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RESUMO

COSTA, Bianca. Fucana e Fucana radiomarcada (*°"Tc-Fucana) como um novo agente
teranostico de processos inflamatorios. 2022. 82 f. Dissertagdao (Mestrado em Biociéncias) —
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2022.

A inflamac¢ao ¢ um mecanismo de defesa vital, no entanto a falha na sua fase resolutiva
ou a sua ativacao continua promove a perturba¢ao da homeostase em varios niveis, contribuindo
para o desenvolvimento e agravamento de muitas doengas. A criagdo de novos produtos
eficazes no tratamento e diagndstico de processos inflamatorios ird contribuir de maneira
significativa no manejo de vdrias patologias de cunho inflamatério. Neste estudo, a
aplicabilidade da Fucana como agente terapéutico ¢ de imagem foi avaliada. Para fins
terapéuticos, este polissacarideo sulfatado foi testado em dois modelos de inflamacao: artrite
(zimosan) e inflamagao pulmonar (LPS). Para seu uso como agente de imagem, a Fucana foi
marcada com **™Tc e sua captagdo em pulmdes inflamados (LPS) foi mensurada e comparada
com a captacdo em pulmdes ndo inflamados. Os resultados demonstraram que a Fucana tem
efeito anti-inflamatdrio terapéutico, efeito este que ficou evidente no modelo pulmonar (LPS).
O ensaio de biodistribui¢do demonstrou que a Fucana radiomarcada (**™Tc-Fucana) tem um
importante tropismo por sitios de inflamagdo com bioacumulagdo bastante relevante, o que
permite pensar em seu emprego como agente de imagem nuclear.

Palavras-chave: Fucana. Inflamagdo. Diagnostico. Terapia. Tecnécio-99m. Radiofarmaco.



ABSTRACT

COSTA, Bianca. Fucoidan and radiolabeled Fucoidan (**"Tc-Fucoidan) as a new
theranostic agent of inflammatory processes. 2022. 82 f. Dissertacdo (Mestrado em
Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022

Inflammation is a vital defense mechanism, but failure in the resolution phase or its
constant activation promotes disruption of homeostasis at multiple levels and contributes to the
development and exacerbation of many diseases. The development of new products effective
in the treatment and diagnosis of inflammatory processes will make an important contribution
to the treatment of various pathologies with an inflammatory character. In this study, the
applicability of Fucoidan as a therapeutic and imaging agent was investigated. For therapeutic
purposes, this sulfated polysaccharide was tested in two inflammatory models: Arthritis
(Zymosan) and Pneumonia (LPS). For use as an imaging agent, Fucoidan was labeled with
9mTe and its uptake in inflamed lungs (LPS) was measured and compared to uptake in non-
inflamed lungs. The results showed that Fucoidan has a therapeutic anti-inflammatory effect,
an effect that was evident in the lung model (LPS). The biodistribution assay showed that
radiolabeled Fucoidan (**™Tc-Fucoidan) has an important tropism for inflammatory foci with
very relevant bioaccumulation, allowing us to consider its use as a nuclear imaging agent.

Keywords: Fucoidan. Inflamation. Diagnosis. Therapy. Technetium-99m. Radiopharmaceutical.
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INTRODUCAO

A inflamagao ¢ um mecanismo de defesa vital para a saude, e ¢ desencadeada por
estimulos nocivos, como danos fisicos, quimicos ou agentes patogénicos e atua removendo
estes estimulos para promover a reparagdo e restaurar a homeostase do tecido afetado
(ABDULKHALEQ et al., 2018). No entanto, a falha em resolver a resposta inflamatoria ou a
sua ativagdao continua podem levar ao desenvolvimento da permanéncia da inflamagdo que
passa a adquirir novas caracteristicas (ABDULKHALEQ et al., 2018; MEDZHITOV, 2008).

A resposta inflamatéria pode levar a alteragdes do tecido, provocando mudangas no
fenotipo e na fungao celular dos mesmos, levando a um estado de homeostase adaptado, no qual
o tecido apoés a resposta inflamatoria € diferente do tecido anterior a este evento, o que contribui
para o desenvolvimento e agravamento de muitas doengas (FEEHAN; GILROY, 2019).

A deteccdo precoce da inflamagdo requer métodos diagndsticos sensiveis e nao
invasivos. Nesse sentido, as modalidades de imagem molecular sdo ferramentas fundamentais,
pois permitem avaliar a morfologia do tecido e as alteragdes bioquimicas e moleculares
decorrentes do processo inflamatério. Dentre as possibilidades de imagem molecular
disponivel, a cintilografia por emissao de foton tnico representa uma das mais sensiveis e com
ampla utilizagdo global (DUAN; IAGARU; APARICI, 2021; REMPEL; PRICE; PHENIX,
2017; STACY; MAXFIELD; SINUSAS, 2012).

Fucana ¢ um termo geral usado para uma classe de polissacarideos sulfatados ricos em
a-L-fucose, encontrados em pepinos do mar, ouricos do mar e algas marrons que tem sido
investigada como agente anti-inflamatorio (FLETCHER et al., 2017; LUTHULI ef al., 2019).
Os diversos efeitos farmacologicos da Fucana, incluem as atividades anti-inflamatoria, antiviral
e antitumoral, que sdo atribuidas a sua capacidade de modular algumas ag¢des da resposta imune-
inata por meio da interacdo com diferentes receptores, como os receptores Toll-like (TLRs);
receptor 3 do complemento (CR-3); e receptores scavenger presentes em células dendriticas,
macrofagos e outros leucdcitos, bem como receptores de selectina presentes em plaquetas,
leucoécitos e endotélio ativado (ALE; MIKKELSEN; MEYER, 2011; ASANKA SANJEEWA
etal.,2019; CARVALHO et al.,2014; LIN et al., 2020b; WANG et al., 2019). Sabe-se também
que a Fucana atua em diferentes fases do processo inflamatorio, tais como: bloqueio da adesao
e migracdo celular, inibicdo de multiplas enzimas e na indugdo de apoptose (APOSTOLOVA
et al., 2020).
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Neste trabalho, foram analisadas as possibilidades de usar-se a Fucana, proveniente da
alga Fucus vesiculosus, como agente anti-inflamatério assim como seu andlogo radiomarcado

(*™Tc-Fucana) como agente de imagem para avaliacdo de processos inflamatorios.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Inflamacio

A inflamacao ¢ a resposta do organismo a estimulos nocivos, como danos fisicos,
quimicos ou agentes patogénicos € atua na tentativa de remover estes estimulos prejudiciais e
promovendo, na sequéncia, o processo de resolugdo com a finalidade de restaurar a homeostase
do tecido atingido. Portanto, ¢ um mecanismo de defesa vital para a saiide e para a sobrevivéncia
(PERKINS; ANDERSON; NOVELLI, 2019; TVAROSKA; SELVARAJ, 2020 ).

A resposta inflamatoria pode ser dividida em trés fases (Figura 1): a) a fase aguda, na
qual ocorre o gatilho que a desencadeia, caracterizada pela infiltracdo de leucocitos e dano
tecidual; b) fase resolutiva, na qual se tem a polarizacdo das células para um perfil mais anti-
inflamatoério e resolutivo, que as permite promover o reparo do tecido e restaurar a homeostase;

c) fase pos-resolutiva.

Figura 1 - Fases da inflamagao
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Fonte: Adaptado de Feehan e Gilroy (2019).
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1.1.1 Fase aguda da inflamacéao

Embora a resposta inflamatéria dependa da natureza do estimulo inicial e do tecido
afetado, uma série de mecanismos ocorrem de maneira semelhante, tais como: a)
reconhecimento de patogenos (PAMP’S) ou de dano celular (DAMP’S) por meio de receptores
de padrao presentes na superficie celular e ativagdo de fatores plasmaticos (sistema
complemento; sistema calicreina-cininas); b) alteracdes valsculares como vasodilatagao e
aumento de permeabilidade; ¢) recrutamento de células inflamatorias ao sitio da inflamagao; d)
ativacdo das vias inflamatorias (CHEN et al., 2018; MEDZHITOV, 2008).

Um conjunto limitado e definido de padrdes moleculares conservados que sdo
transportados por microrganismos sejam patogénicos ou comensais sdo chamados de padrdes
moleculares associadas a patogenos (PAMPs). Esses PAMPs podem desencadear o processo
inflamatorio através da ativagdo de um conjunto correspondente de receptores, denominados de
receptores de reconhecimento de padroes (PRRs) expressos na superficie das células residentes
do tecido afetado (ZINDEL; KUBES, 2020).

Alguns PRRs também reconhecem biomoléculas endégenas liberadas durante o dano
celular, estresse ou mau funcionamento, conhecidos como padrdes moleculares associados ao
dando (DAMPs) que podem iniciar e perpetuar uma resposta inflamatoria ndo infecciosa. As
principais familias de PRR incluem os receptores Toll-like (TLRs), receptores de lectina do
tipo C (CLRs) e receptores NOD (NLRs) (ZINDEL; KUBES, 2020).

A ativagdo dos sistemas plasmaticos e a liberagdo de aminas vaso-ativas, citocinas €
outros mediadores quimicos por células residentes, induz a vasodilatagdo, aumento da
permeabilidade vascular e da expressdo de moléculas de adesdo no endotélio vascular local
resultando no recrutamento de leucdcitos para o sitio (ABDULKHALEQ et al., 2018;
MEDZHITOV, 2008).

O processo de infiltracdo de leucocitos € resultado de trés etapas fundamentais, o
rolamento, a adesdo e a diapedese. Estas etapas sdo dependentes da presenca de moléculas de
adesdo expressas nos leucocitos circulantes e no endotélio vascular, além da produgao de fatores
quimiotaticos que vao direcionar o processo de recrutamento (GERMOLEC et al., 2018).

A primeira etapa, que corresponde ao rolamento de leucocitos sobre o endotélio vascular
ativado, ¢ dependente da expressao de E e P selectinas nas células endoteliais que reconhecem

os receptores L-selectina presentes nos leucdcitos circulantes. Este reconhecimento promove
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interagdes de baixa afinidade que resultam no rolamento da célula sobre o endotélio, reduzindo
a sua velocidade e facilitando o processo de adesio (HARJUNPAA et al., 2019).

Na etapa seguinte, a adesdo, que corresponde a interacdes de alta afinidade entre o
endotélio e o leucocito, ¢ mediada por interagdo entre integrinas e seus ligantes. As integrinas
ndo estdo constitutivamente ativas e, portanto, ndo sdo capazes de se ligar a seus ligantes. Sua
atividade depende de uma mudanga conformacional de sua estrutura desencadeada por um
processo de sinalizagdo celular iniciada por outros receptores de superficie, como receptores de
quimiocinas, receptores Toll-like (TLRs) e selectinas (HARJUNPAA et al., 2019).

Apos essa adesdo estacionaria, as células podem deixar o vaso sanguineo para alcancar
o espago subendotelial, processo conhecido como diapedese, no qual o leucdcito se comprime
através das células endoteliais (MULLER, 2013).

Os estimulos inflamatérios ativam a via do &acido araquidonico, proveniente dos
fosfolipidios de membrana e ativam, entre outras, a via da ciclooxigenase (COX). Sao
conhecidas duas isoformas da enzima ciclooxigenase (COX), COX-1 e COX-2, ambas sao
responsaveis por catalizar a produgao de eicosanoides a partir do acido araquidonico presentes
na membrana celular. A COX-1 ¢ a isoforma expressa constitutivamente na maioria dos tecidos
e ¢ responsavel por manter as funcdes fisioldgicas normais, como prote¢ao gastrica, modulagao
da fung¢do plaquetaria e homeostase renal. Ja a COX-2 ¢ a isoforma induzivel por estimulos pro-
inflamatérios. Sua expressdao pode ser rapidamente induzida por citocinas, promotores de
tumor, fatores de crescimento, substancias bacterianas e trombina. Verificou-se que ambas as
isoformas sdo expressas constitutivamente em diferentes tecidos (PERRONE et al., 2020).

As enzimas COX convertem o acido araquidonico na prostaglandina H2 (PGH2), que ¢
entdo convertida em prostaglandinas (PG), como PGE2, PGF2a, PGD2 e PGI2, e tromboxano
A2 por meio de enzimas especificas (Figura 2). PGs estdo envolvidas na regulacao das respostas
inflamatorias, ativando e regulando outras vias de sinalizacdo (PICADO; ROCA-FERRER,
2020).
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Figura 2 - Cascata inflamatoria mediada pela COX
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Fonte: Adaptado de Perrone et al. (2020).

Os estimulos inflamatorios ativam ainda importantes vias de sinalizacdo intracelular
como a proteina quinase ativada por mitogénio (MAPK); o fator nuclear kappa-B (NF-«B); a
Janus quinase (JAK) e transdutor de sinal e ativador de transcri¢do (STAT) que direta ou
indiretamente levam a produg¢do de um grande numero de citocinas pro-inflamatorias e
proteinas reguladoras, que por sua vez, que podem exercer grande impacto na patogénese de
uma série de doencas cronicas (CHEN et al, 2018; IVANENKOV; BALAKIN;
LAVROVSKY, 2011).

O fator de transcri¢ao nuclear-kappaB (NF-kappaB) ¢ conhecido por seu papel crucial
durante respostas imunes e inflamatorias, crescimento celular, sobrevivéncia e
desenvolvimento. Uma aberrante ativacdo do NF-xB estd associada ao desenvolvimento do
cancer e contribui para a patogénese de doengas inflamatorias cronicas como artrite reumatoide
e esclerose multipla. A expressdo dependente de NF-xB de citocinas pro-inflamatorias,
moléculas de adesdao, metaloproteinases e outros mediadores desempenham papéis criticos na
iniciacdo e perpetuacdo da inflamagdo (HAYDEN; GHOSH, 2008). A familia NF-kB inclui
cinco fatores de transcrigao: P50, P52, RelA (p65), RelB e c-Rel (SUGHRA et al., 2010).

A atividade de NF-kB ¢ induzida por um gama de estimulos, incluindo substancias
derivadas de patdgenos, citocinas inflamatorias intercelulares e enzimas. Em condig¢des
fisioldgicas a proteina inibitoria kappa B (IkB) presente no citoplasma inibe o NF-kB. PRRs

ativam uma proteina quinase que promove a fosforilagdo de IkB, resultando em sua degradacdo
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e a consequente liberagdo de NF-kB, o que possibilita sua translocagio para o nucleo, onde ird

promover a transcri¢cdo de genes (Figura 3) (LIU et al., 2017).

Figura 3 - Via de sinalizacao NF-xB

N\

TNEIL-1 TRL

Citoplasma N

o B

|
ok

RelA psi

e 1 o Miclo
.‘-J\-i'\“.\_'.il"i‘r.ﬂh’

Citocinas imflamatorias A

-

Fonte: Adaptado de Chen ef al. (2018).

Proteinas quinase ativadas por mitogénio (MAPKSs) s3o uma familia de proteinas
quinases que direcionam as respostas celulares a partir de uma variedade de estimulos,
incluindo estresse osmatico, mitdgenos, choque térmico, e citocinas inflamatorias (como IL-1,
TNF-a e IL-6), que regulam a proliferacdo, diferenciacdo, sobrevivéncia celular e apoptose
(MAI et al., 2020). Cada via de sinalizagdo de MAPK compreende pelo menos trés
componentes: uma MAPK, uma MAPK quinase (MAPKK), e uma quinase quinase MAPK
(MAPKKK). MAPKKKSs fosforilaam e ativam MAPKKSs, que por sua vez fosforilam e ativam
MAPKs. Quinases reguladas por sinal extracelular (ERKs) sdo geralmente ativadas por
mitoégenos e sinais de diferenciacdo, enquanto estimulos inflamatorios e estresse ativam
quinases c-Jun N-terminal (JNK) e p38 (TERAMOTO; GUTKIND, 2004). A ativagdo de
MAPKSs, Erkl /2, INK e p38 leva a fosforilagdo e ativacdo de fatores de transcrigao resultando

na regulacdo da resposta inflamatéria (Figura 4).
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Figura 4 - Via de sinalizacio MAPK
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A via JAK-STAT envolve diversas citocinas, fatores de crescimento, interferons e
moléculas afins, sendo um mecanismo de sinalizagdo através do qual fatores extracelulares
podem controlar a expressao génica (WITTE; MULJO, 2014).

