, IL-
12p70, IFN-y e MCP-1 foram realizadas por Citometria de Fluxo (CBA Inflammation,
BD, San Diego, USA), conforme especificagdo do fabricante. A quantificagdo das
quimiocinas MIP-2 (proteina inflamatéria de macrofagos) e KC (quimioatrativo de
queratinocito) foram realizadas por kit de ELISA (Quantikine® ELISA Mouse
CXCL2/MIP-2, R&D Systems, Minneapolis, USA e Mouse KC Quantikine® ELISA
Kit, R&D Systems, Minneapolis, USA, respectivamente), conforme especificagdes

dos fabricantes.
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4.7 ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE (MPO)

ApoOs anestesia, os animais foram submetidos a laparotomia mediana e
dessangrados pela aorta abdominal. A cavidade toracica foi exposta e o leito
vascular pulmonar perfundido com 10mL de PBS por meio de uma cénula inserida
na artéria pulmonar. Uma fragdo do pulméo foi coletada, pesada e guardada no
freezer -80°C até o momento das analises. As amostras foram preparadas de acordo
com (GOLDBLUM; WU; JAY, 1985). Brevemente, a fracdo do pulmé&o foi
homogeneizada em 1mL de PBS contendo 0,5% de bromidrato de
hexadeciltrimetilamonia (HTAB) e EDTA 5mM, pH6,0. As amostras homogeneizadas
foram centrifugadas a 30.000g por 15 min a 4°C e o sobrenadante foi utilizado para
a analise de atividade da MPO. Para isto, o homogenato do pulméo (10uL) foi
incubado por 5 min com 200 pL de solugao contendo H>O; (0,1%) e orto-dianisidina.
A reacdo foi interrompida com a adicdo de 50 pyL de azida sodica (1%). A
absorbancia foi determinada utilizando-se um leitor de microplacas a 450nm (Bio-
Tek Instruments®, Winooski, USA). O calculo final da atividade de MPO foi
normalizado dividindo-se os valores de absorbéancia pelo peso em gramas do tecido

pulmonar.

4.8 AVALIACAO DAS MOLECULAS DE ADESAO DO SANGUE E LBA

Apos centrifugacao, o botédo celular do LBA foi ressuspenso em 1mL de PBS. As
células do LBA e do sangue foram incubadas com anticorpos monoclonais anti-
CD62L (L-selectina), CD18 (B2-integrina) e CD31 (PECAM), conforme especificagao
do fabricante.

Apos o periodo de incubagdo, as células foram analisadas em citdmetro de fluxo
(Becton & Dickinson Immunocytometry System, San Jose, CA, USA) conectado a
um computador (Macintosh Apple, CA, USA). Para tanto, foram contados 10.000
eventos utilizando-se o software Cell Quest Pro (Becton Dickinson Immunocytometry
System, San Jose, CA, USA). As subpopulagdes celulares foram reconhecidas por
meio das  propriedades foward  scatter/ side  scatter (FSC/SSC)
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(tamanho/granulosidade) das mesmas, e os resultados de fluorescéncia foram
adquiridos em escala logaritmica. Mensurando-se a fluorescéncia dos isotopos
FITC, PE e/ou APC, a quantificagdo da expressao dos marcadores foi estimada pela
intensidade de fluorescéncia média.

A dosagem da citocina TNF-a no tratamento terapéutico foi realizada por
ELISA (ELISA MAX:-, Biolegend, San Diego, USA), conforme especificacdo dos

fabricantes.

4.9 EXTRAVASAMENTO VASCULAR: QUANTIFICACAO DE ALBUMINA NO LBA

Para a avaliagdo da formacdo de edema pulmonar, foi realizada a dosagem da
concentracéo de proteinas no LBA. Aliquotas de LBA (10 pl/pogo) foram adicionadas
a placa de 96 pogos contendo 250 ul de reagente de Bradford (Brilliant Blue G,
diluido em acido fosforico e metanol, Sigma Aldrich, St Louis, USA). A leitura Optica
foi realizada em leitor ELISA (Bio-Tek Instruments®) a 595 nm e os resultados foram

comparados com curva padrao de albumina sérica bovina (100-1500 pg/ml).

4.10 COLETA DE DADOS COMPORTAMENTAIS

Decorridas as 6, 24 e/ou 48 horas da instilagdo nasal de LPS (ou salina para
0 grupo controle), os animais passaram por analises comportamentais, sendo
posteriormente guilhotinados para analise de corticosterona circulante e coletados
os hipotalamos para analise de citocinas hipotalamicas.

4.10.1 Campo aberto e medida da atividade locomotora

Trata-se de uma arena circular feita de madeira e pintada na cor branca,

medindo 40,0 cm de didmetro e 25,0 cm de altura, sendo o conjunto todo elevado a
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55 cm do solo. A atividade locomotora dos animais foi avaliada por meio da
observacéo indireta por intermédio do sistema Ethovision (Video Tracking Motion &
Behavior Recognition System® versdo XT7.1, Noldus Information Technology,
Leesburg, EUA). Desta forma, a presenca do observador nao interferiu com os
parametros observados, uma vez que este ficou fora da sala onde encontravam-se
os animais em teste. E importante ressaltar que a sala onde, os testes foram
realizados, era pouco iluminada e sem nenhum tipo de ruido. Ainda, os animais dos
diferentes grupos foram intercalados entre si para evitar possiveis interferéncias do
ritmo circadiano sobre os resultados. Os animais foram colocados no centro da
arena e observados por 5 minutos. A avaliagéo da atividade foi realizada sempre no
mesmo periodo do dia (entre as 8:00 hs e 12:00 hs), com exceg¢ao da avaliagéo 6
horas apos a instilagdo intranasal de LPS. A arena foi limpa com uma solugao
aquosa de alcool a 5 % antes da introducdo de cada animal com a finalidade de
evitar odores deixados pelo animal anterior.

Apos as filmagens, no sistema Ethovision, o fundo circular da arena foi dividido,
virtualmente, por 3 circulos concéntricos, dividindo as zonas central, mediana e
periférica para avaliagdo dos seguintes parametros: (1) distancia percorrida (cm); (2)
velocidade média (cm/s); (3) tempo de permanéncia na zona central (s); (4) tempo
de permanéncia na zona mediana (s) e (5) tempo de permanéncia na zona periférica
(s) durante os 5 minutos do teste.

Duas observagdes foram feitas no CA: locomocdo e capacidade de
adaptacdoao aparelho. Para avaliar a atividade locomotora utilizou-se diferentes
animais na arena CA nos diferentes periodos 6, 24 e 48 horas apods instilagdo
intranasal de LPS, ou seja, cada animal passou somente uma vez pela arena CA.
Para avaliar a capacidade de adaptacdo dos animais no CA, os mesmos animais
foram submetidos ao teste CA nos periodos 6, 24 e 48 horas apos a instilagao

intranasal de LPS, ou seja, cada animal passou trés vezes pelo aparato de CA.

4.10.2 Medida de ansiedade por meio do labirinto em cruz elevado

Trata-se de um labirinto em forma de cruz feito de madeira e pintado na cor

branca, constituido por dois bragos abertos medindo 15cm de comprimento por 5cm
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de largura cada um, em oposigédo a dois bragos fechados de iguais medidas, mas
com paredes laterais com 15cm de altura. Na intersec¢cdo dos bragos abertos e
fechados, forma-se um espago de 25m? de area denominado centro, sendo o
conjunto todo elevado a 55 cm do solo. Os niveis de ansiedade dos animais foi
avaliada por meio da observacao indireta por intermédio do sistema Ethovision
(Video Tracking Motion & Behavior Recognition System® versdo XT7.1, Noldus
Information Technology, Leesburg, EUA). Desta forma, a presenca do observador
nao interferiu com os parametros observados, uma vez que este ficou fora da sala
onde encontravam-se os animais em teste. E importante ressaltar que a sala onde,
os testes foram realizados, era pouco iluminada e sem nenhum tipo de ruido. Ainda,
os animais dos diferentes grupos foram intercalados entre si para evitar possiveis
interferéncias do ritmo circadiano sobre os resultados. Os animais foram colocados
no centro da arena e observados por 5 minutos. A avaliacdo da atividade
comportamental foi realizada sempre no mesmo periodo do dia (entre as 8:00 hs e
12:00 hs), com excecgdo da avaliagdo 6 horas ap0s a instilagdo intranasal de LPS. A
arena foi limpa com uma solugdo aquosa de alcool a 5 % antes da introducédo de
cada animal com a finalidade de evitar odores deixados pelo animal anterior.

A avaliagdo dos niveis de ansiedadedos animais no LCE foi realizada como
descrito por Pellow et al. (1985) e validado para camundongos por Lister (1987).
Assim, apos as filmagens, fez-se no software Ethovision® as divisdes, na arena
LCE, dos bragos abertos e dos bragos fechados analisando o registro dos seguintes
parametros: (1) numero de entradas nos bragos abertos (EBA) (porcentagem de
EBA em relagdo ao total de entradas nos 4 bragos), (2) numero de entradas nos
bracos fechados (EBF) (porcentagem de EBF em relagéo ao total de entradas nos 4
bracos), (3) tempo de permanéncia nos bragos abertos (TBA) (porcentagem de TBA
em relacdo ao tempo total de 5 minutos) e (4) tempo de permanéncia nos bragos
fechados (TBF) (porcentagem de TBF em relagdo ao tempo total de 5 minutos).

Avaliou-se a ansiedade no LCE nos animais tradados e instilados com LPS 48
horas ap6s inducéo da ALL.
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4.11 DOSAGEM DE CORTICOSTERONA

No momento da dosagem, as amostras de soro previamente identificadas, foram
retiradas do freezer e mantidas a temperatura ambiente (22 + 2°C) para o
descongelamento. As dosagens foram analisadas por meio de kits comerciais
DetectX® Corticosterone (EIA kit, Arbor Assays®, Michigan, USA) que quantifica a
corticosterona por método imunoenzimatico ndo competitivo, conforme especificagéo

do fabricante.

4.12 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA HIPOTALAMICA POR RT-PCR

As amostras de hipotalamo dos animais foram submetidas ao processo de
extracdo de RNA pelo sistema de purificacdo e extracdo por colunas. Este material
foi quantificado e normalizado pelo Nanodrop para a realizagdo da transcrigao
reversa do RNA em cDNA. Foi verificada a qualidade do RNA extraido pela corrida
em gel de agarose 1,5%. A partir do cDNA, foi realizado a técnica do PCR em tempo

real para analise da expressao génica de IL-1B, IL-6 e TNF-Alfa.

Extracdo de RNA

A extracdo de RNA do hipotalamo foi realizada através do kit para extragao de
RNA - RNAspin Mini RNA Isolation Kit (RNAspin Mini Kit, GE Healthcare, UK). Em
cerca de 6-8 mg de tecido hipotaldamico foram adicionados 350 pL da solugao de lise
RA1 e 3,5 pyL de -mercaptoetanol. As amostras sofreram lise mecanica por meio
de pistilo autoclavado e RNAse-free. A partir deste momento a mistura foi transferida
para as colunas de extragdo, seguindo-se o protocolo determinado pelo fabricante
do kit de extragdo. O processo consistiu basicamente em colocar as células em
pequenas colunas de extragdo (adaptaveis a um microtubo de 1,5 mL), estas
reteram o RNA enquanto o mesmo foi lavado e purificado com uma sequéncia de
reagentes. Na etapa final o reagente promoveu a liberagcdo do RNA da coluna, o

qual foi mantido em freezer -80°C até o momento do uso.
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Quantificacao e determinacio da integridade do RNA total (Eletroforese e Nanodrop)

Uma aliquota de 10 pL foi retirada para quantificacdo e para verificagcdo da
integridade do RNA. O restante foi armazenado imediatamente em freezer -80°C até
sua utilizagdo. A analise qualitativa foi realizada submetendo-se as amostras a
eletroforese em gel de agarose 1,5% diluida em TAE 1X (48,4g de Tris base; 20mL
de EDTA 0,5M, pH 8,0; 1L,4mL de Acido Acético; H20 MilliQ autoclavada q.s.p.
1000mL), 60V, por 1,5 hora. Apds a eletroforese, o gel foi corado em solugédo de
brometo de etidio (0,5mg/mL em agua destilada) para a visualizagdo das bandas
28S e 18S em luz UV. A correta identificagdo destas bandas indica a qualidade do
RNA. A quantificagéo foi realizada pelo NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) (260/280
nm). Amostras num range de 1,7 até 2,0 ng/uL indicaram baixa contaminacdo do
RNA, sendo consideradas de boa qualidade para a transcrigao reversa.

Transcricao Reversa

Para eliminar quaisquer resquicios de DNA, o RNA total foi tratado com
DNAse |. Foi utilizado 1 pyl de DNAse | para tratar 4 pg/ul de RNAtotal. Os
microtubos foram mantidos a temperatura ambiente por 15 minutos, sendo
adicionado 1 ul de EDTA (25mM) para bloquear a agdo da enzima e aquecidos por
10 minutos a 65°C em banho seco seguido de resfriamento em banho de gelo. As
amostras receberam 1 pL de Oligo DT; 1 yL de dNTPs (mix 10mM- 2,5mM de cada
dNTP) sendo posteriormente incubadas a 65°C por 5 minutos e resfriadas em gelo.
Ainda no gelo adicionou-se em cada tudo 4 pL do buffer 5X (superscript Il); 2 pl de
DTT 1M; 1 yL de RNAse OUT incubando-se os mesmos por 2 minutos a 42°C e
resfriado-os, posteriormente em gelo. Foi acrescido 1 pyL da enzima de transcrigao
reversa superscript || a cada amostra, permanecendo as mesmas em incubacgao a
42°C, por 50 minutos e em seguida por 70°C por 15 minutos e resfriados no gelo.
Em seguida foi acrescido 1 uL da enzima RNAse H (para eliminag&o de residuos de
RNA da amostra de cDNA), permanecendo por 20 minutos a 37°C. O cDNA foi
armazenado a -20°C até o momento da amplificagdo do cDNA. Todos os reagentes
foram fornecidos pela Invitrogen Life Technologies (Life Technologies, California,
USA).
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Quantificacao da Expressao Génica por PCR em Tempo Real

A analise por PCR em tempo real foi realizada em sistema de detecgao
StepOnePlus Real Time PCR Systems (Applied Biosystems, USA). Para avaliagao
da expressdo foram colocados em tubos apropriados (Optical Tubes Applied
Biosystems) 2 yL de cada produto de PCR (cerca de 10ng de RNA total), tampao A
TagMan 1X, MgCI2 5,5 mM, 200 nM de dATP/dCTP/dGTP, 400vM dUTP, 200 nM
dos primers (senso e antisenso), 100 nM das probes TagMan, 0,01U/mL de
AmpErase e 0.025 U/pl da DNA polimerase AmpliTag Gold em um volume total de
50uL. Apds s completa mistura dos reagentes cada tubo foi fechado com tampas
MicroAmp Optical (Applied Biosystems). Todas as reagdes foram corridas em
duplicata. As condi¢gbes de amplificagao utilizadas para quase todos os genes foram:
2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C; seguidos de 50 ciclos a 90°C por 15 segundos
para desnaturacao da fita de cDNA e a 60°C por 1 minuto para sua extensdo. A
interpretacdo dos resultados foi realizada conforme descrito pelo método
comparativo de Livak e Schmittgen (2001) onde a expressédo relativa dos genes
corresponde a 2-AACt.

Ensaios (Primers)

Todos os ensaios (primers) foram adquiridos da empresa Applied Biosystems,
e seus respectivos IDs estdo descritos no quadro 1.

Quadro 1 - Ensaios da empresa Applied Biosystems utilizados para analise da expressao génica
por PCR em tempo real
GENES ASSAY ID
IL-1B Mm99999061 mH
IL-6 MmO00446191_m1
TNF-a MmO00443258 m1

18S (Controle endogeno) 4352930E
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A interpretacdo dos resultados foi realizada conforme descrito pelo método
comparativo de Livak e Schmittgen (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001) onde a expressao
relativa dos genes corresponde a 2-°T. O gene beta-Actina sera utilizado como

controle endogeno.

4.13 ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizado o programa estatistico GraphPad Prism versdo 5.0 (GraphPad
Softwares, Inc.). Os dados foram primeiro avaliados pelo teste de Bartlet para
determinagcdo da homogeneidade das varidncias. Os dados paramétricos foram
analisados pela analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo teste de
comparagdes multiplas Tukey-Kramer, para avaliagdo dos contrastes. Os dados nao
paramétricos foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis e o teste de Dunn de
comparacgdes entre trés ou mais grupos. O teste t e o teste Mann Whitney U foram
usados para a comparagado de dados entre dois grupos. Os dados de MPO e
albumina pulmonar foram analisados utilizando-se testes aplicados para dados nao-
paramétricos apos terem sido normalizados como percentual do grupo controle nao
inflamado (veiculo+salina — C1). Os dados comportamentais e de citocinas
hipotalamicas foram analisados pela analise de variancia (ANOVA) de duas vias
seguida pelo teste de Bonferroni. Em todos os experimentos, foram consideradas
significantes as analises com p < 0,05. Os dados estdo apresentados como média +
desvio padrao.
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5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E RESULTADOS

Destaque-se, inicialmente, que ndo foram encontradas diferencas
significantes entre os animais dos grupos tratados ou ndo com o farmaco e com
salina intranasal, ou seja, o JZL184 n&o produziu efeitos na auséncia da
administragdo do LPS nos parametros anti-inflamatérios avaliados (dados do Grupo
C1 sé&o estatisticamente semelhantes aos do grupo E1 — experimentos 1, 2 e 3).

