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OBJETIVOS

Desenvolvimento de um
procedimento experimental pré-clinico para
o Al4, um composto nanométrico contendo
a substancia ativa metil-dehidrojasmonato.

MATERIAIS E METODOS

Al4 e sua respectiva formulagdo
controle foram sintetizados sob licenga da
Nanocare Technology LLC e gentilmente
cedidos pela Fundagdo Nacional do Meio
Ambiente Dr. Ernesto Pereira Lopes
(FUNAMA). A angiogénese foi estudada
com um bioensaio da membrana
corioalantdica  modificado  (FCF-USP
CEUA n° 182/2008; 628/2021). Os ovos
foram expostos no periodo E4-E8. Imagens
da membrana corioalantdica digitalizada
em scanner (2400dpi, escala de cinza)
foram analisadas por um procedimento
automatizado, com o programa CAMLigia,
desenvolvido por LT Cruz. A andlise
morfoldgica quantitativa incluiu a avaliacdo
dos parametros de padroes de contraste
binario local.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A estrutura ciclopentanona da
molécula do metil-jasmonato ¢ andloga a de
alguns dos mediadores inflamatorios
ultra-rapidos do grupo das prostaglandinas,
que disparam reagoes celulares
fundamentais na comunicacao célula-célula
e sinalizagdo intracelular para a produgao

de diversas respostas antinflamatdrias
(FLESCHER, 2005). (Figura 1)

Figura 1: Estruturas quimicas dos jasmonatos
e das prostaglandinas antinflamatorias. As
imagens foram modificadas das imagens
originais (Wikimedia Commons, the free media
repository; arquivos: Enantiomers Jasmonic
acid.svg and Prostaglandin D2.svg) usando o
programa Core]DRAW® Graphics Suite X7
(Corel Corporation). Figura reproduzida de
SA-NAKANISHI et al., 2018).

Os resultados qualitativos ilustram
os efeitos dramaticos do Al4 sobre os
vasos de médio e pequeno calibre, como
observado na figura 2 (dados brutos). Os
efeitos vasculares nao foram associados
com o sofrimento embrionario € nem com
atraso no  desenvolvimento, como
documentado pelo peso e comprimento
cabecga-cauda dos embrides.



Figure 2- Efeitos do Al4 sobre os vasos da
CAM. A: A14100puM; B: Al41mM; C:
controle do veiculo nanocarreador 100 pM; D:
controle do veiculo nanocarreador 1 mM; E:
controle do veiculo nanocarreador mais Al4
100 uM; F: Controle ndo exposto. Bioensaio da
CAM, exposi¢ao E4-ES. Efeitos
concentracdo-dependente da indugdo de vasos
ingurgitados e hemorragias nas amostras
expostas a0 Al4 (A and B), de toxicidade do
nanocarreador vazio (C and D) e efeitos
complexos da dilui¢do do principio ativo no
veiculo (D, E, and B).

Os resultados quantitativos foram
normalizados por amostragem de areas
quadradas (1536 x 1536 pixel’). A
frequéncia dos padrées binarios de
contraste local (OJALA et al., 2000),
revelou o comportamento homogéneo do
grupo controle e confirmou efeitos
concentragcdo-dependentes do A14 (NICOT
et al, 2020). Resultados obtidos com
veiculo e controles também sdo mostrados
na Figura 3.
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Figure 3 - Efeitos do Al4 sobre os vasos da
CAM. A: Al4 1 mM; B: controle do veiculo
nanocarreador 1mM; C: controle do veiculo
nanocarreador 1 mM mais A14 100 uM; D:
Controle ndo exposto; E: Al4 100 uM; F:
controle do veiculo nanocarreador 100 pM.
Bioensaio da CAM, exposicdo E4-E8. Efeitos
concentracao-dependentes do Al4: formulacao
completa (A, E, D) e dilui¢do do principio ativo
no veiculo (A, B, C).

O  procedimento  desenvolvido
permitiu medir a regulacdo do tonus de
artérias de médio e pequeno calibre,
envolvidas no controle do fluxo sanguineo
pelo Al4, que envolve sinais de miRNA e
NF-kB.  Esse padrao foi previamente
associado com processos de diferenciacao
celular ligada a sinalizagdo por NOTCH e
transi¢do epitélio mesenquimal, relevante
para a desorganizagdo de jungdes
endoteliais normais por mecanismos nao
candnicos e aumento da permeabilidade.
(KOEFLER et al., 2015; MILOUDI et al.,
2019). Perspectivas futuras incluem o teste
de aplicacdes terapéuticas do A14 in ovo.
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