A cascata de sinalizagdo ¢ iniciada quando as citocinas se ligam aos seus receptores,
cujas cadeias se oligomerizam. Este processo causa a separacao das subunidades intracelulares
do receptor de citocina que dissocia os JAKSs, revertendo a inibi¢cdo constitutiva o que resulta
em sua ativacdo. Os JAKs fosforilam a si proprios, servindo de locais de ancoragem para
STATs que, por sua vez, também sdo fosforilados. Quando fosforilado por JAKs, os
mondmeros de STAT citosolicos inativos sofrem uma alteragdo conformacional que permite
sua translocac¢do para o nlcleo, onde atuam como fatores de transcricdo capazes de regular a
expressdo génica (Figura 5). Portanto, a sinalizagdo JAK-STAT permite a tradugdo direta de
um sinal extracelular em uma resposta transcricional (WITTE; MULJO, 2014).

Existem quatro JAK conhecidas, sao elas JAK1, JAK2, JAK3 e TYK2 e existem sete
membros conhecidos de STAT em mamiferos, sao eles STATI, STAT2, STAT3, STAT4,
STATSA, STATSB e STAT6 (BANERIJEE et al., 2017).
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Figura 5 - Via de sinalizagdo JAK-STAT
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1.1.2 Fase resolutiva da inflamacdo

A resolugdo € o processo responsavel por desligar a inflamagdo e era tradicionalmente
caracterizado como um processo passivo. No entanto, atualmente hé a ideia de que a resolucao
¢ um processo ativo caracterizado por uma sequéncia de eventos, tais quais: a) interrup¢ao do
influxo de leucdcitos; b) morte e remocao de neutrédfilos; c¢) polarizagdo de macrdéfagos
(FEEHAN; GILROY, 2019). Esses eventos sdao coordenados por um conjunto de mediadores,
como IL-10 e TGF-B1, e numerosos fatores de crescimento, incluindo PDGF, IGF-1 e VEGF-
a (MARUYAMA et al., 2020; SUGIMOTO et al., 2019).

A fim de prevenir a progressao da inflamacao aguda para inflamacao cronica persistente
e de restaurar a homeostase, a reagao inflamatoria deve ser resolvida e, assim, evitar mais danos
ao tecido afetado (ZHAO et al., 2021). A resolucdo da inflamacdo depende da interrupgdo do
recrutamento de neutrofilos, que ¢ a populagdo de leucocitos mais abundante em locais
inflamatorios. Este processo ¢ controlado por mediadores lipidicos pro-resolutivos (resolvinas)
que sdo capazes de inibir o recrutamento de neutréfilos regulando negativamente a expressao
de receptores de quimiocinas, tornando-os ndo responsivos. Além disso, esses mediadores pro-
resolutivos promovem oxidacdo e modificagdo de fosfolipidios de membrana de macrofagos e

eosinoéfilos, alterando as propriedades biofisicas da membrana celular, o que contribui para a
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depura¢do ndo imunogénica de células apoptoticas, mantendo a tolerancia imunologica durante
o processo de resolugdo (SCHETT; NEURATH, 2018).

Para a resolucao efetiva da inflamagdo, além da interrupcdo do recrutamento de
neutréfilos, a remogao destas células ainda presentes no local da inflamagao ¢ fundamental para
limitar suas a¢des potencialmente prejudiciais (GREENLEE-WACKER, 2016; SCHETT;
NEURATH, 2018).

Por fim, a apoptose de neutrofilos deve ocorrer mediante duas cascatas de sinalizagao:
a via intrinseca, na qual ocorre a perda da integridade da mitocondria, havendo a liberagao de
citocromo C; e a via extrinseca, que responde a sinalizagdo extracelular (GREENLEE-
WACKER, 2016).

Apos a apoptose, os neutrdfilos sdo rapidamente eliminados por macréfagos por meio
de fagocitose, processo denominado de eferocitose. A captacdo de neutrdfilos apoptdticos
desencadeia a conversdo de macrofagos pro-inflamatéria em macréfagos com fendtipos anti-
inflamatorio, imunorregulador e pré-resolutivo. Essa polarizagdo € importante para manter a
tolerancia do tecido local e nos 6rgaos linfoides de drenagem e, assim, limitar o dano ao tecido.
Este fenotipo pro-resolutivo € caracterizado pela regulacdo positiva de moléculas co-inibidoras
bem como a regulacao positiva de genes anti-inflamatorios, resultando na liberacao de citocinas
anti-inflamatérias e mediadores lipidicos pro-resolucao especializados (GREENLEE-
WACKER, 2016).

Essa mudanga de fenotipo parece ser baseada tanto em fatores intrinsecos, relacionados
com o controle metabolico da célula, uma vez que diferentes padroes de producdo de energia
orientam o estado funcional destas células e mecanismos extrinsecos, no qual moléculas
liberadas por eosinoéfilos e por células residentes no tecido induzem esse fenotipo (SCHETT;
NEURATH, 2018).

Assim, a eferocitose ¢ necessaria para a eliminacdo de neutr6filos apoptéticos e para
gerar um fendtipo de macrofago anti-inflamatoério propicio a resolucdo. Acredita-se que
problemas relacionados a depuragdo de cé€lulas apoptoticas pode levar ao acimulo de corpos
apoptoticos que abrigam elementos imunogénicos responsdveis pela formacdo de

autoanticorpos (FEEHAN; GILROY, 2019).
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1.1.3 Fase pos-resolutiva da inflamacio

Em alguns casos a resolugao nao ¢ o fim da resposta inflamatoria, havendo ainda
atividade celular apos a conclusdo da cascata de resolucdo, o que leva a alteragdes bioquimicas,
fenotipicas e funcionais nas células do tecido envolvido (BAGATINI et al., 2017; FEEHAN;
GILROY, 2019). O resultado ¢ um microambiente imunossupressor com um grande niamero de
citocinas e células imunossupressoras (macrofagos M2 e linfocitos T reguladores). Essas
mudangas sdo capazes de promover a ativagdo de oncogenes, danos ao DNA e proteinas,
liberagdo de espécies reativas de oxigénio e afetam multiplas vias de sinalizagdo, incluindo NF-
kB, MAPK, e P53, levando a doengas cronicas (ZHAO et al., 2021).

Embora novas terapias estejam sendo desenvolvidas, a incidéncia de complicacdes
permanece alta. Isso ocorre em parte porque as terapias convencionais ndo sdo especificas para
o tecido afetado. Nao obstante, as abordagens diagndsticas atuais ndo permitem a identifica¢ao
especifica do processo inflamatério, incapacitando uma atuagao eficaz (STRONG et al., 2005;

TABAS; GLASS, 2013).

1.2 Terapia medicamentosa da inflamacao

Na busca por descobrir tratamentos para doencas imunomediadas, os principais alvos
sdo as etapas iniciais do processo inflamatdério e os sintomas associados a ela (FEEHAN;
GILROY, 2019). A maioria das terapias atuais ndo aborda a origem do problema o que
configura a urgente necessidade do desenvolvimento de terapias melhores. Vérias vias de
sinaliza¢do e citocinas associadas ao processo inflamatério ja foram identificadas e ja sdo
usadas como alvo para tratamento de diversas doengas de componente inflamatério, como
artrite reumatoide, psoriase, gota, doencas inflamatorias intestinais e alguns tipos de cancer.

Neste trabalho, serdo abordadas trés classes medicamentos utilizados no tratamento de
processo inflamatério, sdo elas: a) anti-inflamatérios ndo-esteroidais; b) anti-inflamatérios

esteroidais; ¢) medicamentos modificadores do curso da doenca (MMCDs).
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1.2.1 Anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINESs)

Os medicamentos anti-inflamatérios ndo esteroidais, AINEs, tem como mecanismo de
acdo a inibi¢do da ciclooxigenase (COX), responsavel pela producdo de mediadores
inflamatérios. Sdo amplamente usadas no tratamento de sintomas agudos, como febre e dor,
condi¢gdes inflamatoérias cronicas e para prevengdo e tratamento de canceres (BINDU;
MAZUMDER; BANDYOPADHYAY, 2020). Essa classe de farmacos ¢ dividida entre dois
grupos, os inibidores de COX seletivos e os inibidores de COX nao seletivos. Os seletivos sdao
aqueles que visam principalmente a COX-2, cuja expressao ¢ induzida e esta mais ativa frente
a processos inflamatérios. Os ndo seletivos atuam tanto na COX-1, que ¢ a isoforma
constitutivamente expressa, como na COX-2. Vale ressaltar que a COX-2 ¢ constitutiva em
alguns tecidos, como o sistema nervoso central, o tecido renal e em células endoteliais
(GKRETSI; ZACHARIA; STYLIANOPOULOS, 2017).

A seletividade destes AINEs para COX-1 / COX-2 ¢ variavel. Alguns deles inibem
COX-1 e COX-2 com poténcia comparavel, como ibuprofeno, cetoprofeno, piroxicam e
indometacina; outros tém maior seletividade para COX-2, como meloxicam, nimesulida e
diclofenaco e outros sdao altamente seletivos para COX-2, como a classe dos coxibes,
eterocoxibe e celecoxibe. O acido acetilsalicilico tem acdo anti-inflamatéria em doses mais
elevadas, de 500 mg a 1g e acdo antiagregante plaquetario em doses menores, de 150 — 325 mg,
via inibi¢do de COX-1 presente em plaquetas, promovendo a redug@o na sintese de tramboxano
A2, o que permite seu uso na preven¢do de infarto do miocardio e de acidente vascular
encefalico (ROBB et al., 2020).

Apesar do claro beneficio de seu uso no tratamento de processo inflamatdrios, muitos
efeitos adversos estdo relacionados a estes medicamentos. No tratamento de doengas
inflamatoérias cronicas com AINEs, o desenvolvimento de lesdo da mucosa gastrica consiste na
principal limitacdo. Os AINEs inibiem a producao de PGE2 e PGI2 que sdo prostaglandinas
gastroprotetora, infligindo assim lesdo na mucosa gastrica. Além de complicagdes
cardiovasculares e gastrointestinais, os AINEs também apresentam alto grau de
nefrotoxicidade, pois altas doses de AINEs estdo relacionadas com o desenvolvimento de
insuficiéncia renal aguda e o uso continuo, a insuficiéncia renal cronica (BINDU;

MAZUMDER; BANDYOPADHYAY, 2020).
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1.2.2 Anti-inflamatorios estereoidais (corticosteroides)

Os corticosteroides (glicocorticoides e mineralocorticoides) sao um grupo de farmacos,
estruturalmente relacionados com o hormonio cortisol, e apresentam uma ampla variedade de
aplicagdes terapéuticas, principalmente em relacdo as suas propriedades anti-inflamatodrias e
imunossupressoras (PRESHAW, 2018).

Os efeitos promovidos pelos corticosteroides ocorrem através de dois mecanismos
principais, 0 mecanismo gendmico e agdes ndo gendmicas. Durante o mecanismo gendmico, o
agente se difunde através da membrana lipidica e se liga ao seu receptor localizado no
citoplasma. O complexo formado entre o receptor e o corticosteroide se transloca para o nucleo,
onde interage com as moléculas de DNA e promove a modulagdo da transcricdo de genes
(ABBASI et al.,, 2019). Como resultado se tem a redug¢do da ativacdo, proliferagdo,
diferenciagdo e sobrevivéncia de varias células envolvidas na producdo de mediadores
inflamatoérios, como IL- 1, IL- 2, IL- 3, IL- 6, TNF- a, INF-y e IL- 17. Os corticosteroides ainda
podem suprimir a fungdo e a proliferacao de células T e a expansao clonal de linfocitos B bem
como a sintese de anticorpos (ALANI; SEYMOUR, 2014).

Os principais efeitos adversos atrelados ao uso continuo de corticosteroides sdo a
diminui¢do da captagdo de glicose e aumento da gliconeogénese, levando a um aumento do
risco de diabetes; diminui¢do da sintese de proteinas e aumento da degradagdo de proteinas,
especialmente no tecido muscular esquelético, causando perda muscular; osteoporose;
supressao do cortex adrenal, levando a um risco aumentado de crise adrenocortical;
redistribuicao de gordura corporal; cicatrizacao de feridas prejudicada; imunossupressao, risco
aumentado de infecgdes oportunistas; hipertensdo; alteragdes neurologicas dentre outras
(ALANI; SEYMOUR, 2014).

Quase todos os ramos da medicina usam corticosteroides para tratar uma variedade de
doencas. Eles podem ser usados em doses fisiologicas para distirbios endocrinos, como a
doenca Addison. S3o comumente usados para osteoartrite € doengas reumadticas como artrite
reumatoide, lupus eritematoso sist€émico, e a artrite psoridtica que envolvem processos
inflamatérios e autoimunes descontrolados. Os corticosteroides sdo usados em transplante de
orgaos solidos como imunossupressores em combinagdo com outros medicamentos para evitar
rejei¢do do 6rgdo transplantado. Ainda podem ser aplicados pela via inalatdria para tratamento
da doenga pulmonar obstrutiva cronica e da asma e pela via topica para tratamento de reacdes

de hipersensibilidade dermatologicas ou oftalmologicas (KAPUGI; CUNNINGHAM, 2019).
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1.2.3 Medicamentos modificadores do curso da doenca

Os medicamentos modificadores do curso da doengca (MMCDs), em inglés disease-
modifying antirheumatic drugs (DMARD), agem alterando a evolucao da doenga e impedem
novos focos de inflamagao, tentando manter a remissdo da mesma. Apresentam indicagdo para
o tratamento de doencas reumaticas, incluindo artrite reumatoide, artrite psoridtica e espondilite
anquilosante. Eles também podem ser usados no tratamento de outras doencas, incluindo
doengas do tecido conjuntivo, como esclerose sistémica, lupus eritematoso sistémico e
sindrome de Sjogren, bem como no tratamento de miosite inflamatdria, vasculite, uveite,
doencga inflamatoria intestinal e alguns tipos de cancer. Cada MMCDs tem um mecanismo de
ac¢ao unico, interferindo em ultima analise nas vias criticas da cascata inflamatoria.

Os MMCDs disponiveis podem ser subdivididos em: a) MMCDs sintéticos
convencionais, que sao metotrexato, hidrocloroquina; sulfadiazina; e leflunomida; b) MMCDs
sintéticos direcionados, inibidores JAK; ¢) MMCDs bioldgicos, que se diferenciam dos
sintéticos, por serem produzidos em células vivas (LIN; ANZAGHE; SCHULKE, 2020).

MMCDs sintéticos convencionais mais utilizados sdo o metotrexato; hidroxicloroquina;
sulfassalazina; e leflunomida.

O metotrexato, que € a escolha mais comum de MMCD como agente de primeira linha,
uma vez que seu perfil de seguranca e toxicidade ja estd estabelecido além de ter baixo custo
relativo. Seu mecanismo de agdo ndo € totalmente compreendido, mas sabe-se que ¢ um analogo
estrutural do 4cido folico que prejudica a sintese de DNA e aumenta a liberacao de adenosina
por meio de efeitos sobre muitas enzimas diferentes, resultando na diminui¢do da resposta
inflamatoria e da proliferagdo de linfocitos (ABBASI et al., 2019).

A hidroxicloroquina, um agente antimalarico, que se acumula em lisossomas onde inibe
algumas funcdes importantes pelo aumento do pH. Este medicamento provou ser eficaz em
varias doencas autoimunes devido a suas propriedades anti-inflamatéria e imunomoduladora.
A cardiotoxicidade e retinopatia sdo as principais complica¢des que ocorrem com O USO
frequente e em altas doses desse medicamento (PONTICELLI; MORONI, 2017).

Ja a sulfassalazina, que apresenta um componente salicilato e de sulfa, ¢ indicada para
o tratamento e gerenciamento de doencas autoimunes e inflamatorias cronicas, como artrite
reumatoide e colite ulcerosa. Também tem uso off-label no tratamento de pacientes com
espondilite anquilosante, doenga de Crohn leve a moderadamente ativa, psoriase e artrite

psoriatica (LITTLEJOHN; MONRAD, 2018). A descri¢cao detalhada do mecanismo de a¢do da
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sulfassalazina ainda ndo ¢ completamente elucidado, mas seus efeitos imunomoduladores sao
descritos, incluindo a inibi¢do do fator de transcri¢do nuclear kappa-B (NF-kB), suprimindo
assim a transcricdo de genes pro-inflamatorios; inibi¢do da expressao do TNF-a induzindo a
apoptose pela caspase 8 em macrofagos; inibicdo do recrutamento de leucdcitos; inibicdo da
funcdo dos linfécitos B, suprimindo a produgdo de IgM e IgG (ABBASI et al., 2019;
RODENBURG et al., 2000).