5.1 EXPERIMENTO PILOTO: DOSES E EFEITOS DA INIBICAO DA MAGL E
AVALIACAO DE POSSIVEL ATIVIDADE DO VEICULO DO JzZL184 EM UM
MODELO MURINO DE ALI

Afim de escolher a melhor dose do JZL184, avaliamos os efeitos anti-
inflamatorios do farmaco no modelo de ALIl. Para tanto, foram utilizados 39
camundongos da linhagem C57BL/6 divididos em 5 grupos (n= 6-10 por grupo). Em
todos os grupos, os animais foram tratados i.p. com JZL184 em diferentes doses ou
veiculo e apdés 60 minutos foram anestesiados, instilando-se LPS ou NaCl 0,9% em
suas vias aéreas superiores. Nos animais do grupo controle 1 (salina) injetou-se o
veiculo i.p. e instilou-se salina estéril nas suas vias aéreas superiores. Naqueles do
grupo controle 2 (LPS), o controle inflamado, os animais foram injetados com veiculo
do JZL184, sendo instilados com o LPS. Nos grupos 3, 4 e 5 injetou-se o JZL184
nas doses 4mg/kg (4), 16mg/kg (16) e 40mg/kg (40), respectivamente instilando-se
LPS. Apos 24 horas, os animais foram anestesiados com cetamina e xilazina e
eutanasiados para coletas, conforme ilustrado na figura 7.

A coleta do lavado bronco-alveolar (LBA) foi realizada conforme descrito no item
4.5.2. A contagem total e diferencial dos leucocitos no LBA e a dosagem de TNF-a
do LBA foram realizadas como descrito nos itens 4.5.2 e 4.7, respectivamente.
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Figura7 - Delineamento experimental empregado no experimento piloto para caracterizacdo das
doses e dos efeitos do JZL184

. 7

60 minutos 24 horas |
I I I
JZ1L184 LPS coletas
ou ou
veiculo salina
Fonte: (PAVANI, 2014)

A tabela 1 mostra os efeitos de doses crescentes do JZL184 sobre a
migracgao de leucdcitos para os pulmdes. Observou-se que a instilagdo nasal de LPS
(veiculo+LPS) induziu um aumento do numero de células totais no LBA (F (4,34) =
33,87; p < 0,0001) (Figura 8A); mais especificamente, do numero de neutrofilos (F
(4,34) = 33,62; p < 0,0001) (Figura 8B), em relagdo aos animais do grupo instilado
com NaCl 0,9%. A analise estatistica dos dados mostrou que o pré-tratamento com
JZL.184 apods as doses 16mg/kg e 40 mg/kg (JZL+LPS) foi capaz de prevenir o
aumento do numero de células inflamatdérias totais induzido pelo LPS nos animais
quando comparados ao controle inflamado (F (4,34) = 33,87) (Figura 8A). O numero
de neutrdfilos foi reduzido de forma significante apos as doses de 16mg/kg e
40mg/kg de JZL184 em relag&o ao controle inflamado (F (4,34) = 33,62) (Figura 8B).
N&o se observaram diferengas estatisticas entre os grupos avaliados quanto ao
numero de linfocitos (Figura 8C) e macrofagos (Figura 8D).

Apoés analise dos dados relativos as células do LBA, avaliamos os possiveis
efeitos do bloqueio da MAGL sobre os niveis de Fator de Necrose Tumoral (TNF-a)
no LBA no modelo murino de ALI (Tabela 2). As doses de 16 (p < 0,0001) e 40 (p <
0,0001) mg/kg de JZL184 reduziram os niveis de TNF-a no LBA em relagdo ao
controle inflamado (F(4,34)=16,41) (Figura 9).
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Efeitos do tratamento com JZL184 na contagem de leucécitos em um modelo murino de
inflamag&o pulmonar aguda (ALI)

ucocitos Totais Linfocitos Macrdfagos Neutrofilos
?at;m (x 10°) (x 10°) (x 10°) (x 10°)
Veiculotsalina 0,8628+0,1897* 0,1717+0,0117 0,5758+0,3158 0,1617+0,0872*
Veiculo+LPS  10,44+2,933 0,1268+0,0482 0,8345+0,7880 8,100+1,980
JZL184 11,601,179 0,2045+0,0852 0,8595+0,3762 10,47+1,156
4mg/kg+LPS
JZL184 5,046+2,507* 0,1094+0,1032 0,7286+0,4896 3,310+2,988*
16mg/kg+LPS
JZL184 3,473+0,982* 0,0477+0,0016 0,6369+0,1009 2,804+1,009*
40mg/kg+LPS

Os dados representam a média + desvio padrao, correspondente a contagem de leucécitos no LBA.
*p<0,0001 em relagdo ao grupo controle inflamado (veiculo+LPS). ANOVA de uma via seguida do
teste de Tukey-Kramer

Figura 8 - Efeitos do tratamento com JZL184 na contagem de leucécitos em um modelo murino de
inflamagéo pulmonar aguda (ALI)
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Legenda: (A) contagem de leucdcitos totais do LBA, em, (B) numero de neutrdfilos, (C) linfécitos
e (D) macrofagos no LBA. *p<0,05 em relagdo ao grupo controle inflamado
(veiculo+LPS). ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey-kramer
Fonte: (PAVANI, 2014)
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Tabela 2 - Efeitos do tratamento com JZL184 nos niveis de TNF-a em um modelo murino de
inflamag&o pulmonar aguda (ALI)

Tratamento TNF-a (pg/mL)
Veiculo+salina 18,42+4,747*
Veiculo+LPS 288,3+171,6

JZL184 4mg/kg+LPS  195,6+56,12
JZL184 16mg/kg+LPS 65,48+34,74*
JZL184 40mg/kg+LPS 112,6+35,39*

Os dados representam a média * desvio padrao correspondentes aos niveis de TNF-a no LBA.
*p<0,0001 em relagdo ao grupo controle inflamado (veiculo+LPS). ANOVA de uma via seguida do
teste de Tukey-Kramer

Figura 9 - Efeitos do tratamento com JZL184 nos niveis de TNF-a em um modelo murino de
inflamagéo pulmonar aguda (ALI)
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*p<0,0001 em relagcdo ao grupo controle inflamado (veiculo+LPS). ANOVA de uma
via seguida do teste de Tukey-Kramer
Fonte: (PAVANI, 2014)

A partir destes resultados, todos oa outros experimentos foram realizados
utilizando-se a dose de 16mg/kg do JZL184.

Para verificar se os efeitos observados nos experimentos acima eram mesmo
decorrentes da inibicdo da MAGL pela utilizacdo do JZL184 ou se houve
interferéncia do veiculo empregado na diluicdo do farmaco (15% de DMSO + 4,25%
de PEG400 + 4,25% de Tween 80 + q.s.p. 100% de salina), realizou-se um
experimento para avaliar possiveis efeitos do veiculo e do JZL184.
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Foram utilizados 18 camundongos da linhagem C57BL/6 divididos em 3
grupos (n= 5 por grupo). Os animais foram tratados i.p. com NaCl 0,9%, com veiculo
do JZL184 ou com JZL184 (16mg/kg) diluido em veiculo; apos 60 minutos os
animais foram anestesiados, instilando-se o LPS em suas vias aéreas. No grupo 1,
injetou-se a salina e instilou-se LPS. No grupo 2, os animais foram injetados com
veiculo e inflamados com o LPS. No grupo 3, injetou-se JZL184 na dose de 16mg/kg
e instilou-se LPS. ApsGs 24 horas, os animais foram anestesiados e eutanasiados
para a coleta do lavado bronco-alveolar (LBA), conforme ilustrado no figura 10.

Figura 10 - Delineamento experimental empregado no experimento piloto para verificagdo de
possiveis efeitos do veiculo do JZL184
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Fonte: (PAVANI, 2014)

A tabela 3 mostra e a figura 11 ilustra os efeitos do JZL184, veiculo ou NaCl
0,9% na migracao de leucdcitos para os pulmdes de camundongos inflamados com
LPS intra-nasal. Observamos redugdo no numero de leucdcitos totais (F (2,15) =
15,84; p < 0,001) (Figura 11A) e de neutrdfilos (F (2,15) = 26; p < 0,0001) (Figura
11B) nos animais tratados com JZL184, mas ndo observamos diferengas entre os
dados dos grupos tratados com NaCl 0,9% ou veiculo (F (2,15) = 15,84; p > 0,05
para leucécitos totais; F (2,15) = 26; p > 0,05 para neutrdfilos). Ndo observamos
diferenga, também, entre o numero de linfécitos (F (2,15) = 1,065) (Figura 11C) e
macrofagos (F (2,15) = 3,379; p > 0,05) (Figura 11D) entre os grupos avaliados.
Sendo assim, concluimos que o veiculo utilizado para diluir o farmaco nao interferiu
com a inflamag&o pulmonar aguda induzida por LPS e confirmamos a agao anti-

inflamatoria do JZL184 na dose de 16 mg/kg.
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Tabela 3 - Efeitos do veiculo do JZL184 sobre o nimero de leucécitos no LBA em um modelo murino
de inflamagéo pulmonar aguda (ALI)

Leucdcitos Totais Linfocitos Macrofagos Neutrofilos
Tratamento (x 10°) (x 10°) (x 10°) (x 10°)
Salina+LPS 10,86+2,301 0,5984+0,7239 1,175+0,6215 8,811+1,465
Veiculo+LPS 11,4842,928 0,7543+0,7487 0,5648+0,3211 9,300+1,488
JZ1.184 3,163+1,676* 0,1442+0,1119 0,5299+0,1138 2,488+1,707*
16mg/kg+LPS

Os dados representam a média + desvio padrdo, correspondente a contagem de leucécitos no LBA.

*p<0,001; em relagdo ao grupo controle salina+LPS. ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey-
Kramer

Figura 11 - Efeitos do veiculo do JZL184 sobre o numero de leucdcitos no LBA em um modelo
murino de inflamagéo pulmonar aguda (ALI)
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Legenda: (A) o numero de células totais do LBA de animais tratados com salina, veiculo ou
JZL184 16mg/kg e inflamados com LPS. Em (B), (C) e (D) ilustrou-se o numero de
linfécitos, macréfagos e neutrdfilos, respectivamente, colhidos no LBA destes
animais. *p<0,001 em relagdo ao grupo controle salina+LPS. ANOVA de uma via
seguida do teste de Tukey-Kramer

Fonte: (PAVANI, 2014)
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5.2 EXPERIMENTO 1: AVALIACAO DOS EFEITOS DO BLOQUEIO DA MAGL
SOBRE A MIGRAGCAO DE LEUCOCITOS NO PULMAO, NO LBA, NO SANGUE
E NA MEDULA OSSEA EM UM MODELO MURINO DE ALI

Um total de 76 camundongos foi dividido aleatoriamente em 4 grupos: Grupo
1 (C1)- ndo inflamado veiculo + salina; Grupo 2 (C2)- inflamado veiculo + LPS,
Grupo 3 (E1)- tratado e néo inflamado JZL184 + salina e Grupo 4 (E2)- tratado e
inflamado JZL184 + LPS. Os animais foram tratados pela via i.p. com JZL184
(16mg/kg) ou com idéntico volume do veiculo e apds 60 minutos foram submetidos a
instilacdo nasal de LPS ou salina estéril, conforme ilustrado na Figura 6. Trés grupos
idénticos de animais foram usados e avaliados em diferentes periodos: seis, vinte e
quatro ou quarenta e oito horas apds a instilacdo intranasal de LPS, conforme

ilustrado na figura 12.

Figura 12 - Delineamento experimental empregado nos experimentos 1, 2 e 6
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Fonte: (PAVANI, 2014)

Os animais foram anestesiados e eutanasiados para a coleta de sangue, do
LBA e da medula éssea. A contagem total e diferencial dos leucdcitos do sangue e
do LBA, a quantificagdo dos granuldcitos da medula 6ssea e a coleta e avaliagao
dos danos teciduais do pulmao foram realizadas conforme descrito nos itens 4.5.1,
4.5.2,45.3,4.54 e 4.6, respectivamente.
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RESULTADOS:

LBA

Avaliou-se primeiro, os efeitos da inibicdo da MAGL (JZL184 16mg/kg) na
migragdo dos leucécitos para os pulmdes 6, 24 e 48 horas apds administragao
intranasal de LPS. Notavelmente, a administracdo intranasal de LPS foi eficaz na
inducao da inflamagao pulmonar, como observado por meio do numero de leucocitos
presentes no LBA 6 (F (2,17) = 48.16; p < 0.0001), 24 (F (2,17) = 49.44; p < 0.0001)
e 48 (F (2,18) = 23.19; p < 0.0001) horas apds a indug¢do da ALI (Figura 13A). O
tratamento com JZL186 reduziu o numero de leucécitos no LBA 6, 24 e 48 horas
apos a administracao de LPS (Figura 13A).

A contagem diferencial dos leucdcitos no LBA mostrou que o tratamento com
JZL184 reduziu a contagem de neutréfilos 6 (F (2,17) = 46.02; p < 0.0001), 24 (F
(2,17) = 37.04; p < 0.0001) e 48 (F (2,18) = 14.70; p < 0.0001) horas apoés a
instilacdo intranasal de LPS (Figura 13B), assim como a contagem de linfocitos 48
horas (F (2,18) = 9.926; p < 0.001) ap6s a inducéo da inflamacgao (Figura 13C). Nao
foram encontradas diferengas no numero de macrofagos no LBA em todos os

periodos avaliados (Figura 13D).
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Figura 13 - Efeitos da inibicdo da MAGL na migracéo de leucdcitos para os pulmdes
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Legenda: (A) contagem de leucdcitos totais no LBA, (B) contagem de neutréfilos no LBA, (C)
contagem de linfécitos no LBA e (D) contagem de macréfagos no LBA. Os dados séo
apresentados como média + D.P., n = 5-9 animais / grupo. p <0,05. Anova de uma via
seguida do teste Tukey-Kramer

Fonte: (COSTOLA-DE-SQUZA et al., 2013 modificado)

Sangue

Os efeitos da inibicdo da MAGL, através da administracao i.p. de 16mg/kg de
JZL184, no sangue também foram analisados 6, 24 e 48 horas apds a indugao da
ALI. Um aumento no numero de leucécitos (F (2,17) = 4.294; p < 0.05) (Figura 14A),
especialmente de linfocitos (F (2,17) = 6.923; p < 0.001) (Figura 14C), foi evidente
no sangue nos animais do grupo C2, 6 horas apos a instilagdo intranasal de LPS;
neste momento, o aumento n&o foi evitado com o uso do JZL184 (Figuras 14A,C).
Entretanto, em relagdo aos dados do grupo C2, o tratamento com JZL184 reduziu a
contagem no numero de leucocitos (F (2,18) = 8.544; p < 0.001) (Figura 14A) e de
neutrofilos (F (2,18) = 6.514; p < 0.001) (Figura 14B) sanguineos 48 horas apos a
inducdo da ALlL.
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Nao foram encontradas diferengas na contagem de mondcitos no sangue em
todos os periodos avaliados (Figura 14D), assim como na contagem de leucdcitos
totais e diferenciais no sangue 24 horas apo6s a indug¢ao da ALI (Figuras 14A-D).

Figura 14 - Efeitos da inibigdo da MAGL na migragao de leucdcitos para o sangue

A B
Sangue £ 6- )

= 10 :
S b ) a
x 84 2 4 a
") b =
= ab 8
S ¢4 a Tab ; a e
@ \n
e S 2

- Y
g ¢ 3 Ill
5 =
§ 2 2,
S 0 © > w

© > W tempo (horas)
tempo (horas)
c D
= 5 b & 0.4+
o
- ab -
x ’ x
a 0.3
8 4 8
3 3
3 8 021
8 2 8
'S 'S 0.1
) Qo
£ 5 Ill
=0 = 00
© o> K3 © o> @
tempo (horas) tempo (horas)
O c1 Em C2 = E2
Legenda: (A) contagem de leucdcitos totais no sangue, (B) contagem de neutréfilos no sangue,

(C) contagem de linfécitos no sangue e (D) contagem de monécitos no sangue. Os
dados séo apresentados como média + D.P., n = 5-9 animais / grupo. p <0,05. Anova
de uma via seguida do teste Tukey-Kramer

Fonte: (COSTOLA-DE-SOUZA et al. 2013 modificado)

Medula Ossea

Os animais do grupo C2 apresentaram uma redugcdo da expressdo de
granuldcitos na medula 6ssea 6 horas apds a indugdo da ALI (F (2,17) = 6.212; p <
0.05) (Figura 15); estes achados nao foram revertidos com o tratamento com
JZL184, como observado nos animais do grupo E2 (F (2,17) = 6.212; p < 0.05)
(Figura 15). Quarenta e oito horas apos a administracdo intranasal de LPS, a
expressdo de granuldcitos na medula 6ssea dos camundongos do grupo E2 foi
menor que a expressdo mensurada nos animais do grupo C2 (F (2,17) = 3.553; p <
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0.05) (Figura 15). Ndo foram encontradas diferengcas nos granulécitos da medula

0ssea 24 horas apos a administracdo intranasal de LPS (Figura 15).

Figura 15 - Efeitos da inibicdo da MAGL na porcentagem de granuldcitos na medula éssea
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Os dados séo apresentados como média + D.P., n = 5-9 animais / grupo. p <0,05.
Anova de uma via seguida do teste Tukey-Kramer
Fonte: (COSTOLA-DE-SOUZA et al. 2013 modificado)

Pulméao

A instilacdo intranasal com LPS produziu hemorragia, congestao alveolar,
aumento da espessura da parede dos alvéolos e infiltragdo ou agregacao de células
inflamatorias (Figura 16B-D), em comparagdo com o grupo controle ndo inflamado
C1 (Figura 16A). Ja o tratamento com o JZL184 (grupo E2) foi capaz de reduzir o
dano tecidual causado pelo LPS em todos os periodos avaliados (Figura 16E-G).
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Figura 16 - Efeitos da inibigdo da MAGL na arquitetura pulmonar no dano tecidual causado pelo LPS
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Legenda: 2 6 horas, (C) grupo C2 24 horas, (D) grupo C2 48 horas

apos LPS, (E) grupo E2 6 horas, (F) grupo E2 24 horas e (G) grupo E2 48 horas apos
LPS. Infiliragdo e adregacéo de células inflamatdrias (seta); aumento na espessuar
da parede alveolar (cabeca de seta) e congestéo alveolar (circulo). Cortes do pulméo
esquerdo coradas com H.E. Imagens representativas retiradas de cada grupo
(aumento 200x)

Fonte: (COSTOLA-DE-SOUZA et al. 2013 modificado)
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Os achados histolégicos foram confirmados com a avaliagdo quantitativa
através dos escores da ALl: o tratamento com o JZL184 foi capaz de prevenir o
espessamento das paredes alveolares F (1,11) = 130.3; p < 0.0001 6 horas; F (1,10)
= 105.7; p < 0.0001 24 horas and F (1,10) = 220.7; p < 0.0001 48 horas apos
instilag&do intranasal de LPS) (Figura 17A) e preveniu ainda um aumento excessive
do dano tecidual (U =8.0; p<0.001 6 horas; U=8.0; p<0.001 24horas e U= 5.0; p <
0.05 48 horas ap6s LPS) (Figura 17B).