E, por ultimo, a leflunomida que ¢ um medicamento imunomodulador, aprovado para o
tratamento da artrite reumatoide e tem mostrado ter acdes terapéuticas promissoras no
tratamento de tumores. Este farmaco atua inibindo a enzima mitocondrial diidroorotato
desidrogenase, impedindo a sintese de ribonucleotideo uridina monofosfato pirimidina (rUMP)
o que leva a ativagdo de P53, que restringe a progressao da fase G1 para a fase S no ciclo celular.
Essa restricdo interrompe a proliferagao de linfécitos ativados e autoimunes, promovendo
efeitos anti-inflamatérios e imunomoduladores (FOX et al., 1999; ZHANG; CHU, 2018).

Em contraste com os MMCDs sintéticos convencionais mencionados acima, MMCDs
sintéticos direcionados foram desenvolvidos especificamente para atingir uma etapa chave na
indugdo de doencas inflamatorias mediada por citocinas, a via JAK-STAT e, assim, evitam
ativacdo de células imunes e respostas inflamatorias subsequentes (LIN; ANZAGHE;
SCHULKE, 2020).

A grande importancia da via de sinalizagdo JAK-STAT na homeostase do sistema
imunologico justifica o direcionamento dessa via para tratar doengas autoimunes e
inflamatorias. O potencial de inibicdo de JAK como estratégia terapéutica foi reconhecido na
década de 1990, com o desenvolvimento de tofacitinibe, o primeiro inibidor de JAK aprovado
em muitos paises, € um inibidor de pan-JAK que impede o recrutamento e ativacao de JAKI,
JAK2 e JAK3, embora com maior atividade inibitoria para JAK1 /2 do que JAK3. Em menos
de 20 anos depois dois inibidores de JAK foram aprovados pela FDA: ruxolitinibe para o
tratamento de neoplasia mieloproliferativa e tofacitinibe para o tratamento da artrite reumatoide
(CLARK; FLANAGAN; TELLIEZ, 2014). O baricitinibe ¢ um inibidor JAK1 / 2 especifico
com aprovac¢dao da EMA para tratamento de pacientes com artrite reumatoide moderada ou
grave (LIN; ANZAGHE; SCHULKE, 2020).

Os inibidores de JAK agem bloqueando competitivamente o local de ligacdo de
trifosfato de adenosina da JAK por meio de interagdes nao covalentes. Semelhancas estruturais
deste sitio de ligacdo aos dominios ativos de varias outras tirosina quinases representam um
desafio para o desenvolvimento de um composto que bloqueia especificamente JAKs

(BANERIJEE et al., 2017).
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Os MMCDs biolégicos atualmente aprovados tém quatro mecanismos de acdo: a)

neutralizar ou inibir receptores de citocinas inflamatoérias; b) inibir a coestimulagdo de células

T; c) depletar células B (PRESHAW, 2018). Os principais MMCDs bioldgicos utilizados serao

relatados aqui e estao resuminos abaixo na Tabela 1.

Tabela 1 - Principais MMCDs biologicos

MMCDs bioldgicos
Medicamento Alvo terapéutico Referéncia
Etanercept Receptor circulante de TNFa
Infliximabe Inibidor de TNFa
Adalimumabe  Inibidor de TNFa (ZHANG et al., 2021)
Certolizumabe  Inibidor de TNFa
Golimumabe Inibidor de TNFa
Toghzumabe Antagomsta do receptor de IL-6 (MCELVANEY e al.,
Sarilumabe Antagonista do receptor de IL-6 2021)
Siltuximabe Inibidor de IL-6
Anakinra Antagonista do receptor de IL-1 (DINARELLO, 2011)
Rilonacept Inibidor de IL-1B, IL-1a. ¢ do (DUBOIS; RISSMANN;
antagonista endogeno COHEN, 2011)
Canacinumabe  Inibidor de IL-1 ’
Abatacept Inibigdo de ativagao e proliferagdo de 1y gQEINT o7 47, 2020)
linfécitos T
N Inibi¢do de ativagdo e proliferacao de (BERGANTINI et al.,
Rituximabe 1o o6 Citos B 2020)

Fonte: A autora, 2022.

O conhecimento do papel das citocinas e de outros mediadores da inflamagdo cronica
oferece uma nova abordagem imunofarmacoldgica para o tratamento do quadro inflamatoério
de varias doengas, usando anticorpos monoclonais que funcionam como anticitocinas, capazes
interferir ou neutralizar o complexo citocina-receptor, podendo ter como efeito final a inibigao
da transducdo de sinal; alteracdo da transcricdo ou de processos de tradu¢do (DAMSKY et al.,
2021).

Essa abordagem, embora eficaz, assume o risco de respostas imunes fisiologicas
contundentes que levam, em ultimo caso, ao aumento do risco de infeccdo. Além disso, tais
tratamentos geralmente sdo realizados por toda a vida (FEEHAN; GILROY, 2019).

O primeiro produto biolégico aprovado para o tratamento de doengas autoimunes foi
infliximab, um anticorpo monoclonal quimérico contra TNF-a. Foi aprovado pela Food and
Drug Administration (FDA) para o tratamento da doenca de Crohn em 1998 e depois para o
tratamento de artrite reumatoide em 1999. Atualmente, existem 5 produtos biologicos anti-TNF

aprovados e disponiveis para os pacientes, sendo que quatro desses farmacos sdo anticorpos
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anti-TNFa, Infliximabe, Adalimumabe, Certolizumabe e Golimumabe, que visam sequestrar
TNFa impedindo sua ligagdo aos seus receptores. A uUnica excecdo ¢, etanercept, que ¢ um
receptor circulante TNFa que inibe competitivamente a ligagdo do TNFa ao seu receptor
presente na superficie celular, prevenindo respostas celulares (ZHANG et al., 2021). Estes
produtos bioldgicos abriram caminho para o desenvolvimento de outros anticorpos
terapéuticos, incluindo inibidores de IL-6,1L-1.

A IL-6 ¢ uma citocina secretada por células T importante para a produgao de anticorpos
pelas células B, sendo, por tanto, uma via importante na regulacdo imunoldgica e que esta
envolvida com muitas doengas. O direcionamento da via da IL-6 tem levado a abordagens
terapéuticas para tratamentos de varias doengas reumaticas, como artrite reumatoide, artrite
idiopatica juvenil, doenca de Still, arterite de células gigantes e arterite de Takayasu, bem como
outras condi¢des como a doenca de Castleman e a sindrome de liberagcao de citocinas, uveite,
neuromielite Optica e, mais recentemente, pneumonia por COVID-19 (CHOY et al., 2020).

A IL-6 se liga ao receptor IL-6 (IL-6R) e glicoproteina 130 (gp130) para formar um
complexo hexamérico. Tanto o receptor IL-6 ligado a membrana quanto o receptor IL-6 solavel
podem fazer parte do complexo hexamérico e estdo associados as vias classicas de sinaliza¢ao
e trans-sinalizagdo, respectivamente. Ambas as rotas de sinalizagdo envolvem a JAK / STAT
que também pode sdo alvos de direcionamento terapéutico, como exposto anteriormente.
Tocilizumabe, Siltuximabe e Sarilumabe sdo os inibidores farmacologicos da sinalizagdo de IL-
6, previnem sua ligacdo ao IL-6R, tendo como alvo a propria citocina ou o seu receptor
(MCELVANEY et al., 2021).

O tratamento com inibidores da via de IL-6 esta associado a elevacao da concentragao
sérica de transaminases, que ndo parecem ser resultado de uma lesao hepatica permanente ou
clinicamente evidente; pancreatite; perfuragdes gastrointestinais, cujos eventos ocorreram em
pacientes com fatores de risco pré-existentes (como diverticulite ou uso de anti-inflamatorios);
aumento da concentracao sérica de lipidios; e também foi observado incidéncia aumentada de
infecc¢ao bacteriana (MCELVANEY et al., 2021).

Mais do que qualquer outra familia de citocinas, a familia da IL-1 é, principalmente,
associada a inflamag¢@o aguda e cronica. A produgado de IL-1 ¢ induzida em resposta a estimulos
inflamatérios € medeia varios mecanismos fisiologicos, e tem sido associado a muitas
condigdes patologicas como sepse, artrite, disfuncdo autoimune e isquemia cerebral. Os
principais ligantes do receptor de IL-1 sdo IL-1a; IL-1B; e IL-1RA, sendo este Gltimo um
antagonista endoégeno (DINARELLO, 2011; MURRAY; PARRY-JONES; ALLAN, 2015). A

fim de exercer suas agoes pro-inflamatorias, IL-1 deve se ligar dois receptores, um € o receptor
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de IL-1 propriamente dito (IL-1-R1) e o outro ¢ uma proteina acessoria (IL-1-RAcP). Esses
receptores formam um complexo na membrana que ird desencadear a transdugdo do sinal
(DUBOIS; RISSMANN; COHEN, 2011).

IL-1 emergiu como um alvo terapéutico para um numero crescente de condigdes
inflamatoérias sist€émicas ¢ locais, chamadas doengas autoinflamatorias. Para estes, a
neutralizagdo de IL-1 resulta em uma redugdo rapida e sustentada da gravidade da doenca
(DINARELLO, 2011). A exploragao dos receptores de IL-1 comecou em 1993 com a
introducdo de anakinra. Depois, nos anos 2000, outras duas opcdes farmacologicas foram
inseridas com o objetivo de inibir essa via de sinalizagdo pré-inflamatoria rilonacept, e
canacinumabe (BUCKLEY et al., 2020).

Anakinra ¢ um antagonista do receptor de IL-1, ou seja, este farmaco ¢ capaz de
bloquear a atividade bioldgica do receptor de IL-1 inibindo competitivamente a ligagao de IL-
la e IL-1PB ao receptor. O rilonacept, também conhecido como IL-1 TRAP, ¢ uma proteina
dimérica de fusdo constituida por dois dominios de ligagdo, um que corresponde a por¢ao
extracelular do receptor de IL-1 e o outro que corresponde a proteina acessoria do receptor da
IL-1, que estdo fundidos a por¢do Fc da IgG humana. Rilonacept liga-se e bloqueia a atividade
da citocina IL-1 e se liga a IL-1p e a IL-10, além de se ligar ao antagonista endégeno do receptor
de IL-1, porém com uma afinidade mais fraca do que a afinidade pelas citocinas propriamente
ditas. Este firmaco € uma construgao a partir de duas cadeias extracelulares do receptor de IL-
1 e de sua proteina acessoria fundidas ao segmento Fc de IgG. Ja o canacinumabe ¢ um
anticorpo monoclonal humanizado direcionado contra IL-1P, e ndo apresenta reatividade
cruzada com IL-1a e com o receptor de IL-1. O rilonacepte e o canacinumabe atuam, cada um,
prendendo o IL-1PB antes de se ligar ao seu complexo receptor, evitando os efeitos pro-
inflamatérios (DINARELLO, 2011; DOHERTY; BRYDGES; HOFFMAN, 2011; DUBOIS;
RISSMANN; COHEN, 2011).

Os principais efeitos colaterais relatados foram reacdes locais no local da inje¢do,
incluindo vermelhidao, erup¢ao na pele, coceira ou dor; hematomas ou sangramento podem
ocorrer, mas sao muito raros; aumento do risco de infeccdo; dores de cabeca; vOmitos;
artralgias; pirexia e nasofaringite; diarreia; e nausea (BACHOVE; CHANG, 2014).

Abatacept também € um anticorpo monoclonal usado para bloquear seletivamente a co-
estimulagdo de CD28 que interfere na ativacao proliferagdo e sobrevivéncia de células T. Ele ¢
capaz de inibir a ativagdo de células T naive, portanto, inibe seletivamente a resposta de células
T a antigenos especificos em vez de promover ampla imunossupressao. Foi aprovado pelo FDA

em 2005 para o tratamento da artrite reumatoide e em 2009 para o tratamento da artrite
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idiopatica juvenil (OSSEINI ef al., 2020; RACHID et al., 2020). Vem sendo investigado para
uso em diversas doengas autoimunes, como a doenga inflamatdria intestinal; esclerose multipla;
diabetes tipo 1; miastenia gravis; doenca de Sjogrens; e lupus eritematoso sistémico
(HOSSEINI et al., 2020).

O rituximabe ¢ um anticorpo monoclonal com afinidade especifica para CD20, uma
proteina transmembranar expresso em linfocitos B periféricos. Apds esta interagdo, CD20 ¢
“reorganizado” em balsas lipidicas que vao desencadear a cascata do complemento e promover
a fagocitose. A citotoxicidade mediada por células ocorre apos a interacdo da por¢ao Fc do
rituximabe com receptores Fcy expressos na superficie das células efetoras (macréfagos,
granulocitos e células NK), causando a liberacao de mediadores que vao promover a morte das
células-alvo. Apresenta indica¢do para o tratamento de linfomas ndo Hodgkin de células B,
leucemia linfoide cronica, granulomatose com poliangiite e artrite reumatoide (BERGANTINI

et al., 2020).

1.3 Métodos de diagndstico da inflamacéo

Como apresentado anteriormente, tem ficado cada vez mais evidente que muitas doengas se
originam a partir de processos inflamatorios. Uma vez que as doencgas inflamatorias sao
progressivas e destrutiva, ferramentas para localizar e monitorar a inflamacao sdo essenciais
para prevenir complicacdes e melhorar o prognostico dos pacientes. Para isso, duas
modalidades de diagnostico podem ser empregadas: a) Exames laboratoriais, que consistem
na quantificacdo de componentes plasmaticos relacionados a inflamacdo; b) exames de
imagem convencionais (tomografia computadorizada, ressonancia magnética e ultrassom) e
de imagem nuclear/molecular (Tomografia por Emissdo de Positron (PET)/ Tomografia por

emissdo de Foton Unico (SPECT)).

1.3.1 Exames laboratoriais

Algumas substancias séricas podem sofrer alteracdes em seus niveis ante a diversos

estimulos, principalmente pelos que causam dano tecidual, como processos inflamatorios
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agudos ou cronicos como infecgdes, neoplasias, trauma, infartos teciduais ou artrites
inflamatérias (GRUYS et al., 2005). As principais substancias que sofrem elevacido sdo a
albumina e as 4 fragdes de globulinas, referidas como a1-globulinas (antitripsina e glicoproteina
acida), a2-globulinas, (macroglobulina e haptoglobina); B-globulinas (incluem transferrina,
fibrinogénio, amiloide A sérica e proteina C reativa) e y-globulinas (IgG) (BEERS et al., 2020).

As alteragdes séricas dessas substidncias sdo acompanhadas de outros fendmenos
gerados por citocinas (IL-1p, o fator de necrose tumoral-alfa (TNFa), o interferon-y (INF-y), e
IL-6) como febre, anorexia, sonoléncia, letargia, perda muscular e aumento da producio de
hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH) (GRUYS et al., 2005).

A quantificacdo de proteinas séricas de fase aguda, tais quais albumina, al-globulina,
a2-globulina, B-globulina e y-globulina (imunoglobulinas) corresponde a uma pratica simples
e amplamente empregada na investigacdo e diagnostico de doencas inflamatorias (BEERS et
al., 2020).

A albumina ¢ a proteina mais abundante no plasma, sendo sintetizada exclusivamente
no figado e possui fungdes importantes no organismo, como transporte de diversas substancias
e manutencao da pressdo oncdtica. A hipoalbuminemia ¢ uma condi¢do altamente inespecifica
e acompanha inumeras doengas, podendo estar relacionada com reducao de sua sintese, no caso
de cirrose hepética e hepatite viral; com o aumento do catabolismo, no caso de infec¢ao
bacteriana grave, neoplasias malignas; insuficiéncia cardiaca congestiva, doencas inflamatorias
e infecciosas cronicas; ingesta proteica inadequada; e com perdas por meio dos glomérulos
renais e intestinos (O’CONNELL; HORITA; KASRAVI, 2005).

As globulinas séricas, sdo sintetizadas no figado ou pelas células do sistema imune.
Compreendem uma fraccdo bem menor do conteudo total de proteinas plasmaticas. Os grupos
de al-globulinas e a2-globulinas sdo constituido por um conjunto de varias proteinas, que em
geral, estdo com niveis elevados em processos inflamatorios, infecciosos e imunes, de forma
inespecifica. A diminui¢do da fragdo B-glubulina ¢ rara e, em geral, ¢ utilizada como elemento
de valor prognostico, principalmente, nos processos de evolugao cronica. A fracao y-globulina
¢ constituida por imunoglobulinas (Igs) que sdo os anticorpos produzidos pelos plasmocitos
quando estimulados por antigenos ou devido & desordem clonal maligna dessas células. Ha
diferentes classes de Igs, as principais e mais relevantes clinicamente até o momento sao IgG,
IgA, IgM, IgD e IgE (O’CONNELL; HORITA; KASRAVI, 2005).

A importancia diagnostica da dosagem de proteinas séricas € limitada, pois elas podem
estar relacionadas também a situagdes ndo inflamatdrias, prestando-se mais para monitorizagao

da atividade de doengas ou do seu tratamento (CRAY; ZAIAS; ALTMAN, 2009).
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Além deste exame, outro parametro analisado ¢ a velocidade de hemossedimentacgio
(VHS), que ¢ uma medida indireta de proteinas de fase aguda e reflete o aumento da
concentracdo plasmatica das mesmas, principalmente a de fibrinogénio. Nas doengas
inflamatoérias subagudas e cronicas, a VHS tem sido amplamente utilizada para a avaliagao da
atividade da doenca no decorrer do tempo, em enfermidades como febre reumatica, artrite
reumatoide. No acompanhamento de doengas infecciosas cronicas ou subagudas, como na
osteomielite e na tuberculose, ¢ o marcador preferido para avaliacdo da resposta terapéutica e
como critério de cura (ATAS et al., 2008).

Ha diversos fatores que podem interferir na interpretacdo do valor da VHS. Dentre os
interferentes analiticos, ha o erro de dilui¢do, a inclinagdo do tubo, a demora em realizar o
exame apos a coleta e a temperatura ambiente. Pode haver influéncia do uso de medicamentos
como anticoncepcionais orais e anticoagulantes. H4 também diferencas fisiologicas, como
menor VHS no sexo feminino e maior em idosos e gestantes. No entanto, apesar disto, a
simplicidade e o baixo custo garantem uma posi¢do de destaque do método, que ¢ atualmente
o exame mais utilizado como indicador de doengas organicas e na monitorizagao de processos

inflamatorios (ALENDE-CASTRO et al., 2019).

1.3.2 Exames de imagem

Com o avango em técnicas de imagem ¢ possivel analisar o estado do tecido in vivo.
Muitas dessas abordagens podem ser adaptadas para se tornarem ferramentas clinicas para
avaliar o estado inflamatorio de um individuo. Os recursos de imagem na avaliacdo do processo
inflamatorio permitem estabelecer a relagao causal entre a inflamagao e a progressao da doenca
e para estratificacdo e intervencdo no paciente com base no estado inflamatério a partir da
deteccdo uma variedade de assinaturas que variam de moléculas, trafico celular, alteracdes
metabolicas, danos estruturais as alteracdes funcionais, que estdo associadas a inflamagao e sua
resolugdo nos 6rgaos doentes (LIU et al., 2019).

Técnicas de imagem convencionais (tomografia computadorizada, ressonancia
magnética e ultrassom) podem detectar processo inflamatorio, mas depende principalmente de
mudancas anatdmicas e ndo sao totalmente capazes de discriminar a patologia inflamatoria ativa
das alteragdes anatomicas resultante de terapia ou cirurgia anterior. Além disso, os focos

inflamatorios podem ndo ser detectados na fase inicial devido a falta de alteracdes anatOmicas.
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A imagem nuclear, que faz uso de radiofdrmacos que se acumulam no local da inflamagao, tem
se tornado uma ferramenta importante na avaliagdo de varias condi¢des inflamatorias e
infecciosas. Essa modalidade de imagem pode revelar alteragdes moleculares e celulares e
fornece deteccao sensivel de até mesmo pequenos focos inflamatorios e/ou infecciosos em um
estagio inicial (ROIVAINEN et al., 2020).

Modalidades ndo invasivas de imagem molecular, incluindo SPECT e PET tém sido
usados como ferramentas de suporte para diagnostico e avaliagdao da inflamagao. Em especial
as imagens de SPECT e PET baseadas em radionuclideos sao capazes de medir a inflamagao
a nivel funcional e molecular com alta sensibilidade além de fornecer informagdes anatdomicas
quando combinadas com outras modalidades de imagem, como ressonancia magnética e
tomografia computadorizada (PERKINS, 2019).

A obtencdo de imagens por tomografia por emissao de positrons acoplada a tomografia
computadorizada (PET-CT) com o uso de Fluorodesoxiglicose, ['® FJFDG, uma radiofamaco
analogo da glicose, cuja captacdo depende do metabolismo glicolitico nos diversos 6rgios e
tecidos, ¢ uma ferramenta bem estabelecida na oncologia, mas tem tido um crescente foco de
aten¢do no campo de imagem de infeccao e de inflamagao na Gltima década. Este radiofarmaco
se acumula em leucdcitos ativados, que usam glicose como fonte de energia durante sua
explosdo metabolica. No entanto, como apenas detecta o metabolismo da glicose intensificado
¢ incapaz de discriminar de forma confiavel entre infec¢do ou inflamagao e qualquer outro tipo
estado hipermetabolico, além de também ndo distinguir entre as diferentes vias inflamatorias,
que podem ser relevantes em algumas situagdes clinicas (PALESTRO; GLAUDEMANS;
DIERCKX, 2013; SIGNORE; GLAUDEMANS, 2011).

Cintilografia com leucécitos marcados € método de imagem disponivel para
investigagdo de processo inflamatdrio/infeccioso. A marcagdo de leucocitos € realizada in vitro
e com o uso de ''In-oxiquinolona ou **™Tc-exametazime e ndo interfere nas fungdes das
células. A imagem do corpo inteiro ¢ obtida por uma gama camara e permite localizar areas de
acumulo anormal de leucoécitos, identificando o sitio de infec¢do. Por ser um método onde a
marcacdo de leucocitos € in vitro, o manuseio do sangue traz riscos tanto de contaminagao para
0 paciente como para o operador (BLANC et al., 2019; PALESTRO; GLAUDEMANS;
DIERCKX, 2013).

Imagens provenientes de SPECT e PET podem ser usados em doencas inflamatdrias
cronicas ndo apenas para diagndstico da doenca, mas também para monitorar respostas
terapéuticas e ajudar a compreender as vias bioquimicas presentes no estabelecimentos do

estado patologico (MACRITCHIE, 2020).
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Viarias moléculas radiomarcadas podem ser desenvolvidas para direcionar o
radionuclideo para o sitio de inflamacao, afim de fornecer informagdes sobre o estado do tecido.
Os principais alvos podem ser classificados em trés categorias diferentes: a) moléculas de
adesdo, que apresentam expressao significativamente aumentada durante o processo
inflamatério e regulam e medeiam a migracdo de células imunes ao sitio de inflamagdo; b)
marcadores de superficie em células imunes, cuja atividade de macréfagos e mondcitos estd
intimamente associada ao grau de inflamacao e gravidade dos sintomas de doengas autoimunes
e inflamatorias; c) citocinas pro-inflamatérias, envolvidas na patogé€nese das doengas
inflamatoérias e autoimune ou enzimas envolvidas na progressao de varias doencas inflamatorias
e cancer por participar na degradacdo da matriz extracelular, na ativacdo de moléculas e

regulando o comportamento de varios tipos de células (LEE, 2019).

1.4 Radiofarmaco

A ANVISA definiu em 2008 Radiofdrmaco como “medicamento com finalidade
diagnostica ou terapéutica que, quando pronto para o uso, contém um ou mais radionuclideos”
(ANVISA, RDC N° 38/2008).

Dos radiofarmacos utilizados em Medicina Nuclear, 80% consistem de radiofarmacos
de Tecnécio-99m (**™Tc) cuja aplicagdo estd voltada para cintilografia e imagem por
tomografia (SPECT). Sua aplicacdo consolidada na clinica deve-se as propriedades nucleares
quase ideais como sua disponibilidade conveniente com uso de gerador de coluna de
Molibidénio-99/Tecnécio-99 mestaestavel, emissdo de gama puro com energia de 140 keV,
meia-vida fisica de apenas 6 horas, tempo suficiente para realizar a preparagdo do radiofarmaco,
as medidas cintilograficas, sem haver perdas significativas da atividade, e baixa exposi¢ao a
radiacao do paciente (MIKOLAJCZAK; MAECKE, 2016; PAUWELS et al., 2018; SAGER et
al., 2013; SAHA, 2018).

Em 1937, o Tecnécio foi primeiramente isolado a partir do bombardeamento de folha
de Molibidénio com deutério e, desde entdo, vem sendo usado na industria médica, para
imagens radionucleares e na industria de ago para evitar corrosdo em baixas temperaturas
(WEAVER et al., 2017).

Em 1961, iniciou-se o uso de Tecnécio-99m para diagndstico por imagem, aplicando-

se pertecnetato (*™TcO4°) para diagndstico de doencas da tiredide, no pressuposto de que este
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composto se comportaria de modo similar ao iodeto, conhecido por ser absorvido pela tiredide
(ULRICH; ROGER, 2006). Na década de 1980, a pesquisa em radiofAirmacos estava focada
principalmente no desenvolvimento de radiofairmacos de perfusdo, cuja biodistribui¢ao
depende do fluxo sanguineo no 6rgdo alvo, como o coragao e o cérebro (LIU, 2004). No novo
século XXI, a pesquisa na area radiofarmacéutica tem se direcionado para o uso de ligantes com
0 objetivo de sintetizar radiofarmacos mais especificos.

Os métodos diagndsticos que utilizam radiofarmacos apresentam uma sensibilidade de
deteccdo na escala de 107> moles (Figura 6). Isto quer dizer, de maneira geral, que com uma
quantidade muito pequena de um radiofarmaco, 107'° moles, j4 consegue obter uma imagem
precisa, ou seja, apresenta alta especificidade. Outro ponto importante ¢ o seu escalonamento
espacial, por ser um método altamente especifico a possibilidade de translacionar ¢ a
maior de todas as técnicas disponiveis. Isto € essencial, porque o ato de translacionar, agiliza a
transferéncia de resultados da pesquisa basica para pesquisas clinicas, a fim de produzir
beneficios para a comunidade como um todo (CHAKRAVARTY et al, 2017;
CHAKRAVARTY; HONG; CAI 2014, DEBBAGE; JASCHKE, 2008; GOEL et al., 2017,
SANTOS-OLIVEIRA, 2016).
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Figura 6 - Comparagao de diferentes tecnologias de imagem utilizadas na pratica da clinica
médica
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Legenda: Resonancia Magnética (MR); Imagem de Resondncia Magnética (MRI); Tomografia por Emissdo
de Positron (PET); Tomografia Computadorizada por Emissio de Féton Unico (SPECT);
Ultrassonografia (US).

Fonte: SANTOS-OLIVEIRA, 2016.

1.5 Fucana

Fucana ¢ um termo usado para uma classe de polissacarideos sulfatados e ricos em a-L-
fucose, de carga negativa, altamente higroscopico e soluvel em dgua e solucdes acidas, podendo
ser encontrada em pepinos do mar, ourico do mar e algas marinhas marrons. Sua estrutura ¢é
complexa e pode variar de acordo com a espécie da qual ¢ extraida, com a época e o método de
purificacdo (FLETCHER et al., 2017; LUTHULI et al., 2019).

Até entdo, dois tipos de esqueleto foram descritos (Figura 7): Um, composto por
residuos de a-L-fucopiranose com ligagdes (1 — 3) e o outro, constituido por ligagdes
alternadas (1 — 3) e (1 — 4) de residuos a-L-fucopiranose, no qual a ramificagdo R pode ser

um monossacarideo (ramnose, glicose, galactose, xilose, manose, arabinose, ribose e acido
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glicurdnico) ou um grupamento sulfato, este tltimo com grande importancia para a atividade

bioldgica da Fucana (FLETCHER et al., 2017; LI et al., 2008).

Figura 7 - Estruturas da Fucana
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Legenda: (A) residuos de a-L-fucopiranose com ligagdes (1 — 3); (B) residuos de a-L-fucopiranose
com ligagdes alternadas (1 — 3) e (1 — 4); Oxigénio (O); Radical (R) pode ser
Fucopiranose, acido glucordnico ou grupos de sulfato.

Fonte: LUTHULI et al., 2019.

Sao descritas como detentoras de atividades bioldgicas com potencial terapéutico,
incluindo antitumoral (VAN WEELDEN et al, 2019); antitromboético e anticoagulante
(MANSOUR et al., 2019); anti-inflamatorio (APOSTOLOVA et al., 2020); dentre outras e

devido a isso tém sido um objeto de pesquisa intensiva.

1.5.1 Fucana de Fucus vesiculosus

Fucus, um género abundante e amplamente distribuido de algas marinhas marrons,
perenes e comestiveis, tem ganhado atenc¢do cada vez maior nos ultimos anos. Este género
ocupa o clima frio-temperado nas aguas das regides litoranea ao longo das costas rochosas do
hemisfério norte (Figura 8) e € composta por 66 espécies, sendo a F. vesiculosus a espécie mais

conhecida do género Fucus (RINNE; SALOVIUS-LAUREN, 2020).
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Figura 8 - Distribui¢do geografica de Fucus spp.

Fonte: CATARINO; SILVA; CARDOSO, 2018.

Com alto teor de fibra alimentar, minerais e vitaminas, e baixo teor de gordura, algas
pertencentes a este género tem uma combinagdo excepcional de macro e micronutrientes que
os tornam muito interessante do ponto de vista nutricional. Do ponto de vista medicinal,
também existe certo interesse, uma vez que Fucus aprenta véarios compostos bioativos, como
fucanas, florotaninos e fucoxantina, possuidores de importantes propriedades terapéuticas.
Gragas a presenca de tais compostos funcionais, Fucus spp. é vista com grande interesse e
aplicabilidade ndo s6 na drea cosmética e farmacéutica, mas também nas industrias de alimentos
e nutracéuticos (CATARINO; SILVA; CARDOSO, 2018).

Independente da variabilidade estrutural inerente desses polissacarideos, a Fucana
proveniente da alga Fucus vesiculosus € constituida por residuos de a-L-fucose ligados de
maneira alternada, (1 — 3) e (I — 4), com os carbonos C-2 e / ou C-4 sulfatados e com
ramificagdes de fucose (Figura 9). Apresenta peso molecular de 82 kDa; conteudo de sulfato
de 24.5% (w/w); e os principais monossacarideos sdo manose (1.27%), fucose (38%) e

galactose (3%) (USTYUZHANINA et al., 2013).
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Figura 9 - Estrutura da Fucana proveniente da Fucus vesiculosus
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Legenda: Hidrogénio ou monossacarideo
(R); oxigénio (O); grupamento
metila (Me).

Fonte: A autora, 2022.

Os vérios efeitos farmacoldgicos da Fucana, como atividade anti-inflamatoria, antiviral
e antitumoral sdo atribuidos a sua capacidade de modular algumas a¢des da resposta imune-
inata mediante a interacdo com diferentes receptores, como receptores Toll-like (TLRs);
receptor de complemento-3 (CR-3); e receptores scavenger em cé€lulas dendriticas, macrofagos
e outros leucocitos, bem como receptores selectinas, presentes em plaquetas, leucocitos e no
endotélio ativado (ALE; MIKKELSEN; MEYER, 2011; ASANKA SANJEEWA et al., 2019;
CARVALHO et al., 2014; LIN et al., 2020b; WANG et al., 2019).

1.5.2 Atividade anti-inflamatoria

Sabe-se que a Fucana atua em diferentes estdgios do processo inflamatério: a) bloqueio
de adesdo e infiltragdo de leucocitos; b) reducdo da sintese de citocinas pro-inflamatorias
(APOSTOLOVA et al., 2020).

O bloqueio de adesao e infiltragdo de leucocitos ¢ um dos mecanismos que justifica a
acdo anti-inflamatoria da Fucana, uma vez que ela € capaz de inibir receptores de selectinas,
cuja expressao ¢ exacerbada frente a um estimulo inflamatdrio e permite essa migracdo celular
dos vasos sanguineos para o tecido inflamado (FITTON; STRINGER; KARPINIEC, 2015;
MEDZHITOV, 2008).
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Outro mecanismo de agdo que explica os efeitos benéficos da Fucana sobre doengas
inflamatorias, isquemia, disfungdo imunologica e tumores esta relacionado a regulagdo negativa
das vias de sinalizagdo de MAPK e NF- kB e a consequente diminui¢do da producdo de
citocinas pro-inflamatérias (APOSTOLOVA et al., 2020; INK et al., 2019).