Figura 17 - Efeitos da inibicdo da MAGL no dano tecidual causado pelo LPS
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Legenda: (A) espessura da parede alveolar e (B) escore da ALIl. Dados representados como

média + D.P., n = 5-6 animais / grupo. p <0,05. (A) Anova de uma via seguida do
teste Tukey-Kramer; (B) teste Mann Whitney U para comparacgéao entre dois grupos
Fonte: (COSTOLA-DE-SOUZA et al., 2013 modificado)
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5.3 EXPERIMENTO 2: AVALIAGCAO DOS EFEITOS DO JZL184 SOBRE A
EXPRESSAO DE MOLECULAS DE ADESAO, A PERMEABILIDADE
VASCULAR, ATIVIDADE DE NEUTROFILOS E A CONCENTRACAO DE
CITOCINAS/ QUIMIOCINAS MEDIDA EM UM MODELO MURINO DE ALl

Um total de 76 camundongos foi dividido aleatoriamente em 4 grupos e
tratados ou ndo com JZL184 e LPS intranasal conforme descrito no experimento 1
(Figura 12).

Os animais foram anestesiados e eutanasiados para a coleta do LBA. A
avaliacdo da concentracido de citocinas, MPO, expressao das moléculas de adesao
e a permeabilidade vascular foram realizadas conforme descrito nos itens 4.7, 4.8,
4.9 e 4.10 respectivamente.

RESULTADOS:

Moleculas de adeséo

Avaliou-se a expressdo das moléculas de adesédo (L-selectina, 32-integrina e
PECAM) nos neutréfilos sanguineos e do LBA dos camundongos tratados ou nao
com JZL184. Em relacdo aos animais do grupo C2, o tratamento com o JZL184
reduziu a expresséo da B2-integrina (U = 8.0; p < 0.05) (Figura 18A); entretanto, no
mesmo periodo, este tratamento aumentou a expressao da L-selectina (U = 9.0; p <
0.05) (Figura 18B) nos neutrdéfilos sanguineos 6 horas apds a indugédo da ALl. Nao
foram encontradas diferengcas para a expressdo de PECAM nos neutrdfilos
sanguineos em todos os periodos avaliados (Tabela 5) ou 2-integrina e L-selectina
24 e 48 horas apds a indugdo da ALl (Figura 18A-B). Ademais, também foi
observado que a inibicdo da MAGL através do JZL184 reduziu a expressao da 32-
integrina (U = 7.0; p < 0.001) nos neutrofilos do LBA 48 horas apds a instilagéo
intranasal de LPS (Figura 18C). Entretanto, ndo foram encontradas diferencas
significantes para a expresséo da L-selectina (Figura 18D) e PECAM nos neutréfilos

do LBA em todos os periodos avaliados (Tabela 4).
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Figura 18 - Efeitos da inibicdo da MAGL na expressdo de moléculas de ades&o no modelo de ALl
induzida por LPS
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Legenda: (A) B2-integrina e (B) de L-selectina no sangue 6 horas apés a indugéo da ALI. (C)

B2-integrina no fluido de lavagem bronco-alveolar 48 horas ap6s a indugéo da ALI. Os
dados sao apresentados como média + D.P., n = 5-9 animais / grupo. p <0,05. Mann
Whitney U para comparacao de dois grupos

Fonte: (COSTOLA-DE-SOUZA et al., 2013 modificado)

Tabela 4 - Efeitos da inibicdo da MAGL na expressao de PECAM no LBA e sangue de camundongos
6, 24 e/ou 48 horas ap6s ALl induzida por LPS

Material Tempo apos instilagao Veiculo + JZL184 +
analizado intranasal de LPS LPS LPS

6 horas 56.04+10.73 58.31+3.50

LBA 24 horas 44.03+5.79 41.98+6.08
48 horas 23.12+6.38 20.56+2.04

6 horas 47.39+8.79 51.1£14.33

Sangue 24 horas 77.65+11.74 82.27+9.12
48 horas 118.4127.81 131.3152.53

Os dados sdo apresentados como meédia + D.P., n=5-9 animais/grupo. Mann Whitney U para
comparagao entre dois grupos
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Permeabilidade vascular

A permeabilidade vascular nos pulmdes foi avaliada através da concentragao
de albumina no LBA. O JZL184 reduziu a concentragdo de proteina no LBA em
relagdo aos animais do grupo C2 6 (U = 3.0; p < 0.05) e 48 (U = 4.0; p < 0.001)
horas apos a instilag&o intranasal de LPS (Figura 19).

Figura 19 - Efeitos da inibicdo da MAGL sobre a concentragdo de albumina no LBA
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Os dados séo apresentados como média + D.P., n = 5-8 animais / grupo. p <0,05.
Mann Whitney U para comparagdo de dois grupos (COSTOLA-DE-SOUZA et al.,
2013)

Fonte: (COSTOLA-DE-SQOUZA et al., 2013 modificado)

Atividade de neutrofilos

A atividade de neutrdfilos foi avaliada de forma indireta através da atividade
da MPO. O JZL184 reduziu a atividade de MPO nos pulmdes em relacido aos
animais do grupo C2 as 6 (U = 2.0; p < 0.0001) e 24 (U = 10.0; p < 0.001) horas
apos a instilagao intranasal de LPS (Figura 20).
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Figura 20 - Efeitos da inibicdo da MAGL sobre a atividade de MPO no pulm&o em um modelo murino
de inflamagéao pulmonar aguda induzido por LPS
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Os dados sao apresentados como média + D.P., n = 7-13 animais / grupo. p <0,05.
Mann Whitney U para comparacao de dois grupos. Dados normalizados do controle
néo inflamado

Fonte: (COSTOLA-DE-SQOUZA et al., 2013 modificado)

Citocinas/quimiocinas pro-inflamatorias

Em relagcdo aos animais do grupo C1, observamos um grande aumento na
concentragcédo de TNF-q, IL-6, MIP-2 e KC no LBA nos animais do grupo C2 6 horas
apos a indugado da inflamagéo (Figura 21A-B, D-E). Com o passar das horas, no
entanto, observamos uma redug&o na concentragcédo dessas citocinas (Figura 21A-B,
D-E). Observamos ao mesmo tempo um aumento gradual na concentracédo de MCP-
1 no LBA dos animais do grupo C2 nos periodos avaliados (Figura 21C). O
tratamento com JZL184 reduziu a concentragdo de TNF-a 24 (U = 3.0; p < 0.05) e 48
(U =4.0; p <0.001) horas apos a instilagédo intranasal de LPS (Figura 21A), assim
como a concentracédo de IL-6 6 (U = 2.0; p < 0.05), 24 (U =6.0; p <0.05) e 48 (U =
9.0; p < 0.05) horas ap6s a indugdo da ALI (Figura 21B). O tratamento com JZL184
(grupo E2) reduziu, ainda, a concentragdo de MCP-1 6 (U =4.0; p <0.001) e 48 (U =
7.0; p < 0.05) horas apds a indugao da ALI (Figura 21C).

O tratamento com JZL184 reduziu a concentragdo de KC, em comparagao ao
grupo C2, as 24 (U =4.0; p <0.001) e 48 (U =4.0; p < 0.05) horas apds a instilagao
intranasal de LPS (Figura 21E) e a concentragdo de MIP-2 as 6 (U =4.0; p < 0.05) e
48 (U = 6.0; p < 0.05) horas apos a indugdo da ALI (Figura 21D). Nao foram
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encontradas diferengas estatisticas para a concentragdo de IL-10, IFN-y and IL-

12p70 no LBA dos grupos nos periodos avaliados (Tabela 5).

Figura 21 - Efeitos da inibigdo da MAGL sobre a concentragédo de citocinas / quimiocinas no LBA
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Legenda: Concentragdes de (A) TNF-a, (B) IL-6, (C) MCP-1, (D) MIP-2 e (E) KC. Os dados sao
apresentados como média + D.P., n = 5-8 animais / grupo. p <0,05. Mann Whitney U
para comparacéo de dois grupos

Fonte: (COSTOLA-DE-SOUZA et al, 2013 modificado)
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Tabela 5 - Efeitos da inibicdo da MAGL sobre a concentragéo de citocinas e quimiocina no LBA 6, 24

e/ou 48 horas ap6s ALl induzida por LPS

Tempo apos

Qct:;itr%(i::::?:als instilagao intranasal Ve'?:;?;LI)'PS JZII;Z‘/‘n:LI;PS
de LPS
TNF-a 6 horas 383611631 2984+1329
IL-10 6 horas 1.49213.654 2.690+4.624
IFN-y 6 horas 1.1504£0.6314 0.3386+0.5786
IL-12p70 6 horas 0.0£0.0 0.0£0.0
MCP-1 24 horas 35.91+£15.82 37.01£10.95
IL-10 24 horas 7.6675.777 8.683+4.226
IFN-y 24 horas 0.3143+0.5383 0.6200+0.5803
IL-12p70 24 horas 0.0£0.0 0.0£0.0
IL-10 48 horas 4.33715.504 6.349+5.340
IFN-y 48 horas 1.9841+2.133 1.1351£0.7783
IL-12p70 48 horas 0.0£0.0 0.0£0.0

Os dados sdo apresentados como meédia + D.P., n=5-8 animais/grupo. Mann Whitney U para

comparagao entre dois grupos
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5.4 EXPERIMENTO 3: A PARTICIPACAO DOS RECEPTORES CB1 E CB2 NOS
EFEITOS ANTI-INFLAMATORIOS DO TRATAMENTO COM JZL184

Dada a observacado de efeitos anti-inflamatérios com o uso do JZL184
(diferencas entre os animais do grupo E2 em relag&o ao grupo C2) realizamos um
experimento empregando antagonistas de receptores canabindides CB1 (AM281)
e CB2 (AM630). Especificamente, foram utilizados um total de 96 camundongos.
Primeiramente, os animais foram tratados (i.p.) com os antagonistas AM281 ou
AM630 ou volume similar do seu veiculo (0.1 mL/10 g). Apoés 30 minutos, os
animais receberam o farmaco JZL184 (16mg/kg) ou volume similar de seu veiculo
(0.1 mL/10 g) e, finalmente, ap6s 60 minutos, foi istilado LPS ou salina estéril via
intranasal. Assim, os animais foram divididos em seis grupos experimentais:
veiculotsalina (C1); veiculo+LPS (C2); JZL184+LPS (E2); AM281 (2.5 mg/kg)+
JZL184+LPS; AM630 (2.5 mg/kg) +JZL184+LPS e AM630 (5.0 mg/kg)+
JZL184+LPS. As amostras foram coletadas e analizadas 6, 24 e 48 horas apds a
administragdo intranasal de LPS (Figura 22).

Figura 22 - Delineamento experimental empregado no experimento 3
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Fonte: (PAVANI, 2014)

A contagem total e diferencial dos leucocitos do sangue e do LBA, a
quantificagdo dos granuldcitos da medula 6ssea e a coleta e avaliagdo dos danos
teciduais do pulmao foram realizadas conforme descrito nos itens 4.5.1, 4.5.2 e
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4.5.3, respectivamente. A avaliagdo da concentracao de citocinas, MPO, expressao
das moléculas de adesao e a permeabilidade vascular foram realizadas conforme
descrito nos itens 4.7, 4.8, 4.9 e 4.10 respectivamente.

Os dados mostraram que o tratamento com AM281 e AM630 bloquearam
parcialmente as a¢des do JZL184 na migracgéo leucocitaria para os pulmdes 6 horas
apos a instilagao intranasal de LPS (F (5,28) = 13.53) (Figura 23A). Observamos que
os tratamentos com AM281 e AM230 reverteram parcialmente as agdes do JZL184
na contagem leucocitos sanguineos (F (5,25) = 3.61) (Figura 23B) e a porcentagem
de granuldcitos na medula 6ssea (F (5,25) = 6.336) (Figura 23D) 48 horas apos a
indugdo da ALI. Observamos, ainda, que as ag¢des do JZL184 na contagem de
neutréfilos sanguineos foram parcialmente revertidas pelo tratamento com AM281(F
(5,25) = 7.498) (Figura 23C).

Figura 23 - Participacédo dos receptores CB1 e CB2 na migragéo de leucdcitos para os pulmdes
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Legenda: (A) Numero de leucocitos no LBA, (B) Numero de leucécitos no sangue, (C) numero

de neutrofilos no sangue, e (D), a percentagem de granulécitos na medula 6ssea. Os
dados séo apresentados como média + D.P., n = 5-8 animais / grupo. p <0,05. Anova
de uma via seguida pelo teste de Tukey-Kramer

Fonte: (COSTOLA-DE-SOUZA et al., 2013 modificado)
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Os efeitos do bloqueio da MAGL na preveng¢ao do aumento da espessura da
parede alveolar e dos danos teciduais foram revertidos pelo uso do antagonista de
receptores CB2, o AM630 (5mg/kg), 6 horas apds a instilagdo intranasal de LPS
(F(5,29) = 61.23; p < 0.0001 e KW = 21.44; p<0.05, respectivamente) (Figura 24 A-
B).

Figura 24 - Participagdo dos receptores CB1 e CB2 na prevengao do dano tecidual induzido pelo
LPS
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Legenda: (A) Espessura da parede alveolar e (B) ALI escore. Dados representados como média
+ D.P., n = 5-6 animais / grupo. p <0,05. (A) Anova de uma via seguida do teste
Tukey-Kramer; (B) teste Kruskal-Wallis e teste de Dunn para multiplas comparagdes

Fonte: (COSTOLA-DE-SQUZA et al., 2013 modificado)

Uma analise mais aprofundada da expressdo das moléculas de adeséao
mostrou que as ag¢des do JZL184 foram parcialmente ou totalmente bloqueadas
pelos tratamentos com AM281 ou AM630. Assim, o AM281 reduziu a inibigado da 32-
integrina sanguinea 6 horas apos ALI com tratamento com o JZL184 (KW = 20.30)
(Figura 25A). Além disso, AM281 e AMG630 impediram o grande aumento da
expressao da L-selectina (KW = 24.65) (Figura 25B) no sangue 6 horas apos ALI. A
reducdo da expressdo da [(2-integrina no LBA provocada pelo tratamento com
JZL184 foi parcialmente bloqueada com o tratamento com AM281 (KW = 20.39) e
totalmente bloqueada com o tratamento com AM630 (KW = 20.39; p<0.0001 para a
dose de 5.0 mg/kg e KW = 20.39; p<0.05 para a dose de 2.5 mg/kg) (Figura 25C).
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Figura 25 - Participagdo dos receptores CB1 e CB2 na expressdo de moléculas de ades&o no
modelo murino de ALl induzida por LPS
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Legenda: (A) B2-integrina no sangue 6 horas apos a ALI, (B) de L-selectina no sangue 6 horas
apos a ALl e (C) p2-integrina no LBA 48 horas apés a ALl Os dados séao
apresentados como média + D.P., n = 5-8 animais / grupo. p <0,05. Kruskal-Wallis e
teste de Dunn para multiplas comparagdes

Fonte: (COSTOLA-DE-SOUZA et al., 2013 modificado)

Como ilustrado na figura 26, os tratamentos com AM281 (KW = 21.04) e
AM630 (KW = 13.84) reduziram as ag¢des do JZL184 sobre a permeabilidade

vascular dos pulmdes 6 e 48 horas apos AL, respectivamente.