A proteina quinase ativada por mitogénio (MAPK) ¢ uma familia de proteinas quinases,
sendo os principais membros as quinases reguladas por sinal extracelular (ERK), p38 e c-Jun
N-terminal quinase (JNK), que apresentam cascatas de sinalizacao diferente (MAI et al., 2020).
Embora as MAPKs possam fosforilar substratos citoplasmaticos, a maioria das vias de
sinalizagdo MAPK convergem para o nicleo a fim de regular a expressdo génica, através da
fosforilagao de fatores de transcricdo aumentando, desta forma, a sua atividade (TERAMOTO;
GUTKIND, 2004). Essas vias de sinalizacdo estdo estreitamente envolvidas com vdrias
respostas celulares, como apoptose, proliferagao e diferenciagdo, e producdo de citocinas e
quimiocinas inflamaérias (ZHANG; PIZZUTE; PEI, 2014).

Ja o fator nuclear kappa-B (NF-»B) representa uma familia de fatores de transcrigdo,
que regula uma grande variedade de genes envolvidos no desenvolvimento e progressdo da
inflamacao, de modo direto, através do aumento da produgdo de citocinas inflamatorias,
quimiocinas e moléculas de adesdo, mas também regulando a proliferacdo celular, apoptose,

morfogénese e diferenciacao (LIU et al., 2017).

1.5.3 Atividade antiviral

A Fucana tem a propriedade de aumentar a resisténcia a infec¢do por virus (efeito
preventivo); afeta diretamente as particulas de virus (efeito virucida); e inibe o estdgio inicial
de replicagdao do virus (efeito de inibi¢ao do virus) (KRYLOVA et al., 2020). Os possiveis
mecanismos de atividade antiviral da Fucana podem estar relacionados a sua capacidade de
impedir a entrada do virus na célula hospedeira e a inibi¢do da replicacdo viral pela produgao
de interferon tipo I (IFN-1) (KRYLOVA et al., 2020; LUTHULI et al., 2019).

A via de entrada do virion, que pode ocorrer por meio de endocitose, fusdo ou
penetracdo direta, ¢ determinada pelos receptores presentes na célula do hospedeiro (DAl et al.,
2020). E descrito que a Fucana inibe a ligagdo do virus as células hospedeiras, interagindo com
o dominio das glicoproteinas do envelope viral, que estdo envolvidas na fixagcdo do virus

(WANG et al., 2019).



44

Os interferons sdo citocinas normalmente produzidas durante a defesa do hospedeiro
contra infecgdes virais. Sdo dois os tipos de interferons conhecidos, do Tipo I (IFN-a e -,
predominantemente) e do Tipo II (IFNy). Os interferons alfa (IFN-a) e beta (IFN-B) sao
produzidos por varias células em resposta a infeccdo viral, dupla-fita de RNA ou outros
estimulos, enquanto o interferon gama (IFN-y) ¢ freqiientemente produzido por linfocitos T e
células natural killer (NK) apds o reconhecimento de antigenos e mitdgenos especificos
(STARK et al., 1998). Apos a infeccao viral, IRF3 e IRF7, fatores reguladores de interferon
que residem no citosol, sofrem fosforilagdo o que provoca a sua translocacdo para o nucleo,
onde ativam a transcri¢ao de genes do IFN tipo I. A Fucana aumenta a ativagdo de IRF3 e IRF7

na condi¢do de infecgdo viral, o que leva a producdo de INF-1 (LI et al., 2017).

1.5.4 Atividade antitumoral

A Fucana pode exercer agdes antitumorais por meio de quatro agodes: a) indugdo de
apoptose; b) parada do ciclo celular; c) inibi¢do da formagdo de VEGF (fator de crescimento
de endotelial vascular); d) imunomodulacao (JIN et al., 2021).

A via da caspase desempenha um papel central na inducdo da apoptose. Apos sua
ativagdo através da clivagem, a caspase ativard a via apoptotica. A via da caspase esta conectada
com a via da MAPK, que por sua vez, sofre regulagdo negativa pela acdo da Fucana. A apoptose
induzida pela Fucana ¢ frequentemente associada a uma diminuicao da sinalizacdo da MAPK,
a ativagdo de caspases-3, -8, ¢ -9 e a uma mudanga na permeabilidade da membrana
mitocondrial (VAN WEELDEN et al., 2019).

O ciclo celular consiste em GO (quiescéncia), fase G1, fase S, fase G2 e fase M, cuja
regulagdo da progressao dessas fases ¢ controlado por quinases dependentes de ciclinas
(CDKs), que parecem sofrer regulacdo negativa pela acao da Fucana (HSU; HWANG, 2019).

Ao inibir a formacao de VEGF, a Fucana ¢ capaz de suprimir a angiogénese, cortando
o suprimento de nutrientes e oxigénio do tumor, reduzindo seu volume e bloqueando a
propagacao e transferéncia de células cancerigenas (HUANG et al., 2015).

Apesar da sua agdo antinflamatoria, a Fucana pode aumentar a atividade de células
imunes, como NK, linfocitos e macrofagos. Em geral, as células relacionadas com imunidade
produzem varias citocinas e espécies reativas de oxigénio que exercem atividade

anticancerigena (HSU; HWANG, 2019; LIN et al., 2020a).
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Diante disso, a Fucana tem potencial para ser usado como uma nova alternativa
antitumoral ou como um adjuvante em combinag¢do com um medicamento antitumoral devido
a sua alta atividade biologica, fonte abundante e renovavel, baixa capacidade de

desenvolvimento de resisténcia e baixos efeitos colaterais (LUTHULI et al., 2019).

1.5.5 Farmacocinética da Fucana

O estudo da farmacocinética e a distribui¢ao nos tecidos sdo cruciais para a compreensao
da atividade biologica e para o desenvolvimento e a aprovagdo de agentes terapéuticos e de
diagnodsticos. Atualmente, a Fucana estd disponivel para uso em cosméticos, alimentos
funcionais, suplementos dietéticos e suplementos alimentares para animais de estimagdo, gado
e aquicultura (POZHARITSKAYA; OBLUCHINSKAYA; SHIKOV, 2020). E embora nao
tenha sido aprovada para finalidades biomédicas, pesquisas sobre a bioatividade deste
composto aumentou exponencialmente nos ultimos anos, com o enfoque na sua aplicagao como
como agentes de distribui¢ao de farmacos, biomateriais, e agentes terapéuticos (PALACIOS-
GORBA et al., 2020).

Devido a complexidade da estrutura da Fucana, que pode sofrer alteragdes conforme a
fonte na qual ¢ obtida e conforme o método de extracdo empregado e devido a dificuldade de
analisar a concentra¢do da Fucana em amostras bioldgicas e sua baixa concentragdo sanguinea
in vivo apos administracdo oral, hd poucos estudos sobre o perfil farmacocinético deste
polissacarideo (FLETCHER et al., 2017; LUTHULI et al., 2019).

E relatado no estudo de Pozharitskaya et al. (2018) que apods a ingestdo oral em dose
unica da Fucana proveniente de Fucus vesiculosus, baixos niveis plasmaticos sdo detectados e
a distribuicdo nos tecidos exibe consideravel heterogeneidade. Este polissacarideo apresentou
longo tempo de absor¢do, cuja concentracdo maxima foi quantificada 4 horas apds a
administragao e longo tempo de permanéncia no sangue, visto que o tempo médio de residéncia
foi de 6,79 horas (POZHARITSKAYA et al., 2018).

Pozharitskaya et al. (2019) ainda realizaram um estudo que avaliou a farmacocinética
da Fucana apo6s a administrag¢do tdpica, que indicou deposicao deste polissacarideo na pele e
no tecido muscular em 60 minutos ap6s a aplica¢do, ndo sendo observado actimulo de Fucana

no plasma apds aplicacdo topica repetidas vezes (durante 5 dias). Os autores acreditam que a
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deposicao do composto nesses tecidos poderia estar relacionada a meia-vida prolongada apds a

administracao topica de Fucana (POZHARITSKAYA et al., 2019).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste projeto ¢ desenvolver e avaliar a Fucana assim como a Fucana
radiomarcada com 99m-Tecnécio. No caso da Fucana pura, pretende-se estabelecer sua
aplicacdo como um farmaco com atividade anti-inflamatoria e a forma radiomarcada como um

possivel marcador precoce da resposta inflamatoria.

2.2 Objetivos especificos

a) marcar a Fucana com o radionuclideo Tecnécio-99 metaestavel;

b) avaliar o perfil de biodistribuicdo da Fucana marcada com Tecnécio-99
metaestavel em camundongos C57BL/6 com inflamag¢do pulmonar induzida
por LPS;

c) avaliar acdo anti-inflamatéria da Fucana em camundongos C57BL/6 com

artrite induzida por zimosan e com inflamagdo pulmonar induzida por LPS.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Modelo experimental

3.1.1 Animais e reagentes

Camundongos C57BL/6 machos e fémeas, (39 animais) foram adquiridos do biotério
da Fundagdo Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro) ou do Centro Multidisciplinar de Pesquisas
Biologicas (CEMIB) (UNICAMP, Sao Paulo, Brasil). Os animais de 7 a 12 semanas de idade
com peso de 20 e 30 g foram alojados em gaiolas padrao de plastico transparente com agua
filtrada e ragdo padrao para roedores sem restricao, em salas com temperatura controlada (21—
25 °C) e umidade relativa do ar de aproximadamente 70% com um ciclo claro / escuro de 12:12
horas. Todos os procedimentos com animais foram previamente submetidos e aprovados pelo
Comité de Etica para uso de Animais conforme aprovagdo do protocolo do estudo (CEUA
UEZO 001/2015, CEUA IPEN 181/2017, CEUA FIOCRUZ LW-43/14, CEUA 10C 001/19).

A Fucana proveniente da alga marrom Fucus vesiculosus (Sigma-Aldrich); zimosan de
Saccharomyces cerevisiae (Sigma-Aldrich); lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli
0127:B8 (Sigma-Aldrich); Pertecnetato de tecnécio (NaTc?*™04) (IPEN/CNEN); e Cloreto
estanoso (SnCl) (Sigma-Aldrich).

3.1.2 Modelo de artrite reumatoide induzido por zimosan

A inflamacdo articular foi induzida por injecao intra-articular de 500 pg de zimosan, em
25 pL de solugdo salina estéril na articulagdo do joelho direito cavidade. Os animais do grupo
controle receberam uma injecao intra-articular de um volume igual de solucdo salina estéril.
ApoOs 24 horas da indugdo da inflamacao articular, os camundongos foram sacrificados com
excesso de anestésico (pentobarbital sddico 3% - Hypnol) para posteriores analises.

Os animais foram tratados com Fucana, na dose de 100 mg / kg, diluido em 4gua filtrada

e administrado por via oral (v.0.) (200 pL) ou intraperitoneal (i.p.) (100 uL) 1 hora antes da
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estimula¢do com zimosan. O mesmo volume de veiculo foi administrado ao grupo controle. Os
animais foram divididos em 4 grupos experimentais, consistindo de pelo menos 5 animais: a)
estimulados com solugdo salina; b) estimulado com zimosan e tratado com veiculo; c)
estimulado com zimosan e tratado com Fucana por via oral; d) estimulado com zimosan e

tratado com Fucana por via intraperitoneal.

3.1.3 Modelo de inflamacao pulmonar induzido por LPS

A inflamag¢do pulmonar foi induzida em camundongos anestesiados com uma mistura
de isofluorano (0,5%) e ar atmosférico por aspiracdo orofaringea de LPS (25png /25uL) (1mg/
mL) ou solugdo salina estéril (grupo controle). As analises foram realizadas 24 horas apos a
estimulacdo com LPS. Os animais foram sacrificados com cetamina (300 mg / Kg) e xilazina
(30 mg / kg).

Os animais foram tratados com Fucana, na dose de 100 mg / kg, diluido em 4gua filtrada
e administrado por via intravenosa (100 pL), 22 h apos a estimulacdo com LPS. O mesmo
volume de veiculo foi administrado aos grupos de controle. Os animais foram divididos em 3
grupos experimentais, consistindo de pelo menos 6 animais: a) estimulados com solugao salina;

b) estimulado com LPS e tratado com veiculo; c) estimulado por LPS e tratado com Fucana.

3.2 Marcacao da Fucana com Tecnécio — 99m

Processo de radiomarcacao ¢ realizado pelo método direto no qual ¢ diluido 3mg de
cloreto estanoso (SnClz) em 10 mL de soro fisiolégico em tubo a vacuo para realizacdo de
dilui¢do serial, retirando-se 1mL desta solugdo e adicionando-a em outro tubo a vacuo, no qual
sera adicionado 9mL de soro.

Para fazer a marcac¢ao com o radioisétopo, coloca-se 150uL de SnCl, diluido, em tubo
a véacuo e adiciona-se 300uL de **™Tc (100 pCi de **™Tc) a este e aguarda-se 10 minutos.

Para finalizar, adicione a esta mesma solucdo, 150uL da solugdo de fucana previamente
preparada (10 mg/mL em soro fisioldgico) e aguardar mais 10 minutos para ai entdo ser usada

para experimentacao.
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Como forma de verificar a qualidade da marcagdo, se a fucana estd coordenada com
tecnécio, € realizada cromatografia em papel, utilizando o papel Whatmam n° 1 (papel em tiras
de 14 cm de comprimento por 1 cm de largura) e acetona (300 pL), adicionando uma gota da
solucao final que corresponde a fucana marcada.

A eficacia da marcacdo ¢ realizada em triplicata nos seguintes horarios: imediata (15
minutos apds a marcacao); Oh; 1h; 2h; 4h; 6h; e 24 horas em triplicata apos o processo de
marcagao.

ApOs o processo da cromatografia, duas tiras sao cortadas ao meio para separar o topo
da origem, e uma fita em quatro cortes, sendo realizada a leitura das mesmas no contador Gama
(Perkin Elmer modelo Wizard® 2470).

Os resultados da contagem por minuto (CPM) de **™Tc sio calculados por porcentagem

de captacdo em cada parte da fita cromatografica.

3.3 Estudo de biodistribuicio de *™Tc-Fucana

O radiofarmaco **™Tc-Fucana (3,7 MBq / 0,2 mL) foi injetado por via intravenosa, no
seio retro orbital, nos camundongos C57BL/6 previamente anestesiados e apos duas horas
foram sacrificados por asfixia (cAmara CO) e 6rgdos de interesse (coragdo, cérebro, estobmago,
intestino delgado, intestino grosso, rim direito, rim esquerdo, pulmao direito, pulmao esquerdo,
figado, bago e pancreas) foram removidos e pesados para estimativa quantitativa de contagem
gama usando um contador Gama (Perkin Elmer, Wizard® 2470). Os resultados foram expressos

como porcentagem da dose injetada por grama de tecido (%ID/6rgao).

3.4 Captacio de **™Tc-Fucana no sitio inflamado

Os animais foram divididos em 2 grupos: (1) inflamados; e (2) ndo inflamados. Ambos
os grupos, previamente anestesiados, receberam **™Tc-Fucana (3,7 MBq / 0,2 mL) por via
intravenosa, no seio retro orbital, apds duas horas foram sacrificados por asfixia (cdmara CO2)
e orgdos de interesse (coragdo, cérebro, estdmago, intestino delgado, intestino grosso, rim

direito, rim esquerdo, pulmdo direito, pulmdo esquerdo, figado, bago e pancreas) foram
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removidos e pesado para estimativa quantitativa de contagem gama usando um contador Gama
(Perkin Elmer, Wizard® 2470). Os resultados foram expressos como porcentagem da dose

injetada por grama de tecido (%ID/6rgao).

3.5 Recrutamento de leucodcitos

O recrutamento de leucocitos para a articulagdo fémur-tibial foi determinado 24 horas
apos a injecao do estimulo inflamatdrio. As cavidades articulares foram lavadas 2 vezes com
150 pL por aspiragdo com solugdo de PBS / EDTA 10 mM. Este lavado ¢ centrifugado em
micro centrifuga por 10 minutos, a 4 °C a 1500 rpm. O precipitado ¢ ressuspendido em PBS
para contagem total e diferencial de leucocitos.

Para a andlise das células infiltradas nas vias aéreas realizou-se a lavagem
broncoalveolar (BALF) duas vezes com 750 pL de PBS com etilenodiamina acido tetra-acético
(EDTA, 10 mM). O BALF foi centrifugado (3000 rpm, 4 °C por 10 minutos) e o pellet celular
ressuspenso em EDTA — PBS (250 pL).