Figura 26 - Participacédo dos receptores CB1 e CB2 na concentragdo de albumina do LBA
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Legenda: Os dados séo apresentados como média + D.P., n = 5-8 animais / grupo. p <0,05.
Kruskal-Wallis e teste de Dunn para multiplas comparagdes
Fonte: (COSTOLA-DE-SOUZA et al., 2013 modificado)

O tratamento com AM281 (KW = 20.3, p < 0.001) e com o AM630 (KW = 20.3,
p < 0.05) inibiram as agdes do JZL184 na atividade da MPO dos pulmdes 6 horas
apos ALl (Figura 27).
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Figura 27 - Participacdo dos receptores CB1 e CB2 na atividade de MPO do pulméo
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Os dados sao apresentados como média + D.P., n = 5-10 animais / grupo. p <0,05.
Kruskal-Wallis e teste de Dunn para multiplas comparagdes. Dados normalizados do
controle ndo inflamado

Fonte: (PAVANI, 2014)

Finalmente, observamos que o tratamento com AM281 e/ou AM630 reduziram
as agoes do JZL184 na concentracao de citocinas/quimiocina no LBA 6, 24 ou 48
horas apds a instilagao intranasal de LPS: TNF- a (KW = 13.33, 24 horas e KW =
21.05, 48 horas apds ALl) (Figura 28A), IL-6 (KW = 13.27, 6 horas, KW = 19.80, 24
horas e KW = 22.02, 48 horas apds ALI) (Figura 28B) e MCP-1 (KW = 20.43, 6 horas
e KW = 19.10, 48 horas apos ALI) (Figura 28C). Observamos, ainda, que o0s
tratamentos com AM281 e/ou AM630 reduziram e/ou inibiram as ac¢des do JZL184
nas concentragbes de citocinas avaliadas no LBA 6, 24 ou 48 horas apds a
instilacdo intranasal de LPS: MIP-2 (KW = 23.49) 6 horas apos ALI (Figura 28D) e
KC (KW = 20.46, 24 horas e KW = 11.21 48 horas ap0s ALl) (Figura 28E).
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Figura 28 - Participacédo dos receptores CB1 e CB2 nas concentragdes de citocinas / quimiocinas do
LBA
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Concentragao de (A) TNF-a, (B) IL-6, (C) MCP-1, (D) MIP-2 e (E) KC. Os dados séo
apresentados como média + D.P., n = 5-8 animais / grupo. * e ** p <0,05. Kruskal-
Wallis e teste de Dunn para multiplas comparagdes

(COSTOLA-DE-SOUZA et al,. 2013 modificado)
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5.5 EXPERIMENTO 4: AVALIAGCAO DA ATIVIDADE LOCOMOTORA EM CAMPO
ABERTO (CA) E NiVEIS DE ANSIEDADE NO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO
(LCE) EM UM MODELO MURINO DE ALI

Um total de 148 camundongos foi dividido aleatoriamente em 4 grupos: Grupo
1 (C1)- ndo inflamado veiculo + salina; Grupo 2 (C2)- inflamado veiculo + LPS,
Grupo 3 (E1)- tratado e néo inflamado JZL184 + salina e Grupo 4 (E2)- tratado e
inflamado JZL184 + LPS. Os animais foram tratados pela via i.p. com JZL184
(16mg/kg) ou veiculo e apds 60 minutos foram submetidos a instilacdo nasal de LPS
ou salina estéril.

No CA: trés grupos independentes e idénticos de animais foram usados para
avaliar possiveis efeitos comportamentais do LPS em diferentes periodos: 6, 24 ou
48 horas ap0s a instilagdo intranasal do mesmo (Figura 29).

No LCE: outros animais foram divididos em grupos, conforme descrito acima,
utilizados para analise comportamental no LCE 48 horas apdés a indugao da ALlI.

Figura 29 - Delineamento experimental empregado no experimento 4
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Fonte: (PAVANI, 2014)

As avaliacbes da atividade locomotora no CA e no LCE foram realizadas
conforme descrito nos itens 4.11.1 e 4.11.2, respectivamente.

A ANOVA de duas vias, seguida do teste de Bonferroni, ndo mostrou
alteragdes significantes entre os tratamentos e tampouco na interagao tratamento X

tempo, mas detectou nos animais do grupo C2 (controle inflamado) alteragbes entre
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os tempos de observacgao (F (2,122) = 15.80; p=0,0039). Idénticos resultados foram
obtidos na zona mediana do CA (F(2,122)=13.60; p<0,0001). No entanto, nenhuma
alteracao foi encontrada na zona central do aparelho. Especificamente, observou-se
reducdo da porcentagem de tempo na zona periférica do CA as 24 horas momento
em que se observou aumento deste parametro na zona mediana do aparelho (Figura
30A-C).

Idéntica analise estatistica ndo evidenciou alteracdes entre os grupos e entre
as iteragdes tratamento X tempo e entre os diferentes tempos para a distancia
percorrida pelos animais no CA e para a velocidade média no aparelho (Figura 30D-
E).

Figura 30 - Avaliacdo da atividade locomotora (CA) de animais tratados ou ndo com inibidor da
MAGL em um modelo murino de inflamag¢ao pulmonar aguda induzido por LPS
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Legenda: (A) % do tempo de permanéncia na zona periférica, (B) % do tempo de permanéncia

na zona mediana, (C) % do tempo de permanéncia na zona central, (D) distancia total
percorrida e (E) velocidade média. Os dados s&o apresentados como média + D.P., n
= 9-16 animais / grupo. Diferentes letras acima das colunas significam diferengas
significantes, p<0.05. ANOVA de 2 vias seguida pelo teste Bonferroni

Fonte: (PAVANI, 2014)

Como mostra a figura 31A-D, os animais foram submetidos ao teste de LCE
(para avaliagdo da ansiedade) 48 horas apds o tratamento ou ndo com JZL184 e
administragdo ou n&do de LPS. Ndo foram encontradas diferencas entre os grupos
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nos periodos avaliados em relagdo ao tempo de permanéncia nos bragos abertos e

fechados e, também, no numero de entradas nos bragos abertos e fechados.

Figura 31 - Avaliacdo da ansiedade (LCE) de animais tratados ou ndo com inibidor da MAGL em um
modelo murino de inflamag&o pulmonar aguda induzido por LPS 48 horas apés ALI
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Legenda: (A) % do tempo de permanéncia nos bragos fechado, (B) % de entradas nos bragos

fechados, (C) % do tempo de permanéncia nos bragos abertos e (D) % de entradas
nos bragos abertos. Os dados sédo apresentados como média £ D.P., n = 5 animais /
grupo. Kurskal Wallis seguido de Dunn.

Fonte: (PAVANI, 2014)
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5.6 EXPERIMENTO 5: AVALIACAO DA CAPACIDADE DE ADAPTAGCAO EM
CAMPO ABERTO EM UM MODELO MURINO DE ALI

Um total de 63 camundongos foi dividido aleatoriamente em 4 grupos: Grupo
1 (C1)- ndo inflamado veiculo + salina; Grupo 2 (C2)- inflamado veiculo + LPS,
Grupo 3 (E1)- tratado e néo inflamado JZL184 + salina e Grupo 4 (E2)- tratado e
inflamado JZL184 + LPS. Os animais foram tratados pela via i.p. com JZL184
(16mg/kg) ou veiculo e apds 60 minutos foram submetidos a instilacdo nasal de LPS
ou salina estéril. Os mesmos animais passaram pelo CA trés vezes consecutivas: 6,

24 e 48 horas apos a instilagao intranasal de LPS, conforme ilustrado na figura 32.

Figura 32 - Delineamento experimental empregado no experimento 5
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Fonte: (PAVANI, 2014)

As avaliacbes da capacidade de adaptacdo no CA foram realizadas conforme
descrito nos iten 4.11.1, respectivamente.

Como no experimento anterior, poucas foram as alteragdes comportamentais
observadas. De fato, a aplicagdo da ANOVA de duas vias seguida pelo teste de
Bonferroni detectou diferengas significantes apenas para as interagdes entre grupos
e tratamentos as 24 horas apos a instilagao intranasal de LPS para as porcentagens
de tempo gastos na zona periférica (F(3,56) =7.07; p=0,0004) e na zona mediana
(F(3,56) =10.65; p<0,0001) do CA. Especificamente, observou-se no grupo C2
(controle inflamado), em relagdo ao grupo C1, redugdo do tempo de permanéncia
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dos animais na zona periférica as 24 e 48 horas e aumento deste parametro na zona
mediana do aparelho em relagéo as 6 horas (Figura 33 A-B).

Como no experimento anterior, a aplicacdo da ANOVA de duas vias nao
evidenciou alteracbdes entre os grupos e entre as iteragdes tratamento X tempo e
entre os diferentes tempos para o tempo de permanéncia na zona central, para a
distancia percorrida pelos animais no CA e para a velocidade média no aparelho
(Figura 33C-E).

Figura 33 - Avaliagcao da capacidade de adaptagéo, no CA, de animais tratados ou ndo com inibidor
da MAGL em um modelo murino de inflamagéo pulmonar aguda induzido por LPS

B C

>

=
Q
=
[V
(M)
o
()
O
©
o
o
N
o
o
=
=
]

®

=]
n
<

@
=3
-
o
1
[

8
o
o
©
©

[N
=]

o
1

% tempo zona periférica
% tempo zona mediana
©
% tempo zona central

=
o
T
o
I

© > K © o w © o K3
tempo (horas) tempo (horas) tempo (horas)

O
m

151 4000+

] Ct
O E1
2000- . C2
O E2

3000
104

distancia (cm)

]
1

1000+

velocidade (cm/s)

© o> W © o> W
tempo (horas) tempo (horas)

Legenda: (A) % do tempo de permanéncia na zona periférica, (B) % do tempo de permanéncia
na zona mediana, (C) % do tempo de permanéncia na zona central, (D) distancia total
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significantes, p<0.05. ANOVA de 2 vias seguida pelo teste Bonferroni

Fonte: (PAVANI, 2014)
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5.7 EXPERIMENTO 6: AVALIACAO DA CONCENTRACAO DE
CORTICOSTERONA SERICA E EXPRESSAO DE CITOCINAS
HIPOTALAMICAS EM UM MODELO MURINO DE ALI

Um total de 133 camundongos foi dividido aleatoriamente em 4 grupos: Grupo
1 (C1)- ndo inflamado veiculo + salina; Grupo 2 (C2)- inflamado veiculo + LPS,
Grupo 3 (E1)- tratado e néo inflamado JZL184 + salina e Grupo 4 (E2)- tratado e
inflamado JZL184 + LPS. Os animais foram tratados pela via i.p. com JZL184
(16mg/kg) ou veiculo e apds 60 minutos foram submetidos a instilacéo nasal de LPS
ou salina esteéril, conforme ilustrado na Figura 6. Trés grupos idénticos de animais
foram usados e avaliados em diferentes periodos: 6, 24 ou 48 horas apds a
instilacdo intranasal de LPS, conforme ilustrado na figura 12.

As avaliagdes da concentracdo de corticosterona sérica e da expressao de
RNAm de citocinas hipotalamicas foram realizadas conforme descrito nos itens 4.12
e 4.13, respectivamente.

Nao foram encontradas diferencas estatisticas na concentracdo sérica de
corticosterona dos animais dos diferentes grupos em todos os periodos avaliados
(Figura 34).

Figura 34 - Efeitos da inibicdo da MAGL sobre a concentragdo de corticosterona sérica em um
modelo murino de inflamag&o pulmonar aguda induzido por LPS
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Os dados sao apresentados como média + D.P., n = 7-10 animais / grupo. Anova de
uma via seguida de Tukey-Kramer
Fonte: (PAVANI, 2014)
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Considerando-se a expresséo génica de TNF-a no hipotalamo dos animais, a
ANOVA de duas vias mostrou uma diferenga entre os tratamentos (F(3,52) =2.88;
p=0,0458) e entre os tempos de observagao (F(2,52)=6.60; p=0.0030) mas nao para
a interagdo tratamento X tempo (Figura 35A). O teste pos-hoc de Bonferroni
revelou um aumento significante na expressao génica de TNF-a no hipotalamo dos
animais do grupo C2 (controle inflamado) e E2 (experimental inflamado) em relagéo
ao animais do grupo controle C1 (ndo inflamado) (p<0.05, 48 horas apds
ALI), como ilustrado na figura 35A.

Observamos, ainda, uma diferengca entre os tratamentos (F(3,52)=3.30;
p=0.028) e entre os tempos (F(2,52)=4.48; p=0.016) mas nao para a
interagdo tratamento X tempo na expresséo génica de IL-1 no hipotalamo (Figura
35B). O teste pos-hoc de Bonferroni revelou um aumento significante na expressao
génica de IL-1 no hipotalamo dos animais do grupo E2 em relagdo ao animais do
grupo controle C1 (p<0.01, 48 horas ap6s ALI), como ilustrado na figura 35B.

A ANOVA de duas vias nao mostrou alteracdes entre os tratamentos, entre os
tempos e entre a interagdo tratamento X tempo na expressao génica de IL-6 no
hipotalamo dos animais (Figura 35C).

Figura 35 - Efeitos da inibicdo da MAGL sobre a porcentagem da expressdo de RNAm de citocinas
hipotaldmicas
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Fonte: (PAVANI, 2014)
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5.8 EXPERIMENTO 7: TRATAMENTO “TERAPEUTICO” COM JZL184 EM UM
MODELO MURINO DE INFLAMAGAO PULMONAR AGUDA INDUZIDA POR
LPS

Um total de 22 camundongos foi dividido aleatoriamente em 4 grupos tratados
de forma “terapéutica” com JZL184: Grupo 1 (C1)- ndo inflamado salina + veiculo;
Grupo 2 (C2)- inflamado LPS + veiculo, Grupo 3 (E1)- tratado e ndo inflamado salina
+ JZL184 e Grupo 4 (E2)- tratado e inflamado LPS + JZL184. Primeiramente, aos
animais dos grupos C2 e E2, foi administrado LPS (100 pg/mL) de forma intranasal e
aos animais dos grupos C1 e E1 um volume similar de NaCl 0,9% esterilizada
(1TmL/g de peso corporal do camundongo). Seis horas apoés a instilagdo de LPS ou
salina, foi feito o tratamento com JZL184 nos grupos E1 e E2 e aos grupos controle,
C1 e C2, foi administrado volume similar do veiculo. Os camundongos de todos os
grupos forma anestesiados com cetamina e xilazina e eutanasiados por
exsanguinagao por meio da veia cava inferior 24 horas apos a ALI induzida por LPS
para a coleta do lavado broncoalveolar (Figura 36).

Figura 36 - Delineamento experimental empregado no experimento com tratamento terapéutico com
JZL184 (experimento 7)
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Fonte: (PAVANI, 2014)

A avaliacdo do numero de leucocitos e de TNF-a no LBA foi realizada
conforme descrito nos itens 4.5.2 e 4.7, respectivamente.
Em relagcdo aos animais do grupo C1, observamos um grande aumento no

numero de leucdcitos totais e na concentracdo de TNF-a no LBA dos animais do



103

grupo C2, 24 horas apos a indugéo da inflamagao (Figura 37 A-B). Observamos,
ainda, uma redugéo no numero de células inflamatérias (F(3, 18)= 52.44; p<0.0001)
(Figura 37A) e na concentragdo da citocina no LBA dos animais do grupo E2 em
relacdo aos animais do grupo controle inflamado (C2) (KW=24.04, p<0.05) (Figura
37B).

Figura 37 - Efeitos do bloqueio da MAGL com JZL184 administrado de forma “terapéutica” sobre o
numero de neutrofilos e na concentragcdo de TNF-a no LBA de um modelo murino de
inflamacgé&o pulmonar aguda induzido por LPS
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Legenda: (A) leucocitos totais e (B) TNF- a no LBA. Os dados séo apresentados como média +

D.P., n = 5-7 animais / grupo. * p<0.05 em relagdo ao grupo C2. (A) Anova de uma
via seguida de Tukey-Kramer e (B) Kruskal-Wallis e teste de Dunn para multiplas
comparagoes

Fonte: (PAVANI, 2014)
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6 DISCUSSAO

A Monoacilglicrol lipase (MAGL) é a principal enzima de degradacdo do
endocanabindide 2-araquidonilglicerol (2-AG) (KARLSSON et al.,, 1997). Mais
especificamente, o 2-AG ¢é tido como um endocanabindide que apresenta
propriedades anti-inflamatorias. O farmaco JZL184 é conhecido como um eficaz e
seletivo inibidor da MAGL; sugere-se que o JZL184 apresente propriedades
imunossupressoras e anti-inflamatorias (ALHOUAYEK et al., 2011). De fato, foram
relatados para ele efeitos anti-inflamatérios em modelos de edema de pata,
hemorragia gastrica por diclofenaco, colite e inflamagao sistémica (COMELLI et al.,
2007; ALHOUAYEK et al., 2011; KINSEY et al.,, 2011). Ribeiro et al. (2012)
mostraram efeitos anti-inflamatérios do canabidiol (CBD), canabindide né&o
psicotropico da Cannabis sativa, sobre a inflamag&o pulmonar aguda induzida por
LPS em camundongos. Até o presente momento ndo ha dados na literatura relativos
aos possiveis efeitos do 2-AG em modelos que envolvam inflamagao pulmonar.

Os tratamentos disponiveis para a inflamagdo pulmonar aguda conhecida
como ALI (da sigla em inglés, acute lung injury), em humanos, nada mais sado que
medidas de suporte, uma vez que terapias especificas para a doenca ainda nao
foram desenvolvidas. Desta forma, nossos estudos foram planejados e executados
com a finalidade de buscar por eventuais efeitos do 2-AG, dentro de uma
perspectiva neuroimune, utilizando o JZL184 (bloqueador seletivo da MAGL) como
tratamento profilatico em um modelo murino de ALI induzida por LPS. Mostramos
que uma unica dose de JZL184 (16mg/kg, i.p.) foi capaz de reduzir parametros
inflamatdrios pulmonares durante o percurso da doenga em um modelo murino de
inflamacédo pulmonar aguda induzida por LPS; especificamente, a migracdo de
leucdcitos (neutrdfilos, linfocitos e macrofagos) aos pulmbes, a expressdo de
moléculas de adesao no BAL e no sangue, a permeabilidade vascular nos pulmdes,
a atividade de neutrofilos (MPO) pulmonares e a produgcdo de citocinas e
quimiocinas no BAL. Também mostramos que a ativacdo dos receptores
canabindides CB1 e CB2 podem ter papel relevante nos efeitos anti-inflamatérios,
aqui relatados para o JZL184.

O protocolo experimental do modelo murino de ALl foi obtido em
experimentos previamente realizados em nossos laboratérios (RIBEIRO et al.,
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2012). A ALI caracteriza-se por inflamag&o alvéolo-capilar, inflamagdo com acumulo
de neutrdéfilos e produgao de citocinas pro-inflamatorias (TSUSHIMA et al., 2009). A
migracdo de neutrofilos para o intersticio e para o espago bronco-alveolar é
relevante por exercer papel central na progressdo da ALl induzida por LPS
(GROMMES; SOEHNLEIN, 2011). Importante ressaltar, que a migracédo de
neutrofilos para os pulmdes ndo € suficiente para causar a ALl; de fato, os
neutréfilos podem migrar para os pulmdes sem a doenga, o que implica ser
necessaria uma ativagao dos mesmos (GROMMES; SOEHNLEIN, 2011). Em outras
palavras, implica na necessidade de producao e liberacido de citocinas e quimiocinas
pro-inflamatorias. Quando do inicio dos estudos para escolha da dose do JZL184 a
ser utilizada no modelo de ALI, analisamos os efeitos do bloqueio da MAGL no
modelo de ALI através da contagem do numero de leucécitos totais e diferenciais e
da avaliagdo dos niveis de TNF-a no LBA com o uso de doses do farmaco, citadas
em referéncias (LONG et al., 2009; SCHLOSBURG et al., 2009; ALHOUAYEK et al.,
2011).

As doses escolhidas para avaliagcdo do numero de leucdcitos e dos niveis de
TNF-a no LBA foram 4, 16 e 40mg/kg. Apos as doses de 16 e 40mg/kg observamos
uma redugdo da migragao de leucocitos totais induzida pela inflamagao; observamos
uma redugao principalmente do infiltrado de neutrofilos no LBA. As doses mais altas
do JZL184 também foram eficazes em prevenir o aumento de TNF-a causado pela
inflamacdo no modelo de ALl Da mesma forma, a administracdo prévia do
canabidiol, no mesmo modelo, preveniu a ALl muito provavelmente por atuar nos
receptores CB2 e de adenosina Axa (RIBEIRO et al., 2012). Corroborando com
nosso resultado, relatou-se que a inibicdo da enzima conversora de TNF produziu
uma redugdo da infamagao pulmonar aguda induzida por LPS em ratos (SHIMIZU et
al., 2009). Os achados obtidos apds a administragado de JZL184 no modelo murino
inflamatorio de hemorragia gastrica por diclofenaco também concordam com os
presentes achados pois, o farmaco evitou o aumento dos niveis de TNF-a no
estdmago (KINSEY et al., 2011).

Long et al. (2009) relataram efeitos indesejaveis de veiculos utilizados na
diluicdo do JZL184. Em nossas condi¢cdes laboratoriais, o veiculo que melhor
solubilizou o JZL184 foi aquele proposto por Busquets-Garcia et al. (2011). Para
comprovar se o efeito sobre a ALI era mesmo decorrente do uso do JZL184 e ndo

do veiculo, um novo experimento foi realizado. Desta feita, utilizamos animais
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tratados com salina, com o veiculo ou com o JZL184 (16mg/kg), diluido neste
veiculo, todos inflamados com LPS. Apds 24 horas da inducdo da inflamacgao, foi
feita a contagem total e diferencial de leucdcitos. N&do se observaram diferengas
estatisticas entre os grupos salina e veiculo, mostrando estes dados que o veiculo
nao exercia atividade na inflamagcao pulmonar e, portanto, confirmando o efeito do
JZ1.184 no modelo murino de ALI.

Dada a observagdo de efeitos anti-inflamatorios do JZL184, investigamos
ainda outros parametros que pudessem melhor caracterizar os efeitos do farmaco
em nosso modelo: a migragao de leucocitos da medula 6ssea para o sangue e para
o pulmao, a atividade da mieloperoxidase (MPO) pulmonar e o extravasamento de
proteinas para o espaco alveolar.

E de conhecimento geral que o processo inflamatério se inicia na
microcirculacdo, sendo caracterizado pela formacdo de espacos intercelulares
responsaveis pelo aumento da permeabilidade microvascular observada na doenga
(WARE, 2006). Desta forma, a diminuicdo na fungdo da barreira celular epitelial
facilita o influxo de fluido rico em células e macromoléculas para o espaco alveolar.
Quer nos parecer que a reducgao na funcédo da barreira epitelial celular na ALI pode
ter facilitado o influxo de fluido rico em células e macromoléculas no espaco
alveolar. Assim como demonstrado no presente trabalho, Ribeiro et al. (2012)
relataram um aumento da permeabilidade vascular e de proteinas no fluido
pulmonar em um modelo murino de ALIl. Mostramos, agora, que o aumento da
permeabilidade vascular nos pulmdes causado pela administragdo intranasal de LPS
foi prevenido pelo uso do JZL184.

Na vigéncia de um processo inflamatério, as células sanguineas sao
imediatamente recrutadas para o local da inflamacao; a medula éssea produz maior
quantidade de leucdcitos que migram para a corrente sanguinea, dirigindo-se para o
foco inflamatério (OPDENAKKER; FIBBE; VAN DAMME, 1998). Em nosso modelo
experimental, observamos redugdo, atingindo os niveis basais, do numero de
granulécitos produzidos na medula éssea dos animais tratados com JZL184 em
relacdo aos animais do grupo controle inflamados, 48 horas ap0ds instilacdo nasal de
LPS. Na contagem de leucdcitos sanguineos, os dados do grupo tratado foram
semelhantes aos do grupo controle inflamado porém menores que aqueles

observados nos animais do grupo controle ndo inflamado, neste mesmo periodo.
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O influxo de neutréfilos para o intersticio e para o espago broncoalveolar é
considerado fundamental para a progressdo da ALI (GROMMES; SOEHNLEIN,
2011). Observamos que o tratamento prévio com o JZL184 reduziu a migracéo de
leucdcitos para os pulmdes dos camundongos 6, 24 e 48 horas apds a indugdo da
inflamag&o, como mostrado pelo numero de leucdcitos no LBA. Especificamente,
observamos redug¢ao no numero de neutrofilos e de linfocitos no LBA dos animais
tratados com o JZL184 em relacdo aos animais inflamados e n&o tratados. Sabe-se
que a migracdo de leucécitos para o sitio da inflamagdo € importante pois a
presenca de células inflamatdrias, em especial de neutréfilos, pode danificar o tecido
pulmonar (KLEBANOFF, 2005). De fato, observou-se que a instilagdo intranasal de
LPS causou dano tecidual e, sendo assim, parece-nos viavel sugerir que a
diminuicdo do processo inflamatorio, induzido pelo tratamento prévio com JZL184
em camundongos é acompanhada por reducédo do dano tecidual na ALI.

A rapida e intensa migragdo dos neutréfilos pode ser justificada pela sua
especializacdo nas fungbes primarias de fagocitose e destruigdo de micro-
organismos (KLEBANOFF, 2005). Sabe-se ser a MPO uma molécula que apresenta
atividade microbicida, liberada dentro dos fagossomos durante o processo de
degranulagdo. Sabe-se, ainda, que o acido hipocloroso (HOCI) é o produto inicial do
sistema MPO-H,O2-cloridrato (KLEBANOFF, 2005). Neste sentido, o HOCI & o
composto oxidante com atividade bactericida produzido pelos neutréfilos. Assim,
uma analise da atividade da MPO tem sido considerada um bom marcador para
avaliacdo dos neutrdfilos teciduais (RIBEIRO et al.,, 2012). Ribeiro et al. (2012)
relataram que a atividade da MPO aumentou apdés a inducdo da ALl em
camundongos; dados que corroboram com os do presente trabalho. Observamos,
ainda, que o tratamento com JZL184 preveniu esse aumento da atividade da MPO
produzida pela administracdo do LPS intranasal.

Em humanos, a lesdo pulmonar aguda (ALI) ou a sindrome do desconforto
respiratorio agudo (SDRA), é o componente principal da disfungdo multipla de
orgaos sendo descrita como "sindrome de inflamagdo e aumento da permeabilidade
endotelial capilar" (WEINACKER; VASZAR, 2001; TASAKA; HASEGAWA,;
ISHIZAKA, 2002). Mediadores inflamatérios desempenham um papel chave na
SDRA, sendo esta apontada como a principal causa de morte em tais condi¢coes
(BHATIA; MOOCHHALA, 2004).
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Concordando com o que foi relatado anteriormente para diferentes doencgas
inflamatorias como inflamagdes gastricas e a propria ALI (ALHOUAYEK et al., 2011;
KINSEY et al., 2011; COSTOLA-DE-SOUZA et al., 2013), nosso estudo mostrou que
o JZL184 protegeu os animais da inflamagéao pulmonar aguda induzida por LPS em
camundongos. Durante a inflamagéo, a migragéo celular inicia-se com a produgéo e
liberacdo, por macréfagos, de TNF-a e de outras citocinas/quimiocinas pro-
inflamatarias, tal como a IL-6, MCP-1, IL-8 humana (KC em camundongos) e MIP-2.
Observamos, neste estudo, reducdo na produgdo das citocinas pro-inflamatérias
(TNF-a e IL-6) e da quimiocina (MCP-1) nos animais tratados com o JZL184 e
inflamados com LPS em relagdo aos do grupo controle inflamado. Estes achados
parecem ser muito importantes uma vez que as citocinas sdo essenciais para o
estabelecimento da inflamacg&o e para a ativagéo fagocitaria. Este resultado pode,
entdo, explicar a redugdo na migracédo leucocitaria para os pulmdes apos o uso
prévio do JZL184.

Quimiocinas que atraem neutréfilos, como a MIP-2 e KC e também a MCP-1
(CCL2) que além dos neutrdfilos atraem mondcitos e linfécitos (BALAMAYOORAN
et al., 2011), tém papel relevante na mediagdo da granulopoiese e no recrutamento
de leucdcitos a locais afetados por LPS (KOLLS; KHADER, 2010). Observamos uma
reducdo na produgao das quimiocinas (MCP-1, MIP-2 e KC) nos animais tratados
com o JZL184 e inflamados com LPS em relagdo aos do grupo controle inflamado.
Este resultado pode explicar a observada redugéo na migragao leucocitaria para os
pulmdes apos o uso preventivo (COSTOLA-DE-SOUZA et al.,, 2013) do JZL184
como demonstrado no presente trabalho. Corroborando com nossos achados,
mostrou-se que o tratamento prévio com o JZL184 reduziu e/ou bloqueou a
expressao de citocinas e quimiocinas tanto no curso da inflamagao pulmonar aguda
induzida por LPS (COSTOLA-DE-SOUZA et al., 2013) como no intestino ou na
corrente sanguinea em modelos de inflamacg&o gastrica (ALHOUAYEK et al., 2011;
KINSEY et al., 2011).

Nossos resultados sugerem, ainda, que a inibicdo da expressdo das
moléculas de adesao apos o uso do JZL184 possa estar também envolvida nos
efeitos anti-inflamatérios relatados. A migracdo de leucocitos para tecidos
inflamados envolve interagdes complexas dos leucdcitos com o endotélio através de
expressao das moléculas de adesao na superficie tecidual. No presente estudo,
mostramos que o tratamento com o JZI184 (1) reduziu a expressao de B2-integrina
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no sangue 6 horas apos a instilagdo intranasal de LPS, (2) aumentou a expressgao
de L-selectina no sangue 6 horas apds a indugao da ALl e (3) reduziu a expressao
da B2-integrina no LBA 48 horas apos a indugdo da inflamag&o. Em conjunto, estes
fatos parecem justificar a menor intensidade de inflamagdo observada nos
camundongos do grupo tratado com JZL184 em relagdo aos do grupo controle
inflamado. De fato, as moléculas de adesao [(2-integrina e L-selectina sao
conhecidas por aumentarem o processo de adeséo leucocitario (KISHIMOTO et al.,
1989a; SIMON et al., 1992).

Estudos ao longo do tempo com a expressédo de B2-integrina e L-selectina,
durante a inflamacao, tém mostrado uma relagao inversa entre as concentragdes
das mesmas no soro; a P2-integrina € aumentada enquanto a L-selectina é
diminuida (KISHIMOTO et al., 1989a; SIMON et al., 1992). Especula-se que essa
relagdo inversa é necessaria para permitir a adesdao de neutréfilos (ROCHON;
FROJMOVIC, 1992). Levando este fato em consideragao e também as mudancgas na
expressado das moléculas de adesao, € possivel sugerir que efeitos do bloqueio da
MAGL sobre as moléculas de adesao possam ter contribuido para a reducdo na
adesao das ceélulas inflamatérias nos animais tratados com JZL184 no presente
experimento.

O JZL184 é conhecito por inibir a enzima MAGL, assim aumentando os niveis
do endocanabinodide 2-AG (LONG et al., 2009; LONG; NOMURA; CRAVATT, 2009).
O 2-AG e a anandamida sao lipidios sinalizadores que se ligam aos receptores
canabindides CB1 (MATSUDA et al, 1990) e CB2 (MUNRO; THOMAS; ABU-
SHAAR, 1993). Tem sido mostrado que a ativagdo dos receptores CB1 e CB2
exerce um papel importante na inflamagdo (ALHOUAYEK et al., 2011). Assim,
agonistas endogenos e exdgenos dos receptores dos canabindides estao envolvidos
com a ativacdo de leucdcitos e com a producdo de citocinas em diferentes
condigbes inflamatorias (MASSI et al.,, 2000; SACERDOTE et al., 2000; SMITH;
DENHARDT; SMITH; TERMINELLI; DENHARDT, 2000, 2001; TERMINELLI, 2001;
CONTI et al., 2002).

O 2-AG, atuando principalmente através do receptor CB2, estimula reacdes
inflamatorias e alérgicas por induzir a adesédo dos leucdcitos a células endoteliais
vasculares (OKA et al., 2006). Além disso, outras células ndo hematopoiéticas, tais
como células endoteliais, podem responder a ligantes dos receptores CB1 e CB2.
Os receptores CB1 e CB2 sdo expressos durante a angiogénese inflamatodria; o
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receptor CB1 parece estar fortemente envolvido com o acumulo de leucocitos e com
a producido de citocinas; o receptor CB2 esta relacionado sobretudo com uma
resposta mediada pela ativagcdo de neutrdfilos. Em amostras de pele de caes
saudaveis detectou-se imunoreatividade para receptores CB1 e CB2 em varios tipos
de células da epiderme e da derme dos animais, incluindo-se aqui as ceélulas
perivasculares com morfologia de mastécitos, os fibroblastos e as células
endoteliais. Observou-se nas amostras de pele de cies, com dermatite atopica, uma
maior imunoreatividade dos receptores CB1 e CB2 do que em amostras de pele de
caes saudaveis (CAMPORA et al., 2012). Portanto, para avaliar o envolvimento da
ativagcdo dos receptores CB1 e CB2 nos efeitos anti-inflamatérios do JZL184,
empregou-se, neste trabalho, os antagonistas CB1 (AM281) e CB2 (AM630) antes
do tratamento com JZL184.

Notavelmente, os tratamentos com o AM281 e com o AM630 reduziram todos
os efeitos anti-inflamatoérios do JZL184 relatados neste estudo; por exemplo, a
migracéo leucocitaria aos pulmdes, o dano tecidual, a expressédo de moléculas de
adesédo, a reducido da permeabilidade vascular e a producdo de quimiocinas proé-
inflamatérias 6, 24 ou 48 horas apo6s a indugdo da ALI. Mostrou-se que o bloqueio
do receptor CB1 e principalmente do receptor CB2 reduz a resposta inflamatoria em
um modelo murino de hemorragia gastrica induzida por farmacos (KINSEY et al.,
2011). Mostrou-se, também, que o bloqueio dos receptores canabindides atenuou os
sintomas apresentados por camundongos em um modelo de colite e de inflamagéao
sistémica (ALHOUAYEK et al., 2011). Além disso, a migragdo de neutréfilos em
humanos (MCHUGH et al., 2008), a produgcdo de citocinas/quimiocinas em
camundongos (ALHOUAYEK et al.,, 2011), a permeabilidade vascular em cobaias
(FUKUDA; ABE; YOSHIHARA, 2010) e a expressao de moléculas de adesdo em
camundongos (ZHAO et al.,, 2010) também foram reduzidas pela ativagcdo dos
receptores CB1 ou CB2.

Assim, parece-nos viavel sugerir que o bloqueio dos efeitos anti-inflamatérios
produzidos pelo JZL184 na ALl induzida por LPS possa estar envolvido com a
ativacdo dos receptores CB1 e CB2. Entretanto, ndo podemos esquecer que as
acdes de canabindides podem estar também relacionadas a outros mecanismos
além da ativacdo dos receptores CB1 e CB2 como, por exemplo, a ativacdo do
receptor de adenosina (RIBEIRO et al., 2012) e/ou a inibicdo parcial da FAAH
provocada pelo uso do JZL184 (LONG et al., 2009). Além disso, outra possibilidade
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pode explicar os efeitos anti-inflamatérios do JZL184 mostrados neste trabalho: a
liberacdo do acido araquiddnico através da hidrdlise do 2-AG e da anandamida,
fatos que levariam a formagdo de eicosanoides (leucotrienos) atuantes nos
neutréfilos. Dados mostraram que o 2-AG in vitro ativou neutréfilos humanos, um
efeito atribuido a ligacdo do leucotrieno (LT) B4 a um receptor especifico presente
nos neutrofilos (receptores LTB4) (CHOUINARD et al., 2011).

Uma vez realizada a analise critica dos resultados obtidos apdés o emprego
preventivo do JZL184 avaliamos, da mesma forma, aqueles decorrentes de seu
emprego “terapéutico”, isto é, do uso do JZL184 quando os animais ja apresentavam
os sinais de inflamacéo. Ressaltamos que optamos por fazer este experimento por
acreditar que nenhum paciente internado em UTI, por apresentar quadro de
ALI/ARDS, receberia qualquer tipo de terapia, a priori. Desta forma, avaliamos dados
relativos a migracédo de leucécitos para os pulmdes. Observamos que o tratamento
terapéutico com o JZL184 (16mg/kg) foi capaz de diminuir substancialmente a
contagem total de leucocitos no LBA 24 horas apds a indugdo da inflamagao
pulmonar. Este dado coincide com aquele por nds observado quando do tratamento
preventivo. Posteriormente, avaliamos os niveis de TNF-a no LBA dos animais
submetidos a inflamagao pulmonar. Observamos que o tratamento com o JZL184
diminuiu de forma significante a produgdo de TNF-a, 24 horas apods a instilagao
intranasal de LPS. Tomados em seu conjunto, os presentes achados experimentais
mostram que o tratamento terapéutico com o JZL184 diminuiu a inflamagao
pulmonar induzida por LPS. Estes resultados coincidem com aqueles obtidos com
aqueles obtidos ap6s o emprego prévio do farmaco, em especial, aqueles relativos a
migragao de leucocitos para os pulmdes e a produgao de TNF-a nos pulmdes. Assim
sendo, acreditamos que o mecanismo de acdo responsavel pelos efeitos
terapéuticos do JZL184 também decorra de uma sinalizagdo via receptores
canabinodides CB1 e CB2.