3.5.1 Contagem total de leucdcitos

A contagem total de leucocitos foi realizada em contador automadtico de particulas

(Coulter Z2, Beckman Coulter Inc., Brea, CA, EUA)

3.5.2 Contagem diferencial de leucocitos

A contagem diferencial de células foi realizada em microscopia de luz (1000 x) usando
esfregacos de cytospin (Cytospin 3, Shandon Inc., Pittsburgh, PA, EUA) corados de acordo
com o método May — Grunwald — Giemsa. Os resultados foram expressos como o numero de

neutr6filos e células mononucleares por cavidade (x10°).
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3.6 Avaliacao do edema

O edema foi avaliado medindo os didmetros transversais das articulagdes do joelho com
auxilio de paquimetro digital (Digmatic Caliper, Mitutoyo Corporation, Kanagawa, Japan). Os
valores obtidos foram expressos em milimetros (mm) como a diferenca do diametro da

articulacdo do joelho antes e 24 horas ap6s a inducao da inflamagao articular (A).

3.7 Analise estatistica

Os resultados estdo expressos como média + desvio padrio da média e foram
estatisticamente analisados através do teste de variancia (ANOVA) seguido do teste de Student-
Newman-Keuls ou do teste Tukey para a comparacao entre mais de dois grupos experimentais,
enquanto que o teste “t” de Student foi usado para comparar dois grupos experimentais. Todos
os testes foram realizados GraphPad Prism 5.00 (GraphPad Software, La Jolla, California

USA). Os valores p menores ou iguais (<) a 0,05 foram considerados significativos (* ; +).
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4 RESULTADOS

4.1 Marcac¢ao da Fucana com Tecnécio — 99m

O processo de radiomarcacao utilizando Fucana pura e tecnécio 99 metaestavel por um
processo de radiomarcagdo direta mostrou-se uma metodologia eficiente com mais de 95% de

eficacia em 24 horas, conforme mostra na Tabela 2.

Tabela 2 - Eficiéncia da etapa de marcacao da Fucana ao
longo do tempo apds cromatografia de papel

Tempo (h) Marcacdo (%)
0 99.9+ 0.4
1 99.9+ 0.5
2 99.8+ 0.3
4 99.8+ 0.6
6 99.1+ 0.4
24 99.6+ 0.5

Fonte: A autora, 2022.

4.2 Estudo de biodistribuicio de *™Tc - Fucana

A Biodistribuicao de 99mTc-Fucana mostrou um comportamento difuso, com captacao
em varios orgaos. Os 0rgdos que mereceram mais atencao foram (Grafico 1): figado (29,08%),

estomago (6,73%,), intestino grosso (14,5%), rins (3. 30,78%) e pulmdes (3_ 5,55%).
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Grafico 1 - Biodistribuigdo de *™Tc-Fucana em animais saudaveis
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Nota: A captacdo de radioatividade no tecido foi medida usando um contador gama, e os

resultados foram expressos como uma porcentagem da dose injetada por grama de tecido.
Fonte: A autora, 2022.

4.3 Captacéo de *™Tc — Fucana no sitio inflamado

Os resultados da captagdo de 99mTc-Fucana no tecido inflamado sdo apresentados na
grafico abaixo (Gréfico 2). E possivel observar uma captagio maior nos pulmdes inflmados (3

9,79) do que nos pulmdes nao inflamados (3 5,39).
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Grafico 2 - Captagdo de *™Tc-Fucana em pulmdes inflamados e saudaveis
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Nota: A captagdo de radioatividade no tecido foi medida usando um contador gama, e os
resultados foram expressos como uma porcentagem da dose injetada por grama de
tecido.

*p < 0,01 quando comparado ao pulméo direito inflamado; #p < 0,01 quando
comparado ao pulmao esquerdo inflamado.

Fonte: A autora, 2022.

4.4 Efeito da Fucana na resposta inflamatoria induzida por zimosan

Os resultados in vivo para o modelo de artrite sdo demonstrados na figura abaixo.
Estudos anteriores demonstram que a administragdo intra-articular de zimosan induz uma
resposta inflamatoria local em 24 horas, caracterizada pela formacao de edema e influxo macigo
de neutrofilos (aproximadamente 90% do total de leucdcitos).

Ao examinar os efeitos da Fucana neste modelo murino de inflamagdo articular
observou-se que o tratamento dos camundongos com Fucana (100 mg / kg; 1.p.) 1 hora antes da
estimulagdo com zimosan inibiu significativamente a formacdo do edema induzido pelo
zimosan em 24 horas. No entanto, quando o tratamento com Fucana ocorreu por via oral (100
mg/kg; v.0.), ndo houve inibig¢ao significativa na formag¢ao de edema do grupo tratado (Grafico
3A).

O tratamento por via oral ou i.p. com Fucana também ndo inibiu a migracao de

leucocitos para a cavidade sinovial (Grafico 3, legendas B-D).
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Grafico 3 - Efeito de Fucana no edema e na migragao de leucocitos na inflamacao articular
induzida por zimosan
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Legenda: (A) Diferenga entre a espessura da articulagdo do joelho antes e 24 horas apds a estimulagdo com
zimosan. (B) Leucdcitos totais. (C) Neutrofilos. (D) Migragdo de células mononucleares.
Nota: Os dados foram apresentados como média = SEM (n = 6). Estatisticamente significantes (P < 0,05) so
indicados entre os grupos estimulados e ndo estimulados (*) e entre os grupos tratados e ndo tratados (+).
Fonte: A autora, 2022.

4.5 Efeito da Fucana na resposta inflamatoria induzida por LPS

A estimulagao de LPS produziu um aumento significativo no nimero total de leucécitos
no BALF, cuja elevagado ¢ justificada por um aumento expressivo no numero de neutréfilos.

Esse fendmeno ¢ claramente sensivel ao tratamento com Fucana, conforma aponta o Grafico 4.



Grafico 4 - Efeito de Fucana na migracao de leucdcitos
na inflamag¢ao pulmonar induzida por LPS
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Legenda: Lipopolissacarideo (LPS); Fuc. i.v: Fucana administrada

pela via intravenosa.

Nota: (P < 0,05) em comparacdo entre os camundongos
estimulados com solugdo salina (+). (P < 0,05) em
comparagdo com camundongos estimulados por LPS (*).

Fonte: A autora, 2022.
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5 DISCUSSAO

5.1 Radiomarcac¢ao da Fucana com Tecnécio-99m

O processo de radiomarcagdo direta com Tecnécio-99m mostrou-se eficiente, ja que o
redimento da reagdo ¢ superior a 90%, conforme preconiza a literatura. A presenca de varios
grupos reativos incluindo grupos alquil e sulfatos, na estrutura da Fucana, auxilia na reagdo de
conjugagio com *™Tc. A apresentacdo comercial na forma de p6 em conjunto com alta
solubilidade da Fucana em solucdo salina e a excelente eficacia da marcacao deste
polissacarideo sulfatado com **™Tc configuram enormes vantagens para o desenvolviemnto de
um kit para marcagao para uso na pratica clinica da radiofarmacia hospitalar.

No que se refere a estabilidade deste novo radiofarmaco, que ¢ maior que 90% em um
periodo superior ao decaimento do radionuclideo, ¢ mais um fator que corrobora para seu uso

na pratica clinica.

5.2 Biodistribui¢do de **™Tc-Fucana

O estudo de biodistribuicao aponta a utilidade e a eficacia do radiofarmaco. Este ensaio
permite avaliar e quantificar a captacdo do radiofarmaco nos tecidos e a forma como ¢ excretado
do organismo (DUATTI, 2020). Os resultados obtidos da biodistribuicdo da Fucana marcada
com Tc-99m mostram que a maior atividade foi encontrada 30,78% em ambos os rins e 29,08%
no figado, enquanto que nas outras visceras a captagdo foi muito menor, sendo as mais
significativas 14,5% no intestino grosso; 6,73% no estdmago; e 5,52% nos pulmaes.

Como a captagdo no figado, intestino e rim foi muito semelhante, ndo ¢ possivel
confirmar se a excre¢do do radiofarmaco ¢ realizada pelo sistema hepatobiliar ou por via renal.
A alta captagdo nos tecidos renais aponta a forma pela qual o radiofarmaco ¢ excretado, sendo
esta via interessante devido a uma menor exposi¢io da radiagdo. A Fucana marcado com **"Tc
também tem certa parcela excretada pela via hepatobiliar.

Devido a afinidade intrinseca que *™Tc-Fucana apresentou pelo trato gastrointestinal

inferior, poderia fornecer imagens que auxiliem no diagndstico e acompanhamento da doenca
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inflamatoria intestinal, configurando uma técnica ndo invasiva, sendo mais confortavel para o
paciente.

A passagem pela barreira hematoencefalica, quando se trata de radiofarmaco, ¢ uma
questao relevante, tendo em vista que a exposicao deste tecido a radiacdo pode ser prejudicial.
Com este estudo, é possivel observar que nio captagio de *™Tc-Fucana pelo sistema nervoso

central, e isso esta relacionado com a natureza hidrofilica deste polissacarideo sulfatado.

5.3 Captagio de *™Tc-Fucana no sitio inflamado

O desenvolvimento de agentes de imagens de SPECT e PET de doengas inflamatorias
cronicas tem como principais alvos trés categorias diferentes: a) moléculas de adesao celular;
b) marcadores de superficie em células imunes; c) citocinas ou enzimas (LEE; EHLERDING;
CAIL 2019).

Dentre as moléculas de adesao, as selectinas, em especial as P-selectinas, se apresentam
como um atraente e sensivel biomarcador de inflamac¢ao em plataformas de imagem molecular
para revelar mudancgas patoldgicas e monitorar a progressao da doenga, uma vez que estes
receptores sdo expressos pelo endotélio ativado devido a um estimulo inflamatoério (LEE;
EHLERDING; CAI, 2019; MACRITCHIE et al., 2020; PERKINS; ANDERSON; NOVELLI,
2019).

Muito se tem estudado para desenvolvimento de um agente de imagem para deteccao
de atividades bioldgicas associadas a superexpressao de P-selectina, explorando a alta afinidade
que a Fucana apresenta por este biomarcador (LIN et al., 2020b). Rouzet et al. (2011)
empregaram dois tipos de modelos experimentais, trombos arteriais ricos em plaquetas e
isquemia transitoria do miocardio, para avaliar a capacidade da Fucana marcado com *™Tc em
detectar a expressao de P-selectina, cuja sensibilidade e seletividade da captacao e retencdo do
agente de imagem em ambas as configuragdes foram excelentes. Li ef al. (2014) promoveram
a marcagdo da Fucana com ®Ga para imagem de placas de aterosclerose ativas em
camundongos que apresentavam deficiéncia na lipoproteina E e receberam uma dieta rica em
colesterol, e constataram o potencial deste radiofarmaco em detectar especificamente da
expressdo de P-selectina na placa de ateroma. Saboural et al. (2014) marcaram a Fucana com
9mT¢ para o desenvolvimento de um promissor agente de imagens moleculares na sindrome

coronariana aguda em ratos com isquemia transitéria do miocardio. O trabalho de Vigne ef al.



60

(2019) produziu um agente de imagem molecular especifico para selectinas, baseado na Fucana
marcada com *™Tc¢ para avaliagio de sua habilidade em acessar, de maneira precoce, o sitio de
inflamag¢ao em modelo de miocardite autoimune experimental. Confirmou-se que SPECT / CT
com **™Tc-Fucana diagnosticou com precisdo o processo inflamatorio nas etapas iniciais da
miocardite autoimune e tem grande potencial para ser usado no monitoramento da evolugdo da
doenga e da eficacia da terapia.

Estes trabalhos corroboram com os resultados obtido neste projeto, no que tange o uso
deste polissacarideo sulfatado como um agente de imagem, pois ¢ evidente que houve uma
captagdo maior em pulmdes inflamados (39,79) em relacdo a captacdo de pulmdes ndo
inflamados (3 5,38), ¢ esta diferenca, de acordo com tudo o que foi exposto, estd relacionada
com a afinidade da Fucana ao sitio inflamado. Desta forma, fica evidente o efetivo
biodirecionamento do radiofairmaco, uma caracteristica importante para a pratica clinica que

promove a redugdo da exposicao de tecidos saudaveis a irradiacao.

5.4 Efeito da Fucana nos tecidos inflamados

Os resultados obtidos mostram claramente uma menor migracdo de leucdcitos no
modelo de inflamag¢do pulmonar induzida por LPS. Este achado pode ser resultado do bloqueio
de receptores de selectina, acdo amplamente documentada, e que tem como consequéncia
impossibilitar a infiltragdo de leucdcitos no sitio da inflamagao, atenuando, assim, a resposta
inflamatéria mensurada a partir da contagem de células (FITTON et al., 2019; PERKINS;
ANDERSON; NOVELLI, 2019; VIGNE et al., 2020).

Embora ndo tenha havido inibi¢do na migracao de leucécitos no modelo de inflamagao
articular induzida por zimosan, a formacao do edema foi prejudicada com o tratamento com
Fucana por via intraperitoneal. Um mecanismo que pode estar por tras deste efeito ¢ capacidade
que a Fucana apresenta em modular a fun¢ao imune através da inibigao das vias de sinaliza¢ao
pro-inflamatéria, como mitogen-activated protein kinases (MAPK) e nuclear factor-xB (NF-
«B) (MANIKANDAN et al., 2020; PRADHAN et al., 2020; TSAl et al., 2021; WANG et al.,
2019).

Presume-se que a Fucana se liga a receptores de glicoproteina especificos na superficie
de macrofagos, células dendriticas e outros leucdcitos tais quais os receptores TLR; CD14;

CR3; SR o que pode resultar na regulacao negativa de genes relacionados com essas vias,
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inibindo a expressao de citocinas pro-inflamatdrias e os demais processos por elas regulados e
estimulados (LIN et al., 2020a, 2020b).

Por fim, este polissacarideo sulfatado pode ainda atuar como agente antioxidante,
eliminando diretamente as espécies reativas de oxigénio ou estimulando a atividade de defesas
antioxidantes celulares. Este efeito também pode atenuar a inflamagdo de maneira direta e
indireta, uma vez que espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio levam a dano tecidual e
atuam na sinalizagdo de diversas fungdes celulares, incluindo a ativacao das vias da proteina
quinase ativada por mitogénio (MAPK) e Fator nuclear-xB (NF-xB) (CATARINO; SILVA;
CARDOSO, 2018; PIECHOTA-POLANCZYK; FICHNA, 2014; WANG et al., 2019)

Experimentos in vivo em camundongos mostraram que a dose, frequéncia e a via de
administracdo da Fucana podem influenciar no grau da atividade e nos efeitos observados
durante experimentagdo, visto que esses fatores podem alter a taxa de absor¢ao e do
metabolismo deste polissacarideo (LIN et al., 2020a).

Neste estudo, a administracdo oral e intraperitoneal em dose unica de Fucana 1 hora
antes da indu¢ao com zimosan pode ter influenciado a agao anti-inflamatoria pouco expressiva
reportada para o modelo de artrite reumatoide. Diferente da via intravenosa aplicada no modelo
de inflamagdo pulmonar, a concentragdo de Fucana que alcangou a articulagao inflamada pode
ndo ter sido suficiente para promover alteragdes significativas nos parametros inflamatorios.
Em relagdo a via oral, um estudo sobre a farmacocinética da Fucana da Fucus vesiculosus
mostrou que ele apresenta tempo de absorc¢ao longo (Tmax = 5 horas) e permanece por bastante
tempo na circulagdo (tempo de residéncia de 6,79 horas) (POZHARITSKAYA et al., 2018).