Uma vez caracterizadas as alteracbes imunes, pareceu-nos interessante
verificar possiveis alteracbes comportamentais induzidas pelo LPS intranasal e, no
caso de presentes, se 0 uso do JZL184 teria algum efeito sobre as mesmas. Para
tanto, utilizamos o CA e o LCE.

O CA vem sendo utilizado em nossos laboratérios ha muitos anos para
analise da atividade geral ou exploratéria dos animais (BERNARDI; PALERMO-
NETO, 1979, 1980; FRUSSA-FILHO; PALERMO-NETO, 1988, 1990, 1991) assim
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como da atividade motora (BERNARDI, PALERMO-NETO, 1980; FLORIO;
PALERMO-NETO, 1993) e dos niveis de ansiedade (RIGHI; PALERMO-NETO,
2003; FONSECA et al.,, 2005; STANKEVICIUS et al., 2008). Como se |é na
metodologia, trata-se de uma arena de madeira pintada de branco em que os
animais sao colocados para explora-la livremente. Os baixos indices de iluminagao e
auséncia dos observadores na sala (o comportamento é registrado por meio de uma
camera) permite que se fagam inferéncias a respeito do comportamento emitido
pelos animais nesta situagao.

De modo geral, os animais quando colocados no aparelho tendem a explora-
lo principalmente em sua zona periférica (ADES, 1976), até mesmo nos locais em
que tocam as paredes com as suas vibricas. Com o passar do tempo, comegam a
explorar a zona mediana e, finalmente, a zona central do aparelho. Sabe-se que
situacdes de estresse ou de ansiedade aumentam o tempo de permanéncia dos
animais na zona periférica do aparelho, diminuindo, consequentemente, a
exploracéo da zona mediana e, principalmente, da zona central (RIGHI; PALERMO-
NETO, 2003; FONSECA et al., 2005; STANKEVICIUS et al., 2008). O aumento de
luminosidade ou a introdugdo de barulhos ou outro fator estressante no momento
das observagbes no CA também fazem com que os animais permanegam mais
tempo na zona periférica do aparelho. Em ambos os casos (ansiedade e
estimulagdo ambiental), observam-se ainda diminuigdo da frequéncia de locomocao,
do ato de levantar (rearing) e um aumento do numero de bolos fecais (ADES, 1976).

Como comentado, o presente experimento foi realizado na auséncia de
estimulagdo ambiental. Desta forma, qualquer alteragdo comportamental detectada
no aparelho deve ser atribuida a variaveis endoégenas, no caso aos tratamentos com
0 LPS e/ou com o0 JZL184 ou seu veiculo.

Estudos conduzidos no laboratorio de Hugo Oscar Besedovsky mostraram
que a imunizacéo de ratos produzia um aumento na atividade elétrica de neurbnios
do hipotalamo ventromedial que correspondia ao momento de pico da produg¢do de
anticorpos contra o antigeno (BESEDOVSKY et al., 1977). Este mesmo grupo havia
demonstrado que a imunizacdo de ratos e de camundongos com diferentes
antigenos levava a um aumento de até trés vezes na concentragéo de corticosterona
no sangue (BESEDOVSKY et al., 1975; DEL REY et al., 2000). Mostrou-se, também,
que mediadores soluveis liberados por células do sistema imune ativadas in vitro

também eram capazes de aumenentar os niveis séricos de corticosterona de ratos
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(BESEDOVSKY; DEL REY; SORKIN, 1981). O conjunto de evidéncias apresentadas
pelo grupo de Besedovsky sugere que a ativagdo do sistema imune e a consequente
producado de mediadores soluveis provoca uma resposta enddcrina desencadeada
pelas acdes destes mediadores no SNC. De fato, alguns anos depois foi
demonstrado pelo préprio Besedovsky que a injecdo de IL-1, substancia liberada por
exemplo por macréfagos ativados, é capaz de promover um aumento nos niveis
plasmaticos de ACTH e, também de corticosterona via ativacdo do eixo HPA de
ratos e camundongos (BESEDOVSKY et al., 1986). Mais especificamente, mostrou-
se que a acao da IL-1 se fazia por meio da ativagao de neurdnios produtores do fator
liberador de corticotrofina (CRF) (BERKENBOSCH et al., 1987).

Sabe-se, hoje, que a ativagdo do eixo HPA e a consequente liberagcdo de
ACTH e de glicocorticoides fazem parte das respostas neurovegetativas ligadas as
situagdes de estresse e ansiedade (RIVIER; VALE, 1983). Desta forma, a ativagao
do mesmo eixo pela IL-1, que pode ser produzida durante um processo inflamatorio
ou infeccioso, passa entdo a ser considerada como parte de uma situagao de
estresse ou ansiedade, de forma semelhante aquela desencadeada por estimulos
ambientais ou fisicos (DUNN; BROWN; LOVE, 1995).

O conjunto de alteragbes comportamentais observadas em animais apds a
injecédo de IL-1 por via i.p. ou intracerebroventricular (i.c.v.), assim como de LPS por
via i.p. foi denominado de comportamento doentio (sickness behavior). Importante
salientar neste momento que o comportamento doentio n&do deve ser compreendido
como um estado de depresséo inespecifico e/ou generalizado do SNC, mas sim
como uma estratégia altamente organizada que visa a adaptacdo do animal ao
estimulo (no caso, uma infecgdo) e que, em ultima instancia pode ser critico para a
sobrevivéncia (DANTZER, 2001).

A forma exata pela qual as citocinas modulam o comportamento e a atividade
neuronal ndo esta totalmente esclarecida; no entanto é indiscutivel que neurdnios
apresentam receptores para diferentes citocinas sendo por elas modulados
(GADEK-MICHALSKA et al., 2013). Alguns trabalhos mostram o envolvimento das
prostaglandinas nas alteragbes comportamentais ocasionadas pela inje¢ao de IL-1
(BLUTHE et al., 1992).

Nossos resultados mostraram pequenas alteragcdes comportamentais dos
animais no CA apds a administragdo do LPS. Observamos uma pequena redugao do
tempo de permanéncia dos camundongos do grupo controle inflamado (C2) na zona
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periférica com concomitante aumento deste parametro na zona mediana. A uma
primeira vista, esta alteracdo poderia indicar uma pequena reducdo dos niveis de
ansiedade dos animais no aparelho 24 horas apdés a administracdo do LPS. No
entanto, a auséncia de alteragdo comportamental no LCE parece descartar essa
possibilidade; de fato, nenhuma alteragdo foi observada nas porcentagens e nos
tempos de permanéncia dos animais nos bracos abertos e fechados do aparelho.
Mais que isto, ndo se observaram alteragdes nos niveis plasmaticos de
corticosterona entre os animais dos diferentes grupos.

Considerando-se que os animais do grupo C2 haviam sido tratados com LPS
por via intranasal e, lembrando-se que o LPS produz comportamento doentio
caracterizado, entre outros, por uma diminui¢do de motivagao, € possivel sugerir que
0s animais tenham explorado menos o aparelho por reducdo do “drive” ou da
motivagao relacionada a exploragcdo. Também nesse caso, quer nos parecer nao ser
esta a explicagdo uma vez que também se observou uma reducao de atividade na
zona periférica e um aumento simultdneo da mesma na zona mediana do aparelho.
Desta forma, quer nos parecer que esta pequena alteragdo comportamental estaria
mesmo indicando uma pequena redugdo dos niveis de ansiedade dos animais
induzida pelo LPS no CA. Neste caso, a reducgao teria sido tdo pequena a ponto de
nao ser perceptivel em outro aparelho (LCE) onde a estimulagcdo ambiental é
determinante para escolha do bracgo preferencial.

Embora ndo se possa precisar a razao desta pequena reducido de ansiedade,
€ inegavel que foi produzida por agdes do LPS no SNC. Uma vez que os niveis de
IL-18 apresentava uma tendéncia ao aumento e os niveis de TNF-a estavam
aumentados nos animais do grupo C2 em relagdo aos do grupo controle (C1) é
tentador sugerir o envolvimento destas citocinas com a pequena redugdo dos niveis
de ansiedade acima discutido. De fato, ja se mostrou redugdo da atividade
exploratéria de camundongos 20 minutos apds administragdo i.c.v. de IL-1 em
camundongos (SPADARO; DUNN, 1990). Dunn e Wang (1995) ja sugeriram ser a
IL-1 capaz de mimetizar uma situagao estressante ambiental.

Uma analise simplista dos dados do CA poderia sugerir que o JZL184 tenha
prevenido os efeitos do LPS no aparelho uma vez que a porcentagem de
permanéncia dos animais do grupo E2 ndo foi diferente daquela dos animais do
grupo C1. No entanto, ndo se observaram diferencas significantes entre os dados
dos grupos E2 e E1 no CA, isto é, entre os animais tratados com o JZL184 com ou
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sem o LPS. Diferentes efeitos foram observados para o JZL184 nos niveis de IL-13
e de TNF-a no hipotalamo dos animais dos grupos E1 e E2, ou seja, somente apds o
tratamento com o JZL184 e com o LPS observou-se um aumento na expressao de
IL-18 e de TNF-a no hipotalamo dos animais. Destaque-se, no entanto, que idéntico
efeito foi observado para os grupos controle inflamado (C2) e experimental
inflamado (E2) no tocante aos niveis de IL-1B e de TNF-a no hipotalamo dos
animais. Neste sentido, trabalho de Longe et al. (2009) empregando o JZL184 em
um difrente contexto experimental mostra hipomotilidade, analgesia e hipotermia
induzidas pelo farmaco; os presentes dados contrastam, pois, com os deste grupo
de pesquisadores pelo menos no que diz respeito a hipomotilidade.

Trabalho do grupo de Besedovsky mostrou que a administragao i.p. de LPS
aumenta a producgdo de IL-1[3, IL-6 e TNF-a no hipotalamo de camundongos; este
aumento de citocinas hipotalamicas era acompanhado por aumento dos niveis
plasmaticos de corticosterona (DEL REY et al., 2000). De forma interessante, estes
autores mostraram que a administragdo de um antagonista dos receptores de IL-1f3
i.c.v. foi capaz de antagonizar os efeitos do LPS no aumento de corticosterona
plasmatica (DEL REY et al., 2000).

Uma vez que administrou-se o LPS neste experimento por via intranasal &
possivel sugerir que as pequenas alteragdes comportamentais e enddcrinas
observadas sejam decorrentes de pequenas variagdes nos niveis de citocinas e/ou
de efeito das mesmas na atividade neuronal. De fato, toda a gama de alteragdes que
caracterizam o comportamento doentio provieram de estudos que empregaram a via
i.p. ou a via i.c.v. Mesmo assim, é curioso que animais que apresentavam um
quadro inflamatério pulmonar intenso induzido pelo LPS, como observado neste
estudo, tenham apresentado alteragcbes comportamentais tdo pequenas, em
especial no CA. Era de se esperar que a dificuldade respiratoria e/ou a reducao de
oxigenagao resultassem em alteragdes mais evidentes da atividade exploratoria.
Estaria esta situacdo envolvida com o pequeno aumento de ansiedade detectado no
aparelho? Futuros experimentos poderao responder esta questéao.

Tomados em seu conjunto, os presentes resultados permitem concluir que a
instilagcdo intranasal do LPS induziu inflamac&o pulmonar aguda 6, 24 e 48 horas
apo6s o procedimento, assim como a sua prevengao e/ou reversao pelo bloqueio da
MAGL produzido por dose unica de JZL184. E provavel que os efeitos anti-
inflamatorios agora observados no modelo murino de ALl induzida por LPS tenham
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sido decorréncia da ativacdo dos receptores canabindides CB1 e/ou CB2. Parece-
nos possivel inferir, ainda, que a utilizagcdo do JZL184 n&o tenha produzido
alteragbes comportamentais nos animais na dose, periodos e nos testes
comportamentais usados.

Embora se tenha consciéncia de que se deva ter cuidado com extrapolacéo
de dados experimentais para o contexto clinico humano, quer nos parecer seja licito
sugerir que o bloqueio da MAGL deva ser considerado uma ferramenta terapéutica
relevante para o tratamento de doencas inflamatérias pulmonares como a ALl e a
SDRA.
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7 CONCLUSOES

7.1 CONCLUSOES ESPECIFICAS

O tratamento com JZL184 em camundongos submentidos ao modelo de
inflamagéo pulmonar aguda (ALI) induzida pela administrac&o intranasal de LPS:

. diminuiu a migracédo de leucaocitos, especialmente de neutrofilos, para
os pulmades;

. diminuiu o dano tecidual;

. diminuiu a producao de citocinas e de quimiocinas no sobrenadante do
LBA;

. diminuiu a distribuigcdo de leucocitos na medula dssea,;

. nao alterou a distribuigdo de leucdcitos no sangue;

. diminuiu a atividade de MPO (medida indireta da atividade de

neutrdéfilos) no tecido pulmonar;

. diminuiu a permeabilidade vascular;

. nao induziu comportamento doentio;

. aumentou ligeiramente os niveis de ansiedade no CA mas nao no LCE;
. nao alterou os niveis séricos de corticosterona;

. aumentou on niveis hipotalamicos de TNF- a e IL-18.

Todos os parametros de inflamagao foram reduzidos ou abolidos pela inibigdo da
MAGL pelo uso do JZL184.

O uso de antagonistas dos receptores canabinoides CB1 e/ou CB2 impediram a
manifestagédo dos efeitos do JZL184 no modelo experimental de ALI.
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7.2 CONCLUSAO GERAL

O tratamento com o JZL184 (16mg/kg) produziu efeito anti-inflamatorio em um
modelo murino de ALI, muito provavelmente em decorréncia de um aumento da
sinalizagao dos receptores canabindides CB1 e CB2. Por esta razap, acreditamos
que o bloqueio da MAGL venha a ser, no futuro, uma ferramenta terapéutica
relevante para o tratamento de doencgas inflamatérias pulmonares, tais como ALl e
SDRA.
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Abstract

Endocannabinoid signaling is terminated by enzymatic hydrolysis, a process that, for 2-Arachidonoylglycerol (2-AG),
is mediated by monoacylglycerol lipase (MAGL). The piperidine carbamate, 4-nitrophenyl- 4-(dibenzo[d] [1,3]dioxol-5-
yl (hydroxy) methyl) piperidine- 1-carboxylate (JZL184), is a drug that inhibits MAGL and presents high potency and
selectivity. Thus, JZL184 increases the levels of 2-AG, an endocannabinoid that acts on the CB, and CB,
cannabinoid receptors. Here, we investigated the effects of MAGL inhibition, with a single dose (16 mg/kg,
intraperitoneally (i.p.)) of JZL184, in a murine model of lipopolysaccharide (LPS) -induced acute lung injury (ALI) 6,
24 and 48 hours after the inflammatory insult. Treatment with JZL184 decreased the leukocyte migration into the
lungs as well as the vascular permeability measured through the bronchoalveolar lavage fluid (BAL) and histological
analysis. JZL184 also reduced the cytokine and chemokine levels in the BAL and adhesion molecule expression in
the blood and BAL. The CB, and CB, receptors were considered involved in the anti-inflammatory effects of JZL184
because the AM281 selective CB,; receptor antagonist (1-(2,4-dichlorophenyl)-5-(4-iodophenyl)-4-methyl-N-4-
morpholinyl-1H-pyrazole-3-carboxamide) and the AM630 selective CB, receptor antagonist ([6-iodo-2-methyl-1-[2-(4-
morpholinyl)ethyl]- 1H- indol- 3- yI](4- methoxyphenyl)- methanone) blocked the anti-inflammatory effects previously
described for JZL184. It was concluded that MAGL inhibition, and consequently the increase in 2-AG levels,
produced anti-inflammatory effects in a murine model of LPS-induced ALI, a finding that was considered a
consequence of the activation of the CB, and CB, receptors.
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Introduction To investigate the MAGL role in endocannabinoid
metabolism and signaling in vivo, Long et al. (2009) [7]

The discovery of the CB, and CB, cannabinoid receptors and
their major ligands N-arachidonoylethanolamide (anandamide)
and 2-arachidonoylglycerol (2-AG) led to the characterization of
the endocannabinoid system [1][2][3][4]. This system has
become a subject of great interest in pharmacology due to its
remarkable distribution in mammals and its capacity to play a
modulating role in diverse physiological functions including
immunomodulation and inflammation [5]. 2-AG and
anandamide are regulated by the catabolic enzymes
monoacylglycerol lipase (MAGL) [4] and fatty acid amide
hydrolase (FAAH) [6], respectively.

PLOS ONE | www.plosone.org

described in mice a potent and selective inhibitor for this
enzyme termed 4- nitrophenyl-4-(dibenzo [d] [1,3] dioxol-5-yl
(hydroxy) methyl ) piperidine- 1- carboxylate (JZL184) that
decreases the 2-AG hydrolysis in both the Central Nervous
System (CNS) and in the peripheral tissues, including in the
lungs [8]. JZL184 has also been shown to have potent
immunosuppressive and anti-inflammatory properties in some
rodent models of inflammation [9][10]. Employing this drug (16
mg/kg, given systemically), a remarkable variety of CB;-
dependent effects such as analgesia, hypomotility and
hypothermia were shown in mice [7]. Using JZL184 (8 mg/kg
i.p.), Busquets-Garcia et al. (2011) [11] highlighted the
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anxiolytic effects of this drug in mice and suggested that the
observed effects might have been induced by 2-AG actions on
the CB, receptors; an antinociceptive effect related to the CB,
and the CB, receptor activation has also been reported in mice
[11].