Dados sobre o perfil farmacocinético da Fucana ainda sdo insuficientes, mas até o
momento, dois ensaios clinicos focados na biodistribuicao e tolerancia da Fucana estdo em
andamento. Um deles envolve testes que envolvem a biodistribui¢cdo, seguranca e dosimetria
da Fucana marcada em voluntarios saudaveis (ClinicalTrials.gov, Identifier: NCT03422055) e
o outro adiciona a Fucana ao tratamento quimioterapico de pacientes com cancer de pulmao de
células ndao pequenas em estagio III-IV (NSCLC) para determinar o impacto na qualidade de
vida (ClinicalTrials.gov, Identifier: NCT03130829). Os resultados desses ensaios clinicos irdao
desempenhar um papel importante na obtencdo de informagdes sobre os parametros
farmacocinéticos (absorg¢ao, distribui¢do, metabolismo e excressao) e toxicidade da Fucana em

seres humanos.
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CONSIDERACOES FINAIS

Muitas classes farmacologicas disponiveis no mercado sao derivados de protétipos de
produtos naturais, incluindo atropina de Atropa belladonna, reserpina de Rauwolfia serpentina,
digoxina de Digitalis purpurea, teofilina de Camellia sinensis, morfina e codeina de Papaver
somnifera, quinino de Cinchona officinalis, taxol de Taxus brevifolia, e vincristina e vinblastina
de Vinca rosea (QI, 2015). Existe grande interesse por compostos fitoterapicos a nivel global
e, neste contexto, a Fucana se apresenta como uma excelente opcdo, tendo em vista suas
atividades biologicas com potencial terapéutico bem documentadas.

O potencial terapéutico da Fucana em debelar e mitigar a inflamac¢do se deu nos termos
de inibi¢do da migracdo de leucdcitos no modelo de inflamag¢ao pulmonar por LPS e da reducao
da formagao do edema articular induzido por zimosan.

O radiofarmaco **™Tc-Fucana mostrou ser um agente preciso e eficiente capaz de
direcionar corretamente o radionuclideo para o sitio de inflamagdo. Mais estudos sao
necessarios, especialmente estudos usando micro PET / SPECT para comprovar, por meio de
imagens, a capacidade diagnostica deste radiofarmaco

Embora os extratos de Fucana ndo tenham sido aprovados para fins biomédicos, as
pesquisas sobre a bioatividade desse composto aumentaram exponencialmente nos ultimos
anos, com foco em sua aplicagdo como agentes de liberagcdo de fArmacos, biomateriais e agentes

terapéuticos e de imagem.
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ARTICLE INFO ABETHACT

Hepwirdi: Inflammation & o phenomenon responsible for the pertorbation of homenstasss o severnll levels, with many
Tnflamem o sources, such as infection, injury, ol expasure to comaminants, The necessity of mew prod ucts thist are effective in
Thernpy treating infllammation processes as can selectvely imaging an inflammation site is a global issue. In this study, we
ﬂlﬂ:unmhdf!hﬂm have evaluated the applicabdlity of Fucoidan as a therapentic and imaging agent. We have asessed the Focoidan
Rastiopiiinicy i pwr inflammation models for therapeutbe purposes: prihr s amd kings (LPS). In the case of use as an imaging
agent, we evaliabed the radinlabeled Fucoidan with 399mTe in inflamed lungs (LPS). The results demonstraied that
Fucoddan has a thernpewtic anti-inflammagory effect, especially in the long model (LPS), Additionally, the imaging
application demonstmied that mdiclabeled Fucoidan ($9mTe-Fucoidan) has an impariant chemaatiraction for
inflammation sites with very kigh bicaccumulaton, which permits to think in an imaging applicatbon.
Introduction sue morphology and eventual changes due to the inflammatory process,

Inflammatlon |5 a vital defense mechanism for health and is triggered
by hwrmiful stimuli such as pathogens, domaged cells, toxic compounds,
or mdiation, and it works by removing these stimuli te promote heal-
ing and restore homeonstasis o the affected vissue (Abdulkhaleg et al.
2018; Medehiwoy, 2008). The Inflammatory response can lead o Im-
mumlogical tisee altert ons, causing changes in their phenotype and
cell function, with no reestablishment of normal conditions, as it leads
to an adapted state of homeostasis, in which the tissue iz different from
the previous state, contributing to the development and aggravation of
many pathologies of an inflammatory nature (Fechun & Gilroy, 2019
The early detection and mssessment of inflammation sites require sensi-
tive and non-invasive diagnostic methods. In this sense, molecular imag-
ing modalities are fundamental tools, They allow the evaluation of tis-

making it possible for early trestment, improving the individual's gual-
ity of Hie.

Fucoidomn, # geneml tem used for a class of sulfsted pelysaccharides
rich in a-L-fucose, negatively charged, highly hygroscopic, and soluble
in water and acidic solutions found in sea cicumbers, sea urching, and
brown seaweed, has been lvestigated as an anti-inflammatory drug. lis
structure is compdex: and can vary according to the species from which it
is extracted, with the time and method of purificaton (Fletcher, Biller,
o, B Adame, 2017; Luthull et al., 2019). The various pharmacalogieal
effects of Fucoidan include anti-inflammatory, antiviral and antitumor
activites, which are attributed to its ability to modulate some actions
of the immune response through interaction with different receptors,
such ax Toll-like receptors (TLRs); complement receptor-3 (CR-3); and
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seavenger receptors on dendritic cells, macrophages, and other leuko-
cytes, as well as selecting receptors presented on platelets, leukocytes
and activated endothelium (Ale, Mikkelsen, & Meyer, 201 1; {Asanka-
Sanjeewa et al., 20019 Carvalho et al., 200 43} It is known that Focoidan
acts at different stages of the inflammatory process, such as blockade
of lymphoeyte adhesion and invasion, inhibition of multiple enzymes,
induction of apoptosis (Makorenkova et al., 2012), The possible mech-
anism of action is related to the down-regulation of MAPK and NF-«B
signaling pathways followed by a decrease in pro-inflammatory cytokine
production (4postolova of al., 20200, The increasing number of inves-
tigations in the past vears have demonstrated the effects of Fucoidan
on the cardiovascular system (Yim & Yao, 2021), tissue regeneration
(Sumayva & Kurup, 2021; Lu, HT et al., 2019), arthritis (Phull, Majid,
Hag, Khan, & Kim, 2017} and pulmonary fibrosis (Wu et al., 2021), sug-
gesting an important role of Fueoidan in the clinical treatment of several
pathologies.

The use of Fucnidan as an imaging agent has been performed by
Rouzet et al (20011), who wsed 99mTe-labeled Fucoidan o detect the
presence of platelet-rich arterial thrombi in a model of abdominal aor-
tie aneurvsms (AAAs) in raz. Recently, Vigne et al. (2019 evaluated
the use of 99mTe-labeled Fucoidan & an imaging agent for early detec-
tion of myocardits wsing in vive model of myocarditis, In both cases,
the resulis showed the avidity and affinity of Fucoidan for the inflam-
matory site and the possibility of using the radiolabeled compound as
an imaging agent.

In this study Fucoidan (pure} and Fucoidan radinlabeled with 99mTc
were tested to evaluate their ability as therapeutic and imaging agents
in several in vivo models of inflammation.

Methodology
Reagents and solvents

All reagents and solvents used in all experiments were purchased
from Sigma-Aldrich,

Radiolabeling with 99mTc

The labeling process was performed wsing 150 pg of Fueoidan, which
was incubated with stannous chlorde (SnCl,) solution (BO ul/mL)
(Sigma-Aldrich) for 20 min at room temperature; followed by the ad-
ditiom of 100 pCi {approximately 300 pL) of techneti um-99 m.

Quality control of the labeling process with Te-99m

To confirm the efficacy of the radiolabeling process, Radio Thin
Laver Chromatography (RTLCY was done using Whatman paper n® 1,
In this regard, 2 pl of 99mTe- Fucoidan (Sigma-Aldrich) and acetone
(Sigma-Aldrich) as mobile phase at tmes of 2 and 4 and 24 h was eval-
vated. The radioactivity of the strips was vertfied in a y-counter (Perkin
Elmer Wizard & 2470, Shelton, CT City, State). The RTLC was performed
in triplicate for each time.

Arirreals

C57BL/6 mice, male and female (20-30 g), were obtained from Os-
walde Cruz Foundation breeding unit {Rio de Janeiro, Brazil) or the Mul-
tidisciplinary Center for Biological Research (CEMIB) (UNICAMP, Sio
Paulo, Brazil) and housed in standard plastic cages coated with white Pi-
nus wood shavings as bedding, and stainless-steel cover lids, Cages were
maintained under controlled room temperature (23 = 2°C), relative air
humidity (app.70%), and a 12 h light-dark cycle. All mice were kepi
with free aceess to filtered water and standard rodent chow. According
to the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (K1H), all exper-
iments were conducted. The Institutional Review Board and the Animal
Ethics Committee approved the study protocol (CEUA UEZD 001 /2015,
CEUA IPEN 181,2017, CEUA FIOCRUZ LW-43/14, CEUA 10OC 001/19).
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Bindistribution of 9mTe-Fucoidan

Animals were injected with intravenous injection (retro-orbital =i-
nus) of 99mTe Fucoidan (3.7 MBq/0.2 mL) and, two hours later, killed
by €O, inhalation, Blood and several organs (heart, brain, stomach,
small and large intestines, bladder, left and right lungs, left and right
kidneys, liver, spleen, and pancreas) were removed and welghed. Tis-
sue radioactive uptake was measured using a gamma counter (Wizird
2470, Perkin Elmer), and the results were expressed as a percentage of
thee injected dose per gram of tissue.

Uptake of 99mTe-Fucoidan in inflamed site

Animals were divided into two groups (inflamed and non-inflamed)
received by installation 99mTe Fueoidan (3.7 MBg/0.2 mL) and 2 h post-
injection they were euthanized by CO, inhalation and had both lungs
(right and left) removed, weighed, and the mdicactive tissue uptake
measured using a gamma counter (Wizard 2470, Perkin Elmer), Results
were expressed as the percentage of injected dose per gram of tissue.

Maode! of inflammatory arthriris

Joint Inflammation was induced by intra-articular {i.a.) injection of
eymosan (500 pg/cavity) that was diluted in sterile saline to a final vol-
ume of 25 uL (Rosas et al_, 2015; Correa et al, 2016). Control animals
received, La., injection of an equal volume of sterile saline. Knee-joint
swelling was evaluated by measuring the transverse diameters of each
knee joint using digital calipers (Digmatic Caliper, Mitutoyo Corpora-
tion, Kanagawa, Japan). Values of knee joint thickness were expressed
in millimeters (mm] as the difference of the knee-joint diameter before
and after the induction of articular Inflammation (A). After 24 h of joint
inflammation induction, the mice were euthanized using an excess of
anesthetic (sodium pentobarbital 3% - Hypnol). Knee synovial cavities
were washed with 300 u0. of PBS containing EDTA (10 mM). Total leuko-
cyte counts were performed in an automatic particle counter { Conlter
22, Beckman Coulter Inc., Brea, CA, USA) Differential cell counts were
performed under light microscopy (100x) using cytospin smears [(Cy-
tospin 3, Shandon Inc., Pittsburgh, PA, USA) stained according to the
May-Grunwald-Giemsa method, The counts were reported as the num-
ber of cells per cavity {<10°).

Animals were treated with Fucoidan, at a dose of 100 mg/kg, di-
luted in fltered water, and administered either orally (poo.) (200 gL} or
intraperitoneally (ip.) (100 gL), 1 h before zymosan stimulation. The
same volume of vehicles was administered to the control groups. Ani-
mials were divided into four experimental groups at least five animals
- 1) saline-stimulated; i) evmosn-stimulated and trested with vehicle;
iif) zymosan-stimulated and treated with Fucoidan by oral route, and iv)
eymosan-stimulated and treated with Fucoidan by intmperitoneal route.

Model of lung inflammation by LPS

Lung inflammation was induced in mice anesthetized with a miture
of izofluorane (0.5%) and atmospheric air by oropharyngeal aspiration
of LPS (25 jg/25 L) (from E, coli serotype 0127:B8&; SIGMA, St. Louis,
MO, USA) or sterile saline (control group). The analyses were performed
24 h after the LPS instilladon. For the analysis of cells infiltrated into
the airways, animals were killed with ketamine (300 mg/kg), and xy-
lazine (30 mg/kg) and the bronchoalveolar lavage fluid [BALF) obtained
after lushing the sirways with twice 750 pl of PBS with ethylenedi-
amine tetra-acetic acid (EDTA, 10 mM), BALF was retrieved and cen-
trifuged (3000 rpm, 4 "C for 10 min), and the cell pellet was resuspended
in EDTA-PBS (250 pl). Total leukocytes were counted in a Neubaver
chamber using Tiirk solution. The differential analysis was performed
in cytocentrifuged smears stained with May-Grunwald-Giemsa dye un-
der an oil immersion objective and light microscopy {Olympus BXS0).
Final counts were reported as the number of cells {(%10°) per BALF.
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Table 1

Percentage of labeled
Fucoidan over time, after
ascending chromatograms
of ™7 comparned
with free penechnetate
(Na"™ TeQ, ).

Tima (h) Labeling (%)

999 + 0.4%
94,9 = 0,5%
99.8 = 0.3%
99.8 & 0.6%
99,1 = 0, 4%
99.6 = 0.5%

E'ﬁ‘-llh'l"—ﬁ

Animals were treated with Fucoidan (100 mg/kg), diluted in filtered
water, and administered intravenously, 22 h after LPS stimulation. The
same volume of vehicles was distributed into the control groups. Ani-
mals were divided into three experimental groups, consisting of at least
six animals: 1) saline-stimulated: 1) LPS-stimulated and treated with ve-
hide; i1} LPS-stimulated and treated with Fucoidan.,

Statistical analysis

For statistical analysis, GraphPad Prism 5.0 was used, All data are
presented as mean + SD, Two-way analysls of varfance (ANOVA) fol-
lowed by Bonferrond post hoe test or T-test student were used for anal-
vsis. The significance level was set at p < 0.05 or p < 0.01,

Results
Radiclabeling with 99mTe and quality conirel of the labeling process

The radiolabeling process using pure Fucoidan and technetium 99
metastable by a direct mdiolabeling process showed to be an efficient
methodology with over 95% of efficacy in 24 h (Tahle 1),

Biodistribution of 99mTe-Fucoidan

The biodistribution of 99mTe-Fucoidan (Fig. 1) showed a ubiguitous
behavior with Fucoidan uptake in several organs. The organs that de-
served more attention were: liver (X 29,08%), stomach (X 6.7 3%}, large
intestine (X 14.5%), kidneys (¥ 30.78%), and lungs (£ 5.52%).

Uptake of 99mTe-Fucoldan i inflamed site

We next investigated the uptake of 99mTe-Fucoidan in inflamed tis-
sue, As expressed in Figo Z, it is possible to observe a higher uptake in
inflamed hmgs (£ 9.7%) rather than not-inflamed lungs (X 5,38).

Fucoidan effect on articular inflammatory resporse induced by symosan

Previous reports have demonstrated that, La., injection of zymosan-
induged, an articular inflammatory response within 24 h, chamacter-
ized by a significant increase in edema formation and massive neu-
trophil influx {approximately 90% of total lencocytes), We examined
the anti-inflammatory effects of Fucoidan in this murine model of ar-
ticular inflammation and observed that mouse pretreatment with Fu-
coidan (100 mg/kg: i.p) 1 h before fa. symosan stimulation signifi-
cantly impaired symosan-induced edema formation within 24 h How-
ever, treatment with Fucoidan did not substantially inhibit edema for-
mation (Fig. 2A). Treatment by oral or i p. with Fucoidan also did not
deter the migration of leukocytes into the synovial cavity (Fig 2B-D).
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Fucwidon effect on hunyg inflarmmation by LPS

LPs stimulation of C57BL/6 mice yielded a significant increase
in total leukocyte numbers in the BALF, The elevation in leukocyte
counts was accounted for by a considerable increase in the number of
neutrophils. These changes were sensitive o treatment with Fueoidan
(100 mg/kg, Lv.) (Fig. 4).

Discussion

Inflammation is a vital defense mechanism for health. The eary de-
tection of the inflammation process through sensitive and non-invasive
diagnostic methods allows early treatment and quality of life, Here, we
ohserved that Fueoidan could act as a therapeutic and possible imaging
agent in classical in vivo models of inflammation.