Acute lung injury (ALI) and its most severe form, acute
respiratory distress syndrome (ARDS) in humans, is a lung
disease with an acute onset that is characterized by bilateral
pulmonary infiltrates with neutrophil accumulation [12][13]. ALI
has been shown to result in persistent respiratory failure and
prolonged dependence on mechanical ventilation, increased
susceptibility to multi-organ dysfunction and mortality [14].
Despite numerous innovations in intensive care medicine, the
ALl-related mortality rate has been reported to vary by
approximately 40% [14][15].

Although the search for the effects of endocannabinoids
such as anandamide and 2-AG on immunity has received
considerable research attention, the effects of MAGL inhibition
on inflammation models are still unclear. This work was
designed to investigate the potential anti-inflammatory effect of
MAGL inhibition in a murine model of LPS-induced ALI using
JZL184 as a pharmacological tool. Elucidating the roles of CB;,
and CB, cannabinoid receptor activation on JZL 184 effects was
also an objective of this work.

Materials and Methods

Animals

Male C57BL/6 mice from our own colony, weighing 22-28 g
and approximately 60 days old, were used. The animals were
housed under conditions of controlled temperature (22-26 °C)
and artificial light (12-h light/12-h dark, lights on at 7:00 a.m.),
with free access to rodent chow and water. The experiments
were performed in a different room at the same temperature as
the animal colony. The animals were transferred and
maintained in their home cages 7 days before the beginning of
the experiments. This study protocol was approved by the
Bioethical Committee of Care and Use of Laboratory Animal
Resource of the School of Veterinary Medicine, University of
Sé&o Paulo, Brazil (permit number: 2255/2011); the guidelines
are similar to the guidelines of the National Institutes of Health
(NIH), USA. All surgery was performed under ketamine and
xylazine anesthesia, and all efforts were made to minimize
suffering.

Drugs

The JZL184 (piperidine carbamate 4- nitrophenyl- 4-
(dibenzo[d] [1,3]dioxol- 5-yl (hydroxy) methyl) piperidine-1-
carboxylate) (Cayman Chemical, MI, USA) vehicle was
prepared in 15% dimethyl sulfoxide (DMSO), 4.25% Tween 80,
4.25% polyethylene glycol (PEG) 400 and 76.5% saline. The
AM281 (1-(2,4-dichlorophenyl)-5-(4-iodophenyl)-4-methyl-N-4-
morpholinyl-1H-pyrazole-3-carboxamide) (Sigma Aldrich, St
Louis, USA) vehicle and the AM630 ([6-iodo-2-methyl-1-[2-(4-
morpholinyl)ethyl]-1H-indol-3-yl](4-methoxyphenyl)-methanone)
vehicle (Tocris Bioscience, Bristol, UK) were prepared in 10%
DMSO, 10% Tween 80 and 80% saline.
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Experimental protocol and group formation

Two experiments were conducted in accordance with the
Good Laboratory Practice (GLP) protocols and quality
assurance methods. The first experiment was performed to
investigate the possible effects of JZL184 on ALI. For that
purpose, 61 mice were randomly assigned into four groups:
control (C1 and C2) and experimental (E1 and E2) groups. The
JZL184 was intraperitoneally (i.p.) administered at a single
dose of 16 mg/kg (0.1 mL/10 g weight) to the animals of the
experimental groups. The control groups received a similar
volume of JZL 184 vehicle alone. Sixty minutes after treatment,
ALl was induced, as described below. Mice were analyzed 6,
24 and 48 hours after the LPS (C2 and E2 groups) or the saline
(C1 and E1 groups) intranasal (i.n.) instillation.

The participation of the CB, or the CB, receptors in the
JZL184-induced effects on ALI was assessed in the second
experiment, which used 99 mice. As in the first experiment, the
animals were divided into two experimental (E1 and E2) and
two control (C1 and C2) groups that received i.p. JZL184 (16
mg/kg) or a similar volume of its vehicle (0.1 mL/10 g). Within
each of these 4 groups, the animals were again divided into 3
groups that received one of the following treatments i.p. 30
minutes before JZL184 or the JZL184 vehicle: AM281 (2.5 mg/
kg), AM630 (2.5 and 5.0 mg/kg) or AM281 and AM630 vehicle
(0.1 mL/10 g). The ALI was induced 60 minutes after the
JZL184 or JZL184 vehicle treatment, and the mice were
analyzed 6, 24 and 48 hours later.

The doses and the treatments were based on the following
past literature: for JZL184 [7][8], for AM281 [16] and for AM630
[17][18].

Acute lung injury (ALI)

ALl was performed according to previous work from our
laboratory [13]. The mice were anesthetized with ketamine and
xylazine injected i.p. (100 and 10 mg/kg, respectively) before
intranasal instillation of LPS. Escherichia coli LPS (055:B5
L2880, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) at a concentration of
100 pg/mL or sterile 0.9% saline were intranasal instilled into
the mice (1 pL/g of mouse body weight). Six, twenty-four and
forty-eight hours after the induction of inflammation, mice were
anesthetized and killed by exsanguination through the inferior
vena cava for the bronchoalveolar lavage fluid (BAL), blood
and bone marrow collected and analysis.

Leukocyte trafficking

Blood. Blood studies were performed as described by
Ligeiro-Oliveira et al. (2004)[19]. The mice were anesthetized
as described above, and the samples of the blood were taken
from the abdominal vena cava with plastic syringes containing
10 uL of 10% EDTA and subsequently diluted 1:20 in Turk’s
fluid (3% acetic acid).The total number of cells present in the
blood was counted with the aid of a light microscope in
Neubauer chambers. Differential leukocyte counts were
performed on smears stained with Rosenfeld’s dye using
standard morphological criteria.

Bronchoalveolar lavage fluid (BAL). BAL was performed
according to Tavares de Lima, Sirois and Jancar (1992)[20].
After exsanguination, the BAL was collected. The lungs were
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flushed with 1.5 mL of phosphate-buffered saline (PBS)
solution through the use of a cannula inserted by
tracheostomy. After collection, the BAL fluid was centrifuged at
250 x g for 5 min. The supernatant was stored, and the
remaining cell pellet was resuspended in 1 mL of PBS solution.
Total leukocyte counts were performed by adding 10 pL of
crystal violet to 90 pL of the cell suspension. Neubauer
chambers were used for cell counting under a light microscope.
The differential cell count was carried out on the
cytocentrifuged (250 x g for 5 min) (FANEM, Sao Paulo, Brazil)
cell suspension (100 pL) stained with Rosenfeld’s dye using
standard morphological criteria.

Bone marrow. The percentage of granulocytes in the bone
marrow was quantified from the femoral marrow lavage fluid
that was obtained as described by Ligeiro-Oliveira (2004)[19].
Briefly, mice had their femurs removed and both epiphyses
were cut off. A needle connected to a plastic syringe containing
PBS (5 mL) was inserted into each femoral marrow to allow cell
removal by flushing. The cell suspension was centrifuged at
250 x g for 5 min; the cell pellet obtained was resuspended for
the total leukocyte count as describe above for the BAL. To
analyze the percentage of granulocytes in the bone marrow,
the cells were adjusted to 1 x 10° and were incubated with
FITC-conjugated anti-mouse Ly6G, clone 1A8 (Granulocytes,
Biolegend, CA, USA), according to the manufacturer's
instructions. A flow cytometer (FACSCalibur, Becton Dickinson
Immunocytometry System, San Jose, CA, USA) was used to
analyze the granulocyte expression. FlowJo® software (Tree
Star, Inc., Ashland, OR, USA) was used to analyze the data.

Histological analysis

Histological analysis was performed according to [21,22]
modified. The left lung was prepared, cut into 5 ym and
hematoxylin and eosin (H.E.) stained as previously described
[23] modified. From each sample four representative photos
were taken (magnification x200). Five high power fields were
randomly assigned to each photo. Subsequently, alveolar wall
thickness was analyzed by ImageJ software (Imaged, U.
S.National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA). For
each high power fields, a modified ALl score was used to
determine the degree of lung damage: In brief, (a) thickness of
the alveolar walls, (b) infiltration or aggregation of inflammatory
cells, (c) hemorrhage and (d) alveolar congestion were rated in
a blinded classification. Each sample was graded according to
the point scale: 0: minimal damage, 1: mild damage, 2:
moderate damage, 3: severe damage, 4: maximal damage.
The samples were evaluated by two professional and the
degree of ALI was assessed by the sum of scores, ranging
from 0 to 16. The average of the sum of each reading was
compared among groups.

Cytokine and chemokine analysis

A BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Inflammation
Kit (BD Biosciences, San Jose, USA) was used to measure the
IL-6, IL-10, MCP-1, IFN-y, TNF- a, and IL-12p70 in the animals’
BAL supernatant. The assays were performed according to the
manufacturer’s instructions.
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Protein analysis in the BAL

The BAL supernatant aliquots were placed in a 96-well
ELISA plate (10 pL/well), and 250 pL of Bradford reagent
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) was added to each well; after a
30 min incubation period, the absorbance was measured at
595 nm. A standard curve using bovine serum albumin (BSA,
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) was obtained by plotting the net
absorbance vs. the protein concentration (1.500 - 100 pg/mL)
to determine the protein concentration in the samples.

Adhesion molecule expression

The recovered BAL cells were adjusted to 1 x 10° cells and
stained with APC-conjugated anti-mouse CD62L (L-selectin),
clone MEL-14 (Biolegend, CA, USA); FITC-conjugated anti-
mouse CD18 (beta2-integrin), clone M18/2 (eBioscience, CA,
USA); and PE-conjugated anti-mouse CD31 (PECAM), clone
390 (Biolegend, CA, USA), according to the manufacturer’s
instructions. A flow cytometer (FACSCalibur, Becton Dickinson
Immunocytometry System, San Jose, CA, USA) was used to
analyze the molecular cell surface expression. FlowJo®
software (Tree Star, Inc., Ashland, OR, USA) was used to
analyze the data.

Statistical analysis

GraphPad Prism version 5.0 (GraphPad Software, Inc.) was
used for statistical analysis. Parametric data were analyzed by
one-way ANOVA followed by a Tukey-Kramer test for multiple
comparisons. Non-parametric data were analyzed by a Mann
Whitney U test for two-group comparisons or by a Kruskal-
Wallis followed by Dunn’s tests for multiple comparisons. The
BAL protein concentration data were first analyzed by
normalizing to the percentage of control (vehicle + saline) and
were then compared to the C2 (vehicle + LPS) and the E2
(JZL184+LPS) groups using the non-parametric tests. In all
experiments, p < 0.05 was considered significant. Data are
presented as the mean + S.D.

Results

In both experiments, no differences were found in mice that
received intranasal saline, whether they were treated (E1) or
not (C1) with JZL184 (data not shown), i.e., JZL184 induced no
effects in the absence of LPS-induced ALI.

Treatment with JZL184 decreased leukocyte migration

BAL. First, we investigated the effects of MAGL inhibition
(JZL184 16 mg/kg) on leukocyte migration into the murine
lungs at 6, 24 and 48 hours after the LPS-induced ALL. It is
noteworthy that the LPS instillation was effective in inducing
lung inflammation, as observed by the number of leukocytes
present in the BAL, 6 (F (2,17) = 48.16; p < 0.0001), 24 (F
(2,17) = 49.44; p < 0.0001) and 48 (F (2,18) = 23.19; p <
0.0001) hours after the LPS nasal instillation (Figure 1A).
Treatment with JZL184 decreased the leukocyte counts in the
BAL at 6 (F (2,17) = 48.16; p < 0.0001), 24 (F (2,17) =49.44; p
< 0.0001) and 48 (F (2,18) = 23.19; p < 0.0001) hours after
LPS-induced ALI (Figure 1A).
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Figure 1. JZL184 effects in leukocyte migration into the lungs. (A) Total and differential leukocyte count in the bronchoalveolar
lavage fluid, (B) Total and differential leukocyte count in the blood and (C) Percentage of granulocytes in the bone marrow. Data are
presented as mean + S.D., n=5-9 mice/group. *p<0.05, in relation to C2 group and #p<0.05 in relation to C1 group. One-way

ANOVA and Tukey-Kramer tests.
doi: 10.1371/journal.pone.0077706.9g001

Differential analysis of the leukocytes found in the BAL of
JZL184-treated mice showed that treatment decreased the
neutrophil counts at 6 (F (2,17) = 46.02; p < 0.0001), 24 (F
(2,17) = 37.04; p < 0.0001) and 48 (F (2,18) = 14.70; p <
0.0001) hours after LPS-induced ALI, as well as the
lymphocyte counts at 48 hours (F (2,18) = 9.926; p < 0.001)
after LPS instillation (Figure 1A). No differences were found in
the macrophage count in the BAL taken at 6, 24 and 48 hours
after LPS nasal instillation (Figure 1A).

Blood. The effects of MAGL inhibition, by 16 mg/kg JZL 184,
were also analyzed in the blood at 6, 24 and 48 hours after
LPS-induced ALI. An increase in leukocyte count (F (2,17) =
4.294; p < 0.05), mainly of lymphocytes (F (2,17) = 6.923; p <
0.001), was evident in the blood of the C2 group at 6 hours
after LPS instillation (Figure 1B); at this moment, this increase
was not abrogated by the JZL184 treatment (Figure 1B).
However, in relation to data taken in the C2 group, the JZL184
treatment decreased the leukocyte (F (2,18) = 8.544; p <
0.001) and neutrophil (F (2,18) = 6.514; p < 0.001) counts in
the blood 48 hours after the ALI induction (Figure 1B).
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No differences were found for the monocyte counts in the
blood in all periods evaluated (Figure 1B), as well as for the
total and differential leukocyte counts in the blood taken 24
hours after the LPS intranasal instillation (Figure 1B).

Bone marrow. The mice in the C2 group exhibited a
decreased expression of granulocytes in the bone marrow 6
hours after the LPS-induced ALI (F (2,17) = 6.212; p < 0.05)
(Figure 1C); this finding was not abrogated by the JZL184
treatment as observed in the mice of the E2 group (F (2,17) =
6.212; p < 0.05) (Figure 1C). Further analysis showed that 48
hours after the LPS intranasal instillation, the expression of
granulocytes in the bone marrow of the mice of the E2 group
was smaller than the expression measured in the C2 group (F
(2,17) = 3.553; p < 0.05) (Figure 1C). However, no differences
were found in the granulocyte expression in the bone marrow
24 hours after LPS intranasal instillation (Figure 1C).

Treatment with JZL184 decreased lung damage

In the presented model of acute lung injury, H.E. staining of
lung sections showed that, as compared to control condition
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Figure 2. JZL184 effects on lung architecture in LPS-induced lung damage. (A) Non inflamed control; (B) Inflamed control 6
hours, (C) Inflamed control 24 hours and (D) Inflamed control 48 hours after LPS intranasal instillation; (E) JZL184 treated animals 6
hours, (F) JZL184 treated animals 24 hours and (G) JZL184 treated animals 48 hours after LPS intranasal instillation. Sections from
the left lung lobe were stained with hematoxylin and eosin. Representative pictures are shown for each experimental group

(magnification = 200X).
doi: 10.1371/journal.pone.0077706.9g002

(Figure 2A), LPS treatment clearly stimulated the formation of
hemorrhage, alveolar congestion and, mainly, increase in
thickness of the alveolar walls and infiltration or aggregation of
inflammatory cells (Figure 2B-D). These changes were found
more pronounced over time (Figure 2B-D). In sharp contrast,
the JZL 184 treatment reduced LPS-induced lung damage in all
evaluated periods, reflected mainly by the prevent an increase
in thickness of the alveolar walls and infiltration or aggregation
of inflammatory cells (Figure 2E-G). These findings were
confirmed by quantitative analyse and by ALI score: JZL184
treatment prevented alveolar wall thickening (F (1,11) = 130.3;
p < 0.0001 6 hours; F (1,10) = 105.7; p < 0.0001 24 hours and
F (1,10) = 220.7; p < 0.0001 48 hours after LPS intranasal
instilation) (Figure 3A) and prevented further damage tissue (U
=8.0; p < 0.001 6 hours; U = 8.0; p < 0.001 24 hours and U =
5.0; p < 0.05 48 hours after LPS intranasal instilation) (Figure
3B), respectively.

Treatment with JZL184 changed the adhesion molecule
expression in the neutrophils of the bronchoalveolar
lavage fluid and blood

We next investigated the expression of the adhesion
molecules (L-selectin, P2-integrin and PECAM) in the
leukocytes recovered from the blood and the BAL of mice
treated or not with JZL184. In relation to the animals of the C2
group, the JZL184 treatment decreased the P2-integrin
expression (U = 8.0; p < 0.05) (Figure 4A); however, at the
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same time, this treatment increased the L-selectin expression
(U =9.0; p <0.05) (Figure 4B) in the neutrophils taken from the
blood 6 hours after LPS-induced ALI. No differences were
found for PECAM expression in the neutrophils of the blood
taken in all periods analyzed (data not shown) or in B2-integrin
and L-selectin expression at 24 and 48 hours after LPS
intranasal instillation (Table 1). Furthermore, it was also
observed that MAGL inhibition by JZL184 decreased the B2-
integrin expression (U = 7.0; p < 0.001) in neutrophils in the
BAL 48 hours after LPS-induced ALI (Figure 4C). However,
significant difference were not found for both L-selectin (Table
1) and PECAM (data not shown) expression in the neutrophils
taken from BAL in all of the periods analyzed.

Treatment with JZL184 decreased vascular
permeability

Vascular permeability within the lungs was measured by the
albumin concentration in the BAL. It was shown that JZL184
decreased the protein concentration in the BAL in relation to
mice in the C2 group at 6 (U = 3.0; p < 0.05) and 48 (U = 4.0; p
< 0.001) hours after LPS-induced ALI (Figure 5).

Treatment with JZL184 decreased the production of
pro-inflammatory cytokines/chemokines in the
bronchoalveolar lavage fluid

In relation to mice in the C1 group, large increases in the
TNF- a and IL-6 concentrations were observed in the C2 group
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Figure 4. JZL184 effects in adhesion molecules expression in LPS-induced ALI. (A) B2-integrin and (B) L-selectin in the blood
6 hours after LPS-induced ALI. (C) B2-integrin in the bronchoalveolar lavage fluid 48 hours after LPS-induced ALI. Data are mean +
S.D., n=5-9 mice/group. *p<0.05 in relation to C2 group. Mann Whitney U test for two group comparison.

doi: 10.1371/journal.pone.0077706.9g004

6 hours after the LPS-induced ALI (Figure 6A-B). Gradual
reductions in the TNF- a and IL-6 concentrations were detected
at 24 and 48 hours after the LPS intranasal instillation (Figure
6A-B). However, at the same time, a gradual increase in the
MCP-1 concentration was observed in the BAL in animals of
the C2 group in all of the evaluated periods (Figure 6C). The
JZL.184 treatment decreased the TNF-a concentration at 24 (U
= 3.0; p < 0.05) and 48 (U = 4.0; p < 0.001) hours after LPS-
induced ALI (Figure 6A), as well as the IL-6 concentration at 6
(U=2.0;p<0.05),24 (U=6.0;p<0.05)and 48 (U=9.0;p <
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0.05) hours after LPS-induced ALI (Figure 6B). Further analysis
showed that JZL184 treatment (E2 group) also exhibited a
reduced MCP-1 concentration 6 (U = 4.0; p < 0.001) and 48 (U
= 7.0; p < 0.05) hours after LPS-induced ALI (Figure 6C).
Statistically significant differences were not observed among
the groups for the IL-10, IFN-y and IL-12p70 concentrations
measured in the BAL of mice taken at 6, 24 and 48 hours after
the LPS intranasal instillation (Table 2).
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Table 1. Adhesion molecules expression in the BAL and
blood of mice 6, 24 and/or 48 hours after LPS-induced
acute lung injury.

Analyzed Adhesion Time after LPS

material molecule instillation Vehicle + LPS JZL184 + LPS

BAL B2-integrin 6 hours 110.3+3.724  107.1+4.638
L-selectin 6 hours 32.74£4.794  32.5414.104
B2-integrin 24 hours 66.341+4.885 60.406.251
L-selectin 24 hours 19.40+0.9345 18.40+1.578
L-selectin 48 hours 17.50£1.442  18.05+1.943

Blood B2-integrin 24 hours 40.50+2.606  42.35+4.270
L-selectin 24 hours 19.70£1.457  19.00+3.616
B2-integrin 48 hours 81.57+9.448  79.90+7.754
L-selectin 48 hours 47.29:6.498  46.91+3.798

Data are mean + S.D., n=5-9 mice/group. Mann Whitney U test for two groups
comparisons.
doi: 10.1371/journal.pone.0077706.t001

CB, and CB, receptor antagonism attenuated the anti-
inflammatory effects induced by JZL184 on ALI

The roles of the CB, and CB, cannabinoid receptors in the
anti-inflammatory effects of JZL184 were next analyzed using
AM281 (a CB; receptor antagonist) and AM630 (a CB, receptor
antagonist) as pharmacological tools. The data showed that the
AM281 and AM630 treatments partially abrogated the JZL184-
induced actions on leukocyte migration into the lungs 6 hours
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after LPS instillation (F (5,28) = 13.53) (Figure 7A). However,
only the AM630 treatment abrogated the JZL184-induced
inhibition of leukocyte migration into the lungs at 24 (F (5,28) =
23.33; p < 0.05) and 48 (F (5,25) = 13.73; p < 0.001) hours
after LPS intranasal instillation (Figure 7A). Further analysis
revealed that the AM281 and AMG630 treatments partially
reverted both the JZL184-induced actions on the leukocyte
count in the blood (F (5,25) = 3.61) (Figure 7B) and the
percentage of granulocytes in the bone marrow (F (5,25) =
6.336) (Figure 7D) at 48 hours after LPS-induced ALI. It was
also shown that the JZL184-induced actions on the neutrophil
count in the blood were partially reversed by the AM281
treatment (F (5,25) = 7.498) (Figure 7C).

The JZL184 effects in prevented alveolar wall tickening and
the lung damage was reversed with AM630 (5mg/kg) treatment
6 hours after LPS intranasal instillation (F (5,29) = 61.23; p <
0.0001 and KW = 21.44; p < 0.05) (Figure 8A-B).

Further analysis showed that the JZL184-induced actions on
the expression of adhesion molecules in the blood and in the
BAL were reduced or abrogated by the use of both AM281 and
AMG630. Thus, AM281 reduced the JZL184-induced inhibition of
B2-integrin expression in the blood 6 hours after ALI (KW =
20.30) (Figure 9A). Furthermore, AM630 and AM281 reduced
the JZL184-induced increase of L-selectin expression (KW =
24.65) (Figure 9B) in the blood 6 hours after LPS-induced ALI.
The JZL184-induced decrease in the B2-integrin expression in
the BAL was also reduced by AM281 (KW = 20.39) and
reverted by AM630 (KW = 20.39; p<0.0001 for 5.0 mg/kg dose
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and KW = 20.39; p<0.05 for 2.5 mg/kg dose) treatments
(Figure 9C).

As depicted in Figure 10, the AM281 (KW = 21.04) and the
AM630 (KW = 13.84) treatments attenuated the JZL184-
induced effects on the lungs’ vascular permeability at 6 and 48
hours after LPS-induced ALI, respectively.

Finally, it was observed that both the AM281 and/or AM630
treatments attenuated the JZL184-induced actions on the
following pro-inflammatory cytokine/chemokine concentrations
measured in the BAL 6, 24 or 48 hours after LPS-induced ALI:
TNF- a (KW = 13.33, 24 hours and KW = 21.05, 48 hours after
LPS instillation) (Figure 11A), IL-6 (KW = 13.27, 6 hours, KW =
19.80, 24 hours and KW = 22.02, 48 hours after LPS
instillation) (Figure 11B) and MCP-1 (KW = 20.43, 6 hours and
KW = 19.10, 48 hours after LPS instillation) (Figure 11C).

Discussion

JZL184 is commonly known as a highly efficacious and
selective inhibitor of MAGL, a 2AG-degrading enzyme [7]; it
has been reported that JZL184 has potent immunosuppressive
and anti-inflammatory properties [9]. We are now reporting that
a single dose of JZL184 (16 mg/kg, i.p.) is able to decrease
several lung inflammation parameters during the course of a
murine model of LPS-induced AL, specifically leukocyte
migration (neutrophils, lymphocytes and macrophages) to the
lungs, adhesion molecule expression in the BAL and blood,
vascular permeability and cytokine/ chemokine production in
the BAL. We also showed that signaling through the CB, and
CB, cannabinoid receptors might have a relevant role in the
anti-inflammatory effects now being reported for JZL184.

Organ dysfunction and failure from inflammatory response
continues to be the major problem after injury in many clinical
conditions such as sepsis, acute pancreatitis and hemorrhagic
shock [24]. In humans, the acute lung injury (ALI) that
manifests clinically as acute respiratory distress syndrome
(ARDS), a major component of multiple organ dysfunction

PLOS ONE | www.plosone.org

Table 2. Cytokines and chemokines concentrations in the
BAL 6, 24 and/or 48 hours after LPS-induced acute lung
injury.

Cytokines / Time after LPS Vehicle + LPS JZL184 + LPS
Chemokines instillation (pg/mL) (pg/mL)
TNF-a 6 hours 3836+1631 2984+1329
IL-10 6 hours 1.492+3.654 2.690+4.624
IFN-y 6 hours 1.150+0.6314 0.3386+0.5786
IL-12p70 6 hours 0.0£0.0 0.0£0.0

MCP-1 24 hours 35.91+15.82 37.01£10.95
IL-10 24 hours 7.6675.777 8.683:4.226
IFN-y 24 hours 0.3143+0.5383 0.6200+0.5803
IL-12p70 24 hours 0.0£0.0 0.0£0.0

IL-10 48 hours 4.337+5.504 6.34915.340
IFN-y 48 hours 1.984+2.133 1.135£0.7783

IL-12p70 48 hours 0.0£0.0 0.0£0.0
Data are mean + S.D. Mann Whitney U test for two groups comparisons.
doi: 10.1371/journal.pone.0077706.t002

syndrome, is described as “syndrome of inflammation and
increased  capillary  endothelial  permeability”  [25,26].
Inflammatory mediators play a key role in the pathogenesis of
ARDS, which is the primary cause of death in these conditions
[24].

Neutrophil influx into the interstitium and the bronchoalveolar
space is considered a keystone for the progression of ALI [12].
We found that JZL184 treatment decreased total leukocyte
migration into the lungs of mice at 6, 24 and 48 hours after
LPS-induced ALI, as shown by the BAL leukocyte count and
ALI score. Specifically, we observed that the neutrophils and
the lymphocytes were greatly reduced in the BAL taken from
JZL184-treated mice in relation to the inflamed non-treated
mice. Leukocyte migration into the site of inflammation is
known to be important because the presence of high amounts
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doi: 10.1371/journal.pone.0077706.g007

of inflammatory cells, especially neutrophils, might damage the
lung tissue [27]. Thus, it appears feasible to suggest that a
reduction in the inflammatory process, induced by JZL184 in
mice, could decrease ALI lung damage.

In the presence of an inflammatory process, the blood cells
are immediately recruited to the site of inflammation; the bone
marrow produces the largest quantity of leukocytes that

PLOS ONE | www.plosone.org

migrate to the bloodstream and are directed to the
inflammatory focus [28].

The control mice treated with LPS exhibited an increased
number of lymphocytes in their blood 6 hours after the LPS
instillation; the JZL184-treated animals exhibited a decrease in
this neutrophil number in the blood 48 hours after LPS-induced
ALI. It is known that the inflammatory process begins at the
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doi: 10.1371/journal.pone.0077706.g009

microcirculation site, specifically by the formation of the the observed decrease in lung inflammation. In our
intercellular spaces that are responsible for the increased experimental model, JZL184 also induced a decrease in the
microvascular permeability observed during the course of ALI number of granulocytes produced in the bone marrow in
[29]. Thus, it appears that a reduction in the epithelial cell relation to the inflamed control lung.

barrier function might have facilitated the influx of a fluid rich in Neutrophil migration into the lungs is not sufficient to cause
cells and macromolecules into the lung alveolar space. Indeed, ALI; neutrophil activation and pro-inflamatory cytokine release

we showed that MAGL inhibition by JZL184 reduced the are also required [12]. To initiate the inflammatory process, the

- L . i ¢ Il d d rel toki d
vascular permeability to protein influx into the BAL at 6 and 48 immune system cells produce and release cytokines an
hours after LPS instillation, a fact that might have contributed to
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chemokines to recruit inflammatory cells to the site of
inflammation.

TNF-a is released during the first 30-90 min after exposure
to LPS and in turn activate a second level of inflammatory
cascades including cytokines, lipid mediators, and reactive
oxygen species, as well as up-regulating cell adhesion
molecules that result in the initiation of inflammatory cell
migration into tissues [30]. TNF-a is present in the

PLOS ONE | www.plosone.org

bronchoalveolar lavage fluid of patients at risk for ARDS and
with established ARDS [31]. Interleukin 6 (IL-6) is produced by
a wide range of cells including monocytes/macrophages,
endothelial cells, fibroblasts, and smooth muscle cells in
response to stimulation by endotoxin, IL-18, and TNF-
a [30,32-34]. Circulating levels of IL-6 have been shown to be
excellent predictors of the severity of ARDS of different
aetiologies such as sepsis [35] and acute pancreatitis [36].
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Chemokines can be classified as constitutive (developmentally
regulated) or inducible (inflammatory). Chemokines have
chemotactic and activating effects on leukocyte subsets, which
provide a key stimulus for directing leukocytes to areas of injury
[24].

Treatment with JZL184 has been reported to block cytokine
expression in the gut or blood in a gastric inflammation model
[9][10]. A reduction in pro-inflammatory cytokine (TNF-a and
IL-6) and chemokine (MCP-1) production in JZL184-treated
mice in relation to the inflamed control group was presently
observed. These results appear to be extremely important
because cytokines and chemokines are essential for both
inflammation establishment and phagocyte activation. This
action might explain the presently observed reduction in
leukocyte migration into the lungs. MCP-1, also known as
CCL2, is a molecule that attracts monocytes and lymphocytes
as well as neutrophils to the site of inflammation [37]. Thus, it is
reasonable to suggest that JZL184, by reducing MCP-1 in the
BAL, decreased the total leukocyte count in the BAL.

Our data suggest that the inhibition of adhesion molecules by
JZL184 might have been involved in the anti-inflammatory
effects presently being reported. Leukocyte migration into
inflamed tissues involves complex interactions of leukocytes
with the endothelium through the regulated expression of
surface adhesion molecules. In the present study, we showed
that JZL184 treatment (1) decreased the cellular expression of
B2-integrin in the blood 6 hours after the LPS-induced ALI (2),
increased the cellular expression of L-selectin in the blood 6
hours after the LPS instillation, and (3) decreased the cellular
expression of PB2-integrin in the BAL 48 hours after the
induction of inflammation. Together, these facts appear to
justify the less intense inflammatory response observed in the
mice of the JZL-treated group in relation to those of the
inflamed control group. Indeed, B2-integrin and L-selectin are
known to increase the leukocyte adhesion process [38][39].
Time course studies of the p2-integrin and L-selectin
expression during inflammation have shown an inverse
relationship in the serum, where B2-integrins are upregulated
and L-selectins are downregulated [38][39]. It has been
speculated that this inverse relationship is necessary to allow
the adhesion of the neutrophils [40]. Taking this fact into
account and also the changes observed here in the adhesion
molecule expression, it seems possible to suggest that
adhesion molecules might have accounted for the reduction in
inflammatory cell adhesion in the JZL184-treated mice in the
present experiment.

JZL184 is known to exert its effects by inhibiting MAGL,
thereby increasing the levels of the endocannabinoid 2-AG [7].
2-AG and anandamide are signaling lipids that bind to the
cannabinoid receptors CB, [1] and CB, [3]. Activation of the
CB, and CB, receptors has been shown to play an important
role in inflammation [9]. Endogenous and exogenous
cannabinoid receptor agonists are involved in leukocyte
activation and cytokine production in different inflammatory
conditions [41-46]. The 2-AG, mainly through the CB2
receptor, stimulates inflammatory reactions and allergic
responses by inducing robust adhesion of leukocytes to
vascular endothelial cells [47]. In addition, other non-
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hematopoietic cells, such as endothelial cells, can respond to
ligands of CB receptors. The CB1 and CB2 receptors are
expressed during inflammatory angiogenesis; CB1 receptor
appeared to be strongly involved in leukocyte accumulation
and cytokine production, CB2 receptor is mainly linked to a pro-
angiogenic response, especially through early neutrophil
activation. Double blockade of cannabinoid receptors favored
slightly better inhibition of inflammatory angiogenesis [48]. In
the skin samples of healthy dogs, CB1 and CB2 receptors
immunoreactivity was detected in various types of cells in the
epidermis and in cells in the dermis, including perivascular cells
with mast cell morphology, fibroblasts, and endothelial cells; in
the skin samples of dogs with atopic dermatitis, CB1 and CB2
immunoreactivity was stronger than it was in skin samples of
healthy dogs [49].

Therefore, to evaluate the involvement of the CB, and CB,
receptor activation in the JZL184-induced anti-inflammatory
effects, we used the CB; (AM281) and CB, (AM630)
antagonists before the JZL184 treatment. Remarkably, the
AM281 or AMG30 treatments reduced all of the anti-
inflammatory effects of JZL184 reported here, i.e., leukocyte
migration into the lungs (from bone marrow to the blood and
from the blood to the lungs), the lung damage, adhesion
molecule expression, vascular permeability reduction and the
production of pro-inflammatory cytokines/chemokines at 6, 24
or 48 hours after LPS-induced ALI. It has been reported that
CB, and, mainly, CB, receptor activation decreased the
inflammatory  response  during  drug-induced  gastric
hemorrhages [10], as well as in models of colitis, a finding also
observed during a systemic-induced inflammation in mice [9].
Furthermore, neutrophil migration in humans [50], cytokine/
chemokine production in mice [9], vascular permeability in
guinea pigs [51] and adhesion molecule expression in mice
[52] have also been reported to be reduced by CB, or CB,
activation. Thus, it appears feasible to suggest that the
abrogation of the anti-inflammatory effects induced by JZL184
in LPS-induced ALI might have involved CB, and CB, receptor
activation. However, it should not be forgotten that cannabinoid
actions can be related to other mechanisms besides CB, and
CB, activation, such as adenosine receptor activation [13] or
partial FAAH inhibiton by JZL184 administration [7].
Furthermore, beyond the CB,; and CB, receptor participation,
other possibilities might also explain the anti-inflammatory
effects of JZL184 demonstrated in this work. One possibility
may be the release of arachidonic acid from 2-AG and/or
anandamide hydrolysis, a fact that would lead to eicosanoid
(leukotriene) formation in neutrophils. It has been shown that 2-
AG in vitro activates human neutrophils, an effect attributable
to the leukotriene (LT) B4 ligation to specific neutrophil
receptors (LTB4 receptors) [53].

Taken together, the present findings showed that a single
dose of JZL184, given prior to LPS-induced ALI, resulted in an
anti-inflammatory effect. It was also shown that the JZL184
effects on leukocyte migration from the blood to the lungs and
from the bone marrow to the blood in the presently used model
of ALI relies on adhesion molecule expression and on cytokine/
chemokine participation. Finally, it was shown that the CB, and
CB, cannabinoid receptors appear to be the most likely
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mechanism involved in the JZL184 anti-inflammatory effects in

the

when extrapolating the present data to patients.

LPS-induced ALI model. Although care should be taken
MAGL

inhibition might become, in the future, a useful therapeutic tool
for the treatment of inflammatory lung diseases, such as ALI
and acute respiratory distress syndrome.
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