The direct radiolabeling process using 99mTe showed w be effi-
cient in reducing inflammatory parameters, such as edema formation
and leukocyte migration. To reach this, we conjugate Fucoidan with
YmTe that allows us to analyze the capacity of Fucoldan to act as
a therapeutic and imaging agent. In this context, the presence of sev-
eral reactive groups, including ally] groups and sulfo groups in the
structure of Fucoidan, aids in the conjugation reaction with 99mTe,
especially in [99mTe = 0°7] or [99mTc(CO41]* core configuration.
The [99mTe = 0% ] is the most common core used for radiclabeling
with 99mTr complexes, In this reaction, due to the presence of sulfo
groups, the 99mTe would assume a square pyramidal geometry, with
the technetium (99mTc] in the middle of the structure. In the case of
[99mTe{C0y 11" with the reaction occurring with the methyl group of
the structure, probably an octahedral geometry with 99mTe in the mid-
dle of the structure will be formed o stabilize the charges and density
of the complex (Costa, llem-Oademir, & Santos-Olivelra, 2019). In both
cases, a stable and effective complex of Fucoidan and %9mTe will be
fovr vl

The biodistribution assay indicates the usefulness and effectivensss
of the radiopharmaceutical. This assay allows for evaluating and quan-
tifving the radiopharm aceutical uptake in tissues and determining how
it is excreted from the body (Duatti, 2021}, In this study, we showed
higher uptake of Te-99m-labeled Fucoidan in kidneys (30.78%) and
liver (29.08%), while in other viscera organs, the uptake was lower,
The uptake in the large intestine was 14.5%, 6.73% in the stomach, and
5.52% in the lungs. As the liver and kidney uptale was very similar, it is
impaossible to confirm whether the madiopharmaceutical excretion was
predominant in the hepatobiliary or the kidneys system. Even so, the
kidney system eliminated a significant fraction, which is an interesting
route due o lower radiation exposure, However, complementary studies
should be done to determine the tme of renal clearance. In confirming
sa, this radiopharmarceutical could be useful for obtaining dynamic im-
ages for morphological imaging (Chigoho, Bridoux, & Hemot, 2021). In
addition, the higher uptake in this organ can be advantageous for other
clinical applications. Tan J et al, (2020) describes the use of Fucoidan
o treat nephrotic syndrome, including a Fucoid an-based drg approved
by the Chinese Food and Drug Administration in 2003 for the treatment
of kidney disease (Wang, Geng, Yue, & Zhang, 2019,

As mentioned above, we show in this study that there was also a
significant uptake of 99mTe-labeled Fuesidan in the liver. The elimina-
tion of this radiopharmaceutical through the hepatobiliary system could
measure fiver function and potentially identify patients at risk for liver
failure. This could provide valuable information in the pre-and postop-
enttive estimation of patients with hepatobiliary disease (Hoekstra et al,,
2013; Lambie ef al., 2001). Also, due to the affinity of 99mTe-labeled
Fueoidan for the lower gastrointestinal tract, this radiopharmaceutical
could be used to provide images for disgnosis and follow-up of inflam-
matory bowel disease characterdzed by recurrent local Inflammation
(Dmochowska & Wardill, 2018). We propose that 99mTe- conjugated
Fucoidan could be used as & non-invasive technique to treat several in-



B, Costa, LB Corréa P.M.e Silva et al

Spleon R

Right Lung [

Left Lung |

fight Kidney [,
Left Kidney (N

tepe ot S
sl it (-

stomach ([
Bran

Heart EEER—

Blood R

78

Food Hydrocollofds for Health 2 {2022) 100049

Fig. 1. Biodistribution of 99mTe-Fucokdan in healthy animals,
Animals were infected with intrmvenous injection of 99mTe Fu-
coidan (2.7 MBg/0.2 mL). Blood and several orgams wene re-
moved and weighed, Tissue mdioactive uptake was measured
uging a gamma counter, and the results were expressed as a
percentage of the injected dose per gpram of tssoe.

1IER

right lung inflamesd  =f lung inflamed mghd lung not lertt lumg nod-imflamed
el Lamasid

Fig. 2. Lung uptake of 99mTe Fucoidan showing the higher uptake in inflamed
lungs. Lung inflammation was Induced by oropharyngeal aspirstion of LPS
(25 pg /25 pL), and ¥9mTe Fucoidan (3.7 MBg/0.2 mL) was instilled. 2 h post-
installation, both lungs (right and left) were removed, weighed and the radioac-
tive [ssue uptake was measured using a gomma counter, Results were expressed
as the percentige of injected dose per geam of Haue * p < 0,01 when compared
o right lung inflamed:; # p < 0,01 when compared o lef lung inflamed,

flammatory pathologies, which would be more comfortable for the pa-
tient during the treatment period,

Non-invasive imaging techniques such as magnetic resonance imag-
ing (MRI}, single-photon emission computed tomography (SPECT), and
posiiron emission tomography (PET) is widely used for assessing disease
activity and monitoring response to treatment. The Radionuclide-based
SPECT and PET images have advantages over other modalities because
they provide molecular function information, high sensitivity, and high
contrast (Lee, Ehlerding, & Cai, 20019 MacRitchie et al. 2020). The de-
velopment of SPECT and PET imaging for chronic inflammatory diseases
has three main targets that can be classified into different catepories: (1)
cell adhesion molecutes; (2) surface markers on immune cells; and (3)
cytokines or emzymes (Lee of al, 20019)

Saboural et al. (2014) labeled Fueoidan with 99mTe for develop-
ing a molecular imaging agent to diagnose acute coronary syndrome in

rats with transient myocardial ischemia. In an experimental model of
sutoimmune myocardits, 99mTe-labeled Fucoidan was used o access
the inflammation site early. SPECT/CT with 99mTc-labelled Fuonidan
accurately diagnosed the inflammatory process in the early stages of au-
toimmine myocardids. This stisdy showed the great potential of 99mTe-
labeled Fucoidan in monitoring the evolution of this disease and the
effectiveness of therapy (Vigne et al, 20200,

These works corroborate the results obtained in this study regarding
thie use of this sulfated polysaccharide as an imaging agent. We demon-
strated o great uptake of Te-99m-labeled Fucoidan in inflamed lungs (E
9.79) compared to the uptake in healthy lungs (£5.38). This difference
could be related to the affinity of Fucoidan to bind specific targets in the
inflammatory site, The results obtained clearly show a lower migration
of leukocytes to the area of inflammation, both articular and pulmonary.

Anather mechanism that may explain the ant-inflammatory action
is the ability of Fucoidan to modulate the immune response through
the inhibition of pro-inflammatory signaling pathwiys, such as mitogen-
activated protein kinases (MAPK] and nuclear factor-xB (NF-cB) [Tsay
et al, 2021: Wang et al., 2019: Pradhan et al. 2019 Manikandan et al.,
2020), It was shown that Fumidan inhibits LPS-induced inflamma-
tion via blocking NF-xB and MAPK pathways

Fucoidan is presumed to bind to specific glycoprotein receptors on
the surface of macrophages, dendritic cells, and other leukocytes such
as TLRA recepiors; CD14; CR3; SR1. This can result in the downregula-
tion of genes related to this pathway, inhibiting the expression of pro-
inflammatory cytokines and other processes regulated by them, such as
NF-kB (Lin et al, 2018; Lin of al, 2020). For example, Fucoidan can
inhihit tumor cell migration and lymphocytes recruitment by suppress-
ing CCL22 in M2 macrophages via NF-cB-dependent transcription. Data
from this study showed that oral administration of Fucoidan did not
significantly inhibit zymosan-induced edema formation.

Many authors have evaluated the anti-inflammatory activity of Fu-
coidan in different experimental models, applving it via gavage or
ardding it to the animals” feed, as shown in Table 2 below.

In these studies, Fuooidan was administered omlly for a certain pe-
riod, which may have contributed to the positive results described in
them. On the other hand, the anti-inflammatory action reported in this
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Fig. 3. Fucoidan effect on edema and leukocyte migration during symosan-induced arthritis. (A) Knee joint thickness was measured with a digital caliper before and
24 h after symosan stimulation. Mice were pretreated with fucoddan (Fuc) (100 mg/kgl omlly or intraperitongal ly 1 h before stimulation, and after 24 h of gymaosn,
L Inpection (500 ug 25 pl/cavity), knee synovial cells were recovered and analyred in (8] toml] leukoeyte, (C) neurrophils and (D) mononuclear cefls md gragdon,
Control animals recesved sterile saline, Lo, injection (25 gl /cavieyl Datn were presented s mean = SEM (0 = 6), Statistically sgnificant (P < 0.05) are indicated
between stimulated and non-stimulsted groups (7] and between trested and non-teeated groups (+)

Table 2
Anti-inflammatory activity of orally administered Fucoidan,
Disenise Treatment with fucodd an Chubecnmes M han s Reference
Had latdon Peumsanitls 200 mg/kg/doy ornl Arteniaed indueed Changed the expression Yo ot al, 2018
pavage for 14 doys fibrosis; decressed Putterns of indlammstory
leukocyte sooummlation cytokines
Farmalin imduced 50 mp/kgsdov oral Ant-nosiceprive effect Retained phSmlah Anniknndum ot al,, 2020
paiw-edema gavage for T days mnd decreased the size of transcription Ector
pave swelling od oms shonwing d own regulanon
of expresdon of
prokn flmem atory
medintors
Thivacetaide-induced 20 mg/hg day by ool Hepatuprotective effect Hepatic anlioxidatbve Tsal it al., 2121

Liver injury govage for 42 days

inflammatory responyes
wnd acting a5 an

mmthokieda
surgically incuced 501 50 mg kg day by

endkmelringis ol pwvage for 42 days.

suppression of the

ot

amel-| nflammarory
elects; reduced the
volume and welght of
endametriofic lesions

emeymis; nnd & lower
ol ast, tal-w, -1, and
c-renctive protein

Imhibited the winhility Chang of
and migration; decressed

inflammatory cytokines

and VEGE

study, in which the anti-inflammatory action of orally administered Fu-
coidan was not expressive, can be justified by the low frequency of ad-
ministration of this polvsaccharide right before the induction of edema
with zvmosan, or it could be that the model used not ideal, as the zy-
mosan model produces an acute inflammatory response and substances
that mainly interfere with innate immunity tend to be more suceessful.

Finally, based on the evidence available, the Foenidan mecha-
nism is widely known (Table 3). They can mimic the P-selectin gly-
coprotein ligand-1 {PSGL-1), exhibiting a high affinity for P-selectin
over expressed by activated platelets consequently blocking P-selectn
(Bachelet et al., 2009). P-=electin is a cell surface adhesion molecule
which mediates leukocyie-endothelial cell adhesion (Cheng et al,

MY, P=selectin is stored in membranes of & granules of platelets
and Weibel-Palade bodies of endothelial cells. When mediators such as
thrombin or histamine activate these cells, the granules fuse with the
plasma membrane and P-selectin is rapidly redistributed to the cell sur-
face, P-selectin interacts reversibly with PSGL-1, a trans-membrane ho-
madimeric mucin on lenkocytes, These interactions mediate leukocyte
rolling on activated platelets and endothelial cetls. So, P-selectin initi-
ates leukocyte recruitment during inflammation (Panicker et al,, 2017).
Due to the activation of the inflammatory process in the lung by LPS or in
the joint by zymosan, there is probably an overexpression of P-selectin,
which justifies accumulation of 99mTe-Fucoidan in the inflammatory
sife, Thus, a functional radiclabeled compound as with ligands for tar-
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Tahble 3
Studies on the mechanism of action of Fucoldan,
Symem Indication Fucoddan functions Methad Hesutis Heference
Mano dray delivery Thrombalytic therapy Surfoce modification to Thrombin- responsive MDDE specifically Ehang e al, 3028
system (NDDS) Impravee poor wnter pepikde (GGLVIPRGFGG,  sccumulate &t
(MnOZ/ uP Ajepep-Fuce) dispersibility and low pepl as the bridge © plateles-rich
Mocompstibility of connect Ma02 NPs and thromibis because of the
Min02 NPs Fucuoidan ligand-recepior
interaction between Fuco
and Pselectin,

Manoparticle-based dnag
debivery systems

Pselectinspecific

complex nanoparticles
[CHPs)

Pucoidan - func ionazed
dextrnn
submicroparticles (SPs)

Binspecific
pobysiccharide based
submicronic pariicles
(BP=])

Thrombmsis

in witro ME imaging of
Enflnmmatory
endothelial cells model

in witro amidolytic and
filwimolytic nerivities

Evalunte the cytotoxdcity,
contrisl properties and
Lor geting eapocity of the
olitained objects

Fo con strongly bind 1o
mctivated plaselet-rich
thrombi through
P-selecrin-basm] Hgnnd-
receplor inferactions

Lower mokecular weight
coidan [LAWWF)
imhdbited Peselectin
hinding. and modulaved
Pesrectim and provided
with other bislogical
fanctions inclxling
it ot of
revasculmrzation and
endothelial protective
activities

Fucoidan emerged as an
affordable, high-gquality
targeting lgmnd to
P-selectim thar was prior
vilidated by the group
A0 Vanmis
palysaccharide-based
nano- & mmicrosys ems
for molecular dingnosiics
and torgeted theropy

Able to bind to human
activated phaeelets for
mtherot hrombasks
imaging by MHRI

To ensure tnrgeded
delivery of Uk and 100G
to o thrombas site, we
used Fu s an activated
platedet-specific ligand to
mieddify tha
UEACGE5i-AuNR

LA oo MKt

Combine LMWF
[LMWFEYTA,
theermi by sine hyvd rodyaed
protamine peptide (cell
peneimting peptide,
TPP1880) and Gd-DTPA
im0 nanosystem for in
vitro MR imaging of
inflammatory
endothelisl cells model

Fabricated novel
faeoidan functionalized
ilextran
submibcropardcles (5Ps)
by a green chemistry
miethod iming fully
Iodeyradable nod

b ooompatible
campoanids, all of them
approved by the

oA

SPs were synthesized by
on-crosslinking of
fucnidan and former
dextran macrocompheges
within 110 the droplets
of a water-in-oil
emulsion

Posdectin speci Ac
Sl-AuNR manocomposine
cam efficienitly nnd safely
deliver 106G and Uk 10
thromibi with
photnthermal/e symatic
thrombodytic effects and
MIR I funoresod noe
imaging function [BCG)
for thrombosia imaging
mncl thempy

The manoplafonm
integrting multiple
functicmalities such as
P-selectin targeting., ol
pencrating, and ME
imoging in the CMPs can
solectively deliver
Gd-DTPA 19

M A-stimulaned,
activated HUVECs

Fucoidan functionalized
5Pa have & high and
spedfic affinity to
P-selecrin amd
acoumulate on nctivated
platelet aggregates and
bind 1o the theombl in
vive and proved superiar
in wiva thrembaolyte
efficecy in o mouse
mroke thrombin model
Partiches mchibdted good
colloidal sinbility and
ware cytocompatible
with human endothelial
cells nmd exhibited good
MR comtrast properties

Chaeg el al., 3021

Cherrg el al, 2020

Fenych et ol 3021

Forers Rammires et al.,

2020

] Salne WH LPS

+

geting P-selectin can be used to deliver imaging and therapeutic agents
for treatments of the diseases associated with increased expression of

Poselectin.

Conclusion

Leucocytes (x10° ) /BALF)

Fucoidan: - - + - - + - - +
Total

Mononuclears Neutrophils

Fig. 4. Effeci of trestment with Fucoldan (100 mg/kg) on LPS-induced leoco-
cyte changes (total and differential cell counts) in the BALF. The bronchoalveo-
lar lavage fluid from CS7BL/6 mice was collected 24 h after LPS (25 pg) stimu-
lation. Vihies are mean + SEM from at least six animals, *P < 0,05 as compared
with saline-stimulated mice, *P < 0.05 o compared with LPS-stimulated mice.

In this smady, we demonstrated for the first time that Fugoidan could
act as an imaging agent in inflammatory models, There is already a
phase 1 clinical trial reporting the first human evaluation of 99mTe-
latseled Fucoidan SPECT for P-selectin imaging, demonstrating a good
biodistribution and safety profile (Zheng et al., 2019). To date, two cin-
fcal trials are ongoing. These trials are focused on the blodistribution
and tolerance of Fucoidan. Healthy volunteers are involved in trials in-
volving the biodistribution, safety, and dosimetry of a labeled Fucoidan
(Clinical Trials.gov, Identifier: NCTO3422055), In another trial, patients
with stage -1V non-small cell lung cancer (NSCLC) are being stud-
ied {in a placebo-conirolled trial}, in which Fucoidan is added o their
chemotherapy treatment to determine the impact it would have. Present
in your quality of life (Clinical Trials gov, Identifier: NCT03130829). The
results of these studies (clinical trials) will play an important role in ob-
tamning information about ADME and Fucoidan toxicity in humans. Al
though Fucoidan extracts have not been approved for biomedical pur-
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poses, research on the bivactivity of this compound has incressed expo-
nentially in recent years, with a focus on its application as drug delivery
agents, biomaterials, and therapeutic agents,
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